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RESUMO

A produc¢do de queijo resulta em um grande volume de descarte, sem nenhum tratamento, do
residuo gerado em seu processamento, o soro lacteo, o que implica na polui¢do do meio
ambiente. Diante dessa demanda disponivel de soro, pesquisas vém investindo em agregar
valores nutricionais e funcionais maiores que os ja apresentados por este subproduto,
garantindo menor impacto ambiental e beneficios a saude humana. Uma estratégia para esse
fim ¢ o desenvolvimento de produtos probiodticos. O soro caprino, bem como o bovino
apresentam propriedades nutricionais e uma diversidade de atividades biologicas. Tanto puro
quanto associado a cepas bacterianas e fermentado, o soro gera peptideos, que podem se
tornar bioativos ao serem liberados durante a digestdo. No presente estudo, o objetivo foi
avaliar fragdes proteicas de produtos e bebidas lacteas com o uso de soro de leite de cabra ou
de vaca todos contendo a cultura potencialmente probiotica de Lactobacillus rhamnosus Lr-32
e a cultura starter de Streptococcus thermophilus TA40. Especificamente nas bebidas de soro
de leite de vaca, houve a adigdo de leite em po desnatado e de jamboldo (Syzygium cumini).
Foram analisadas amostras de: soro fluido caprino /in natura (GSF); soro caprino reconstituido
sem a adicdo das culturas (GSR); soro caprino reconstituido com a adi¢do das culturas antes
do inicio da fermentagdo (GTI), ao final da fermentagao (GTF), e apos 1 e 7 dias 4 °C (GD1 e
GD7, respectivamente); base lactea de vaca antes do inicio da fermentagao (CTI) e ao final da
fermentacdo (CTF); bebida lactea de vaca e jamboldo apos 1, 7, 14, 21 dias de
armazenamento a 4° C (CD1, CD7, CD14, CD21 respectivamente). Foi utilizada a técnica de
eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) para avaliar o
perfil proteico dos produtos lacteos. Foram identificadas as proteinas a-lactalbumina (o-La),
B-lactoglobulina (B-Lg) imunoglobulina G (IgG), soroalbumina (SA) e lactoferrina (LF) em
todas amostras, além das fragdes da caseina (B-CN, o5-CN e o0x-CN) na bebida lactea de
jamboldo, pela adicdo do leite em pd. Ao confrontar os géis dos produtos lacteos, foi
observado que a atividade proteolitica ocorreu durante o armazenamento dos produtos,
gerando peptideos de peso molecular inferior a a-La (< 14,2 kDa) durante tal periodo,
particularmente em GD7, CD14 e CD21. No entanto, so foi possivel observar melhor as
fragdes menores liberadas, tanto durante a fabricagdo do queijo, como pelo efeito do tempo de
armazenamento dos produtos, de pela técnica do nitrato de prata. Por outro lado, a coloragao
por Coomassie Blue foi suficiente para identificar as caseinas na bebida lactea com polpa de
jambolao.

Palavras-Chave: Soro licteo. Probidticos. Eletroforese.



ABSTRACT

Cheese production results in a large amount of waste produced in its process, the whey,
without a treatment, which results in environmental pollution. Due to the available whey
demand, studies have been investing in upgrade the whey value through higher nutritional and
functional value than those it already presents, assuring a lower environmental impact and
benefits to human health. One strategy for this goal is the development of probiotic products.
Goat as well cow whey present nutritional properties and a variety of biological activities.
Either pure or associated to bacterial strains, as in fermented products, whey produces
peptides, which can become bioactive while released during digestion. In this study, the
objective was to evaluate protein fractions of products and dairy drinks combined with goat or
cow whey having a potentially probiotic culture of Lactobacillus rhamnosus Lr-32 and a
starter culture of Streptococcus thermophilus TA40. Specifically in cow whey drinks, there
was an addition of skimmed milk powder and jambolan (Syzygium cumini). It was analyzed
samples of: in natura goat whey (GSF), reconstituted goat whey without culture addition
(GSR); reconstituted goat whey with culture addition before (GTI) and after (GTF)
fermentation, and also after 1 and 7 days at 4 °C (GD1 and GD7, respectively); cow dairy
base before (CTI) and after (CTF) fermentation; cow dairy drink and jambolan after 1, 7, 14,
21 days of storage at 4 °C (CD1, CD7, CD14, CD21 respectively). Sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) was used to evaluate the protein profile of
the dairy products. It was identified the proteins a-lactalbumin (a-La), B-lactoglobulin (B-Lg)
immunoglobulin G (IgG), serum albumin (SA) and lactoferrin (LF) in all samples, besides
casein fractions (B-CN, o05-CN and ox-CN) in jambolan dairy drink, due the milk powder
addition. Confronting the gels of the different products, it was observed that proteolytic
activity occurred throughout the products’ storage, releasing peptides with lower molecular
weight than a-La (< 14,2 kDa) during this period, particularly in GD7, CD14 and CD21.
However, only by the silver nitrate technique it was possible to observe properly the smaller
fractions released, either during cheese production or through the products’ storage. On the
other hand, coloration by Coomassie Blue was enough to identify caseins in dairy drink with
milk powder and jambolan pulp.

Keywords: Whey. Probiotics. Electrophoresis.
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1 INTRODUCAO

Na producdo de laticinios, o leite de cabra possui algumas propriedades particulares
que conferem vantagens tecnologicas em comparagdo ao leite de vaca: o menor tamanho dos
globulos de gordura que proporciona uma textura mais suave em produtos derivados;
quantidades menores da fragdo os;-caseina que, do mesmo modo, resulta em um coagulo mais
suave, com maior capacidade de retencdo de agua e menor viscosidade. A menor
alergenicidade em comparag@o ao leite bovino também levou a um aumento do interesse no
leite caprino como alimento funcional (HASSAN et al., 2014). Além disso, apresenta maior
digestibilidade, podendo ser indicado como substituto do leite bovino na alimentagdo de
criangas desnutridas e no tratamento de diabéticos (ANAETO et al., 2010). Porém, a aceitagao
do leite caprino ainda traz receio, devido ao odor caracteristico que o mesmo apresenta
(CORREIA et al., 2008).

No Brasil, grande quantidade produzida de leite ¢ destinada a fabricacdo de queijos,
em que o processamento destes gera, como subproduto, o soro em grande quantidade. Sendo
assim, o descarte do soro tem sido realizado de modo inadequado, no que acarreta danos ao
meio ambiente (SPADOTI et al., 2006).

O soro também apresenta elevado valor nutricional, uma vez que retém cerca de 55%
dos nutrientes do leite (LEITE et al., 2012). E rico em proteinas, vitaminas hidrossoltveis,
sais minerais e lactose. As proteinas do soro sao complexas misturas de numerosas moléculas,
cujas principais sdo: B-lactoglobulina (B-Lg), a-lactalbumina (a-La), imunoglobulinas (Ig) e
albumina sérica (também conhecida por albumina do soro ou soroalbumina, SA), as quais
representam aproximadamente 2,7 g/L, 1,2 g/L, 0,65 g/L e 0,25 g/L, respectivamente. As
proteinas do soro do leite apresentam uma série de atividades biologicas que influenciam na
digestdo, nas respostas metabolicas aos nutrientes absorvidos, além do crescimento e
desenvolvimento de orgaos especificos e resisténcia a doencas (NOBRE, 2015). Em vista do
aproveitamento dessa matéria-prima, tém-se investido na fabricacdo de novos produtos
lacteos com interesse nutricional e funcional.

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA):
“[...] bebida lactea é o produto lacteo resultante da mistura do leite
(in natura, pasteurizado, esterilizado, UHT, reconstituido, concentrado, em
po, integral, semidesnatado ou parcialmente desnatado e desnatado) e soro
de leite (liquido, concentrado e em po) adicionado ou ndo de produto(s) ou
substancia(s) alimenticia(s), gordura vegetal, leite(s) fermentado(s),

fermentos lacteos selecionados e outros produtos lacteos. A base lactea
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representa pelo menos 51% (cinquenta e um por cento) massa/massa (m/m)
do total de ingredientes do produto (BRASIL, 2005)”.

Associado aos beneficios do leite e do soro, a adi¢cao da polpa de frutas pode agregar
valor nutricional a produtos lacteos, devido ao seu alto teor de compostos fenolicos e seu
poder antioxidante (BORGES, 2011).

O jambolao (Syzygium cumini, Syzygium jambolanum) ¢ uma fruta em que sua
semente fica envolvida por uma polpa carnosa, comestivel, doce e agradavel ao paladar,
apesar de adstringente (VIZZOTTO; ROSA FETTER, 2009). Dentre os compostos ja
identificados nos frutos, podemos citar a presenca de acidos fenolicos, como o acido elagico,
os flavonoides, como a quercetina, a rutina e as antocianinas (LIMA et al., 2007,
REYNERTSON et al., 2008; SOARES, 2015; VEIGAS et al., 2007). Ao analisar o jambolao,
Veigas et al. (2007) afirmam que este fruto pode ser considerado potencialmente antioxidante
sobretudo pela presenca de antocianinas. Estas sdo também consideradas corantes naturais,
destacando-se nesse fruto compostos como a delfinidina-3-glicosideo, a petunidina-3-
glicosideo e a malvidina-3-glicosideo (LIMA et al., 2007; REYNERTSON et al., 2008;
SOARES, 2015; VEIGAS et al., 2007).

Considerando a aplicacdo do soro de queijo na elaboracdo das bebidas lacteas, com ou
sem polpas de frutas, as proteinas do soro podem sofrer modificagdes ao longo do
processamento do produto. As proteinas do leite, assim como um grande nimero de outras
proteinas alimentares, contém sequéncias de aminodcidos que, geram peptideos por hidrolise
enzimatica ou fermentacdo (ZAVAREZE, et al., 2009).

“Quando liberados, os peptideos derivados das proteinas lacteas podem resultar em
efeito fisiologico benéfico” (GOBBA et al., 2014). Uma vez ativos, os peptideos podem
exercer efeitos anti-hipertensivo, antioxidante, anti-inflamatorio, antibacteriano, entre outros.
As proteinas do soro de leite ainda podem exercer varios efeitos benéficos sobre o sistema
cardiovascular gracas as suas propriedades redutoras (por exemplo, a cisteina estimulando a
sintese de glutationa) e sequestrantes de radicais livres (glutationa, lactoferrina,
lactoperoxidase), que sdo também inibidores da lipoxidacao das lipoproteinas e artérias. Os
peptideos derivados da lactoferrina mostraram atividade anticoagulante, inibindo a agregagado
de plaquetas (DOSSIE..., 2017).

Dessa forma, tanto o soro lacteo caprino quanto o bovino apresentam valor nutricional
que conferem atividades benéficas ao hospedeiro. Igualmente, os microrganismos que

exercem efeito fisiologico, conhecidos como probidticos, podem ser utilizados para obter
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como produto final, bebidas lacteas com potencial funcional e nutricional (NOGUEIRA,
GONCALVES, 2011).

O objetivo do estudo em questdo ¢ avaliar diferentes produtos lacteos em fungdo da
atividade proteolitica ,bem como apresentar a técnica mais adequada para identificacdo das
fragdes proteicas, a depender do peso molecular destas ao serem estudadas. Para fins de
avaliagdo do efeito da fermentagdo sobre as proteinas lacteas, estas fragdes sdo comumente
determinadas através de eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio-SDS-
PAGE (DONKOR et al., 2007).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil proteico de bebidas lacteas, uma produzida apenas com soro em péd
de queijo caprino e outra com soro lacteo, leite em p6 e polpa de jambolao (Syzygium cumini),

ambas adicionadas de Lactobacillus rhamnosus.

2.1 Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste estudo foram:

a) comparar a atividade proteolitica da cultura probiodtica nos diferentes produtos
lacteos durante a fermentacdo e ao longo do armazenamento;

b) avaliar a influéncia dos diferentes ingredientes utilizados;

¢) comparar as técnicas de coloragdo por Coomassie Brillant Blue e nitrato de prata

nos géis contendo as amostras do tratamento com soro, leite e jamboldo.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Alimento funcional

Os alimentos funcionais vém tomando a frente do mercado nos ultimos anos como
medida de prevengdo de doencgas ¢ buscando conscientizar a populagdo para uma alimentagao
mais saudavel. O alimento funcional pode ser definido como alimentos e/ou parte deles que
oferecem beneficios na prevencdo de doencas, além de influenciar nos parametros
metabolicos de doencas cronicas, como as cardiovasculares, e por estas razdes, vem sendo
alvo crescente no mercado mundial (GIANEZINE et al., 2012; MANTHOU et al., 2014,
PEREIRA, 2016).

O leite se destaca como um alimento rico em nutrientes, sendo o “Unico alimento que
satisfaz as necessidades nutricionais e metabdlicas do recém-nascido de cada espécie”
(DOSSIE..., 2017). Uma vez comparado o leite bovino com o caprino, cerca de 40% de
pacientes sensiveis as proteinas do leite de vaca toleram a proteina do leite de cabra. O
contetdo mineral, especialmente de ferro € superior, podendo ajudar na prevencdo da anemia
ferropriva. A expressiva producao de leite e a aceitagdo do consumidor por grande nimero de
produtos lacteos, possibilitam o desenvolvimento de diversos tipos de queijo, 0s quais geram
como subproduto o soro, que corresponde entre 85% e 95% do volume total de leite. Esse
soro também ¢ obtido a partir da fabricagdo de caseina ou produtos lacteos similares
(DRAGONE et al., 2009; BARBOSA et al., 2010; SIQUEIRA et al., 2013).

A composicao proteica do leite ¢ formada por caseinas e proteinas do soro. A caseina
tem caracteristica anfipatica. E formada por micelas que contém subunidades oy, o € B, além
de nanoparticulas de fosfato de célcio coloidal. Também contém k-caseina que estd localizada
preferencialmente na superficie da micela. Sendo assim, a caseina confere estabilidade
térmica ao leite (BRASIL et al., 2015; DALGLEISH, 2011). Quando hé a produg¢ao de queijo,
ocorre a precipitacdo das micelas de caseina por agdo das endopeptidases que hidrolisam a
ligagdo peptidica entre a fenilalanina (105) ¢ a metionina (106) da cadeia peptidica da «-
caseina. Dessa forma, a capacidade estabilizante ¢ eliminada e sdo gerados como produtos
uma por¢do hidrofobica, a p-k-caseina, e uma hidrofilica, o glicomacropeptideo ou
caseinomacropeptideo. Os dois tipos de coagulacdo resultam na separacdo da fra¢do insoluvel
do leite da porcdo soluvel. Esta tltima contém as proteinas do soro que sdo encontradas em

menor concentracdo no leite (POPPI, et al., 2010).
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O soro lacteo ¢ considerado um alimento rico nutricionalmente, em virtude de seu
excelente perfil de aminodcidos essenciais que caracteriza suas proteinas como de alto valor
biologico. Além disso, essas proteinas podem gerar peptideos bioativos (exorfinas,
imunopeptideos ¢ fosfopeptideos) que conferem diferentes propriedades funcionais
(HARAGUCHI et al., 2006). As principais proteinas do soro de leite sdo B-Lg, a-La,
imunoglobulina G (IgG), SA ¢ a lactoferrina (LF). No caso do soro de queijo de coagulagao
enzimatica, o caseinomacropeptideo (CMP) ou glicomacropeptideo (GMP) também esta
presente (OLIVEIRA, et al.,2009).

Uma das propriedades funcionais fisiologicas mais estudadas e importantes das
proteinas do soro do leite se relaciona com o seu poder imunomodulador. As imunoglobulinas
do leite permanecem quase que integralmente no soro e continuam a desempenhar uma
fungdo importante, ndo somente no sistema gastrointestinal, mas sistemicamente em todo o
organismo (DOSSIE..., 2017). Por apresentar esses componentes, 0 aproveitamento desse

residuo liquido é uma alternativa para obtengao de novos produtos lacteos.
3.2 Alimento probiético

Com o passar dos anos, a alimentacdo humana estd se tornando cada vez mais
deficiente dos elementos essenciais que o organismo necessita para suprir suas atividades. O
que corrobora em grande parte para este fato é o consumo de fast food, devido a sua
praticidade de seu preparo. Uma vez que esse tipo de alimentacdo tem sido feita
frequentemente, a populagdo vai se tornando cada vez mais susceptivel as doencgas. Com o
intuito de amenizar esse quadro de enfermidades, uma alternativa ¢é a utilizagdo de probioticos
em produtos lacteos, em que tratam-se microrganismos vivos que conferem beneficios a saude
humana. Segundo informagdes da literatura, para um produto probidtico poder exercer efeito
fisiologico, “a quantidade minima viavel da cultura deve estar entre 10 a 10° Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) por por¢ao do produto.” (PEREIRA et al., 2017).

Ha uma diversidade de probidticos utilizados para produgao de alimentos funcionais,
entre os probidticos mais comumente usados sdo as espécies dos géneros Lactobacillus e
Bifidobacterium. O género Lactobacillus destaca-se no grupo de microrganismos denominado
de bactérias laticas. Tais microrganismos foram utilizados para a conservagdo de alimentos
mediante fermentacdo durante milhares de anos; podem exercer uma funcdo dupla, atuando

como agentes fermentadores de alimentos, podendo também gerar efeitos benéficos a saude.
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No estudo de Varga (2014), foi avaliada a viabilidade de Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium animalis ssp. lactis e Streptococcus thermophilus em produtos lacteos
durante o armazenamento, verificando que uma vez essas cepas associadas 4 bebida lactea
proporcionam efeitos fisiologicos. Efeitos estes que estdo ligados diretamente com a
microbiota intestinal, os probidticos tém a capacidade de aderir & mucosa intestinal, se
multiplicam e colonizam, ao menos temporariamente, o trato gastrointestinal humano, a
capacidade de produzir compostos antimicrobianos e de exercer atividade metabdlica no
intestino (CASAROTTI; PENNA, 2015; RAIZEL et al., 2011; RANADHEERA et al., 2014).

3.3 Peptideos bioativos

O soro lacteo trata-se de um derivado do leite que atua como veiculo para formagao de
peptideos bioativos; tanto nele puro, quanto associado a cepas bacterianas ou fermentado,
existem uma variedade de peptideos bioativos que se encontram inseridos na sequéncia
daquelas proteinas. Para produgdo de peptideos bioativos a partir do soro de queijo, faz-se
necessario que as proteinas do soro sejam concentradas e hidrolisadas. Os hidrolisados
obtidos devem ser conservados sem desnaturagdo (SPADOTI et al, 2006). A hidrolise
controlada da proteina precursora leva a libertagdo destes peptideos bioativos, que t€ém um
papel importante em diversas areas (SANCHES, 2015). Estes peptideos podem atuar como
agentes antimicrobianos, anti-hipertensivos, reguladores da funcdo imune, assim como fatores
de crescimento (DOSSIE..., 2017).

Embora a maioria dos peptideos de soro com atividade bioldgica sejam liberados por
hidrolise enzimatica, a fermentagdo microbiana também pode ser usada para essa finalidade.
O aumento da disponibilidade de concentrados proteicos de soro no mercado e a
generalizacdo da tecnologia de fermentacdo tem ajudado a promover o interesse pela
producdo de peptideos bioativos por fermentagdo microbiana como uma alternativa as rotas

enzimaticas (MADUREIRA et al., 2010).

3.4 Bebida lactea adicionadas de frutas

Diante das vantagens que os probidticos desenvolvem para obtencdo de produtos
lacteos, uma estratégia para agregar valor nutricional, bem como melhorar as caracteristicas
do produto final é o uso de polpa de frutas. Desse modo, as frutas tém sido estudadas por sua

composicdo de minerais, carboidratos, vitaminas, fibras e atividade antioxidante. Além disso,
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o Brasil apresenta uma grande variedade de espécies frutiferas que podem ser exploradas para
estes recursos.

As frutas por conterem antioxidantes naturais na sua composicao, quando adicionada
em alimentos controlam o excesso de radicais livres e aumentam a capacidade antioxidante e,
além disso, podem substituir os antioxidantes sintéticos, como o butil hidroxitolueno (BHT),
3,5-di-terc-butil-4-hidroxitolueno, e o butil hidroxianisol (BHA), o qual é uma mistura dos
isomeros 2-terc-butil-4-hidroxianisol e 3-terc-butil-4-hidroxianisol, que agem como
sequestradores de radicais livres, e sdo bastante utilizados na industria alimenticia
(RAMALHO; JORGE, 2006).

Guedes et al. (2013) avaliaram a viabilidade de frutas e hortaligas em bebidas lacteas e
concluiram que a bebida com graviola apresentou baixo teor lipidico, além de apresentar
maior teor de proteinas e minerais. Ja4 Rocha et al. (2016) verificaram que a polpa de coquinho
azedo aumentou o valor nutritivo e as caracteristicas sensoriais do produto lacteo. Araujo e
Barbosa (2015) utilizaram a polpa de umbu e observaram que o produto obteve boa aceitagao
sensorial e intengdo de compra apds 25 dias de armazenamento.

Ainda ha frutas que passam despercebidas pela populacdo por falta de conhecimento
nutricional e por isso ndo sdo valorizadas. No Nordeste brasileiro, o umbu (Spondias tuberosa
Arruda) apresenta excelente capacidade produtiva e caracteristicas nutricionais relevantes,
especialmente como fonte de acido ascorbico, além de substancias biologicamente ativas,
como clorofila, carotenoides e flavonoides (OLIVEIRA et al., 2013). O mesmo se aplica para
o jambolao (Syzygium cumini), uma fruta apreciavel por conter compostos fendlicos e
vitamina C (COSTA et al., 2013), além de sua capacidade antioxidante e quantidade
consideravel de antocianinas (ARAUJO, 2014; BANERJEE et al., 2005; FARIA, et al., 2011;
RUFINO et al., 2010; VEIGAS et al., 2007).

Especificamente, o jamboldo é uma fruta da familia Myrtaceae, oriunda da Asia
tropical, mais precisamente da India, que se adaptou ao clima brasileiro, onde ¢ conhecida
popularmente como azeitona preta, jameldo, jambu, entre outros nomes (VIZZOTO;
PEREIRA, 2008). E uma fonte importante de acidos fendlicos (como o 4cido elagico) e
flavonoides (como a quercetina, rutina e antocianinas, os ultimos sendo corantes naturais).
Dentre as antocianinas, destacam-se a delfinidina-3-glicosideo, a petunidina-3- glicosideo e a
malvidina-3-glicosideo (LIMA et al., 2007; MIGLIATO et al.,2007; REYNERTSON et al.,
2008). Segundo Araujo (2014) e Shaib et al. (2013), esta fruta ¢ considerada uma fonte de alto

rendimento, pois ¢ 80% comestivel, podendo ser ingerida e processada junto com a casca.
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Neste estudo, foi utilizado o fruto do jambolao para a obtencao de uma bebida lactea
como forma de agregar valor nutricional e valorizagdo do fruto da regido do Nordeste, uma
vez que este pode ser mais bem aproveitado, sem desperdicios em sua safra, além de ser

melhor apreciado pela populagao.

3.5 Eletroforese em gel SDS-PAGE

Eletroforese ¢ uma técnica que faz com que moléculas migrem através de um gel ou
um campo elétrico, em que estas se separam formando bandas de acordo com seu peso
molecular. Usualmente, as moléculas aplicadas a esse procedimento sdo acidos nucléicos,
proteinas e plasmideos (BONATTO, 2000).

A técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida é um processo em que € aplicado
um campo elétrico sobre a malha do gel, fazendo com que as proteinas separarem-se de
acordo com seu peso molecular através no gel de poliacrilamida, na presenca de dodecil-
sulfato de sodio (SDS-PAGE). Segundo Davis (2012), o gel ¢ uma matriz constituida de
polimeros de acrilamida com ligagdes cruzadas de N-N-metilbisacrilamida. O sistema ¢
formado por dois géis: o gel de empilhamento, no qual as proteinas ficam concentradas em
bandas de modo compacto e o gel de separagdo,em que ocorre a separacdo das proteinas de
acordo com o peso molecular. A porosidade dos géis ¢ realizada de acordo como a amostra se
adequa para ser separada. As porcentagens usuais sdo 5%, 7,5%, 10%, 12,5%, 15% e 17,5%,
de modo que quanto maior a concentragdo de acrilamida, menores serdo os poros do gel
resultante.

O persulfato de amonio ¢ utilizado para gerar radicais livres, ¢ o TEMED
(tetrametiletilenodiamina) € o catalisador que auxilia na transferéncia do elétron do radical
livre. O uso do dodecil-sulfato de sodio (SDS) ¢ feito para que a separagdo dependa apenas da
massa molecular da proteina, e ndo de sua forma e carga nativa. Como o SDS ¢ um detergente
anionico que interage com as cadeias peptidicas das proteinas, ocorre a desnaturagcdo das
proteinas ¢ a formagdo de um complexo de SDS-proteina, carregado negativamente. Ao
aplicar a corrente elétrica, todas as proteinas, entdo com a mesma carga, migram em dire¢ao
ao eletrodo positivo e sdo separadas somente pelas diferencas entre as suas massas molares.
As proteinas menores migram mais rapidamente enquanto as maiores tém mais dificuldade de

atravessar a malha do gel e, portanto, movem-se mais lentamente (DAVIS, 2012).
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3.6 Coloracao por Coomassie Brilliant Blue e nitrato de prata

Apos realizagdo da corrida do gel de eletroforese, para as fracdes protéicas serem
detectadas ¢ necessario aplicar uma coloracdo. Diversos métodos de coloragao de géis podem
ser usados para visualizar as proteinas separadas. Apds uma etapa inicial de fixacdo das
proteinas no gel, geralmente usando uma mistura de etanol e acido acético, as proteinas sao
coradas. Os métodos mais utilizados s@o a colorag@o por Coomassie Brilliant Blue, por prata e
por fluorescéncia (DAVIS, 2012).

Segundo Patton (2002), durante a coloragdo, hd um equilibrio entre as particulas
coloidais e o corante livremente disperso, em que o corante penetra na matriz do gel e de
preferéncia mancha-o. A coloragdo por Coomassie ¢ 0 método menos sensivel em relacdo aos
ultimos citados, detectando proteinas na faixa de 30-100 ng. Diferentemente do Coomassie, a
coloracdo por prata apresenta maior sensibilidade na faixa de 0,1 ng de proteina por ponto
proteico. O gel que foi aplicado a coloragdo de Coomassie pode ainda ser corado com prata, a

fim de obter uma revelagdo mais nitida do componente proteico.



19

4 METODOLOGIA

4.1 Matérias-primas

Soro de queijo, leite em pd desnatado (Molico, Nestlé), soro de queijo de cabra em po
fornecido pela Embrapa Caprinos e Ovinos (Sobral), B-galactosidase, actcar, jambolao,
cultura iniciadora de Streptococcus thermophilus (TA 40, DuPont) e cultura probidtica de
Lactobacillus rhamnosus (Lr-32, DuPont).

4.2 Preparo do produto lacteo de soro em po de queijo de cabra

4.2.1 Obtengdo das amostras de soro atomizado em p6

O soro utilizado na fabricagdo dos produtos foi fornecido pela Embrapa Caprinos ¢
Ovinos, localizada na cidade de Sobral-CE. O soro utilizado para a secagem foi obtido a partir
do processamento de queijo tipo coalho de cabra. O soro passou por secagem através do mini
atomizador Biichi, modelo B-290, empregando-se temperatura de entrada de 160 °C,
temperatura de saida de 90-92 °C, fluxo de ar em condi¢des normais de temperatura e pressao

igual a 667 L/h e velocidade de bombeamento igual a 25 ml/min.

4.2.2 Preparo do soro reconstituido para a elaboragdo do produto lacteo caprino

O soro de queijo de cabra tipo coalho em pé foi reconstituido em agua destilada (20
%, m/m). Em seguida, foi tratado termicamente a 85°C por um periodo de 30 minutos e
resfriado até 45°C para adi¢do das culturas laticas (ORDONEZ-PEREDA et al., 2005). As
culturas utilizadas para as formulagdes foram: Streptococcus thermophilus (TA 40) e
Lactobacillus rhamnosus (Lr-32, DuPont).

4.2.3 Etapas de fermentagédo e adigcéo das culturas
O soro reconstituido foi adicionado da cultura de Streptococcus thermophilus TA 40

na propor¢ao de 0,003 g/100 g e da cultura probiodtica de Lactobacillus rhamnosus Lr-32 na

proporc¢ao de 0,02 g/100 g. Depois de adicionadas as culturas laticas, o soro reconstituido foi
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incubado a 45 °C em estufa microprocessada até atingir acidez entre 0,5 a 0,6 g de acido
latico/100 g. Apds a fermentagao, os produtos foram armazenados sob refrigeracao a 4 °C por
7 dias.

4.3 Preparo da bebida lactea com jambolao
4.3.1 Obtengéo dos frutos de jambolédo

Os frutos de jambolao foram coletados no estado da Paraiba no periodo de sua safra.
Estes frutos foram selecionados, lavados e higienizados com hipoclorito de sodio a 200 mg/L.

Apos trituragdo e pasteurizagao, foram imediatamente congelados a —18 °C.
4.3.2 Obtengdo do soro de queijo para a elaboragdo da bebida lactea com jamboldo

O soro lacteo foi obtido a partir do processamento de queijo de Minas frescal, no
Nucleo de Pesquisa e Extensdo em Alimentos da Universidade Estadual da Paraiba. O soro
coletado foi tratado termicamente e armazenado a —18+3 'C até o momento do seu uso para o

preparo da base lactea.
4.3.3 Preparo da base lactea para bebida lactea com jambolao

O soro, apos seu descongelamento sob refrigeracdo a 4+1 °C, foi transferido para
frascos de vidro de borosilicato e aquecido a 85 °C por 5 min para inativagdo das enzimas do
coagulante utilizado na fabricag¢ao de queijos. Apos isso, foi adicionado leite em pd desnatado
(Molico, Nestl¢) e agucar granulado (Estrela, Biosev), ambos na propor¢do de 8 g/100 g. A
mistura foi agitada até a completa dissolucdo dos ingredientes e tratada termicamente a 85 °C
por 30 min. Em seguida, resfriou a base lactea em temperatura de 45 °C para adicionar a

enzima B-galactosidase na propor¢ao de 0,05 g/100g mantida sob incubacao (45 °C) por 24h.
4.3.4 Etapas de fermentagdo e adicéo das culturas
Apods 24h com a enzima, a base lactea foi adicionada da cultura de Strepfococcus

thermophilus TA 40 na proporgdo de 0,003 g/100 g e da cultura probiotica de Lactobacillus
rhamnosus Lr-32 na proporgdo de 0,02 g/100 g. A base lactea foi fermentada a 43 + 2°C ao
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atingir acidez superior a 0,7 g de 4cido latico/100 g, sendo imediatamente adicionada da polpa

de fruta (jambolao) na propor¢ao de 15 g/100 g de produto final.

4.4 Periodos de amostragem

A amostra de soro reconstituido de cabra foi coletada para os seguintes tratamentos:
soro fluido /in natura (GSF1, GSF2 e GSF3), antes da adi¢do das culturas (GSR), apos a
adicdo das culturas antes do inicio da fermentacdo (GTI), ao final da fermentacdo (GTF), e
apos 1 e 7 dias de armazenamento a 4°C (GD1 e GD7, respectivamente), em que “G” esta
relacionado com goat (cabra). Todas as analises foram realizadas a partir de amostras
previamente congeladas a —18°C nos periodos de amostragem mencionados.

Para a bebida com jamboldo os periodos de amostragem foram avaliados nos
produtos congelados a —18°C em CTI e CTF e ao longo do armazenamento em CDI1, CD7,

CD14 ¢ CD21, em que “C” esta relacionado com cow (vaca).

4.5 Analise proteolitica

Para a analise eletroforética foi utilizado o sistema PAGE-SDS-2f-mercaptoetanol
descrito por Laemmli (1970) e Donkor (2007), adaptado para o uso de géis de separagdo em
placas (10,5 x 10 x 0,4 cm) (Hoefer SE250).

No produto de soro de queijo caprino, a anélise eletroforética realizou-se nos seguintes
tempos: soro fluido /n natura de queijo de cabra tipo coalho (GSF1, GSF2 e GSF3), soro em
po reconstituido sem microrganismos (GSR) e adicionado de S. thermophilus e L. rhamnosus
antes da fermentagdo, apds a fermentacdo e apds 1 e 7 dias de armazenamento (GTI, GTF,
GD1 e GD7, respectivamente). O gel de aplicagdo contendo 6% de poliacrilamida e foi
montado em tampao Tris-HCI 0,6 M, pH 6,8 e o gel de separagdo, com gradiente de 17,5% de
poliacrilamida, serd montado em tampao Tris-HCI 3,77 M, pH 8,9.

No produto com jambolao, a analise eletroforética foi realizada na amostra adicionada
de S. thermophilus e L. rhamnosus nos tempos iniciais e finais de fermenta¢ao (CTI e CTF,
respectivamente) e apos 1, 7, 14 e 21 dias de armazenamento (CD1, CD7, CD14 e CD21,
respectivamente).O gel de aplicacdo contendo 5% de poliacrilamida e ser montado em tampao
Tris-HCI 0,6 M, pH 6,8, ¢ o gel de separagdo, com gradiente de 15% de poliacrilamida, sera
montado em tampao Tris-HCI 3,77 M, pH 8,9.
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As amostras de ambos os produtos submetidas a eletroforese foram suspensas em
tampao amostra composto de 5 ml de glicerol, 2,5 ml de Tris-HCI 0,6 M (pH 6,8), 2,5mg de
azul de bromofenol, 0,3 ml de 2-B-mercaptoeptanol, Sml de solucdo de SDS a 10%,
completando o volume para 25 ml com dgua deionizada. As amostras, foram preparadas de tal
forma que apresentem de 2 a 4 mg de proteina/ml de tampao da amostra. Posteriormente,
foram tratadas a 100 °C por 10 min e centrifugadas em centrifuga Parsec (modelo CT 0603) a
3.000 rpm por 2 min. O sobrenadante foi separado e aliquotas de 10 pl foram aplicadas nos
pogos do gel.

Para avaliar o peso molecular das unidades proteicas separadas, o gel contendo a
bebida lactea caprina foi calibrado com marcador proteico contendo 12 proteinas de pesos
moleculares 200; 116; 97; 66; 55; 45; 36; 29; 24; 20; 14,2 ¢ 6,5 kDa (SigmaMarker Wide
Range 6.500-200.000 Da, Sigma-Aldrich).Foi reconstituido com 100 pl com 4gua ultrapura e
solubilizado no vortex, em seguida foi subdividido em aliquotas de 10 pl em eppendorfs.

Enquanto que para bebida lactea com jamboldo, o padrao foi preparado utilizando as
proteinas IgG (IgG from Goat Serum 19140, Sigma, 0,025 mg/10 puL), a-La (a-Lactalbumin
from bovine milk L5385, Sigma, 0,025 mg/10 pL), B-Lg (B-Lactoglobulin from bovine milk
L3908, Sigma, 0,025 mg/10 uL) e SA (Bovine Serum Albumin A2153, Sigma, 0,025 mg/10
uL), seguindo-se o tratamento com o tampao para desnaturar as proteinas. Foram utilizados
10 uL de proteina padrdo por pogo.

Para o produto lacteo de soro em pd de queijo de cabra, a corrida eletroforética foi
realizada em tensdo constante de 200 V e 60 mA, considerando dois géis, sendo 30 mA para
cada gel. J4 para a bebida liactea com jamboldo e as respectivas bases lacteas, a corrida
eletroforética também foi realizada em dois géis, tensdo constante de 600 V e 50 mA, sendo
25 mA para cada gel a 4 °C utilizando sistema de circulacdo de agua sob refrigeracao (Hoefer
RCB20-Plus).

A corrida foi encerrada quando a linha do corante azul de bromofenol atingiu a
distancia de aproximadamente 1 cm do término do gel. Apos a eletroforese, os géis foram
corados em azul de Coomassie R-250 a 0,1% por uma noite, preparado em metanol, acido
acético e agua (4:1:5, v/v/v), e descorado com metanol, acido acético e agua (4:1:5, v/v/v).
Depois desse tratamento, os géis foram corados também com nitrato de prata e revelados com
solucdo reveladora composta de 6g de carbonato de sodio, 50 pl de formaldeido, 2 ml de
tiossulfato de sodio a 20%. Para parar a revelagao, foi utilizado 4cido acético 13%.

Os géis corados foram fotografados em Scanner e as imagens obtidas foram

processadas através do programa GelAnalyzer.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacao da atividade proteolitica do produto lacteo caprino

A analise eletroforética em sistema SDS-PAGE, gel 17,5%, das proteinas presentes
no soro fluido in natura de queijo de cabra tipo coalho (GSF1, GSF2 e GSF3), soro em po
caprino reconstituido sem microrganismos (GSR) e adicionado de S. thermophilus TA40 e L.
rhamnosus Lr-32, antes da fermentacdo (GTI), apos a fermentacao (GTF) e apos 1 (GD1) e 7
dias de armazenamento (GD7), juntamente com o padrdo de peso molecular Sigma - S8445

(PM) ¢ apresentada na Figura 1.

Figura 1 — Analise eletroforética das proteinas obtidas por SDS-PAGE presentes no gel
17,5% nas amostras de soro fluido /n natura de queijo de cabra tipo coalho (GSF1, GSF2 e
GSF3), soro em po reconstituido sem microrganismos (GSR) e adicionado de S. thermophilus
TA 40 e L. rhamnosus Lr-32, antes da fermentagao (GTI), apos a fermentagdo (GTF) e apés 1

(GD1) e 7 dias de armazenamento (GD7) corado por nitrato de prata.

R Yl ‘s
PM GSF1 GSF2 GSF} GSE GTI GTF GD1I GD7
Fonte: dados da pesquisa. IgG CP(cadeia pesada); IgG CL (cadeia leve); FM(fragdes menores).

Na Figura 1 ¢ apresentado o gel, no qual foram identificadas as bandas das proteinas
LF, SA, IgG, B-Lg, a-La nas regides de, aproximadamente, 86,1 kDa, 67 kDa, 52 kDa, 18,4
kDa e 14,3 kDa, respectivamente (CASPER et al., 1998; SGARBIERI, 2005). Outras fragdes

proteicas também foram identificadas. A banda referente a regido de aproximadamente 24
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kDa, possivelmente a fragdo de cadeia leve da imunoglobulina G (IgG), apresentou
diminuicao na intensidade da cor a partir do tempo inicial de fermentagdo (GTI), que tornou-
se quase que inexistente no ultimo dia de armazenamento (D7), como resultado da degradacao
proteica no produto fermentado, provavelmente pela acdo das bactérias laticas utilizadas.
Nobre (2015) avaliou a atividade da co-cultura de Lactobacillus casei BGP93 com S.
thermophilus TA40 sobre as proteinas do soro em gel 17,5%. De modo similar ao presente
estudo, foram encontradas pela autora naquela analise as bandas equivalentes as proteinas LF,
SA, IgG de cadeia pesada, IgG de cadeia leve, B-Lg e a-La.

No presente estudo, comparando as diferentes amostras de soro fluido /n natura da
bebida caprina (GSF1, GSF2, GSF3), pode-se observar que algumas fragdes proteicas
sofreram alteragoes, possivelmente devido ao processamento utilizado e ao tratamento
térmico, uma vez que o queijo tipo coalho caprino utilizado para a obtencdo do soro ¢ um
queijo de massa semi-cozida (DANTAS, 2012). Pode ter ocorrido variacdo térmica durante o
cozimento da coalhada, o qual resultaria em uma degradacdo das proteinas muito sensiveis as
temperaturas empregadas. Segundo Nobre (2015), a temperatura de processamento pode
resultar em modifica¢do do perfil proteico em produtos lacteos.

Nas amostras GSF2 e GD7 verifica-se um aumento da intensidade de cor na regido de
massa molar menor que 14,3 kDa (fracdes menores= FM). Para GSF2, os peptideos
observados podem ter sido originados do caseinomacropeptideo (CMP), proveniente do
processo de coagulagdo do leite, uma vez que este se trata de um componente especifico do
soro (MARQUES et al., 2011). Em GD7, o aumento da quantidade de peptideos pode ter
ocorrido em fun¢do do metabolismo das bactérias laticas utilizadas sobre as proteinas do soro
durante o armazenamento refrigerado. Em relagdo ao pico correspondente a regido de
aproximadamente 24 kDa, observa-se que houve alteracdo entre o inicio e o término da
fermentacdo (GTI e GTF, respectivamente) e ao longo do armazenamento (GD1 e GD7),
provavelmente devido a acdo do metabolismo das bactérias laticas utilizadas, podendo ser
visto na imagem do gel (Figura 1).

A analise densitométrica, gerada pelo programa Gel Analyzer, das proteinas presentes
nas amostras de soro fluido /n natura de queijo de cabra tipo coalho (GSF1, GSF2 ¢ GSF3),
soro em po reconstituido sem microrganismos (GSR) e adicionado de S. thermophilus TA40 e
L. rhamnosus Lr-32, antes da fermentagdo (GTI), apos a fermentacao (GTF) e apos 1 (GD1) e

7 dias de armazenamento (GD7), analisadas por SDS-PAGE, estdo apresentadas na Figura 2.



25

Figura 2 - Analise densitométrica das bandas das proteinas obtidas por SDS-PAGE,
presentes no gel 17,5% corado por nitrato de prata, das amostras de soro fluido /n natura de
queijo de cabra tipo coalho (GSF1, GSF2, GSF3), soro em pd reconstituido sem
microrganismos (GSR) e adicionado de S. thermophilus TA 40 e L. rhamnosus Lr-32, antes
da fermentagao (GTI), apos a fermentacdo (GTF) e apos 1 (GD1) e 7 dias de armazenamento

(GD7).
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Na analise densitométrica houve formacao de picos de acordo com o peso molecular
que cada fracdo proteica apresenta, em que cada pico equivale a uma banda revelada no gel.
Os densitogramas sdo utilizados para observar as alteragdes ocorridas de acordo com o

processamento aplicado as amostras (NOBRE, 2015).
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No densitograma apresentado na Figura 2, no periodo entre o inicio (GTI) e o
término (GTF) da fermentacdo observa-se que houve leve modificacdo nos picos referentes as
fragdes de B-Lg e a-La, entre a regido proxima de 18 kDa e 14,2 kDa, respectivamente,
havendo diminui¢ao do pico da a-La. Tal comportamento perdurou durante o armazenamento
até o ultimo dia (GD7).

Dessa forma, observa-se que a degradagdo proteica observada nas diferentes
amostras de origem caprina pode ter sido decorrente tanto dos processos térmicos (como
ocorrido nos soros fluidos /n natura), como fermentativo (entre GTI e¢ GTF) e de

armazenamento (entre GD1 e GD7).

5.2 Determinacao da atividade proteolitica da bebida lactea com jambolao

As analises eletroforéticas em sistema SDS-PAGE, gel 15%, das proteinas presentes
na base lactea sem lactose adicionada de S. thermophilus TA40 ¢ L. rhamnosus Lr-32, antes
da fermentagao (CTI) e ap6s a fermentagao (CTF), bem como nas bebidas lacteas sem lactose
com jamboldo apos 1, 7, 14 e 21 dias de armazenamento (CD1, CD7, CD14 ¢ CD21),
juntamente com o padrdo proteico com a-La, B-Lg, IgG e SA (Sigma), sdo apresentadas nas

Figuras 3 e 4, respectivamente, para as coloracdes por Coomassie Blue e nitrato de prata.

Figura 3 — Andlise eletroforética das proteinas obtidas por SDS-PAGE presentes no gel 15%
nas amostras da bebida lactea com jamboldo adicionado de S. thermophilus TA 40 e L.
rhamnosus Lr-32, antes da fermentacdo (CTI), apos a fermentacao (CTF) e apos 1 (CD1), 7
(CD7),14 (CD14) e 21 (CD21) dias de armazenamento coradas em Coomassie Blue.
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De modo geral, todas as amostras apresentaram perfis proteicos similares revelados
por Coomassie Blue (Figura 3). O gel nesta colora¢do revelou bandas relacionadas as
proteinas do soro SA, IgG, B-Lg e a-La. Embora ndo tenha sido utilizado o padrdo proteico
para a LF, esta também foi revelada no gel uma vez que para produtos de leite de vaca esta
proteina ¢ revelada na regido de 76,1 kDa (FARRELL et al., 2004). Ainda considerando a
Figura 3, verifica-se no gel que as amostras apresentaram a proteina o-La subdividida; este
comportamento  também  foi  observado em  outros estudos (CONWAY;
GAUTHIER;POULIOT, 2010).

Além das proteinas do soro, também foram reveladas as fracdes de -caseina (B-CN),
051 (051-CN) e ag-caseina (0-CN) em todas as amostras de base lactea e de bebida lactea
com polpa de jamboldo, as quais podem ser observadas nitidamente. Embora nao foram
utilizadas caseinas como marcadores de peso molecular neste estudo, sabe-se que as fragdes
B-CN, 05;-CN e a5-CN sao reveladas nas regides de 24,02 kDa., 23,6 kDa e 25,2 kDa,
respectivamente (FARRELL, 2004). Todavia, nos densitogramas gerados a partir deste gel
(Figura 4), as fragdes de caseina apresentaram-se na forma de um pico intenso, o que pode ser

caracterizado pela proximidade dos pesos moleculares das mesmas.

Figura 4 — Anadlise densitométrica das bandas das proteinas obtidas por SDS-PAGE presentes
no gel 15% , nas amostras da bebida lactea bovino com jamboldo adicionada de S.
thermophilus TA 40 e L. rhamnosus Lr-32, antes da fermentacdo (CTI), ap6s a fermentagdo
(CTF) e apés 1 (CD1), 7 (CD7),14 (CD14) e 21 (CD21) dias de armazenamento coradas em

Coomassie Blue.
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De acordo com estudos, a coloragdo por Coomassie ¢ um método menos sensivel,
detectando proteinas na faixa de 30-100 ng. Entretanto, apresenta como vantagem a
praticidade e o tempo menor de realizacdo da coloragao por ser uma técnica simples (DAVIS,
2012; PATTON, 2002). Como forma de observar melhor outras modificagdes proteicas, o gel
corado por Coomassie foi submetido a outra coloragdo, por nitrato de prata, a fim de obter

uma revelagdo mais nitida de outros componentes (Figura 5).

Figura 5 — Analise eletroforética das proteinas obtidas por SDS-PAGE presentes no gel 15%
nas amostras da bebida lactea com jamboldo adicionado de S. thermophilus TA 40 ¢ L.
rhamnosus Lr-32, antes da fermentacdo (CTI), apos a fermentagao (CTF) e apos 1 (CD1) , 7
(CD7),14 (CD14) e 21 (CD21) dias de armazenamento coradas em nitrato de prata.
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Fonte: dados da pesquisa.

Na Figura 5, referente ao gel com nitrato de prata, verifica-se que algumas amostras
apresentaram peptideos de peso molecular menor que 14,3 kDa. Na base lactea antes da
fermentacdo (CTI), estes peptideos sdo provavelmente oriundos do caseinomacropeptideo
(CMP) provenientes do processo de coagulagao do leite (MARQUES, et al., 2011), do mesmo
modo que o observado para a amostra GSF2, de soro caprino. Para CD14 ¢ CD21 também foi
possivel verificar as bandas de pesos moleculares menores (peptideos < 14,2 kDa), gerados,
neste caso, a partir do metabolismo das bactérias laticas, assim como o observado para a

amostra GD7 de origem caprina. Sanches (2015) também observou a evolugdo do perfil
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polipeptidico das fracdes proteicas com massas moleculares compreendidas entre 3 e 10 kDa
durante a fermentacdo do soro de leite de vaca. Na Figura 5 também podem ser vistas

nitidamente as subunidades B-CN, o5-CN e a5-CN. A andlise densitométrica deste gel esta

apresentada na Figura 6.

Figura 6 — Analise densitométrica das bandas das proteinas obtidas por SDS-PAGE presentes
no gel 15% , nas amostras da bebida lactea bovino com jamboldo adicionada de S.
thermophilus TA 40 e L. rhamnosus Lr-32, antes da fermentacdo (CTI), ap6s a fermentagao
(CTF) e apés 1 (CD1), 7 (CD7),14 (CD14) e 21 (CD21) dias de armazenamento coradas em

nitrato de prata.
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Fonte: dados da pesquisa. IgG CP (cadeia pesada); FM (fragdes menores).

Nos densitogramas, as fracdes de maiores pesos moleculares referentes a LF e SA,
apos o processo de fermentacdo (CTF), apresentaram sobreposicdo destas bandas, enquanto
que as demais foram reveladas de modo semelhante ao ocorrido com a coloragdo por

Coomassie. Embora a coloragdo de prata seja mais sensivel, com capacidade de detectar
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proteinas na faixa de 0,1 ng de proteina por ponto proteico (DAVIS, 2012), ha possibilidade
de gerar coloragao negativa em regides saturadas de proteinas do gel, o que pode ter ocorrido
na amostra em estudo. Nesse caso, foi verificado que a coloragdo por Coomassie ¢ mais
indicada para a detec¢do de fragdes proteicas de peso moleculares maiores, enquanto que a
coloragdo de nitrato de prata ¢ o método mais adequado para revelar o conteudo proteico de

menor peso molecular.
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6 CONCLUSAO

Com base no estudo realizado, através da técnica de eletroforese SDS-PAGE, foi
possivel observar o perfil proteico dos produtos lacteos caprino e bovino, bem como o efeito
da presencga apenas de soro e da auséncia do leite (caseina). Ambos apresentaram as proteinas
LF, SA, IgG, B-Lg e a-La, porém na bebida lactea com jambolao, por adi¢ao do leite em po,
foram identificadas as fragdes B-CN, a5-CN e a5-CN. Em algumas amostras também foram
observadas proteinas de menores fracdes, provavelmente oriundas da liberacdo de peptideos
durante a coagulagdo enzimatica, bem como pelo metabolismo resultante da associa¢dao dos
microrganismos S. thermophilus e L. rhamnosus sobre as proteinas do soro. Vale ressaltar que
adi¢ao do jambolao ndo influenciou no comportamento proteico da bebida lactea bovina.

Confrontando as bebidas lacteas, foi observado que os produtos lacteos caprino e
bovino apresentaram modificagdes proteicas semelhantes durante a fermentacdo, porém o
produto caprino sofreu maiores alteracdes ao longo de seu armazenamento, ja identificada aos
7 dias, propiciando a formagao de peptideos, conforme as informagdes obtidas pela coloragao
por nitrato de prata. Portanto, evidencia-se que a colorag@o por nitrato de prata foi o melhor

método para identificagdo de fragdes proteicas com massa molar reduzida.
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