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Resumo: Os probidticos sdo culturas de micro-organismos que, quando uti-
lizadas por animais ou pelo homem, trazem beneficios a saude promovendo
melhora nas caracteristicas da microflora intestinal natural em detrimento a
proliferagdo de bactérias potencialmente prejudiciais, reforgando os mecanis-
mos naturais de defesa do hospedeiro. Probioticos com atividade proteolitica
podem gerar peptideos com propriedades funcionais e tecnoldgicas permitin-
do a criagcao de novos produtos. O método o-ftaldialdeido (OPA) é a técnica
padrao utilizada para selecao de micro-organismos com essa habilidade. O
presente trabalho objetivou caracterizar o perfil proteolitico de isolados de
Lacticaseibacillus rhamnosus por diferentes metodologias e indicar uma es-
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tratégia para realizar a triagem e a selegcado de cepas com potencial proteo-
litico de uma forma rapida e eficaz. Diante da alta correlagao da técnica do
OPA com o pH, esse Ultimo pode ser utilizado como uma medida indireta de
atividade proteolitica para uma triagem rapida de cepas com potencial pro-
teolitico, para posterior refinamento com o método OPA. A partir do conjunto
de dados obtidos com as diferentes formas de expressar o resultado de ativi-
dade proteolitica pelo método OPA, a atividade especifica (U/mg de proteina)
se mostrou mais eficaz para selecado de cepas, ao associar dois parametros
importantes para sua obtencao, ou seja, a quantidade de peptideos gerados
apos degradagao de substrato proteico sob a quantidade de substrado protei-
co residual. Dessa forma, através da atividade especifica as cepas seleciona-
das como mais proteoliticas geram mais peptideos ao degradarem o maximo
de subtrado proteico durante a fermentacao latica

Palavras-chave: Lacticaseibacillus rhamnosus, probiético, proteina, leite.
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Lactic bacteria with technological ability:
recommendations for screening and
selection for proteolytic activity

Abstract: Probiotics are cultures of microorganisms that, when used by ani-
mals or humans, bring health benefits by improving the characteristics of
the natural intestinal microflora at the expense of the proliferation of harmful
bacteria, supporting the host’s natural defense mechanisms. Probiotics with
proteolytic activity can generate peptides with functional and technological
properties allowing the creation of new products. The o-phthaldialdehyde
(OPA) method is the standard technique used to select microorganisms with
this ability. The present work aimed to characterize the proteolytic profile of
Lacticaseibacillus rhamnosus isolates by different methodologies and to in-
dicate a strategy to carry out the screening and selection of strains with pro-
teolytic potential in a fast and efficient way. From the set of data obtained with
the different ways of expressing the result of proteolytic activity, the specific
activity (U/mg of protein) proved to be more effective for strain selection, by
associating two important parameters for its obtainment, that is, the number
of peptides generated after protein substrate degradation under the amount
of residual protein substrate. Thus, through the specific activity, the strains
selected as more proteolytic generate more peptides by degrading the maxi-
mum amount of protein substrate during lactic fermentation.

Keywords: Lacticaseibacillus rhamnosus, probiotic, protein, milk.
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Introducao

A busca por produtos que tragam beneficios ao ser humano por meio da
alimentagéo impulsionou o crescimento dos alimentos funcionais. Stanton et
al. (2001) destacaram a linha de produtos com probiéticos como um forte
nicho de mercado. Raud (2008) destacou que os alimentos funcionais es-
tavam deixando de ser um nicho de mercado para se transformarem uma
nova fronteira do mercado de alimentos. Mais recentemente, Nataraj et al.
(2020) apontam os parabioticos e pos-bidticos como os novos horizontes de
alimentos funcionais.

Conforme a Food and Agriculture Organization of United Nations (FAO)
e World Health Organization (WHO), os probiéticos s&o definidos como mi-
cro-organismos vivos que quando administrados em quantidades adequadas
conferem beneficios a saude do hospedeiro para além da nutricdo basica,
(Probiotics..., 2006). Os parabidticos s&o definidos como o conjunto de bac-
térias ndo viaveis (intactas ou rompidas) e os poés-bidticos as biomoléculas
derivadas dos organismos probioticos, ou seja, a complexa mistura de pro-
dutos metabdlitos secretados por probidticos em sobrenadantes livres de cé-
lulas, como enzimas, proteinas, acidos graxos de cadeia curta, vitaminas,
biossurfatantes, aminoacidos, peptideos, acidos organicos, dentre outros
(Nataraj et al., 2020).

Os probidticos mais comumente estudados e utilizados como suplemen-
tos em alimentos s&o dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium, habitantes
naturais do colon humano. Estas bactérias atuam melhorando o equilibrio da
microflora intestinal, estimulando a multiplicagdo de bactérias benéficas em
detrimento a proliferacdo de bactérias potencialmente prejudiciais, reforgan-
do os mecanismos naturais de defesa do hospedeiro contra patégenos, tra-
zendo beneficio & saude humana (Wang et al., 2004; Juntunen et al., 2001).

A reclassificacdo do género Lactobacillus foi proposta por Zheng
et al. (2020), com base no estudo taxonémico de Lactobacillaceae e
Leuconostocaceae com apoio em sequéncias do genoma completo. Foram
propostos vinte e cinco géneros, incluindo o género emendado Lactobacillus,
que inclui organismos adaptados ao hospedeiro que foram referidos
como o grupo Lactobacillus delbrueckii e outros como Lacticaseibacillus,
Lactiplantibacillus e Limosilactobacillus. Os autores também propuseram
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ajustar a descricao da familia Lactobacillaceae para acrescentar todos os
géneros que foram incluidos anteriormente nas familias Lactobacillaceae e
Leuconostocaceae. O termo genérico “lactobacilos” foi mantido para designar
todos os organismos que foram classificados como Lactobacillaceae.

O género Lacticaseibacillus pertence ao grande grupo de bactérias lati-
cas (BAL) que sdo organismos Gram-positivos, produzem &acido latico por
fermentagao e tém capacidade de colonizar uma variedade de habitats como
uma consequéncia direta da ampla versatilidade metabdlica. Como exemplo,
as BAL tém sido usadas ha décadas na preservagao de alimentos, como
iniciadores para produtos lacteos, vegetais fermentados, peixes e salsichas,
bem como inoculantes de silagem (Giraffa et al., 2010).

As BAL quando utilizadas na producédo de derivados lacteos, tém seu
crescimento dependente da quantidade de aminoacidos livres e peptideos de
baixa massa molecular no meio, mas como as concentragdes desses com-
postos sao baixas, a presenga de um sistema proteolitico funcional é de gran-
de importancia (Brown et al., 2017). As BAL altamente proteoliticas apresen-
tam varias aplicagdes como: melhoria da qualidade do queijo; aceleragédo do
amadurecimento do queijo; desenvolvimento de sabor de queijo e quebra de
hidrolisados proteico de sabor amargo (Takafuji et al., 1995). Em adigéo, du-
rante a fermentacao do leite por enzimas proteoliticas produzidas por varias
BAL, peptideos bioativos podem ser gerados com a hidrolise das proteinas
(Donkor et al., 2007). Muitas propriedades funcionais tém sido associadas a
esses peptideos gerados pela hidrélise das proteinas do leite como: agao an-
ti-hipertensiva, antimicrobiana, imunomoduladora, antioxidante, anti-inflama-
téria dentre outras (Brown et al., 2017). E essa funcionalidade dos peptideos
tem atraido interesse da industria de alimentos, principalmente, por repre-
sentar uma fonte de componentes com grande potencial para preparagdes
nutracéuticas. Nesse contexto, a possibilidade de selecionar cepas de BAL
com potencial proteolitico pode contribuir tanto para formulagéo de produtos
lacteos que tragam efeitos benéficos a salude, mas também gerar produtos
comerciais com um alto valor agregado.

Dentre os Lacticaseibacillus, podemos destacar a espécie L. rhamnosus,
que faz parte da flora intestinal saudavel do homem (Gorbach, 2002). Seus
beneficios em relagcédo a prevencao de disturbios intestinais sdo amplamente
estudados, uma vez que promovem a defesa do hospedeiro reduzindo a sina-
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lizacdo para apoptose, bloqueiam a sinalizagdo para inflamagao, estimulam
a maturacao das barreiras no epitélio intestinal imaturo (Jakaitis; Denning,
2014), além de aumentar a resposta celular imune n&o especifica (Ashraf;
Shah, 2014). Em adi¢do, ao ser comparado a outros micro-organismos pro-
bidticos, L. rhamnosus mostrou maior tolerancia as condigées do trato gas-
trintestinal e melhor sobrevivéncia, quando adicionado em alimentos funcio-
nais (Landersjo et al., 2002).

Na busca por BAL potencialmente probioticas, dezenas de cepas séo tes-
tadas nas rotinas dos laboratérios. Um procedimento comumente aceito para
estimar a atividade das proteases € determinar a quantidade de material pep-
tidico soluvel em acido tricloroacético apos a liberagao dos peptideos de um
substrato proteico pela acdo da enzima. Esses materiais peptidicos podem
ser estimados pela medicao da absorgao de luz em 280 nm (Kunitz, 1947)
ou, mais frequentemente, por ensaio espectrofotométrico de o-ftaldialdeido,
o método OPA (Church et al., 1983).

Para as equipes que trabalham com essas cepas, seria interessante dis-
por de uma metodologia que possibilitasse o teste de um maior nimero de
cepas simultaneamente, ou seja, que agilizasse a triagem de cepas poten-
ciais probioticas. Em adigéo, técnicas que elevassem a eficacia da selecao
pelo método OPA poderiam também contribuir para melhores escolhas.

Sabendo-se que a presencga de alta atividade proteolitica permite que mi-
cro-organismos cresgam e produzam acido e peptideos mais rapidamente
no leite, ocasionando uma maior aptiddo tecnolégica, o presente trabalho
buscou um parametro que melhor representasse essa correlagado para sele-
¢ao de micro-organismos com potencial para producao de derivados lacteos.
Nesse contexto, técnicas capazes de inferir direta ou indiretamente a ativida-
de proteolitica de cepas de L. rhamnosus foram avaliadas e correlacionadas,
assim como a forma de expressar o resultado de suas atividades proteoliti-
ca. Os parametros analisados foram: massa seca, concentragao de proteina,
concentracao de peptideos pelo método OPA e por absorbancia a 280 nm,
determinacao de pH e atividade proteolitica especifica.
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Material e Métodos

Foram avaliadas dezesseis cepas de bactérias nativas isoladas de queijos
tipo coalho bovino da Regido do Jaguaribe, Ceara, Brasil, molecularmente
identificadas como Lacticaseibacillus rhamnosus (Lr) conforme metodolo-
gia descrita por dos Santos et al. (2015). O acesso ao patrimbnio genéti-
co foi autorizado pelo Sistema Nacional de Gestdo de Patrimbénio Genético
e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), sob protocolo SisGen
A925322. Como controle positivo (C+) foi utilizada uma cepa comercial sabi-
damente proteolitica de Lacticaseibacillus casei. Cada cepa foi avaliada em
triplicata. A avaliagdo consistiu no crescimento das bactérias em 5 mL de
Man, Rogosa e Sharpe (MRS, Biolog), a 37 °C por 24h em estufa bacteriol6-
gica. Ao final da ativagéo, as bactérias foram lavadas trés vezes com solugao
salina 0,15 M. Para induzir a producgéo de proteases, o pellet obtido apds as
lavagens foi dissolvido em 10 mL de leite em p6 bovino desnatado a 10%
(p.v-1) estéril (Leite). Em seguida, foi incubado a 37 °C por 24 h em estufa
bacterioldgica, juntamente com os controles positivo (C+) e negativo (C-),
sendo este Ultimo o leite ndo fermentado, ou seja, leite em pd bovino desnata-
do a 10%, estéril, submetido ao ensaio sem bactéria. Ao término do cultivo foi
determinado o pH do meio através do uso de um pHmetro (Jenway, Modelo
3510). Em seguida, os tubos foram centrifugados a 10.000 x g por 30 min a 4
°C, e o sobrenadante separado do pellet para as analises.

Concentragao de peptideos no leite
fermentado pelo método OPA

O ensaio foi realizado conforme descrito por Church et al. (1983) usando
o reagente o-ftaldialdeido (OPA), com adaptagbes no volume das amostras,
mas mantendo a proporg¢ao preconizada. Resumidamente, uma aliquota de
250 pL do sobrenadante obtido apés centrifugagéo a 10.000 x g por 30 min a
4 °C, do leite fermentado a 37 °C por 24 h em estufa bacterioldgica, foi mistu-
rada a 50 uL de agua destilada acrescida de 500 pL de 0,75 N de &cido triclo-
roacético (TCA) e agitado em vértex a 3000 rpm. Apds 15 min a temperatura
ambiente (+ 24 °C), a mistura foi centrifugada a 13.000 x g durante 15 min, e
o sobrenadante transferido para um novo tubo. Desse sobrenadante, 100 uL
foram misturados a 2 mL de reagente OPA. Apés dois minutos a temperatura
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ambiente, a absorbancia da solugao foi lida em espectrofotdbmetro em luz UV
a 340 nm. A atividade proteolitica das cepas apds fermentagado no leite foi
expressa como a absorbancia (Abs) de grupos amino livres medidos a 340
nm. Uma unidade de atividade proteolitica (U) foi definida como a quantidade
de enzima necessaria para produzir um aumento de 0,001 de diferenga em
densidade 6ptica a 340 nm entre o leite fermentado e ndo fermentado (con-
trole negativo ou C-), ou seja:

U = (Abs a 340 nm do leite fermentado pela cepa) — (Abs a 340 nm do C-)
0,001

A atividade especifica foi obtida a partir da divisdo do valor de unidade de
atividade proteolitica pela concentragdo de proteina (U/mg de proteina).

Concentragao de proteinas

A concentracao proteica foi estimada pelo método de Bradford (1976),
usando albumina sérica bovina como padréo.

Concentracao de peptideos no leite fermentado
pela medida de absorbancia a 280 nm

O método adotado foi o de Kunitz (1947) com modificagbes. Amostra de
100 pL do sobrenadante foi adicionada a 2 mL de acido tricloacético a 10%.
O sobrenadante obtido apos centrifugagdo a 13.000 x g por 15 min foi lido em
espectrofotdmetro com luz UV a 280 nm.

Atividade proteolitica no leite fermentado por zimograma

Para avaliar a presenga de enzimas proteoliticas extracelulares, 100 ug de
proteina do sobrenadante foram submetidos a zimograma. Foi realizada ana-
lise por eletroforese em condi¢cdes desnaturantes em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) a 10%, como descrito por Laemmli (1970), contendo caseina a
0,1% como substrato proteico. Para renaturagcédo das enzimas apds a SDS-
PAGE, os géis foram tratados com Triton-X 100 a 2,5% (2 x por 30 min cada),
lavados com agua grau Milli-Q e incubados a 37 °C por 48h em solugéo tam-
pao, em diferentes faixas de pH (3, 4, 5, 6, 7 e 8). Os tampdes utilizados



Bactérias laticas com aptidao tecnoldgica: recomendacdes... 13

foram: citrato-fosfato 0,1 M para pH 3, 4 e 5, e tampéao fosfato 0,1 M para pH
6, 7 e 8. Os géis foram corados com azul de Coomassie G-250 (Neuhoff et
al., 1985). A presenca de bandas descoloridas nos géis indicou a presenca
de atividade proteolitica.

Determinagao do crescimento celular

Os pellets obtidos apés centrifugagéo do cultivo das cepas em leite em po
bovino desnatado a 10% e dos controles do meio n&o incubado (Leite) e do
meio nao fermentado (C-) foram ressuspensos em 5 mL de agua autoclavada,
retiradas quatro aliquotas de 1 mL, transferidas para tubos previamente pesa-
dos, levados para estufa a 105 °C por 48h, e depois novamente pesados para
determinar o crescimento celular baseado no peso da massa seca (g/mL).

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a técnica multivariada de Analise de
Componentes Principais (ACP), usada para analisar inter-relagdes entre um
grande numero de variaveis e explicar essas variaveis em termos de suas
dimensdes inerentes (Componentes). Como critério de retencédo das com-
ponentes, baseou-se na regra do eigenvalue maior que 1 (Maréco, 2010). O
software estatistico utilizado para as analises foi o SPSS (Statistical Package
for the Social Sciences) para Windows, versao 21.0 (IBM Corp., 2012).

Resultados e Discussao

O cultivo de L. rhamnosus (Lr) em leite em po6 bovino desnatado a 10%
permitiu induzir proteases bacterianas e hidrolisar a proteina do leite.

As cepas foram organizadas na Figura 1 em ordem decrescente do valor
de pH do meio apds o cultivo, ou seja, da cepa que pouco alterou o pH no
cultivo até a que produziu o pH mais baixo. Essa mesma ordem de pH foi
utilizada para apresentar as cepas nos demais graficos com os paradmetros
avaliados.

Dentre os métodos que avaliam a atividade proteolitica diretamente, ou
seja, o OPA e a leitura a 280 nm, o método OPA se mostrou mais confiavel.
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Na leitura a 280 nm o controle positivo (C+) ficou abaixo do controle negati-
vo (C-), mostrando a falta de precisdo desse método (Figura 1), o que pode
ser também observado na Tabela 1 com a baixa correlagao da leitura a 280
nm com todos os parametros analisados. A absorgao a 280 nm se deve a
presenca de anéis aromaticos nos aminoacidos (Zaia et al., 1998). Talvez
os peptideos gerados no controle negativo por agdo da plasmina, enzima
proteolitica do leite, possuam maior niumero de residuos aromaticos do que
os peptideos gerados no controle positivo, justificando a maior absor¢ao do
controle negativo a 280 nm.

A andlise de componentes principais corrobora essa afirmagéo, onde o
componente principal 1 explicou 64,6% da variagéo nos dados, sendo carac-
terizado, principalmente, pelas variaveis pH e pelo método OPA (Abs 340/
mg PTN, U/mg PTN, Abs 340 nm e U). Ja a componente principal 2 explicou
18,8% da variagéo nos dados, sendo que as variaveis com mais peso para
este componente foram MS (g), mg PTN/mL e Abs 280 nm.

Ao comparar a atividade proteolitica especifica (U/mg de proteina) das
cepas de L. rhamnosus pelo método OPA, sete (7/16) cepas se destacaram
das demais, além do controle positivo L. casei, cepa referéncia neste traba-
Iho como sabidamente proteolitica (Figura 1). Associando esse resultado a
concentracao de proteina, estas sete cepas proteoliticas mostraram mais de
90% de degradacéao das proteinas soluveis no leite apos fermentagao.

Dentre as formas de representar a atividade proteolitica pelo método OPA
a atividade especifica (U/mg de proteina) permitiu reunir informagdes impor-
tantes em um Unico dado. Para calcular a unidade de atividade (U) é subtrai-
do o valor obtido no controle negativo (C-) o que permite retirar a diferenga
entre experimentos com o preparo e a origem do leite utilizado como meio de
cultivo. Segundo, dividindo esse valor pela quantidade de proteina ainda re-
manescente apds o cultivo, retira-se o erro das repeti¢cdes, ou seja, relaciona-
-se o produto da reacédo com a quantidade de substrato consumido pela cepa.
Ressalta-se também a elevada correlagdo negativa entre a massa seca e a
concentracao de proteina (-0,8292), reforcando a importancia da concentra-
cao de proteina no calculo da atividade proteolitica. Como um exemplo para
explicar esse fato, pode-se analisar os resultados obtidos com a cepa Lr12.
Quando se avalia a atividade proteolitica dela apenas pela absorbancia em
340 nm, esta cepa pode ser considerada como uma cepa proteolitica (Figura
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1). Porém, esta mesma cepa apresentou uma das menores taxas de fermen-
tacdo, com baixo crescimento e alto pH, o que resultou em uma baixa taxa
de degradagéao proteica. Quando se insere a concentragdo de proteina no
calculo da atividade proteolitica, se retira esse erro da avaliagéo da atividade
e a cepa deixa de ser classificada como uma cepa proteolitica (Figura 1).

O pH inicial do leite foi de 6,61 e apds a incubagédo sem cepa (C-) foi de
5,34. Ao final do cultivo, sete cepas produziram um baixo pH no meio, entre
3,57 e 4,27, e foram associadas a alta atividade proteolitica (> 90% de degra-
dacéo proteica). Quanto as demais cepas, cinco delas com média atividade
proteolitica (> 50% de degradacgao da proteina, mas < 90%) apresentaram pH
entre 4,16 e 4,96, e nas quatro cepas com baixa atividade proteolitica (< 50%
de degradacéo da proteina) o pH estava entre 5,11 e 5,36.

Esses resultados mostram a capacidade das cepas proteoliticas de pro-
duzir acido no cultivo, bem como de reduzir a concentragdo de proteinas no
extrato livre de células, que sdo dois parametros importantes para serem
considerados na selegéo de cepas. Kholif et al. (2011), também relataram
comportamento semelhante de L. rhamnosus em seu estudo, observando
alta atividade proteolitica e baixo pH (3,88) ap6s 24h de incubacéo a 37 oC.
Moraes et al. (2017), também relataram a acidificagéo de leite desnatado de
cabra com maior atividade proteolitica de cultura de cepa de L. mucosae, o
que sugere ser uma correlagdo também possivel para outros meios de cultivo
e espécies de lactobacilos.

Somado a essas descobertas, dentre os parametros analisados, o que
apresentou elevada correlagdo com o maior numero de parametros foi o pH
(Tabela 1), o que reforca a medida do pH como um importante indicador para
inferir tanto o crescimento celular (correlagao de -0,5981, p<0,001) quanto
a atividade proteolitica (correlagéo entre -0,6787 e -0,8475, p<0,001) apos
cultivo no leite desnatado a 10%. Essa correlagéo € visivel analisando os
graficos desses parametros apresentados na Figura 1, ou seja, quanto menor
o pH maior o crescimento celular e a atividade proteolitica.

Para avaliar se a atividade proteolitica das cepas de L. rhamnosus era
influenciada por enzimas extracelulares foi verificada a presencga de enzimas
ativas nos extratos sem células, em diferentes pH, utilizando zimograma. Os
resultados apresentados na Tabela 2 levam a concluir que a atividade das
enzimas presentes no meio extracelular depende do pH, mas a participagao
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delas é de pouca importancia, pois ha cepas com alta atividade proteoliti-
ca (U/mg de proteina) no ensaio do OPA, como a Lr10 e a Lr14 (Figura 1),
que independentemente do pH, ndo apresentaram atividade de proteases
extracelulares (Tabela 2). Ja o L. casei (C+), além da elevada atividade pro-
teolitica no ensaio do OPA (Figura 1), mostrou que essa atividade pode ser
também devido a presencga de proteases extracelulares associada ao pH 4,
5 e 6 (Figura 2). No entanto, vale ressaltar, que de acordo com a literatura,
as proteases de lactobacilos se localizam principalmente no envelope celular
(Gobbetti et al., 1996; Brown et al., 2017). Dessa forma, ndo se pode descar-
tar que a presenca de atividade proteolitica extracelular observada nos géis
possa ser devido a liberacdo de proteases e peptidases apds lise e morte
celular.

Diante da perspectiva de utilizar as BAL como fabricas de células para a
producéo de peptideos bioativos derivados de proteinas alimentares (Brown
et al., 2017), o presente trabalho mostra uma alternativa metodoldgica inte-
ressante para facilitar e elevar a eficacia da selegao de cepas proteoliticas.
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Tabela 2. Atividade proteolitica extracelular em extratos livres de células (100
Mg de proteina) apos fermentacao do leite em p6 bovino desnatado a 10%
com cultura de cepas de Lacticaseibacillus rhamnosus e L. casei. A analise
foi realizada por zimograma, tendo a caseina (0,1%) como substrato, em di-
ferentes pH, durante 72h a 37 oC.

Atividade proteolitica extracelular em diferentes pH

Amostras

ce) - - - - : -
LrO1 - - - - - -
Lr02 - - - o - -
Lr03 - - - - - -
Lr04 - - - * * -
Lr05 - - - - - -
Lr06 - - - - - -
Lr07 - - o - - *
Lr08 - - - - - -
Lr09 - - - - - -
Lr10 - - - - - -
Lr11 _ * * * * *
Lr12 - - - - - -
Lr13 - - - - - -
Lr14 - - - - - -
Lr15 - - - - - R
Lr16 - - - ** - -
C(+) : * * . : _

C(-) ou controle negativo: Leite em p6 bovino desnatado a 10% e estéril, ndo fermentado; LrO1 a Lr16: Cepas
de Lacticaseibacillus rhamnosus; C(+) ou controle positivo: L. casei, cepa comercial sabidamente proteolitica;

(-) nenhuma atividade proteolitica; (*) atividade proteolitica, uma banda reativa; (**) atividade proteolitica,
mais de uma banda reativa.
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Figura 2. Zimograma do Lacticaseibacillus casei (C+ ou controle positivo) em gel des-
naturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 10%, acrescido de 0,1% de gelatina, em
pH 6, e corado com azul de Coomassie G-250. Aplicados 8 ug de proteina no pogo.
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Conclusoes

A atividade proteolitica das cepas estudadas foi pouco influenciada por en-
zimas extracelulares e, para uma avaliacdo mais rapida e eficaz, pode-se
recomendar a selegao de cepas proteolitica em duas etapas: primeiramente
uma etapa de triagem com a avaliagéo do pH do meio apds crescimento das
cepas em leite em po bovino desnatado a 10%. Nessa etapa devem ser iden-
tificadas e selecionadas as cepas que alterarem o pH para faixas abaixo de
4,27 apos 24h de incubacao a 37 °C. As cepas selecionadas nessa primeira
etapa passariam para a segunda fase de avaliagédo, onde devera ser deter-
minada a atividade proteolitica especifica (U/mg de proteina). Esta medida
se mostrou mais eficaz para selegdo de cepas, ao associar dois parametros
importantes para sua obtencéo, ou seja, a quantidade de peptideos gerados
apos degradacgao de substrato proteico sob a quantidade de substrado protei-
co residual. Dessa forma, através da atividade especifica as cepas seleciona-
das como mais proteoliticas geram mais peptideos ao degradarem o maximo
de subtrado proteico durante a fermentacao latica.
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