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Bactérias Nativas, Proteases, Eletroforese, DGA.

APOIO
EMBRAPA Caprinos e Ovinos.

INTRODUCAO

A busca por produtos biodegradaveis ou que tragam beneficios ao ser humano através de alimentos, impulsionou o crescimento do emprego de
enzimas na indudstria. As proteases sdéo amplamente utilizadas para provocar modificagbes em alimentos proteicos. A grande maioria das enzimas
utilizadas industrialmente é produzida a partir de microrganismos, por processos fermentativos (Rao et al.,, 1998). As enzimas extracelulares sdo
capazes de degradar nutrientes insollveis, como celulose, proteina e amido. Estes produtos, apds hidrélise, sédo transportados para dentro da célula,
onde s&o usados como nutriente para o crescimento (Oh et al., 2000).

No leite, a utilizacdo dessas enzimas pode originar a quebra de ligag6es peptidicas e alteragdes na conformacao molecular das proteinas, resultando
peptideos com propriedades funcionais e tecnolégicas que permitem a criagdo de muitos segmentos de produtos, principalmente, produtos lacteos
(Rao et al., 1998).

OBJETIVOS
Verificar a presenca de atividade proteolitica em bactérias nativas, isoladas de leites e queijos da regido comparando-as com bactérias comerciais,
através de zimograma e difusdo em gel de agar (DGA).

MATERIAL E METODOS

As bactérias nativas foram isoladas de leites e queijos da regido. Foi inoculado uma al¢cada de cada bactéria em 5 mL de MRS caldo e incubadas em
estufa a 37 °C por 24 h. Apés a incubagéo as amostras foram centrifugadas e o pellet redissolvido em 9 mL de leite desnatado reconstituido a 10%
(LDR), seguindo incubag&o a 37 °C por 24 h e, posteriormente, liofilizacdo e armazenagem a ? 26 °C. As amostras utilizadas para obten¢do dos
resultados foram: LDR, LDR incubado a 37° C por 24h, duas bactérias nativas e trés bactérias comerciais (Lactobacillus paracasei LPC 37, L.
rhamnosus LR 32 e L. casei LAC 4). Foi utilizada uma diluicdo de 2 mg de amostra liofilizada para 5007L de tampéo especifico de cada ensaio. No
zimograma seguiu-se metodologia descrita por Feitosa et al. (1998), com algumas adaptagdes, e utilizou-se 30?L de amostra por pogo. No teste de
DGA utilizou-se agar a 2% com 1% de gelatina, tampao Tris?HCI 25 mM, pH 7,5, 50?L de amostra por poco de 7 mm e incubagéo a 37 °C por 24 h.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos o tempo de incubacéo, os géis de eletroforese e de DGA foram corados com Azul de Coomassie R-250. Os resultados obtidos no zimograma
foram verificados através da visualizagdo de bandas proteoliticas representadas pela digestdo da gelatina no gel de eletroforese, observada pela
auseéncia de coloracédo nessas posigdes. No ensaio de DGA a atividade proteolitica das amostras foi observada pela presenga de halo de hidrélise
como resultado da difusdo das proteases no gel. Todas as amostras bacterianas avaliadas apresentaram atividade proteolitica no zimograma e no
ensaio de DGA. No entanto, o zimograma mostrou ser mais sensivel para deteccgado da atividade nas amostras em estudo.

CONCLUSOES
Diante do exposto concluimos que as bactérias nativas estudadas apresentam atividade proteolitica, sendo melhor detectada através de zimograma.
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