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RESUMO

Amostras de queijo Minas artesanal da Canastr@sl@rodutores situados na cidade
de Medeiros — MG foram avaliadas quanto & presdgmgeeptideos antimicrobianos
ao longo de 30 dias ap6s a fabricagdo. Proteipaptédeos sollveis extraidos dos
gueijos, cuja concentracdo variou de 2,05 a 5,13d@groteinas e peptideos
soltveis/pL de solucéo, foram fracionados por ctognafia liquida de fase reversa e
as fragBes coletadas foram avaliadas quanto airibéoria do crescimento dE.
coli. As fracBes com acdo antimicrobiana pertencantesgundo lote do queijo A e
primeiro lote do queijo C, cujas concentracOesaxam de 25 a 46 g de proteinas e
peptideos soltveis/mL de solucéo, foram encamishada/ALDI-TOF/TOF e em
seguida os peptideos foram sequenciados e idaddfic usando MASCOT
DAEMON em comparagdo ao banco de dados UniProsef§séncias peptidicas
RPKHPIKHQ, RPKHPIKHQG, RPKHPIKHQGLPQ e RPKHPIKHQGQRE,
identificadas como referentes a proteigecaseina, sdo fragmentos pertencentes a
Isracidina, um peptideo com ac&do antimicrobiana pcovada. Os peptideos
HQPHQPLPPT e MHQPHQPLPPT identificados sao originadla proteina
B-caseina e, apesar de terem sido isolados em @shados, as suas atividades
biolégicas ainda s&o desconhecidas. A validacdopedptideos identificados foi
realizada pelo aplicativo SCAFFOLD.

Palavras-chave: Peptideo antimicrobiano. Queij@&em MALDI-TOF/TOF.



ABSTRACT

Artisanal Minas cheese samples fr@anastraof three producers located in the city
of Medeiros - MG were evaluated for the antimicablpeptides presence during 30
days after manufacture. Proteins and peptidesleatitracted from cheeses, which
concentration ranged from 2.05 to 54 of proteins and peptides soluble/uL of
solution were fractionated by liquid chromatograpbfyreverse phase and the
collected fractions were evaluated as the growtfibitory action of E. coli.
Fractions with antimicrobial action belonging t@ tbecond batch of the cheese A
and the first batch of the cheese C, which conagoms ranged from 25 to 46 of
protein and peptides soluble/mL of solution werg s@the MALDI-TOF/TOF and
then, peptides were sequenced and identified KgCOT DAEMON compared
to the database UniProt. The peptide sequences RRKH), RPKHPIKHQG,
RPKHPIKHQGLPQ and RPKHPIKHQGLPQE, identified asatet toos;-casein
protein are fragments belonging to Isracidine, gtige with confirmed
antimicrobial action. The peptides HQPHQPLPPT andQHQPLPPT identified
are derived frong-casein protein and, despite being isolated inrathelies, their
biological activities are unknown. The peptidesdatlon identified was performed
using SCAFFOLD aplication.

Keywords: Antimicrobial peptideCanastraCheese. MALDI-TOF/TOF.
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1 INTRODUCAO

A sociedade tem focado a melhoria da qualidade id&, yuscando
alimentos que, além do valor nutritivo inerenteua somposi¢cdo quimica, se
caracterizam por oferecer beneficios a salide, dwnadimentos funcionais.

Uma das maneiras do alimento atingir beneficamastiingbes-alvo no
corpo humano é pela acdo de peptideos bioativesries nos alimentos, ou seja,
fragmentos especificos de proteinas que podem zirodiferentes efeitos
bioldgicos, bioquimicos e fisiolégicos no organisnumnano, favorecendo a salde.

Os peptideos bioativos sdo reconhecidos pelo @man como
componentes naturais, fazendo parte da alimentgifdiana dos individuos.
Seu consumo por tempo prolongado, em frequénciaamtigade adequada,
afeta o0s principais sistemas organicos — principatm os sistemas
cardiovascular, imune e nervoso.

As proteinas do leite (caseinas e proteinas seliséb consideradas
fontes importantes de variedades de peptideosivmeatjue sdo liberados
durante o processamento ou pela digestéo gastimatedo leite.

O queijo € um produto lacteo rico em peptideos tibmm devido a
presenca de microrganismos capazes de hidrolisapraeinas durante o
processamento, mais intensamente na maturacddrecao a liberacdo desses
peptideos com fungBes antioxidante, anti-hipertang antimicrobiana, dentre
outras.

O queijo Minas artesanal da Canastra, um produidmbe leite cru e
“pingo” (fermento natural obtido pela coleta do esaxtraido dos queijos
fabricados no dia anterior) apresentam um conjudéo microrganismos
especificos encontrados somente na regido da @anashdo sua maturacao
caracterizada por intensa glicélise, lipdlise etgitise, originando compostos
responsaveis pelas caracteristicas de sabor, &roextura, além da ativacédo de

peptideos bioativos.
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O queijo Minas artesanal é produzido com leiteecu“pingo”, sendo
vulneravel a contamina¢Bes microbiolégicas. A preae dos peptideos
antimicrobianos no queijo Canastra apresenta vansagois contribui para a
eliminacéo de bactérias patogénicas e alteradorasodiuto, aumentando a sua
vida de prateleira, 0 que beneficia a salde doucoiger, caracterizando-se
como um alimento funcional.

No presente trabalho o objetivo geral foi identifie@ avaliar a acao
antimicrobiana de peptideos de Queijo Minas Artesata Canastra. Os
objetivos especificos foram: verificar a presenggpdptideos antimicrobianos
no queijo Canastra no periodo de 2, 9, 16, 23 €i& de maturacdo sobre
Escherichia coliATTCC 25922, identificar os peptideos antimicrobismpor
espectrometria de massas, sequenciamento automdtiderramentas de
bioinformatica e identificar as caracteristicas daoeijo Canastra que

influenciaram na presenca dos peptideos antimiznoisi
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Peptideos bioativos

O ser humano, preocupado com a manutencéo dalsleg sam buscando
fontes naturais alternativas para a prevencao wbate a doencas (SILVA, 2012).
Assim, estudos e pesquisas vém sendo desenvokdtosfoco na alimentacgao,
buscando os alimentos funcionais (LIGNITTO et 2010; MEIRA et al., 2012;
TIMON et al., 2014).

O termo “alimento funcional” foi descrito pela peira vez durante a década
de 1980, quando o0 governo japonés, no intuito dntgaboas condi¢bes de salde
para a populacdo idosa, financiou um projeto deyuyEs nacional sobre as
implicagbes das ciéncias médicas para a dieta (BRIRANDA; ROMEROSA-
MARTINEZ, 2010).

Um alimento € considerado funcional quando, alérfoiecer as funcdes
nutricionais basicas, produz efeitos metabdlicos ésioldgicos e/ou beneficios a
salde, devendo ser seguro para consumo sem previsdica (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA - ANVISA, 1999).

Substancias bioativas de origem alimentar sao nec@as pelo organismo
como componentes naturais, fazendo parte da atig@ntotidiana dos individuos.
O seu consumo por tempo prolongado, em frequéngisartidade adequada, traz
beneficio & satde, sendo considerado meio braselgueo na prevencéo de doengas
(PACHECO; ANTUNES, 2009; PIHLANTO-LEPPALA et alQ@0).

As proteinas, além de exercerem fungdes nutrisidfaite de aminoacidos
para a sintese proteica e de energia) e tecnaddicapriedades funcionais e
sensoriais), possuem dentro da sua estrutura @irsgguéncias de aminoacidos
inativados, que ao sofrerem hidrélise, apresentadaies biologicas, bioquimicas
e fisioldgicas no organismo humano, chamados diédpep bioativos. Dependendo

da sequéncia dos aminoacidos, a proteina pode efibdade diversificada pela
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ligacdo aos receptores no trato gastrintestinabroudrgéos e tecidos-alvo, apds a
absorcéo para a corrente sanguinea (Figura 1) (REBEAAVEDRA; FERRANTI,
2010). Dipeptideos e tripeptideos séo transporaalosansportadores especificos, os
oligopeptideos sao transportados por transcitésesias paracelulares (FOLTZ et
al., 2007; REGAZZO et al., 2010; SHIMIZU et al.9%)

Os peptideos bioativos podem desempenhar papettémigona regulacao
metabdlica, sugerindo seu uso potencial como ruttiaos e ingredientes funcionais
para promover a salde e reduzir o risco de dogDg&PINO et al., 2011).

O0eSOCCOCIREeEEees D OOOOOCOOONesOO0OCOCEOE®
1
Sistema proteclitico compostoc por Bactérias do dcido latico (BAL) invitro
(e 2E® M o000
Qe SOOOOOBe®
OO00000 oo
ode 2O0eCCCO0IDEe

2 vitro— Digestio enzimatica (pepsina, tripsina, carboxipeptidase)
- Enzimas da microbiota humana

Y
BOOOO @
we @ * o oo
e oCc X OO o0 P
e o O OO ® O =a®
OB o0 ooo @
Células epitelizis
e ®0 ® ses o -
oo @80 o0 000 o O
o o . ® 00 COO®
200 > o C @
l Sangue
Orgiao-alvo
Atividades  biologicas: antimicrobiana, anticarcinogénica,

antitumoral, antitrombotica, opidde, carreadores de minerais,
antioxidante, anti-hipertensivas.

Figural Hidrélise das proteinas de origem alimentarpeitesia proteolitico
das bactérias do acido latico ou por varias enzidigsstivas,
durante o processo de digestao

Fonte: Hebert, Saavedra e Ferranti (2010)
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Peptideos bioativos derivados de proteinas de mribgacteriana,
vegetal e animal, contendo geralmente de 2 a Zdues de aminoacidos,
possuem propriedades opioides, antitrombdticas,i-rapértensivas,
imunomoduladoras, antimicrobianas, antigastricasteadora de minerais
e de reducéo do colesterol (KORHONEN, 2009b; MEISE®98; SILVA,;
MALCATA, 2005).

Pesquisas demonstram a liberacdo de peptideosvibisat vitro,
porém estudosn vivo, utilizando animais como modelo sdo escassos.
Experimentos avaliando a eficiéncia de peptidegedéicos, envolvendo
seres humanos, sdo ainda mais escassos (BOUTROM I. et2013;
LIGNITTO et al., 2010; OHSAWA et al., 2008).

Devido a crescente consciéncia da influéncia daediacdo sobre
a promocédo da saude, estudos tém surgido relataheite como potencial
gerador de peptideos bioativos (PIHLANTO; KORHONENP3).

2.1.1 Peptideos bioativos derivados do leite

Sob definicdo fisico-quimica, o leite é consideradna solugéo
aguosa contendo sais minerais, lactose e outrop@st@s minoritarios, no
gual os globulos de gordura e proteinas (caseimaeteinas sollveis) séo
dispersos em estado coloidal (FOX; MCSWEENEY, 1998)

As proteinas do leite sdo veiculos naturais queesgmtam
micronutrientes essenciais como célcio e fésforoninaicidos e
componentes do sistema imune (imunoglobulinas tfacina), no intuito
de nutrir o recém-nascido (LIVNEY, 2010). Essastpias sdo divididas
em dois grandes grupos, 80% de caseinas e 20% adeiras solUveis
(Tabela 1).
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Tabela 1 Caracteristicas das principais proteinas do deiterigem bovina
Concentragdo no Residuos de Variante

Proteina Massa Molecular (Da)

leite (g/L) Aminoécido Genéticd
CASEINAS
B 23.615
asi-caseina 12-15 199
23.542
os-caseina 3-4 207 C 25.226
A 23.983
B-caseina 9-11 209
B 24.092
A 19.037
k-caseina 2-4 169
B 19.006
PROTEINAS SOLUVEIS
a-lactoalbumina 0,6-1,7 123 B 14.178
_ 18.363
B-lactoglobulina 2-4 162
B 18.277
Albumina Sérica 0,4 582 A 66.399

1Principais variantes.
Fonte: Farrell Janioret al. (2004)

De acordo com Fox (2003), as micelas de caseirsistan de quatro
proteinas principaisusy, osz, B- € k-caseina e, representam respectivamente
37%,10%, 35% e 15% do total de caseinas, sendkh oeskantes representados pela
y-caseina, fracdo derivada tlaaseina. As proteinas sollveis, também denominadas
proteinas do soro, permanecem sollveis no sositd@pos a precipitacdo da micela
de caseina pela reducéo do pH do leite a 4,6 e@® (BRRRELL JUNIOR et al.,
2006). A maioria dessas proteinas é globular, devada hidrofobicidade e cadeias
peptidicas densamente dobradas (PHADUNGATH, 2@0%)lactoalbumina €-
lactoglobulina, em termos quantitativos séo agipdis proteinas desse grupo.

Ao longo das duas Ultimas décadas, pesquisas tdmatiencéo especial as

propriedades biolégicas das proteinas do leitepgasuem funcgdes fisiologicas em
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humanos, sendo atualmente a principal fonte dddeegt biologicamente ativos
(KORHONEN; PIHLANTO, 2006).

Os peptideos bioativos estdo inseridos de formavaaa estrutura
primaria das proteinas do leite, podendo ser lib@sadurante a digestdo
gastrintestinal, ou por hidrélise enzimatica e femtacdo microbiana
(KORHONEN, 2009a; KORHONEN; PIHLANTO, 2003).

A liberagdo desses peptideos durante a digestée peta acdo de enzimas
digestivas, tais como tripsina, pepsina e quinsitidy que hidrolisam as proteinas
pela quebra das liga¢des peptidigd@RHONEN; PIHLANTO,2006). Boutrou et
al. (2014) comprovaram a presenca de peptideasvios, derivados da caseina e
das proteinas sollveis no jejuno humano.

J& a hidrélise enzimatica ocorre por meio de pgsedntrinsecas
ou extrinsecas do alimento (VAN-BERESTEIJN et 4B94), como por
exemplo a plasmina no leite, que atua durantei@st, processamento e
armazenamento do leite.

Fermentos a base de bactérias do acido latico (Bédgho lactobacilos,
lactococos e estreptococsgo altamente proteoliticos. Durante a fermentagédo
leite, varios di, tri e oligopeptideos séo libemdor degradacéo principalmente das
caseinas, utilizando-os como fontes de aminodadssncias para estimular o
crescimento bacterial@UILLARD et al.,198). Em produtos lacteos fermentados,
as bactérias laticas contribuem mais intensamemte g degradacéo das caseinas,
uma vez que apos a lise microbiana, peptidaseséhtfares sdo liberadas para o
meio (THOMAS; PRITCHARD, 1987). As especificidadetas peptidases
conhecidas sugerem que todas as ligacGes peptideasaseinas podem ser clivadas
(RYHANEN; PIHLANTO-LEPPALA; PAHKALA, 2001).

A aplicacdo de enzimas proteoliticas isoladas ebpordsorio é uma
alternativa muito empregada para a liberacdo dédpep bioativos a partir da

proteina do leite. Ueno, Mizuno e Yamamoto (20Q4#jfiparam e caracterizaram
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uma endopeptidase deactobacillushelveticusCM4, comprovando que essa
peptidase pode produzir peptideos anti-hipertesisanélizando pro-peptideos
sintéticos como substratos. Essa técnica € muit@juaa, pois € segura e apresenta
baixo custo (MAO et al., 2007).

Diferentes técnicas podem ser aplicadas a ideatfio e
caracterizacdo de peptideos bioativos: isolamentoardir de digestdes
gastrintestinalin vivo das proteinas precursoras, isolameirtovitro a
partir de digestdes enzimaticas de proteinas psecas e a sintese quimica
de peptideos que tém uma estrutura idéntica a tEsjw®nhecidas por
serem bioativas (BLONDELLE; LOHNER, 2000; MEISELQ®1).

Publicacdes tém relatado o isolamento de peptitieasvos de produtos
lacteos incluindo leite, kefir, iogurte e queijoBBHARWAJ; SINGH, 2014;
PRITCHARD; PHILLIPS; KAILASAPATHY, 2010).

Alguns produtos lacteos e ingredientes com propodtancionais
fundamentados em peptideos bioativos, obtidogtia ¢ies proteinas do leite, ja estao

disponiveis no mercado (Tabela 2).

Tabela 2 Ingredientes funcionais e produtos lacteos comisrci
fundamentados em peptideos bioativos

Nome Natureza do Peptideos Alegacéo de Fabricantes
Comercial produto Bioativos funcionalidade
Isolado de proteina do Fragmentos de Redugéo da
BioZate soro de leite 9 . presséo Davisco, EUA
S B-lactoglobulina P
hidrolisado sanguinea
Aumento da DMV
CysteinPe Ingrediente Derivados de energia e International
ptide /hidrolisado proteina do leite melhoria do Holanda
sono
Vivinal Ingrediente Peptideos de soro  Relaxante e %ﬁrﬁgg)i;?énso
Alpha /hidrolisado de leite auxilia o sono 9 '

Holand:

Fonte: Macedo e Macedo (2011)
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A producdo de alimentos funcionais contendo pepsidbioativos
apresenta a importante tarefa de aumentar a batEfidade da sua fonte
natural ou inovar alimentos por adicdo e/ou fociatento de fracdes isoladas
ou enriquecidas de peptideos bioatileslELANet al., 2009).

2.1.2 Peptideos bioativos derivados de queijo

Os queijos apresentam quantidade elevada de po&inas,, B, k-caseina)
sob a acdo de enzimas provenientes de culturasctieriis laticas especifica, de
enzimas naturais do leite e de enzimas adicior{gdamosina), resultando em fonte
diversificada de peptideos bioatif@IHLANTO, 2006) A protedlise € o principal
fendmeno bioquimico que ocorre durante a maturgegiando a formacéao de di, tri e
oligopeptideos que contribuem ndo s6 para o ddseneato de sabor, aroma e
textura do queijo curado, mas também expdem atwithioldgica sobre o aparelho
digestivo, cardiovascular, imunolégico e sistemarvom® (KORHONEN;
PIHLANTO, 2006) A protedlise varia de acordo com varios fatopes: tipos de
enzimas naturais e adicionadas, tipo de fermesbo,de sal, umidade, tempo de
maturacéo e temperatura (PARK; JIN, 1998). Nest&leediferentes variedades de
gueijos possuem compostos com bioatividades vigi@MEIRA et al., 2012).

Ong e Shah (2008) observaram que o queijo Cheatleipnado de cultura
probidtica e maturado pelo periodo de 24 semapessemtou maior intensidade de
protedlise quando comparado aos maturados sem raculfprobiética,
consequentemente, maior nivel de peptideos astiténsivos

Gomez-Ruiz, Ramos e Recio (2002) estudaram os dpegti anti-
hipertensivos em Manchego, queijo espanhol falwiegobrtir de leite de ovelha. Ao
longo da pesquisa, constataram pouca atividadehipatiensiva nos primeiros
guatro meses de maturacdo. Apds, essa atividadenf@ntada e chegou ao maximo

aos oito meses, diminuindo posteriormente aos 1&srBurante a maturacéo,
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alguns peptideos bioativos sdo quebrados em paptidenores ou em aminoacidos
livres, perdendo a atividade bioativa (PR#?EI.2006).

Os peptideos inibidores da enzima conversora detengjna (ACE) estao
relacionados com a regulagem sanguinea. A enzide@aquonentar a pressao arterial
por meio da conversdo do peptideo angiotensinard patente vasoconstritor,
denominado angiotensina Il. ACE também pode catalss degradacdo da
bradicinina, um hormonio vasodilatador poderos@renpabilizador da parede dos
vasos. A inibicdo da ACE pode gerar, por consedaégieito anti-hipertensivo pela
diminuicdo da angiotensina Il e aumento da bradeirmfambém pode influenciar a
regulacdo de diferentes sistemas envolvidos nalagdauda presséo arterial, como
por exemplo, o sistema imunolégico e o sistemaoseryMEISEL, 1998, p. 11).
Nakamura et al.(1995) relataram que peptideos esfduos dos aminoacidos Val-
Pro-Proelle-Pro-Pro, isolados de leite fermentadim tactobacillus helveticias
Saccharomyces cerevisjaexibiram forte acéo inibidora da ACE e portanto a
atividade anti-hipertensiva.

No que diz respeito a atividade antioxidante relaaila a proteina do
leite, varios estudos ja foram realizados. Timal.e(2014) demonstraram que
0 queijo tipo Burgo produzido por diferentes tiglescoalho (vegetal, animal e
microbiano) apresenta peptideos com acao antiaeiderestacando que aquele
fabricado com coalho vegetal apresentou maior pgdjeodesses peptideos. Os
peptideos antioxidantes presentes nos alimentosmgemnham papel muito
importante em relacéo ao sistema de defesa doisngamumano, uma vez que
impedem a formacdo ou eliminam os radicais livreg grovocam danos
biomoleculares e causam céncer, envelhecimentmcesedo coracéo, dentre
outros (GUPTA et al., 2009).
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2.2 Peptideos antimicrobianos

Em funcdo do uso indiscriminado de antibidticos wartionais,
muitos microrganismos desenvolveram resisténcia adicamentos
(THOMSON; BONOMO, 2005). Com isso, é grande 0 nlmate
mortalidade e mobilidade de infecgcbes em seres hameelacionadas as
bactérias, sejam Gram-positivas ou Gram-negativdSUEH; CHEN;
LUH, 2005). Consequentemente é crescente o nurndergpesquisas
envolvendo peptideos naturais com atividade arttdad denominados de
peptideos antimicrobianos.

A disponibilidade de peptideos antimicrobianos gontante para o
sistema imunoldgico inato de defesa de animaisaatp$, principalmente
durante as etapas iniciais de infeccdo. De acoodo Bapo e Shai (2003),
existem mais de 700 peptideos com acdo antimicnabielatados em
estudos, variando em sequéncia de aminoacidos, rameo e estrutura.

Em geral, os modos de acédo dos diversos peptidamsiarobianos
envolvem a associacdo com lipideos de membrananptacsa microbiana,
promovendo o aumento de sua permeabilidade. Prameinte, ocorre
atracdo eletrostatica entre as moléculas de peygtidgue geralmente
possuem carga positiva) elipideos anibnicos presenta membrana
bacteriana, iniciando a interacdo entre o peptaacsuperficie bacteriana.
Em seguida a estrutura anfipatica dos peptideosmemobianos
desempenha seu papel, promovendo a interacdo despegleos com a
interface hidrofilica/hidrofébica presente na siijpée das biomembranas,
causando consequentemente a ruptura da membranabiaita, a entrada
do peptideo no seu interior, 0 extravasamento awecao citoplasmatico e
finalmente a morte celular (NAGHMOUCHI; DRIDER; F&$, 2007).
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2.2.1 Peptideos antimicrobianos derivados do leite

Em 1930, Jones e Simms relataram pela primeiraagepropriedades
antimicrobianasn vitro do leite, quando observaram que o leite possiiaanes
ativos que retardavam o crescimento de bactériespEegdcicas. Sabe-se que a
atividade antimicrobiana do leite é atribuida ppalnente a imunoglobulinas e
proteinas ndo imunes, como a lactoferrina, lactejmise e lisozima (PAKKANEN;
AALTO, 1997). Ha cerca de 40 anos provou-se queasinas do leite também sé&o
precursoras de peptideos com acdo antimicrobiadassa forma, podem melhorar
as defesas naturais do organismo contra a invasaaatorganismos patogénicos.
Consequentemente, as proteinas do leite podemossideradas componentes
nutricionais da imunidade (PELLEGRINI, 2003).

As caseinas sao fontes de peptideos antimicrobjamissexistem relatos de
fragmentos antimicrobianos derivados @ecaseina (MCCAN et al.,2006),
caseina (LOPEZ-EXPOSITOet al., 20p&)aseina (HAQUE; CHAND, 2008)e
caseina (CHENGet al., 2013). McCann et al. (20DS)tificaram e isolaram quatro
novos peptideos com atividade antimicrobiana, spardendo aos residuos de
aminoacidos 180-207, 175-207, 164-207 e 172-20@inados da digestdo do
caseinato de sodio bovino pela quimosina, todssogiginados do C-terminal dg-
caseina.

Em relacdo as proteinas sollveis, também existiatades indicando a
presenca de peptideos com atividade antibactatiemzados dar- lactoalbumina
(PELLEGRINI et al.,, 1999) &3- lactoglobulina (PELLEGRINI et al., 2001;
THEOLIER et al.,2013).

As casecidinas sdo polipeptideos de alta massacutamleque foram
identificados apds a hidrélise da caseina pelaagitra (LAHOV et al., 1971). Esses
peptideos apresentaram propriedades bactericidaia edrias bactérias patogénicas,
comoStaphylococcus aureeBacilussubtilis (AHOV; REGELSON, 1996).
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Isracidina é um peptideo com acéo antimicrobiaiginado da hidrélise da
asrcaseina bovina por agdo da quimosina, liberandmgmento 1-23 (HILL;
LAHOV; GIVOL, 1974). Em concentragdes elevadas, a isracidifau iro
crescimentan vitro de lactobacilos e outras bactérias Gram-positlasntantpin
vivo, a isracidina exerceu forte efeito protetor, emsedo baixas contra
Staphylococcusaureus, Streptococcuspyogenes  eridagtaocytogenesguando
administrada em ratos (LAHOV; REGELSON, 1996). Eavas diagnosticadas com
mastite, a isracidina quando ministrada dentranfless comparaveis ao tratamento-
padrdo com antibiéticos, apresentou eficiéncia reupa 80% no tratamento da
infeccéo crbnica por estreptococos (HAQUE; CHANIDS.

O caseino macropeptideo (CMP) corresponde ao fragrde aminoacidos
106-169, derivado da hidrélise dacaseina sob agdo da quimosina. A kappacina €
um peptideo contido no CMP f(138-158), representadaima fracéo fosforilada e
ndo dlicosilada com acdo antimicrobiana, que inibe crescimento de
Streptococcusmutans, E. coli e PorphyromonasgiligfdALKOSKI et al., 2001).

O CMP é encontrado no estdmago, duodeno e jejupsates humanos
apos a ingestdo de leite (LEDOUX et al.,, 1999).ibkrlacdo de kappacina no
estdbmago tem como objetivo minimizar a infeccadrato gastrintestinal do recém-
nascido em desenvolvimento e aumentar a sengilglidias bactérias ao acido
gastrico, eliminando o gradiente de céations nartnembrana

CHENG et al. (2013) avaliaram a presenca de pegtiatetimicrobianos em
leite de iaque, bovino de pelagem longa encontradchina, apds agdo da tripsina. A
hidrolise enzimatica dacaseina desse leite resultou na liberacdo dedpepttom
potenciais efeitos antibacterianos sobreE.acoli destacando que a hidrélise
enzimatica obtida ap6s 4h demonstrou efeito amiiiEno mais eficiente em
comparacao a outros periodos avaliados.

Casocidina-I foi o primeiro peptideo antimicrobiatescrito derivado de,

caseina (ZUCHT et al., 1995). E um fragmento quetéoo 39 residuos de
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aminoacidos f(150-188), sendo que 25% sdo amirmsacihsicos, altamente
catibnicos, com ponto isoelétrico em torno de fjQesapresenta acéo corifecoli e
S. carnosusTambém, Recio e Visser (1999) observaram a exatéte dois
peptideos com acdo antibacteriana: fragmento 44(¥8), que faz parte da
casocidina-l1 anteriormente identificada, e o fragimdl f (183-207). Ambos o0s
fragmentos demonstraram uma importante atividatbaateriana contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas.

Beta-caseina humana f(184-210) também deu origenpeptideos
antimicrobianos apds a hidrélise pela proteinastatbacillus helveticusEsses
peptideos inibiram uma gama de bactérias Gramvyassié Gram-negativas, como
por exemplo, bactérias potencialmente patogénicaso &Enterococcusfaecium
Bacillusmegateriumm  Escherichia  coli K12, Staphylococcus  aureus
YersiniaenterocoliticdHAQUE; CHAND, 2008).

Pritchard, Phillips e Kailasapathy (2010) analisaeapresenca de peptideos
antimicrobianos, antioxidantes e anti-hipertensigos trés marcas comerciais de
gueijos Cheddar australianos. Em relacéo a atidatimicrobiana, observaram que
0s peptideos sollveis extraidos do queijo apreéaemtacdo contra as bactértas
coli, B. cereus e S. aureasndo que os peptideos maiores que 10kDa apresentar
maior poder de inibicdo para os dois primeirosoniamismos citados.

Silva (2012) afirmou que o queijo coalho fabricadoregido nordeste do
Brasil pode ser considerado alimento funcionals mtiservou que os peptideos
bioativos presentes no produto podem ser claskificaomo antimicrobianos,
carreadores de zinco e antioxidantes. Foi remaladiueijo um extrato de peptideos
sollveis e a partir deste verificou-se a acdo ambhbiana contra bactérias Gram-
positivas Staphylococcus aureuBacillus subtilis Enterococcus faecalie Gram-
negativas Pseudomonas aeruginosa, Klebsiell apneumogidescherichia coli
Assim, Silva (2012) considerou que a atividaden@atobiana pode ser vantagem

adicional durante o processo de producdo, redugossivelmente a contaminagéo
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de alimentos lacteos e consequentemente propandioraumento da vida atil do

produto.
2.3 Queijo artesanal do estado de Minas Gerais

Minas Gerais € o maior produtor de queijos do Brasm consideravel
producdo de queijo artesanal, caracterizada painegmte pela presenca de
agricultura familiar. Em todo o Estado, existentaeate 30 mil produtores de queijos
artesanais. Desses, 10 mil sdo produtores das piimempais regides do Estado
(Araxa, Canastra, Cerrado, Serro e Campo das Yasjeffrigura 2), consideradas
tradicionais e que produzem anualmente 29 miladaslde queijos, gerando mais de
26 mil empregos diretos (TEODORO et al., 2013).

CERRADO

=1 SR Sl (SO 7 €9 CAMPO DAS
R VERTENTES

Figura 2 Mapa das principais regifes produtoras do queijmMartesanal
Fonte: Empresa de Assisténcia Técnica e Extenséal Bo Estado de Minas Gerais -
EMATER-MG (2014a)

A producéo do queijo Minas artesanal iniciou-seBmasil durante o
periodo colonial. Foi em meados do século XVllimca mineracdo do ouro,

que Portugal enviou ao pais grande nimero de geitiogpque tinham como
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cultura a producdo de queijos artesanais para QO consumo, muito
semelhante ao queijo Serra da Estrela. Devidogdigiiies ambientais mineiras
como o clima, pastagem e relevo, além dos ingregecomo o coalho e os
fermentos utilizados, o queijo artesanal mineirferdi muito em relacdo ao
queijo portugués Serra da Estrela (BORELLI et24Q6).

O governo de Minas Gerais, no intuito de ratifi@arimportancia
socioeconbmica do queijo Minas artesanal, prese@sr caracteristicas
histéricas e culturais de cada regido produtore prdteger a caracterizacdo do
processo de producdo do queijo, criou no ano d@ 200Programa Queijo
Minas Artesanal” (MINAS GERAIS, 2002a, 2006). Eggegrama tem como
objetivo principal a garantia da qualidade do ptodalém de assegurar aos
pequenos produtores de leite mais uma alternativa @ comercializacdo do
gueijo, com maior valor agregado, gerando mais egmpre melhoria na
qualidade de vida (EMATER-MG, 2014b).

A Lei n° 14.185 de 31 de janeiro de 2002(MINAS GHRA2002b),
que dispde sobre o processo de producdo do queéijashMartesanal, definiu
normas de fabricacdo, embalagem e transporte, edstalbbdo ainda a
obrigatoriedade do cadastramento oficial das qiedjae a certificacdo de
gualidade dos produtores junto ao Instituto MineigcAgropecuaria (IMA).

De acordo com o Decreto n® 42.645 de 05 de junh2082 (MINAS
GERAIS, 2002a), que regulamenta o processo de géoddo queijo Minas
artesanal, o IMA certifica as condi¢@es higiénianitarias necessarias para a
producdo do queijo artesanal, observando a execdgf@oboas praticas de
ordenha e fabricacdo. As queijarias certificadasguardam o direito de
comercializar o produto em todo o territ6rio naeion

O Decreto n° 44.864 de 01 de agosto de 2008 (MIBERAIS, 2008)
alterou alguns padrBes microbiol6gicos e fisicovieds para o queijo Minas
artesanal, estabelecidos pela Lei n° 14.185, dde3janeiro de 2002 (MINAS
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GERAIS, 2002b). Na Tabela 3, observam-se as caistotas microbiolégicas

e fisico-quimicas exigidas pela legislacao vigente.

Tabela 3 Caracteristicas microbioldgicas e fisico-quimieatabelecidas pelo
Decreto n° 44.864/2008

Caracteristicas Microbiologicas Padrao*

Coliformes 30° C (NMP/g) n=>5;c=2;m=1.000=5.000

Coliformes 45° C (NMP/g) n=>5; c=2; m=100; V60

Estafilococos coag. positivo (UFC/g) n=>5; cxR=100; M =1.000

Listeriasp./25g n=5c¢c=0,m=0

Salmonellap./25g n=5c¢c=0,m=0
Caracteristicas Fisico-quimicas Padrao

Umidade expressa em base Umida Méximo 45,9%

Presenca de amido Negativo

Pesquisa de Fosfatase Alcalina Positivo

* Plano de amostragem de 3 classes (n: nimero detrash de um lote, c: nimero de
aceitacdo, m: nUmero minimo de microrganismos, iMard maximo de microrganismos)
Fontes: Agéncia Nacional de Vigilancia SanitariNVISA (2001) e Minas Gerais (2008)

O queijo Minas artesanal é aquele elaborado naipdgule de origem
do leite, a partir do leite cru, com a adicdo dalltw extraido do bezerro,
fermento e sal, sem nenhum tipo de aditivo e/ouljogante de tecnologia e
isento de técnicas industriais, devendo ser prdduznaturado e rotulado na
propriedade beneficiadora.

O fermento, chamado de “pingo” pelos produtoresn@dgeno, obtido
pela coleta do soro dos queijos fabricados no diariar. O “pingo” contém
espécies de bactérias laticas que variam de aompdo a regido mineira,
desempenhando forte influéncia na glicélise, Ig@le protedlise do queijo e
originando compostos responsaveis pelas caraitasistle sabor, aroma e
textura (CABEZAS et al., 2007; LIMA et al., 2009IIMOEN, 2001).

A maturagdo corresponde a fase de transformac8iesdi quimicas
e bioldgicas, que ocorrem tanto na periferia comanterior da massa, por
meio principalmente, da protedlise e a lipélisee @dio significantemente

responséveis pela textura, sabor, composicdo gaimiqualidade final do
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produto, sendo um fendmeno bastante complexo, ndwiale queijo para
queijo (BEHMER, 1985; CARIDI et al., 2003; ECK, 198 Além dessas
alteracbes, 0 processo de maturacdo dos queijose poahtribuir
significativamente com a reducdo de microrganispet®génicos presentes
nesse produto (BRANT; FONSECA,; SILVA, 2007).

A microbiota do queijo compreende dois grupos: aIgaANiISMOS
iniciadores e microrganismos secundarios. A miambiniciadora € composta
por bactérias laticas que estao envolvidas no gebémento da acidez durante
a fabricacdo. A microbiota secundéaria tem papehifigtivo na fase de
maturacéo do queijo (BERESFORD et al., 2001; GOBBEET al., 1999).

Apbs estudos técnico-cientificos, o governo publiad?ortaria n° 1.305
de 30 de abril de 2013 (MINAS GERAIS, 2013), em gqambeleceu diretrizes
para os queijos artesanais, definindo o periodammirde dezessete dias de
maturacdo para 0s queijos produzidos na microwedii Serro e minimo de
vinte e dois dias para os queijos das microrregifiieanastra, Campo das
Vertentes, Cerrado e Araxa. Destaca-se que a matuideve ser realizada a
temperatura ambiente.

O queijo Minas artesanal deve apresentar consiatémoe, cor e sabor
proprio, a massa uniforme com ou sem olhadurasnitecsi conforme a tradicao
histérica e cultural da regido produtora (MINAS GHR, 2002b, 2011).

A comercializacdo de produtos alimenticios artdsamha forma segura
e sustentavel € um dos principais desafios enawn#rpela agricultura familiar
no Brasil. No que se refere a esse tipo de queifmnto crucial é a utilizacao
do leite cru, pois embora a maturacdo tenha aided® de reducdo de
microrganismos patogénicos, o clima brasileiro e@wsdicbes envolvidas na
producdo do leite sdo extremamente favordveis adtaconacdo e ao

desenvolvimento desses microrganismos. A implemgéotalas Boas Préticas
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Agropecuarias (BPA) e Boas Préaticas de FabricaB®F) na producdo de

gueijo artesanal € fundamental para a prevencacatgaminacoes.
2.3.1 Queijo Minas artesanal produzido na regido da Candsa

Os primeiros habitantes da regido da Canastra nidsce dos indios
Caiapds e Cataguases, além dos quilombos que fouamerosos por toda a
regido. Familias originarias de Sao Jodo Del Rei-RB&bacena-MG e do sul
de Minas habitaram a Canastra em busca de diamantestras pedras
preciosas, trazendo com elas o conhecimento daugfioddo queijo feito a
partir do leite cru, encontrando na regido o anibiepropicio para a
perpetuacéo dessa arte (ALMEIDA; FERNANDE®04)

A Canastra localiza-se na regido sudoeste no esaddinas Gerais.
Suas coordenadas apontam pard 3@ de longitude Oeste, 4530’ de
longitude Leste, 1945’ a 20 34’ de latitude Sul. Privilegiada pela localizacédo
préxima a grandes centros consumidores, pela gaumtgidade de agua e pelo
clima ameno, a regido tem na agropecuaria umardasgais fontes de riqueza
(ALMEIDA; FERNANDES, 2004).

O clima é classificado como tropical de altitudemncmédia anual de
22,2°C, chuvas distribuidas entre os meses de routabmarco e indice
pluviométrico médio em torno de 1.390 mm anuaisnfidade do ar é tipica do
cerrado, ou seja, inverno seco e verdo Umido. Ievae constituido de
chapadbdes de altitude, permite o aparecimento dendras nascentes e
cachoeiras. A altitude da Canastra varia de 6374851metros (ALMEIDA,;
FERNANDES, 2004). O rebanho da regido € mesti8os (taurus e Bos
indicu§ com variacdes de cruzamentos (BRASIL, 2008). @ijgude Minas
artesanal da Canastra sé é produzido nessa regide,combina, de maneira
Unica, solo, pastagem, clima, estacdo do anayastie agua, influenciando de
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forma direta na diversidade da microbiota endégemamnsequentemente nas
caracteristicas do produto (RESENDE et al., 2011l & et al., 2011).

A Portaria n° 694 de 17 de novembro de 2004 (MINGERAIS, 2004)
identificou a microrregido da Canastra como produtdo queijo Minas
artesanal, composta pelos municipios mineiros dend8§ Delfindpolis,
Medeiros, Piumhi, Sdo Roque de Minas, Tapirai eg®¥far Bonita (Figura 3).
Esses municipios apresentam quantidade significdatpessoas no campo,
sendo a maioria delas formadas por agricultoreslifaes que diversificam
suas atividades e tém no queijo artesanal a st denrenda principal (Tabela
4) (EMATER-MG, 2014c).

CANASTRA

BAMBUI

2 - MEDEIROS
PllmI

4 - SAQ ROOUE DE MINAS
TAPIRAI

- VARGEM BONITA
DELFINOPOLIS

Figura3 Mapa da microrregido da Canastra, produtora dpddimas artesanal
Fonte: Emater (2014c)
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Tabela 4 Caracteristicas gerais dos municipios produtoresjukijo Minas
artesanal Regido da Canastra - 2004

c 5 2 ~ POPULACAO
MUNICIPIO AREA (km ©) POPULACAO (n) RURAL (%)

Bambui 1.457 21.682 18,5
Delfin6polis 1.171 6.572 29,0
Medeiros 969 3.038 51,6
Piumhi 905 28.757 12,3
Sao Roque de Minas 2.107 6.326 41,0
Tapirai 434 1.887 40,5
Vargem Bonita 409 2.206 46,6

Fonte: Almeida e Fernandes (2004)

De acordo com dados publicados em 2004 por Almeitfi@rnandes,
em “Caracterizagdo da Microrregido da Canastra cBmautora do queijo
Minas artesanal”, visto que ndo existem dados stuai microrregido da
Canastra produziu anualmente na época em torn@4lenilhdes de litros de
leite, sendo que 50% deste foram utilizados pamaducdo de queijo. O queijo
Minas artesanal da Canastra foi produzido por 1@&flutores, com uma
producdo anual de 4.470 toneladas (Tabela 5),relgnaarte dessa producéo foi

comercializada nos mercados de Belo Horizonte ePaéi.

Tabela 5 Caracteristicas rurais dos municipios produtoresgdeijo Minas
artesanal da Canastra - 2004

Rebanho Producéo  Produtor Queijo

Municipio P;ﬁf:le(?f;‘)de Pa?:‘aag;em (ca(tj)s(;as de leite de queijo pgg:u;}ﬂo
bovinos) (x1.0001) (n°) (ton)

Bambui 1.438 103.235,0 74.323 36.537 149 576
Delfindpolis 484 55.146,9 80.000 15.000 25 70
Medeiros 537 61.302,0 29.971 16.425 430 1.600
Piumhi 956 53.767,0 30.394 21.600 50 165
S&0 Roque de Minas 933 45.000,0 18.81: 7.560 852 1.537
Tapirai 258 31.900,0 18.320 4.438 89 162
Vargem 207 26.073,0 12.792 2.355 200 360
Bonita
Total 4.813 376.423,0 264.611 103.915 1.795 4.470

Fonte: Almeida e Fernandes (2004)
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Desde maio de 2008, o queijo Canastra é patrim@uitaral imaterial
brasileiro, titulo concedido pelo Instituto do Bafinio Histdrico e Artistico
Nacional (IPHAN) (BRASIL, 2008).

O processo de producédo do queijo Minas artesar@hdastra € composto
por varias etapas (Figurad). O leite é obtido patenha manual ou mecanica, em
locais apropriados, cobertos ou ndo. Em seguideiteoé filtrado com filtro ou
tecido sintético devidamente higienizado. O “pingad coalho s&o adicionados e
espera-se, em média, de 40 a 50 minutos para alacég do leite. Decorrido esse
tempo, a massa é cortada com uma pa ou régua xedure € feita em pequenos
intervalos para facilitar o dessoramento. Apés @aregdo do soro, a massa é
colocada em formas circulares, de 15 a 17 cm deetii@ interno, revestida com
tecido sintético e prensada manualmente com oi@uabgsse tecido. Logo apds, a
massa enformada recebe sal grosso ou sal tritneadoa superficie. Depois de um
periodo de seis a doze horas, 0 queijo é viradpm®aesso de salga é repetido.
Apos vinte e quatro horas, o queijo é retiradoodiad, colocado em prateleiras de
madeira, lavado e seco diariamente, durante seit® alias (MINAS GERAIS,
2014; ORNELAS, 2005, p. 65).

Ordenha manual ou mecénica
Filtragem em filtro ou tecido sintético
Adicao de “pingo” e coalho
Repouso para a coagulagéo do leite (40 — 50 minutos

Corte da massa para dessoramento

Mexedura da massa

Separagéo do soro

g



37

Enformagem em formas revestidas com tecido siotétic

Prensagem manual

g

Salga em ambas as superficies, com intervalo desinze horas
Desenformagem apoés 24 horas de salga

Maturagéo

Figura4 Fluxograma de producdo do queijo Minas artesaan&ahastra
Fonte: Almeida e Fernandes (2004)

O queijo Minas artesanal da Canastra deve apaesamho caracteristicas
fisico-quimicas e sensoriais: coloracdo branco-elada; textura compacta;
consisténcia semidura com tendéncia & macia; dinataamarelada e sem trinca;
formato cilindrico; altura de quatro a seis centio®e diametro de quinze a
dezessete centimetros; peso de aproximadamenteuilograma; sabor e odor
ligeiramente &cido, nao picante e agradavel (ALMEIBERNANDES, 2004).

Resende (2010), avaliando a influéncia da altitdde queijarias nas
populacdes de bactérias laticas, identificou asiistgs bactérias no queijo
artesanal da Canastralactobacilluscasei, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paraplantanuLactobacillus hilgardii,
Weissellapara mesenteroides, EnterococelisictococcusEsse autor sugeriu
gue esses géneros de bactérias estdo bem adaptadosiente de producao,
contribuindo para o desenvolvimento de caractedstisensoriais do produto
como sabor, aroma e textura.

Noébrega (2007) avaliou amostras de “pingo” utdizana fabricacéo do
gueijo da canastra no periodo das aguas (PA) emodo de seca (PS). Obteve

como resultado o isolamento e a identificacdo @ggiistes microrganismos:
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bactérias do génetbnterococcus, Lactobacillus, Leuconosedcactococcuse
leveduras das espécieBebaryomyces hansenii, Kluyveromyces lactis,
Kluyveromyces marxianus, Torulaspora delbruekii, n@ida zeylanoides,
Kodamaea ohmeri, Pichia guilliermondii e Geotrichgapitatum.No periodo
da seca, foram identificados os mesmos microrgarsisgue no periodo das
aguas, porém em diferentes frequéncias e aindascidoedas espécies de

leveduraPichia guilliermondiie Geotrichum capitatum.

2.4 Processo de Maturagdo do queijo

A maturacdo corresponde ao conjunto de transforesadisicas,
quimicas e bioldgicas, que incluem protedlise, liggde glicélise, que sdo
significantemente responsaveis pela textura, sabemposicdo quimica e
gualidade final do produto, sendo fenémeno basteoteplexo, variando de
queijo para queijo (BEHMER, 1985;CARIDI et al., 20&CK, 1987).

Os principais componentes resultantes da matursg@aminoacidos,
aminas, acidos, tiois, tioésteres de proteinagjoacigraxos, metilcetonas,
lactonas, ésteres de lipideos, acido latico, aeidético, acido propidnico,
diéxido de carbono, ésteres e alcoois de lactd®3X (2003).

2.4.1 Proteodlise

A protedlise consiste na degradacdo de proteifasagéo de enzimas
proteoliticas, dando origem a peptideos de altdjar&baixa massa molecular,
aminodacidos, aminas e amobnias (FARKYE; FOX, 19%fe irdo conferir
sabor, aroma e textura caracteristicos dos que\gzocedéncia das enzimas
proteoliticas pode ser do proprio leite, das bagéjue contaminam o leite, do

coalho, das bactérias laticas ou mesmo da micebatundaria.
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De acordo com Wolfschoon-Pombo e Lima (1989),augte protedlise
pode ser medido por meio de indices denominadogeinde extensdo de
maturacao (IEM) e indice de profundidade de mada4tPM).

O IEM é determinado pelo teor de substancia nitraga acumulada na
fase aquosa do queijo, podendo ser expresso poerpagem de nitrogénio
total. E resultado da acdo proteolitica das enzidmgoalho e da plasmina
sobre a caseina, liberando peptideos de alta madeaular (WOLFSCHOON-
POMBO; LIMA, 1989).

O IPM esta relacionado com as substancias niteafgen de baixa
massa molecular, acumuladas durante o process@teagéo, principalmente
por causa da agdo de enzimas microbianas sobreostmapnitrogenados
provenientes da caseina, podendo ser expressotqgmiade nitrogénio nao

proteico, medido pelo nitrogénio solivel em TCA 1&BH VA et al., 1995).
2.4.1.1 Enzimas responsaveis pelo processo de protedlisematuracao

As enzimas responsaveis pelo processo de matupagiam apresentar
basicamente cinco origens: 1) enzimas naturai®itiy ) enzimas do coalho, 3)
enzimas de bactériastarter”, 4) enzimas de bactériastérter” secundarias, 5)
enzimas de bactérias n&drter’ (FOX et al., 1993).

A plasmina, protease de maior importancia no léitaemna serino-protease
com o pH 6timo em torno de 7,5 e encontra-se engisule maioria associada a
micela de caseina (FOX, 1993). Ela participa at@r@mno processo de cura dos
gueijos, sendo f-caseina a proteina mais sensivel a sua acddbuomio para a
producdo de peptideos de alta e média massa raoleriginarios da quebra da
caseina, além da liberacdo de aminoacidos resmimgdela textura do queijo
(EARLY, 1998; PINHEIRO; MOSQUIM, 1991).

A principal enzima do coalho de origem animal éuamgsina, uma
endopeptidase responsavel por duas atividades.irdeipa € a quebra de
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caseina especificamente na ligacao;fMet, o, formando os seguimentos 1 —
105 (parac-caseina) e 106-169 (caseinomacropeptideo); a deagén a
protedlise em geral, atuando sobre as proteinascetivel de atuar durante a
cura dos queijos (ECK, 1987; SILVA et al., 1995).

As culturas'starters” presentes no fermento usado na producdo de queijos
sdo, em sua grande maioria, culturas laticas redpeis pela producéo de &cido
latico, e consequentemente, pela queda do pH. Neagado, as bactérias produtoras
do acido latico (BAL) liberam dois tipos de enzimasdopeptidases ou proteases,
gue hidrolisam as proteinas liberando peptidess ggopeptidases (aminopeptidases,
carboxipeptidases e dipeptidases), que quebrameptdegos em aminoacidos
(SOUSA; ARDO; MCSWEENEY, 2001).

Em muitos queijos, as culturéstarters” secundarias sdo importantes na
degradacdo das proteinas, sendo adicionadas cdtne cadjunta ou estando
presentes devido as caracteristicas da regidmanasjo € produzido. Sdo exemplos
de culturas“starters” secundariasBrevibacterium linensbactérias propidnicas,
fungos filamentososPenicillium roquefortie Penicillium candidu e leveduras
(FOX et al., 1993).

As bactérias naostarters” sdo em maioria pertencentes aos géneros
Micrococcus EnterococcusPediococcuse Lactobacillus geralmente encontrados
em leite cru (FOX et al., 1993).

As bactérias psicrotroficas, representadas primoggde pelos géneros
Pseudomonagnterobacter Achromobacter Alcaligenessdo encontradas em leite
cru refrigerado sob condi¢cdes higiénico-sanitapescarias, liberando proteases
termorresistentes que interferem diretamente noepso de fabricacdo dos queijos,
inclusive na maturacdo (BRITO; DIAS, 1998). As pases liberadas por esses
géneros sao responsaveis por queda de rendimentueips devido a quebra das

proteinas, causando perdas de compostos nitroggoa@doo soro (EARLY, 1998).
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido na Universidade Fedigdlavras (UFLA) em
parceria com a Universidade Federal de Vicosa (URY)Laboratério de Pesquisa
de Laticinios do Departamento de Ciéncia dos Alioeen(DCA/UFLA), no
Laboratério de Microbiologia de Alimentos (DCA/UFLAnos Laboratérios de
Protedbmica e Bioquimica de Proteinas (LPBP) do impanto de Bioquimica e
Biologia Molecular (DBB/UFV) e do Instituto de B&mnologia Aplicada a
Agropecuaria (BIOGRO/UFV), e no Nucleo de Andlise @iomoléculas
(NuBioMol/UFV).

3.1 Queijo Minas artesanal da Canastra

As amostras do queijo Minas artesanal da Canasteamf coletadas
diretamente de trés produtores (A, B e C) cadastrad Programa “Queijo Minas
Artesanal” localizados na cidade de Medeiros-MG pasiodo de setembro a
novembro de 2014.

De cada produtor, foram adquiridos dois lotes @gj@Canastra, sendo que
cada lote continha 5 unidades de queijos da mesbdcdcdo. Os lotes
permaneceram nas propriedades rurais pelo peri@ddéd30 dias, sendo coletada
uma unidade de queijo a cada intervalo de tempofoniea aleatéria, para a
realizac@o das andlises (Tabela 6). Para determitgnpo de coleta de até trinta
dias, considerou-se vinte e dois dias de maturdgageijo acrescido de oito dias
para aquisicdo e consumo, acreditando que essesernpo necessario para que o
produto chegasse a mesa do consumidor e fossargédasu
Tabela 6 Matriz de Experimentos

QUEIJO MINAS ARTESANAL DA CANASTRA

TEMPO DE COLETA (Dias) (Unidade)
PRODUTORA _ PRODUTORB _ PRODUTOR C
02 1 1 1
09 1 1 1
16 1 1 1
23 1 1 1
30 1 1 1
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Durante as coletas, as amostras foram acondic®remasacos plasticos
estéreis, identificadas e transportadas em camsdificefrigeracéo, abaixo de 7°C,
até o Laboratério de Pesquisa de Laticinio / Lavid§&. Chegando ao laboratorio,
0s queijos foram divididos ao meio, uma parte filizada no mesmo dia para a
execucdo das andlises fisico-quimicas e a outrenfalvida por papel laminado,
congelada a -20°C e posteriormente encaminhadalaardtério de Protedmica e
Bioquimica de Proteinas/UFV/Vicosa — MG por meiocdixas isotérmicas com
gelo, onde permaneceram armazenadas a -20°C at@enio das analises.

Em todos os produtores, a coleta do segundo lotetirse apds a coleta do

primeiro lote.
3.2  Andlises fisico-quimicas

Foram realizadas em queijos Canastra com 2, 9236 30 dias de
maturacao, pertencentes aos 3 produtores, asearf@diso-quimicas: Umidade, pH,
nitrogénio total, nitrogénio soltvel em pH 4,6 #agénio soluvel em TCA 12%,
proteina total, extenséo e profundidade de maturaca

3.2.1 Determinac¢do da umidade

Para a determinacdo da umidade dos queijos fiadd o método de
Umidade de acordo com a Instrucdo Normativa n° €821 de dezembro de
2006 (BRASIL, 2006).

3.2.2 Determinacéao do pH

Para a determinagdo do pH dos queijos foi utilizadométodo

potenciométrico, de acordo com a International yo&&deration — IDF (1989).



43

3.2.3 Determinacao do nitrogénio total, nitrogénio solivieem pH 4,6 e
nitrogénio soltvel em TCA 12%

As andlises de nitrogénio total, nitrogénio soliregh pH 4,6 e
nitrogénio solivel em TCA 12% dos queijos foramedsinadas pelo método
de Kjeldhal, de acordo com a técnica descrita gdatarnational Dairy
Federation - IDF (1982).

3.2.4 Determinacao da proteina

A proteina total (PT) foi determinada pelo métodoKjeldhal, pela
multiplicacdo do percentual de nitrogénio total [€lo fator de corre¢éo 6,38,
indicado para a proteina do leite, de acordo IpdtriNormativa n® 68 de 12 de
dezembro de 2006 (BRASIL, 2006).

PT (%) = NTx 6,38

3.2.5 Determinacdo da extensdo de maturacéo

A extensdo de maturacdo (EM) dos queijos foi qfieatia
indiretamente pela razdo entre a percentagem dm@itio soltvel em pH 4,6
(NS pH 4,6) e a percentagem de NT, multiplicandeator obtido por 100
(WOLFSCHOON-POMBO, 1983)

NSpH4,6
-

EM (%) = NT

100
3.2.6 Determinacao da profundidade de maturacéo

A profundidade de maturacdo (PM) dos queijos fécidada de forma
indireta por meio da razdo entre a percentagenitde@nio solavel em TCA
12% (NS TCA 12%) e a percentagem de NT, multipliican valor obtido por
100 (WOLFSCHOON-POMBO, 1983).
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NS TCA12%
— 4

100
NT

PM (%) =

3.3 Extracdo de proteinas e peptideos sollveis

Os extratos de proteinas e peptideos sollveis fgnaparados de
acordo com a metodologia descrita por Rizzellole{2005), com algumas
modificacbes. Trinta gramas de queijo foram triimsa em miniprocessador
HC31 (Black & Decker, Brasil) por 1 minuto, adicamos 90mL de tampéo
fosfato de sédio 50mM (pH 7,0) e homogeneizado emdgeneizador tipo
Stomarcher MA440 (Marconi, Brasil) por 10 min. Eegsida, a suspenséo foi
mantida a 40°C por 1 h em banho-maria com o objetévliquefazer a gordura,
posteriormente centrifugada a 3.006 gor 30 mina 4°C. Apés a centrifugacao,
a camada superior de gordura foi rejeitada e axsol(vel foi filtrado através
de papel filtro Whatman n°® 2. O pH do filtrado &ustado para 4,6 usando
HCI 1N, com a finalidade de precipitar a micela aeseina, e novamente
centrifugado a 20.000gpor 1 h. A caseina foi precipitada e o sobrenadfant
filtrado através de um filtro Millex-HA com tamanhae poro de 0,22um
(Millipore Co, Bedford, MA).

3.4 Quantificacdo das proteinas e peptideos solUveissextratos

A quantificacdo de proteinas e peptideos solUvess extratos dos
queijos foi determinada pelo método do Acido Bioimimico (BCA)
(SMITH et al.,1985) usando o Kit Bicinchoninic Acifrotein Assay
(Sigma-Aldrich, Alemanha), ajustado para microensamn placas de 96
pocos, a 562 nm. A albumina sérica bovina (BSAtdizada como padréo

proteico na regido de 2 a 24 pg. Cada poco da ptaoiinha 3 pL de
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amostra a ser avaliada, 22uL de agua deioniza@®® puL do reagente de

trabalho. Os ensaios foram realizados em triplicata

3.5 Separacgéo cromatografica dos extratos proteicos eptidicos

Para cada queijo, volumes de extrato sollvel gaéndam 600 pg de
proteinas e peptideos foram adicionados de tangsdatd 50 mM (pH 7,0) até
completar 330 pL. A essa solucdo foram acrescidtd BL de acido
trifluoroacético (TFA) 0,15%, totalizando 1mL. Logpds, a solucéo final foi
filtrada em filtro Millex-HA com tamanho de poro @22 um (Millipore Co,
Bedford, MA). Na preparacdo de 1mL de solucdo pafaracdo em C18-RP-
HPLC foi utilizado TFA 0,15% para que a concentoafidal de TFA nesta
solucéo fosse igual a 0,1%, semelhante a da fagelmé

A partir da injecdo manual de 1mL da solucéo fired, proteinas e
peptideos foram separados por cromatografia derfasrsa em resina C18
(C18-RP-HPLC), utilizando uma coluna analitica f0)4 15 cm x 5,0 um)
Shim-packCLC-ODS (Shimadzu, Japdo) em equipamento HPLC detector
UV operando a 214 nm (Water Corporation, InglajerraA coluna foi
equilibrada com solucéo de acido trifluoroacétitbA) 0,1% (solucéo A) e a
eluicdo foi em gradiente crescente da solucdo THAo0Oe acetonitrila 80%
(solucdo B). As fracdes eluidas do sistema de REGHBram coletadas com
coletor automatico (Water Corporation, Inglateraa) fluxo de 1,0 mL.mih
durante 70 min, coletando 1 mL de eluato em caaighfr. Para o branco, foi
realizada uma corrida utilizando como amostra 380dp solucdo tampao
fosfato 50 mM (pH 7,0) adicionado de 670 uL de TBA5% nas mesmas
condi¢Bes das amostras.

Esse método vem sendo utilizado para o isolamertgeaptideos
bioativos a partir de matrizes alimentares complé&OMEZ-RUIZ; RAMOS;
RECIO, 2002; RIZZELLO et al., 2005; TIMON et alQ4).
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3.6 Avaliacdo da atividade antimicrobiana de proteina® peptideos
sollveis

Para a utilizacdo das fragbes em ensaios antinégerad, a acetonitrila
foi removida utilizando o equipamento Speed Vac deotrator Plus
(Eppendorf, Alemanha). Concentrou-se a amostra at#ume de 30 pL e logo
apos foram feitas duas lavagens adicionando-se L9deudgua de osmose
reversa e concentrando-se novamente até o voluraedé aproximadamente
30 uL. Por fim, foi adicionada agua as fracdes,etando o volume para 750
uL. Em seguida as fracdes foram filtradas pordfiftillex 0,45 um, estéril e
descartavel em camara de fluxo laminar.

A acdo antimicrobiana de proteinas e peptideosseislfoi avaliada
sobre E. coli ATCC 25922 por ser microrganismo indicador das ogiies
higiénico-sanitarias do queijo e por ser uma estip referéncia recomendada
para os testes de sensibilidade aos antibioticdsTIGNAL COMMITTEE
FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS - NCCLS,2010).

Com o objetivo de avaliar a presenca de peptidetsiarobianos em
queijo Canastra, foi realizado teste preliminar @pmijos Canastra adquiridos
no comércio de Lavras-MG, onde fracdes coletadafkdeHPLC contendo
proteinas e peptideos sollveis foram avaliadastguarinibicado deE. coli
ATTCC 25922 pela técnica de microdiluicio em calditzando o BHI. O
resultado foi a presenca de proteinas e peptiddosierobianos em fracGes
variando o tempo de retencéo entre 20 a 30 miro&dadlo apresentados).

3.6.1 Estocagem, preparo dos inéculos e padronizacao

Durante todo o experimento, as culturas estoqués.deoli ATCC
25922 foram mantidas em meio de congelamento (1%lenglicerol; 0,59 de
peptona bacteriologica; 0,3 g de extrato de leveedyb g de NaCl; 100 mL de

agua destilada; pH 7,2 + 0,2) e estocadas em freeze
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Anteriormente & execuc¢do das andlises, a cultuoges foi reativada
pela transferéncia de aliquotas para tubos de censaitendo caldo Infuséo
Cérebro Coracgdo (BHI) (Acumedia®, Lansing, Michig&tA), seguindo-se
incubacao a 37°C por 24 h.

Com o objetivo de padronizar o nimero de célulageis a partir da cepa
ativada, foram transferidos 200 pL para frascanBreyer contendo 150mL de BHI,
gue foram incubados a 37°C. A partir desse momfeméon realizadas leituras
periddicas da absorbancia da cultura a 600 nmattiéeacao de aproximadamente 8
Log UFC/mL de acordo com a curva padrdo. Em sedoidan feitas diluicbes
seriadas em agua peptonada 0,1 % (m/v) com postripeamento em superficie,

utilizando-se o agar BHI, e incubacéo a 37°C pdr.24

3.6.2 Concentracdo minima inibitéria (MIC) de proteinas e peptideos
soluveis

Para determinacdo dos MICs de proteinas e peptidets/eis
isolados em fracdes pertencentes a regido condatiei antimicrobiana, de
acordo com o teste preliminar, foi empregada aitécde microdiluicdo em
caldo utilizando o BHI (NCCLS, 2010).

A fim de excluir a interferéncia do TFA sob as cigdés do ensaio
antimicrobiano, foi realizado um pré-ensaio utitida a técnica de
microdiluicdo em caldo usando o BHI, em que o TEA3% (v/v) (maxima
concentracdo encontrada nas fragfes) substituianasstras eluidas das
cromatografias. O resultado foi a completa inibigd® E. coli quando
comparado ao controle positivo (in6culo diluido eaildo BHI), uma vez
que o meio de cultura apresentava pH abaixo de N&Ontuito de manter a
solugdo dos pocos das placas de ensaio antimicrmkiam pH neutro, o
caldo BHI foi preparado utilizando tampé&o fosfatd &M (pH 7,0), para
evitar reducao nos valores de pH do meio de cultira seguida foi refeito
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0 ensaio como descrito anteriormente. O resultddimo foi 0 crescimento
da E. coli semelhante ao controle positivo e a permanénciaHi/,0 da
solucao final contida nos pocos.

Para os ensaios antimicrobianos foram adicionadicgaimente 100
puL de amostras e 200 puL de caldo BHI em tampaafos50 mM (pH 7,0)
em microplacas de poliestireno com 96 cavidadesjdiwchato e tampadas, e
em seguida foram realizadas dilui¢cdes seriadas:1000 2,1; 4,2; 8,3; 16,7;
33,3%, totalizando o volume final de 150l em cpdeo. Logo apés, 10 pL
de BHI contendo in6culo bacteriano $10FC/mL) foram adicionados as
cavidades. Para cada fracdo de proteinas e peptide@mm realizadas
analises em triplicata. Em todas as concentracfasidades contendo
apenas a fracdo de proteinas e peptideos e meioultigra (controle
negativo) e cavidades contendo somente in6culoie deecultura (controle
positivo) foram preparadas. Fra¢des coletadas dadeousando como
amostra o tampéao fosfato 50 mM (pH 7,0) no HPLCusagh a mesma
metodologia.

As microplacas foram incubadas a 37°C por 24 haBsorbancias
das amostras foram lidas a 600 nm em leitor deapiacas Infinite® 200
PRO Nano Quant (Tecan, Suica) antes do inicio clzbacdo (tempo zero) e
apo6s 24 h. Do valor de absorbancia obtida a 24 kubtraida a leitura do
tempo zero e as menores concentragdes de proeimgstideo sollveis que
resultaram em completa inibicdo Bacoli foram denominadas MICs.

Para a avaliacdo da atividade bactericida das dsagioteicas e
peptidicas, com atividade inibitéria, foi realizaaldécnica de plaqueamento
em microgotas, em que 10 uL das amostras contidasicroplaca, apés a
leitura da absorbancia obtida as 24 h, foram adadas as placas de Petri
contendo agar BHI e incubadas a 37°C por 24 h (8leVal., 2007). O néo
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crescimento do microrganismo remete a acdo battaeride proteinas e

peptideos soluveis.
3.7 Quantificacdo de proteinas e peptideos sollveis gentes nas fragbes

A quantificacdo de proteinas e peptideos soluvas flacdes que
apresentaram acao inibitéria sobEa coli foram determinadas usando o
equipamento Nano Drop Lite Spectro phometer (The@rentific, U.S.A.).
Foram avaliados 1puL de amostras e a concentra¢@btida a 280 nm. Agua
destilada foi utilizada como branco e a BSA folizdida como padréo proteico.

As analises foram realizadas em triplicatas.

3.8 Identificacdo dos peptideos sollveis presentes rfeecdes

As fracdes que apresentaram acdo antimicrobiamenf@analisadas por
espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF/TOF emigamento Ultraflex
Il (Bruker Daltonics). A cada fracao, foi adiciatea matriz acide-ciano-4-
hidroxicinamico (pg.mL* em acetonitrila50%e TFA 0,1%) na proporcéo de
1:1 (1,5L de amostra:1,5L de matriz). Em seguida, a mistura foi adicionada
placa de aco MTP Anchor Chip TM 600/384 TF (Brulaltonics). Foi
utilizado o padréo Pepti de Calibration StandardBilbRad, Alemanha). O
método de analise para MS1 foi RP PepMix (560 &B.2a), no modo de
deteccao linear com ions positivos, e o métodonddise para MS2 foi o Lift
Positivo, que corresponde a fragmentacgéo dos pestieluidos.

Os espectros obtidos da anélise de MS2 no MALDFTQF foram
editados utilizando o softwarelexAnalysis3.3 (Bruker Daltonics) e salvos
como arquivos depeaklistem extensdo.mgf. Posteriormente, esses espectros
foram submetidos ao método Snap Full Process @tdil8tatical- SFPC e os
dados de cadspotforam unidos por combinacgdo arbitrarialifte em um Unico
arquivo usando o programa BioTools, verséo 3.2K&raltonics, Alemanha).
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A identificacdo dos peptideos foi realizada com mgmma MASCOT
DAEMON (Matrix Science, Inglaterra) com 0s segusnfgarametros: grupo
taxondmico “outros mamiferoshenhuma clivagem por enzima, variagéo de
massa dos peptideos de no maximo 0,5 Da, ndo patmihenhuma
clivagem perdida, carga do peptideo +1 e instruagéat MALDI-
TOF/TOF. O banco de dados UniProt (http://www.UatRirg/) foi
utilizado para a busca de peptideos homologos mamntrados no género
Bos Em seguida, foi realizado urilinhamento de sequéncias utilizando o
programa Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Taoksd/clustalo/) (LARKIN et al.,
2007). Para a validacdo dos resultados obtidosMasCOT DAEMON foi
aplicado pelo aplicativo SCAFFOLD, verséo 3.0 (Poote Software, EUA)
com numero minimo de peptideos igual a 1 e minim®@% e 80% de
homologia para proteinas e peptideos, respectivi@men

3.9 Andlise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente cazadd (DIC),
com duas repeticdes. As analises descritivas codiaséelacionadas as
andlises fisico-quimicas dos queijos Canastra foemtizadas pelo software
SISVAR. Em seguida, os resultados foram submetdasalise de variancia
(ANOVA) e ao teste Scott-Knott, para a identificagias diferengcas, com
nivel de significancia de 5% (p<0,05) (FERREIRADQD
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracteristicas fisico-quimicas dos queijos Minas riesanais da
Canastra

Os valores médios de umidade, pH, proteina totatensdo e
profundidade de maturacdo do queijo ao longo ddi&9 de maturacédo estdo

representados na Tabela 7.

Tabela 7 Valores médios* de pH, umidade, proteina totalereséo e profundidade de
maturacéo do queijo Canastra ao longo de 30 diamtigacio

pH
empo (dias
proaueee ([@a9) g 09 16 23 30
A 4,74 4,74 4,74 4,73 4,98 +
+(0,020) a** +(0,108)a +(0,010)a *(0,214)a  (0,077)b
B 4,81 4,93 4,95 4,94 5,09
+(0,005 a +(0,015)b +(0,012)b +(0,023)b +(0,083)c
C 4,86 4,92 4,88 4,95 5,07
+(0,055)b +(0,024)b +(0,093)b +(0,061)b +(0,094) c
***C.V.(%): 1,64; Scott Knott a 5%
Umidade
(%)
empo (dias
M 02 09 16 23 30
A 53,33 37,52 31,82 28,76 27,30
+(8,016)d +(1,796)b +(0,045)a +(1,798)a = (1,450)a
B 44,99 35,64 31,67 29,03 27,32
+(7,929)c +(0,382)b +(2,060)a +(0,785)a +(2,242)a
C 56,26 41,96 38,50 29,27 29,33
+(2,270)d *(13,612)c +(2,418)b +(0,148)a +(1,486)a

C.V.(%): 10,86; Scotknott a 5%
Proteina Tot: porKjeldhal

(%)
empo (dias)

produeeo (Gs) 09 16 23 30

A 20,21 21,19 21,76 21,71 21,95
+(2,276)b  +(0,391)c +(0,082)c +(0,34l)c  +(0,766)c

B 18,21 22,56 22,28 23,22 25,68
+(0,300)a +(0,109c +(0,089c +(0,08)c = (4,002 d

C 21,59 21,59 24,61 25,41 25,43

+(0,640)c +(0,093)c +(3,877)d +(2,440)d +(0,096)d
C.V.(%): 7,59; ScotKnott a 5%
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Continuaca...
Extensdo da Maturag
(%)
mpo (dias)
W 02 09 16 23 30
A 18,43 21,67 19,15 20,89 26,92
+(2,697)¢ +(1,415)F +(1,523)F +(3,812)! +(8,912) (
B 14,45 23,20 20,81 23,12 32,23
+(0,990)a +(3,392)b +(2,354)b +(4,845)b +(0,409) ¢
C 16,34 16,17 15,52 21,42 29,07

+(5,086)a *+(1,470)a +(0,815)a +(6,491)b +(0,563) ¢
C.V.(%): 17,92; Scott Knott a 5%

Profundidade da Maturagi
(%)

mpo (dias)
m,\ 02 09 16 23 30

A 14,01 13,54 15,37 16,32 21,29
+(2,440)a +(4715a +(0,730)a +(1,940)b  +(1,268)c

5 13,72 17,52 16,74 16,79 20,88
+(0,782)a +(6103)b +(3492)b +(3,016)b  +(0375)c

11,47 13,94 13,21 15,88 17,04
C £(1707)a +(1268)a +(0515)a +(1654)b  +(0,462)b

C.V.(%): 16,32; Scott Knott a 5%

*Valores médios das analises fisico-quimicas stayartes a 2 lotes, sendo coletado 1
gueijo para cada dia por produtor.

**\Valores médios das andlises fisico-quimicas s#agiida mesma letra ndo diferem
entre si pelo Teste de Scott Knott a 5% de proiokoié (p>0.05).

***C.V.: Coeficiente de Variacao.

Os queijos Minas artesanais da Canastra apresentagsultados
semelhantes em todas as andlises fisico-quimc®mgo da maturacédo. Os queijos
apresentaram aumento nos valores médios de pHiaksmete ao final da
maturacdo. Segundo Dores (2007), esse acréscimpHdestd relacionado a
degradacdo proteica e a formacdo de compostogenitidos alcalinos, por acéo de
proteases naturais do leite e daquelas presentesoalbo e no “pingo”. A
desaminacdo que ocorre na protedlise, a descaffixilde aminoacidos e a
dissociacéo de acidos séo fatores que contribueno@aimento dos valores de pH.

O Decreto Estadual n° 44.864/2008 especifica uor vadximo de 45,9 %

de umidade para queijos artesanais ap0s o perio@? dlias de maturacdo. De
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acordo com os resultados obtidos neste trabalthos s queijos estavam dentro dos
padrdes, sendo classificados como queijos de baiidade.

Os valores médios de concentracédo de proteinaafmdentaram aumento
ao longo do periodo de maturacéo. Esse acrésagqumado Silva (2007), pode estar
relacionado a perda de umidade do queijo duranteriodo de maturacdo que,
consequentemente, aumenta a concentracdo dos sotals.

Os percentuais de extensdo de maturacdo e de gidafde de maturagdo
apresentaram os maiores valores de coeficientar@gdo, sendo 17,92 % e 16,32
%, respectivamente. De acordo com Silva (2007)esesssultados podem ser
explicados pela falta de padronizacdo do processabticacdo, como por exemplo,
as variacbes nas espécies e concentracdes da iaticrehdodgena presente no
“pingo”, quantidades indiscriminadas de “pingo”aalbo adicionados ao leite, além
da variacdo da quantidade de sal acrescentado &jp gudo seu tempo de
permanéncia na etapa de salga. Os valores médiegtatesao e profundidade de
maturacdo nos queijos com trinta dias de maturfardn mais altos do que os
gueijos analisados com dois de maturacdo. Ear38j1&xplicou que a temperatura
ambiente favorece a protedlise primaria, repredanela extensdo da maturacéo,
sendo formada pela quebra da caseina em peptideresrdevido principalmente a
acao de residuos dos agentes coagulantes selreaseina e p-caseina. Segundo
Grappin e Beuvier (1998), a profundidade de mafliara@ria principalmente em
funcéo da acdo de enzimas microbianas e aminaasgs presentes naturalmente no
leite, uma vez que a temperatura influencia diretden no desenvolvimento
microbiano e na producéo de suas enzimas.

4.2 Concentracgdo de proteinas e peptideos sollveis narato

Na Tabela 8 estéo representadas as concentrac@esdé proteinas e

peptideos sollveis extraidos nos queijos Canastra.
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Tabela 8 Concentracdo média* de proteinas e peptideoseaisléxtraidos do
gueijo Canastra ao longo de 30 dias de maturacao

Proteinas Peptides Sollves pelo BCA
(ug de proteinas e peptideos soluveis/uL de solugcao

empo (dias) 02 09 16 23 30
Produtor

A 2,05 2,41 3,07 2,64 2,66
+(0,311) a* +(0,544)a +(1,492)a +(0,658)a +(0,537)a

5 3,14 3,61 4,43 4,28 5,08
+(0,267)a  +(0,608)a +(0,735)b +(0,813)b  +(0,276) b

c 2,96 3,61 4,26 4,26 5,13

+(0,226)a  *(1,004)a +*(0,000)b *(0,530)b  +(0,064) b
C.V.(%): 18,14; Scott Knott a 5%
*Concentragdo média de proteinas e peptideos sslgée referentes a 2 lotes, sendo
coletado 1 queijo para cada dia por produtor.
**Concentracfes médias de proteinas e peptidedseaisiseguidas da mesma letra ndo
diferem entre si pelo Teste de Scott Knott a 5%rdbabilidade (p>0.05).
***C.V.: Coeficiente de Variagao.

Em todos os queijos Canastras, os valores médiasomzentracdo de
proteinas e peptideos sollveis aumentaram ao mgeaturacdo. Essa tendéncia
foi verificada por Lignitto et al. (2010) que obsaam a variacdo de 5 pg/uL a
22,2 ug/uL de peptideos sollveis em queijo Asiggitedo ao longo de 6 meses
de maturacdo. Essa tendéncia esta relacionaddpphinente a fatores como:
diminuicdo da percentagem de umidade no queijocidague este fica exposto a
temperatura ambiente durante o periodo da maturacdamento gradual da
degradacéo das caseinas, liberando peptideosisaépeessos pela percentagem
da extenséo e profundidade de maturacdo (DORES).200

4.3 Perfil cromatografico dos extratos proteicos e pefdicos

Extratos proteicos e peptidicos solUveis dos gseifanastra
apresentaram diversos picos foram eluidos entre 200 (v/v) de solugéo B,
equivalentes a 16 e 56% (v/v) de acetonitrila.
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As Figuras 5, 6, 7, 8, 9 e 10 apresentam os crgmet@s de separagao
dos extratos proteicos e peptidicos sollveis dasjogu- Minas artesanal da
Canastra - produzidos pelos produtores A, B e @ialmente as moléculas
proteicas apresentaram em sua grande maioria rcamétmfobico quando
observada a faixa de eluicdo do gradiente de até#omo longo da maturacéo a
acdo proteolitica nos queijos deu origem a peptideom caracteristicas
parcialmente hidrofébicas. Os perfis das molécpitateicas e peptidicas soltveis

obtidos pelos queijos dos produtores estudados tmabalho foram semelhantes.
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Figura 5 Perfis das cromatografias liquidas de fase revdgsa&xtratos proteicos e

peptidicos sollveis dos queijos Canastra fabrigaglogprodutor A (Lote 01)

O tempo de maturacdo dos queijos avaliados fahde:dia, B) 9 dias, C) 16
dias, D) 23 dias e E) 30 dias. A coluna foi equilifa em solvente A e as
proteinas e peptideos eluidos em gradiente conticrescente de
acetonitrila(linha continua), a um fluxo de 1,0 min™. Solucéo A: TFA 0,1%
(v/v); solucéo B: TFA 0,1% e acetonitrila 80% (v/v)
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Figura 6 Perfis das cromatografias liquidas de fase rewdsaxtratos protéicos e
peptidicos sollveis dos queijos Canastra fabrigaelogrodutor A (Lote 02)
O tempo de maturacéo dos queijos avaliados fahd2:dia, B) 9 dias, C)
16 dias, D) 23 dias e E) 30 dias. A coluna foi ldrada em solvente A e
as proteinas e peptideos eluidos em gradientengontrescente de
acetonitrila (linha continua), a um fluxo de 1,0.min™. Solu¢do A: TFA
0,1% (v/v); solucdo B: TFA 0,1% e acetonitrila 80#%)
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Figura 7 Perfis das cromatografias liquidas de fase revd@saxtratos proteicos e
peptidicos solGveis dos queijos Canastra fabrigagoitor B (Lote 01)
O tempo de maturacéo dos queijos avaliados fahd2:dia, B) 9 dias, C)
16 dias, D) 23 dias e E) 30 dias. A coluna foi ldrada em solvente A e
as proteinas e peptideos eluidos em gradientengontrescente de
acetonitrila (linha continua), a um fluxo de 1,0.min™. Solugdo A: TFA
0,1% (v/v); solucdo B: TFA 0,1% e acetonitrila 80#%)
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Figura 8 Perfis das cromatografias liquidas de fase rewdwsaxtratos proteicos e
peptidicos sollveis dos queijos Canastra fabrigaelogrodutor B (Lote 02)
O tempo de maturacédo dos queijos avaliados f@\d@:dia, B) 9 dias, C)

16 dias, D) 23 dias e E) 30 dias. A coluna foi ldrada em solvente A e
as proteinas e peptideos eluidos em gradientengontrescente de
acetonitrila (linha continua), a um fluxo de 1,0.min™, Solucéo A: TFA
0,1% (v/v); solucéo B: TFA 0,1% e acetonitrila 80#)
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Semelhante ao resultado obtido neste trabalho.eRizet al. (2005)
observaram que peptideos sollveis extraidos dejogudilianos como
Mozzarella (sem maturacdo) e Crescenza (setes d&s maturacdo)
apresentaram perfis cromatograficos ricos em pemsididrofébicos, eluidos
em concentracdo de acetonitrila superior a 25%0 Jarmigiano Reggiano
(dezoito meses de maturacdo), se destacou por wmatgrama de

caracteristicas parcialmente hidrofébicas.
4.4 Atividade antimicrobiana das proteinas e peptideosoliveis

Como demonstrado na Tabela9, os queijos do sedateldo produtor
A e os queijos do primeiro lote do produtor C apnésram acao bactericida
contraE.coli. As fracBes coletadas referentes a corrida do&anfipsfato 50
mM (pH 7,0) no C18-RP-HPLC foram avaliadas quantoatdvidade
antimicrobiana, porém nenhuma apresentou cardatarigde inibicdo do

microrganismo em estudo.

Tabela 9 Atividade antimicrobiana dos eluatosproteicos ptigdécos solUveis
extraidos do queijo Minas artesanal da Canastrisedéncoli

Queijo/ Tempo de Tempo 96 ~ 'C_oncen.trgg,:é\.o 2
Produtor Lote Maturaco Retencdo Concentracdd Minima Inibitéria
no HPLC (MIC)
(ug de proteinas e .

(Dias) (Min) peptideos pe([lJit?d:isp oliver/L

soluvels/[nL de de solucao)

solugdo)

A 02 09 24 46 + 0,00:. 15+ 0,001

C 01 23 23 25 = 0,00: 17+ 0,001

C 01 30 28 45+ 0,00t 11 +0,00:

1 Concentragdo de proteinas e peptideos solgressntes nas fragdes.
2 Quantificagdo realizada pelo equipamento NanoDtdfe Spectrophometer
(ThermoCientific, U.S.A.)



68

A Figura 11 demonstra a localizacdo das fracGesatieinas e peptideos com
atividade antimicrobiana inserida no perfil obtjlor cromatografia liquida. Como
podemos observar, as fracdes foram detectada® alead0% de solucdo B (32% de
acetonitrila) no perfil cromatografico de eluicdo €18-RP-HPLC, o que infere
caracteristicas parcialmente hidrofébicas as napuoteicas contidas nessas fracoes.
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Figura 9 Perfil da cromatografia liquida de fase reversa pdeteinas e
peptideos sollveis extraidos dos queijos CanastiddS A) Queijo
do produtor A com 9 dias de maturacdo (Lote 02)QBkijo do
produtor C com 23 dias de maturacdo (Lote 01), @Q¥ijQ do
produtor C com 30 dias de maturacdo (Lote 01).eAa@ssindicam as
fracOes peptidicas com atividade antimicrobiana
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A microbiota presente no queijo, principal respeetaela protedlise, é
adquirida principalmente pelo leite cru e o “pingoA composicao
microbioldgica do leite é influenciada por inimefawres, como temperatura,
acidez, presenca de mastite no rebanho, além dadasdioas praticas de
fabricacdo (DINIZ, 2013).

A variacdo microbiolégica do ‘“pingo” € influenciad pela
temperatura, pH, concentracdo de sal e pelo usobdas préaticas de
fabricacdo. Segundo Pinto (2008), ndo existe paragéo do tempo de
coleta do “pingo” e quanto maior 0 tempo que esi@NAnNece a temperatura
ambiente, maior sera o crescimento microbiano,seguentemente menor
0 pH, gerando maior a acidez titulavel. Além dissonda é muito
diversificada a quantidade de sal adicionada aoij@juecasionando
significativas diferencas na composi¢do final degsemento natural,
contribuindo para variacdo acentuada na composfts@ico-quimica dos
queijos (PAIVA, 2012). De acordo com Coser, Lope€asta (2012), a
composicdo microbiolégica do “pingo” varia entregifes produtoras de
gueijo Minas artesanal e até mesmo entre produtte@sna mesma regido.

Quando o produtor constata alguma alteracdo ngoogewei decorréncia
de contaminacdo, segundo Silva (2007), 64% dosupsoes descartam o
fermento e o rep8e pela obtencdo de pequena gadatak “pingo” do vizinho
gue esta fabricando bom queijo. Essa é a forma simiples e prética da
rotacdo de culturas (FURTADO, 1980), podendo ocasialteracbes fisico-
guimicas do queijo de um mesmo produtor.

Além disso, peptideos bioativos sdo fragmentosvimgitpresentes em
proteinas que, ao serem liberados por acdo de aszpodem ser novamente
hidrolisados devido a extensa protedlise presemtgueijo, perdendo assim as
caracteristicas funcionais (MEISEGOEPFERT; GUNTHER1997).
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Assim como este estudo mostrou que queijos Canaptesentaram
atividade antimicrobiana, Rizzello et al. (2005)rakam peptideos solaveis
de queijos italianos com elevada acao contra vdréatérias, incluindde.
coli em que a concentracdo de inibicdo variou de 25 0 4@ de
peptideos/mL de solugéo.

Pritchard, Phillips e Kailasapathy (2010) avaliar@ampresenca de
peptideos com acéo anti-hipertensiva, antioxidanntimicrobiana em trés
marcas de queijos Cheddar coletados no comércidudtralia, dividindo os
peptideos extraidos de cada queijo em fracdesatdacom a massa (<5 kDa,
5 a 10 kDa e > 10 kDa). Todos 0s queijos apresamtacao contrg. colie B.
cereusem pelo menos uma das fragGes, porém somente unsa o@ queijo
Cheddar apresentou ag¢do antimicrobiana corfiracoli ATTCC 25922 em
todas as fracdes.

Silva et al. (2012), no intuito de classificar ceijo Coalho artesanal
produzido em diversas regides do nordeste brasiledmo um alimento
funcional, avaliaram a acao antimicrobiana do éxtde peptideos sollveis na
concentracdo de 5@y/uL de solucdo. As maiores atividades foram obtidas e
queijos de Cachoeirinha-PE e Venturosa-PE cdatriaecalis B. subtilis P.

aeruginoseeE. coli
4.5 Identificacdo de Peptideos sollaveis

A Figura 12 representa espectrogramas correspasiad MS1

completo das trés fracdes com acao antimicrobiana.
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Os peptideos encontrados nos espectros de masasadmMS1 de

cada queijo foram fragmentados e submetidos, dendoindividual, a

espectrometria de massa por MALDI-TOF/TOF, usandgrhentacdo no

método Lift Positivo, gerando espectros de massmado MS2. As listas

de massas recuperadas foram editada&larAnalysise analisadas pelo
programa MASCOT DAEMON.

A identidade dos peptideos foi avaliada por sindiade de massas

gquando confrontadas com o banco de dados do UniBspecificamente

com as proteinas do géneBos

Os peptideos com massa molecular 1.197 Da, 1.14A.B35 Da e

1.664 Da foram identificados por similaridade conprateinaas;-caseina,

cujo numero de acesso € B5B3R8 BOVIN. Ja os pegidde massa

molecular 1.151 Da e 1.282 Da foram identificados gimilaridade com a

proteina pB-caseina com numero de acesso T1TOC1_BOVIN. Ambas

originadas deBos taurusde acordo com o banco de dados UniProt

(Figuras 13, 14 e 15).
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O alinhamento de sequéncias foi realizado usandorafgrama Clustal
Omega com o objetivo de comparar os peptideosifidedos e as sequéncias

originais das proteinas homologas (Figura 16).

CLUSTAL ©0(1.2.1) multiple sequence alignment A
tr|B5B3R8|B5B3R8_BOVIN MKLLILTCLVAVALARPKHPIKHQGLPQEVLNENLLRFFVAPFPEVFGKEKVNELSKDIG
Peptideo 0000 @ emeeeeeeeeeeea- RPKHPIKHQGLPQE- === === === == ==s==mmmmmmmmmmmnns
EEEEAREET RS
tr|BSB3RE|BS B3R8_BOVIN SESTEDQAMEDIKQMEAESISSSEEIVPNSVEQKHIQKDDVPSERYLGYLEQLLRLEKYK
2 € L T e e
tr|B5B3R&|B5B3RE_BOVIN VPQLEIVPNSAEERLHSMKEGIHAQQKEPMIGVNQELAYFYPELFRQFYQLDAYPSGAWY
Peptideo = = e eeeseees—eee————a-
tr|BS5B3RE| B5B3R8_BOVIN YVPLGTQYTDAPSFSDIPNPIGSENSGKTTMPLW
Peptidec @ =00 =ememseesseeeeeeeceeeeeeeessss----e-
CLUSTAL 0O(1.2.1) multiple sequence alignment B
tr|T1TeC1|T1Tec1_BOVIN MKVLILACLVALALARELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINKKIEKFQSEEQQQTEDEL
Peptidee = = = = 0 @ seseesmeeemeeeeee s ssssssms s
tr|TiTec1|TiTecl_BOVIN QDKIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVWPPFLQPEVMGVSKVKGAMAPK
Peptidec =000 semmemeeeemeeemeeemceeeeeeeceeceme oo oo m s oo
tr|TiTec1|T1Tecl_BOVIN HKEMPFPKYFVEPLTESQSLTLTOVENLHLPLPLLQSWMHQPHQP LPPTVMFPPQSVLSL
Peptidec 000 seemmemeememeeeeceeemceeeeeeeeeeeoo MHQPHQPLPPT-----------
tr|TiTec1|TiTecl BOVIN SQSKVLPVPQKAVPYPQRDMPIQAFLLYQEPVLGPVRGPFPIIV
Peptidec 000 seemmemeeeemeececeeeeceeeceeeceeceeeooes

Figura 13 Alinhamento de sequéncias aminoacidicas de pesteinrcaseina
(A) e B-caseina (B) comparado aos peptideos identificddagieijo
Canastra
Os aminoacidos idénticos sdo destacados por (f)s aam introduzidos
para melhor alinhamento e representados por trago$--). As andlises
foram realizadas no programa ClustalOmega

No intuito de validar os resultados obtidosMdSCOT DAEMON,
foi utilizado o SCAFFOLD (Tabela 10).



Tabela 10ldentificacdo de peptideos sollveis extraidosydegos Minas artesanal da Canastra

Os peptideos foram coletados por RP-HPLC, ideatlic por MALDI TOF/TOF, algoritmo MASCOT

DAEM®e

software SCAFFOLD contra o banco de dados UniP@BS Bos taurus escreve separado e a paginacadifestate

Legenda: (1) Probabilidade de identificacao paotefna (SCAFFOLD)
(2) Probabilidade de identificacio para peptid®@AFFOLD)
(3) NPIV — Numero de peptideos identificadamkdados (SCAFFOLD)

Tempo de Nimero de Nomeda | Bancode Score de Proh Massa Massa NPIV
Queijo Lote Maturacio Proteina / dados’ | identificacio i ' molecular molecular @) Sequéncia dos peptideos Proh. (2)
(Diag) acesso (Espécie) | Entrada | (MS/MS) Observada | Calenlada
lt — CA52INE UniP
A 2 ] BSB3RE_BOVIN £1-9) Bas 122 96% 1140.7693 1139.6676 01 {A)RPEHPIKHQ(G) B7%
Bostaurus
Uyt — £aszing Uni®
C 1 23 BSBIRS_BOVIN £1-10) Bos 97 97% 1187.7479 1196.6890 01 (AJRPEHPIKHQG(L) 89%
Bostaurus
ot — £252IMa
£1-13) 1533.8390 1534 8844 (A)RPEHPIEHQGLPQ(E) 93%
o £ Tni
B3B3Rs_ovry | 2esawns | Unli 129 100% 02
lyt — CA52I0E Hes
£1-14) 1664.8909 1663.9270 (A)RPEHPIKHQGLPQE(V) 93%
c 1 30 Rosiama
B-caseina
f{143-134) 1151.5780 1150.5883 MHQPHQPLFPT(V) 93%
o £ Tni
TITOC_BovIy | Zesawns | Uiy 116 100% 0
B-caseina Boz
f(144-134) 1282.6168 1281.6288 (W)MHQPHQPLFPT(V) 93%
Bastawruz

8.
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As  sequéncias  peptidicas RPKHPIKHQ, RPKHPIKHQG,
RPKHPIKHQGLPQ e RPKHPIKHQGLPQE, identificadas comaferentes a
proteinaas;-caseina, pertencem ao mesmo fragmento sendo @losgpor que
houve acdo de uma protease atuando na extremidatbexiterminal e
liberando aminoacidos individuais. Até o momentamsena bioatividade dos
fragmentos acima foi relatada na literatura.

Segundo Moller, Rattraye Ardo(2013) essas sequéiimidadas podem
ser atribuidas a acdo de endopeptidase originaslhaadobacillus helveticus
sob aisracidina, um peptideo originado pela higedtlacs;-caseina (f1-23) por
acdo da quimosina (HILL; LAHAV; GIVOL, 1974). Estosl utilizando a
isracidina demostraram a sua acdo através dadniinigvitro do Lactobacilluse
outras espécies de bactérias Gram-positivas. Nm&nin vivo, esse peptideo
exerceu efeito de inibitério contrhisteria monocytogenes, Staphylococcus
aureuse Streptococcus pyogengaando administrado em baixas doses em ratos
(LAHOV; REGELSON, 1996) e atividade contra mastt® vacas e ovelhas
guando injetado no interior do Ubere em niveis @mnNeis ao tratamento
padrdo com antibiéticos (HAQUE; CHAND, 2008).

O alinhamento de sequéncias aminoacidicas foi zeeldi entre a
isracidina e o peptideo RPKHPIKHQGLPQE, com o dbjete verificar a
similaridade entre eles (Figura 17).

Lignitto et al. (2010) observam que os peptideosvaeos daos-
caseina f(1-9), f(1-13) e f(1-14), extraidos dosijgps Asiago d’'allevo ao longo
da maturacdo ndo apresentaram acao anti-hipererEivém a presenca do
peptideo f(1-13) foi detectada antes e apds a tdigagastrintestinain vitro,
indicando que este pode ser parcialmente protegiqootedlise.
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CLUSTAL 0(1.2.1) multiple sequence alignment

Isracidina RPKHPIKHQGLPQEVLNENLLRF
Peptidec RPKHPIKHQGLPQE---~-=-~-~--~

=

Figura 14 Alinhamento de sequéncias aminoacidicas do peptisiacidina
derivado daos;-caseina comparado aos peptideos identificados no
gueijo Canastra
Os aminoacidos idénticos sao destacados por (s &ram introduzidos
para melhor alinhamento e repr(?sentados por tiggoAs andlises foram
realizadas no programa Clustal Omega

Os peptideos HQPHQPLPPT e MHQPHQPLPPT originadoB- da
caseina pertencentes ao mesmo fragmento permifnaacao de protease
gue atua na extremidade amino-terminal de origenramiana, coalho ou
natural do leite. Apesar da funcionalidade dessgstigeos ndo serem
conhecidas, Ohsawaet al. (2008) produziram a segu&HQPHQPLPPT
através de um modelo de digestdoitro, onde a-caseina foi hidrolisada
pela acdo de enzimas digestivas. Segundo os auteses fragmento
apresentou resisténcia a digestdo gastrintestieal mdmiferos, sendo
interessante avaliar as fungdes fisiologicas deeggideo. Courtin et al.

(2004) identificaram a presenca do peptideo MHQPERPH em iogurte

pela acéo especifica dactobacillus delbruecksubsp bulgaricus

Todos os peptideos identificados apresentaram nommi dois
residuos de prolina. Peptideos contendo o aminm@calina sdo geralmente
resistentes a degradacdo por enzimas digestivagoda\sua capacidade de
formar ligagéo peptidica com isomedis, dificultando a rotagdo da cadeia

peptidica e evitando acomodacao nos sitios ati@eedzimas (BREZNIK et
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al., 2001;GENTILUCCI; DE MARCO; CERISOLI, 2010). @oisso, esses
peptideos sado capazes de sobreviver a digest@iotgashal, serem absorvidos e
alcancarem orgdos ou tecidos-alvos (FITZGERALD; $Hl, 2000;
VERMEIRSSEN; VAN CAMP; VERSTRAETE, 2004).

Devido a pouca disponibilidade de estudos envolvenbioatividade
dos peptideos identificados neste trabalho, s@vesgantes novos estudos
envolvendo a purificacdo e o isolamento dessesdeyst e posteriormente a

avaliacdo do quanto cada um contribui para a iaddaE. coli
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5 CONCLUSAO

Fracbes com atividades antimicrobianas soBseherichia coli
ATTCC 25922, foram extraidas de queijos Canastma @9, 23 e 30 dias de
maturacdo. Seis peptideos contidos nessas frdodes identificados:
HQPHQPLPPT, MHQPHQPLPPT, RPKHPIKHQ, RPKHPIKHQG,
RPKHPIKHQGLPQ, RPKHPIKHQGLPQE. A formagdo de pepts
antimicrobianos naturalmente no queijo dependeajcialmente, de um

complexo equilibrio entre a fabricagdo e o tempmdg&uracao.
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