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RESUMO: Os queijos contém uma elevada
quantidade de proteina e podem servir como fonte
natural de peptideos bioativos, causando diversos
efeitos benéficos ao consumidor deste alimento.
O objetivo do trabalho foi avaliar o perfil dos
peptideos bioativos extraidos do queijo de coalho e
seu potencial antimicrobiano. Extratos de peptideos
soluveis em 4gua foram preparados a partir de
amostras de queijo de coalho artesanal produzidos
com leite fresco e em seguida analisados quanto
ao perfil peptidico e proteico usando técnicas
protedmicas. As técnicas utilizadas incluem:
(a) eletroforese em gel unidimensional (1D),
(b) Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) e (c) Espectrometria de Massa (MS).
As fragdes obtidas na Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia foram analisadas em gel de
eletroforese, mostrando proteinas e peptideos
especificos do soro e peptideos de caseinas.
A espectrometria de massa detectou 5 peptideos
derivados da caseina com m/z variando entre
1411-1994. Trés deles foram identificados
como B-CN f(3-14), B-CN f(193-207) ¢ B-CN
1(193-209). Os extratos dos peptideos soluveis
apresentaram atividade antimicrobiana contra
Bacillus subtilis ATCC 6633, enquanto as fragdes
catidnicas, obtidas por cromatografia de troca
ionica, apresentaram atividade contra Bacillus
subtilis ATCC 6633 e Enterococcus faecalis
ATCC 6057. Este estudo revelou a presenga de dois
peptideos com m/z 1539 e 1994 ndo previamente
identificados na literatura, podendo representar
marcadores moleculares para a investigacdo do
controle de qualidade e caracterizagdo regional
desses queijos, enquanto a atividade antimicrobiana
de seus peptideos sugere que o queijo de coalho
tem potencial como alimento funcional.

PALAVRAS-CHAVE: Extrato de peptideos
soluveis, caseinas, atividade antimicrobiana.

ABSTRACT: Cheeses contain a high amount
of protein and can serve as a natural source
of bioactive peptides, causing many benefits
to consumers. This study aimed to evaluate the
profile of peptides from Coalho cheese and their
antimicrobial potential. We used proteomics
techniques to analyze the peptide and protein
profile of extracts of water soluble peptides,
prepared from Artisanal Coalho cheese produced
with fresh milk. The techniques used include:
(a) one-dimensional (1D) gel electrophoresis,
(b) High-Performance Liquid Chromatography
(CLAE), and (c) mass spectrometry (MS).
We also investigated antimicrobial activities.
The fractions obtained by High Performance
Liquid Chromatography were analyzed by Gel
electrophoresis and showed specific whey proteins
and peptides from caseins. The mass spectrometry
detected 5 casein-derived peptides with m/z ranged
between 1411-1994. Three of them were identified
as B-CN f(3-14), p-CN f(193-207) e p-CN
f(193-209). The water-soluble extracts showed
antimicrobial activity against Bacillus subtilis
ATCC 6633, while cationics fractions, obtained
forion-exchange chromatography, showed against
Bacillus subtilis ATCC 6633 and Enterococcus
faecalis ATCC 6057. This study revealed the
presence of two peptides with m/z 1539 and
1994, new to the literature, suggesting that they
may be molecular markers for investigating the
quality control and regional characterization of
these Coalho cheeses. The peptides antimicrobial
activity suggest that Coalho cheese has potential
as a functional food.

KEYWORDS: Extracts of peptides soluble,
caseins, antimicrobial activity.
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Introducao

Na regido Nordeste do Brasil, o queijo de coalho é mais do
que um produto tipico regional, constitui a principal fonte de
renda da propriedade familiar do Agreste. Sua origem esta ligada
a fabricagdo artesanal, em numerosas unidades de producdo
caseira (QUEIROGA et al., 2013).

Muitas substancias biologicamente ativas tém sido encontradas
em diferentes tipos de queijo, inclusive no queijo de coalho.
Esses peptideos sdo originados pela intensa proteolise realizada
por agdo de enzimas exogenas e de bactérias acido-laticas naturais
durante a produgdo do queijo (ALMEIDA JUNIOR et al., 2015).

Os peptideos liberados de proteinas alimentares durante
a hidrdlise ou fermentacao, tém despertado interesse por
influenciar em numerosas respostas fisiologicas no organismo.
Proteinas dos alimentos com fung@o bioldgica ou efeitos
fisiologicos sdo chamadas de peptideos bioativos. Possuem
propriedades opioides, antitromboticas, anti-hipertensivas,
antioxidantes, imunomoduladoras, antibacterianas, anti-tlceras,
anti-carcinogénica e carreadora de minerais (NONGONIERMA;;
FITZGERALD, 2016; AKALIN, 2014).

Um namero cada vez mais elevado de publicagdes apontam
os alimentos, em especial os lacteos, como principal fonte de
peptideos com intimeras atividades bioldgicas. As propriedades
funcionais das proteinas do leite, do soro e de seus derivados
tém atraido muita atencdo devido a sua potente atividade
antimicrobiana (NIELSEN et al., 2009; SILVA et al., 2012;
SILVA etal.,2016; NONGONIERMA; FITZGERALD, 2016;
LIMA et al., 2017).

Os peptideos antimicrobianos geralmente possuem carga elétrica
positiva (cationicos) e sdo, na maioria das vezes, anfipaticos,
0 que capacita a molécula a ser soliivel em ambiente aquoso
e facilmente inserida nas membranas lipidicas, possibilitando
a morte do micro-organismo alvo. Outra propriedade desses
peptideos ¢é a capacidade de atravessar a membrana para alcangar
um alvo dentro da célula bacteriana e de distinguir células
bacterianas das células de mamiferos, baseado na composi¢ao
diferente dos lipidios das membranas dessas células (AROURI;
DATHE; BLUME, 2009).

A pesquisa por peptideos bioativos com atividade antimicrobiana
em alimentos lacteos regionais, como o queijo de coalho, ¢
importante para garantir uma maior valorizagdo do produto,
além de permitir o desenvolvimento da regido através da
agregacao de valor ao produto. Além disso, o estudo do perfil
de peptideos de queijos, ou seja, a diversidade de pequenas
fracdes proteicas originadas da hidrélise de ligagdes peptidicas,
¢ um dos fatores de maior influéncia para a diferenciacao das
caracteristicas sensoriais, funcionais e até tecnologicas dos
produtos (FOX et al., 2015).

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo analisar
o perfil de peptideos bioativos extraidos de queijos de coalho
artesanais utilizando técnicas protedmicas, assim como avaliar
seu potencial antimicrobiano.

Material e Métodos

Duas amostras de queijo de coalho artesanal foram obtidas
diretamente da unidade produtora localizada no municipio
de Cachoeirinha, Regido Agreste do Estado de Pernambuco,
durante os meses de margo e julho do ano de 2008.

As amostras de queijos de coalho foram fabricadas usando
leite cru e coalho industrial (marca HA-la). Antes da fabricacao
dos queijos, os leites que chegaram a unidade produtora foram
submetidos aos testes de alizarol e Grau Dornic. Os leites
considerados proprios para o processamento (coloragao rosea
e acidez entre 15-18 °D) foram misturados e utilizados para a
fabricagdo dos queijos, sendo submetidos a filtragao (pano de
algoddo), adi¢do do coalho (propor¢ao de 8mL/ 10L), seguido
de duas mexeduras no intervalo de 20 minutos, cada. Apos esse
periodo, a massa do queijo foi prensada duas vezes. A primeira
prensagem foi realizada manualmente em sacos de pano, e
apos a salga da massa, essa foi transferida para caixas de aco
inox e prensada com um auxilio de um peso colocado sobre
as formas de inox, o qual permaneceu por 60 minutos. Apos
esse periodo, os queijos foram retirados das formas de inox,
ensacados, coletados e armazenados a 10 °C até o momento
das analises.

A extragdo dos peptideos soluveis do queijo de coalho foi
realizada segundo a metodologia de Gomez-Ruiz, Ramos ¢
Recio (2002), modificada com relagdo a mudanga na velocidade
(7000xg) e tempo de rotacao (20 minutos). Para essa extragao,
amostras de cada queijo de coalho (40 g) foram homogeneizadas
com agua na propor¢ao 1:2 (p/v) a 7000xg por 20 minutos em
homogeneizador (Nissei AM-8). Em seguida, centrifugadas trés
vezes a 7000xg por 20 minutos, a 4 °C. Apos este procedimento,
o sobrenadante final foi filtrado em papel de filtro quantitativo
(Whatman n° 40), liofilizado, denominado Extrato Peptidico
Soluvel (EPS) e armazenado a -20 °C até o momento das
analises (realizadas em duplicata).

Os EPS do queijo de coalho foram submetidos a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em aparelho do tipo
AKTA system-Amersham Pharmacia Biotech (New Jersey,
USA). Como primeiro passo das analises cromatograficas,
foi utilizada uma coluna de exclusdo molecular tipo Superdex
Peptide HR 10/30 (D =1,0 cm x C=30,0 cm), utilizando 4gua
ultrapura tanto como eluente das corridas cromatograficas quanto
para equilibrar a coluna. O volume de amostra injetado foi de
0,25mL, o que correspondeu a uma massa de 20mg de proteina
da amostra. Fragdes de 1 mL foram coletadas. As proteinas
foram eluidas a fluxo de 0,2mL/ minuto.

No segundo passo, os EPS foram analisados em
coluna cromatografica de troca idnica tipo
Mono Q HR 10/10 (D = 10,0 cm x C = 10,0 cm), sob baixa
pressao, a temperatura ambiente (25 °C). A coluna foi equilibrada
com tampao Tris-HCI 25mM, pH 7,0, e as proteinas foram
eluidas isocraticamente ao fluxo de 1,0mL/ minuto. A fra¢ao
proteica catidnica nao ligada a resina foi eluida em tampao de
equilibrio, enquanto as proteinas ligadas foram eluidas no tampao
de equilibrio em gradiente de NaCl a 1M, representando a fragéo
de proteinas anidnicas. O volume de amostra injetado foi de
0,5 mL, que correspondeu a uma massa de 40 mg de proteina
da amostra. Fragdes de 1,5 mL foram coletadas. Os pools das
fracdes referentes aos picos foram liofilizados e armazenados
para posterior analise.

Todas as analises cromatograficas foram monitoradas na
absorbancia de 260 e 280 nm através de um detector ultravioleta.

A quantificacdo proteica do EPS e das fra¢des obtidas apos
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), foi determinada
segundo o método descrito por Warburg e Christian (1941).
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Os EPS do queijo de coalho, o pool dos picos obtidos por
cromatografia de exclusdo molecular e o pool dos picos cationicos
obtidos apo6s cromatografia de troca idnica foram utilizados
como amostra para analise do perfil eletroforético. Eletroforese
em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE), segundo
Laemmli (1970), foi constituida de um gel de separacdo com
15% de acrilamida: N,N’-bis-metileno acrilamida em 1,5M
de tampao Tris-HCI, pH 8,8, contendo 10% de SDS e um gel
de concentracdo com 4% de acrilamida: N,N’-bis-metileno
acrilamida em 1,5M de tampao Tris-HCI, pH 6,8. As amostras
foram dissolvidas em 1,5M de tampao Tris-HCI, pH 6,8, na
presencga de 10% de SDS, 5% de B-mercaptoetanol e 2% de azul
de bromofenol. Em seguida, aquecidas a 100 °C por 3 minutos,
e 20pg de cada amostra foram aplicadas na superficie do gel.
Marcadores de alto peso moleculares (220.000-53.000 Da) e
baixo peso molecular (97.000-14.400 Da) (GE Healthcare, USA)
foram utilizados. A corrida foi executada a 600 V em corrente
constante de 25 mA por 6 horas. Decorrido esse tempo, o gel
foi corado azul de Coomassie e nitrato de prata.

O pool dos picos II obtidos através de analises em cromatografia
de exclusao molecular teve suas Massas Moleculares (MM)
determinadas por espectrometria de massa. As analises foram
realizadas em um espectrometro do tipo MALDI-TOF com
aparelho do tipo Autoflex III (Bruker Daltonics, USA). As amostras
dos extratos de peptideos (20mg/ mL) foram diluidas em acido
trifluoroacético (TFA) a 0.1% (v/v). Em seguida, 1 pL dessa
amostra diluida foi misturada com 3 pL da solugdo matriz
4-HCCA (4cido alfa-ciano 4-hidroxicindmico) em acetonitrila
33% (v/v) e acido trifluoroacético 0,1% (v/v), operada com
modo de aquisicdo linear positivo. A faixa de detecgdo foi de
800 a 3500 m/z.

A atividade antimicrobiana foi determinada pela técnica
de difusdo em disco, po¢o e determina¢ao da Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) realizada segundo normas da National
Committe for Clinical Laboratory Standards (2003).

Na determinacao da atividade antimicrobiana pela técnica
de disco-difusdo e pocos, solugdes de 300mg/ mL do EPS e de
795.5ug/ mL do pool catidnico obtido apos cromatografia de
troca ionica foram diluidas em agua destilada e testados frente
as bactérias Gram-positivas: Enterococcus faecalis ATCC
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6057, Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus
ATCC 6538, ¢ as bactérias Gram-negativas: Escherichia coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853, Klebsiela
pneumoniae ATCC 29665 previamente crescida em caldo TSB
(Triptic Soy Both) a 37 °C por 24 horas.

Para a técnica de disco-difusdo, papéis de filtro de 5 mm
foram embebidos nas solu¢des do EPS e do pool catidnico
¢ aplicados a superficie do meio agar Mueller Hinton. Para
os testes de difusdo em pocgos, 50 pL das solugdes do EPS
e do pool cationico foram adicionados em pogo de 8 mm de
diametro no meio agar Mueller Hinton seguidos de incubagdo a
37 °C por 24 horas. Auséncia de crescimento ao redor do disco
e do pogo foi indicativo de inibi¢do do crescimento.

Para a determinagdo da Concentrag@o Inibitéria Minima
(CIM), foram utilizadas microplacas esterilizadas de poliestireno
com 96 pocos. No teste foram avaliadas o EPS do queijo de
coalho nas concentragdes de 300, 150, 75, 37.5, 18.75, 9.37,
4.68, 2.34, 1.17, 0.58, 0.29, 0.14, 0.07 ¢ 0.03 mg/ mL, e o
pool catidnico nas concentragdes de 797.5, 398.75, 199.37,
99.68,49.84,24.92, 12.46, 6.23,3.11, 1.55,0.77,0.38,0.19 ¢
0.09 pg/ mL. A CIM foi detectavel a olho nu pela auséncia de
turvagdo do meio. As amostras que ndo apresentaram turvagao
do meio foram inoculadas em placa contendo agar nutriente
e incubadas a 37° por 24 horas. Apos esse periodo, efeito
bactericida foi definido pela auséncia de crescimento em agar
nutriente, enquanto o efeito bacteriostatico foi definido pelo
crescimento do micro-organismo patogénico.

Resultados e Discussao

Os perfis cromatograficos obtidos apds elui¢do em coluna
de exclusao molecular dos EPS, na primeira e segunda coleta,
apresentaram-se similares, uma vez que ambos mostraram dois
picos, no mesmo tempo de retengdo (Figura 1). O tempo de
reten¢do do Pico I ocorreu a 40 minutos, enquanto o Pico II
ocorreu a 90 minutos.

Os perfis cromatograficos obtidos mediante a utilizagao de
coluna de troca i6nica foram similares, na primeira e segunda
coleta, apenas para fragdo proteica catidnica, uma vez que os
peptideos apresentaram o mesmo tempo de retencdo. Enquanto
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Figura 1. Perfil cromatografico dos Extratos dos Peptideos Soluveis (EPS) dos queijos de coalho mediante elui¢do em coluna Superdex Peptide HR 10/30:
(A) perfil dos peptideos extraidos do queijo da primeira coleta - marco; (B) perfil dos peptideos extraidos do queijo da segunda coleta - julho. Elui¢ao das

proteinas com agua ultrapura a fluxo de 0,2 mL/ min.
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Figura 2. Perfil cromatografico dos Extratos dos Peptideos Soluveis (EPS) dos queijos de coalho mediante elui¢do em coluna de troca idnica Mono Q HR
10/10: (A) perfil dos peptideos extraidos do queijo da primeira coleta - marco; (B) perfil dos peptideos extraidos do queijo da segunda coleta - julho. Proteinas
cati6nicas eluidas em 25mM de tampao Tris-HCI, pH 7,0 e proteinas ani6nicas eluidas em 25mM de tampao Tris-HCIL, pH 7,0 em gradiente de NaCl a 1M,

ambos a fluxo de 1,0 ml/ min., sob baixa pressdo e temperatura ambiente.

a fracdo anionica mostrou perfil diferente, no qual foram
observados trés picos que foram eluidos em diferentes tempos
de retengdo (Figura 2).

Os resultados do perfil eletroforético dos EPS e do pool dos
picos I e IT obtidos mediante eluicdo em coluna cromatografia
de exclusdo molecular estdo apresentados nas Figuras 3.
As analises de perfil eletroforético das proteinas do EPS do
queijo de coalho (Figura 3: Linhas 2 e 3) ndo apresentaram
alteragdes quanto ao nimero de bandas, uma vez que foi possivel
observar, um total de 17 bandas tanto para o EPS da primeira
quanto da segunda coleta. A andlise do perfil eletroforético do
pool dos picos I obtidos da cromatografia de exclusao molecular
(Figura 3: Linhas 4 e 5) apresentou um total de 14 e 15 bandas,
para a primeira e segunda coleta respectivamente. Ja o pool dos
Picos 11, que correspondem aos peptideos com peso molecular
entre 100-7000 Daltons (Figura 3: Linhas 6 e 7), nao foram
visualizados na eletroforese mesmo depois da coloragdo com
prata, tendo suas massas moleculares e seus possiveis peptideos
identificados através de analise em espectro de massa.

As analises de perfil eletroforético do pool dos picos catiénicos
obtidos apds eluicdo em coluna cationica (Figura 4: Linhas 4 e 5)
apresentaram alteragdes quanto ao numero de bandas, uma vez que
foram visualizadas um total de 7 (Figura 4; Linha 4) e 10 bandas
(Figura 4: Linha 5) para a 1° * e 2° # coletas, respectivamente.

As analises do perfil eletroforético mostraram que as proteinas
do queijo de coalho sdo em sua maioria de alto peso molecular
e nao catidnica. As proteinas cationicas foram predominantes na
segunda coleta, apresentado um percentual de aproximadamente
59% do total de proteinas encontradas, enquanto na primeira
coleta foi de 41%.

A celetroforese das proteinas do EPS do queijo de coalho de
Cachoeirinha (Figura 3: Linhas 2 e 3; Figura 4: Linhas 2 e 3)
apresentou bandas que foram identificadas como: lactoferrina
(80kDa), soroalbumina (66,33 kDa), dimero de B-lactoglobulina
(36,0 kDa), a,-caseina (25,23 kDa), B-caseina (23,98 kDa),
o,,-caseina (23,61 kDa), k-caseina (19,02 kDa); B-lactoglobulinas
(18.0 kDa) e a-lactoalbumina (14,2 kDa).

Todas as proteinas encontradas no EPS, também foram
observadas no perfil eletroforético do pool dos picos I obtidos
apos cromatografia de exclusdo molecular, com excegéo apenas
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Figura 3. Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE do Extrato
de Peptideos Soluveis (EPS) do queijo de coalho e do pool dos picos
obtido apos cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superdex
Peptide HR 10/30. Linha 1: padrao molecular de alto peso (220 — 53 kDa);
Linha 2: EPS (1° * coleta); Linha 3: EPS (2° * coleta); Linha 4: Pool dos
Picos I (1°* coleta); Linha 5: Pool dos Picos I (2° * coleta); Linha 6: Pool dos
Picos II (1° * coleta); Linha 7: Pool dos Picos II (2° * coleta); Linha 8: padrdo
molecular de baixo peso (97 — 14,4kDa).
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Figura 4. Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE dos Extratos
de Peptideos Soluveis (EPS) do queijo de coalho e do pool dos picos
cationicos obtidos apds cromatografia de troca idnica em coluna Mono
Q HR 10/10. Linha 1: padrao molecular de alto peso (220 — 53 kDa);
Linha 2: EPS (1° ® coleta); Linha 3: EPS (2° ® coleta); Linha 4: Pool dos
picos catidnicos (1°* coleta); Linha 5: Pool dos picos cationicos (2° # coleta);
Linha 6: padrao molecular de baixo peso (97 - 14,4kDa).
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para o dimero B-lactoglobulina (36,0 kDa), que ndo foi observado
nem na primeira, nem segunda coleta.

As andlises eletroforéticas do pool dos picos cationicos
obtidos apos eluicdo em coluna catiénica (Figura 4: Linha 4)
mostraram uma redu¢do da quantidade de proteinas entre as
coletas, observando-se apenas as proteinas lactoferrina (80 kDa),
soroalbumina (66,33 kDa), B-lactoglobulina (18.0 kDa) e
a-lactoalbumina (14,2 kDa) na primeira coleta, enquanto
na segunda coleta (Figura 4: Linha 5) todas as proteinas
presentes no EPS foram observadas, com excegdo do dimero
de B-lactoglobulina (36.0 kDa) e da a,-caseina (25,23 kDa),
que nao foram observados.

As eletroforeses apresentaram bandas com massa acima de
97,4 kDa. Segundo Silva et al. (2016), proteinas com massa
acima de 97,0 kDa devem-se a formacdo de dimeros ou a
aglutinacgdo de proteinas durante o processo de producdo dos
queijos. Bandas com massa abaixo de 14,0 kDa também foram
observadas nas amostras do EPS da segunda coleta ¢ na fragdo
cationica da primeira e segunda coletas. A presenca de proteinas
com massa abaixo de 14,0 kDa ¢ resultado da protedlise que
ocorre durante a maturagdo do queijo que praticamente ndo
ocorre nos queijos de coalho por se tratar de um produto
consumido ainda fresco (PAPPA et al., 2008).

A lactoferrina, a soroalbumina e a o-lactoalbumina sdo
proteinas encontradas no soro e referidas como precursoras dos
peptideos bioativos (LOPEZ-EXPOSITO et al., 2006). A presenca
de bandas que correspondiam a lactoferrina, B-lactoglobulina,
B-lactoglobulina (dimero), a-lactoalbumina, soroalbumina
bovina, a-caseina, B-caseina, k-caseina e para-k-caseina
também foram observados por Silva et al. (2016), ao analisarem
eletroforeticamente o perfil proteico e peptidico de extrato aquoso
de queijo de coalho produzidos em diferentes cidades da Regido
Agreste do Estado de Pernambuco, ¢ por Lima et al. (2017)
ao investigarem se os peptideos extraidos do queijo de coalho
artesanal apresentavam atividades antimicrobiana.

Marques et al. (2005) também conseguiram separar as
proteinas do soro do leite (a-lactoalbumina, B-lactoglobulina
e soroalbumina bovina) por meio de uma coluna de exclusao
molecular e afirmaram ser este um método eficaz e facilmente
realizado para a separacdo de proteinas. Neste trabalho, esse
método também permitiu a separacdo dessas proteinas, que
podem ser facilmente visualizadas nas eletroforeses.

Pappa et al. (2008) analisaram o perfil de proteinas e peptideos
(M, 206 a 6,5 kDa) de extratos soluveis do queijo Teleme
maturado por 120 dias, ¢ também observaram na eletroforese
SDS-PAGE monodimensional bandas equivalentes a soroalbumina
e a-lactoalbumina, corroborando com o presente trabalho.

Nas eletroforeses apresentadas nas Figuras 3 e 4, observa-se a
presenga de bandas com massa aproximada entre (M) 19 € 25 kDa
que estdo presentes nos EPS (Figura 3: Linhas 2 e 3), no pools
do pico I obtido por cromatografia de exclusao molecular
(Figura 3: Linhas 4 ¢ 5) e no pools cationico da segunda coleta
obtido por cromatografia de troca idnica (Figura 4: Linha 5), ndo
sendo observada a presenga dessas bandas no pools cationico
da primeira coleta. Estas bandas com massa entre 19 e 25 kDa
visualizadas no gel de eletroforese correspondem aos fragmentos

de 0, O, B, K-caseina que sdo referidas na literatura como

as principais proteinas do queijo, originadas da hidrélise da
caseina pela agdo da quimosina, enzima coagulante, utilizada
durante a fabricacao do queijo (JIN et al., 2016).

As bandas referentes aos fragmentos de a, o, B, K-caseina
foram mais intensas para as amostras referentes ao EPS do queijo
de coalho (Figura 3: Linhas 2 e 3; Figura 4: Linhas 2 e 3), e
foi menos intenso para o pool dos picos I obtidos por exclusdo
molecular da primeira coleta (Figura 3: Linha 4) ¢ para os pool
catidnicos da segunda coleta (Figura 4: Linha 5), ndo sendo
visualizados no pool dos picos catiénicos da primeira coleta
(Figura 4: Linha 4). Em todas as amostras analisadas ndo fora,
visualizadas bandas referentes a para-k-caseina (~11.5 kDa).

Auséncia do fragmento referente a para-k-caseina e visualizagao
dos fragmentos de o, o, B e k-caseina também foram observados
no trabalho de Egito et al. (2006), ao avaliarem por métodos
eletroforéticos em gel de poliacrilamida SDS-PAGE adulteragio
do leite de cabra pela adi¢@o de leite de vaca. Nao corroborando
com os resultados apresentados por Lima et al. (2017), que
visualizaram e identificaram um fragmento de para-k-caseina
obtido de extratos aquosos de queijo de coalho. A para-k-caseina
(~11,5 kDa) ¢ produto hidrolitico resultante da clivagem no
fenilalaninal05-Metioninal 06 da k-caseina durante a proteolise
primaria ocorrida durante a coagulagdo do leite através da unido
entre a B e a-caseina (HORNE, 2006).

O perfil eletroforético do pool cationico (Figura 4: Linhas4 e 5)
mostrou bandas identificadas como lactoferrina (80 kDa),
soroalbumina (66,33 kDa), B-caseina (23,98 kDa), o, -caseina
(23,61 kDa), k-caseina (19,02 kDa); B-lactoglobulinas (18.0 kDa)
e a-lactoalbumina (14,2 kDa), que podem ser referidas como
peptideos catidnicos.

Fragmentos gerados por hidrélise da caseina com
efeito inibitorio contra o crescimento de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas também ja foram referidos
por Ortolani et al. (2010), Arruda et al. (2012), Silva et al.
(2016) e Lima et al. (2017). Fragmentos de o, e B-caseina
e da a-lactoalbumina estimulam a atividade fagocitaria e
apresentam papel protetor contra infecgdes por Klebsiella
pneumoniae em camundongos, podendo ainda estimular a
proliferagdo e maturacao dos linfécitos T e de células Natural
killer na protegdo de neonatos contra bactérias entéricas
(SMACCHI; GOBBETTI, 2000). Assim, os peptideos
antimicrobianos derivados da caseina podem apresentar um
controle alternativo de populacdes de bactérias causadoras
de patologias humanas e veterinarias.

O espectro de massa evidenciou a presenca de cinco diferentes
peptideos de m/z 1411, 1539, 1668, 1880 e 1994 (Figura 5) na
fragdo de peptideos com peso molecular entre 100 e 7000 Da
obtidos na cromatografia de exclusdo molecular. Os valores m/z
foram comparados com as massas moleculares de peptideos ja
publicados na literatura a partir de diferentes queijos.

Dos cinco peptideos detectados pelo espectro de massas,
trés sdo derivados de fragmentos da B-caseina. O peptideo de
m/z 1668 provavelmente corresponde a B-CN (193-207), o
de m/z 1880 corresponde a B-CN £(193-209), enquanto o de
m/z 1411 corresponde a B-CN f(3-14). Dois peptideos com m/z

1539 e 1994 ndo foram identificados previamente na literatura,
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Figura S. Espectro de massa obtido pelo MALDI-TOF das fragdes referentes ao pool do pico II obtidas por cromatografia de exclusdo molecular do extrato
peptidico solivel (EPS) da primeira coleta. Linhas que ligam picos em sequéncia e as letras (Q = glutamina, E = 4cido glutdmico) correspondentes a diferenga

de massa de um peptideo para outro.

podendo ser incorporados como marcadores moleculares na
avaliacdo do teste de pureza para o queijo de coalho artesanal.

O polipeptideo B-CN £(193-209) ¢ formado por hidrolise
da B-caseina promovida pela agdo da quimosina que atua
clivando a ligagdo Leu ,,-Tyr ,, (BAPTISTA et al., 2017).
Enquanto o peptideo B-CN f(3-14) pode ser obtido do trato
gastrointestinal humano apds a ingestdo de leite ou produtos
lacteos (NONGONIERMA; FITZGERALD, 2016).

A utilizagdo de técnica de espectrometria também
permitiu a identificacdo de fragmentos da f-caseina em
queijo Emmental (GAGNAIRE et al., 2001), em queijo
cheddar (SOERYAPRANATA et al., 2002), em queijo stilton
(PIRAINO et al., 2007) em queijo de coalho (SILVA et al., 2016;
LIMAetal.,2017) e em queijo prato (BAPTISTA etal., 2017).

Na figura 5 é possivel observar linhas que ligam picos
em sequéncia ¢ letras (Q = glutamina; E = acido glutamico)
que significam residuos de aminoacidos correspondentes a
diferenca de massa de um peptideo a outro. Assim, o peptideo
de m/z 1411 difere do peptideo de m/z 1539 pela presenca
do aminodcido glutamina (Q), enquanto que esse difere do
peptideo de m/z 1668 apenas pelo residuo de dcido glutimico
(E). Ainda pode ser observada na Figura 5, a diferenca de m/z
de um peptideo a outro foi de 212,02 e 113,97.

Os polipeptideos da B-caseina identificados neste trabalho
apresentam sequéncia de aminoécidos e bioativiadade conhecida na
literatura. Os polipeptideos da B-CN f(193-209), B-CN £(193-207)
e B-CN f(3-14) apresentam sequéncias de aminoacidos
YQEPVLGPVRGPFPIIV®, YQEPVLGPVRGPFPI?"
e *LEELNVPGEIVE' respectivamente (NONGONIERMA;
FITZGERALD, 2016; LOPEZ-EXPOSITO; AMIGO; RECIO,
2012). Contudo, apenas os fragmentos de residuos de aminoacidos
de 193-209 e de 193-207 tém bioatividade conhecida exibindo
atividade antimicrobiana, imunomodulatéria e inibitoria da
Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) (NONGONIERMA;
FITZGERALD, 2016).

Quanto a atividade antimicrobiana, Bacillus subtilis
ATCC 6633 foi o inico microrganismo sensivel a a¢cao do EPS

e ao pool das fragdes catidnicas em todos os ensaios realizados,
uma vez que apresentou média de halos de inibigdo de 5,25 mm
e 3,75 mm para a técnica de difusdo em pogos ¢ disco-difusdo,
respectivamente.

A concentragdo inibitdria minima capaz de inibir o crescimento
de Bacillus subtilis ATCC 6633 foi de 9,37 mg/ mL para o
EPS e de 6,22 pg/ mL para o pool da fragdo cationica. Ainda,
o0 pool da fracdo catidnica foi capaz de inibir o crescimento de
Enterococcus faecalis ATCC 6057 na concentracdo inibitoria
minima de 199,37 ug/ mL.

A inibigao do crescimento de Bacillus subtilis € Enterococcus
faecalis por peptideos do queijo de coalho ¢ fator importante na
sanidade do produto e impedem que essas bactérias assumam
importancia clinica por serem consideradas como patogenos
oportunistas (HERNANDEZ-LEDESMA et al., 2014).
Os resultados deste trabalho corroboram com os apresentados
por Silvaetal. (2012) e Arruda et al. (2012), que identificaram
peptideos resultantes da hidrdlise da caseina capaz de inibir a
acdo de Bacillus subtilis e Enterococcus faecalis.

Conclusao

A presenca de peptideos com capacidade de inibir o
crescimento de Bacillus subtilis e Enterococcus faecalis
confirmam a bioatividade desses peptideos, podendo reduzir a
contaminag¢do, aumentar o prazo de validade além de agregar
valor a esse produto regional.
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