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APRESENTAÇÃO 

A coleção “Ensino e Pesquisa no Campo da Engenharia e da Tecnologia de 
Alimentos” tem como principal objetivo a divulgação de estudos que envolvem diversas 
subáreas do conhecimento. A importante inter-relação entre ensino e pesquisa está 
demonstrada nos 54 capítulos que compõem os dois volumes desta coleção, além disso, a 
abordagem dinâmica dos estudos apresentados auxilia no entendimento do leitor e espera-
se que muitos acadêmicos/profissionais em diferentes níveis de formação possam utilizar 
o material desta coleção para os mais diversos fins.

O volume 1 aborda principalmente estudos relacionados a alimentos de origem 
animal, bem como tecnologias que possam suprir lacunas existentes no processamento 
atual destes, este volume também traz conteúdo sobre a biotecnologia de alimentos, e 
além disso, a higiene e a segurança de alimentos são abordadas, sendo um tema tão atual 
e importante para a prevenção de doenças vinculadas aos alimentos.

O volume 2 aborda principalmente estudos relacionados a alimentos de origem 
vegetal, além disso, a análise sensorial é explorada através de diferentes aplicações ao 
longo deste volume. A Engenharia de Alimentos também não foi esquecida, porque neste 
volume o leitor encontra temas relacionado à secagem ou desidratação de alimentos, 
contaminantes e métodos inovadores de descontaminação, bem como tecnologias para 
obtenção de novos produtos. 

Desta forma, a Atena Editora lança mais um conteúdo didático e de valor científico 
para a comunidade, valorizando estudos desenvolvidos no Brasil, e intensificando a 
disseminação de conhecimento. Desejamos a todos uma excelente leitura!

Priscila Tessmer Scaglioni
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RESUMO: Desde o surgimento das civilizações 
o padrão alimentar humano sofre modificações, 
todavia, nas últimas décadas o comportamento 
dos consumidores tem se voltado na busca de 
alimentos que satisfaçam suas necessidades 
fisiológicas e consequentemente ofereçam 
benefícios ao organismo, dentre os produtos que 
apresentam inúmeras propriedades funcionais 
destacam-se os lácteos. Objetivou-se avaliar as 
atividades antioxidantes, quelante de Fe2+ e Cu2+ 
e antibacteriana de proteínas e peptídeos obtidos 
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do queijo minas frescal. O potencial de eliminação dos radicais ABTS e DPPH foi superior 
a 85% antes do processo digestivo, enquanto que, nas amostras digeridas a capacidade 
antioxidante foi menor, todavia, esteve acima de 60%. Observou-se que o extrato aquoso 
foi capaz de quelar os metais de transição ferro e cobre, apresentando também potencial 
antibacteriano contra 83% das espécies bacterianas testadas. As proteínas e peptídeos 
solúveis em água oriundos do queijo minas apresentam bioatividades que podem ser 
exploradas pela indústria de alimentos e no desenvolvimento de novos nutracêuticos.
PALAVRAS-CHAVE: Lácteos funcionais; antioxidante, antimicrobiano, digestão in vitro.

BIOFUNCTIONALITY OF WATER SOLUBLE PEPTIDEOS DERIVED FROM 
FRESH MINAS CHEESE

ABSTRACT: Since the rise of civilizations the human food pattern has changed, however, 
in recent decades the behavior of consumers has focused on the search for foods that meet 
their physiological needs and consequently offer benefits to the body, among the products 
that have numerous functional properties stand out dairy products. The objective was to 
evaluate the antioxidant activities, Fe2+ and Cu2+ chelating and antibacterial of proteins and 
peptides obtained from Minas Frescal cheese. The elimination potential of ABTS and DPPH 
radicals was higher than 85% before the digestive process, while in the digested samples 
the antioxidant capacity was lower, however, it was above 60%. It was observed that the 
aqueous extract was able to chelate the transition metals iron and copper, also presenting an 
antibacterial potential against 83% of the tested bacterial species. The proteins and peptides 
soluble in water coming from Minas cheese present bioactivities that can be explored by the 
food industry and in the development of new nutraceuticals.
KEYWORDS: Functional dairy products; antioxidant, antimicrobial, in vitro digestion.

1 | 	INTRODUÇÃO 
Os produtos alimentícios derivados do leite contêm proteínas e peptídeos de alto 

valor biológico e funcional, muitas dessas sequencias peptídicas são geradas no processo 
de fabricação e também no sistema digestório (DANTAS et al., 2016; EGGER; MÉNARD, 
2017; DINIKA et al., 2020). Os peptídeos bioativos solúveis em água isolados de queijos 
exibem funcionalidades biológicas como antioxidante, anti-inflamatório e antibacteriano 
(SANTOS et al., 2019; RAFIQ et al., 2020).

Com elevada concentração de peptídeos bioativos, o queijo Minas Frescal é oriundo 
do estado de Minas Gerais, mas, é amplamente consumido em todo Brasil (MAGENIS et 
al., 2014). Produzido a partir de coagulação enzimática na presença ou não de culturas 
iniciadoras, apresenta textura macia, sabor ligeiramente ácido e alta umidade (SANT’ANA 
et al., 2013). Trata-se de um queijo maturado, confeccionado a partir do leite cru ou semi 
pasteurizado, que pode ter características sensoriais específicas do local de fabricação. E 
por apresentar processamento simples e com alto rendimento, é um queijo economicamente 
atrativo para consumidores de lácteos (MARTINS et al., 2015; MOTTA E FARIAS, 2020).

Sendo assim, objetivou-se avaliar as atividades antioxidantes, quelante de Fe2+ e 
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Cu2+ e antibacteriana de proteínas e peptídeos solúveis em água obtidos do queijo Minas 
frescal proveniente de estabelecimentos comerciais.

2 | 	MATERIAL E MÉTODOS

2.1	 Extração de proteínas e peptídeos bioativos 
A extração das proteínas e peptídeos solúveis em água a partir do queijo Minas 

Frescal foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Rizello et al. (2005) e Silva 
et al. (2012), com modificações. Trinta gramas de queijo foram pesados, e triturados em 
liquidificador doméstico por 15 minutos, a massa foi homogeneizada com água ultrapura 
(1:3 m/v) em agitador magnético por 10 minutos. A suspensão foi centrifugada a 3000 x 
g por 30 min a 4 ºC. Após centrifugação foi descartada a camada superior de gordura 
e o precipitado. O sobrenadante foi filtrado em Filtro Whatman nº 01 e o processo de 
centrifugação foi repetido, conforme descrito na metodologia. Para a última etapa do 
processamento, a amostra foi filtrada em filtro 0,45 µm (Merck, Darmstadt, Alemanha), e 
congelada a -20 ºC. 

2.2	 Simulação de digestão 
O conteúdo peptídico e proteico solúvel em água que foram obtidos a partir do queijo 

Minas Frescal e submetidos aos ensaios de digestão gástrica e intestinal in vitro.
 A simulação de digestão gástrica in vitro foi realizada como descrito por Martos et 

al. (2010), com modificações. Para isso, a fração aquosa contendo proteínas e peptídeos 
(5,9 mg.mL-1) obtidos do queijo Minas Frescal foi acrescida de 1 mL de NaCl (3,5 mM.L-1), 
e ajustada para pH 2,0 com HCl 1 M. A mistura reacional foi incubada em agitador orbital 
a 100 rpm, a 37 ºC, por 15 minutos. Posteriormente, foi adicionado 1 mL de pepsina (5 
mg.mL-1) e  ajustado para  pH 2,0 empregado HCl 1M, permanecendo sob agitação orbital 
por mais 1 hora, nas condições descritas anteriormente.

Para simular a digestão em nível intestinal, o pH foi ajustado a pH 6,5 com NaHCO3 
1 M. E logo após foram adicionados 1 mL de CaCl2 1 M, e 1 mL de sais biliares (9 mg.mL-1). 
A reação foi incubada sob agitação orbital a 100 rpm, por 15 minutos, a 37 ºC. Transcorrido 
o tempo foram adicionados 1 mL de pancreatina (10 mg.mL-1) e 4 mL de água deionizada, e 
a mistura reacional foi mantida a 100 rpm, por 60 minutos, a 37 ºC. A reação foi interrompida 
por aquecimento em banho termostatizado a 90 ºC por 10 minutos, centrifugado a 5000 x g 
por 20 minutos, e o sobrenadante estocado a -20 ºC. 
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2.3	 Ensaios de atividade sequestradora de radicais livres 

2.3.1	 Eliminação do radical ABTS

A atividade antioxidante das proteínas e peptídeos solúveis em água foi determinada 
empregando o ABTS•+, de acordo com a metodologia descrita por Re et al. (1999). O radical 
foi gerado a partir do 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico (ABTS) 7 mM e do 
persulfato de potássio 2,45 mM. A solução foi incubada por 16 horas a 30 ºC. Transcorrido 
esse período o radical ABTS foi ajustado com tampão fosfato de sódio, pH 7,4, 100 mM 
para absorbância de 0,700±0,020 a 734 nm em espectrofotômetro. Para determinar a 
capacidade sequestrante, foi usada na reação 50 µL da solução de proteínas e peptídeos 
(1 mg.mL-1), testadas tanto a amostra digerida, quanto a que não sofreu digestão in vitro, 
e 950 µL do radical ABTS. Os ensaios foram realizados em triplicatas, incubados a 30 ºC, 
por seis minutos, mensurado a 734 nm. A atividade antioxidante (%) foi calculada segundo 
a Equação 1, e expressa atividade em eliminação do radical ABTS. O controle negativo 
continha tampão fosfato de sódio, pH 7,4, 100 mM em substituição a amostra.

(Equação 1)
Onde, AControle corresponde a densidade ótica (D.O.) do controle negativo, e AAmostra, 

a D.O. da amostra.

2.3.2	 Eliminação do radical DPPH

Os ensaios de eliminação do radical DPPH foi realizada de acordo com o método 
descrito por Li et al. (2013). O radical foi gerado a partir da adição de 2 mM de 2,2-difenil-
1-picril-hidrazila (DPPH) em etanol a 70%, e ocorreu minutos antes da reação. Empregou-
se 500 µL do DPPH• e 500 µL da amostra (1 mg.mL-1), e a mistura reacional foi incubada 
ao abrigo da luz por 30 minutos, a leitura realizada por espectrofotometria a 517 nm. 
Como controle positivo utilizou-se ácido ascórbico substituindo a amostra e como controle 
negativo etanol 70% ao invés da amostra. A atividade antioxidante (%) da amostra em 
relação ao sequestro de radical DPPH foi determinada empregando a Equação 1.

2.3.3	 Atividade quelante de Fe2+ e Cu2+ 

A atividade quelante de ferro foi realizada de acordo com a metodologia descrita em 
Sánchez-Vioque et al. (2012). Foram utilizados  125 µL da amostra (1 mg.mL-1), antes e 
após a simulação de digestão in vitro, foi acrescida de 0,5 mL de tampão acetato de sódio 
(0,1 M e pH 4,9), e 12,5 µL de solução Fe2+ (2 mM). Após 30 minutos de incubação, foi 
adicionado 50 µL da solução de ferrozina (5 mM), a mistura reacional foi incubada por 30 
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minutos e a leitura realizada a 562 nm.
A capacidade da amostra de quelar o metal de transição cobre foi avaliada seguindo 

a metodologia descrita por Gil-Chavez et al. (2013). Em 500 µL de tampão acetato de 
sódio (50 mM e pH 6,0), foram adicionados 12,5 µL de solução de CuSO4 (5 mM), e 125 
µL da amostra (1 mg.mL-1). A mistura reacional foi incubada por 30 minutos, em seguida, 
adicionado 12,5 µL de solução de violeta de pirocatecol (4 mM). Após 30 minutos de 
incubada, a mistura reacional foi lida a 632 nm. 

Em ambas as atividades, no controle negativo foi utilizada água, enquanto no controle 
positivo foi usada uma solução de EDTA (0,045%) nas mesmas condições do ensaio. A 
porcentagem de quelação (%) de Fe2+ e Cu2+, foi calculada empregando a Equação 2.

Onde, A0 corresponde a D.O. do controle negativo, e A1 a D.O. amostra.

2.4	 Atividade antibacteriana 
A atividade antibacteriana foi avaliada de acordo com a metodologia padrão Pfaller 

(2010). Os ensaios foram realizados em placas estéreis de 96 poços de fundo plano para 
peptídeos (Corning®). As amostras nas concentrações 0,78; 1,56; 3,13; 6,25; 12,50; 25,00 
mg.mL-1 foram testadas contra seis cepas bacterianas (Tabela 1), adquiridas da coleção de 
culturas do Departamento de Antibióticos, da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE. 
O controle positivo para cada cepa foi realizado empregando 90 µL de caldo Mueller-Hinton 
e 10 µL de inóculo do micro-organismo a 106 UFC.mL-1. Enquanto o controle negativo foi 
construído com cloranfenicol (100 mg.L-1). A leitura foi realizada a 600 nm, em leitora de 
microplaca (Asys, Biochrom), os ensaios foram conduzidos em duplicata.

Isolados Acesso UFPEDA* Classificação Gram
Staphylococcus aureus 02 Positiva
Enterococcus faecalis 138 Positiva
Bacillus subtilis 86 Positiva
Escherichia coli 224 Negativa
Klebsiella pneumoniae 396 Negativa
Pseudomonas aeruginosa 416 Negativa

 UFPEDA – Departamento de Antibióticos da Universidade Federal de Pernambuco.

Tabela 1 -  Bactérias utilizadas na atividade antibacteriana dos peptídeos e proteínas solúveis 
em água obtidos do queijo Minas Frescal.



 
Ensino e Pesquisa no Campo da Engenharia e da Tecnologia de Alimentos Capítulo 7 53

2.5	 Análise estatística
Os resultados obtidos nos ensaios foram submetidos a análise de variância (ANOVA), 

utilizando o software Assistat 7.7 versão beta (INPI, Campina Grande, PB, Brasil), para 
verificar se os tratamentos foram significativos (p < 0,05).

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO
O conteúdo proteico e peptídico obtido na fração solúvel do queijo Minas Frescal 

apresentou capacidade sequestradora frente os radicais ABTS e DPPH superior a 85%. 
Contudo, na amostra submetida a digestão in vitro o percentual de eliminação do ABTS•+ 
foi menor (Tabela 2), todavia, apesar da redução, os valores ainda se mantiveram acima 
de 60%. Possivelmente, na digestão algumas das proteínas e dos peptídeos que tinham 
capacidade antioxidante frente o ABTS•+ foram clivados em novas sequências pouco ou até 
não funcionais para sequestrar o radical. 

 A diferença encontrada entre a capacidade de eliminação dos radicais ABTS 
e DPPH pode ser explicada devido a reação entre o radical e os peptídeos que podem 
ocorrer de maneira diferente, em virtude da estabilidade entre o radical e os peptídeos 
(OZUTURK et al., 2017).

Silva et al. (2012) ao avaliar que o queijo coalho oriundo de diferentes regiões 
do estado de Pernambuco apresentou atividade antioxidantes ente 91,1% e 75,92% 
para ABTS+ e DPPH•+, respectivamente. Gjorgievski et al. (2014) ao avaliar queijos com 
diferentes dias de maturação encontrou atividade de eliminação do DPPH•+ entre 4,35% e 
45,36%, enquanto do ABTS, foi entre 41,63% e 65,73%.

Ensaio Amostra não digerida Amostra digerida

Sequestro do ABTS+• (%) 86,13±0,95A 63,23±1,16B

Sequestro do DPPH• (%) 85,83±1,02B 85,51±0,25B

Quelante de ferro (%) 34,22±0,29B 5,34±1,67A

Quelante de cobre (%) 1,02±3,04A 15,29±2,34B

Letras maiúsculas diferentes, na mesma linha, diferem entre si (p < 0,05) estatisticamente.

Tabela 2 - Atividade biológica dos peptídeos e proteínas solúveis em água obtidos a partir do 
queijo Minas Frescal. 

Em relação a capacidade das amostras quelarem ferro foi observado que anterior 
a simulação de digestão houve um percentual de 34,22, após ser digerida a amostra 
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apresentou. Enquanto o comportamento para quelação de cobre foi o contrário. A atividade 
quelante de cobre aumentou em torno de 14% após a simulação da digestão in vitro (Tabela 
2). Para Flora e Pachauri (2010) o uso de peptídeos bioativos com capacidade de quelação 
pode ser um substituto natural ao tratamento convencional de efeito tóxicos de metais, em 
virtude, da capacidade de remoção dos íons metálicos dos espaços intra e extracelulares 
apresentada por essas pequenas moléculas de proteínas.	

A atividade antibacteriana foi avaliada frente seis espécies de bactérias patogênicas 
para humanos. As proteínas e peptídeos solúveis em água do queijo minas foram 
capazes de inibir o crescimento de Bacillus subtilis e Enterococcus faecalis em todas 
as concentrações testadas. Nos testes com Staphylococcus aureus, Escherichia coli e 
Pseudomonas aeruginosa observou-se concentração inibitória mínima de 6,25 mg.mL-1 , 
3,13 mg.mL-1 e 3,13 mg.mL-1 , respectivamente. A amostra não inibiu o crescimento de 
Klebisiella pneumoniae (Tabela 3).

Espécie Concentração mg.mL-1

25,00 12,50 6,25 3,13 1,56 0,78
Klebisiella pneumoniae + + + + + +
Bacillus subtilis - - - - - -
Staphylococcus aureus - - - + + +
Escherichia coli - - - + + +
Pseudomonas aeruginosa - - + + + +
Enterococcus faecalis - - - - - -

O símbolo (-) representa inibição do crescimento das bactérias testadas; símbolo (+)
crescimento das bactérias testadas. 

Tabela 3 - Atividade antibacteriana dos peptídeos e proteínas solúveis em água obtidos do 
queijo tipo minas frescal.

Para Bahar e Ren (2013) os peptídeos bioativos são uma alternativa a antibiótico 
terapia convencional no controle de biofilmes, frente a bactérias, fungos e parasitas de 
diversos gêneros, principalmente, em virtude do advento do surgimento de bactérias e 
micro-organismos resistentes aos antibióticos empregados atualmente.

4 | 	CONCLUSÃO
As proteínas e peptídeos solúveis em água obtidos de amostras de queijo Minas 

Frescal apresentam diversas atividades biológicas, dentre elas antibacteriana, quelante 
de Fe2+ e Cu2+ e sequestrante dos radicais DPPH e ABTS, tanto nas amostras brutas, 
quanto naquelas que foram submetidas a simulação in vitro do processo digestório. Indica 
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que o consumo desse tipo de queijo pode trazer benefícios funcionais aos consumidores, 
uma vez que, na sua constituição ocorrem naturalmente em proteínas e peptídeos com 
bioatividade. 
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