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RESUMO 

Com o aumento no debate público acerca de questões contemporâneas como o envelhecimento 

da população e as doenças relacionadas aos estilos de vida adotados pelas pessoas, têm-se cada 

vez mais despertado o interesse geral sobre a alimentação e seus efeitos sob a saúde humana. 

Um dos produtos alimentícios que pode atuar prevenindo e reduzindo algumas patologias é o 

queijo, que apresenta peptídeos bioativos capazes de modular uma série de reações em um 

organismo animal. Diante disso, foi objetivo desse estudo obter e aplicar enzimas coagulantes 

de leite de Aspergillus tamarii URM6599 e de origem comercial na elaboração de queijos 

caprinos Minas Frescal e avaliar as atividades biológicas de seus peptídeos. Para tanto, foi 

necessário produzir e otimizar a produção de enzimas coagulantes por meio dos planejamentos 

estatísticos fatorial completo 2³ e delineamento composto central; avaliar a produção de 

aflatoxinas (B1, G1, B2 e G2) pelo micro-organismo e a toxicidade do extrato enzimático por 

meio de bioensaio com Artemia salina e caracterizar o extrato enzimático obtido quanto ao pH 

e temperatura ótimos, estabilidade térmica e ao pH, a NaCl e CaCl2 e aos efeitos de íons e 

inibidores na atividade coagulante. Após obtenção e análise do extrato enzimático, os queijos 

foram produzidos e seus peptídeos extraídos para avaliação das atividades antioxidantes, anti-

hipertensivas e antimicrobianas. A partir dos planejamentos estatísticos, a produção enzimática 

foi otimizada para uma atividade de 289,16 U.mL-1; o micro-organismo não produziu 

aflatoxinas em nenhum dos testes realizados e a DL50 dos náuplios de A. salina foi de 683 

µg.mL-1, considerada de baixa toxicidade. As enzimas apresentaram atuação ótima aos 70 ºC e 

pH em 5,5; atividade acima dos 50% em temperaturas abaixo de 60 ºC e atividade acima dos 

60% em valores de pH ácidos e alcalinos, por 1 hora. As enzimas foram inibidas por PMSF e 

pepstatina A, sugerindo a existência de serino e aspártico proteases no extrato bruto. As enzimas 

também foram tolerantes a íons metálicos, NaCl e CaCl2. Os peptídeos de ambos os queijos 

apresentaram atividades antioxidantes, anti-hipertensivas e antimicrobianas. Diante do exposto, 

observa-se que as enzimas coagulantes produzidas no estudo demonstram potencial de uso na 

elaboração de queijo Minas Frescal caprino funcional. Ademais, os resultados demonstram que 

o queijo tipo Minas Frescal produzido com leite caprino é uma excelente fonte de peptídeos 

bioativos. 

 

Palavras-chave: antimicrobiano, antioxidante, anti-hipertensiva, Minas Frescal, peptídeos 

bioativos, proteases 



 
 

ABSTRACT 

With the increase in public debate on contemporary issues such as population aging and people-

related illnesses, the general interest in food and its effects on human health has been 

increasingly aroused. One of the food products that can act to prevent and reduce some 

pathologies is the cheese, which presents bioactive peptides capable of modulating a series of 

reactions in an animal organism. Therefore, it was the objective of this study to obtain and apply 

Aspergillus tamarii URM6599 milk coagulant enzymes and commercial origin in the 

preparation of Minas Frescal goat cheeses and to evaluate the biological activities of their 

peptides. For that, it was necessary to produce and optimize the production of coagulant 

enzymes by means of the factorial statistical plans 2³ complete and central composite design; 

to evaluate the production of aflatoxins (B1, G1, B2 and G2) by the microorganism and the 

toxicity of the enzymatic extract by means of bioassay with Artemia salina and to characterize 

the obtained enzymatic extract for the optimum pH and temperature, thermal stability and pH, 

NaCl and CaCl2 and to the effects of ions and inhibitors on coagulant activity. After obtaining 

and analyzing the enzymatic extract, the cheeses were produced and their peptides extracted for 

evaluation of antioxidant, antihypertensive and antimicrobial activities. From the statistical 

planning, the enzymatic production was optimized for an activity of 289.16 U.mL-1; the 

microorganism did not produce aflatoxins in any of the tests carried out and the LD50 of the A. 

salina nauplii was 683 μg.mL-1, considered of low toxicity. The enzymes presented optimum 

performance at 70 ºC and pH at 5.5; activity above 50% at temperatures below 60 °C and 

activity above 60% at acid and alkaline pH values for 1 hour. The enzymes were inhibited by 

PMSF and pepstatin A, suggesting the existence of serine and aspartic proteases in the crude 

extract. The enzymes were also tolerant to metal ions, NaCl and CaCl2. The peptides of both 

cheeses presented antioxidant, antihypertensive and antimicrobial activities. In view of the 

above, it is observed that the coagulant enzymes produced in the study demonstrate potential 

use in the elaboration of Minas coolcal goat cheese. In addition, the results demonstrate that 

Minas Frescal type cheese produced with goat milk is an excellent source of bioactive peptides. 

 

Key words: antimicrobial, antioxidant, antihypertensive, Minas Frescal, bioactive peptides, 

proteases 
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1. INTRODUÇÃO 

O consenso geral sobre o impacto do estilo de vida na saúde considera que a dieta 

representa um fator crucial na promoção da saúde. É por meio dos alimentos que organismos 

obtém os nutrientes necessários para desenvolver sua imunidade, que auxilia na prevenção, 

controle e cura de doenças e desordens metabólicas. 

Além do papel nutricional, vários alimentos desempenham efeitos biológicos benéficos 

em organismos que os ingerem e a estes é dado o nome de alimentos funcionais. Na composição 

destes alimentos são encontradas substâncias bioativas capazes de atuar na modulação de 

processos fisiológicos, que facilitam a manutenção de níveis saudáveis de triglicerídeos, na 

proteção das células frente a substâncias oxidantes, no equilíbrio do microbiota intestinal, na 

redução de colesterol, entre outros. 

Um exemplo de alimento funcional é o queijo, um produto lácteo bastante apreciado por 

vários consumidores não só devido à incomum complexidade e variedade de seus atributos 

sensoriais, mas também devido ao seu excepcional valor nutricional. Constitui uma importante 

fonte dietética de vários nutrientes e compostos promotores de saúde, como proteínas, 

aminoácidos, lipídios, ácidos graxos, ácido linoleico conjugado, minerais, vitaminas, 

compostos polifenólicos e peptídeos bioativos. 

Dentre os compostos citados, os peptídeos bioativos presentes nos queijos podem 

influenciar diretamente nas respostas fisiológicas de organismos e hoje em dia são explorados 

como ingredientes biologicamente ativos. Alguns estudos já foram realizados com o objetivo 

de conhecer as propriedades desses peptídeos em queijos de todo o mundo; como resultado, 

foram encontrados peptídeos com atividades antioxidante, anti-hipertensiva e antimicrobiana. 

Por conhecer a importância dos alimentos funcionais na atualidade, bem como a 

necessidade de novas enzimas coagulantes de leite que possam promover incremento da 

atividade biológica de queijos, objetivou-se com o presente estudo aplicar enzimas coagulantes 

de leite de Aspergillus tamarii URM6599 e de origem comercial na obtenção de queijos 

caprinos Minas Frescal e avaliar as atividades biológicas de seus peptídeos. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Alimentos funcionais 

A preocupação social acerca de temas relacionados à saúde tem crescido 

consideravelmente ao longo dos últimos anos. Um dos pontos relacionados a esse contexto, 

sobre o qual também é perceptível um aumento na preocupação da população, é a alimentação. 

Tem crescido o interesse das pessoas a respeito da importante relação existente entre a nutrição 

e a saúde. Esse cenário contribui para que seja atribuída grande importância à pesquisa relativa 

aos alimentos e ao desenvolvimento de novos produtos alimentícios que correspondam à 

relação entre hábitos alimentares e saúde. Daí parte a significativa relevância dos chamados 

alimentos funcionais, que vêm sendo bastante estudados, oriunda justamente de seu grande 

potencial em questões como a prevenção de doenças e a melhoria da saúde (REIS et al., 2017). 

 O conceito de alimentos funcionais remonta ao Japão nos anos 80, quando o Ministério 

da Saúde e do Bem-Estar do país criou um sistema regulatório para alimentos que produzissem 

benefícios à saúde. O objetivo do órgão japonês foi o de melhorar a saúde da população e 

controlar o constante aumento nos gastos públicos com essa que é, geralmente, uma fatia grande 

do orçamento dos governos. Desde então, diferentes países adotaram ideias também diferentes 

para definir os alimentos funcionais, de forma que não há uma definição universalmente aceita 

a respeito deles (KAUR; SINGH, 2017). 

 Apesar dessas diferenças, geralmente são considerados como pertencentes à categoria 

dos alimentos funcionais àqueles que incluem uma variedade de componentes benéficos para a 

saúde humana, que vão além dos efeitos da nutrição básica (KÜSTER-BOLUDA; VIDAL-

CAPILLA, 2017). 

 No Brasil, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) define, na Portaria nº 

398, de 30 de abril de 1999, que alimento funcional é aquele que pode, além de funções 

nutricionais básicas, quando se tratar de nutriente, produzir efeitos metabólicos e/ou 

fisiológicos e/ou efeitos benéficos à saúde, devendo ser seguro para consumo sem supervisão 

médica (BRASIL, 1999). 

   Os alimentos funcionais são encontrados em todas as categorias de alimentos, 

incluindo, por exemplo: produtos naturais, que são os componentes salutares presentes em 

frutas e vegetais; produtos alterados, que são grãos integrais e fibras em pães e cereais e o cálcio 

no leite; produtos fortificados, como o leite fortificado com vitamina D e sucos de fruta 

fortificados com vitamina C; produtos enriquecidos, a exemplo da margarina adicionada de 
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prebióticos e probióticos; e as commodities melhoradas, como ovos com conteúdo de ômega-3 

aumentado, produzidos pela alteração da dieta das galinhas (KAUR; SINGH, 2017). 

 O leite é um dos alimentos que figuram no conjunto daqueles que têm sido estudados 

enquanto alimentos funcionais e utilizados na fabricação de novos produtos dessa categoria, 

como o queijo. Além de serem alimentos conhecidos por representarem fontes alimentícias 

ricas em nutrientes essenciais como proteínas, vitaminas e minerais, os componentes desses 

dois alimentos têm demonstrado exercer efeitos importantes na saúde, o que contribui de 

maneira definitiva para que sejam considerados alimentos biologicamente ativos (LÓPEZ-

EXPÓSITO et al., 2017). 

 

2.2 Leite 

O leite é um líquido secretado por fêmeas mamíferas, das quais existem cerca de 4.500 

espécies em todo o mundo. É produzido para atender as necessidades nutricionais dos neonatos, 

como energia, aminoácidos essenciais e grupos aminos para a biossíntese dos não-essenciais, 

ácidos graxos, vitaminas, elementos inorgânicos e outros fatores nutricionais, como taurina e 

água (O’MAHONY; FOX, 2013). 

É uma bebida amplamente disseminada em todo o mundo e participa da dieta de milhões 

de indivíduos, fornecendo macro e micronutrientes importantes para a promoção do 

desenvolvimento e manutenção dos sistemas neurológico, muscular e esquelético. Além disso, 

é considerado também o alimento mais completo e de elevado valor biológico para alimentação 

humana (VISIOLI, 2016). 

O leite é definido como o produto obtido da ordenha completa, ininterrupta, em 

condições de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas (CORASSIN et al., 

2016); quando obtido de outros animais, deve-se denominá-lo segundo a espécie de que 

proceda, ou seja: quando de origem caprina, deve-se nomear como “leite de cabra” (BRASIL, 

2017). 

Em sua composição, adicionalmente alguns constituintes do leite apresentam outras 

funções fisiológicas para além da nutrição, como sistemas antimicrobianos (imunoglobulinas, 

lactoperoxidase, lactoferrina), enzimas e inibidores enzimáticos, proteínas transportadoras de 

vitaminas e fatores de crescimento e de controle celular; entretanto, como os requerimentos 

nutricionais e fisiológicos de cada espécie são únicos, a composição do leite mostra diferenças 

interespecíficas marcantes (FOX et al., 2017a), como pode ser visto na Tabela 1. 
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Tabela 1. Composição (%) comparativa do leite de diferentes espécies biológicas. 

Espécie Sólido Total Gordura Proteína Lactose Cinzas 

Homo sapiens 12,2 3,8 1,0 7,0 0,2 

Bos taurus 12,7 3,7 3,4 4,8 0,7 

Bos indicus 16,3 6,7 4,7 4,8 0,8 

Capra hircus 12,3 4,5 2,9 4,1 0,8 

Ovis aries 19,3 7,4 4,5 4,8 1,0 

Fonte: Adaptada de FOX et al. (2017a) 

 

Do ponto de vista tecnológico, as proteínas, lipídios, lactose, cálcio, fosfato e o pH são 

os componentes e características mais importantes do leite para a produção de seus derivados. 

As proteínas do leite podem ser divididas em duas categorias principais: caseínas e proteínas 

do soro. As caseínas são as proteínas dominantes e estão presentes no leite sob a forma de 

micelas de caseína; já as proteínas do soro são subprodutos do processo da fabricação do queijo 

e amplamente utilizadas pela indústria na formulação de alimentos (MOHAMMADIAN et al., 

2017). 

As caseínas são consideradas o principal componente proteico do leite, entretanto seu 

conteúdo pode variar, dependendo da espécie, da raça, do período de lactação e estação. São as 

únicas fosfoproteínas que estão em suspensão no leite como partículas coloidais. As principais 

caseínas existem em forte associação com elas mesmas e entre si na forma de partículas 

coloidais, de forma esférica, com diâmetro variando de 50 a 600 nm, com média aproximada 

de 150 nm, conhecidas como "micelas de caseína" (FOX; BRODKORB, 2008). 

Uma típica micela de caseína é constituída por mais de 20.000 moléculas de proteínas 

individuais. No caso de leite bovino, há quatro diferentes frações de caseína, αs1-caseína, αs2-

caseína, β-caseína e κ-caseína, em uma concentração de 4:1:3,5:1,5, respectivamente 

(DALGLEISH, 2011). 

Essas frações diferem em suas estruturas primárias, secundárias e terciárias e possuem 

diferenças nas massas moleculares. Apresentam ainda diferente conteúdo de aminoácidos; um 

exemplo é que somente as frações αs2-caseína e κ-caseína contêm cisteína. Este resíduo forma 

pontes de dissulfeto intermoleculares e a ausência dele, como observado nas frações αs1 e β, 

permite uma maior flexibilidade nessas moléculas. As caseínas, especialmente a β-caseína, são 
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proteínas de cadeias abertas e com predominância de estruturas primárias o que se deve, em 

parte, ao conteúdo de prolina distribuída na cadeia polipeptídica, que previne a formação de 

estruturas secundárias (DICKINSON, 1999). 

Em outras espécies, nem todos os tipos de caseína estão presentes. O leite humano, por 

exemplo, contém cerca de 30 a 50% de caseína, dependendo do estágio da lactação, sendo 

predominantemente a β-caseína, com pouca ou nenhuma αs-caseína (DALGLEISH, 2011). 

Dessa forma é possível inferir que as diferentes caseínas não são absolutas e nem preservadas 

entre as espécies. Ademais, dentro de cada grupo de caseínas aparecem variantes genéticas, de 

acordo com a espécie e raça animal (SGARBIERI, 2005). 

Outro exemplo interessante são as características inerentes às caseínas do leite bovino e 

caprino. O leite caprino apresenta aproximadamente as mesmas caseínas presentes no bovino, 

entretanto diferem em alguns aspectos. As micelas de caseína no leite bovino são pequenas (60 

a 80 nm) quando comparadas com as do leite caprino, que variam entre 100 e 200 nm 

(ZERVAS; TSIPLAKOU, 2013). Existem também diferenças no conteúdo das principais 

frações de caseína em leite de cabra e vaca, que estão apresentadas na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Frações de caseína (%) nos leites bovino e caprino. 

Fração Leite caprino Leite bovino 

αs-caseína 26 56 

β-caseína 64 33 

κ-caseína 10 11 

αs-caseína/β-caseína 0,41 1,70 

Fonte: Adaptada de Zervas e Tsiplakou (2013). 

 

O leite de cabra possui níveis acentuadamente diferentes de αs1-caseína e αs2-caseína 

daquelas encontradas no leite de vaca. O leite caprino apresenta conteúdo muito menor (ou 

nenhum) de αs1-caseína e maior αs2-caseína do que o leite bovino, que pode ter nenhum. Na 

Tabela 2 também é possível perceber que a β-caseína é a principal fração das caseínas totais no 

leite caprino, enquanto a αs1-caseína é a principal caseína no leite bovino (ZERVAS; 

TSIPLAKOU, 2013). 
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2.3 Leite caprino 

As cabras foram as primeiras espécies a serem domesticadas em criações racionais, a 

cerca de 8000 a.C. na Mesopotâmia, parte do Oriente Médio de hoje. Durante séculos, os 

humanos usaram as cabras para muitos fins em todos os continentes, no entanto, a tendência 

mundial é que a caprinocultura leiteira não é tão encorajada e/ou reconhecida, principalmente 

quando comparada com outros setores de produção animal, especialmente a bovinocultura 

leiteira (ZERVAS; TSIPLAKOU, 2011). 

Há muitas razões para que esta tendência ocorra, algumas delas é que apesar dos 

caprinos serem os principais fornecedores de produtos lácteos e de carne para a população rural, 

seus rebanhos são subestimados porque a maioria das criações não são oficialmente 

contabilizadas pelos órgãos governamentais; outra é que em muitos países, o leite caprino tem 

que concorrer com a alta produtividade do leite de vaca, e em outros com a diversidade de 

produtos (lã, carne, leite) e leite com alto conteúdo de sólidos para a produção de queijos das 

ovelhas; além disso, os produtos lácteos caprinos também concorrem em um mercado 

específico, em que produtos similares advindos de bovinos e ovinos são mais baratos 

(SLAČANAC et al., 2010). 

Todavia, em algumas áreas, pequenos ruminantes são valorizados por seus produtos 

específicos e são mantidos mesmo quando a criação de gado é possível ou praticada. Exemplos 

desse tipo de criação podem ser encontrados na França, Itália, Espanha, Portugal e alguns outros 

países europeus e mediterrâneos, onde o leite para processamento de queijos é produzido por 

ovelhas e cabras, às vezes em sistemas intensivos. Também na Ásia, onde o leite e produtos 

lácteos obtidos de ovinos e caprinos são preferidos aos de outros animais e em países islâmicos, 

onde cordeiros e cabritos desempenham papel importante em feriados e festas religiosas 

(GALL, 2013). 

A produção mundial de leite caprino em 2016 foi de 2,39%, contudo tem aumentado 

consideravelmente (FAO, 2016). Um dos fatores decisivos no crescimento do consumo de leite 

caprino e de seus produtos são os seus efeitos benéficos percebidos na saúde humana, 

plenamente reconhecidos pela comunidade científica. Além disso, possuem odores e sabores 

aceitáveis e atrativos e podem ser consumidos como alternativa ao leite bovino e seus produtos, 

pois são menos alergênicos e possuem maior digestibilidade. Os produtos advindos do leite 

caprino ainda podem ser utilizados na dieta de crianças e idosos (JANDAL et al., 1996; PARK 

et al., 2007; AMIGO; FONTECHA, 2011). 
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Na alimentação de crianças, o leite de cabra se caracteriza em um excelente alimento, 

sendo recomendado como substituto ideal do leite humano quando não há a possibilidade de 

amamentação. É o leite que mais se aproxima do leite humano, em termos de aminoácidos 

sulfurosos, como metionina e cisteína; além disso, tanto o leite humano, quanto caprino, são 

ricos em lisina, que é um aminoácido de grande importância na alimentação infantil. Ademais, 

é um leite muito apreciado por pessoas que apresentam alergia ao leite da vaca e outras 

enfermidades gastrointestinais (QUADROS, 2007; GOBBA et al., 2014; ZEBENE et al., 2014). 

Tem sido considerado também alimento fundamental na dieta de indivíduos por 

apresentar-se como fonte de sais minerais, vitaminas, proteínas e ácidos graxos (SILANIKOVE 

et al., 2010). A porcentagem de gordura total nos leites de cabra e vaca são bastantes 

semelhantes, embora duas características da gordura de leite de cabra têm consequências 

importantes para fabricação de produtos. Uma é o menor tamanho dos glóbulos de gordura em 

comparação às do leite de vaca. Em ambas as espécies os glóbulos variam de 1 a 10 µm de 

diâmetro. Porém o número de glóbulos com diâmetro menor que 5 µm é aproximadamente de 

60% no leite da vaca, em contraste com aproximadamente 80% no leite de cabra. Essa diferença 

resulta em textura mais suave nos produtos derivados do leite caprino. A segunda característica 

é a composição de ácidos graxos, com maior proporção de ácidos graxos de cadeia média, por 

exemplo o capróico (C6:0), caprílico (C8:0) e cáprico (C10:0), que são parcialmente 

responsáveis pelo odor característico de leite de cabra (SILANIKOVE et al., 2010). 

A lactose é o principal carboidrato presente tanto no leite bovino quanto no caprino; 

contudo, o teor de lactose é ligeiramente menor do que aquele observado no leite de vacas, 

apresentando 4,1% frente a 4,8% destes últimos (SILANIKOVE et al., 2010; FOX et al., 

2017a). Em relação aos minerais, o leite caprino apresenta cerca de 0,70 a 0,85% e 

concentrações maiores de cálcio, fósforo e potássio, quando comparado ao leite bovino; quanto 

às vitaminas, o leite de cabra apresenta maior teor de vitamina A, já que cabras conseguem 

converter o β-caroteno dos alimentos em vitamina A (SLAČANAC et al., 2010).  

Diante deste cenário, é possível ressaltar que o leite caprino se apresenta como matéria-

prima aos mais variados produtos; industrialmente, há a possibilidade de aplicação de variadas 

operações tecnológicas para a obtenção de derivados lácteos com diferentes características 

sensoriais, nutricionais e, mais recentemente, de promoção de saúde. É considerado ainda 

importante fonte de proteínas e sua demanda está associada à produção de iogurtes e queijos, 

principalmente (ROHENKOHL et al., 2011; PEREIRA et al., 2016). 
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2.4 Queijos 

Queijo é o nome genérico de um grupo de produtos à base de leite fermentados, 

produzidos em todo o mundo em uma grande diversidade de aromas, texturas e formas. 

Acredita-se que o queijo surgiu no “Crescente Fértil”, entre os rios Eufrates e Tigre, no Iraque, 

há cerca de 8.000 anos, durante a chamada “Revolução Agrícola”. Assim que as primeiras 

espécies de mamíferos foram domesticadas, o valor nutritivo do leite e outros produtos lácteos 

foi reconhecido e se tornaram componentes importantes na dieta humana (FOX et al., 2017b). 

Na teoria mais provável do seu surgimento, há o relato de que pastores observaram que 

o leite acidificava e era separado em massa e soro e, sendo a massa moldada e mais seca, 

resultava em um tipo de alimento de fácil obtenção. Também naquela época, foi observado que 

a coalhada ácida gerava estabilidade no produto durante o armazenamento e que, quando 

desidratada e salgada, essa estabilidade aumentava consideravelmente (PAULA et al., 2009). 

Em outra teoria, antes da utilização da cerâmica, o queijo teria sido descoberto pela utilização 

de bolsas feitas de peles ou estômagos de animais para estocagem do leite, fato muito comum 

à época e que permanece em alguns países até os dias atuais. Ao ser estocado em tal recipiente, 

o leite entraria em contato com enzimas coagulantes do tecido animal e se coagularia durante a 

estocagem, liberando o soro (FOX, 1993). 

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), o 

queijo: 

 

É o produto fresco ou maturado que se obtém por separação parcial do soro 

do leite ou leite reconstituído (integral, parcial ou totalmente desnatado), ou 

de soros lácteos, coagulados pela ação física do coalho, de enzimas 

específicas, de bactérias específicas, de ácido orgânicos, isolados ou 

combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou sem 

agregação de substâncias alimentícias e/ou especiarias e/ou condimentos, 

aditivos especificamente indicados, substâncias aromatizantes e matérias 

corantes (BRASIL, 1996). 

 

Essencialmente, o queijo é um produto de umidade variável, com longa vida útil, quando 

comparado ao leite. O processo de fabricação do queijo promove desidratação parcial do leite 

que, juntamente com a adição de sal e diminuição do pH, confere um efeito conservador e 

seguro para o consumo. É considerado um alimento lácteo de alta densidade nutricional que 

fornece aos consumidores uma grande variedade de texturas, aromas e sabores. Essa variedade 



26 
 

é essencialmente resultado das origens históricas, geográficas e ambientais de cada tipo de 

queijo. São distintos, por exemplo, quanto ao tipo de leite utilizado, que pode derivar de vários 

mamíferos; dos diferentes ingredientes, dos procedimentos do processamento e das condições 

de maturação utilizados em sua fabricação (CHANDAN; KAPOOR, 2011a). 

Queijos e seus produtos derivados são consumidos como tal ou são utilizados como 

ingredientes em entradas, pratos principais e como lanches prontos. Os produtos derivados de 

queijo são projetados para serem consumidos como fatias em sanduíches ou como molhos e 

cremes que podem servir de cobertura para vegetais ou bolachas (CHANDAN, 2011). 

A elaboração de um queijo é um processo bastante simples, mas envolve fenômenos 

químicos e físicos complexos. É essencialmente um processo de concentração, procedendo com 

etapas de fabricação projetadas para controlar a química das moléculas de caseína (JOHNSON; 

LAW, 2010). A Figura 1 apresenta as etapas básicas de fabricação de queijo coagulado 

enzimaticamente. 

 

Figura 1. Etapas básicas de fabricação de queijo coagulado enzimaticamente. 

 

 

Fonte: Adaptado de Paula et al. (2009). 
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Várias etapas estão envolvidas na produção de queijos, as principais são: coagulação, 

acidificação, dessoramento dos grãos (sinérese), enformagem, prensagem, salga e maturação 

(PAULA et al., 2009).  Essas etapas são comuns na elaboração da maior parte dos queijos pelo 

mundo e as diferenças dentro e entre as variedades de queijos são das modificações exercidas 

nestas etapas, resultando em distintas características, como aparência, textura e flavour 

(SANT’ANA, 2013). 

Etapa fundamental para o início do processamento de queijos é a preparação do leite, 

que no geral inclui os passos de seleção, padronização e tratamento térmico do mesmo. 

Processos como alta pressão e ultrafiltração também podem ser realizados, a depender do 

objetivo do produto final (CASTRO et al., 2015). 

Após tratamento do leite, a coagulação é realizada, sendo o passo crucial na produção 

de queijo e etapa em que ocorre a hidrólise da principal proteína do leite, a caseína, resultando 

na formação da coalhada. É por meio desta etapa em que proteínas, gorduras e as frações 

minerais e vitamínicas consolidam-se na forma sólida (CHANDAN; KAPOOR, 2011b).  

A coagulação pode ser realizada pela adição de enzimas proteolíticas, como a 

quimosina, ao leite. A ação coagulante da quimosina, em especial, é obtida pela hidrólise da 

ligação Fenilanina105-Metionina106 da κ-caseína, que transforma a caseína, anteriormente 

inserida em um sistema coloidal, em um agregado instável. Neste processo, parte da água 

juntamente com as proteínas do soro e parte do conteúdo de lactose são perdidos na sinérese, 

processo no qual o soro é expulso do gel de caseína (JANHØJ; QVIST, 2010). 

A etapa de corte consiste em dividir o coágulo em partes iguais a fim de facilitar a 

expulsão do soro. Para queijos moles, o corte da coalhada é reduzido, obtendo-se blocos 

grandes. Quando se pretende elaborar um queijo mais duro, é necessário corte mais intenso, 

objetivando obter proporções menores, as quais condicionam uma maior intensidade de 

dessoramento. Em termos descritivos, fala-se de coalhada do tamanho de ladrilho, de noz, de 

grão-de-bico ou de arroz. Para que a sinérese ocorra de forma eficiente, realiza-se ainda agitação 

da coalhada cortada, mediante movimento contínuo do lactossoro (ORDÓÑEZ PEREDA, 

2005). 

Após o dessoramento, a massa é então colocada em formas de tamanho e formato 

específicos, em um processo chamado de enformagem ou moldagem. Nesta etapa ocorre ainda 

dessoragem final do lactossoro presente entre os grãos da coalhada e a formação de uma massa 

contínua e homogênea. Queijos de alta umidade formam massa sem a necessidade de 

prensagem, enquanto aqueles de baixa umidade necessitam de pressão mecânica para que sejam 
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moldados. Os queijos podem ser moldados em formas que vão de 250 gramas até 80 quilos, a 

depender da variedade (FOX et al., 2015). 

A salga por sua vez, é outra importante etapa na elaboração de queijos e possui como 

objetivos o controle do crescimento microbiano e das atividades enzimáticas, a promoção da 

sinérese e a modificação do flavour, textura e outras propriedades físicas. Esta etapa é realizada 

em todas as variedades de queijo em algum momento da fabricação, podendo-se utilizar três 

métodos: sal aplicado sobre a superfície do queijo, mistura do sal com a coalhada antes da 

dessoragem ou ainda imersão do queijo em salmoura (GUINEE, 2004; ORDÓÑEZ PEREDA, 

2005). 

A fase final da elaboração de queijos é a maturação, que ocorre durante determinado 

tempo, em definidas temperatura e umidade relativa. Algumas variedades são maturadas por 

períodos que vão de três semanas, como o Mozzarella, até dois anos, como o Parmesão. 

Geralmente, o período de maturação é inversamente proporcional ao teor de umidade do queijo. 

Todavia, muitos queijos são consumidos frescos, sem necessidade de maturação, a exemplo do 

queijo Minas Frescal (FOX et al., 2015). 

 

2.5 Queijo Minas Frescal 

Em toda a América Latina, os queijos frescais são muito comuns. No México os tipos 

Panela e Dobla Crema são exemplos, possuindo teor de umidade entre 50 e 55%. Na Colômbia, 

o queijo tipo Camposino representa o típico Frescal, apresentando teor de umidade entre 47 a 

51% (BALLINGER, 2001). 

Esses tipos de queijo são denominados também de queijos frescos, que podem ser 

elaborados a partir de leite de vaca, cabra, ovelha ou búfala, sejam pasteurizados, desnatados, 

semidesnatados ou adicionados de creme de leite, coagulados por coagulantes, fermentos 

lácteos ou ação mista. São queijos com sabor lácteo, suave, de elevada umidade, com formação 

ou sem formação de crosta fina e não maturados. São produtos também bastante perecíveis, 

com prazo de validade reduzido, podendo ser consumidos logo após o término de seu 

processamento (RODRIGUES, 2016). No Brasil, como exemplos de queijos frescos, têm-se os 

queijos Coalho e Minas Frescal. 

O queijo tipo Minas Frescal é um dos queijos mais populares e importantes do Brasil 

devido ao elevado rendimento, baixo custo do produto final e simplicidade no processo de 

fabricação, que torna o produto atraente para a indústria de laticínios (BRIGIDO et al., 2004; 

ABIQ, 2017). 
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A fabricação do Minas Frescal foi iniciada no século XVIII, em regiões onde criações 

de gado leiteiro predominavam. A técnica foi introduzida por imigrantes dinamarqueses e 

holandeses na região sul de Minas Gerais e Serra da Mantiqueira, e posteriormente difundida 

para o território nacional. Com o passar dos anos, a tecnologia de fabricação dos queijos foi 

repassada de geração a geração e ainda é muito valorizada, principalmente em 

empreendimentos de agricultura familiar (VINHA et al., 2010).  

De acordo com o MAPA, o queijo Minas Frescal é um queijo fresco obtido por 

coagulação enzimática do leite com coalho e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas, que 

pode ser complementada ou não com a ação de bactérias láticas específicas. É obtido na forma 

de uma massa coalhada, dessorada, não prensada, salgada e não maturada. É ainda classificado 

como queijo semigordo, de muito alta umidade, a ser consumido fresco, de consistência branda 

e macia, com ou sem olhaduras mecânicas, possuindo cor esbranquiçada e sabor suave a 

levemente ácido. Pode apresentar uma leve crosta fina e é comercializado na forma cilíndrica e 

com peso variando de 0,3 a 5 kg (BRASIL, 1996; 2004). A Figura 2 mostra um exemplar de 

um queijo Minas Frescal. 

 

Figura 2. Exemplar de queijo Minas Frescal. 

 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 
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Comercialmente podemos encontrar queijos Minas Frescal de produção industrial e 

caseira, sendo considerado como caseiro aquele produzido sem maiores tecnologias e que 

geralmente é vendido sem rótulo (VISOTTO et al., 2011). Ambos os tipos de queijo apresentam 

grande variabilidade, em termos de padronização de consistência, textura, sabor, durabilidade 

e rendimento, principalmente os advindos de produção caseira. Isso ocorre devido à adoção de 

diferentes técnicas de fabricação empregadas em todo o Brasil (FURTADO; LOURENÇO 

NETO, 1994).  

Apesar do queijo Minas Frescal ser comumente elaborado com leite de vaca, 

pesquisadores da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA) desenvolveram 

um queijo Minas Frescal com leite de cabra com sucesso (EGITO et al., 2009). Na elaboração 

deste produto foi utilizada enzima coagulante de leite comercial, entretanto sabe-se que outras 

enzimas advindas de micro-organismos podem ser utilizadas para obtenção de queijos. 

 

2.6 Proteases coagulantes de leite de origem microbiana 

Proteases, peptidases ou enzimas proteolíticas são denominações referentes às enzimas 

capazes de hidrolisar ligações peptídicas (ANTÃO; MALCATA, 2005). É uma das mais 

importantes enzimas. Desempenham papel significante em alguns mecanismos bioquímicos no 

processo de manutenção de todos os organismos e são amplamente utilizadas em indústrias 

farmacêuticas, têxteis, de couro, de detergentes e alimentícias (SIRITAPETAWEE et al., 2012). 

Em alimentos desempenham importante ação, dado que a proteólise gerada pela enzima 

altera as propriedades químicas, físicas e biológicas das proteínas. A hidrólise de proteínas 

alimentares, por exemplo, é realizada para melhoria das características nutricionais, 

retardamento da deterioração, prevenção de interações indesejáveis, mudança de sabores e 

odores, remoção de fatores tóxicos ou inibitórios e modificação de diferentes propriedades 

funcionais, como solubilidade, formação de espuma, capacidades emulsificantes e coagulação 

(PARDO et al., 2000). 

Especificamente na indústria láctea, as proteases podem ser adicionadas para objetivos 

que variam da coagulação do leite a processamento e maturação do queijo, melhoria da vida 

útil, até tratamento de águas residuais advindas da indústria de laticínios (TRANI et al., 2017). 

Todavia, a aplicação principal de proteases neste tipo de indústria está na fabricação de queijos, 

através da coagulação da caseína do leite. Essas proteases podem ser divididas em: coagulante 

de origem animal, coagulante de leite de origem microbiana e coagulante animal geneticamente 

modificado (AGUILAR et al., 2018). 



31 
 

O coagulante de origem animal é obtido na extração do abomaso de ruminantes jovens, 

como bezerros. O coagulante possui em sua composição as enzimas quimosina e pepsina em 

frações que dependem da idade dos animais quando abatidos bem como de sua dieta anterior. 

A quimosina é conhecida por sua alta especificidade na clivagem do glicomacropeptídeo da 

cadeia de κ-caseína, que desencadeia a desestabilização das micelas de caseína e, portanto, 

induz a coagulação do leite (JACOB et al., 2011). 

Apesar de ser a mais utilizada, o consumo de coagulante de origem animal na 

contemporaneidade é fonte de preocupações éticas. Além disso, a oferta deste tipo de 

coagulante diminuiu e, com isso, a busca e interesse por outras enzimas capazes de coagular o 

leite para substituir àquelas extraídas do estômago de bezerros aumentaram consideravelmente 

(ALECRIM et al., 2014). 

Dentro deste contexto, as fontes preferidas para obtenção de proteases coagulantes de 

leite são as de origem microbiana, devido à sua grande diversidade bioquímica e 

susceptibilidade à manipulação genética. Além disso, a produção por micro-organismos tem 

uma melhor aceitação por pessoas cujos hábitos alimentares e crenças religiosas são contra o 

uso de enzimas de origem animal (MERHEB-DINI et al., 2010; BELMESSIKH et al., 2013) 

Dessa forma, a busca por proteases coagulantes de leite produzidas por micro-

organismos é bastante intensa, entretanto, não é atual. Em 1967, Arima, Iwasaki e Tamura 

realizavam um dos primeiros trabalhos científicos em busca de potenciais micro-organismos 

produtores de substâncias coagulantes de leite. Neste trabalho, em uma seleção entre 800 

espécies de bactérias e fungos isolados de solo, encontraram o fungo filamentoso Mucor 

pusillus Lindt como um potente produtor de protease coagulante. 

Em outro estudo, Sardinas (1968) realizou uma triagem microbiológica para encontrar 

uma enzima que pudesse substituir o coalho animal. Entre 381 bactérias e 540 fungos, apenas 

o fungo Endothia parasitica produziu um substituto adequado à função. Em estudos mais 

recentes, Merheb-Dini et al. (2010) trabalharam com o fungo Thermomucor indicae-seudaticae 

N31, que demonstrou produção de enzimas coagulantes de leite com alta atividade de 

coagulação; e Silva et al. (2016), ao trabalharem com o fungo Rhizomucor miehei, encontraram 

excelente produção de protease que pode funcionar na coagulação do leite para preparação de 

queijos. 

De todos os coagulantes microbianos bem conhecidos e utilizados para fabricação de 

queijo, a maioria são de origem fúngica. As enzimas coagulantes de leite produzidas por estas 

espécies podem ainda ser aplicadas industrialmente na síntese de peptídeos bioativos e 
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hidrolisados de caseína (HARBOE et al., 2010; SILVA et al., 2016). Durante a elaboração de 

queijos, as proteases coagulantes obtidas destas espécies podem liberar importantes 

componentes biologicamente ativos, originários da proteólise das micelas de caseína. A esses 

componentes é dado o nome de peptídeos bioativos (EGGER; MÉNARD, 2017). 

 

2.7 Peptídeos bioativos 

As proteínas são um dos principais componentes dos alimentos, encontradas 

principalmente em produtos como o leite e seus derivados. Com frequência, elas têm suas 

propriedades nutricionais, funcionais e biológicas modificadas pelos procedimentos utilizados 

no processamento de alimentos. É o que ocorre, por exemplo, durante a fermentação necessária 

para a produção de iogurte ou queijo (TOLDRÁ et al., 2017). 

As modificações nas proteínas ocasionadas por tais processos são, por sua vez, 

responsáveis por alguns aspectos. Dentre os principais está a liberação dos chamados peptídeos 

bioativos, que são pequenas sequências de aminoácidos que apresentam baixa massa molecular 

(LAFARGA; HAYES, 2014).  

Além de liberados por essas modificações nas proteínas, os estudos também descrevem 

que os peptídeos bioativos podem ser obtidos por meios de outros mecanismos. É o caso, por 

exemplo, de peptídeos liberados pela hidrólise de proteases comerciais utilizadas em 

subprodutos da carne (RYDER et al., 2016) e durante a digestão gastrointestinal de alimentos 

como o queijo (PEPE et al., 2016). De modo geral, estão presentes em uma grande variedade 

de alimentos ricos em proteínas, que são consumidos regularmente pela população (EGGER; 

MÉNARD, 2017). 

Na contemporaneidade, os peptídeos bioativos têm despertado amplo interesse e são 

bastante pesquisados, principalmente devido ao seu potencial na promoção de saúde humana 

em paralelo à nutrição. A relevância deles nesse quesito decorre do fato de serem fragmentos 

proteicos que podem interagir com receptores selecionados dentro de determinado organismo 

e, na interação, passam a regular funções fisiológicas importantes no corpo (MOHANTY et al., 

2016). 

As funções fisiológicas reguladas pelos peptídeos bioativos variam conforme a 

sequência de aminoácidos específica e sua localização dentro da proteína. Têm sido descritas 

por estudos que as reproduziram in vitro, por meio de ensaios bioquímicos, ou in vivo, com 

células e modelos animais e humanos. Nesse sentido, os peptídeos podem influenciar 
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numerosas respostas fisiológicas, tais como as atividades cardiovascular, digestiva, endócrina, 

imunológica e neurológica (MOHANTY, 2016). 

Por causa da alta qualidade de suas proteínas e das possibilidades de transformação 

tecnológica e fermentação, o leite e seus derivados, como o queijo, são produtos conhecidos 

como fontes ideais de peptídeos bioativos (EGGER; MÉNARD, 2017). Além disso, um grande 

número de efeitos na promoção da saúde tem sido atribuído a peptídeos bioativos liberados 

desses produtos lácteos (MARCONE et al., 2017). A Figura 3 esquematiza e sumariza a geração 

e as funcionalidades fisiológicas dos peptídeos derivados das proteínas do leite. 

 

Figura 3. Esquema da geração de peptídeos bioativos derivados das proteínas do leite. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Marcone et al. (2017). 

 

Além disso, como são elementos naturais, seu impacto na saúde deriva da questão de 

serem uma interessante alternativa aos efeitos colaterais e consequências ocasionadas pelo uso 

de peptídeos sintéticos e medicamentos no tratamento de doenças. Assim, seu desenvolvimento 

e uso trarão benefícios sociais e reduzirão os impactos econômicos advindos de questões como 

os maus hábitos e o envelhecimento da população (TOLDRÁ et al., 2017). 

 

2.7.1 Peptídeos antioxidantes 

Radicais livres são os produtos fisiológicos de processos metabólicos endógenos, como 

a respiração em organismos aeróbicos. Esses radicais exercem funções e estão envolvidos em 
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processos benéficos como a defesa contra infecções. No entanto, em níveis altos, esses radicais 

causam malefícios, pois atuam atacando ácidos nucleicos como o DNA e as proteínas, por 

exemplo. Em condições normais, tais espécies reativas ao oxigênio (ROS) são controladas por 

sistemas endógenos antioxidantes enzimáticos e não-enzimáticos. Contudo, falhas nessa 

regulação podem ocorrer, fazendo com que esses sistemas não consigam proteger o organismo 

contra esses radicais reativos (SARMADI; ISMAIL, 2010). 

Tais desregulações apresentam como consequência o estresse oxidativo, condição na 

qual a produção de moléculas reativas ao oxigênio supera sua eliminação ou quando essa 

eliminação é inadequada. Por sua vez, o estresse oxidativo está relacionado ao 

desencadeamento, em seres humanos, de importantes doenças crônicas como as 

cardiovasculares, as neurodegenerativas (Alzheimer e Parkinson), o câncer e também ao 

aceleramento do processo de envelhecimento (PEPE et al., 2016). 

Esse quadro conduz à necessidade de consumo, pelos seres humanos, de substâncias 

antioxidantes capazes de prevenir e neutralizar o estresse oxidativo e seus graves efeitos, 

fortalecendo a capacidade antioxidante do corpo e ajudando-o a manter uma condição 

balanceada. Por esta razão, antioxidantes sintéticos são empregados como aditivos no alimento, 

mas o uso desses componentes químicos tem sido diminuído por apresentarem efeitos colaterais 

como dano ao DNA. Dessa forma, antioxidantes naturais vêm sendo bastante estudados e são 

considerados excelentes substâncias de auxílio ao sistema de defesa endógeno, em substituição 

aos sintéticos, na ação contra o estresse oxidativo, sem que apresentem efeitos colaterais (SILA; 

BOUGATEF, 2016). 

Esses antioxidantes naturais podem ser encontrados nas proteínas dos alimentos e na 

forma de peptídeos bioativos. No intuito de desvelar seu funcionamento, métodos químicos 

com diferentes formas de ação foram desenvolvidos para medir a capacidade antioxidante 

desses elementos. Essa variedade ocorre devido à complexidade das reações oxidativas que 

acontecem em sistemas biológicos e alimentícios (CHAKRABARTI et al., 2014).  

O mecanismo de ação das proteínas alimentícias e os peptídeos pode ocorrer por 

inibição da peroxidação lipídica, eliminação de radicais livres, quelação de íons metálicos de 

transição, dentre outros. Além disso, por meio da indução de genes, mantêm as células 

protegidas de danos causados por espécies reativas ao oxigênio, como já comentado 

anteriormente (SARMADI; ISMAIL, 2010). 

As proteínas do leite, bem como os respectivos peptídeos bioativos liberados, estão entre 

os mais estudados no que diz respeito à capacidade antioxidante. Especificamente, as proteínas 



35 
 

do leite de cabra são também consideradas uma fonte de peptídeos bioativos com capacidade 

antioxidante. Estudos demonstraram alta atividade antioxidante em cinco peptídeos obtidos a 

partir de uma combinação de hidrólise neutra e alcalina da caseína do leite de cabra (LI et al., 

2013) e excelente capacidade de eliminação de radicais superóxidos em peptídeos solúveis 

liberados de proteínas do leite de cabra hidrolisadas por pepsina (AHMED et al., 2015). 

Estudos também vêm demonstrando alta atividade antioxidante em peptídeos obtidos 

de queijos. Silva et al. (2012) avaliaram peptídeos solúveis em água extraídos do queijo Coalho 

que apresentaram atividade antioxidante de 91,1%. Em outros estudos, os peptídeos solúveis 

em água de queijo tipo Parmigiano-Regiano apresentaram atividade de eliminação de radicais 

livres (BOTESSINI et al. 2013); atividade antioxidante, por meio de eliminação de radicais, em 

três peptídeos identificados no queijo tipo Burgos (TIMÓN et al., 2014) e significantes efeitos 

de redução do estresse oxidativo, tanto pela inibição de surgimento de espécies reativas ao 

oxigênio quanto pelo aumento da resposta antioxidante, em dois hexapeptídeos liberados da 

digestão gastrointestinal in vitro do queijo tipo Stracchino (PEPE et al., 2016).  

Diante do exposto, esses achados demonstram que queijos podem representar uma fonte 

promissora de peptídeos antioxidantes, que podem atuar de maneira benéfica na saúde; ademais, 

ainda podem ser incorporados em produtos farmacêuticos ou em formulações nutracêuticas 

(SILVA et al., 2012). 

 

2.7.2 Peptídeos anti-hipertensivos  

Estima-se que a hipertensão arterial (HA) afete um terço da população ocidental, 

tornando-a altamente prevalente e um importante fator de risco para o desenvolvimento de 

acidente vascular cerebral (AVC), de doença cardíaca coronária, insuficiência cardíaca e 

falência renal nos Estados Unidos e em todo o mundo (BHAT; KUMAR; BHAT, 2017). No 

Brasil, a hipertensão atinge cerca de 32,5% (36 milhões) de indivíduos adultos e mais de 60% 

dos idosos, contribuindo direta ou indiretamente para 50% das mortes por doenças 

cardiovasculares (SCALA; MAGALHÃES; MACHADO, 2015). 

Para tratamento da hipertensão, é importante o conhecimento sobre o controle da 

pressão arterial, realizado por meio de várias vias bioquímicas interativas, sendo o sistema 

renina-angiotensina considerado o mais importante. Neste sistema, a enzima conversora de 

angiotensina (ECA) desempenha um papel crítico na regulação da pressão arterial: converte a 

angiotensina I, um decapeptídeo inativo, em angiotensina II, um potente octapeptídeo 

vasoconstrital; além disso, a ECA também inativa a bradicinina, um vasodilatador anti-
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hipertensivo, resultando dessa forma em aumento da pressão sanguínea. Assim, uma das ações 

frente à hipertensão é garantir a inibição da ação catalítica da ECA, reduzindo 

consequentemente a pressão arterial no corpo (PUCHALSKA; ALEGRE; LÓPEZ, 2014; 

MORA; ARISTOY; TOLDRÁ, 2016). 

As drogas sintéticas captopril, enalapril e ramipril possuem ações baseadas na inibição 

da ECA, contudo, o uso desses medicamentos pode causar sérios efeitos colaterais, como tosse, 

erupções cutâneas, náuseas, vômitos e tonturas. Tal fato levou pesquisadores a buscar outros 

inibidores de ECA mais seguros, inovadores e baratos, que podem ser utilizados tanto na 

prevenção, como no tratamento de doenças cardiovasculares (RAI; SANJUKTA; JEYARAM, 

2015). 

Entre estas novas fontes de inibidores pesquisadas, peptídeos derivados do 

processamento de alimentos são alguns dos nutracêuticos emergentes aptos para redução da 

pressão arterial, principalmente aqueles derivados do leite. Em 2015 um estudo sugeriu que o 

consumo de laticínios como leite, iogurte, requeijão e queijo, como parte de uma alimentação 

saudável, se associou com menor elevação da pressão arterial e menor risco de desenvolvimento 

de hipertensão em 2.636 indivíduos ao longo do tempo (RAI; SANJUKTA; JEYARAM, 2015; 

WANG et al., 2015). 

Os autores do estudo relataram que alguns nutrientes e substâncias bioativas presentes 

nestes laticínios podem contribuir em potenciais mecanismos subjacentes para redução da 

pressão arterial; os alimentos lácteos são fontes ricas de ácidos graxos de cadeia média e 

micronutrientes tais como cálcio, potássio e magnésio, além de vários peptídeos bioativos 

(WANG et al., 2015). 

Especificamente em queijos, peptídeos com atividade inibitória da ECA já foram 

encontrados. No estudo realizado por Gomez-Ruiz et al. (2006), entre diferentes queijos 

espanhóis, elaborados com diversas tecnologias e leite de diferentes espécies, o queijo Cabrales 

apresentou atividade inibitória de ECA de 76,1%; em outra pesquisa, os extratos solúveis de 

queijos Asiago também apresentaram atividade inibidora de ECA (LIGNITTO et al., 2010). 

Assim, muitos peptídeos bioativos derivados do leite apresentam eficientes atividades 

anti-hipertensivas in vivo e in vitro e há um interesse global no potencial terapêutico destes para 

o tratamento e prevenção da hipertensão arterial (BHAT; KUMAR; BHAT, 2017). 
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2.7.3 Peptídeos antimicrobianos 

Nos últimos anos, a resistência de bactérias a múltiplas drogas e os potenciais riscos 

para a saúde representados pelos conservantes químicos, rotineiramente utilizados a fim de 

evitar deterioração microbiana, tornaram-se um grave e crescente problema. Diante deste 

contexto, pesquisadores do mundo inteiro buscam novas estratégias antimicrobianas. Um dos 

avanços mais interessantes das pesquisas realizadas é a descoberta dos chamados peptídeos 

antimicrobianos (TANG et al., 2015). 

Esses peptídeos geralmente são pequenas moléculas catiônicas, formadas de 10 a 40 

aminoácidos, comumente possuem uma fração substancial de resíduos hidrofóbicos. São 

encontrados em todos os organismos, como componentes-chave do sistema imune inato, 

essenciais na defesa do hospedeiro contra infecções (MALMSTEN et al., 2014). Podem ser 

obtidos também de variadas fontes e alguns estudos já os obtiveram de organismos aquáticos 

(TANG et al., 2015), plantas (CAPRIOTTI et al., 2015), leite (MCCANN et al., 2006) e ovos 

(MINE et al., 2004).  

Vários mecanismos microbicidas podem ser encontrados nos peptídeos 

antimicrobianos. Danos em bactérias, incluindo inibição da síntese de DNA, RNA e proteica já 

foram relatados, entretanto o principal modo de ação dos peptídeos antimicrobianos é a ruptura 

das membranas bacterianas (BRODGEN, 2005).  É consenso entre os pesquisadores que a 

interação entre os peptídeos e a célula alvo é passo importante para o desencadeamento da ação 

antimicrobiana, independentemente do tipo de atividade antimicrobiana (REDDY; YEDERY; 

ARANHA, 2004). 

A atração inicial entre o peptídeo e a célula alvo ocorre através de ligação eletrostática 

do peptídeo catiônico e componentes das membranas celulares externas carregadas 

negativamente, tais como os lipopolissacarídeos em bactérias Gram negativas ou ácidos 

lipoteicóicos, nas Gram positivas (JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006). 

Para explicar a ação dos peptídeos na membrana celular microbiana, alguns modelos de 

inserção e impermeabilização dos peptídeos foram propostos pela literatura, sendo os modelos, 

barrel stave, carpet e toroidal os mais citados e estudados (BRODGEN, 2005). No modelo 

barrel stave (Figura 4A) há a penetração dos peptídeos na membrana plasmática dos micro-

organismos. Após fixação dos peptídeos nas membranas plasmáticas, ocorre a formação de um 

feixe na membrana com um lúmen central, assemelhando-se a um barril, onde as regiões 

hidrofóbicas dos peptídeos se alinham com o núcleo lipídico da bicamada da membrana, ao 
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passo que a face hidrolítica do peptídeo forma a porção interna de um poro aquoso (BROGDEN, 

2005; TRAVKOVA et al., 2017). 

No modelo carpet (Figura 4B), os peptídeos recobrem a membrana e interagem apenas 

com as porções lipídicas das membranas celulares. Neste modelo, em altas concentrações, os 

peptídeos são orientados paralelamente à superfície, reorientados de forma que sua porção 

hidrofílica se direcione ao centro hidrofóbico da membrana, mantendo ainda contato com as 

cabeças aniônicas dos grupos fosfolipídicos. A membrana dessa forma é desagregada 

semelhante a uma ação detergente, levando à formação de micelas (BRODGEN, 2005; 

TRAVKOVA et al., 2017). 

De forma parecida ao modelo barrel stave, o modelo toroidal (Figura 4C) forma poros 

na membrana celular microbiana. Entretanto, os peptídeos interagem somente com as porções 

lipídicas da membrana celular. Nesse modelo, os peptídeos inserem-se de forma perpendicular 

à camada lipídica, induzindo as monocamadas a se dobrarem continuamente através dos poros 

de modo que o núcleo aquoso esteja revestido pelos peptídeos inseridos e pelas cabeças dos 

grupos lipídicos também (BRODGEN, 2005; TRAVKOVA et al., 2017) 

 

Figura 4. Diferentes modelos de ação de peptídeos antimicrobianos: A – Modelo barrel stave; 

B – Modelo carpet; e C – Modelo toroidal. A porção vermelha do peptídeo representa a 

superfície hidrolítica, enquanto a porção azul a hidrofóbica. 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Travkova et al. (2017). 
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Apesar dos peptídeos apresentarem excelente atividade antimicrobiana, definir uma 

sequência única que possa servir de modelo ideal para formulação de antibióticos é difícil, pois 

a maioria dos peptídeos antimicrobianos descritos são extremamente diversos em suas 

propriedades estruturais. Além disso, o mecanismo molecular e a via de permeação da 

membrana celular microbiana dependem de outros parâmetros, como da composição da 

membrana lipídica inerente a cada micro-organismo e da concentração de peptídeos utilizada 

(SHAI et al., 2002; KOSIKOWSKA; LESNER, 2016). 

Independente das vantagens dos peptídeos antimicrobianos, seu uso como agente 

terapêutico tem algumas limitações que precisam ser superadas. Estas incluem a falta de 

estabilidade (em estudos in vivo), potenciais toxicidades de alguns peptídeos (quer para células 

hospedeiras ou em modelos animais) e seu tamanho grande (> 20 aminoácidos), o que aumenta 

custos globais de produção e fabricação limitando o potencial dessas drogas como terapêuticas 

(FUENTES-NÚÑES et al., 2017). 

Apesar da maioria dos estudos ser dedicada ao desenvolvimento de agentes terapêuticos, 

peptídeos antimicrobianos também são propostos como conservantes. Na indústria alimentícia, 

os peptídeos antimicrobianos, em especial aqueles produzidos por bactérias, tem sido 

pesquisados nos últimos anos devido ao seu potencial uso como conservantes naturais 

(ESPITIA et al., 2012). 

Esses peptídeos podem ser adicionados diretamente à matriz alimentícia, como é o caso 

de bacteriocinas já disponíveis para venda, como o MicrogardTM. Além da adição direta, os 

peptídeos também já apresentaram potencial para serem incorporados em superfícies de corte e 

equipamentos envolvidos na preparação e processamento de alimentos, bem como em 

embalagens de alimentos (APPENDINI; HOTCHKISS, 2002). 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Obter e aplicar enzimas coagulantes de leite de Aspergillus tamarii URM6599 e de 

origem comercial na elaboração de queijos caprinos Minas Frescal e avaliar as atividades 

biológicas de seus peptídeos. 

 

 

3.2 Objetivos específicos 

3.2.1 Capítulo I 

 

• Produzir enzimas coagulantes de leite a partir de Aspergillus tamarii URM6599; 

• Otimizar a produção das enzimas coagulantes de leite através de planejamento fatorial 

23 e delineamento composto central (DCC); 

• Avaliar a toxicidade do extrato enzimático do Aspergillus tamarii URM6599 contendo 

as enzimas coagulantes de leite por meio de bioensaio utilizando Artemia salina e 

detectar a produção das aflatoxinas B1, G1, B2 e G2 por A. tamarii URM6599; 

• Caracterizar as enzimas coagulantes de leite de Aspergillus tamarii URM6599 em 

relação a temperatura e pH ótimos de coagulação, e estabilidade das proteases à 

temperatura e ao pH; 

• Avaliar os efeitos de íons metálicos, de cloreto de sódio e cloreto de cálcio na 

coagulação do leite pelas proteases produzidas por Aspergillus tamarii URM6599. 

 

3.2.2 Capítulo II 

 

• Elaborar queijos tipo Minas Frescal com leite caprino utilizando as enzimas coagulantes 

de leite obtidas de A. tamarii URM6599 e de origem comerciais; 

• Avaliar as atividades biológicas dos peptídeos obtidos dos queijos quanto às atividades 

antioxidantes, anti-hipertensivas e antimicrobianas.  
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RESUMO 

Neste estudo, proteases coagulantes de leite foram produzidas pelo fungo filamentoso 

Aspergillus tamarii URM6599 em meio submerso, utilizando meio de soja (MS), como meio 

base. Para produção das proteases coagulantes do leite, foram empregados um planejamento 

fatorial 23, objetivando a seleção de variáveis influenciadoras na produção enzimática, dentre 

NH4Cl, MgSO4 e glicose; e um delineamento composto central (DCC), empregando 

metodologia de superfície de resposta para obtenção das melhores condições de produção. A 

liberação de micotoxinas pelo micro-organismo foi avaliada por meio do teste em meio coco e 

meio extrato de levedura e sacarose e o extrato enzimático também avaliado quanto à presença 

de aflatoxinas (B1, G1, B2 e G2), por cromatografia líquida de alta eficiência, e sua toxicidade 

por meio de bioensaio com Artemia salina. As variáveis que apresentaram influência na 

produção enzimática foram o NH4Cl e a glicose e o DCC foi realizado com as duas variáveis, 

otimizando a produção enzimática para uma atividade de 289,16 U.mL-1. O micro-organismo 

não liberou micotoxinas nos ensaios em meio coco e meio extrato de levedura e sacarose e não 

houve a produção de aflatoxinas no extrato enzimático. A DL50 dos náuplios de A. salina foi 

de 683 µg.mL-1, considerada de baixa toxicidade. O extrato enzimático do micro-organismo 

apresentou atuação ótima aos 70 ºC e pH 5,5; atividade coagulante acima dos 50% em 

temperaturas abaixo de 60 ºC e atividade acima dos 60% em valores de pH ácidos e alcalinos, 

por 1 hora. O extrato também foi inibido por fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) e pepstatina 

A, sugerindo a existência de serino e aspártico proteases no extrato bruto. As enzimas também 

foram tolerantes a íons metálicos, NaCl e CaCl2. As proteases presentes no extrato enzimático 

exibem atividade coagulante promissora e os resultados encontrados sugerem a possibilidade 

de uso dessas enzimas na produção de queijos. 

 

Palavras-chave: proteases coagulantes, coagulação de leite, otimização, fungo filamentoso 
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1. INTRODUÇÃO 

 Na fabricação de queijos a coagulação e a maturação são processos fundamentais, pois 

originam as principais propriedades organolépticas, a textura, sabor e aroma no produto final. 

Em ambos os processos, as proteases ou peptidases desempenham importante papel (Feijoo-

Siota et al., 2014). 

Industrialmente, o coalho de bezerros, um complexo de enzimas produzidas no abomaso 

de ruminantes jovens alimentados com leite, é tradicionalmente utilizado como agente 

coagulante do leite. Neste complexo enzimático, a quimosina ou renina (EC 3.4.23.4) é o 

principal componente atuante na coagulação. Em síntese, a ação da quimosina resulta na 

separação do leite em duas fases: uma sólida, chamada de coalhada e outra líquida, que é o soro 

do leite (Kumar et al., 2010). 

 Todavia, a indústria de produção de queijos atualmente enfrenta dificuldades quanto ao 

uso do coalho obtido do abomaso de bezerros: enquanto a demanda por queijos aumentou, a 

oferta do coalho diminuiu de forma drástica, com elevação concomitante de seu preço (Amer 

et al., 2015; Shah et al., 2014). 

Assim, a busca por coagulantes alternativos é um dos principais focos de pesquisas na 

área de produção de queijos, em especial, por coagulantes recombinantes ou de origem 

microbiana, sendo o último considerado uma fonte mais promissora por apresentar produção 

mais barata, maior diversidade bioquímica e modificação genética mais fácil (El-Tanboly et al., 

2013). 

Coagulantes de origem microbiana podem ser facilmente obtidos por fermentação e, por 

isso, não possuem maiores limitações de produção. Como as enzimas não são derivadas de 

tecido ruminal, não há restrições quanto a encefalopatia espongiforme bovina; além disso, 

queijos produzidos com coagulantes microbianos geralmente são aceitos por lactovegetarianos 

(Jacob et al., 2011). 
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Muitas espécies de micro-organismos são conhecidas por produzir enzimas coagulantes 

de leite que podem potencialmente substituir o coalho de bezerros. Bactérias (Ahmed et al., 

2016; Wehaidy et al., 2016; Hang et al., 2016) e fungos (Ayana et al., 2015; Merheb-Dini et al., 

2010; Shamtsyan et al., 2014) já foram citados na literatura como produtores dessas enzimas. 

 Benlounissi et al. (2014) relataram a produção de enzimas coagulantes de leite 

produzidas por uma estirpe de Aspergillus tamarii e demonstraram o potencial deste fungo 

filamentoso para a indústria de queijos. O presente estudo, portanto, apresenta-se como 

consolidação do possível potencial dessa espécie como produtora dessas enzimas. 

Dessa forma, o objetivo desse estudo foi produzir enzimas coagulantes do leite através 

do fungo filamentoso Aspergillus tamarii URM6599, otimizar a produção enzimática do fungo, 

avaliar a toxicidade do extrato enzimático produzido pelo micro-organismo através da detecção 

de micotoxinas e por bioensaio envolvendo A. salina e caracterizar parcialmente as enzimas 

coagulantes quanto às suas propriedades bioquímicas. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Micro-organismo, reativação, meio de manutenção e preparação do inóculo 

Aspergillus tamarii URM6599 foi obtido da coleção de culturas Micoteca – URM do 

Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco, Brasil. Foi reativado por 

inoculação de fragmento preservado, utilizando caldo glicosado e mantido a 28 ºC por 24 horas 

até crescimento. Posteriormente, foi repicado e mantido em meio Ágar Batata Dextrose em 

estufa bacteriológica a 28 ºC por 96 horas. 

 O inóculo utilizado para as fermentações e demais testes foi preparado através da adição 

de solução de Tween 80 a 0,1% aos frascos contendo o micro-organismo esporulado (96 horas 

de crescimento) e padronizado com 104 conídios.mL-1, em câmara de Neubauer. 
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2.2 Avaliação da produção de micotoxinas por A. tamarii URM6599 em meio Ágar Coco 

O teste foi realizado de acordo com metodologia desenvolvida por Lin e Dianese (1976) 

com modificações. Para obtenção do meio, 200 mL de leite de coco (Socôco®) foram diluídos 

em 800 mL de água destilada. O pH da solução foi ajustado para 6,9 com hidróxido de sódio a 

2 M e 15 gramas de ágar foram adicionados. Após esterilização em autoclave por 20 minutos a 

120 °C, o meio foi distribuído em placas de Petri estéreis. Em seguida, o centro da placa foi 

inoculado com 5 µL de suspensão de esporos a 104.mL-1 de A. tamarii URM6599 com posterior 

incubação no escuro a 28 °C durante 7 dias.  

A detecção da liberação de aflatoxinas nas placas foi avaliada após sete dias de 

crescimento, observando-se a presença de um halo fluorescente de cor azulada no reverso da 

colônia contendo o fungo crescido, quando submetidas a luz ultravioleta (365 nm). O ensaio foi 

realizado em duplicata. 

 

2.3 Avaliação da produção de micotoxinas por A. tamarii URM6599 por teste de vapor de 

amônio 

O teste foi realizado conforme metodologias propostas por Saito e Machida (1999) e 

Kumar et al. (2007). A. tamarii URM6599 foi inoculado no centro das placas (5 µL a 104 

esporos.mL-1) contendo meio Ágar Coco e Ágar Extrato de Levedura e Sacarose (2% de extrato 

de levedura, 20% de sacarose e 2% de ágar) e incubado ao abrigo da luz a 28 °C. Após 32 e 

168 horas, 2 mL de hidróxido de amônio a 25% foram adicionados a cada conjunto de placas, 

divididas por período de incubação. 

Caso a espécie fosse produtora de aflatoxinas, a cor do reverso da colônia ficaria de rosa 

a vermelho; caso não, nenhuma alteração de cor seria detectada. O ensaio foi realizado em 

duplicata para cada período de incubação. 
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2.4 Avaliação da presença de micotoxinas no extrato enzimático bruto por cromatografia 

líquida de alta eficiência (CLAE) 

 Após otimização da produção enzimática, o extrato enzimático foi analisado via CLAE 

quanto à presença das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2. As toxinas foram obtidas de fonte comercial 

(Sigma-Aldich®) e preparadas pela dissolução em tolueno e acetonitrila (9:1 v/v) para uma 

concentração de 10 µg.mL-1. As aflatoxinas B1 e G1 foram derivatizadas após a dissolução e 

imediatamente antes do uso, processo no qual as substâncias passam a emitir fluorescência e 

podem ser detectadas na análise, seguindo metodologia de Iqbal et al. (2016). 

Posteriormente, a solução de cada aflatoxina foi diluída em metanol em concentrações 

que variaram de 0,005 a 0,1 µg.mL-1, para construção da curva de calibração e determinação 

dos limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) por meio do software LabSolutions LC 

(Shimadzu®). 

 A amostra do extrato enzimático foi preparada por extração líquido-líquido utilizando 

clorofórmio como solvente, em uma concentração 1:1 (v/v). Em 15 mL do extrato enzimático 

bruto foram adicionados a 15 mL de clorofórmio, com posterior incubação e agitação leve e 

constante do sistema em funil de separação. Transcorridos 15 minutos, a fase inferior (orgânica) 

foi recuperada, evaporada a 40 ºC e dissolvida em 1 mL de metanol. A amostra foi filtrada com 

filtro de 0,22 µm e acondicionada a - 20 ºC até a análise. 

Para detecção das micotoxinas foi utilizada coluna Luna C18 (250 x 4,6 mm) 5 μm de 

tamanho de partícula (Phenomenex, Torrance, Califórnia, Estados Unidos) conectada ao HPLC 

modelo LC20A, Prominence (Shimadzu, Japão). 

A separação cromatográfica seguiu metodologia de Hepsag et al. (2014), com 

modificações. Quantidade de 20 µL das amostras e das aflatoxinas foram eluídas por meio de 

fase móvel constituída por água-acetonitrila-metanol (6:2:3) na presença de brometo de 

potássio (120 mg.L-1) e ácido nítrico (350 µL.L-1), de forma isocrática e com fluxo a 1 mL.min-
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1. O detector de fluorescência foi utilizado nos comprimentos de onda de excitação e emissão 

de 360 e 440 nm, respectivamente.  

Após análise, o cromatograma da amostra foi analisado quanto à liberação ou não de 

aflatoxinas no extrato enzimático por meio da presença ou não de picos correspondentes às 

soluções-padrão das aflatoxinas. 

 

2.5 Determinação da toxicidade do extrato enzimático por bioensaio com Artemia salina  

 Bioensaio com larvas de Artemia salina foi realizado, de acordo com metodologia de 

Meyer et al. (1982), com algumas modificações. Cerca de 25 mg de ovos de A. salina foram 

eclodidos em 500 mL de água marinha artificial (Natural Ocean®), preparada de acordo com 

instruções do fabricante. Os ovos foram submetidos a ciclos de 12/12 horas de escuro/claro até 

eclosão, ocorrida em 24 horas a 25 ºC. As larvas recém eclodidas foram coletadas com ajuda 

de pipeta de Pasteur e utilizadas para o ensaio de letalidade. 

 Os ensaios foram realizados em tubos de ensaio de 35 mL contendo 10 larvas/tubo, 

expostas ao extrato enzimático liofilizado diluído em água marinha artificial em sete 

concentrações, que variaram entre 25 a 1000 µg.mL-1. A concentração final foi calculada 

levando em consideração o volume de 10 mL para cada ensaio. Após 24 horas, a taxa de 

sobrevivência (%) foi analisada e a dose requerida para morte de 50% das larvas (DL50) foi 

determinada. Água marinha artificial foi utilizada como controle negativo. O bioensaio 

artemicidal foi realizado em triplicata. 

2.6 Produção das enzimas coagulantes do leite 

2.6.1 Fermentação submersa e influência dos componentes do meio fermentativo na produção 

enzimática 

 O meio base utilizado para a produção das proteases coagulantes de leite foi o meio de 

soja (MS), proposto por Porto et al. (1996), com modificações: farinha de soja (6%), K2HPO4 
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(0,435%), NH4Cl (0,1%), MgSO4.7H2O (0,06%), glicose (1%), solução mineral (a 0,2%, 

constituído por 0,1% de FeSO4.7H20, MnCI2.4H20 e ZnSO4.H20 dissolvidos em água destilada) 

e pH inicial ajustado para 7,2. Um planejamento estatístico fatorial completo 23 foi realizado e 

três componentes do meio MS (NH4Cl, MgSO4 e glicose) foram estudados, como variáreis 

independentes, quanto a sua influência na produção das enzimas coagulantes do leite. O 

planejamento foi avaliado em dois níveis (+1 e -1), de acordo com a matriz demonstrada na 

Tabela 1 e teve como variável resposta a atividade coagulante de leite (U.mL-1). 

A produção das enzimas ocorreu em frascos Erlenmeyer de 125 mL de capacidade, 

contendo 25 mL dos meios de produção MS. A fermentação transcorreu por 120 horas em 

incubadora refrigerada a 30 ºC, sob agitação de 110 rpm, valores fixados por estudos realizados 

anteriormente. A interrupção da fermentação foi realizada por filtração do conteúdo metabólico 

dos sistemas fermentativos e as amostras foram armazenadas a – 20 ºC até posteriores análises. 

 

2.6.2 Otimização da produção enzimática através de delineamento composto central 

 As variáveis significativas e seus efeitos de interação apresentadas no planejamento 

fatorial completo 23 foram analisados pela metodologia de superfície de resposta (MSR) através 

do delineamento composto central (DCC), objetivando-se otimizar a produção das enzimas 

coagulantes do leite. O delineamento experimental foi composto por 11 ensaios, incluindo os 

pontos centrais e axiais. As variáveis independentes foram estudadas em cinco níveis diferentes 

(-1,414; -1; 0; +1; +1,414) (Tabela 2). 

 

2.6.3 Validação do modelo estatístico 

 Objetivando a confirmação das condições ideais de produção previstas pelo DCC, 

experimentos adicionais foram realizados para validar o modelo proposto. Na preparação dos 

experimentos para validação, os componentes do meio que não foram otimizados e os que não 
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foram significativos para a produção enzimática ficaram em seus níveis pré-estabelecidos e em 

seu nível mínimo, respectivamente. 

 

2.7 Atividade coagulante de leite 

 A atividade coagulante do leite foi realizada de acordo com metodologia de Arima et al. 

(1970), com modificações. Volume de 1 mL de solução de leite desnatado (Camponesa®) a 

10%, em 0,01 M de CaCl2, foi pré-incubado a 35 ºC por 10 minutos. Uma quantidade de 100 

μL do extrato enzimático obtido das fermentações dos planejamentos foram adicionados à 

solução e o tempo de formação dos primeiros coágulos, contabilizado. Para observar a formação 

dos coágulos, empregou-se rotação manual do tubo de ensaio. O tempo, em minutos, até 

formação dos primeiros coágulos, foi utilizado para cálculo da atividade coagulante do leite. 

Definiu-se que uma unidade de enzima coagulante (U.mL-1) correspondeu a quantidade de 

enzima requerida para coagular 1 mL do substrato em 40 minutos a 35 ºC. 

 

2.8 Efeitos da temperatura e do pH na atividade coagulante do extrato enzimático e na 

estabilidade enzimática 

 A temperatura ótima, correspondente à máxima atividade coagulante de leite do extrato 

enzimático, foi determinada por incubação do ensaio de atividade coagulante com amostras do 

extrato enzimático em diferentes temperaturas, variando de 20 a 75 ºC, com intervalos de 5 ºC. 

Já para determinar o pH ótimo, utilizou-se diferentes soluções tampão a 0,2 M: acetato (pH 5,5 

e 6,0), Tris-HCl (pH 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0) e glicina-NaOH (pH 8,0; 8,5 e 9,0). 

 Na estabilidade ao pH, o extrato bruto enzimático foi previamente incubado (1:1) por 1 

hora nas soluções tampão anteriormente utilizadas. Para a estabilidade a temperatura, o extrato 

foi submetido a temperaturas variando de 20 a 80 ºC, com intervalos de 5 ºC, por 1 hora. Para 

cálculo da atividade residual, a atividade coagulante do extrato enzimático realizada sob as 
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melhores condições de pH e temperatura encontradas no ensaio anterior foi considerada como 

100% de atividade. 

 

2.9 Efeitos da concentração de CaCl2 e NaCl na atividade coagulante do extrato enzimático 

O efeito da concentração de CaCl2 foi determinado de acordo com metodologia proposta 

por Merheb-Dini et al. (2010). A atividade coagulante foi determinada com utilização de 

concentrações crescentes da solução de cloreto de cálcio (0; 0,002; 0,005; 0,01; 0,02; 0,04; 

0,06; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75 e 1,0 M). O resultado foi expresso em atividade relativa (%), sendo a 

atividade referência (100%) o melhor resultado obtido no ensaio. Nas mesmas concentrações 

supracitadas, determinou-se o efeito da concentração de NaCl sob a atividade coagulante do 

leite, e os resultados também foram expressos em atividade relativa (%). 

 

2.10 Efeitos de inibidores de proteases e íons sobre a atividade coagulante do leite 

Ao extrato enzimático, os seguintes inibidores de proteases foram incubados por 30 

minutos a 25 ºC: inibidor de serino protease (fluoreto de fenilmetilsulfonil a 10 mM), inibidor 

de metaloprotease (ácido etilenodiaminotetracético a 10 mM), inibidor de cisteína protease 

(ácido iodoacético a 10 mM) e inibidor de protease aspártica (pepstatina A a 0,1 mM). Após 

incubação, as atividades coagulantes do leite foram determinadas e comparadas a uma amostra 

controle, que foi incubada sem inibidores. Para cálculo da atividade coagulante do leite relativa 

(%), a amostra controle foi considerada como 100% de atividade.  

Diferentes íons metálicos (Ba+2, Co2+, Cu2+, Fe2+, K+, Mn2+, Mg2+ e Zn2+) foram testados 

quanto à sua capacidade de ativar ou inibir a atividade coagulante do leite. O extrato bruto foi 

incubado a 25 °C durante 30 minutos com os íons metálicos, levando em consideração a 

concentração final de 10 mM para cada. A atividade de coagulação do leite obtido sem os íons 



61 
 

metálicos foi considerada 100% de atividade e a atividade coagulante foi expressa em atividade 

relativa (%). 

 

2.11 Análises estatísticas 

 As análises estatísticas do planejamento fatorial 23 e do delineamento composto central 

foram realizadas no software Statistica 7.0 (StatSoft Inc, Tulsa, OK, EUA), com o objetivo de 

indicar os efeitos estatisticamente significativos e o ajuste do modelo aos dados experimentais. 

Para obtenção da DL50 no bioensaio com A. salina, foi utilizado o método Trimmed Spearman-

Karber no software R 3.3.2 (R CORE TEAM, 2016) a 95% de significância. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Avaliação da produção de micotoxinas por A. tamarii URM6599 

A. tamarii URM6599 não liberou aflatoxinas nos testes realizados, sem detecção de halo 

de cor azul em meio Ágar Coco (Figura 1A). Ademais, não foram observadas mudanças de cor 

no reverso das placas no teste de vapor amônio em nenhum período de incubação, inferindo 

que não houve liberação de aflatoxinas nos meios de extrato de levedura e sacarose (Figura 1B), 

e Ágar Coco (Figura 1C), quando aplicado hidróxido de amônio a 25%. 

Micotoxinas são substâncias metabólicas secundárias de fungos e possuem 

características fortes de toxicidade, mesmo em quantidades insignificantes. Causam redução da 

imunidade geral de um organismo, prejudicam a fisiologia dos rins, do fígado e promovem 

desordens nos sistemas nervoso, gastrointestinal e sanguíneo (Bennett e Klich, 2003; Bhat et 

al., 2010; Chkuaseli et al., 2016). 

 As aflatoxinas, em especial, são um grupo de micotoxinas produzidas por algumas 

espécies do gênero Aspergillus, como A. flavus e A. parasiticus. Os membros mais importantes 

desse grupo são as aflatoxinas B1 (AFB1), B2 (AFB2), G1 (AFG1) e G2 (AFG2), 
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caracterizados como compostos altamente tóxicos e cancerígenos, acometendo animais e 

humanos na mesma proporção (Lai et al., 2015; Richard, 2007). 

 Vários métodos são empregados para a detecção da produção de aflatoxinas por fungos 

filamentosos. Em particular, métodos analíticos incluindo cromatografia em camada delgada 

(CCD), cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) ou métodos de imunoensaios, como 

ELISA (do inglês “Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay”) são os mais utilizados. São 

precisos e confiáveis, entretanto exigem equipamentos e suprimentos laboratoriais caros (Nasir 

e Jolley, 2002). 

 Neste contexto, a utilização de técnicas qualitativas, em que há o cultivo dos fungos, é 

uma alternativa mais barata, rápida e econômica, sem requerimento de habilidades avançadas, 

importante como ferramenta para seleção rápida de micro-organismos não micotoxigênicos. 

Esses métodos de detecção de aflatoxinas podem ser classificados quanto a presença de halo 

azul sob luz ultravioleta, pela presença de pigmento amarelo no meio ou por mudança de cor 

do reverso da colônia quando exposta a hidróxido de amônio (Moradi et al., 2017). 

 O fato da espécie A. tamarii URM6599 não ter apresentado liberação da aflatoxinas é 

de fundamental importância, já que o presente estudo propõe a utilização de enzimas 

coagulantes de leite produzidas por esta cepa na produção de queijos. 

 De forma semelhante a este estudo, Silva et al. (2016a) avaliaram uma outra estirpe de 

A. tamarii quanto à produção de aflatoxinas em placas e também encontraram que este não é 

um produtor de aflatoxinas, reforçando os achados deste trabalho. Diante deste resultado, foi 

possível dar continuidade à produção de proteases coagulantes do leite por A. tamarii 

URM6599. 

 



63 
 

3.2 Detecção de aflatoxinas por A. tamarii URM6599 em extrato enzimático por cromatografia 

líquida de alta eficiência (CLAE) 

 Foi realizada uma segunda análise quanto à detecção de aflatoxinas no extrato 

enzimático obtido após processo de otimização. Após elaboração da curva de calibração de 

cada micotoxina, os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) foram calculados e para os 

hemiacetais da aflatoxina B1 foram de 0,008 e 0,026 µg.mL-1 (primeiro pico) e 0,014 e 0,044 

µg.mL-1 (segundo pico), respectivamente; para os hemiacetais da aflatoxina G1 de 0,017 e 0,051 

µg.mL-1 (primeiro pico) e 0,018 e 0,055 µg.mL-1 (segundo pico); para a aflatoxina B2 de 0,014 

e 0,044 µg.mL-1; e para a aflatoxina G2 os limites foram de 0,013 e 0,040 µg.mL-1. 

Na análise não foram detectadas aflatoxinas no extrato enzimático do A. tamarii 

URM6599 (Figura 2). Após derivatização com ácido trifluroacético, as aflatoxinas B1 (AFB1) 

e G1 (AFG1) apresentaram dois picos cada, relacionados aos seus hemiacetais. O primeiro pico 

da AFG1 surgiu aos 14 minutos de análise e o segundo, aos 16 minutos (coloridos de azul 

claro); o primeiro pico da AFB1 surgiu aos 19 minutos e o segundo aos 22 minutos (coloridos 

de rosa). As AFB2 (colorido de marrom) e a AFG2 (colorido de azul escuro) apresentaram 

tempo de retenção aos 17 e 18,5 minutos, respectivamente. 

 A amostra enzimática (linha preta), não apresentou nenhum pico relacionado às 

aflatoxinas, sugestionando que as condições de produção das enzimas coagulantes pelo micro-

organismo não induziram a liberação dessas micotoxinas. A biossíntese de aflatoxinas por um 

micro-organismo é influenciada por vários fatores, como atividade de água, temperatura, pH, 

nutrientes, entre outros (Wang et al., 2017).  

Em relação à temperatura, a produção de aflatoxinas pode ocorrer, por exemplo, em 

uma variável faixa de temperatura, de 15 a 35 ºC (Astoreca et al., 2014).  A temperatura em que 

ocorreu a fermentação realizada neste estudo foi de 30 ºC, entretanto é necessário considerar 
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que a biossíntese de aflatoxinas pode ser influenciada por interações entre outros componentes 

do sistema fermentativo. 

O meio utilizado para a produção das enzimas coagulantes de leite neste estudo foi 

elaborado com pH inicial neutro (valor de 7,2) e, ao final da fermentação, apresentou pH 

próximo à neutralidade, com pH de 6,83 (dados não mostrados). Tais condições podem ter 

influenciado nos resultados do presente estudo, já que geralmente a produção de aflatoxinas 

ocorre em pH ácido, em especial abaixo de 4, e quanto menor o pH, maior a produção das 

toxinas (Luchese e Harrigan, 1990). 

 

3.3 Determinação da toxicidade do extrato enzimático bruto por bioensaio com Artemia salina 

 A letalidade de organismos simples, como A. salina, tem sido utilizada para 

monitoramento relativamente simples e rápido de efeitos de toxicidade de substâncias de 

interesse (Libralato et al., 2016; Meyer et al., 1982). No presente estudo, o bioensaio utilizando 

náuplios de A. salina foi conduzido para determinar a segurança do uso do extrato bruto 

enzimático do A. tamarii URM6599 para a produção de queijos.  

A Figura 3 apresenta o efeito dose-resposta do extrato bruto enzimático. Até a 

concentração de 250 µg.mL-1 não houve mortalidade dos náuplios; entretanto, a partir de 500 

µg.mL-1 a mortalidade foi crescente, chegando a mortalidade de 100% nos ensaios com 1000 

µg.mL-1, com DL50 determinada em 683,00 µg.mL-1. 

Para efeito de avaliação de toxicidade, um composto considerado de baixa toxicidade 

apresenta DL50 superior a 500 µg.mL-1; moderada toxicidade para valores entre 100 e 500 

µg.mL-1 e muito tóxico quando a DL50 for inferior a 100 µg.mL-1 (Meyer et al., 1982).  Dessa 

forma, o extrato bruto enzimático produzido por A. tamarii URM6599 apresentou baixa 

toxicidade, indicando que além das enzimas coagulantes de leite, há outros compostos que 

podem apresentar efeitos deletérios aos náuplios de A. salina. 
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3.4 Produção e otimização de proteases coagulantes de leite de A. tamarii URM6599 

 As variáveis NH4Cl, MgSO4 e glicose foram analisadas quanto a influência na produção 

das enzimas coagulantes do leite de A. tamarii URM6599. Nos diferentes ensaios propostos 

pelo planejamento fatorial completo 23 a atividade enzimática variou de 12,16 ± 0,51, no ensaio 

3, a 263,74 ± 0,0 U.mL-1, no ensaio 8, com aumento de 21 vezes na produção enzimática do 

micro-organismo (Tabela 3). A análise de variância demonstrou que, a 95% de confiança, a 

regressão foi significativa, uma vez que o Fcal (20,76) foi maior que o Ftab (6,16), enquanto a 

falta de ajuste não foi significativa no mesmo nível de confiança (Fcal < Ftab) (Tabela 4). O 

coeficiente de determinação (R²) foi de 0,9658, indicando que 96,58% da variação total das 

respostas foi explicada pelo modelo utilizado.  

 Os efeitos das três variáveis estudadas na produção enzimática foram analisados (Tabela 

5) e observou-se que as variáveis independentes NH4Cl e glicose foram estatisticamente 

significantes (p<0,05), bem como a interação entre as mesmas, para a produção das enzimas 

coagulantes do leite. O NH4Cl e a glicose apresentaram efeitos negativos, indicando que a 

redução destes compostos no meio proporcionaria ao micro-organismo uma maior produção 

enzimática. Assim, para a otimização da produção enzimática, um delineamento composto 

central foi executado, diminuindo as concentrações de NH4Cl e glicose. 

 As duas variáveis significativas para a produção enzimática foram avaliadas por meio 

de um planejamento do tipo DCC completo 22, com quatro pontos axiais (α = 1,41), três pontos 

centrais e quatro fatoriais, totalizando 11 ensaios; o NH4Cl variou de 0,0 a 0,002 (g/25 mL de 

meio) e a glicose de 0,06 a 0,1 (g/25 mL de meio) (Tabela 2). Na Tabela 6 estão apresentados 

os ensaios realizados e os resultados obtidos e preditos pelo modelo para cada um deles. A 

maior produção enzimática ocorreu no ponto central (ensaio 8), composto por 0,001 gramas de 

NH4Cl e 0,08 gramas de glicose, com produção de 289,16 U.mL-1. Este resultado foi 23,77 

vezes maior do que o observado no menor resultado do planejamento fatorial completo 23, que 
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apresentou 12,16 U.mL-1 e 1,1 vezes maior que o observado no maior resultado do mesmo 

planejamento (ensaio 3, que apresentou 263,74 U.mL-1). 

 Os efeitos das variáveis foram estimados e estão apresentados na Tabela 7. Em termos 

quadráticos o NH4Cl e a glicose apresentaram efeitos negativos; em termos lineares, somente a 

glicose apresentou efeito significativo negativo. Também foi realizada análise de regressão 

múltipla que indicou que a produção enzimática segue uma equação polinomial de segunda 

ordem com seis coeficientes:  

 

Produção enzimática (U.mL-1) = -444,24 + 13359,64X1 -16846996,12X1
2 + 19328,40X2 - 

130332,38X2² + 247036,22X1X2 

(Equação 1) 

 Onde, X1 e X2 são NH4Cl e glicose, respectivamente. 

  

 A análise de variância (ANOVA) do modelo está apresentada na Tabela 8. O teste F de 

Fisher indicou que a Equação 1 ajustada foi estatisticamente significativa (Fcal > Ftab) e que a 

falta de ajuste mostrou boa concordância (Fcal < Ftab) entre o modelo de resposta predita e os 

valores experimentais. A qualidade do ajuste do modelo foi medida pelo coeficiente de 

determinação (R2), que apresentou valor de 0,8794, indicando que 87,94% da variação total na 

atividade residual foi explicada pelo modelo ajustado. 

 A determinação dos níveis ótimos das variáveis independentes para máxima produção 

enzimática foi obtida por meio do gráfico de superfície resposta do modelo (Figura 4). A 

diminuição do NH4Cl da máxima concentração utilizada no DCC, de 0,002 para 0,001 gramas 

promoveu aumento da produção enzimática por A. tamarii URM6599; da mesma forma, a 

diminuição da glicose também apresentou a mesma tendência. Através da análise do gráfico de 

superfície de resposta foi possível determinar que a máxima produção de enzima coagulante 
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(287,36 U.mL-1) seria obtida nas seguintes condições: concentração de NH4Cl e glicose a 

0,00095 e 0,075g, respectivamente. Os demais componentes do meio de produção ficaram em 

seus níveis originais e o MgSO4 em seu nível mínimo. 

 Para validação do modelo proposto, três ensaios adicionais foram montados, com as 

concentrações previstas pelo programa estatístico. Nestas condições, o micro-organismo 

produziu 295,72 U.mL-1, validando o modelo empregado para otimização da produção. 

Diante do fato de que nenhum meio definido foi estabelecido para a melhor produção 

de proteases, incluindo as proteases coagulantes de leite, a escolha de um meio é passo 

importante, já que cada micro-organismo possui suas próprias condições especiais de produção 

enzimática máxima (Sharma et al., 2017). 

A produção dessas enzimas é altamente influenciada por vários fatores que constituem 

o meio e o sistema fermentativo como um todo, como o tipo de fonte de carbono e nitrogênio, 

íons metálicos, pH, temperatura, volume de inóculo e tempo de incubação. Dessa forma, 

otimizar a condição de produção dessas enzimas é importante e pode ser realizada por métodos 

experimentais convencionais ou estatísticos (Esmaeili et al., 2015). 

Poucos estudos empregaram planejamentos experimentais na produção e otimização de 

proteases coagulantes de leite por fungos filamentosos. Em um deles, Ayana et al. (2015) 

empregaram planejamento do tipo Plackett-Burman para triagem da influência dos constituintes 

do meio fermentativo na produção enzimática de Mucor mucedo KP736529 e realizaram um 

delineamento composto central para otimização da produção. No estudo, a otimização 

aumentou a produção em 6,12 vezes em relação a atividade inicial.  

A maioria dos estudos avalia a produção de enzimas coagulantes por bactérias, 

principalmente do gênero Bacillus. Ahmed et al. (2016) otimizaram a produção de enzimas 

coagulantes de leite por Bacillus stearothermophilus, utilizando como variáveis concentração 

de farelo de trigo, rotação e a adição de alguns suplementos naturais, como soja, sementes de 
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mostarda e açafrão, entre outros. Neste estudo, não utilizaram planejamentos como ferramentas 

estatísticas, dando preferência à experimentos convencionais, em que ensaios são realizados 

avaliando apenas uma variável por vez.  

Para avaliação, o NH4Cl e a glicose foram escolhidos porque fontes de carbono e 

nitrogênio são os principais componentes do meio que atuam como estimulantes essenciais para 

o crescimento de micro-organismos e produção enzimática; quanto à escolha do MgSO4, sabe-

se que alguns íons metálicos já foram relatados pela literatura como influenciadores da 

atividade enzimática, com indução na produção de proteases, por exemplo (Sharma et al., 

2017). 

A produção das enzimas coagulantes do leite foi influenciada pelo NH4Cl e pela glicose, 

com efeitos negativos. Alguns trabalhos na literatura citam fontes inorgânicas de nitrogênio 

como pouco influenciadoras na produção de proteases, dando preferência a fontes orgânicas e 

complexas, como caseína, extrato de levedura, albumina, dentre outros (Chaud et al., 2016). 

Entretanto, em pesquisas anteriores relacionadas a este estudo, a farinha de soja utilizada no 

meio MS não apresentou significância para a produção (dados não mostrados).  

A glicose, apesar de ser uma importante fonte de carbono, promoveu menor produção 

de enzimas coagulantes por A. tamarii URM6599 em suas maiores concentrações. Fato similar 

ocorreu na produção de protease alcalina por B. licheniformis (El Enshasy et al., 2008). 

A metodologia da superfície de resposta é conhecida como excelente abordagem para 

melhorar a produção industrial de enzimas, pois ajuda a otimizar os meios de produção em 

pouco tempo e com menos esforço, em comparação com abordagens convencionais (Mishra, 

2016). Neste estudo, um delineamento composto central possibilitou a otimização da produção. 

De modo geral, do ponto de vista econômico, todas as mudanças na composição do meio de 

produção foram benéficas, já que a quantidade de compostos utilizados foi diminuída e a 

produção enzimática aumentada.   
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3.5 Efeitos da temperatura e do pH na atividade coagulante do extrato enzimático e na 

estabilidade enzimática 

 A atividade coagulante de leite do extrato enzimático de A. tamarii URM6599 foi 

máxima a 70 ºC (Figura 5A). A menor atividade foi observada a 20 ºC, apresentando 2% de 

atividade coagulante, quando comparada com o ensaio aos 70 ºC. No geral, foi observado que 

à medida que a temperatura aumentava, a atividade coagulante também apresentou a mesma 

tendência. Somente aos 75 ºC a atividade coagulante apresentou considerável declínio. 

Resultado similar foi observado por Merheb-Dini et al. (2010), ao caracterizarem as 

enzimas coagulantes produzidas por Thermomucor indicae-seudaticae N31; os autores 

encontraram atividade máxima coagulante a 70 ºC. Em outro estudo, Merheb et al. (2007) 

encontraram a máxima atividade de protease produzida por Thermoascus aurantiacus aos 60 

ºC.  

 As enzimas coagulantes apresentaram uma maior estabilidade nas temperaturas mais 

baixas: de 20 a 50 ºC a atividade coagulante ficou acima dos 80%. A partir dos 55 até 75 ºC e 

enzima apresentou atividade que variaram de 78 a 44% de atividade (Figura 5A). Como 

observado, as enzimas produzidas por A. tamarii URM6599 apresentaram excelente 

estabilidade à temperatura, principalmente em temperaturas mais baixas. Resultados similares 

foram encontrados por Merheb-Dini et al. (2010), entretanto diferente da enzima produzida 

neste estudo, a enzima de T. indicae-seudaticae N31 apresentou perda total da atividade a partir 

dos 60 ºC, demonstrando ser uma enzima bastante termolábil.  

A enzima obtida apresentou 80 e 58% de atividade residual nas temperaturas de 50 e 60 

ºC, respectivamente; já Silva et al. (2016b), observaram que a enzima produzida por 

Rhizomucor miehei apresentou atividade residual coagulante de 40% a 50 ºC; a 60 ºC a 

atividade residual apresentou cerca de 20%. Desta forma, é possível inferir que as enzimas 

coagulantes produzidas por A. tamarii URM6599 são mais termoestáveis. De maneira geral, o 
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decréscimo da atividade coagulante em temperaturas mais altas, após incubação das enzimas 

por pelo menos 1 hora, é comum à maioria dos trabalhos.  

 O pH ótimo da atividade coagulante ocorreu em pH 5,5, em tampão acetato. Neste valor 

de pH a atividade apresentou aumento de 29,08% em relação ao ensaio descrito no item 2.7. 

Com aumento do valor do pH, a atividade coagulante diminuiu, exceto por um novo pico de 

atividade ótima em pH 8,0, com atividade de 66,85% (Figura 5B), que sugestionou a existência 

de uma outra protease coagulante no extrato bruto do micro-organismo. 

 As enzimas coagulantes apresentaram estabilidade frente aos diversos valores de pH. 

Entretanto, em pH mais ácidos apresentou as melhores atividades, com 90, 85 e 83% de 

atividade residual nos valores de pH 5,5; 6,0 e 6,5, respectivamente. Acima destes valores, a 

atividade coagulante apresentou declínio da atividade, até apresentar 63% no valor de pH 9 em 

uma hora de incubação. 

Em relação ao valor ótimo de pH, Silva et al. (2016b) encontraram atividade máxima a 

pH 5,5 para enzima coagulante produzida por Rhizomucor miehei. Em outro estudo, também 

utilizando a espécie A. tamarii, Benlounissi et al. (2014) também observaram máxima atividade 

em pH 5,5, respaldando a tendência observada neste estudo. O comportamento era o esperado, 

uma vez que proteases de origem fúngica geralmente exibem taxa catalítica maior em valores 

de pH ácidos (Merheb-Dini et al., 2010). Proteases coagulantes ácidas são interessantes para a 

indústria de queijos, uma vez que em alguns tipos o leite passa por acidificação, seja pela adição 

de ácido lático, seja pela atuação de bactérias ácido-láticas que atuam promovendo a diminuição 

do pH inicial do leite. Curiosamente, a quimosina obtida de estômagos de bezerros apresenta a 

mesma tendência encontrada neste estudo, em que sua atividade coagulante é aumentada de 

forma considerável em valores ácidos e, em pH alcalinos, sua ação coagulante é diminuída 

(Richardson et al., 1967). 
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3.6 Efeitos da concentração de CaCl2 e NaCl na atividade coagulante do extrato enzimático 

A atividade coagulante do extrato enzimático apresentou atividade relativa de 100% a 

0,04 M de CaCl2, considerada a melhor atividade enzimática perante todos os ensaios. Nos 

ensaios de 0 a 0,04 M de CaCl2 foi observado aumento da atividade enzimática; após esta 

concentração, a atividade declinou até 22%, a 1 M. O efeito do NaCl também foi estudado e a 

enzima demonstrou ser estável às variadas concentrações do sal, com atividade relativa sempre 

acima dos 62%, mesmo na maior concentração estudada (1 M) (Figura 6). 

Os íons cálcio e sódio possuem um importante papel no processo de fabricação de 

queijos, de modo que seus efeitos devem ser mensurados na atividade coagulante de leite. O 

cálcio é descrito como uma substância importante na formação do coágulo por criar condições 

isoelétricas favoráveis a ligação das micelas de caseína e o aumento da sua concentração leva 

a diminuição do tempo de coagulação (Arima et al., 1970; Merheb-Dini et al., 2010). 

O sal, por sua vez, é importante sobretudo no processo de maturação de queijos, em 

especial no que se refere à atividade de água, controlando o crescimento e a atividade 

microbiana. Outros efeitos também lhe são atribuídos, como controle de atividade enzimática, 

mudanças no teor de umidade e nas mudanças físicas nas proteínas do queijo, por exemplo 

(Salehi et al., 2017). 

Hang et al. (2016) trabalhando com Paenibacillus spp. BD3526 observaram que a 

máxima atividade coagulante foi obtida a 0,03 M de CaCl2, com diminuição gradual da 

atividade à medida que a concentração de cálcio aumentou, corroborando ao comportamento 

de coagulação das enzimas deste estudo. Em contrapartida, Ding et al. (2011) encontraram 

máxima atividade na concentração de 0,05 M de CaCl2. 

 As enzimas coagulantes de A. tamarii URM6599 apresentaram alta estabilidade frente 

ao NaCl. Sabendo-se da grande variedade de queijos que apresentam em seu processo variados 
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conteúdos de sal, a enzima obtida da cepa estudada é uma forte candidata na produção de 

queijos.  

 

3.7 Efeitos de inibidores de proteases e íons sob a atividade coagulante do extrato enzimático 

 As enzimas presentes no extrato bruto enzimático de A. tamarii URM6599 sofreram 

grande inibição frente ao PMSF a 10 mM, apresentando inibição de 92,28% de atividade 

coagulante do leite, quando comparado ao controle sem inibidores (Tabela 9). Além disso, o 

ensaio também proporcionou uma considerável inibição das enzimas pela pepstatina A; cerca 

de 44,14% da atividade original foi inibida. Por outro lado, o ácido iodoacético e o EDTA foram 

os inibidores que menos afetaram na atividade coagulante, apresentando 14,66 e 6,66% de 

inibição. 

Como já discutido, no extrato enzimático obtido por A. tamarii há possibilidade da 

existência de mais de uma enzima coagulante. A atividade de coagulação foi inibida de forma 

particular por PMSF e pepstatina A, substâncias inibidoras de serinos e aspárticas proteases, 

respectivamente. 

Apesar da grande maioria das enzimas coagulantes de leite serem inibidas por pepstatina 

A, caracterizando-as em proteases aspárticas, deve-se notar que há relatos de outras enzimas 

coagulantes de outras classes. Como exemplos, tem-se proteases coagulantes de leite presentes 

no látex de Euphorbia nivulia pertencentes à classe das cisteíno proteases (Badgujar e Mahajan, 

2013); outra enzima obtida através do látex de Ficus religiosa, a conhecida religiosina, é 

classificada como uma serino protease (Kumari et al., 2010). 

Majumder et al. (2015) trabalharam com enzima coagulante de leite de Termitomyces 

clypeatus MTCC 5091 e observaram inibição de coagulação frente ao EDTA, caracterizando-a 

dessa forma como uma metaloprotease, classe dependente de íons metálicos para atuação 

enzimática. 
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 De modo geral, no efeito dos íons sob a atividade coagulante, a atividade relativa se 

manteve acima dos 62,88%, valor encontrado quando do teste com o íon Zn2+ e considerada a 

maior inibição encontrada no ensaio (37,12% de inibição). Os íons Ba2+ e Mg2+ potencializaram 

a ação coagulante das enzimas, com aumento da atividade em 11,49 e 1,01%, respectivamente. 

Ademais, os outros íons apresentaram inibição da atividade coagulante em níveis que variaram 

de 3,89 a 24,46% (Tabela 9). 

Os íons podem interagir com enzimas através de atração eletrostática. Essa interação, 

por sua vez, pode alterar a conformação da proteína e modificar a orientação da ligação da 

enzima com o substrato, o que aumenta ou dificulta a catálise enzimática. Além disso, os íons 

podem se ligar a resíduos reativos localizados no sítio ativo da enzima, podendo bloquear ou 

agir como cofatores na ação enzimática; portanto a avaliação da atuação destes íons na atividade 

enzimática é essencial (Silva et al., 2017). 

Além do Ca2+, outros íons divalentes também são conhecidos por causarem coagulação 

do leite, como o Mg2+ (Narwal et al., 2016), avaliado em nosso estudo. Os íons que mais 

inibiram a atividade coagulante foram o Zn2+, Cu2+ e Co2+ no presente trabalho. Com resultados 

similares ao encontrados neste estudo, Silva et al. (2017), ao trabalharem com enzima 

coagulante de Phanerochaete chrysosporium também observaram esta tendência para os íons 

Cu2+ e Co2+; todavia, a 5 mM a atividade da enzima coagulante foi reduzida para 32% no ensaio 

com Cu2+ e cerca de 80% no ensaio com Co2+, apresentando valores de atividade mais baixos 

que os nossos, avaliados a uma concentração de 10 mM. 

 

4. CONCLUSÃO 

 Enzimas coagulantes de leite foram obtidas através do micro-organismo A. tamarii 

URM6599 e, através da utilização de planejamentos estatísticos, a produção enzimática pelo 

micro-organismo foi otimizada para uma atividade coagulante de 295,72 U.mL-1. São 
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necessárias pesquisas mais aprofundadas quanto à utilização segura do micro-organismo, 

entretanto o extrato enzimático otimizado apresentou baixa toxicidade e o micro-organismo não 

produziu as micotoxinas estudadas nas metodologias empregadas no presente artigo. Além 

disso, o extrato enzimático apresentou características bioquímicas interessantes para aplicação 

na produção de queijos, com maior atividade coagulante em valores de pH mais ácidos (pH 

5,5), temperatura ótima de 70 ºC e estabilidades frente ao pH, temperatura, íons, NaCl e CaCl2. 

Dessa forma, o A. tamarii URM 6599 pode ser considerado um excelente candidato à produtor 

de enzimas coagulantes de leite.  
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TABELAS 

Tabela 1. Valores codificados e reais utilizados no planejamento fatorial completo 23 para 

produção de proteases coagulantes de leite por A. tamarii URM6599. 

Variáveis 
Níveis 

-1 0 1 

NH4Cl (g.25 mL-1) 0,005 0,025 0,045 

MgSO4 (g.25 mL-1) 0,005 0,015 0,025 

Glicose (g.25 mL-1) 0,1 0,25 0,40 
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Tabela 2. Valores codificados e reais utilizados no delineamento central composto para 

produção de proteases coagulantes de leite por A. tamarii URM6599. 

 

Variáveis 

(g.25 mL-1) 

Níveis 

-1,414 -1 0 1 +1,414 

NH4Cl  0,000 0,0003 0,001 0,0017 0,002 

Glicose 0,060 0,066 0,080 0,094 0,1 
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Tabela 3. Matriz correspondente do planejamento fatorial 23 com os resultados de atividade 

coagulante (U.mL-1) do extrato enzimático bruto do A. tamarii URM6599. 

 

 Variáveis independentes (g.25 mL-1) Variável resposta 

Ensaios NH4Cl MgSO4 Glicose AC* (U.mL-1) 

1 0,005 (-1) 0,005 (-1) 0,1 (-1) 255,32 ± 0,00 

2 0,045 (+1) 0,005 (-1) 0,1 (-1) 28,99 ± 0,40 

3 0,005 (-1) 0,025 (+1) 0,1 (-1) 263,74 ± 0,00 

4 0,045 (+1) 0,025 (+1) 0,1 (-1) 88,56 ± 0,00 

5 0,005 (-1) 0,005 (-1) 0,40 (+1) 65,57 ± 0,00 

6 0,045 (+1) 0,005 (-1) 0,40 (+1) 22,42 ± 0,16 

7 0,005 (-1) 0,025 (+1) 0,40 (+1) 127,67 ± 1,92 

8 0,045 (+1) 0,025 (+1) 0,40 (+1) 12,16 ± 0,51 

9 0,025 (0) 0,015 (0) 0,25 (0) 91,95 ± 0,00 

10 0,025 (0) 0,015 (0) 0,25 (0) 100,42 ± 0,59 

11 0,025 (0) 0,015 (0) 0,25 (0) 113,75 ± 0,76 
*AC: Atividade coagulante 
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Tabela 4. Análise de variância (ANOVA) para produção de proteases coagulante de leite por 

A. tamarii URM6599 de acordo com o planejamento fatorial 23. 

Fonte de 

Variação 

Soma dos 

quadrados 

Graus de 

liberdade 

Quadrados 

médios 
Fcal Ftab 

Regressão 69367,22 6 11561,20 20,76 6,16 

Resíduo 2227,42 4 556,86   

Falta de ajuste 1986,02 2 993,01 8,23 19,00 

Puro erro 241,40 2 120,70   

Total 71594,64 10    

Fcal: F calculado; Ftab: F tabelado.             R² = 0,9658 
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Tabela 5. Estimativa dos efeitos das variáveis na produção de proteases coagulantes de leite 

por A. tamarii URM6599 de acordo com o planejamento fatorial 23. 

 

Variáveis Efeitos T p-valor 

NH4Cl -140,044 -18,0273 0,003063* 

MgSO4 29,957 3,8562 0,061146 

Glicose -102,195 -13,1551 0,005729* 

1 por 2 -5,302 -0,6825 0,565363 

1 por 3 60,709 7,8148 0,015983* 

2 por 3 -4,038 -0,5198 0,654997 

* 
Estatisticamente significativo a 95%. 
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Tabela 6. Matriz do delineamento composto central com os resultados de atividade coagulante 

(U.mL-1) do extrato enzimático bruto produzido por A. tamarii URM6599. 

 

 Variáveis independentes Variável resposta 

   *AC (U.mL-1) 

Ensaios NH4Cl (g.25 mL-1) Glicose (g.25 mL-1) Experimental Predito 

1 0,0003 0,066 280,39 ± 9,89 271,09 

2 0,0017 0,066 266,67 ± 0,00 263,45 

3 0,0003 0,094 222,22 ± 0,00 230,47 

4 0,0017 0,094 218,18 ± 0,00 234,51 

5 0,0000 0,080 265,69 ± 1,69 267,9 

6 0,0020 0,080 275,86 ± 0,00 266,76 

7 0,0010 0,060 248,76 ± 0,00 257,6 

8 0,0010 0,100 222,22 ± 0,00 206,49 

9 0,0010 0,080 289,16 ± 0,00 284,18 

10 0,0010 0,080 280,19 ± 3,75 284,18 

11 0,0010 0,080 283,47 ± 1,94 284,18 

*AC: Atividade coagulante 
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Tabela 7. Estimativa dos efeitos das variáveis na produção de proteases coagulantes de leite 

por A. tamarii URM6599 de acordo com o delineamento composto central. 

 

Variáveis Efeitos t p-valor 

NH4Cl (L) -0,8000 -0,2507 0,825482 

NH4Cl (Q) -16,5101 -4,3839 0,048294* 

Glicose (L) -35,7769 -11,2089 0,007865* 

Glicose (Q) -51,0903 -13,5661 0,005390* 

NH4Cl (L) x Glicose (L) 4,8419 1,0672 0,397629 

       * 
Estatisticamente significativo a 95%. 
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Tabela 8. Análise de variância (ANOVA) para produção de proteases coagulante de leite por 

A. tamarii URM6599 de acordo com o delineamento composto central. 

 

Fonte de variação 
Soma dos 

Quadrados 

Graus de 

liberdade 

Quadrados 

médios 
Fcal Ftab 

Regressão 6794,54 5 1358,90 14,06 5,05 

Resíduo 483,28 5 96,66   

Falta de ajuste 836,02 3 278,67 13,54 19,16 

Puro erro 41,17 2 20,58   

Total 7277,82 10    

Fcal: F calculado; Ftab: F tabelado.                         R² = 0,8794 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



86 
 

Tabela 9. Efeito de inibidores e íons metálicos na atividade coagulante do extrato enzimático 

produzido por Aspergillus tamarii URM6599. 

 

Composto Concentração (mM) *AC Relativa (%) Inibição (%) 
    

Controle - 100 ± 0,00 - 
    

Ácido Iodoacético 10 85,34 ± 5,45 14,66 

EDTA 10 93,34 ± 0,55 6,66 

pepstatina A 0,1 55,86 ± 0,00 44,14 

PMSF 10 5,72 ± 0,00 94,28 
    

BaCl2 10 111,49 ± 0,00 - 

CoSO4 10 83,89 ± 3,67 16,11 

CuSO4 10 75,54 ± 0,00 24,46 

FeSO4 10 93,83 ± 0,57 6,17 

KCl 10 89,82 ± 0,00 10,18 

MgSO4 10 101,01 ± 0,00 - 

MnCl2 10 96,11 ± 0,00 3,89 

ZnSO4 10 62,88 ± 0,13 37,12 
*AC: Atividade coagulante 
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FIGURAS 

 

Figura 1. Teste de detecção da produção de aflatoxinas de A. tamarii URM6599. Meio Ágar 

Coco sob luz ultravioleta a 365 nm (A); Teste de vapor amônio em Meio Extrato de Levedura 

(B) e Meio Ágar Coco (C) após sete dias de incubação. 
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Figura 2. Detecção de aflatoxinas AFB1 (cor rosa), AFB2 (cor marrom), AFG1 (cor azul claro) 

e AFG2 (cor azul escuto) por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) do extrato 

enzimático bruto de A. tamarii URM6599 (cor preta). 
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Figura 3. Bioensaio com Artemia salina para determinação do efeito citotóxico do extrato bruto 

enzimático produzido por A. tamarii URM6599. 
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Figura 4. Superfície de resposta da produção de proteases coagulantes de leite por A. tamarii 

URM6599 demostrando a interação entre as variáveis NH4Cl e glicose. 
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Figura 5. Propriedades físico-químicas de coagulação do leite das proteases produzidas por 

A. tamarii URM6599. Atividade ótima () e estabilidade (▪) a temperatura (A) e ao pH (B). 
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Figura 6. Efeito da concentração de CaCl2  () e NaCl (▪) na coagulação do leite pelas 

proteases produzidas por A. tamarii URM6599. 
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RESUMO 

O alto crescimento da demanda de consumo por produtos alimentícios saudáveis e nutricionais 

incentiva a indústria de alimentos a realizar melhorias no desenvolvimento de alimentos 

naturais e funcionais. Dessa forma, com este estudo objetivou-se explorar o uso de um novo 

coagulante microbiano de leite obtido a partir de Aspergillus tamarii URM6599 na produção 

de queijo Minas Frescal caprino. Após produção dos queijos (queijo com extrato enzimático 

bruto de A. tamarii URM6599 e queijo com coagulante comercial), peptídeos foram extraídos 

de sua composição através de ultrafiltração com membranas de corte < 3 kDa e < 10 kDa e 

avaliados quanto à atividade antioxidante (capturas dos radicais ABTS+•, DPPH•, OH•, O2
- e 

quelante de Cu2+ e Fe2+), anti-hipertensiva e antimicrobiana, frente a quatro micro-organismos, 

Escherichia coli ATCC 25922, Listeria monocytogenes ATCC 19114, Salmonella typhimurium 

ATCC 14028 e Staphylococcus aureus ATCC 25923. Na avaliação dos resultados, os peptídeos 

de ambos os queijos apresentaram atividade antioxidante, anti-hipertensiva e antimicrobiana. 

Diante do exposto, observa-se que o novo coagulante demonstra potencial de uso na elaboração 

de queijo Minas Frescal caprino funcional. Ademais, os resultados demonstram que o queijo 

brasileiro Minas Frescal produzido com leite de cabra é uma excelente fonte de peptídeos 

biologicamente ativos. 

 

Palavras-chave: antimicrobiano, antioxidante, leite caprino, Minas Frescal, peptídeos 

bioativos 

 

1. INTRODUÇÃO 

Na atualidade, diversas fontes de informação midiáticas revelam e enfatizam a relação 

entre nutrição e saúde e a necessidade de adoção de bons hábitos alimentares, com a inclusão 

de alimentos saudáveis na dieta (Reis et al., 2017). Alguns destes alimentos são chamados de 
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funcionais por apresentarem efeitos potencialmente positivos sobre o organismo, para além da 

nutrição básica, pois promovem melhores condições de saúde através da redução e prevenção 

de uma série de patologias (Granato et al., 2017).  

Como o consumo de alimentos funcionais pela população pode ajudar no aumento do 

bem-estar populacional, a elaboração destes pode ser atrativa, principalmente com o aumento 

dos custos com cuidados de saúde, bem como uma maior expectativa de vida populacional a 

nível mundial (Villaño, Gironés-Vilapana, García-Viguera, & Moreno, 2016).  

Encontrados nos hábitos alimentares de indivíduos em todo o mundo, o leite e seus 

derivados, como o queijo, são exemplos de alimentos ditos funcionais, por apresentarem uma 

série de atividades biológicas importantes. Em relação ao queijo, alguns estudos já foram 

conduzidos com o intuito de avaliar sua atividade bioativa, principalmente no que concerne 

àquela derivada dos peptídeos biologicamente ativos encontrados em sua composição (Pepe et 

al., 2016; Silva et al., 2012; Stuknyte et al., 2015; Tenore et al., 2015; Timón et al., 2014).  

Em um deles, Silva et al. (2012) avaliaram a presença de atividade bioativa em queijos 

tipo Coalho, tipicamente brasileiro e produzido com a utilização de enzimas coagulantes 

comerciais. Neste estudo, os peptídeos extraídos das amostras foram avaliados e apresentaram 

atividades antimicrobiana, ligante de zinco e antioxidante. 

Santos, Nascimento, Queiroz, Medeiros, & Moreira (2017) avaliaram também as 

propriedades bioativas de queijo Minas Frescal produzidos com leite bovino e encontraram 

atividades antimicrobiana e antioxidante; a amostra estudada pelos autores foi elaborada 

também com a utilização de enzimas coagulantes comerciais. 

Com a estimativa de aumento do consumo global de queijos de cerca de 13,5% entre 

2016 e 2025 (OECD/FAO, 2016), a tendência de pesquisadores de alimentos e produtores de 

queijo é direcionar ações à melhoria da qualidade dos produtos já existentes ou na formulação 

de produtos inovadores (Lamichhane et al., 2017). 
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É sabido que a maioria dos estudos referentes à bioatividade de queijos avaliaram a 

performance de queijos comerciais, elaborados com a utilização de enzimas coagulantes 

comerciais. Em contrapartida, até agora nenhum trabalho foi conduzido com o objetivo de 

avaliar o efeito bioativo em queijos quando do emprego de novas enzimas coagulantes 

microbianas.  

Dessa forma, o principal objetivo do presente estudo foi explorar o uso de um novo 

coagulante microbiano de leite, obtido por Aspergillus tamarii URM6599, na produção de 

queijo Minas Frescal caprino quanto a propriedades bioativas, comparando-o a um coagulante 

comercial comumente utilizado na fabricação de queijos. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Obtenção e preparo do extrato enzimático de Aspergillus tamarii URM6599 para 

produção de queijo 

 O fungo filamentoso A. tamarii URM6599 foi obtido da Coleção de Culturas – Micoteca 

URM, da Universidade Federal de Pernambuco. Em estudos anteriores, este micro-organismo 

demonstrou potencial na produção de enzimas coagulantes. As enzimas coagulantes foram 

obtidas através de fermentação submersa, utilizando meio de produção Meio Soja (MS)  (Porto, 

Campos-Takaki, & Lima-Filho, 1996) com modificações em sua composição: filtrado de 

farinha de soja a 6%, cloreto de amônio a 0,0038%, glicose a 0,3% e MgSO4 a 0,02%. 

A produção enzimática ocorreu em frascos Erlenmeyer de 125 mL de capacidade, 

contendo 25 mL do meio MS modificado. A fermentação transcorreu por 120 horas em 

incubadora refrigerada, a 110 rpm e 30 ºC. Após o tempo estabelecido, o extrato enzimático 

rico em enzimas coagulantes foi obtido por interrupção da fermentação por filtração do 

conteúdo fermentado. 
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  Testes preliminares foram conduzidos para otimizar a quantidade de extrato enzimático 

suficiente para conseguir coagulação do leite em 30 minutos, tempo de referência para 

coagulação da quimosina (dados não apresentados). A quantidade de 1000 mL do extrato (com 

atividade coagulante de 293,32 U.mL-1) foram liofilizados e posteriormente ressuspendidos em 

250 mL de água ultrapura, com objetivo de concentrar as enzimas coagulantes para a fabricação 

do queijo. 

 

2.2 Produção dos queijos Minas Frescal 

 Os queijos foram produzidos com 20 litros de leite caprino obtidos de um rebanho de 

animais da raça Saanen, localizado no município de Alagoinha – PE. Os animais estavam com 

aproximadamente 30 dias de lactação. Previamente à produção dos queijos, o leite foi 

pasteurizado por 30 minutos a 65 ºC; quando a temperatura do leite decresceu a 35 ºC, foram 

adicionados ao leite cloreto de cálcio (0,03%) e 5 mL ácido lático industrial (85% de pureza). 

Após à adição dos componentes, 10 litros de leite foram destinados à fabricação do queijo com 

coagulante comercial (Ha-La®, Chr. Hansen, São Paulo, Brasil), na quantidade recomendada 

pelo fabricante para coagulação do leite em 30 minutos; os 10 litros restantes foram destinados 

à fabricação do queijo com o coagulante produzido a partir de A. tamarii URM6599, na 

proporção de 25 mL.L-1 de leite caprino. 

 Transcorridos 30 minutos do processo de coagulação para ambos tratamentos, a 

coalhada foi cortada em cubos de 1,5–2,0 cm3, posteriormente submetidos a lenta e contínua 

mexedura por 20 minutos. A coalhada cortada foi deixada em repouso por mais 15 minutos 

para, finalmente, ser dessorada e colocada em moldes plásticos. Foram realizadas três viragens 

da coalhada com intervalos de 1 hora cada, até que os queijos foram considerados prontos e 

armazenados sob refrigeração (± 8 ºC) por 24 horas até determinação do rendimento dos 

queijos. 
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2.3 Determinação do rendimento bruto dos queijos 

 Após 24 horas da produção dos queijos, o rendimento dos queijos foi determinado de 

duas maneiras; a primeira, seguindo metodologia de Frau, Font de Valdez, & Pece (2014), de 

acordo com a equação 1: 

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 =
𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑜 𝑞𝑢𝑒𝑖𝑗𝑜 (𝐾𝑔)

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑜 𝑙𝑒𝑖𝑡𝑒 (𝐾𝑔)
 𝑥 100 

(Equação 1). 

 A segunda metodologia, também conhecida por rendimento econômico, foi realizada 

considerando o volume de leite gasto para se fabricar um quilo (kg) de queijo (Furtado, 2017). 

 

2.4 Extração dos peptídeos dos queijos 

 A extração dos peptídeos dos queijos seguiu metodologia proposta por Silva et al. 

(2012) com modificações. Inicialmente, 500 gramas de cada queijo foram homogeneizados com 

água ultrapura (1:2) em liquidificador doméstico por cinco minutos, seguido de agitação do 

conteúdo em agitador mecânico por 10 minutos a 1000 rpm. O conteúdo foi centrifugado a 

5000 rpm por 30 minutos a 4 ºC. O sobrenadante contendo os peptídeos solúveis em água foi 

coletado e o precipitado descartado. O processo de centrifugação foi repetido mais duas vezes 

nas mesmas condições, até obtenção de sobrenadante livre de precipitado. Por último, foi 

realizada filtração em membrana de 0,22 µm (Millipore®) e as soluções de peptídeos solúveis 

em água foram congeladas e armazenadas até momento do uso. 

 

2.5 Ultrafiltração e preparação dos peptídeos para ensaios in vitro 

 As soluções de peptídeos obtidas dos dois tipos de queijo passaram por processo de 

ultrafiltração, que utilizou membrana de corte Amicon® Ultra-15 de 10 e 3 kDa (Merck 

Millipore Ltd., Tullagreen, Irlanda). Os permeados de cada ultrafiltração foram congelados, 
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liofilizados e posteriormente ressuspendidos em água ultrapura em oito concentrações que 

variaram de 0,39 a 50 mg.mL-1. 

 

2.6 Atividades biológicas in vitro 

2.6.1 Atividade de sequestro do radical ABTS+• 

A atividade sequestradora do radical ABTS+• dos peptídeos de diferentes massas 

moleculares foi determinada de acordo com metodologia proposta por Re et al. (1999), com 

modificações. Neste ensaio, o radical ABTS+• foi gerado a partir de 2,2’-azinobis-3-

etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico (ABTS) a 7 mM e persulfato de potássio a 2,45 mM, 

seguido de incubação ao abrigo de luz por 16 horas a 30 ºC. Previamente ao uso, a solução do 

radical ABTS+• foi ajustada para uma absorbância de 0,70 ± 0,02 a 734 nm, por diluição com 

tampão fosfato-salino (PBS), 100 mM, pH 7,4, utilizando espectrofotômetro Libra S22 

(Biochrom®, Áustria). Para a reação, 50 μL dos peptídeos foram misturados com 950 μL da 

solução do radical ABTS+•. Um controle negativo foi preparado, com a utilização de tampão 

fosfato-salino ao invés da amostra ultrafiltrada.  Os ensaios foram incubados a 30 ºC por seis 

minutos e lidos a 734 nm. Todos os ensaios ocorreram em triplicata. A atividade antioxidante 

foi calculada em relação à atividade de eliminação do radical (%), de acordo com a Equação 2:  

 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑎𝑛𝑡𝑖𝑜𝑥𝑖𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒 (%) =  (
𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 − 𝐴𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒

)  𝑥 100 

(Equação 2) 

 

Onde, Acontrole representou a absorbância do controle negativo, utilizando tampão no 

lugar da amostra e Aamostra foi a absorbância dos ensaios contendo os peptídeos. 
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2.6.2 Atividade de sequestro do radical DPPH• 

A atividade sequestradora do radical DPPH• dos peptídeos foi determinada de acordo 

com metodologia proposta por Li, Jiang, Zhang, Mu, & Liu (2008) com modificações. A reação 

consistiu na mistura reacional de 100 µL dos peptídeos e 100 µL do radical DPPH•, este 

solubilizado em metanol a 95% previamente ao uso, a 0,1 mM. Os ensaios foram realizados em 

placas de 96 poços de fundo plano, de poliestireno (Corning®), e incubados durante 30 minutos 

à temperatura ambiente, sob proteção da luz. Um controle negativo também foi realizado, com 

a substituição da amostra por água destilada. A absorbância dos ensaios foi mensurada a 517 

nm em leitora de microplacas Asys UVM 340 (Biochrom, Cambridge, Reino Unido) e a 

atividade antioxidante foi expressa em porcentagem de sequestro do radical DPPH (%), de 

acordo com Equação 3 

 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑎𝑛𝑡𝑖𝑜𝑥𝑖𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒 (%) =  (
𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 − 𝐴𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒

)  𝑥 100 

(Equação 3) 

 

Onde, Acontrole representou a absorbância do controle negativo, utilizando água no lugar 

da amostra e Aamostra foi a absorbância dos ensaios contendo os peptídeos. 

 

2.6.3 Atividade de sequestro do radical hidroxila (OH•) 

 A atividade de sequestro do radical OH• foi realizada com base na metodologia proposta 

por Pownall, Udenigwe, & Aluko (2010). Em placas de 96 poços de fundo plano de 

poliestireno, 50 μL dos peptídeos foram incubados a 50 μL de 1,10-fenantrolina a 3 mM 

(solubilizado em tampão fosfato de sódio pH 7,4 a 0,1 M) e 50 μL de FeSO4 a 3 mM 

(solubilizado em água destilada). Para início da reação, 50 μL de solução aquosa de H2O2 a 

0,01% foram adicionados aos ensaios. Para efeito do cálculo, mais dois ensaios foram 
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realizados: um controle negativo, sem amostras ultrafiltradas e um branco, sem amostra e sem 

peróxido de hidrogênio.  A mistura reacional foi protegida da luz e incubada a 37 °C por uma 

hora, sob agitação. A absorbância dos ensaios foi mensurada a 536 nm em leitora de 

microplacas Asys UVM 340 (Biochrom, Cambridge, Reino Unido) e a atividade antioxidante 

foi expressa em porcentagem de sequestro do radical OH• (%), de acordo com a Equação 4: 

 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑎𝑛𝑡𝑖𝑜𝑥𝑖𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒 (%) =  (
𝐴𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒

𝐴𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜 −  𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒

)  𝑥 100 

(Equação 4) 

 

Onde, Aamostra representou a absorbância do ensaio completo com os peptídeos; Acontrole 

representou a absorbância do ensaio contendo 1,10-fenantrolina, FeSO4 e H2O2, com tampão 

fosfato de sódio no lugar do peptídeo; e Abranco representou a absorbância do ensaio contendo 

1,10-fenantrolina e FeSO4, com tampão no lugar da amostra e água no lugar do peróxido de 

hidrogênio. 

 

2.6.4 Atividade de sequestro do radical ânion superóxido (O2
-) 

 A atividade sequestrante do radical O2
- foi avaliada seguindo metodologia proposta por 

Pownall et al. (2010). Em placas de 96 poços de fundo plano de poliestireno, 80 μL dos 

peptídeos foram adicionados a 80 μL de tampão Tris-HCl (50 mM a pH 8,3) contendo 1 mM 

de EDTA, sob proteção da luz. Imediatamente 40 μL de pirogalol a 1,5 mM (dissolvido em HCl 

a 10 mM) foram adicionados aos ensaios. A absorbância dos ensaios foi mensurada no início e 

ao final da reação durante quatro minutos em leitora de microplacas Asys UVM 340 (Biochrom, 

Cambridge, Reino Unido), a 420 nm. Um controle foi realizado, utilizando tampão no lugar das 

amostras. A atividade antioxidante foi expressa em porcentagem de sequestro do radical O2
- 

(%), de acordo com a Equação 5: 
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𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑎𝑛𝑡𝑖𝑜𝑥𝑖𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒 (%) =  (
(𝛥𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒/min ) − 𝛥𝐴𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎/min

𝛥𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒/min 
) 𝑥 100 

(Equação 5) 

 

Onde, Aamostra representou a absorbância do ensaio completo com os peptídeos e Acontrole representou a 

absorbância do ensaio contendo tampão no lugar das amostras. 

 

2.6.5 Atividade quelante de cobre (Cu2+) 

 A atividade quelante de cobre foi realizada de acordo com metodologia de Sánchez-

Vioque et al. (2012), com poucas modificações. A mistura reacional de 500 μL de tampão 

acetato (50 mM a pH 6,0) e 12,5 μL de CuSO4 a 5mM foram adicionados a 125 μL dos 

peptídeos. Transcorridos 30 minutos de incubação à temperatura ambiente, 12,5 μL de violeta 

de pirocatecol (VP) a 4mM foram adicionados aos ensaios. Após mais 30 minutos, a 

absorbância dos ensaios foi mensurada a 632 nm, em espectrofotômetro (Biochrom Libra S6®, 

Cambridge, Reino Unido). Como controle, água destilada foi usada no lugar das amostras. A 

porcentagem de inibição (%) da formação do complexo VP-Cu2+ foi calculada seguindo a 

Equação 6:  

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑞𝑢𝑒𝑙𝑎𝑛𝑡𝑒 (%) =  (
𝐴𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 − 𝐴𝐴𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒

)  𝑥 100 

(Equação 6) 

 

Onde, Acontrole foi a absorbância do controle, com água destilada; e Aamostra foi a 

absorbância das amostras contendo os peptídeos. 
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2.6.6 Atividade quelante de ferro (Fe2+) 

 A habilidade dos peptídeos em quelar o Fe2+ foi avaliada de acordo com metodologia de 

Sánchez-Vioque et al. (2012), com poucas modificações. Quantidade de 125 μL dos peptídeos 

foram adicionados a 500 μL de tampão de acetato de sódio (0,1 M a pH 4,9) e a 12,5 μL de 

cloreto de ferro 2. Após incubação da mistura reacional por 30 minutos à temperatura ambiente, 

adicionaram-se 50 μL de ferrozina (5 mM) aos ensaios. Após mais 30 minutos, a absorbância 

foi mensurada a 562 nm em espectrofotômetro (Biochrom Libra S6®, Cambridge, Reino 

Unido). A atividade quelante de ferro foi expressa em porcentagem de inibição da formação do 

complexo ferrozina-Fe2+ (%) e calculada segundo a Equação 7: 

 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑞𝑢𝑒𝑙𝑎𝑛𝑡𝑒 (%) =  (
𝐴𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 − 𝐴𝐴𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒

)  𝑥 100 

(Equação 7) 

 

Onde, Acontrole representa a absorbância do controle negativo, com substituição dos 

peptídeos por água destilada; e Aamostra representa a absorbância do ensaio com os peptídeos. 

 

2.6.7 Atividade anti-hipertensiva 

 A habilidade dos peptídeos dos queijos em inibir a ECA foi realizada seguindo ensaio 

proposto por Cushman & Cheung (1971), com adaptações realizadas por Zhang et al. (2009), 

onde 25 µL dos peptídeos e 25 µL de ECA a 5 mU (solubilizado em tampão fosfato de sódio 

pH 8,3 a 50 mM) foram incubados a 25 µL de N-Hippuril-L-histidil-L-leucina (HHL) a 5 mM 

(solubilizado em tampão fosfato de sódio pH 8,3 a 1 M) por 30 minutos a 37 ºC. Em seguida, 

75 µL de HCl (1 M) e 500 µL de acetato de etila foram adicionados ao ensaio. Após 15 

segundos, foi realizada a centrifugação a 3000 RPM por 10 minutos e 250 µL da fase orgânica 

(acetato de etila) foram transferidos para um tubo de ensaio limpo, que levado a banho fervente 
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por 15 minutos. O resíduo resultante da evaporação foi ressuspendido em 1,5 mL de água 

deionizada. A absorbância dos ensaios foi mensurada a 228 nm em espectrofotômetro Libra 

S22 (Biochrom®, Aústria) a atividade anti-hipertensiva foi expressa em porcentagem (%), de 

acordo com a Equação 8: 

 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑎𝑛𝑡𝑖 − ℎ𝑖𝑝𝑒𝑟𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑣𝑎 (%) =  (
A − B

𝐴 − 𝐶
)  𝑥 100 

(Equação 8) 

 

 Onde, A representa a atividade da ECA sem nenhuma inibição, B representa a 

atividade da ECA sob a influência dos peptídeos e C, a absorbância referente 

ao HHL submetido a todo ensaio experimental. 

 

2.6.8 Atividade antimicrobiana 

A atividade antimicrobiana dos peptídeos dos queijos foi realizada seguindo ensaio 

proposto por Wu et al. (2013) com poucas modificações. Neste estudo, concentrações de 0,39 

a 50 mg.mL-1 dos peptídeos foram analisados frente à quatro bactérias: Escherichia coli ATCC 

25922, Listeria monocytogenes ATCC 19114, Salmonella typhimurium ATCC 14028 e 

Staphylococcus aureus ATCC 25923. Primeiramente, as bactérias em estoque foram cultivadas 

em caldo triptona de soja por 12 horas a 37 ºC, em estufa bacteriológica.  Os ensaios consistiram 

de 100 µL da amostra ultrafiltrada, 90 µL de caldo Mueller Hinton e 10 µL de suspensão 

bacteriana, previamente padronizada a 108 UFC.mL-1 em espectrofotômetro, correspondente ao 

valor 0,5 da escala de McFarland. Os ensaios foram realizados em placas de 96 poços de fundo 

plano, de poliestireno e estéreis (Corning®). Para efeito de cálculo, um controle negativo foi 

realizado com água destilada estéril no lugar da amostra ultrafiltrada, seguindo as mesmas 

condições dos demais testes. Os ensaios foram conduzidos em triplicata e incubados durante 24 
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horas a 37 ºC. Transcorrido o tempo, as absorbâncias das amostras foram mensuradas a 600 nm 

em leitora de microplaca Asys UVM 340 (Biochrom, Cambridge, Reino Unido). A atividade 

antimicrobiana foi expressa em porcentagem de inibição de crescimento (%) e calculada através 

da Equação 9: 

 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑎𝑛𝑡𝑖𝑚𝑖𝑐𝑟𝑜𝑏𝑖𝑎𝑛𝑎 (%) =  (
𝐴𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 − 𝐴𝐴𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒

)  𝑥 100 

(Equação 9) 

 

Onde, AControle foi a absorbância do controle negativo, com água estéril no lugar dos 

peptídeos e AAmostra foi a absorbância dos peptídeos, nas variadas concentrações. 

 

2.7 Análises estatísticas 

 Os experimentos envolvendo as atividades biológicas dos peptídeos foram conduzidos 

em triplicata, utilizando delineamento inteiramente casualizado. Uma análise de variância 

(ANOVA) foi realizada por meio de um esquema fatorial 2 x 2 x 8, para investigar os efeitos 

dos diferentes coagulantes, tamanhos e concentrações dos peptídeos nas atividades 

antioxidantes, anti-hipertensivas e antimicrobianas, respectivamente. As comparações de 

médias foram realizadas usando teste Tukey (p < 0,05), usando o software SISVAR (Ferreira, 

2011) e os resultados foram expressos em média ± desvio-padrão. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Rendimento bruto dos queijos 

 O queijo obtido pela ação do coagulante comercial apresentou maior rendimento 

(18,63%), em comparação ao obtido pela ação do coalho produzido por A. tamarii URM6599 

(16,14%). Na análise do rendimento econômico foi observado que o coalho de fonte comercial 
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produziu um quilo de queijo Minas Frescal com 5,37 litros de leite e o coagulante microbiano 

produziu um quilo com 6,20 litros de leite caprino.  

 Apesar do coagulante microbiano produzido por A. tamarii ter apresentado menor 

rendimento econômico quando comparado ao coalho de fonte comercial, a Empresa de 

Assistência Técnica e Extensão Rural do Governo do Estado de Minas Gerais (EMATER-MG) 

considera a utilização de 6 a 6,5 L/kg de queijo Minas Frescal produzido como um bom 

rendimento (Bragança, 2001).  

 O rendimento do queijo é influenciado por muitos fatores, alguns dos mais importantes 

incluem a composição, a qualidade das práticas de armazenamento e os pré-tratamentos do leite, 

e o tipo de coagulante utilizado, que idealmente deve hidrolisar a ligação Fenilalanina105-

Metionina106 da κ-caseína durante a coagulação do leite. Vários coagulantes utilizados na 

fabricação de queijos diferem em sua atuação e alguns coagulantes de origem microbiana 

apresentam diferentes padrões de clivagem com resultados satisfatórios na utilização (Fox, 

Guinee, Cogan, & McSweeney, 2017). 

 O coagulante microbiano do A. tamarii em estudos anteriores (dados não apresentados) 

demonstrou possuir, em sua composição, a existência de pelo menos duas enzimas coagulantes 

do leite; além disso, o padrão de clivagem dessas enzimas pode ser diferente da quimosina 

presente no coalho comercial, o que propicia a perda de proteínas para o soro, comportamento 

observado pelo menor rendimento encontrado neste coagulante. 

  

3.2 Atividade antioxidante dos peptídeos dos queijos 

  De forma geral, ambos os queijos apresentaram atividade antioxidante, bem como os 

peptídeos de diferentes tamanhos; em relação às concentrações, apenas no ensaio de captura do 

radical OH• algumas concentrações menores não apresentaram atividade (Tabelas 1 a 6). Este 

comportamento é interessante e reforça os achados na literatura, que cita componentes 
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biologicamente ativos em alimentos, em especial àqueles derivados do leite, como detentores 

de papel crucial na redução do impacto das espécies reativas ao oxigênio, tais como os radicais 

superóxido (O2
-), hidroxila (OH• ) e peroxil, (ROO•) formados por células sob estresse oxidativo 

(Benbrook, 2005). 

 Estes compostos, especialmente os peptídeos derivados de proteína, possuem 

capacidade de doar elétrons para neutralizar os radicais livres (Aluko, 2012). Entretanto, o 

mecanismo antioxidante pode envolver uma série de ações complexas, como a eliminação de 

radicais, a quelação de íons metálicos pró-oxidativos, redução de peróxidos, dentre outros. 

Neste sentido, os peptídeos bioativos derivados do leite são únicos quando comparados com 

outros compostos antioxidantes alimentares, pois podem potencialmente atuar como 

antioxidantes multifuncionais, inibindo vários compostos por diferentes caminhos (Elias et al., 

2008).  

 

3.2.1 Captura do radical ABTS+• 

 Os peptídeos do queijo obtido com as enzimas coagulantes microbianas do A. tamarii 

URM6599 apresentaram maiores atividades antioxidantes quando comparados àqueles do 

queijo comercial. As atividades no queijo A. tamarii variaram de 91,86 ± 0,08 a 1,73 ± 0,52% 

e no queijo comercial, estas foram de 86,56 ± 0,76 a 0,77 ± 0,22% (Tabela 1). 

Em relação aos peptídeos de tamanhos moleculares diferentes, os peptídeos <10 kDa 

apresentaram maior atividade de captura do radical ABTS+•, em ambos os queijos (p < 0,05). 

As atividades antioxidantes dos peptídeos <10 kDa do queijo A. tamarii variaram de 2,94 ± 

0,08 a 91,86 ± 0,08%; os peptídeos com <3kDa apresentaram atividades antioxidantes de 1,73 

± 0,52 a 86,66 ± 0,87%. No queijo comercial, os peptídeos com tamanho molecular <10 kDa 

apresentaram atividades de 1,06 ± 0,22 a 86,56 ± 0,76%, enquanto os de tamanho molecular 

<3kDa apresentaram 0,77 ± 0,22 a 60,98 ± 0,72% 
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A maior atividade de sequestro deste radical por peptídeos do queijo A. tamarii pode ser 

atribuída principalmente pelo fato da utilização do extrato enzimático bruto para a produção do 

queijo, reconhecidamente um extrato complexo que apresentou em estudos anteriores a 

possibilidade de existência de mais de uma protease coagulante (dados não apresentados). 

Dessa forma, a hipótese é que essas proteases agiram de forma simultânea na catálise de outras 

ligações proteicas das frações de caseína e liberaram diferentes peptídeos antioxidantes, 

diferente da enzima comercial utilizada que possui especificidade na ligação Fenilanina105-

Metionina106 da κ-caseína.  

Ayyash, Al-Nuaimi, Al-Mahadin, & Liu (2018) trabalharam com a atividade 

antioxidante de leites fermentados de origem bovina e de camelo, sendo o último a apresentar 

maior atividade de captura do radical ABTS+•. Os autores, além de atribuírem este achado à 

natureza diferente dos peptídeos bioativos, também relataram que há a possibilidade do leite 

fermentado de camelo ter apresentado esta característica devido a uma maior taxa de hidrólise 

do leite pelas cepas probióticas, que corrobora que uma maior hidrólise das proteínas do leite 

tendem a aumentar a atividade antioxidante. 

 Sabe-se que as atividades antioxidantes apresentadas por peptídeos são influenciadas 

por vários fatores, dentre eles a massa molecular. A literatura reporta que é mais comum os 

peptídeos de baixa massa molecular apresentarem atividades antioxidantes (Sheih et al., 2009), 

todavia em nosso estudo quanto à captura do radical ABTS+•, os peptídeos de massas 

moleculares maiores apresentaram melhor atividade. Sabe-se que o radical ABTS+• é reduzido 

na presença de compostos antioxidantes doadores de hidrogênio (Corrêa et al., 2011). Nesta 

perspectiva, há possibilidade de peptídeos de massas moleculares maiores apresentarem maior 

capacidade de doação de hidrogênios, por apresentarem cadeias mais longas. 

 Em relação às concentrações, ambos os queijos apresentaram melhores atividades nas 

maiores concentrações (Tabela 1). No queijo A. tamarii as concentrações de 50 e 25 mg.mL-1 
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não diferiram estatisticamente (p < 0,05) em ambos peptídeos. Considerado um resultado 

interessante, já que na concentração de 25 mg.mL-1 pode-se obter a mesma atividade que a 

encontrada a 50 mg.mL-1; dessa forma, a menor concentração pode ser utilizada sem prejuízos 

à atividade antioxidante. 

No queijo comercial, apenas os peptídeos <3 kDa apresentaram diferença significativa 

entre as maiores concentrações. De forma geral, como dito anteriormente, a tendência 

observada foi de incremento na atividade antioxidante nas maiores concentrações, atingindo 

atividades antioxidantes que variaram de 60,98 ± 0,72% (menor atividade detectada dentre as 

concentrações de 50 mg.mL-1 ) a 91,86 ± 0,08 (maior atividade detectada a 50 mg.mL-1 no 

queijo A. tamarii nos peptídeos de <10 kDa). 

Resultados semelhantes foram encontrados por Timón et al. (2014) em peptídeos de 

baixa massa molecular (< 3kDa) de queijo tipo Burgo. Os autores também observaram que as 

maiorias atividades eram encontradas nas maiores concentrações. 

 

3.2.2 Captura do radical DPPH• 

 As enzimas coagulantes utilizadas e os peptídeos de massas moleculares diferentes não 

apresentaram diferenças estatísticas. Somente a concentração influenciou na atividade. De 

forma similar ao comportamento dos peptídeos na captura do radical ABTS+•, as concentrações 

de 50 e 25 mg.mL-1 não diferiram estatisticamente (p < 0,05) (Tabela 2). 

 As atividades dos peptídeos de ambos os queijos, massas moleculares e concentrações 

variaram de 82,85 ± 0,11 (no queijo A. tamarii, nos peptídeos <3 kDa) a 17,83 ± 1,23% (no 

queijo comercial, nos peptídeos <3 kDa). São resultados promissores, principalmente quando 

comparados aos achados de Timón et al. (2014). Esses autores avaliaram atividades 

antioxidantes de peptídeos de baixa massa molecular (<3kDa) de queijo tipo Burgo utilizando 
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o radical DPPH• e verificaram uma redução do radical de 8,99 ± 2,18%, a uma concentração de 

1 mg.mL-1, quando do uso de enzima coagulante microbiana.  

O presente estudo apresentou resultados superiores, quando comparados ao trabalho de 

Timón et al. (2014). Nas concentrações de 0,78 mg.mL-1, as atividades encontradas para os 

queijos A. tamarii e comercial nos peptídeos de <3 kDa foram de 19,51 ± 1,79 e 17,94 ± 2,16%, 

respectivamente. Isso demonstra que, além do tipo de enzima utilizada, os tipos de 

processamento do queijo, bem como a origem do leite utilizado para a produção, também 

contribuem para as diferenças de ação nas atividades.  

Meira et al. (2012) também avaliaram a atividade antioxidante de seis tipos de queijos, 

os Cerrillano, Feta, Pecorino, Pecorino Sardo, Pecorino Toscano e Roquefort, produzidos com 

leite ovino. Os seis tipos apresentaram atividade frente ao radical ABTS+• e somente o 

Roquefort apresentou atividade de captura do radical DPPH•, com atividade antioxidante de 

22,81% ± 0,09. Diferente do resultado de Meira et al. (2012), queijos produzidos com 

coagulante de A. tamarii e de fonte comercial, no presente estudo, apresentaram maiores 

atividades frente a este radical. 

Sarmadi & Ismail (2010) relatam que a atividade antioxidante de peptídeos pode ser 

relacionada também a um maior número de grupos ionizáveis e por um maior conteúdo de 

grupos hidrofóbicos. Neste último caso, em contato com uma amostra rica em peptídeos 

hidrofóbicos, o radical DPPH• apresentaria mais facilidade em ser reduzido, pois o radical é 

dissolvido em metanol, solvente orgânico em que os peptídeos hidrofóbicos apresentariam 

melhor difusão. 

 

3.2.3 Inibição da formação dos radicais OH• e O2
- 

 O queijo comercial apresentou melhores resultados de inibição do radical e foi 

significativamente maior que o queijo A. tamarii. De uma forma geral, o queijo A. tamarii 
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apresentou peptídeos com massas moleculares <10 kDa com maior atividade antioxidante, em 

relação aos <3 kDa. Os peptídeos com massas <10 kDa e <3kDa obtidos do queijo comercial 

não apresentaram diferenças, excetuando-se pelos resultados encontrados nas concentrações de 

12,5 e 0,39 mg.mL-1, em que os peptídeos <3kDa e <10 kDa apresentaram maior poder de 

captura do radical, respectivamente (Tabela 3). 

As atividades antioxidantes em relação às concentrações apresentaram diferenças 

significativas. Entretanto, nas maiores concentrações (50 e 25 mg.mL-1) as atividades de 

inibição de formação do radical OH• para todos os tratamentos não diferiram (Tabela 3). Essas 

concentrações foram capazes de capturar por completo o radical, com 100% de atividade. 

 No ensaio de inibição de formação do radical O2
-, foi observado que os queijos não 

diferiram entre si, exceto nas concentrações de 6,25; 3,12 e 1,56 mg.mL-1, nos peptídeos <10 

kDa, em que a atividade dos peptídeos do queijo A. tamarii foi sobretudo maior e diferiram (p 

< 0,05). As diferenças entre as massas moleculares dos peptídeos também não foram 

significativas e somente a variável concentração influenciou a atividade nesta metodologia. As 

atividades antioxidantes no queijo A. tamarii variaram de 59,46 ± 0 a 100 ± 0% a e no queijo 

comercial de 43,24 ± 8,11 a 100 ± 0% (Tabela 4). 

Radicais de oxigênio constituem uma variedade de moléculas reativas que causam 

estresse oxidativo nas células. Cerca de 5% do total do metabolismo do oxigênio das células do 

fígado resulta na produção de espécies de oxigênio parcialmente reduzidas (Singh e Singh, 

2008). O radical hidroxila (OH•) é o radical livre mais reativo e pode ser formado a partir de 

outras espécies reativas, como o ânion superóxido (O2
-) ou peróxido de hidrogênio (H2O2) na 

presença de íons metálicos. É um radical que pode facilmente reagir com biomoléculas, tais 

como aminoácidos, lipídios, DNA e proteínas (You et al., 2010). Portanto, a remoção do radical 

OH• é provavelmente uma das defesas mais eficazes contra várias doenças (Zhuang et al., 2013).  
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 Inúmeras reações biológicas geram radical ânion superóxido (O2
-). É considerada uma 

espécie reativa tóxica e atua potencialmente como precursora de outras espécies, como o radical 

hidroxila (OH•). Dessa forma, estudar a eliminação deste radical é importante (Zhuang et al., 

2013). 

 Apesar da importância no controle dessas espécies reativas de oxigênio (EROS), até 

agora não há relatos da utilização destas metodologias para avaliação da capacidade 

antioxidativa de queijos. Em um dos poucos trabalhos que relatam a atividade de inibição de 

formação do radical O2
- em outros produtos advindos do leite caprino, Ahmed, El-Bassiony, 

Elmalt, & Ibrahim (2015) trabalharam com peptídeos derivados de caseína caprina que 

apresentaram forte atividade de sequestro do radical O2
-. Assim, a escolha pela utilização de 

leite caprino na produção dos queijos avaliados neste estudo também deve ser considerada 

importante. O interesse por queijos e peptídeos derivados do leite caprino vem intensificando, 

de forma especial por causa de sua baixa alergenicidade e por apresentar-se uma potencial fonte 

de novos peptídeos biológicos. 

Outros estudos foram realizados com caseínas de outras espécies animais em relação à 

captura e inibição dos radicais OH• e O2
-. Homayouni-Tabrizi, Asoodeh, & Soltani (2017) 

trabalharam com peptídeos derivados da caseína de leite de camelo e encontraram atividades 

de captura destes radicais. Neste estudo, de forma similar com os nossos achados, a atividade 

de inibição foi maior em concentrações maiores para ambas metodologias de captura das EROS. 

  

3.2.4 Atividades quelantes de cobre e ferro 

 A concentração dos peptídeos foi a que mais diferiu na atividade quelante de ferro e os 

outros fatores avaliados, queijos e os peptídeos com diferentes massas moleculares, 

apresentaram as mesmas atividades quelantes de ferro. As atividades variaram de 6,95 ± 2,71 a 
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74,98 ± 2,25% no queijo A. tamarii e 7,70 ± 1,26 a 73,66 ± 5,49% no queijo comercial (Tabela 

5). 

 Em relação a concentração, a atividade quelante foi maior em concentrações maiores, 

em todos os tratamentos (Tabela 5). Também foi significativamente diferente das demais na 

concentração de 50 mg.mL-1. Meira et al. (2012) relataram que, a 50 mg.mL-1, os queijos 

Pecorino Toscano e Pecorino Sardo apresentaram capacidade de quelação de ferro de 55,14 e 

50,73%, respectivamente. Sendo estes resultados foram considerados os melhores de todo o 

estudo. Os queijos Minas Frescal produzidos no presente estudo apresentaram, na mesma 

concentração, valores superiores de quelação de 74,98 ± 2,25 e 73,38 ± 1,13% para o queijo A. 

tamarii para os peptídeos de massas moleculares <10 kDa e <3 kDa, respectivamente; e 

apresentou 73,66 ± 5,49 e 66,90 ± 0,42% para o queijo comercial, nos peptídeos < 10 kDa e < 

3 kDa, respectivamente. 

 Quanto às atividades quelantes de cobre (Tabela 6), todas as variáveis analisadas foram 

estatisticamente diferentes. O queijo produzido pelas proteases coagulantes do A. tamarii, os 

peptídeos <10 kDa e as maiores concentrações apresentaram maior atividade quelante de cobre. 

 A atividade quelante nas maiores concentrações ficou acima dos 80%, entretanto no 

queijo A. tamarii as concentrações de 50 a 3,12 mg.mL-1 não diferiram estatisticamente em 

ambos peptídeos; com isso, uma menor concentração de peptídeos pode ser suficiente para um 

excelente efeito quelante. No queijo comercial também foi possível detectar a mesma tendência.  

 A quelação de metais, como a complexação de íons de ferro ou cobre é frequentemente 

estudada como um mecanismo antioxidante indireto, uma vez que após a complexação do metal 

as reações em cadeia são inibidas e os fenômenos de oxidação são atrasados. Na verdade, em 

sistemas vivos, a presença de metais transitórios como o Fe2+ e Cu2+ envolvem a formação de 

espécies reativas de oxigênio (ERO) como os radicais hidroxila, formados através da reação de 

Fenton. Além disso, íons ferrosos podem catalisar a formação de radicais hidroxílicos através 
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da reação de Harber-Weiss, que ocorre na presença do radical ânion (Canabady-Rochelle et al., 

2018). 

 O uso de compostos capazes de quelar metais é bastante diverso. Em alimentos, este 

tipo de atividade é importante na prevenção de rancificação, que altera o sabor dos mesmos 

(Hidalgo et al., 2015). Outro viés importante a ser tratado é a importância desses compostos na 

prevenção e tratamento de algumas patologias. Em muitas doenças neurodegenerativas, o cobre 

foi identificado como componente importante na desregulamentação do controle homeostático 

do cérebro. A presença deste íon pode causar efeitos tóxicos, principalmente através do estresse 

oxidativo induzido pelo aumento de espécies reativas de oxigênio. Além disso, pode ser 

responsável pela manifestação de distúrbios hereditários, como as doenças de Wilson e Menkes 

(Melo et al., 2017). 

 

3.3 Atividade anti-hipertensiva dos peptídeos dos queijos 

 Todos os peptídeos estudados (<3 kDa e <10 kDa), dos queijos (comercial e A. tamarii) 

e em todas as concentrações (50 a 0,39 mg.mL-1) apresentaram habilidade em inibir a enzima 

conversora de angiotensina (ECA) (Tabela 7). Aqueles provenientes do queijo A. tamarii foram 

mais eficientes em inibir a ECA, quando comparado aos peptídeos do queijo comercial, 

sobretudo os peptídeos de massa molecular <3 kDa, que apresentaram atividade anti-

hipertensiva expressiva, variando de 21,55 ± 0,72 a 72,33 ± 0,54%, enquanto que o queijo 

comercial apresentou atividades de 15,64 ± 0,27 a 60,51 ± 1,61%. 

 No queijo comercial a tendência também foi observada, principalmente nas 

concentrações de 50, 3,12 e 1,56 mg.mL-1, que diferiram estatisticamente dos peptídeos de 

massa molecular de <10 kDa, com maiores percentuais de inibição da ECA (p < 0,05).  

 Similar aos achados deste estudo, Gómez-Ruiz, Ramos, & Recio (2002) trabalharam 

com queijo tipo Manchego, um dos queijos mais populares na Espanha, produzido com leite de 
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ovelha e coagulante de origem animal, e verificaram que os peptídeos <3 kDa presentes no 

extrato aquoso do queijo demonstraram considerável contribuição na inibição da ECA. Da 

mesma forma, Lignitto et al. (2010) avaliaram os peptídeos de massas moleculares <3 kDa e < 

10 kDa do queijo Asiago d’Allevo quanto a atividade de inibição da ECA e encontraram nos 

peptídeos <3 kDa maior atividade anti-hipertensiva, e concluíram que os peptídeos mais curtos 

foram os responsáveis pelo efeito inibitório da ECA do que os mais longos, presentes na fração 

<10 kDa. 

Outro fato interessante é que peptídeos com massa molecular menor são também 

reconhecidos pela probabilidade de resistência à proteólise in vivo, assim, esses compostos 

podem apresentar longa e efetiva ação dentro do corpo, não sendo degradados ou inativados; é 

o caso dos conhecidos tripeptídeos Valina-Prolina-Prolina e Isoleucina-Prolina-Prolina, 

detectados em leite fermentado bovino, que possuem expressiva atividade anti-hipertensiva 

(Mizuno et al., 2004; Nakamura et al., 1995). 

Vários métodos foram concebidos para estimar potenciais propriedades anti-

hipertensiva de peptídeos. Sobre a inibição da ECA, Aluko (2015) explica que a ação inibitória 

dos peptídeos e hidrolisados pode ser por meio de interações peptídicas competitivas, não 

competitivas ou mesmo pelas duas. Em uma interação competitiva, por exemplo, os peptídeos 

concorrem diretamente com o substrato específico da enzima. No caso deste estudo, o HHL 

utilizado na metodologia como substrato da ECA, é composto por um tripeptídeo (Glicina-

Histidina-Leucina), que apresenta baixa massa molecular; assim, os peptídeos originários dos 

queijos deste estudo, especialmente os <3 kDa, podem competir com o HHL, inibindo desta 

forma a ação da ECA. 

Estudos já demonstraram que os peptídeos derivados de variados tipos de queijo 

possuem ação anti-hipertensiva in vivo. Peptídeos originários de queijo Gouda, por exemplo, 

apresentaram efeito depressivo sobre a pressão arterial sistólica em ratos espontaneamente 
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hipertensos (REH) (Saito et al., 2000). No estudo de Lollo et al. (2015), um queijo Minas 

Frescal probiótico foi elaborado e avaliado o efeito do consumo do queijo por REH durante 15 

dias sobre os parâmetros de hipertensão arterial; como resultado, os animais alimentados com 

o queijo Minas Frescal probiótico apresentaram pressão sanguínea significativamente mais 

baixa. Os autores sugeriram que peptídeos com propriedades anti-hipertensivas foram 

responsáveis pelo excelente resultado do estudo. 

O consumo do queijo Minas Frescal pode apresentar-se como uma alternativa alimentar 

saudável para indivíduos hipertensos, entretanto, ensaios clínicos devem ser realizados a fim de 

investigar a ação dos peptídeos originários em humanos. 

 

3.4 Atividade antimicrobiana dos peptídeos dos queijos 

 De maneira geral, todos os tratamentos apresentaram alguma atividade antimicrobiana, 

com exceção do ensaio que envolveu o queijo comercial contra L. monocytogenes ATCC 

19114, que não inibiu o crescimento do micro-organismo (Tabela 8). 

 O queijo A. tamarii inibiu em maior proporção E. coli ATCC 25922, quando comparado 

ao queijo comercial (p < 0,05). Além disso, os peptídeos <3 kDa apresentaram maior atividade 

microbicida do que os <10 kDa, com atividade até a concentração de 6,25 mg.mL-1; os 

peptídeos <10 kDa apresentaram atividade até a concentração de 12,5 mg.mL-1. O queijo 

comercial por sua vez inibiu o micro-organismo até as concentrações de 25 e 50 mg.mL-1, para 

os peptídeos <3 kDa e <10 kDa, respectivamente. 

 Na atividade antimicrobiana frente L. monocytogenes ATCC 19114, o queijo A. tamarii 

também apresentou melhor atividade (p <0,05). Como citado anteriormente, os peptídeos 

estudados no queijo comercial não foram capazes de impedir o crescimento microbiano. Neste 

ensaio, as menores concentrações dos peptídeos do queijo A. tamarii foram capazes de inibir o 

crescimento microbiano, enquanto as maiores não. A atividade foi elevada a partir da 
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concentração de 0,78 mg.mL-1, para ambos peptídeos de massas moleculares diferentes (<3kDa 

e <10 kDa).  

 No ensaio que envolveu S. typhimurium ATCC 14028, o queijo comercial apresentou 

maior atividade microbicina nas concentrações mais baixas, a partir de 3,12 e 1,56 mg.mL-1 

para os peptídeos <3 kDa e <10 kDa, respectivamente. Entretanto essas atividades foram baixas, 

com 2,88 ± 1,46 a 9,01 ± 1,46% de inibição. Por outro lado, o queijo A. tamarii apresentou 

maiores atividades na menor concentração do estudo (0,39 mg.mL-1) (p <0,05), com percentuais 

de inibição de 21,80 ± 4,79 e 23,00 ± 3,35% para os peptídeos <3kDa e <10 kDa, 

respectivamente, o que demonstra que os peptídeos provenientes deste queijo foram mais 

efetivos no controle microbiano de S. typhimurium ATCC 14028. 

 De todos os ensaios antimicrobianos, a bactéria S. aureus ATCC 25923 foi o micro-

organismo que sofreu maior inibição de crescimento quando em contato com os peptídeos 

analisados neste estudo. As atividades variaram de 1,30 ± 1,47 a 60,10 ± 8,01%, no teste que 

envolveu o queijo comercial e peptídeos <10 kDa e nos peptídeos <3 kDa, respectivamente. A 

atividade inibitória foi maior nas maiores concentrações, em todos os tratamentos testados. 

 O queijo A. tamarii apresentou atividade até a concentração de 3,12 mg.mL-1, enquanto 

o queijo comercial apresentou atividade até 6,25 e 12,5 mg.mL-1 para os peptídeos <3 kDa e 

<10 kDa, respectivamente. 

 O fato dos peptídeos de ambos os queijos apresentarem inibição frente E. coli ATCC 

25922 e S. aureus ATCC 25923 nas maiores concentrações pode ser explicada pelo mecanismo 

antimicrobiano conhecido como carpet. Neste modelo, os peptídeos em altas concentrações 

orientam-se de forma paralela à membrana microbiana, de modo que a porção hidrofílica se 

direcione ao centro hidrofóbico da membrana, com manutenção do contato com as cabeças 

aniônicas dos grupos fosfolipídicos, o que causa a ruptura da membrana (Brogden, 2005). 
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Apesar do conhecimento sobre as atividades antimicrobianas que peptídeos obtidos de 

queijos podem apresentar, estudos acerca dessa temática ainda são escassos. Entretanto, alguns 

trabalhos foram realizados e demonstraram a potencialidade destes quando encontrados. 

Pritchard, Phillips, & Kailasapathy (2010) mostraram que três peptídeos presentes no queijo 

comercial Cheddar australiano exibiu atividades antimicrobianas contra E. coli ATCC 8739, S. 

aureus ATCC 6538 e Bacillus cereus ATCC 11778.  

Rizzello et al. (2005) informaram que os queijos Pecorino Romano, Canestrato Pugliese, 

Crescenza e Caprino del Piemonte continham vários peptídeos antimicrobianos capazes de 

inibir o crescimento de L. innocua DSM 20649. Lignitto et al. (2012) também encontraram 

peptídeos, do queijo italiano Asiago d’Allevo, capazes de inibir o crescimento de L. innocua 

LRGIA 01. 

Neste estudo, a maioria dos micro-organismos foram inibidos pelos dois tipos de queijo, 

excetuando-se L. monocytogenes ATCC 19114, no queijo comercial. Também foi possível 

observar que os dois micro-organismos Gram positivos (L. monocytogenes ATCC 19114 e S. 

aureus ATCC 25923) e os Gram negativos (E. coli ATCC 25922 e S. typhimurium ATCC 

14028) apresentaram comportamentos diferentes entre si, em relação à concentração dos 

peptídeos. 

 A atividade biológica desses peptídeos antimicrobianos é também largamente afetada 

por sua composição de aminoácidos, sequência e tamanho dos peptídeos (Wald et al., 2016). 

No caso dos queijos produzidos nesta pesquisa, além da concentração e tamanho dos peptídeos, 

é possível notar que outros fatores também interferiram em sua atuação; é possível que a 

composição de aminoácidos e o modo de atuação dos peptídeos, para além dos modelos de 

interação com a membrana plasmática previamente observados em algumas espécies estudadas, 

foram fatores também determinantes neste quesito. Isso explicaria o fato dos peptídeos 
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apresentarem maior atuação em concentrações mais baixas nos micro-organismos L. 

monocytogenes ATCC 19114 e S. typhimurium ATCC 14028. 

No geral, os resultados encontrados nesta pesquisa são importantes, principalmente 

porque as espécies inibidas são as principais espécies encontradas em queijos e extremamente 

relacionadas a doenças transmitidas por alimentos (Mor-Mur e Yuste, 2010). 

  

4. CONCLUSÕES 

 Os peptídeos obtidos a partir do queijo elaborado com extrato enzimático de A. tamarii 

URM6599 apresentaram atividade antioxidante, anti-hipertensiva e antimicrobiana, com 

resultados melhores quando comparado ao queijo produzido com coagulante microbiano 

comercial nos ensaios de captura do radical ABTS+•, quelação de cobre, atividade anti-

hipertensiva e frente aos micro-organismos E. coli ATCC 25922, L. monocytogenes ATCC 

19114 e S. aureus ATCC 25923; além disso, as concentrações de peptídeos e as diferentes 

massas moleculares utilizadas diferiram estatisticamente em alguns ensaios. Assim, o novo 

coagulante demonstra potencial de uso para elaboração de queijo Minas Frescal caprino 

funcional. Outros estudos são necessários, referentes à toxicidade dos peptídeos obtidos, bem 

como das propriedades física e químicas do queijo obtido. O estudo também demostra que o 

queijo Minas Frescal caprino, produto tipicamente brasileiro, é um produto que apresenta 

peptídeos biologicamente ativos com capacidade antioxidante, anti-hipertensiva e 

antimicrobiana em sua composição. Ademais, os peptídeos de ambos os queijos podem ainda 

serem utilizados como ingredientes nutracêuticos em alimentos funcionais. 
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TABELAS 

Tabela 1. Atividade de captura do radical ABTS+• (%) dos peptídeos solúveis em água dos 

queijos produzidos por coagulante de A. tamarii URM6599 e de fonte comercial. 

Concentrações 

(mg.mL-1) 

Queijo Tamarii Queijo Comercial 

< 3kDa < 10 kDa < 3kDa < 10 kDa 

50 86,66 ± 0,87 Aaa 91,86 ± 0,08 Aaa 60,98 ± 0,72 Abb 86,56 ± 0,76 Aaa 

25 72,5 ± 0,30 Aaa 80,97 ± 0,51 Aaa 43,3 ± 0,51 Bbb 72,11 ± 0,50 Aaa 

12,5 51,78 ± 1,59 Bba 61,99 ± 0,43 Baa 26,83 ± 0,53 Cbb 51,88 ± 0,29 Bab 

6,25 34,06 ± 0,22 Cba 61,99 ± 0,43 Baa 14,26 ± 0,83 CDbb 31,21 ± 0,29 Cab 

3,12 17 ± 1,26 Dba 41,04 ± 1,26 Caa 6,7 ± 0,67 Dab 16,43 ± 0,58 CDab 

1,56 8,09 ± 0,88 Dba 23,75 ± 0,22 Daa 3,13 ± 0,22 Daa 8,43 ± 0,17 Dab 

0,78 3,85 ± 0,22 Daa 6,02 ± 0,22 Eaa 1,64 ± 0,08 Daa 3,61 ± 0,14 Daa 

0,39 1,73 ± 0,52 Daa 2,94 ± 0,08 Eaa 0,77 ± 0,22 Daa 1,06 ± 0,22 Daa 

Letras maiúsculas diferentes em coluna (concentração), letras minúsculas diferentes em linha (tamanhos) e letras 

diferentes em exponencial (queijos dentro do mesmo tamanho) indicam diferenças estatísticas (p < 0,05). 
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Tabela 2. Atividade de captura do radical DPPH• (%) dos peptídeos solúveis em água dos 

queijos produzidos por coagulante de A. tamarii URM6599 e de fonte comercial. 

Concentrações 

(mg.mL-1) 

Queijo Tamarii Queijo Comercial 

< 3kDa < 10 kDa < 3kDa < 10 kDa 

50 82,85 ± 0,11 Aaa 76,91 ± 5,09 Abb 80,49 ± 3,59 Aaa 82,59 ± 0,52 Aaa 

25 80,72 ± 1,84 Aaa 77,43 ± 0,85 Aaa 77,43 ± 0,85 Aaa 80,27 ± 1,47 Aaa 

12,5 46,71 ± 1,01 Baa 42,23 ± 1,68 Baa 35,35 ± 0,91 Bbb 46,08 ± 0,78 Baa 

6,25 34,75 ± 1,19 Caa 32,59 ± 0,26 Caa 30,49 ± 2,97 BCaa 34,83 ± 3,28 Caa 

3,12 29,90 ± 1,37 CDaa 32,44 ± 4,58 Caa 28,7 ± 5,05 BCba 33,78 ± 2,03 CDaa 

1,56 26,91 ± 0,98 DEaa 24,89 ± 0,22 Daa 23,32 ± 0,90 CDaa 27,28 ± 0,56 DEaa 

0,78 19,51 ± 1,79 EFaa 18,54 ± 2,07 Daa 17,94 ± 2,16 Daa 21 ± 2,77 Eaa 

0,39 18,61 ± 0,78 Faa 18,68 ± 0,93 Daa 17,83 ± 1,23 Daa 20,25 ± 0,91 Eaa 

Letras maiúsculas diferentes em coluna (concentração), letras minúsculas diferentes em linha (tamanhos) e letras 

diferentes em exponencial (queijos dentro do mesmo tamanho) indicam diferenças estatísticas (p < 0,05). 
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Tabela 3. Atividade de captura do radical OH• (%) dos peptídeos solúveis em água dos queijos 

produzidos por coagulante de A. tamarii URM6599 e de fonte comercial. 

Concentrações 

(mg.mL-1) 

Queijo Tamarii Queijo Comercial 

< 3kDa < 10 kDa < 3kDa < 10 kDa 

50 100 ± 0 Aaa 100 ± 0 Aaa 100 ± 0 Aaa 100 ± 0 Aaa 

25 95,29 ± 2,65 Aaa 100 ± 0 Aaa 100 ± 0 Aaa 100 ± 0 Aaa 

12,5 41,47 ± 5,79 Bbb 91,32 ± 4,85 Aaa 87,35 ± 2,65 Aaa 64,41 ± 4,04 Bbb 

6,25 17,65 ± 5,29 Cbb 46,18 ± 6,74 Baa 45,29 ± 0,51 Baa 48,53 ± 5,79 BCaa 

3,12 11,03 ± 0,44 Cbb 40,59 ± 3,85 Baa 45,44 ± 0,44 Baa 43,24 ± 1,76 BCDaa 

1,56 0 ± 0 Cbb 26,18 ± 6,26 BCaa 42,79 ± 3,09 Baa 32,94 ± 2,04 CDaa 

0,78 0 ± 0 Cbb 24,26 ± 1,32 BCaa 26,18 ± 2,84 BCaa 27,79 ± 3,09 CDaa 

0,39 0 ± 0 Caa 12,79 ± 1,32 Caa 3,97 ± 0,44 Cba 22,50 ± 2,21CDaa 

Letras maiúsculas diferentes em coluna (concentração), letras minúsculas diferentes em linha (tamanhos) e letras 

diferentes em exponencial (queijos dentro do mesmo tamanho) indicam diferenças estatísticas (p < 0,05). 
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Tabela 4. Atividade de captura do radical O2
- (%) dos peptídeos solúveis em água dos queijos 

produzidos por coagulante de A. tamarii URM6599 e de fonte comercial. 

Concentrações 

(mg.mL-1) 

Queijo Tamarii Queijo Comercial 

< 3kDa < 10 kDa < 3kDa < 10 kDa 

50 100 ± 0 Aaa 100 ± 0 Aaa 100 ± 0 Aaa 100 ± 0 Aaa 

25 100 ± 0 Aaa 100 ± 0 Aaa 100 ± 0 Aaa 100 ± 0 Aaa 

12,5 86,49 ± 4,68 Aaa 100 ± 0 Aaa 78,38 ± 4,68 ABba 100 ± 0 Aaa 

6,25 86,49 ± 4,68 Aaa 100 ± 0 Aaa 75,68 ± 0 ABaa 71,62 ± 12,16 ABab 

3,12 83,78 ± 0 Aaa 100 ± 0 Aaa 75,68 ± 8,11ABa a 67,57 ± 4,86 ABab 

1,56 83,78 ± 0 Aaa 100 ± 0 Aaa 75,68 ± 0 ABaa 67,57 ± 0 ABab 

0,78 67,57 ± 0 Aaa 64,86 ± 9,36 Aaa 72,97 ± 4,68 ABaa 63,51 ± 2,38 Baa 

0,39 64,86 ± 4,68 Aa a 59,46 ± 0 Aaa 43,24 ± 8,11 Bab 43,24 ± 8,11 Baa 

Letras maiúsculas diferentes em coluna (concentração), letras minúsculas diferentes em linha (tamanhos) e letras 

diferentes em exponencial (queijos dentro do mesmo tamanho) indicam diferenças estatísticas (p < 0,05). 
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Tabela 5. Atividade quelante de ferro (%) dos peptídeos solúveis em água dos queijos 

produzidos por coagulante de A. tamarii URM6599 e de fonte comercial. 

Concentrações 

(mg.mL-1) 

Queijo Tamarii Queijo Comercial 

< 3kDa < 10 kDa < 3kDa < 10 kDa 

50 73,38 ± 1,13 Aaa 74,98 ± 2,25 Aaa 66,90 ± 0,42 Abb 73,66 ± 5,49 Aaa 

25 54,72 ± 0,92 Baa 52,72 ± 4,22 Bab 53,15 ± 4,19 Baa 58,22 ± 1,64 Baa 

12,5 41,55 ± 3,10 Caa 27,98 ± 2,05 Cbb 34,93 ± 2,11 Cab 38,08 ± 2,88 Caa 

6,25 27,39 ± 0,63 Daa 22,25 ± 5,03 CDab 23,52 ± 1,71 Dba 28,69 ± 0,71 Daa 

3,12 22,49 ± 3,03 Daa 17,89 ± 2,39 Daa 17,39 ± 0,07 DEaa 18,87 ± 0 Eaa 

1,56 9,39 ± 1,04 Ebb 15,40 ± 0,45 DEaa 15 ± 0,07 EFaa 7,54 ± 2,46 Fbb 

0,78 8,73 ± 2,34 Eaa 9,30 ± 2,35 Eaa 10,75 ± 4,71 EFaa 8,66 ± 0,21 Faa 

0,39 6,95 ± 2,71 Eaa 7,42 ± 4,59 Eaa 7,70 ± 1,26 Faa 8,22 ± 3,95 Faa 

Letras maiúsculas diferentes em coluna (concentração), letras minúsculas diferentes em linha (tamanhos) e letras 

diferentes em exponencial (queijos dentro do mesmo tamanho) indicam diferenças estatísticas (p < 0,05). 
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Tabela 6. Atividade quelante de cobre (%) dos peptídeos solúveis em água dos queijos 

produzidos por coagulante de A. tamarii URM6599 e de fonte comercial. 

Concentrações 

(mg.mL-1) 

Queijo Tamarii Queijo Comercial 

< 3kDa < 10 kDa < 3kDa < 10 kDa 

50 83,30 ± 0,66 Aaa 82,51± 0,57 Aaa 83,83 ± 1,66 Aaa 80,76 ± 6,63 Aaa 

25 83,20 ± 1,02 Aaa 82,73 ± 0,09 Aaa 83,48 ± 1,03 Aaa 82,17 ± 1,13 Aaa 

12,5 75,41 ± 5,63 Aaa 82,31 ± 0,7 Aaa 78,89 ± 0,47 Aaa 77,70 ± 6,70 ABaa 

6,25 81,19 ± 0,05 Aaa 82,48 ± 2,16 Aaa 75,04 ± 1,13 Aaa 77,01 ± 5,84 ABaa 

3,12 75,38 ± 1,27 Aaa 79,68 ± 2,21 Aaa 74,34 ± 1,08 Aaa 69,00 ± 0,87 Bab 

1,56 57,71 ± 1,34 Bba 65,28 ± 5,93 Baa 41,21 ± 3,43 Bbb 54,96 ± 4,75 Cab 

0,78 30 ± 0,75 Caa 36,41 ± 1,28 Caa 22,77 ± 2,03 Caa 27,37 ± 1,72 Dab 

0,39 8,13 ± 1,31 Dba 18,77 ± 3,10 Daa 12,48 ± 1,89 Caa 18,49 ± 0,8 Daa 

Letras maiúsculas diferentes em coluna (concentração), letras minúsculas diferentes em linha (tamanhos) e letras 

diferentes em exponencial (queijos dentro do mesmo tamanho) indicam diferenças estatísticas (p < 0,05). 
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Tabela 7. Atividade anti-hipetensiva (%) dos peptídeos solúveis em água dos queijos 

produzidos por coagulante de A. tamarii URM6599 e de fonte comercial. 

Concentrações 

(mg.mL-1) 

Queijo Tamarii Queijo Comercial 

< 3kDa < 10 kDa < 3kDa < 10 kDa 

50 72,33 ± 0,54 Aaa 51,28± 0,72 Aba 60,51 ± 1,61 Aab 46,94 ± 1,66 Aba 

25 62,61 ± 0,49 Baa 48,78 ± 0,27 ABba 46,18 ± 1,34 Bab 46,18 ± 1,23 ABaa 

12,5 56,97 ± 0,31 BCaa 43,72 ± 0,31 ABCba 45,33 ± 0,31 Bab 44,66 ± 0,27 ABaa 

6,25 47,93 ± 0,40 CDaa 39,78 ± 0,40 BCDba 31,81 ± 0,40 Cab 37,25 ± 0,36 Baa 

3,12 44,70 ± 0,58 DEaa 36,24 ± 0,63 CDba 30,91 ± 1,48 Cab 24,91 ± 0,49 Cbb 

1,56 35,97 ± 0,90 Eaa 33,01 ± 0,54 DEaa 23,88 ± 0,54 CDab 15,10 ± 2,78 Dbb 

0,78 26,57 ± 0,45 Faa 25,67 ± 0,18 Eaa 18,10 ± 0,22 Dab 13,40 ± 2,51 Dab 

0,39 21,55 ± 0,72 Faa 15,24 ± 0,13 Fba 15,64 ± 0,27 Dab 13,40 ± 2,24 Daa 

Letras maiúsculas diferentes em coluna (concentração), letras minúsculas diferentes em linha (tamanhos) e letras 

diferentes em exponencial (queijos dentro do mesmo tamanho) indicam diferenças estatísticas (p < 0,05). 
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Tabela 8. Atividade antimicrobiana (%) dos peptídeos solúveis em água dos queijos produzidos por coagulante de A. tamarii URM6599 e de fonte 

comercial. 

 

Concentrações 

(mg.mL-1) 

E. coli L. monocytogenes 

Queijo Tamarii Queijo Comercial Queijo Tamarii Queijo Comercial 

< 3kDa < 10 kDa < 3kDa < 10 kDa < 3kDa < 10 kDa < 3kDa < 10 kDa 

50 33,93±2,63 Aaa 26,94±0,07 Aaa 27,91±1,59 Aaa 16±0,48 Aa a 0 0 0 0 

25 33,93±9,83 Aaa 15,10±2,80 ABba 34,86±1,98 Aaa 0 Bbb 0 0 0 0 

12,5 18,37±2,36 ABaa 5,12±2,53 Bba 0 Bbb 0 Bbb 0 0 0 0 

6,25 3,88±1,80 Baa 0 Bbb 0 Bbb 0 Bbb 0 0 0 0 

3,12 0 0 0 0 0 0 0 0 

1,56 0 0 0 0 0 0 0 0 

0,78 0 0 0  0 13,48±2,31 Ba 7,06±1,52 Bb 0 0 

0,39 0 0 0  0 24,77±1,73 Aa 22,11±2,84 Aa 0 0 

   

Concentrações 

(mg.mL-1) 

S. typhimurium S. aureus 

Queijo Tamarii Queijo Comercial Queijo Tamarii Queijo Comercial 

< 3kDa < 10 kDa < 3kDa < 10 kDa < 3kDa < 10 kDa < 3kDa < 10 kDa 

50 0 0 0 0 49,40±7,05 Aaa 51,07±7,43 Aaa 46,52±13,07 Aba 60,10±8,01Baa 

25 0 0 0 0 34,16±4,61 Aaa 27,11±4,36 Baa 19,17±5,12 Bab 21,22±2,05 Baa 

12,5 0 0 0 0 14,69±8,07 Baa 26,22±2,43 Baa 19,26±1,16 Baa 10,53±4,16 Aab 

6,25 0 0 0 0 8,45±3,98 Bba 22,50±7,36 Baa 1,30±1,47 Caa 0 aa 

3,12 0 b 0 3,01±2,32 Aaa 0b 5,72±0,59 Baa 13,54±3,11 Baa 0 a 0 a 

1,56 0 b 0 b 4,69±5,04 Aaa 9,01±1,46 Aaa 0 0 0 0 

0,78 2,84±1,07 Ba a 0 bb 6,19±1,76 Aaa 7,27±1,35Aa a 0 0 0 0 

0,39 21,80±4,79 Aaa 23,00±3,35 Aaa 6,10±3,29 Aab 2,88±1,46 Abb 0 0 0 0 

Letras maiúsculas diferentes em coluna (concentração), letras minúsculas diferentes em linha (tamanhos) e letras diferentes em exponencial (queijos dentro do mesmo tamanho) 

indicam diferenças estatísticas (p < 0,05). 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

• Foi possível produzir enzimas coagulantes de leite através do micro-organismo 

Aspergillus tamarii URM6599; 

 

• Através de ferramentas estatísticas a produção enzimática do micro-organismo 

foi otimizada para níveis ótimos de acordo com as variáveis utilizadas; 

 

 

• Nas análises realizadas não foram detectadas a liberação de aflatoxinas pelo 

micro-organismo; 

 

• Por meio do bioensaio com Artemia salina foi constatado que o extrato bruto 

apresenta baixa toxicidade, entretanto há necessidade de outros estudos com o 

objetivo de identificar as potenciais substâncias presentes no extrato que 

influenciaram no resultado;  

 

• As enzimas coagulantes de leite foram parcialmente caracterizadas e 

demonstraram potencial de uso para produção de queijos; 

 

 

• Com o extrato enzimático otimizado do micro-organismo foi possível produzir 

um queijo Minas Frescal caprino; 

 

• Os peptídeos do queijo produzido com o extrato enzimático de A. tamarii 

URM6599 apresentaram capacidade antioxidante, anti-hipertensiva e 

antimicrobiana; 

 

• O queijo Minas Frescal caprino produzido com coagulante comercial pode ser 

considerado uma fonte de peptídeos biologicamente ativos. 

 

 

 


