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Aspergillus flavipes ATCC 16814 (AF) por fermentagdo em estado sélido em substratos de residuos
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de acordo com a quantidade de sal de sulfato de aménio utilizada no processo de purificagdo [(NH4)2SO4
40%, 60% e 80%]. Os valores sao apresentados como médias + DP, p < 0,05 (Tukey-Kramer)................ 82



Figura 2. Atividade antimicrobiana de pools de peptideos bioativos de leite bovino (B) e caprino (G)
gerados por hidrélise com proteases de Aspergillus oryzae (ATCC 1003) (O) e Aspergillus flavipes (ATCC
16814) (F) parcialmente purificadas a 40%, 60% e 80% por salting-out e produzidas por fermentacdo em
estado solido. (A) Atividade antibacteriana por difusdo em disco. (B) GO80 contra Pseudomonas
aeruginosa, BO80 contra Salmonella Enteritidis, com gentamicina 10 ug (controle positivo); GF80 contra
Candida albicans, com anfotericina B a 2 mg mL-" (controle positivo). (C) Porcentagem de inibicdo do
crescimento (Gl%) contra Staphylococcus aureus. (D) Gl% contra Escherichia coli. (E) Atividade
antifungica por difuséo em disco. Os valores foram apresentados como médias £ DP, p<0,05 (Modelo
Linear Generalizado com Distribuigdo Gama). Diferengas significativas (*) entre os maiores e menores
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Figura 5. Caracterizagao por espectrometria de massas (ESI-MS/MS) de peptideos bioativos obtidos da
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CAPITULO 3

Figura 1. Atividades bioldgicas de pools de peptideos derivados de leite humano (HMBaPs) obtidos a
partir da agéo proteolitica de proteases de Aspergillus oryzae (ATCC 1003) geradas a partir de fermentagéo
em estado solido. (A) Atividade antifingica (ensaio de difusdo em disco) de HMBaPs contra Candida
albicans. Proteases inativadas como controle negativo e anfotericina B (2 mg mL-") como controle positivo.
(B) Atividade antibacteriana (ensaio de difusdo em disco) de HMBaPs contra Salmonella Enteritidis.
Proteases inativadas como controle negativo e gentamicina 10g como controle positivo. *p <0,0001. (C)
Atividades antibacterianas de HMBaPs obtidas por difusdo em disco. *p <0,0001. (D) Atividades
antifungicas de HMBaPs obtidas por difuséo em disco. (E) Atividade antioxidante de HMBaPs obtida pelo
ensaio ORAC, onde A1 e B1 sdo amostras de doadoras de leite diferentes cuja rea¢do enzimatica foi
paralisada com acido acético e A2 e B2 tiveram a reag&o paralisada por ebuliGa0. ...........cccovvrvrririnenen 113

Figura 2. (A e B) Spots de SDS-poliacrilamida 2D-PAGE (pl 3 a 10) de pool peptideos isolados de leite
humano obtidos por hidrdlise com proteases fungicas de Aspergillus oryzae (ATCC 1003) - parcialmente
purificada a 80% pelo método de salting-out. (C) Porcentagem de proteinas parentais que originaram os
peptideos bioativos identificadas pela analise proteémica. (D) Caracterizagdo das caseinas quanto a
sequéncia de aminoacidos, proteina de acesso e sequéncias peptidicas identificadas por espectrometria
de massas (ESI-MS/MS). A-alanina. R-arginina. N-asparagina. D- acido aspartico. C-cisteina. Q-glutamina.
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prolina. Serina. T-treonina. W-triptofano. Y-tirosina. V-valina............ccccceeviveieiiiercviece e, 118

Figura 3. Caracterizagdo por espectrometria de massas (ESI-MS/MS) das sequéncias peptidicas obtidas
derivadas de proteina do soro de leite humano, obtidas pela agédo de proteases flungicas de Aspergillus
oryzae (ATCC 1003) produzidas por fermentagdo em estado sélido. A-alanina. R-arginina. N-asparagina.
D- &cido aspartico. C-cisteina. Q-glutamina. E-acido glutamico. G-glicina. H-histidina. |- isoleucina. L-
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CAPITULO 4

Figura 1. Atividade pitiunstatica de pools de peptideos bioativos derivados de leite (LbaPs) bovino, caprino
e humano, produzidos por hidrolise com proteases fungicas de Aspergillus oryzae (ATCC 1003)
produzidas por Fermentagdo em Estado Sdlido com farelo de trigo como substrato e purificadas
parcialmente por salting-out (A). Inibicdo do crescimento de Pythium insidiosum por LBaPs de leite
humano produzidos com proteases parcialmente purificadas a 80% (B). Inibicdo do crescimento de
Pythium insidiosum por LBaPs de leite bovino produzidos com proteases parcialmente purificadas a 40%
(B). Inibigdo do crescimento de Pythium insidiosum por LbaPs de leite caprino produzidos com proteases
parcialmente purificadas a 40% (B). Inibicdo do crescimento de Pythium insidiosum por LBaPs de leite
bovino produzidos em diferentes concentragdes com proteases parcialmente purificadas a 40% (B).......138
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Figura 1. Biocompatibilidade in vitro entre células HEK293 tratadas com peptideos bioativos de leite
bovino e caprino em diferentes concentragdes, obtidos por hidrélise com proteases fungicas de Aspergillus
oryzae (ATCC 1003) e Aspergillus flavipes (ATCC 16814) produzidas por fermentagdo em estado sélido.
(A) Viabilidade celular avaliada por MTT. (B) Microscopia dptica de células HEK293 sem tratamento. (C)
Microscopia optica de células HEK293 tratadas com peptideos de leite caprino (0.025 mg mL-") produzidos
por hidrélise com proteases de A. oryzae parcialmente purificadas a 40% por salting-out. (D) Viabilidade
celular avaliada por fluorescéncia ApoTox-Glo. (E) Citotoxicidade celular avaliada por fluorescéncia
Apotox-Glo. (F) Morte celular Apotox-Glo. ST: células sem tratamento (controle negativo). DX:
dogxorrubicina SM (CONTIOIE POSILIVO)........vuceeieeirererceetei et s 150
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PREAMBULO

Peptideos bioativos sdo moléculas de interesse biotecnoldgico que podem apresentar
propriedades bioldgicas peculiares. Essas moléculas precisam ser geradas a partir das proteinas
parentais para que consigam desempenhar seu papel, o que é possivel in vitro por meio de
hidrélise por proteases — enzimas que mobilizam grande interesse industrial em virtude de seu
vasto repertdrio de aplicacOes. As proteases podem ser produzidas por Fermentacdo em Estado
Sélido (FES), um bioprocesso no qual micro-organismos podem ser inoculados em substratos
proteicos, inclusive residuos agroindustriais, o que lhe confere vantagens pelo carater

sustentavel e econémico.

A presente tese de doutoramento visou a producdo de peptideos bioativos por acao
proteolitica de enzimas obtidas por FES, com subsequente determinacdo das atividades
antimicrobiana e antioxidante dessas moléculas, além de caracterizacdo protedmica dos
segmentos peptidicos formados. Esta dividida em quatro capitulos, visando melhor
apresentacdo e clareza. O primeiro consiste em uma revisao de literatura sobre peptideos
bioativos produzidos por acdo de proteases obtidas por FES. No segundo capitulo é
apresentado um trabalho publicado na revista Food Chemistry (ISSN: 0308-8146, fator de
impacto 4.946 - CAPES Qualis Al, area de Biotecnologia), que aborda a obtencao,
caracterizacdo protedmica e determinacao de atividades biolégicas de peptideos derivados de
leite caprino e bovino obtidos por acao proteolitica das enzimas fungicas produzidas por FES. O
terceiro capitulo apresenta um trabalho que sera submetido como comunicac¢do rapida para a
mesma revista do capitulo 2, o qual foi realizado de forma semelhante ao do segundo capitulo,
mas utilizando leite humano. No quarto capitulo é apresentado o trabalho “Método de obtengdo
de peptideos bioativos inibidores de Pythium insidiosum”, no qual relatamos a capacidade de

peptideos produzidos em inibir o crescimento de Pythium insidiosum, um pseudo-fungo
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causador da doenca negligenciada pitiose. Esse Ultimo estudo resultou em comunicacdo de
patente, que esta em fase de depdsito pela Agéncia Unesp de Inovacdo (AUIN) na ocasido de

redacdo desta tese.
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Capitulo 4

1 CONSIDERACOES FINAIS
Pools de peptideos bioativos derivados de leite bovino, caprino e humano foram
produzidos pela aplicacdo de enzimas flngicas com atividade proteolitica. As enzimas foram
produzidas por FES, bioprocesso interessante quanto ao carater biotecnoldgico, econémico e
ambiental, por necessitar de pouca dgua livre no sistema e por poder utilizar residuos
agroindustriais como substrato. Elevada atividade antimicrobiana (antibacteriana e antifingica)
e antioxidante foram observadas para os pools de peptideos gerados de todos os tipos de leite,
demonstrando ser possivel produzir compostos com atividades bioldgicas interessantes sem a
necessidade de purificar uma sequéncia peptidica em especifico. As amostras com maiores
atividades bioldgicas foram caracterizadas por espectrometria de massas (ESI-MS/MS), apds
fragmentacdo por eletroforese 2D-PAGE, para avaliar as sequéncias peptidicas que podem estar
envolvidas no desencadeamento das atividades e para possibilitar a sintetize das sequéncias

identificadas para se obter o potencial bioldgico.

Apesar do sucesso descrito nesse estudo quanto a obtengao dos peptideos pela agdo de
enzimas geradas por FES, diversos desafios podem ser elucidados como perspectivas de
estudos futuros. A FES produz enzimas em altas concentragées com atividades elevadas em
escala de bancada, contudo, o conhecimento sobre producdo em larga escala é limitado
(SANTOS et al., 2004), sendo que as principais tecnologias descritas sdo os biorreatores de
bandeja, verticais de empacotamento e cilindros horizontais, com dificuldades inerentes em
todos eles, principalmente no controle da contaminag¢dao, adequa¢dao da remoc¢ao de calor
gerada pelo préprio metabolismo microbiano e controle da estabilidade da umidade (MITCHELL
et al.,, 2010; MANA & WEBB, 2017). Mesmo considerando os pontos fracos do processo, a FES
tem uma grande potencial para a producao de biomoléculas de valor agregado para exploracao

industrial a partir do tratamento de residuos, sendo que os desafios podem ser solucionados
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Capitulo 4
por estudos cientificos laboratoriais e abordagens tecnoldgicas (MANN & WEBB, 2017) como
utilizando sistemas fechados e estéreis, para evitar a contaminacao cruzada, avaliando o

rendimento e atividades enzimatica dos extratos obtidos.

Além disso, o uso de FES com combinacdo de diferentes residuos e parametros propicia
ampla gama de possibilidades em termos de enzimas com diferentes propriedades hidroliticas,
repercutindo nos peptideos gerados (NOVELLI et al., 2016). Se por um lado isso oferece elevada
versatilidade, por outro trata-se de uma dificuldade a ser sanada, pois as atividades biolégicas
dos peptideos decorrem de sua composicdao de aminoacidos e estrutura da molécula. Assim, o
desenvolvimento de propostas baseadas na FES para prospeccao de peptideos requer a
investigacdo de métodos para padronizacdo da producdo para viabilizar ensaios necessarios a
pesquisa pré-clinica, culminando em uma grande variedade de estudos possiveis de serem

desenvolvidos para evolucdo do tema.
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“E como decifrar sinais sem ser um sdbio competente
Voltar a ser de repente tao fragil como um segundo
Voltar a se sentir profundo como um menino perante a Deus

Isso é o que sinto neste instante fecundo”

“Volver a los 177- Violeta Parra
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