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CAPÍTULO 3 

Figura 1. Atividades biológicas de pools de peptídeos derivados de leite humano (HMBaPs) obtidos a 

partir da ação proteolítica de proteases de Aspergillus oryzae (ATCC 1003) geradas a partir de fermentação 

em estado sólido. (A) Atividade antifúngica (ensaio de difusão em disco) de HMBaPs contra Candida 

albicans. Proteases inativadas como controle negativo e anfotericina B (2 mg mL-1) como controle positivo. 

(B) Atividade antibacteriana (ensaio de difusão 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 difusão em disco. *p <0,0001. (D) Atividades 

antifúngicas de HMBaPs obtidas por difusão em disco. (E) Atividade antioxidante de HMBaPs obtida pelo 

ensaio ORAC, onde A1 e B1 são amostras de doadoras de leite diferentes cuja reação enzimática foi 

paralisada com ácido acético e A2 e B2 tiveram a reação paralisada por ebulição...................................113 

 

Figura 2. (A e B) Spots de SDS-poliacrilamida 2D-PAGE (pI 3 a 10) de pool peptídeos isolados de leite 

humano obtidos por hidrólise com proteases fúngicas de Aspergillus oryzae (ATCC 1003) - parcialmente 

purificada a 80% pelo método de salting-out. (C) Porcentagem de proteínas parentais que originaram os 

peptídeos bioativos identificadas pela análise proteômica. (D) Caracterização das caseínas quanto à 

sequência de aminoácidos, proteína de acesso e sequências peptídicas identificadas por espectrometria 

de massas (ESI-MS/MS). A-alanina. R-arginina. N-asparagina. D- ácido aspártico. C-cisteína. Q-glutamina. 

E-ácido glutâmico. G-glicina. H-histidina. I- isoleucina. L-leucina. K-lisina. M-metionina. F-fenilalanina. P-

prolina. Serina. T-treonina. W-triptofano. Y-tirosina. V-valina.....................................................................118 

 

Figura 3. Caracterização por espectrometria de massas (ESI-MS/MS) das sequências peptídicas obtidas 

derivadas de proteína do soro de leite humano, obtidas pela ação de proteases fúngicas de Aspergillus 

oryzae (ATCC 1003) produzidas por fermentação em estado sólido. A-alanina. R-arginina. N-asparagina. 

D- ácido aspártico. C-cisteína. Q-glutamina. E-ácido glutâmico. G-glicina. H-histidina. I- isoleucina. L-

leucina. K-lisina. M-metionina. F-fenilalanina. P-prolina. Serina. T-treonina. W-triptofano. Y-tirosina. V-
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CAPÍTULO 4 

Figura 1. Atividade pitiunstática de pools de peptídeos bioativos derivados de leite (LbaPs) bovino, caprino 

e humano, produzidos por hidrólise com proteases fúngicas de Aspergillus oryzae (ATCC 1003) 

produzidas por Fermentação em Estado Sólido com farelo de trigo como substrato e purificadas 

parcialmente por salting-out (A). Inibição do crescimento de Pythium insidiosum por LBaPs de leite 

humano produzidos com proteases parcialmente purificadas a 80% (B). Inibição do crescimento de 

Pythium insidiosum por LBaPs de leite bovino produzidos com proteases parcialmente purificadas a 40% 

(B). Inibição do crescimento de Pythium insidiosum por LbaPs de leite caprino produzidos com proteases 

parcialmente purificadas a 40% (B). Inibição do crescimento de Pythium insidiosum por LBaPs de leite 

bovino produzidos em diferentes concentrações com proteases parcialmente purificadas a 40% (B).......138 
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ANEXOS 

Figura 1. Biocompatibilidade in vitro entre células HEK293 tratadas com peptídeos bioativos de leite 

bovino e caprino em diferentes concentrações, obtidos por hidrólise com proteases fúngicas de Aspergillus 

oryzae (ATCC 1003) e Aspergillus flavipes (ATCC 16814) produzidas por fermentação em estado sólido. 

(A) Viabilidade celular avaliada por MTT. (B) Microscopia óptica de células HEK293 sem tratamento. (C) 

Microscopia óptica de células HEK293 tratadas com peptídeos de leite caprino (0.025 mg mL-1) produzidos 

por hidrólise com proteases de A. oryzae parcialmente purificadas a 40% por salting-out. (D) Viabilidade 

celular avaliada por fluorescência ApoTox-Glo. (E) Citotoxicidade celular avaliada por fluorescência 

Apotox-Glo. (F) Morte celular Apotox-Glo. ST: células sem tratamento (controle negativo). DX: 

dogxorrubicina 5M (controle positivo)..........................................................................................................150 
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PREÂMBULO 

Peptídeos bioativos são moléculas de interesse biotecnológico que podem apresentar 

propriedades biológicas peculiares. Essas moléculas precisam ser geradas a partir das proteínas 

parentais para que consigam desempenhar seu papel, o que é possível in vitro por meio de 

hidrólise por proteases – enzimas que mobilizam grande interesse industrial em virtude de seu 

vasto repertório de aplicações. As proteases podem ser produzidas por Fermentação em Estado 

Sólido (FES), um bioprocesso no qual micro-organismos podem ser inoculados em substratos 

proteicos, inclusive resíduos agroindustriais, o que lhe confere vantagens pelo caráter 

sustentável e econômico.  

A presente tese de doutoramento visou à produção de peptídeos bioativos por ação 

proteolítica de enzimas obtidas por FES, com subsequente determinação das atividades 

antimicrobiana e antioxidante dessas moléculas, além de caracterização proteômica dos 

segmentos peptídicos formados. Está dividida em quatro capítulos, visando melhor 

apresentação e clareza. O primeiro consiste em uma revisão de literatura sobre peptídeos 

bioativos produzidos por ação de proteases obtidas por FES. No segundo capítulo é 

apresentado um trabalho publicado na revista Food Chemistry (ISSN: 0308-8146, fator de 

impacto 4.946 - CAPES Qualis A1, área de Biotecnologia), que aborda a obtenção, 

caracterização proteômica e determinação de atividades biológicas de peptídeos derivados de 

leite caprino e bovino obtidos por ação proteolítica das enzimas fúngicas produzidas por FES. O 

terceiro capítulo apresenta um trabalho que será submetido como comunicação rápida para a 

mesma revista do capítulo 2, o qual foi realizado de forma semelhante ao do segundo capítulo, 

mas utilizando leite humano. No quarto capítulo é apresentado o trabalho “Método de obtenção 

de peptídeos bioativos inibidores de Pythium insidiosum”, no qual relatamos a capacidade de 

peptídeos produzidos em inibir o crescimento de Pythium insidiosum, um pseudo-fungo 
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causador da doença negligenciada pitiose. Esse último estudo resultou em comunicação de 

patente, que está em fase de depósito pela Agência Unesp de Inovação (AUIN) na ocasião de 

redação desta tese. 
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1 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Pools de peptídeos bioativos derivados de leite bovino, caprino e humano foram 

produzidos pela aplicação de enzimas fúngicas com atividade proteolítica. As enzimas foram 

produzidas por FES, bioprocesso interessante quanto ao caráter biotecnológico, econômico e 

ambiental, por necessitar de pouca água livre no sistema e por poder utilizar resíduos 

agroindustriais como substrato. Elevada atividade antimicrobiana (antibacteriana e antifúngica) 

e antioxidante foram observadas para os pools de peptídeos gerados de todos os tipos de leite, 

demonstrando ser possível produzir compostos com atividades biológicas interessantes sem a 

necessidade de purificar uma sequência peptídica em específico. As amostras com maiores 

atividades biológicas foram caracterizadas por espectrometria de massas (ESI-MS/MS), após 

fragmentação por eletroforese 2D-PAGE, para avaliar as sequências peptídicas que podem estar 

envolvidas no desencadeamento das atividades e para possibilitar a sintetize das sequências 

identificadas para se obter o potencial biológico.  

Apesar do sucesso descrito nesse estudo quanto à obtenção dos peptídeos pela ação de 

enzimas geradas por FES, diversos desafios podem ser elucidados como perspectivas de 

estudos futuros. A FES produz enzimas em altas concentrações com atividades elevadas em 

escala de bancada, contudo, o conhecimento sobre produção em larga escala é limitado 

(SANTOS et al., 2004), sendo que as principais tecnologias descritas são os biorreatores de 

bandeja, verticais de empacotamento e cilindros horizontais, com dificuldades inerentes em 

todos eles, principalmente no controle da contaminação, adequação da remoção de calor 

gerada pelo próprio 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 produção de biomoléculas de valor agregado para exploração 

industrial a partir do tratamento de resíduos, sendo que os desafios podem ser solucionados 
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por estudos científicos laboratoriais e abordagens tecnológicas (MANN & WEBB, 2017) como 

utilizando sistemas fechados e estéreis, para evitar a contaminação cruzada, avaliando o 

rendimento e atividades enzimática dos extratos obtidos.  

Além disso, o uso de FES com combinação de diferentes resíduos e parâmetros propicia 

ampla gama de possibilidades em termos de enzimas com diferentes propriedades hidrolíticas, 

repercutindo nos peptídeos 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 biológicas 

dos peptídeos decorrem de sua composição de aminoácidos e estrutura da molécula. Assim, o 

desenvolvimento de propostas baseadas na FES para prospecção de peptídeos requer a 

investigação de métodos para padronização da produção para viabilizar ensaios necessários à 

pesquisa pré-clínica, culminando em uma grande variedade de estudos possíveis de serem 

desenvolvidos para evolução do tema.  

2 REFERÊNCIAS 

MANAN, M.A.; WEBB, C. Aspectos de projeto da fermentação em estado sólido ao bioprocessamento 

microbiano. Journal of Applied Biotechnology and Bioengineering, v.4, n.1, p.511-532, 2017.  

MITCHELL, D.A.; CUNHA, L.E.N.; MACHADO, A.V.L., et al. Uma investigação baseada em modelo das 

vantagens potenciais de leitos de múltiplas camadas em fermentação em estado sólido. Revista de 

Engenharia Bioquímica, v. 48, n.2, p. 195-203, 2010.  

NOVELLI, P. K.; BARROS, M. M.; FLEURI, L. F. Novel inexpensive fungi proteases: Production by solid 

state fermentation and characterization. Food Chemistry, v. 198, p. 119–124, maio 2016. 

SANTOS, M.M.; ROSA, A.S.; DAL’BOIT, S.; MITCHELL, D.A.; KRIEGER, N. Thermal denaturation: In 

solid-state fermentation really a good technology for the production of enzymes. Bioresource Technology, 

v. 93, p. 261-268, 2004. 



Anexos 

163 

milk. In: III Workbiotech: Workshop da Pós Graduação em Biotecnologia e II Symposium 

on Cellular Dynamics: Building Insights and Breaking Boundaries, 2017, Botucatu.  III 

Workbiotech: Workshop da Pós Graduação em Biotecnologia e II Symposium on Cellular 

Dynamics: Building Insights and Breaking Boundaries, 2017.  

5. ANDRADE, I. C.; ZANUTTO, M. R.; ELGUI DE OLIVEIRA, D.; FLEURI, L. F. Human milk-

derived peptides show antioxidant properties in vitro. In: III Workbiotech: Workshop da Pós 

Graduação em Biotecnologia e II Symposium on Cellular Dynamics: Building Insights and 

Breaking Boundaries, 2017, Botucatu. III Workbiotech: Workshop da Pós Graduação em 

Biotecnologia e II Symposium on Cellular Dynamics: Building Insights and Breaking 

Boundaries, 2017.  

6. ATHANAZIO-HELIODORO, J. C.; PRADO, D. Z.; DELGADO, C. O.; ZANUTTO, M. R.; 

FLEURI, L. F. Seleção de microrganismos para obtenção indireta e direta de lipases em 

resíduos de laranja. In: 1st International Meeting of Agrarian Science and Technology, 

2016, Dracena. 1st International Meeting of Agrarian Science and Technology. , 2016.  

7. DANTAS, S. T. A.; ZANUTTO, M. R.; ROSSI, B. F.; BONSAGLIA, E. C. R.; VIVIAN, R. C.; 

PINTO, J. P. A. N.; RALL, V. L. M. Characterization of virulence of strains of salmonella 

spp. isolated from a slaughter plant. In: Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2015, 

Florianópolis. Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2015.  

8. ZANUTTO, M. R.; DANTAS, S. T. A.; CASTILHO, I. G.; CAGNINI, D. Q.; MAIA, L.; 

ALVARENGA, F. C. L.; RODRIGUES, J.; ARAUJO JUNIOR, J. P.; RALL, V. L. M. 

Comparison of the ability of adhesion and invasion of Staphylococcus aureus isolated from 

milk of cows with subclinical mastitis and milk from a human milk bank in bmec, hep-2 and 

hela cells. In: Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2015, Florianópolis. Congresso 

Brasileiro de Microbiologia, 2015.  

9.  

Formação Complementar 

Extensão universitária: Análise Proteômica como Estratégia na Medicina Translacional. Carga 

horária de 75h. Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita Filho, UNESP, Sao Paulo, Brasil, 2016. 

 

Educação e Popularização de C&T 

 Apresentação de palestra 

 



Anexos 

164 

1. ZANUTTO ELGUI, M. R. Aspectos gerais da Lei da Biodiversidade, 2018. UNESP;

Botucatu, SP. Evento: Simpósio do Programa de Pós-Graduação em Ciências Biológicas:

Botânica; Instituto de Biociências- Unesp

2. ZANUTTO ELGUI, M. R. Bioquímica Geral, 2017. UNESP; Botucatu, SP. Evento:

Graduação em Ciências Biológicas; Instituto de Biociências- Unesp

3. ZANUTTO ELGUI, M. R. Bioquímica Estrutural, 2016. UNESP; Botucatu, SP. Evento:

Graduação em Ciências Biológicas; Instituto de Biociências- Unesp

 Curso de curta duração ministrado

1. DANTAS, S. T. A.; ZANUTTO, M. R. Mastite e Doenças de Origem Alimentar, 2015.

UNESP, Botucatu, SP. Evento: Workshop da Pós- Graduação- Instituto de Biociências-

UNESP

Orientações e Supervisões 

 Co-orientação de iniciação científica concluída

Isabela Andrade de Camargo. Aplicação de proteases de Aspergillus oryzae em leite humano para

produção de peptídeos com atividades biológicas. 2017. Áreas do conhecimento: Bioquimica, sub-área de 

Bioprocessos. Iniciação científica (Ciências Biológicas), Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita 

Filho”. 

Links 

Citação: Zanutto, M.R.; Zanutto Elgui, M.R.; Elgui, M.R.Z. 

ResearcherID: http://www.researcherid.com/rid/P-1263-2018 

ORCID: https://orcid.org/0000-0003-0525-650X 

Google Scholar: https://goo.gl/42467X 

Plataforma Lattes CNPQ: http://lattes.cnpq.br/9513037551055137 



165 

“É como decifrar sinais sem ser um sábio competente 

Voltar a ser de repente tão frágil 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 17”- Violeta Parra 




