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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-

valina...........................................................................................................................................................119 

 

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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RESUMO 

A fermentação em estado sólido (FES) é um bioprocesso especialmente adequado para 

obtenção de produtos de alto valor biotecnológico, tais como enzimas resultantes do 

metabolismo de micro-organismos. É particularmente interessante para fungos filamentosos, 

que são adaptados ao sistema, crescendo em substratos sólidos com baixo ou nenhum teor de 

água livre. A FES oferece diversas vantagens em relação à fermentação submersa, com 

destaque para a sustentabilidade e economia do processo pelo baixo consumo de água e a 

aproveitamento de resíduos agroindustriais, que podem ser utilizados como substratos e são 

amplamente disponíveis. Mundialmente, a demanda industrial por enzimas está em ascensão: 

movimentou USD 4,4 bilhões em 2015 e possui crescimento estimado em 7,8% (USD 2 bilhões) 

para 2015-2020. As enzimas obtidas por FES apresentam elevada versatilidade, relacionada às 

diferentes capacidades hidrolíticas e propriedades bioquímicas, cujas enzimas proteolíticas 

produzidas por esse sistema podem ser aplicadas na produção de fragmentos proteicos com 

atividades biológicas distintas capazes de beneficiar a saúde humana e animal, denominados 

peptídeos bioativos. Já foram obtidos peptídeos bioativos com ações antimicrobiana, 

antioxidante, antihipertensiva, imunomodulatória, opióide e antineoplásica. É reportado que 

estes compostos podem ser mais seletivos quando comparados a outras pequenas moléculas 

empregadas como fármacos. O leite é uma das principais fontes de obtenção de peptídeos 

relativamente seguros para consumo. Assim, esta revisão aborda o uso de FES para gerar 

proteases e aplicá-las na produção de peptídeos bioativos com propriedades biológicas 

biotecnologicamente interessantes, de forma custo-efetiva e sustentável.  

Palavras-chave: Compostos Bioativos, Antimicrobianos, Antioxidantes, Antineoplásicos, 

Proteases Fúngicas.  
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ABSTRACT 

Solid-state fermentation (SSF) is a bioprocess especially suited to produce high-value 

biotechnology products, such as enzymes from microorganisms. It is particularly interesting for 

filamentous fungi, which are well-adapted to SSF because they grow on solid substrates with 

little or no free water content. SSF offers several advantages compared to submerged 

fermentation, notably due to the low water consumption and the use of agroindustry wastes, 

which can be used as substrates and are widely available. Worldwide, industrial demand for 

enzymes is on the rise: it moved USD 4.4 billion in 2015, and it has an estimated growth of 7.8% 

(USD 2 billion) for 2015-2020. The enzymes obtained by SSF have high versatility because of 

their different biochemical properties. Proteolytic enzymes produced by this system can be 

applied to produce bioactive peptides, which are protein fragments that may be used in 

applications to benefit human and animal health and wellbeing. Bioactive peptides with 

antimicrobial, antioxidant, antihypertensive, immunomodulatory, opioid, and antineoplastic 

actions were already described, and these compounds may be more selective compared to 

other small molecules used as medical drugs. Milk is one example of promising sources for 

production of biopeptides that are safe to use. This review addresses the use of SSF to generate 

proteases and to apply them in the production of bioactive peptides with biotechnological 

value, in a cost-effective and sustainable way. 

Keywords: Bioactive Compounds, Antimicrobials, Antioxidants, Antineoplastics, Fungal 

Proteases. 
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1 INTRODUÇÃO 

Peptídeos bioativos são fragmentos proteicos capazes de atuar de forma benéfica à 

saúde humana e animal por agir em diversos sistemas corporais de modo semelhante a 

medicamentos e hormônios (NONGONIERMA & FITZGERALD, 2018). Podem apresentar diversas 

atividades biológicas, tais como ações antimicrobiana, antioxidante, antihipertensiva, 

imunomodulatória, opióide e antineoplásica (HERNÁNDEZ-LEDESMA et al., 2011). O estilo de 

vida atual está aumentando os casos de doenças crônicas não transmissíveis, como obesidade, 

diabetes, hipertensão e cânceres, ocasionando em elevação dos índices de mortalidade, 

morbidade e prejuízo socioeconômico (WHO, 2005), tornando-se necessária a busca por novas 

moléculas capazes de promover saúde.  

Terapias baseadas em peptídeos isolados de leite são consideradas promissoras em 

virtude do potencial terapêutico dessas moléculas que podem ser mais seletivas quando 

comparados a outras pequenas moléculas empregadas como fármacos, além de serem 

relativamente seguras devido ao contato prévio do organismo de mamíferos com o leite 

durante seu desenvolvimento pós-natal (NIELSEN et al., 2017). O leite é um dos alimentos mais 

ricos em proteínas de grande variedade estrutural e funcional, exercendo função nutricional e 

desencadeando respostas fisiológicas. Estas características tornam esse alimento uma das 

fontes mais promissoras para a obtenção de peptídeos bioativos de interesse biotecnológico 

(KORHONEN, 2009; LIVNEY, 2010). Contudo, o usufruto dos benefícios dessas moléculas requer 

hidrólise das proteínas parentais para geração dos peptídeos responsáveis pelas propriedades 

biológicas desejadas (NONGONIERMA & FITZGERALD, 2018). 

O uso de enzimas como substitutos para procedimentos químicos apresenta vantagens 

e limitações a serem consideradas. Ainda é desafiador obter hidrólise total de uma proteína 
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empregando enzimas de modo exclusivo, por exemplo. Além disso, alterações estruturais em 

proteínas pode alterar a função da enzima, causando degradação da mesma, inibição ou limitar 

a atividade enzimática (MILDNER et al., 1994). Por outro lado, as reações enzimáticas são 

vantajosas por serem mais brandas em relação aos procedimentos químicos, são apropriadas 

sob a perspectiva ambiental, mantêm o valor nutricional dos substratos proteicos e são menos 

sujeitas a reações secundárias (CASTRO et al., 2011; TAVANO, 2013; EL-SALAM & EL-SHIBINY, 

2017).  

Proteases fúngicas podem ser aplicadas na produção de diversas biomoléculas de alto 

valor agregado, inclusive peptídeos bioativos de leite (CICERO et al., 2017). As enzimas 

proteolíticas originadas de fungos podem ser produzidas por fermentação em estado sólido 

(FES), um método que apresenta múltiplas vantagens biotecnológicas e econômicas quando 

comparado à fermentação submersa (VISHWANATHA et al.,2010; CASTRO & SATO, 2014). 

Digno de nota, a FES tem caráter sustentável por necessitar de pouca água livre no sistema e 

poder utilizar resíduos agroindustriais como substrato (CASTRO & SATO, 2014). 

Diversos fragmentos de peptídeos bioativos podem ser gerados com a aplicação de 

enzimas proteolíticas em processos biotecnológicos que utilizam leite, de modo que é 

recomendável efetuar análise proteômica para investigação dos produtos obtidos (GIACOMETTI 

& BURETIĆ- TOMLJANOVIĆ, 2017; SÁNCHEZ-RIVERA et al., 2014). Essa abordagem proteômica 

possibilita caracterizar e quantificar proteínas e suas modificações pós-traducionais, 

propiciando compreensão da expressão gênica global pela análise das proteínas geradas (GYGI 

et al., 1999). Segundo Vispo et al. (2004), a análise proteômica pode auxiliar, por exemplo, na 

identificação de proteínas expressas por um organismo numa determinada condição 

(proteômica descritivas ou estruturais), nas alterações no nível de expressão da proteína 

associado com alterações nas condições dos organismos (proteômica comparativa), nos 
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conjuntos de identificação funcionais de proteínas (e.g., grupo de proteínas que estão 

localizadas em mesmo sítio celular e operando em mútua interação - proteômica funcional) e 

identificação de proteínas constituintes de organelas celulares. 

O princípio da técnica de análise proteômica consiste em extração de proteínas, 

sepração (e.g., cromatografia e eletroforese), quantificação e identificação e análise por 

espectrometria de massas (SALVATO & CARVALHO, 2010). Entre os métodos, destacam-se a 

eletroforese bidimensional e a espectrometria de massas por eletrospray (ESI).  A separação de 

proteínas por eletroforese bidimensional baseia-se na fragmentação em duas dimensões 

diferentes em gel de poliacrilamida, sendo primeiramente separadas com base em focalização 

isoelétrica (Isoelectric focusing - IEF), na qual as proteínas migram até o ponto onde a carga é 

nula e subsequentemente são separadas de acordo com suas massas moleculares. A técnica 

tem elevada sensibilidade, de modo que a obtenção de resultados consistentes, com alta 

reprodutibilidade e confiabilidade, requer preparação criteriosa das amostras, com extração 

das proteínas em tampões específicos, precipitação dessas proteínas, concentração e 

eliminação de potenciais interferentes (VISPO et al., 2004; WITTMANN-LIEBOLD et al., 2006). 

A espectrometria de massas, por sua vez, é uma poderosa técnica analítica que 

identifica compostos de acordo com as fragmentações que ocorreram nas ligações peptídicas 

após a digestão enzimática, resultando em picos no espectro gerado na relação entre massa 

(m) e carga (z). A diferença de massa entre os picos é utilizada para reconstruir a sequência de 

aminoácidos, elucidando a estrutura primária do peptídeo. O desenvolvimento de duas técnicas 

de ionização suave (“soft”), como a ESI, possibilita a determinação precisa de massas de 

compostos com alto e baixo peso molecular (AZEVEDO, 2004; WILSON & WALKER, 2010). 

Tendo por base as informações oferecidas, nas seções subsequentes será explorada a 

produção de proteases por fermentação para aplicação na produção de peptídeos bioativos de 
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interesse biotecnológico, abordando as possíveis aplicações desses produtos e as possibilidades 

de novas tecnologias e patentes. 

2 PROTEASES 

Proteases são enzimas ubíquas que atuam na hidrólise de proteínas, transformando-as 

em peptídeos ou aminoácidos livres (RAO et al., 1998; TAVANO, 2013; SHARMA et al.; 2017). As 

proteases tem especificidade ao substrato, que está relacionada com os aminoácidos 

envolvidos nas ligações peptídicas, e confere à estas enzimas diferentes propriedades (SANTOS 

E KOBLITZ, 2008).  

Resultados promissores foram observados na aplicação de proteases em diversos 

setores industriais, incluindo o setor alimentício (e.g., no melhoramento de rações animais), 

farmacêutico, cosmético, para produção de couro e detergentes, biocombustíveis, 

biorremediadores, biosurfactantes, ácidos orgânicos, na área médica e na produção de 

compostos bioativos (HERNÁNDEZ-LEDESMA et al., 2011; KOUSHKI et al., 2011; KEERTI et al., 

2014). 

2.1 Classificações  

As proteases pertencem ao grupo 3 (hidrolases) e subgrupo 4, de acordo com a Enzyme 

Commission (EC) (WEBB, 1992)- classificação atribuída pela Nomenclature Committee of the 

International Union of Biochesmistry and Molecular Biology - sendo classificadas de acordo com 

a estrutura, tipo de reação catálise e natureza química do sítio catalítico (RAO et al., 1998). São 

também classificadas em exopeptidases, dipeptidases e endopeptidases. As exopeptidases, 

maior grupo, são divididas em dois subgrupos de acordo com a clivagem, que pode ocorrer em 

ligações peptídicas próximas ao carbono terminal (carboxipeptidases) ou amino terminal 

(aminopeptidases). As endopeptidases clivam ligações no interior da molécula, sendo divididas 
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em 4 subgrupos de acordo com o sítio catalítico: serina endoproteases, endoproteases 

aspárticas, cisteína endoproteases e metaloendoproteases (RAO et al., 1998; WARD, 2011) 

(Figura 1). 

 

Figura 1. Classificação das proteases quanto ao ponto de clivagem e sítio catalítico. A- alanina; F- 

fenilalanina; G- glicina; K- lisina; L- leucina; P- prolina; R- arginina; S- serina; V- valina; W- triptofano; Xaa- 

aminoácido randômico; Y- tirosina. Original da autora. 

 

Em termos industriais, as enzimas podem ser classificadas em (KUMAR et al., 2012)  

 Enzimas técnicas: utilizadas na produção de detergentes, biocombustíveis, 

produtos farmacêuticos, entre outros;  

 Enzimas para alimentos: aplicadas para panificação, bebidas, álcool, laticínios, 

óleos e outros setores; 
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 Enzimas para nutrição: utilizadas como aditivos, principalmente na indústria de 

rações animais.  

A atividade enzimática quantifica a velocidade da reação, na qual a concentração do 

produto aumenta linearmente com o tempo e, depois de certo período, começa a decrescer 

devido ao consumo do substrato, inibição do produto, deslocamento do equilíbrio ou 

inativação parcial da enzima. Assim, fatores como especificidade pelo substrato, tempo de 

incubação, pH e temperatura são de suma importância para avaliar o potencial biotecnológico 

da enzima e melhor aplicá-la na produção de compostos bioativos (ILLANES et al., 2000; 

SANDHYA et al., 2005; CASTRO & SATO, 2013). 

2.2 Fontes  

Proteases estão presentes em todos os organismos vivos, participando da maioria dos 

processos metabólicos e catabólicos como digestão, reprodução, desenvolvimento, coagulação 

sanguínea, resposta imunitária, formação de tecido, ativação de zimogênios, envelhecimento e 

morte (POZA et al., 2003; VERGNOLLE & CHIGNARD, 2011). Assim, pode ser isoladas de várias 

fontes vegetais, animais ou microbianas (RAO et al., 1998; SABOTIČ & KOS, 2012).  

A obtenção de proteases de fontes microbianas é interessante e vantajosa devido à sua 

facilidade e rapidez. A combinação de diferentes substratos e parâmetros propicia a geração de 

ampla gama de enzimas com propriedades hidrolíticas variadas (CASTRO & SATO, 2013; 

NOVELLI et al., 2016). Além disso, proteases de origem microbiana são predominantemente 

extracelulares, pois os micro-organismos secretam as enzimas diretamente no meio 

fermentativo, facilitando a recuperação da enzima a partir da filtração do meio 

(MUTHULAKSHMI et al., 2011). Dentre as espécies microbianas mais relevantes quanto à 

produção de proteases estão as bactérias Bacillus subitilis, Bacillus licheniformis, Escherichia 
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coli, Pseudomonas aeruginosa, Lactococcus sp. e Streptomyces sp. e os fungos Aspergillus 

oryzae, Aspergillus niger, Penicillium spp., Saccharomyces sp., Rhizopus sp., (RAO et al., 1998). 

Dentre as espécies mencionadas, fungos filamentosos merecem destaque pela elevada 

capacidade para decomposição de diferentes substratos sólidos, por terem crescimento rápido 

e serem de fácil manutenção (GRIMM et al., 2005). Assim, serão abordados com maiores 

detalhes a seguir. 

Os fungos filamentosos estão entre os micro-organismos mais empregados para a 

obtenção de proteases, com destaque para espécies do gênero Aspergillus, tais como 

Aspergillus oryzae, Aspergillus flavipes, Aspergillus niger, Aspergillus nidulans, Aspergillus 

awamori e Aspergillus fumigatus (WANG & DE MEJIA, 2005; EL ENSHASY, 2007). Estas espécies 

se destacam por serem boas produtoras de enzimas e por serem consideradas seguras para o 

consumo humano e animal, sendo classificadas como Generally Recognized as Safe (GRAS) pela 

Food and Drug Administration (FDA). Por essa razão, apresentam ampla gama de aplicações nas 

indústrias farmacêutica e alimentícia (GOTOU et al., 2009; VISHWANATHA et al., 2009; 

MATSUSHITA-MORITA et al., 2010). Contudo, é válido notar que algumas espécies de 

Aspergillus produzem micotoxinas e oferecem risco à saúde se consumidas, incluindo 

Aspergillus parasiticus, Aspergillus flavus e Aspergillus nomius, produtoras de aflatoxina 

(RODRIGUES et al., 2009; PERRONE et al., 2014), e Aspergillus carbonarius (TERRA et al., 2013), 

Aspergillus ochraceus e Penicillium viridicatum,  produtores de acrotoxina A. 

2.3 Mercado 

A demanda industrial por enzimas está em constante crescimento, tendo movimentado 

USD 4,4 bilhões em 2015, e possui expansão estimada de 7,8% e USD 6,30 bilhões entre 2015-

2020 (GLOBAL INDUSTRIAL ENZYME MARKET REPORT, 2014). As proteases mobilizam até 1,2 
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milhões dólares anualmente, explicitando sua elevada importância biotecnológica (GRAND 

VIEW RESEARCH, 2014). Micro-organismos são as principais fontes de obtenção de enzimas 

(ADRIO & DEMAIN, 2014): estima-se que entre 500 produtos industriais produzidos com 

enzimas, pelo menos 150 (30%) utilizam micro-organismos (KUMAR & SINGH, 2013). 

Comercialmente, europeus e norte-americanos são os maiores produtores e 

consumidores de enzimas industriais. A empresa Novozymes (Bagsværd, Dinamarca) detém 

maior parcela deste mercado, seguida pela Royal DSM (Amsterdã, Holanda) e pela DuPont 

(Pryor, Estados Unidos) (KUMAR et al., 2014). Filiais dessas e outras indústrias internacionais 

estão presentes no Brasil. Embora não se possa acessar a forma de produção de enzimas por 

estas empresas, tipicamente são enzimas purificadas, o que acarreta elevado custo e 

preocupações em termos do rendimento e estabilidade das enzimas disponíveis 

comercialmente (MUTHULAKSHMI et al., 2011). 

3 FERMENTAÇÃO EM ESTADO SÓLIDO  

Enzimas fúngicas podem ser produzidas por processos fermentativos, tais como a 

fermentação submersa (Fs) e a fermentação em estado sólido (FES). Esta última utiliza um 

sistema de reatores nos quais o micro-organismo se desenvolve sobre um substrato sólido. 

Como utiliza baixa quantidade de água, obtêm-se produtos mais concentrados, resultando em 

maior rendimento na produção, o que torna o processo economicamente interessante 

(VINIEGRA-GONZÁLES et al., 2003). A FES fornece produtos estáveis e pode utilizar resíduos 

agroindustriais mundialmente disponíveis, derivados do processamento de soja, trigo, algodão, 

laranja, arroz, banana e maçã, como substratos sólidos (CHUTMANOP et al., 2008; NIGAM & 

PANDEY, 2009; KARATAŞ et al., 2013; SUKUMPRASERTSRI et al., 2013).  
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3.1 Vantagens da Fermentação em Estado Sólido 

A FES oferece diversas vantagens em comparação à Fs (Quadro 1), principalmente 

relacionadas ao custo, versatilidade de substratos que podem ser utilizados como matéria-

prima, maior rendimento por gerar produtos mais concentrados resultantes do pouco volume 

de água utilizado; necessidade de instalações mais simples e fácil recuperação dos produtos 

(NIGAM & PANDEY, 2009; VISHWANATHA et al., 2010). 

Quadro 1. Vantagens da Fermentação em Estado Sólido comparada à Fermentação Submersa (ARORA 

& GOSH, 2018). 

Parâmetros 
Fermentação em Estado Sólido 

(FES) 
Fermentação Submersa (FS) 

Ausência de água livre 

Volume de reator menor. Volume do reator grande. 

Diminuição de contaminações 

bacterianas. 

Atividades de água alta tornam 

suscetível à contaminação bacteriana. 

Não forma espuma. 

 
Formação extensa de espuma. 

Menor custo de tratamento de 

efluentes líquidos. 

Alto custo para tratamento de 

efluentes líquidos. 

 

Meio de fermentação 
Baixo custo e natural. Produtos químicos de grau analítico 

altamente purificados, com custo 

bastante superior ao da FES.  Suplemento mineral mínimo. 

 

Ambiente natural 

Natureza sólida do substrato que 

mimetiza o ambiente natural dos 

fungos. 

Natureza dissolvida do substrato não 

fornece bom ambiente para 

crescimento fúngico. 

 Produtividade 

volumétrica 
Maior em muitos estudos. 

A baixa produtividade volumétrica é 
frequente. 

 

Processamento à jusante 

Mais simples e fácil, pois o produto é 

altamente concentrado (devido à 

pouca quantidade de água). 

Os custos de concentração e 

purificação do produto são 
maiores. Geralmente define a 

economia do processo. 

 

Aspectos do meio 

ambiente 

O uso de resíduos naturais como 

substrato ajuda na conservação de 

energia de biomassa, gestão de 
resíduos e controle de poluição, sendo 

considerado processo sustentável. 

Utiliza, habitualmente, meios 

sintéticos e com alto grau de pureza 
analítica. 

 

Qualidade do produto 
Produtos resistentes ao calor e ao pH 
relatados em alguns casos. 

Em comparação com o FES, a 

qualidade superior do produto não foi 

observada com FS. 
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O emprego de fungos filamentosos na FES é vantajoso porque as condições de cultivo 

dos micro-organismos mimetizam seu habitat natural. Assim sendo, os fungos estão mais 

adaptados para crescer nesse tipo de bioprocesso, liberando maior quantidade de enzimas no 

meio (ABIDI et al., 2008). A secreção microbiana resultará na produção de enzimas e outras 

biomoléculas de amplo potencial biotecnológico (MADIGAN, 2016), que podem ser aplicadas 

para a produção de novos compostos com atividades biológicas distintas. Estudos relataram 

produções promissoras de enzimas oriundas do metabolismo microbiano por FES, que podem 

ser utilizadas como biorremediadores, biosurfactantes, biopesticidas e também aplicados na 

indústria de alimentos, farmacêutica, compostos bioativos, vitaminas, pigmentos, flavours, 

compostos aromáticos e fibras (PANDEY, 2003; FEDERICI et al., 2009; PETRUCIOLLI et al., 2011; 

MARTÍNEZ et al., 2012). 

Apesar das vantagens, a FES apresenta algumas limitações para produção em larga 

escala de enzimas. Os principais desafios estão relacionados ao aumento de temperatura 

decorrente das atividades metabólicas dos micro-organismos (o que pode causar desnaturação 

dos produtos obtidos) (SANTOS et al., 2004), a manutenção do pH, transferência de oxigênio, 

gradiente de substrato, controle da umidade, risco de contaminação (ao utilizar tecnologias que 

impedem a esterilidade ou ao utilizar sistemas abertos) e escassez de projetos e desenhos de 

biorreatores para escala industrial (SINGHANIA et al., 2009; MANAN & WEBB, 2017).  

Estudos prévios relataram que, idealmente, os biorreatores devem ser bem vedados 

para evitar contaminações e manter a umidade no processo, além de utilizar fungos que se 

desenvolvem em uma ampla faixa de pH. Outros parâmetros como temperatura e oxigenação 

podem ser otimizados para melhorar o rendimento da produção, estimada pelo consumo do 

substrato em relação a produção enzimática pelo micro-organismo (KRISHNA, 2005; MUSONI et 
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al., 2015, MITCHELL & BEROVIC, 2010; MITCHELL et al., 2010). Em geral, a FES tem um grande 

potencial para a produção de biomoléculas com alto valor agregado com aproveitamento de 

resíduos para exploração industrial, sendo que suas limitações podem ser potencialmente 

sanadas por meio de avanços científicos e tecnológicos (MANAN & WEBB, 2017). 

3.2 Inovação e Pesquisa com Fermentação em Estado Sólido 

A primeira patente sobre a invenção da FES data de 1962 pela Riker Laboratories 

(Loughborough, Inglaterra), que descreveu a produção de penicilase sem pirogênios para 

aplicação na alergia à penicilina (RIKER, 1962). Há ainda uma patente sobre FES depositada por 

Suryanarayan & Mazumdar (2001). Desde então, inovações biotecnológicas com FES têm 

propiciado crescimento no número de patentes concedidas, notadamente após 1990. A 

quantidade de pedidos relacionados à FES praticamente dobrou entre os períodos de 2001-

2010 e 2011-2016 (Figura 2) (PANDEY, 2003; SOCCOL et al., 2017). Países asiáticos, 

principalmente China e Japão, vêm despontando na produção, consumo e comercialização de 

enzimas microbianas geradas por FES empregando resíduos de grãos de soja, aplicando essas 

enzimas no melhoramento de alimentos (SURYANARAYAN, 2003; SOCCOL et al., 2017). 

 

Figura 2. Quantidade de patentes solicitadas de inovações com fermentação em estado sólido (FES) (A). 

Porcentagem de patentes solicitadas pelos países com atividade mais significante com FES (B). 

Porcentagem de patentes solicitadas de acordo área biotecnológica (C). Original da autora. 
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As patentes baseadas em FES são classificadas de acordo com as aplicações, o que 

amplia exponencialmente as possibilidades de novos pedidos devido à ampla gama de enzimas 

com características distintas que podem ser utilizadas em diferentes processos industriais. 

Embora o Brasil tenha notório potencial para desenvolvimento de tecnologias utilizando 

resíduos agroindustriais para a produção de biomoléculas e bioprodutos, o país ainda tem 

contribuição tímida no repertório mundial de patentes relacionadas à FES, com apenas 173 

pedidos até 2016 (SOCCOL et al., 2017). Há, portanto, oportunidade considerável para o 

desenvolvimento de produtos derivados de inovações biotecnológicas que explorem a FES, 

incluindo peptídeos obtidos pelas proteases geradas com esse método, que podem atender 

importante demanda por moléculas de aplicação na saúde humana e animal. 

4 PEPTÍDEOS BIOATIVOS DO LEITE 

O leite é um fluído viscoso constituído de uma fase líquida (dispersante) e uma fase 

particulada (dispersa), formada por micelas de caseína e glóbulos de gordura, resultando em 

uma emulsão natural estável que satisfaz as necessidades nutricionais de mamíferos recém-

nascidos (SGARBIERI, 2004). Consiste em um alimento de natureza dinâmica, que altera sua 

composição de acordo com a fase da lactação, proporcionando além de nutrição, o 

desenvolvimento e a prevenção de diversas doenças (HUTH et al., 2006). Os benefícios 

causados por peptídeos bioativos foram descritos primeiramente por Mellander (1950) que 

descreveu o aumento da calcificação em lactentes raquíticos pela ingestão de caseína 

fosforilada, independentemente de vitamina D. 

O leite é fonte de lipídeos, vitaminas, hormônios e fatores de crescimento. Ademais, é 

uma fonte substancial de peptídeos bioativos por sua rica composição em proteínas 

diversificadas, das quais é possível isolar peptídeos com atividades biológicas distintas, 

incluindo os de ação antihipertensiva, opióide, antimicrobiana, antineoplásica, antitrombótica e 
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antioxidante (KORHONEN, 2009; HSIEH et al., 2015; MOHANTY et al., 2016; CICERO et al., 

2017). Cerca de 3 a 4% dos sólidos encontrados no leite bovino são de natureza proteica, 

essencialmente proteínas do soro (soroproteínas) e caseína, correspondendo a 20% e 80% da 

composição, respectivamente. A caseína se organiza em micelas (estruturas insolúveis) e é 

segmentada em quatro subtipos principais com propriedades particulares: α-s1-caseína (38%), 

α-s2-caseína (10%), β-caseína (34%) e κ-caseína (15%). De acordo com Hernández-Ledesma et 

al. (2008), peptídeos bioativos derivados do leite costumam se originar mais da caseína do que 

das proteínas do soro. O soro do leite é mais heterogêneo, com proteínas globulares que 

continuam solúveis após a precipitação da caseína. Proteínas do soro do leite também são 

divididas em 4 constituintes principais: β-lactoglobulina (50%), α-lactalbumina (20%), 

soroalbumina (10%) e imunoglobulinas (10%) (MÖLLER et al., 2008; MOHANTY et al., 2016). 

Um número crescente de terapias peptídicas têm sido aprovadas, ocasionando aumento 

significativo de um mercado estimado em USD 25 bilhões (KASPAR & REICHERT, 2013; DALIRI et 

al., 2018), com 6,9% de crescimento anual composto (Compound Annual Growth Rate - CAGR) 

para 2018-2023. Nesse mercado, 36% correspondem à peptídeos de produtos lácteos, e o 

restante relacionado com peptídeos derivados de plantas e outras fontes, como seda, carne e 

frutos do mar, entre outros (MARKET & MARKET RESEARCH, 2018; PERSISTENCE MARKET 

RESEARCH, 2018). 

Produtos derivados de peptídeos bioativos (Bioactive Peptides - BaPs) já estão 

disponíveis em alguns mercados. Nesse sentido, podem ser mencionados o Calpis™ (Calpis®, 

Tóquio, Japão), que consiste em um leite fermentado com derivados de β e κ-caseína; o 

BioZate™ (Davisco Foods®, Le Sueur, EUA) composto de hidrolisados derivados de β-

lactoglobulina, ambos com ação na redução da pressão arterial; BioPURE-GMP™ (Davisco 

Foods®, Le Sueur, EUA), composto por derivados de κ-caseína utilizado para prevenção de 

https://www.google.com/search?q=davisco+foods+international+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3ME7OjTdKUQKzDeMrcw3TtbSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFAHCGTypGAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjspZGnlObfAhUFhJAKHeQjDVAQmxMoATAQegQIBRAO
https://www.google.com/search?q=davisco+foods+international+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3ME7OjTdKUQKzDeMrcw3TtbSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFAHCGTypGAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjspZGnlObfAhUFhJAKHeQjDVAQmxMoATAQegQIBRAO
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cáries e de infecções virais e bacterianas (KORHONEN, 2009); e o Milk Bioactive Peptide™ 

(LifeExtension®, Fort Lauderdale, EUA), comercializado para redução de estresse, melhora do 

sono e da cognição. 

A maioria das pesquisas com BaPs são realizadas com leite bovino, devido ao elevado 

consumo em todo o mundo, e também com leite humano (PARK & NAM, 2015; LU et al., 2018). 

Saliente-se que são observadas particularidades do potencial biológico dos peptídeos de acordo 

com a espécie da qual o leite é obtido (KUSUMANINGTYAS et al., 2016), que também é 

influenciado pelo tempo de produção, grau de hidrólise, proporção de enzima-substrato e pré-

tratamento da proteína antes da hidrólise (INOUYE et al., 2009). 

Alguns métodos de obtenção e diferentes aplicações de BaPs de leite já foram 

patenteados, como por exemplo: “Bioactive peptides identified in enzymatic hydrolyzates of 

milk caseins and method of obtaining same” – US8354502B2; “Method of extracting casin 

fraction from milk and caseinates and production of novel products” – US20040234666A1 e 

“Generation of improved bioactive peptides”- JP2011504363A. Contudo, isto não limita o 

desenvolvimento de novas tecnologias e novos depósitos de patentes, considerando a 

diversidade de bioprocessos que podem ser aplicados, como diferentes substratos, micro-

organismos e procedimentos técnicos.  

Os maiores movimentadores do mercado de BaPs estão na América do Norte, Europa e 

Ásia-Pacífico. A América do Norte é a detentora da maior parcela, somando 37% das vendas 

totais. Contudo, a região da Ásia-Pacífico vem surgindo com importante papel no mercado pela 

maior participação no CAGR. Além destas regiões, também são observadas atividades na África 

e América Latina. Entre os principais destaques (players) nesse mercado estão a Seagarden AS 

(Avaldsnes, Noruega), Phermpep (Taichung, Taiwan), Arlak Biotech Pvt. Ltd (Zirakpur, Índia), 
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DuPont (Pryor, EUA), Royal DSM (Amsterdã, Holanda), Cargill (Wayzata, EUA), ADM (Chicago, 

EUA) e BASF (Ludwigshafen am Rhein, Alemanha) (PERSISTENCE MARKET RESEARCH, 2018).  

A escassez de produção de novas tecnologias e a carência de estudos quanto às 

propriedades, mecanismos e segurança dos BaPs limitam o avanço do crescimento de seu 

mercado. Assim, entre as possíveis abordagens para produção de hidrolisados proteicos, a 

aplicação da FES para produção de proteases fúngicas aplicáveis à produção de BaPs se revela 

como uma estratégia promissora (NIGAM & PANDEY, 2009; VISHWANATHA et al., 2010). 

5 ATIVIDADES BIOLÓGICAS DE PEPTÍDEOS BIOATIVOS  

Dentre as atividades de BaPs isolados de leite estão descritas, por exemplo, ação anti-

hipertensiva, opióide, antitrombótica, imunomodulatória, antineoplásica, antimicrobiana e 

antioxidante (Figura 3) (CHAKRABARTI et al., 2014; MOHANTY et al., 2016). Algumas dessas 

atividades serão abordadas adiante. 

 

Figura 3. Diferentes atividades biológicas de peptídeos gerados pela hidrólise de proteínas de leite com 

proteases produzidas por fermentação em estado sólido empregando fungos filamentosos e substrato 

proteico constituído de resíduo agroindustrial. Original da autora. 

https://www.google.com/search?q=basf+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDQ3NC5RgjCNsoyNtLSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFAOyVqiFEAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiZqe2slubfAhXDDJAKHXALC8cQmxMoATASegQIBRAP
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5.1 Atividade Antimicrobiana 

Atividades antimicrobianas de BaPs foram descritas contra diversos patógenos. Em 

relação às bactérias, há relatos de ação tanto contra gram-positivos (e.g., Bacillus cereus, 

Staphylococcus aureus) como gram-negativos (e.g., Escherichia coli, Aeromonas hydrophila, 

Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteridis) (MOTTA & BRANDELLI, 2002; MOHANTY et al., 

2014). Dentre os peptídeos conhecidos obtidos do leite estão as casecidinas (que atuam contra 

Lactobacillus sp. e S. aureus) e as isracidinas (que atuam contra S. aureus, Streptococcus 

pyogenes e Listeria monocytogenes). Outro exemplo é a lactoferrina, proteína obtida do soro 

do leite capaz de quelar o ferro existente no ambiente e ter ação bactericida por alterar a 

estabilidade da membrana, exercendo ação protetora diversos patógenos (VAN DER KRAAN et 

al., 2005; PAN et al., 2007; MOHANTY et al., 2016).   

Entre os patógenos sobre os quais a lactoferrina age estão as bactérias Clostridium 

perfringens e S. aureus (causadores de intoxicações alimentares), L. monocytogenes, S. 

Enteritidis e Vibrio cholerae (infecções alimentares), Streptococcus mutans (infecções bucais), 

Haemophilus influenzae (infecções pediátricas diversas que podem causar meningite, otite 

média, faringite e pneumonia) (BUTLER & MYERS, 2018), Pseudomonas aeruginosa (infecções 

oportunistas) (NEVES et al., 2011), Helicobacter pylori (inflamação da mucosa gástrica com 

formação de úlcera péptica e/ou câncer gástrico) (LADEIRA et al., 2003); o fungo Candida 

albicans (infecções mucocutâneas oral e vaginal) (SERRACARBASSA & DOTTO, 2003), além de 

apresentar atividade antiviral contra hepatite C, G e B, HIV-1, poliovírus (poliomielite), rotavírus 

(diarréia) e Herpes simplex (feridas contagiosas) (VAN DER KRAAN et al., 2005; PAN et al., 2007; 

MOHANTY et al., 2016).  
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5.1.1 Mecanismos dos peptídeos antimicrobianos 

Peptídeos bioativos antimicrobianos possuem conformação dinâmica e complexa 

(VALENTE et al., 2006; GOMES-NETO et al., 2013; SANTOS et al., 2016), resultando em 

diversidade estrutural que está envolvida com os diferentes mecanismos de ação dessas 

moléculas (DUFOURC et al., 2012; GALDIERO et al., 2013). Esses peptídeos são estruturalmente 

curtos, catiônicos, hidrofóbicos e ricos em glicina (Gly) e lisina (Lys), o que confere propriedade 

anfipático à molécula, permitindo interação com membranas celulares (WANG et al., 2015) e 

com o RNA, DNA e proteínas, inibindo a síntese dessas moléculas (Figura 4) (DASHPER et al., 

2007; HAQUE & CHAND, 2008). Entre os mecanismos de ação descritos estão a formação de 

canais iônicos, lise por autólise, inibição proteica e degradação de proteínas da replicação de 

DNA (REDDY et al., 2004), contudo, os mais significativos são os de interação com a membrana 

plasmática de células eucarióticas, tais como: 

 formação de poros transmembrânicos tipo barril em bastão (Barrel-stave), pelos 

quais ocorre o vazamento do conteúdo celular e, consequentemente, morte 

celular (MATSUZAKI et al., 1998); 

 formação de revestimento sobre a superfície da membrana (Carpet-like), 

alterando a orientação dos resíduos hidrofóbicos, interrompendo a curvatura da 

bicamada lipídica, culminando em danos na membrana (DAGAN et al., 2002; 

GIULIANI et al., 2007); 

 formação de poros toroidais, que possuem atividade dinâmica e permitem o livre 

transporte de íons e macromoléculas através da membrana (SANTOS et al., 

2016). 
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Figura 4. Mecanismos descritos de ação de peptídeos antimicrobianos em células eucarióticas. (A) 
Interação com a membrana celular: (1) formação de poros tipo barril em bastão, (2) formação de poros 
toroidais, e (3) formação de tapete sobre membrana com liberação de micelas. (B)   (1) inibição da 
respiração celular, (2) rompimento da membrana mitocondrial.  
  

Além das infecções bacterianas, BaPs potencialmente podem atuar contra infecções 

fúngicas, que no Brasil estima-se acometer pelo menos 4 milhões de indivíduos por ano, dos 

quais 2,8 milhões (70 %) são candidíases e 1 milhão (25 %) aspergiloses (COLOMBO et al., 2013; 

FIORAVANTI, 2016; GIACOMAZZI et al., 2016). Embora BaPs com atividade antifúngica sejam 

menos estudados em relação aos antibacterianos, merecem pelo menos a mesma atenção pelo 

desafio que as infecções fúngicas representam, principalmente em contextos de 

imunocomprometimento e pela resistência aos fármacos atualmente disponíveis (VENKATESAN 

et al., 2005; MATEJUK et al., 2010). 

A despeito dos potentes antibióticos disponíveis no mercado, o surgimento de micro-

organismos resistentes é constante, levando ao aumento de bactérias multirresistentes, à 
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rápida disseminação desses patógenos, a restrição de tratamentos possíveis, e a elevação das 

taxas de mortalidade por doenças infecciosas (WALSH et al., 2005). A indústria farmacêutica 

está constantemente em busca de novos agentes antimicrobianos (MARTINS et al., 2004; 

PILONETTO et al., 2004; CEPEDA et al., 2005). Nesse contexto, a identificação de BaPs com 

atividade antimicrobiana pode ser muito vantajosa, posto que esses compostos agem em 

menores períodos de tempo e têm e amplo espectro de ação, inclusive sobre cepas resistentes 

aos antimicrobianos convencionais (ZASLOFF, 2002; BENKERROUM, 2010). 

5.2 Atividade Antioxidante 

Espécies reativas de oxigênio (Reactive Oxygen Species- ROS), como os radicais 

superóxido (O2
-), hidroxila (OH) e peroxila (ROO•) são espécies que apresentam elétrons 

desemparelhados (HALLIWELL, 2007). Em organismos aeróbios as ROS são produzidas pelas 

células durante o processo de respiração, para converter os nutrientes dos alimentos 

absorvidos em energia e auxiliar na homeostase celular, regulando as reações de oxidação e 

redução nos tecidos, que em baixas concentrações atuam na defesa, formação de ATP, 

regulação de crescimento celular e na produção de oxigenases. Essas espécies químicas são 

instáveis e capturam elétrons de outras moléculas, danificando células por induzirem a 

oxidação de lipídios da membrana, carboidratos, proteínas, enzimas e ácidos nucleicos 

(GÜLÇIN, 2012). Os danos causados se acumulam em células somáticas e a exposição excessiva 

do organismo à ação de radicais livres está associada a diversas doenças, incluindo 

aterosclerose, enfisema pulmonar, doenças inflamatórias, artrite, diabetes tipo 2, mal de 

Parkinson, mal de Alzheimer, catarata e neoplasias, além de ser considerado um dos principais 

precursores do processo de envelhecimento (HALLIWELL & WHITEMAN, 2004; SCALBERT et al., 

2005; VALKO et al., 2007; ZHANG et al., 2009; CAROCHO & FERREIRA, 2013).  
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BaPs com capacidade antioxidante são tipicamente constituídos de 5-11 aminoácidos 

hidrofóbicos (prolina, histidina, tirosina ou triptofano). A quantidade de histidina, cisteína, 

prolina, metionina e aminoácidos aromáticos contribuem para a atividade antioxidante de 

peptídeos isolados de alimentos. A adição de aminoácidos hidrofóbicos como a prolina e 

leucina a um dipeptídeos histidina-histidina (His-His) na porção N-terminal parece potencializar 

a capacidade antioxidante (CHEN et al., 1996; PIHLANTO, 2006). De acordo com Malaguti et al. 

(2014), foi observada maior atividade antioxidante quando a molécula é composta pelo 

tripeptídeo prolina-histidina-histidina (Pro-His-His); no entanto, a atividade antioxidante 

também ocorreu com a presença de tirosina (Tyr) e triptofano (Trp) na porção C-terminal 

(devido à capacidade desses aminoácidos doarem prótons), ou pela presença de resíduos 

hidrofóbicos valina (Val) e leucina (Leu) na porção N-terminal (HERNÁNDEZ-LEDESMA et al., 

2008). 

BaPs isolados de leite foram relatados em estudos anteriores como moléculas com 

elevado potencial antioxidante (CUMBY et al., 2008; HOGAN et al., 2009). Dessa forma, a 

obtenção in vitro desses compostos pode ser utilizada pela indústria farmacêutica e alimentícia 

na perspectiva estratégica para atenuar os efeitos deletérios do estresse oxidativo no 

organismo (FANG et al., 2002; HUANG et al., 2005). 

5.2.1 Mecanismos dos peptídeos antioxidantes 

Os mecanismos da atividade antioxidante dos BaPs de leite não são bem 

compreendidos. Contudo, sabe-se que esses compostos diminuem os danos causados pelo 

estresse oxidativo pela participação nas reações de oxirredução, neutralizando os radicais livres 

intermediários ou impedindo que as reações aconteçam (LIU & NAIR, 2010). 

Diversos métodos podem ser aplicados para avaliar o potencial antioxidante. Entre os 

ensaios mais utilizados estão o baseado no sequestro do radical livre 2,2-difenil-1- picrilhidrazila 



Capítulo 1 

 

45 

(DDPH) (ZHANG et al., 2011); a capacidade de redução do radical oxigênio (Oxygen Radical 

Absorbance Capacity- ORAC) (DÁVALOS et al., 2004); a capacidade de redução do íon ferro 

(Ferric Reducing Antioxidant Power- FRAP) (OU et al., 2002); o potencial de captura do sal de 

amônio do ácido 2,2’-azinobis(3-etilbenzenotiazolina6-sulfônico)] (ABTS) (GÓMEZ-GUILLÉN et 

al., 2010); o potencial de quelação de metais de transição Cu2+ e Fe2+ (THEODORE et al., 2008; 

NAZEER & KULANDI, 2012) e quantificação de produtos de peroxidação lipídica (Thiobarbituric 

acid reactive substances- TBARS) (RAGHAVAN & KRISTINSSON, 2008). Além desses, também são 

realizados experimentos eletroquímicos que relacionam o potencial de oxidação e intensidade 

de corrente elétrica com a capacidade antioxidante (MORIMITSU & OKAZAKI, 2009). Dentre os 

métodos listados, o DPPH e o ORAC são os mais populares em estudos prévios para avaliação 

de potencial antioxidante em leite (HOGAN et al., 2009; TIJERINA-SÁENZ et al., 2009; 

ALYAQOUBI et al., 2014; MANN et al., 2016; COTTICA et al., 2018). 

5.2.1.1 Redução do radical DPPH 

O DPPH é um método colorimétrico de quantificação da ação antioxidante in vitro 

barato, rápido, simples e eficaz. Baseia-se na eliminação de radicais livres estáveis que formam 

o reagente 2,2-difenil-1-picrilhidrazila por compostos com atividade antioxidante (KEDARE & 

SINGH, 2011). Desenvolvido por Blois (1958), o método é caracterizado pela alteração da 

coloração violeta do composto para cor amarelada após ação do antioxidante, que fornece um 

hidrogênio ao átomo instável de nitrogênio (Figura 5), reduzindo-o e tornando-se absorvível a 

517 nm (CONTRERAS-GUZMAN & STRONG, 1982; ZHANG et al., 2011). 
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Figura 5. Princípio da atividade de eliminação de radical DPPH (TEIXEIRA et al., 2013). 

 

5.2.1.2 Capacidade de absorbância do radical oxigênio (ORAC) 

O ensaio de ORAC consiste em um método analítico-quantitativo de determinação do 

potencial antioxidante de compostos de diferentes fontes biológicas, principalmente plasma 

humano, DNA, proteínas e extratos vegetais e alimentícios (PRIOR & CAO, 1999). Baseia-se na 

aplicação de um agente oxidante com radicais peroxilas de composto azo (2,2´-azobis-

metilpropionamidim-dihidroclorido - AAPH) que juntamente com uma molécula repórter 

fluorescente demonstrará o consumo do oxigênio na reação. A molécula repórter sofre danos 

conformacionais ao entrar em contato com o radical peroxila, diminuindo sua fluorescência 

(excitação: 485 nm; emissão: 525 nm) com o tempo. Compostos antioxidantes realizam a 

transferência de hidrogênio (Hydrogen Atom Transfer- HAT) para estabilizar o radical livre, o 

que retarda a taxa de decaimento da fluorescência e permite correlacionar a redução da 

fluorescência à quantidade de oxidante presente, aplicando-se o inverso no caso de agente com 

potencial antioxidante (HUANG et al., 2002; DÁVALOS et al., 2004; CASTELO-BRANCO & 

TORRES, 2011). 
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Figura 6. Mecanismo do ensaio de 

Capacidade de Absorbância do 

Radical Oxigênio (ORAC). Original 

da autora. 

 

As reações utilizam amostras com antioxidante e controle branco (sem a presença de 

antioxidante) e são analisadas até o esgotamento total do sinal de fluorescência, permitindo a 

determinação da área sob a curva (Area Under Curve- AUC) de decaimento da fluorescência da 

amostra e do branco. O potencial antioxidante é determinado pela diferença entre as AUCs, 

sendo os resultados tipicamente expressos em Trolox®-equivalente (TE), calculado a partir de 

uma curva de calibração de Trolox®, um antioxidante padrão, análogo da vitamina E (DÁVALOS 

et al., 2004). 

5.3 Atividade Antineoplásica 

Câncer é a denominação genérica de mais de uma centena de doenças bastante 

heterogêneas, resultado de alterações moleculares (constitucionais e/ou induzidas pelo 

ambiente) que tipicamente se caracterizam pelo acúmulo de células neoplásicas malignas nos 

tecidos, proporcionando a formação de tumor com crescimento relativamente autônomo em 

relação aos congêneres normais. As células malignas invadem os tecidos adjacentes ao tumor e 

podem eventualmente se disseminar pelo organismo pelo processo de metástase, por exemplo. 

(HANAHAN & COUSSENS, 2012; STADLER et al., 2015; FREI, 2017). Diferentemente de tumores 

benignos, com crescimento mais limitado e que possuem células normais ou mais 
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discretamente alteradas (e.g., lesões geradas em processos adaptativos, como hiperplasias ou 

metaplasias), os tumores malignos apresentam grupo desorganizado de células geneticamente 

mais instáveis, têm crescimento mais rápido e elevado potencial replicativo. Adicionalmente, 

evadem dos supressores de crescimento, do sistema imunitário e da morte celular, induzem a 

angiogênese, tem capacidade de invadir e metastizar e adquirem imortalidade replicativa 

(HANAHAN & WEINBERG, 2011).  

Cânceres compõem a segunda causa de mortalidade mundial e apresentam incidência 

crescente, com 15 milhões de novos casos estimados até 2020, podendo atingir 12 milhões de 

morte até esse período. Aproximadamente, 35% das mortes causadas por câncer estão 

associadas à dieta e ao estilo de vida (DE KOK et al., 2008; DE MEJIA & DIA, 2010). Uma porção 

significativa dos casos de cânceres progride com disseminação das células malignas por meio do 

sistema vascular (vasos linfáticos ou sanguíneos), processo denominado metástase. 

Tratamentos de ação dirigida ao tumor primário podem ser eficazes quando a doença é 

localizada, mas o prognóstico é substancialmente empobrecido para doença sistêmica, com 

redução da sobrevida do paciente e elevação das taxas de mortalidade (FREI, 2017). 

As abordagens terapêuticas mais comuns contra cânceres são a cirurgia e radioterapia, 

de ação local, e a quimioterapia, que é recurso fundamental nos casos de doença disseminada 

(HARRIS et al., 2013). A quimioterapia citotóxica, um dos pilares do tratamento oncológico, 

utiliza fármacos para erradicar as células neoplásicas, quer seja pela indução de sua morte ou 

por inibição da divisão celular, por exemplo. Apesar de ser opção terapêutica importante para a 

maioria dos pacientes com câncer, a quimioterapia tipicamente apresenta baixa especificidade 

pela célula maligna, gerando efeitos indesejáveis pelo comprometimento também de células 

normais (FREI, 2017). 



Capítulo 1 

 

49 

Um dos maiores desafios para novas terapias aplicáveis contra cânceres é obter elevada 

especificidade contra os tumores neoplásicos sem proporcionar resistência, o que ocasiona 

elevação de doses de quimioterápicos com aumento consequente de efeitos indesejados, com 

prejuízo para qualidade de vida e sobrevida dos pacientes. A fim de adequadamente delinear 

objetivos do desenvolvimento de novos agentes para tratamento oncológico, é de suma 

importância a precisa aplicação de termos e definições aplicáveis à investigação e 

desenvolvimento tecnológico em cancerologia. Definições pertinentes incluem, por exemplo, a 

de agente citotóxico (capaz de causar efeito tóxico em células, incluindo células cancerosas, 

podendo matá-las), agente antineoplásico (capaz de bloquear a formação de neoplasias, 

incluindo cânceres), agente antitumoral (compromete a formação de tumores); e agente 

anticarcinogênico (retarda ou previne o desenvolvimento de câncer) (NATIONAL CANCER 

INSTITUTE, 2017). 

Constituintes de alimentos, como proteínas e peptídeos, eventualmente podem reduzir 

o risco do desenvolvimento de um tumor neoplásico ou mesmo tornar as células neoplásicas 

mais sensíveis a outras abordagens de tratamento oncológico (e.g., quimiosensibilização) 

podendo atuar contra neoplasias em diferentes estágios da formação (DE KOK et al., 2008; DE 

MEJIA & DIA, 2010; GATOUILLAT & MADOULET, 2017). Alguns estudos referem que peptídeos 

derivados de leite podem apresentar atividade antimutagênica, antineoplásica, 

antitumorigênica e anticarcinogênica. Dentre os possíveis alvos de ação contra os cânceres, 

estão os eventos relacionados à proteção de tumores, sendo necessária a ação antioxidante, 

imunomodulatória e anti-inflamatória, e também a modulação da metabolização enzimática, a 

inibição da angiogênese e a ativação da apoptose (PAPO & SHAI, 2005; GASPAR et al, 2013; 

PEPE et al., 2013). Por exemplo, foi relatado que caseínafosfolipídeos modularam a proliferação 

e apoptose de células tumorais intestinais HT-29 (PEPE et al., 2013) e que o peptídeo αs1-
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casomorfina inibiu a proliferação de células de câncer de mama humano T47D (KAMPA et 

al.,1996).  

Embora não seja atribuído às caseínas ações para prevenção de cânceres, à partir dessas 

proteínas podem ser gerados peptídeos com capacidade antineoplásica por atuarem na 

regulação do crescimento, diferenciação e morte celulares (HSIEH et al., 2015). Esses peptídeos 

foram relacionados, por exemplo, com a ativação de canais de cálcio em linhagens celulares de 

carcinomas de cólon humano HT-29 (BSTCL 132) e AZ-97, culminando em inibição de 

proliferação celular e indução de apoptose, além de revelar atividade antitumoral preventiva 

em outros tipos celulares (PEREGO et al., 2012; 2013).  

5.3.1 Ação antineoplásica de peptídeos bioativos  

Peptídeos com ação antineoplásica podem interferir em processos críticos para o 

desenvolvimento de cânceres (tais como a proliferação celular irrestrita), ou mesmo a 

progressão tumoral (e.g., desenvolvimento de metástases). Alguns autores indicam que esses 

compostos apresentam estrutura primária ou secundária tipo α-hélice ou folha β-pregueada 

(HOSKIN & RAMAMOORTHY, 2008; HAMMAMI & FLISS, 2010). Tendem a ser moléculas 

catiônicas – o que favorece sua interação com células malignas, tipicamente de carga negativa- 

favorecendo a seletividade dos peptídeos por células malignas, uma vez que células saudáveis 

possuem carga neutra (zwitteriônica) e altos teores de colesterol, o que dificulta a absorção de 

moléculas catiônicas (SCHWEIZER, 2009; GASPAR et al., 2013).  

Peptídeos anticarcinogênicos são eficazes na ativação da sinalização de supressores de 

tumor e na inibição de oncogenes. De uma forma geral, todos os processos da doença 

envolvem interações com proteínas e DNA, tornando-se necessário a elaboração de compostos 

capazes de interagir com essas moléculas para auxiliar no combate ao câncer (SARAFAZ-YAZDI 

& MICHL (2017). 
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É sugerido que os mecanismos de ação de peptídeos com atividade antineoplásica são 

divididos em eventos membranolíticos e não-membranolíticos (HARRIS et al., 2013). Os eventos 

membranolíticos podem ser do tipo barril em bastão (Barrel-stave) e formação de “tapete” 

(Carpet-like) à semelhança da atividade exercida por peptídeos antimicrobianos nas 

membranas plasmáticas, além de poder ocasionar distúrbio de membranas mitocondriais que 

culminam com a deflagração de apoptose (SCHWEIZER, 2009). Os eventos não-membranolíticos 

podem exercer mecanismos multifuncionais, como pela inibição da síntese de DNA, atividade 

imunoestimulatória, inibidores de proteínas cinases e proteases, bloqueio dos receptores de 

célulares e ligação às proteínas de adesão celular (Figura 7) (MADER & HOSKIN, 2006; LÓPEZ-

OTÍN & MATRISIAN, 2007; MACKAY & TWELVES, 2007; BHUTIA & MAITI, 2008; WANG et al., 

2009; ROSCA et al., 2011; KURIYAMA et al., 2013). Assim, esses peptídeos atuam tanto como 

inibidores como ativadores em processos biológicos relevantes na patogênese de cânceres 

(SARAFAZ-YAZDI & MICHL, 2017).  

Digno de nota, o remodelamento vascular tecidual, que pode ocorrer às custas de 

angiogênese tumoral, é um fator importante para o desenvolvimento dos cânceres e seus 

fenômenos de progressão, tais como a metástase. No transcorrer da segunda metade do século 

XX a manipulação da angiogênese tumoral emergiu como importante estratégia terapêutica em 

oncologia. Contudo, a angiogênese também exerce papel central em outras doenças como as 

vasculares, tumores benignos, obesidade e aterosclerose (CARMELIET & JAIN, 2011), de modo 

que compostos capazes de modular esse fenômeno também são interessantes para tratamento 

de outras doenças relevantes em saúde pública. 
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Figura 7. Exemplos de mecanismos propostos de ação de peptídeos com atividade antineoplásica. 

Ações membranolíticas, necróticas e apoptóticas (A); propriedades anti-angiogênicas (B); ações sobre 

receptores de superfície celular (C); inibição de síntese de DNA (D); ativação de resposta imunitária (E). 

Original da autora. 

 

Os esforços para o desenvolvimento de novas terapias para o câncer visam tratamentos 

mais seletivos e menos agressivos para o paciente. Terapias baseadas em peptídeos podem se 

tornar promissoras, considerando a elevada especificidade em relação aos alvos, elevada 

permeabilidade celular pelo baixo peso molecular, ação rápida, toxicidade relativamente baixa 

e menores possibilidades de desencadear resistência pelas células (TØRFOSS et al., 2012). 

Alguns autores sugerem que o emprego de peptídeos pode ocasionar a destruição de tumores 

primários, prevenindo a formação de metástase (SHADIDI & SIOUD, 2003; BHUTIA & MAITI, 

2008; HOSKIN & RAMAMOORTHY, 2008), ou potencializar a ação de quimioterápicos clássicos, 

auxiliando no efeito antitumoral (CICCONE, 2012). 
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6 CONCLUSÃO 

Peptídeos bioativos de leite com atividades multifuncionais podem ser produzidos por 

ação de proteases geradas por Fermentação em Estado Sólido utilizando resíduos 

agroindustriais e micro-organismos, possibilitando a obtenção desses compostos de forma 

economicamente e ambientalmente interessantes, bem como a aplicação desses em diversos 

nichos industriais, inclusive auxiliando em uma ampla gama de doenças crônicas que são 

carentes de tratamentos na atualidade.   
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OBJETIVOS  

 

- Produção de proteases homemade por Fermentação em Estado Sólido (FES) utilizando 

fungos pré-selecionados;  

- Determinação da atividade proteolítica dos extratos enzimáticos fúngicos obtidos por FES;  

- Purificação parcial das proteases mais promissoras;  

- Produção de peptídeos bioativos por hidrólise das proteínas de leite bovino, caprino e 

humano utilizando as proteases fúngicas homemade;  

- Determinação das atividades biológicas dos peptídios bioativos e dos extratos obtidos por 

FES quanto à capacidade antimicrobiana, antioxidante e antineoplásica;  

- Caracterização proteômica (fragmentação por eletroforese bidimensional 2D-PAGE e 

caracterização por espectrometria de massas ESI-MS/MS) dos peptídeos e/ou dos extratos 

de FES que apresentarem atividades biológicas.  
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RESUMO 

Peptídeos bioativos podem beneficiar a saúde por diferentes mecanismos. Este estudo 

objetivou produzir peptídeos bioativos de leite bovino e caprino por ação proteolítica de 

enzimas de Aspergillus oryzae e Aspergillus flavipes, bem como avaliar a atividade 

antimicrobiana e antioxidante desses compostos. Os peptídeos bioativos foram gerados com 

sucesso a partir de ação de proteases fúngicas produzidas por fermentação em estado sólido. 

Os peptídeos gerados foram eficazes contra todas as bactérias e fungos testados. Atividade 

antioxidante foi observada para todos os peptídeos produzidos, com redução de até 92,5% de 

DPPH e estabilização do radical peroxila por ORAC de até 52,5 μmol μL-1 de Equivalente de 

Trolox. Os peptídeos de leite gerados foram caracterizados por fracionamento 2D-PAGE, 

seguido de espectrometria de massas (ESI-MS/MS). Com base nos resultados do presente 

estudo, os peptídeos bioativos leite, com amplo espectro de ação antimicrobiana e com 

atividade antioxidante, podem ser produzidos de forma econômica por meio de enzimas 

produzidas por fermentação em estado sólido. O bioprocesso aqui abordado pode ser 

promissor para a aplicação em diversas áreas biotecnológicas como indústrias farmacêuticas e 

alimentícias.  

 

Palavras-chave: Peptídeos Bioativos, Resíduos Agroindustriais, Fermentação em Estado Sólido, 

Proteômica, Biotecnologia.  
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ABSTRACT 

Bioactive peptides can provide health benefits due to different mechanisms. The aims of the 

present study are to produce bioactive peptides from bovine and goat milk subjected to the 

proteolytic activity of Aspergillus oryzae and Aspergillus flavipes enzymes, as well as to assess 

their putative antimicrobial and antioxidant activity. Bioactive peptides were successfully 

generated from proteases of fungi cultivated in solid-state fermentation. The generated 

peptides were effective against all tested bacteria and fungi. There was antioxidant activity, up 

to 92.5% DPPH reduction and ORAC stabilization at 52.5 μmol μL-1 of Trolox Equivalent. The 

generation of milk-specific peptides in the samples was obtained through 2D-PAGE fractioning 

followed by mass spectrometry (ESI-MS/MS). Based on results in the present study, milk 

bioactive peptides presenting broad antimicrobial action and antioxidant activity spectra can be 

cost-effectively produced through solid-state fermentation. The herein addressed approach can 

be valuable for the pharmaceutical and food industries. 

 

Keywords: Bioactive peptides, Agroindustrial Wastes, Solid-state Fermentation, Proteomics, 

Biotechnology. 
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RESUMO GRÁFICO 
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1 INTRODUÇÃO 

Os peptídeos bioativos (BaPs) são fragmentos proteicos específicos com propriedades 

multifuncionais. Eles podem se comportar como hormônios, ou até mesmo como remédios, 

protegendo ou reduzindo os efeitos nocivos das doenças crônicas não transmissíveis. Os BaPs 

têm a capacidade de realizar muitas atividades biológicas, entre elas, as antimicrobianas, anti-

hipertensivas, imunomoduladoras, opióides e antioxidantes. Os efeitos desses peptídeos estão 

associados ao seu conteúdo específico e à constituição de aminoácidos (KORHONEN, 2009). 

Os BaPs podem derivar de diferentes fontes, incluindo o leite, que é a principal fonte 

nutricional de peptídeos para mamíferos neonatais, já que é rico em proteínas, minerais, 

hormônios e imunoglobulinas. O leite tem atraído mais interesse ao longo do tempo devido ao 

seu uso potencial em muitos produtos, como alimentos funcionais, suplementos e 

medicamentos. O leite também é uma fonte rica de peptídeos de atividades multifuncionais 

derivadas principalmente de caseínas e proteínas do soro do leite (NIELSEN et al., 2017). 

Os BaPs derivados do leite podem ser gerados através da hidrólise enzimática do leite. 

Existem alguns produtos à base de peptídeos lácteos disponíveis no mercado, como por 

exemplo Calpis (Calpis®, Japão) e BioZate (Davisco Foods®, Estados Unidos), que são leites 

fermentados com propriedades anti-hipertensivas. No entanto, a produção desses leites 

fermentados depende de enzimas comerciais caras conhecidas por seu baixo rendimento e 

estabilidade na produção em grande escala (KORHONEN, 2009). 

As enzimas podem ser produzidas através de processos de fermentação, como as 

fermentações em estado sólido (FES) e submersa (FS). A comparação entre essas duas 

tecnologias mostrou as vantagens da FES, a saber: menor custo (SANDHYA et al., 2005) e 

melhor sustentabilidade. Com nota para a versatilidade dos resíduos agroindustriais, que 
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podem ser utilizados como substrato para o crescimento microbiano, a redução da adição de 

água ao sistema requerido na FES, a necessidade de estruturas mais simples e a fácil 

recuperação do produto. A adição de água ao sistema pode resultar em maior rendimento 

devido à geração de produtos mais concentrados. O método FES também imita o habitat 

natural de fungos filamentosos, auxiliando na decomposição microbiana de diferentes 

substratos, crescimento rápido e demanda mínima de manutenção (VISHWANATHA et al., 

2010). Assim, este método é promissor para a produção de biomoléculas que proporcionam 

alto valor agregado para a indústria. Peptídeos bioativos produzidos pela ação proteolítica de 

resíduos agroindustriais tratados são exemplos desse processo (CASTRO & SATO, 2014). 

O método FES produz mais proteases fúngicas do que FS, uma vez que resulta em alto 

rendimento de enzimas usadas na hidrólise de proteínas e na produção de BaPs (ARORA et al., 

2018). Os métodos adotados para produzir BaPs influenciam, em última análise, os efeitos 

biológicos desses peptídeos, bem como suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes 

(NONGONIERMA & FITZGERALD, 2018). 

Os BaPs derivados do leite são eficazes contra várias bactérias gram-positivas e gram-

negativas, portanto, é uma fonte potencial de novos agentes antimicrobianos, inclusive cepas 

resistentes (MOHANTY et al., 2016). Esses peptídeos podem ser uma alternativa vantajosa para 

a modulação do estresse oxidativo in vivo, pois seu consumo é relativamente seguro e bem 

tolerado (SAMARANAYAKA & LI-CHAN, 2011). Nesse sentido, o presente estudo comparou 

diferentes parâmetros para gerar proteases de alta atividade por meio de FES com diferentes 

espécies fúngicas. Resíduos agroindustriais foram utilizados como substrato da FES e diferentes 

concentrações de sal foram adotadas para a purificação parcial de proteases. Além disso, o 

presente estudo descreveu o uso bem-sucedido de proteases fúngicas geradas pela FES para 
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produzir BaPs derivados do leite com atividade antimicrobiana e antioxidante in vitro, a partir 

de um método custo-efetivo. 

2 MATERIAL E MÉTODOS  

2.1 Cultura Fúngica e Produção de Proteases 

O acesso ao Patrimônio Genético dos micro-organismos e resíduos agroindustriais foi 

regularizado sob cadastro n. A3B348F na plataforma do Sistema Nacional de Gestão do 

Patrimônio Genético (SISGEN), conforme preconizado pela Lei Brasileira da Biodiversidade (nº 

13.123/15). 

As linhagens liofilizadas dos fungos Aspergillus oryzae (ATCC 1003/INCQS 40068) e 

Aspergillus flavipes (ATCC 16814 / INCQS 40024) foram fornecidas pelo Instituto Oswaldo Cruz 

(FIOCRUZ-Brasil). Estas espécies de fungos foram previamente caracterizadas como bons 

produtores protease por FES (NOVELLI et al., 2016). As cepas fúngicas foram inoculadas em 

Agar Batata Dextrose (PDA) (Himedia®, Mumbai, Índia), incubadas a 30 °C por 120 h, 

armazenadas em vasilina estéril a 4 °C e sub-cultivadas a cada três meses. 

Proteases fúngicas foram geradas por FES em substrato composto de farelo de trigo ou 

farelo de soja e água 1:1 (p/v), conforme relatado anteriormente (CASTRO & SATO, 2014). Os 

substratos para a FES foram doados pela Universidade Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de 

Medicina Veterinária e Zootecnia, Botucatu, Brasil (22°53'09" S, 48°26'42" O). Os frascos de 

Erlenmeyer com o substrato e água foram esterilizados por 15 min a 121 °C. Suspensões de 

esporos preparadas com água destilada estéril (107 esporos mL-1 crescidos em PDA a 30 °C por 

96 h) foram inoculadas em frascos de Erlenmeyer e incubadas a 30 °C por 120 h. Extratos 

brutos de proteases fúngicas foram produzidos por filtração com água destilada. O 
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procedimento de filtração foi realizado com duas camadas de gaze de algodão para remover os 

micélios. 

A azocaseína (Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA) foi utilizada como substrato para a 

atividade proteolítica fúngica (CHARNEY & TOMARELLI, 1947), comparando a atividade 

enzimática de ambas as espécies fúngicas (A. oryzae e A. flavipes) em diferentes substratos de 

FES (farelo de trigo e farelo de soja). Extratos enzimáticos brutos foram parcialmente 

purificados por fracionamento baseado no método de salting-out. Este método foi aplicado 

para a precipitação de proteínas usando sulfato de amônio a 40% de saturação (WINGFIELD, 

2001). Após a centrifugação (4.000 x g por 15 min a 5 °C), os precipitados foram ressuspendidos 

em tampão fosfato 0,1M pH 7,0 e dialisados utilizando membrana de diálise celulósica (47 mm) 

(Sigma-Aldrich®, St Louis, EUA) contra água destilada refrigerada. O sobrenadante foi 

fracionado com 60% e 80% de sal, conforme mencionado anteriormente. Os extratos foram 

liofilizados a -90 °C por 96 h em aparelho Liotop® modelo L101 (Liotop®, São Carlos, Brasil). A 

atividade proteolítica foi determinada em frações parcialmente purificadas com 40%, 60% e 

80% de sal. As frações que apresentaram a maior atividade de protease foram selecionadas 

para produzir BaPs derivados do leite por hidrólise das proteínas do leite. 

2.2 Produção de Pools de Peptídeos Bioativos Derivados de Leite 

Amostras de leite cru (não pasteurizado) de vacas saudáveis em lactação foram 

fornecidas por uma propriedade privada localizada em São Manuel, SP, Brasil (22°43'52" S, 

48°34'14" O). Amostras de leite bovino tratado com temperatura ultra-alta (Ultra High 

Temperature- UHT) foram compradas em um mercado local (Líder Alimentos do Brasil, Brasil). 

Amostras de leite cru de cabra foram fornecidas pela Faculdade de Medicina Veterinária e 

Zootecnia da Universidade Estadual de São Paulo, Botucatu, Brasil (22°53'09" S, 48°26'42" O). O 
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leite de cabra comercial tratado com UHT foi comprado em um mercado local (Capprys’S 

Indústria de Laticínios, Brasil). Amostras de diferentes origens foram coletadas para selecionar 

aquelas com as maiores concentrações de proteínas totais. 

As concentrações de proteínas totais de leite foram medidas em amostras parcialmente 

purificadas a 80% de sal - como descrito para proteases fúngicas - pelo método de Biureto 

(ROSE, 1833). Posteriormente, 10 mL de proteínas do leite (100 mg mL-1) e 2% (p/v) de 

proteases foram incubadas em tampão fosfato 0,1M, pH 7,0, a 37 °C por 1 h. A reação foi 

paralisada com ácido acético 1M. A reação foi centrifugada a 4000 x g durante 20 min a 5 °C 

para remover as proteases não hidrolisadas.  

Tabela 1. Pools de peptídeos gerados pelo leite de bovino (B) e caprino (G) hidrolisados com proteases de 

Aspergillus oryzae (ATCC 1003) (O) e Aspergillus flavipes (ATCC 16814) (F) produzidas por fermentação 

em estado sólido em substrato de farelo de trigo a partir de frações (40%, 60% e 80%).  

Fonte de 
Leite 

Proteases Amostra  

BaP2 Fungos FPP1 (%)* 

Bovino (B) Aspergillus oryzae (ATCC 1003) (O) 40 BO40 

60 BO60 

80 BO80 

Aspergillus flavipes (ATCC 16814) (F) 40 BF40 

60 BF60 

80 BF80 

Caprino (G) Aspergillus oryzae (ATCC 1003) (O) 40 GO40 

60 GO60 

80 GO80 

Aspergillus flavipes (ATCC 16814) (F) 40 GF40 

60 GF60 

80 GF80 

1 Fração Purificação Parcial; 2 Abreviações designadas para as amostras de pools de peptídeos bioativos 
geradas. 

*Concentração de sulfato de amônio usada para purificação parcial por salting-out. 
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Peptídeos parcialmente purificados foram ressuspendidos em água ultrapura e filtrados 

através de filtros de membrana de poliéster sulfônico de 0,22 μm (Kasvi®, São José dos Pinhais, 

Brasil), então os sobrenadantes foram coletados e liofilizados a -90 °C por 96 h. Proteases 

inativadas foram preparadas a partir da ebulição do extrato enzimático por 10 min, e então 

aplicado ao leite para gerar o controle negativo. As concentrações de peptídeos foram fixadas 

em 214 nm (KUIPERS & GRUPPEN, 2007) utilizando equipamento NanoVue™ (GE Healthcare®, 

Boston, EUA) e como padrão foi albumina sérica bovina do kit Quick Start™ Bradford Protein 

Assay (Bio-Rad®, Hercules, EUA). A Tabela 1 lista os peptídeos derivados do leite produzidos. 

2.3 Atividade Antimicrobiana de Pools de BaPs Derivados de Leite 

O ensaio de difusão em disco foi utilizado para avaliar a atividade antibacteriana de BaPs 

contra Listeria monocytogenes (ATCC 7644), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Salmonella 

enterica Enteritidis (ATCC 13076), Escherichia coli (ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa 

(ATCC 27853). Bem como a atividade antifúngica contra Fusarium oxysporum (IOC 4065), 

Aspergillus fumigatus (IOC 0081), Penicillium expansum (IOC 4076) e Candida albicans (IOC 

2508) (MOTTA & BRANDELLI, 2002; ATHANÁZIO-HELIODORO et al., 2018) . Além disso, a taxa de 

inibição do crescimento de BaPs (GI%) foi estimada pelo método de microdiluição (GUDIÑA et 

al., 2010). Inóculos bacterianos de S. aureus e E. coli foram ajustados para densidade 0,5 

McFarland em 0,85% de solução de NaCl (p/v). Os inóculos foram diluídos a 7,5x105 UFC mL-1 e 

incubados com caldo Müller-Hinton (Kasvi®, São José dos Pinhais, Brasil) com as amostras de 

BaPs até atingir o volume final de 200 μL. As placas foram incubadas a 35 °C durante 24 h. Este 

procedimento foi seguido por leituras de densidade óptica (DO) a 595 nm no leitor de 

microplacas Bio-Rad® Modelo 680 (Bio-Rad®, Hercules, EUA). O GI% de cada cepa bacteriana foi 

determinado pela menor concentração de BaPs, que deve ser capaz de inibir a maior 

porcentagem de crescimento bacteriano avaliada através de leituras de DO. 
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2.4 Atividade Antioxidante de Pools de BaPs Derivados de Leite 

As propriedades antioxidantes de BaPs derivadas do leite foram avaliadas através da 

redução do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) (ZHANG et al., 2013) e capacidade de 

absorção de radicais de oxigênio (ORAC) (DÁVALOS et al., 2004). 

A reação no ensaio de DPPH foi preparada com 125 μl de BaP, 750 μL de etanol e 75 μL 

de reagente DPPH (Sigma-Aldrich®, St Louis, EUA) a 2,1 g mL-1. A mistura foi homogeneizada, 

mantida no escuro à temperatura ambiente por 1h, seguida pela leitura da absorbância a 517 

nm. O branco foi preparado com 3,5 mL de etanol a 99,8% e 300 μL de DPPH. A taxa de 

sequestro de radicais livres foi expressa em % de redução do DPPH. Setenta (70) mM de 

reagente [2,2'-azobis (2-metilpropionamidina)-di-hidrocloreto] (AAPH) (Sigma-Aldrich®, St. 

Louis, EUA) e 12 mM de fluoresceína foram utilizados em ORAC. A fluorescência foi medida a 

37°C pelo dispositivo GloMax® Explorer (Promega, Madison, USA); as leituras foram realizadas a 

cada 10 min até o total de 100 min. Os resultados da ORAC foram expressos em Trolox 

Equivalente (TE) (μmol μL-1 da amostra). 

2.5 Análise Proteômica 

As quatro amostras de BaPs derivadas do leite que apresentaram maior atividade 

biológica nos ensaios antimicrobiano e antioxidante foram fracionadas por eletroforese 

bidimensional (2D-PAGE) em gel de poliacrilamida, conforme descrito anteriormente por Vieira 

et al. (2017). Os spots 2D-PAGE identificados foram submetidos à digestão tríptica para serem 

caracterizados por ionização por eletropulverização em espectrômetro de massa em tandem 

(ESI-MS/MS) (Waters, Milford, EUA). Este ensaio foi realizado no sistema nanoACQUITY UPLC, 

que foi equipado com coluna HSS T3 (coluna UPLC HSS T3 ACMITY 75 mm x 150 mm, 1,8 µm, 

Waters) e previamente equilibrada com 7% de fase móvel B (100% acetonitrila + 0,1% de ácido 

fórmico). Os peptídeos foram separados através de gradiente linear de 7-85% da fase móvel B 
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por 20 min a vazão de 0,35 μL min-1. A temperatura da coluna foi mantida a 45 °C. A MS foi 

operada no modo íon positivo durante 20 min e os dados registados foram processados no 

software ProteinLynx GlobalServer (PLGS), versão 3.0 (Waters, Milford, EUA). A identificação 

das proteínas foi realizada por meio do algoritmo de contagem de íons, e as sequências de 

peptídeos foram verificadas com base no acesso de proteínas no banco de dados Universal 

Protein Resource (UniProt) (Uniprot Consortium, Europa). 

2.6 Análise Estatística 

Todos os experimentos foram realizadas em triplicata. Os dados foram submetidos, 

primeiramente, a testes de normalidade (mistos para distribuição simétrica de dados ou 

GENMOD para distribuição assimétrica) seguidos de análise de variância e teste de Tukey-

Kramer - quando aplicável - pelo software SAS (SAS®, Cary, EUA). A análise de eletroforese (2D-

PAGE) foi realizada pelo software ImageMaster Platinum 7.0 (GE-Healthcare®, Boston, EUA). Os 

resultados foram significativos quando p ≤ 0,05 em todas as análises realizadas. 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Produção de Proteases 

Resíduos agroindustriais, farelo de trigo e farelo de soja, foram utilizados como 

substrato para Aspergillus oryzae e Aspergillus flavipes para produção de proteases fúngicas por 

FES. A atividade proteolítica dos extratos brutos foi estimada em: 6,3 U mL-1 para A. oryzae 

cultivada em farelo de soja; 3,8 U mL-1 para A. flavipes em farelo de soja; 16,7 U mL-1 para A. 

oryzae em farelo de trigo e 20,4 U mL-1 para A. flavipes em farelo de trigo. A. oryzae e A. 

flavipes registraram alta atividade de protease quando cultivadas em farelo de trigo (p= 0,04) 

(Figura 1). Novelli et al. (2016) avaliaram 16 espécies de fungos e encontraram melhor atividade 

de proteases fúngicas na FES realizada em substrato de farelo de trigo. Eles relataram maior 
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atividade enzimática para A. oryzae, Aspergillus brasiliensis, Penicillium roqueforti e A. flavipes 

cultivados em farelo de trigo a 37 °C e pH 7,0 do que em farelo de soja. 

 
 Figura 1. Atividade proteolítica de enzimas produzidas por Aspergillus oryzae ATCC 1003 (AO) e 

Aspergillus flavipes ATCC 16814 (AF) por fermentação em estado sólido em substratos de resíduos 
agroindustriais. Atividade de proteases parcialmente purificadas em farelo de trigo para frações definidas 
de acordo com a quantidade de sal de sulfato de amônio utilizada no processo de purificação [(NH4)2SO4 
40%, 60% e 80%]. Os valores são apresentados como médias ± DP, p ≤ 0,05 (Tukey-Kramer). 

 

As experiências realizadas no presente estudo foram conduzidas com proteases geradas 

através de FES em farelo de trigo, uma vez que sua atividade enzimática foi superior à 

registrada para o substrato de soja. O método de fracionamento parcial de protease 

proporcionou maior atividade de protease em amostras de A. flavipes fracionadas com 40% de 

sal (40,8 U mL-1), seguido do fracionamento de A. oryzae com 60% de sal (36,8 U mL-1) e por A 

flavipes com 60% de sal (33,4 U mL-1). Não houve diferenças nas atividades enzimáticas entre 

espécies fúngicas (p= 0,51) ou entre proteases parcialmente purificadas devido à adição de sal 

(p= 0, 08) (Figura 1). 
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Estudo prévio reportou maiores resultados de proteases utilizando farelo de trigo como 

substrato (49,3 U mL-1) em um experimento conduzido com Aspergillus flavus. Este 

experimento testou diferentes substratos agroindustriais: farelo de trigo, farelo de arroz, palha 

de arroz, semente de algodão e bagaço de cana (MUTHULAKSHMI et al., 2011). 

Aspergillus tem sido visto como um valioso produtor de protease (LI et al., 2014). A. 

oryzae destacou-se devido à alta atividade proteolítica em comparação a outras espécies de 

Aspergillus. Ortiz et al. (2016) avaliaram a atividade proteolítica das enzimas por FES de A. 

oryzae (NRRL 2217 e ICFC 8/12), A. flavipes (NRRL 295), A. giganteus (NRRL 10), A. rhizopodus 

(NRRL 6136) e A. sojae (NRRL 5595 e ATCC 20235). A. oryzae (ambas as linhagens), A. flavipes e 

A. sojae (ATCC 20235) registraram as maiores atividades. As enzimas são substrato-específicas, 

isto implica que mesmo usando as mesmas espécies de fungos, outras variáveis empregadas no 

bioprocesso, como origem do substrato, parâmetros utilizados no meio reacional, aminoácidos 

envolvidos em ligações peptídicas a serem hidrolisadas, grupos funcionais, sítio ativo e 

mecanismo enzimático podem gerar enzimas com diferentes atividades proteolíticas (SANTOS 

& KOBLITZ, 2008). 

3.2 Produção de Peptídeos Bioativos Derivados de Leite 

A análise de proteína total foi aplicada para selecionar as amostras com maior 

concentração de proteína para serem hidrolisadas por proteases fúngicas. A maior quantidade 

de proteína foi registrada para o leite bovino cru: com 3911,5 ± 0,07 mg mL-1 para o leite cru e 

1145,8 ± 0,00 mg mL-1 para o leite UHT. Não houve diferença significativa entre os tipos de leite 

de cabra: 2795,5 ± 0,07 mg mL-1 para o leite cru e 2602,8 ± 0,01 mg mL-1 para o leite UHT. Com 

base nesses resultados, os leites crus (tanto bovino quanto caprino) foram selecionados para 

padronizar a produção de BaPs.  
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3.3 Atividade Antimicrobiana de Pools de BaPs Derivados de Leite 

3.3.1 Atividade antibacteriana  

Todos os BaPs apresentaram atividade antibacteriana contra as cinco cepas bacterianas 

testadas. Este resultado foi evidenciado pelos maiores halos de inibição observados nos discos 

BaPs do que nos controles (Figura 2, painéis A e B). As amostras que registraram a maior 

atividade foram BF40 (19 mm de halo de inibição contra P. aeruginosa), BO80 (16 mm contra S. 

Enteritidis), GO80 (15,5 mm contra E. coli), BO60 e BO80 (15 mm contra S. aureus) e BO40, 

BO80, BF40, GF80 (13 mm contra L. monocytogenes). Com base nesses resultados, o GI% foi 

determinado para BO40, BO80, GO40 e GF40 com S. aureus e E. coli, que são representantes de 

bactérias gram-positivas e gram-negativas, respectivamente. Todos os BaPs nos painéis C e D 

foram eficazes contra esses micro-organismos (Figura 2). 

O plectasin, que é um peptídeo comercial antimicrobiano para fungos (Novozyme®, 

Dinamarca), resultou em 100% de inibição contra S. aureus a 100 µg mL-1 (LI et al., 2017). O 

maior GI% no presente estudo foi registrado para a amostra de BaPs GO40 a 1,4 mg mL-1 

(96,2% de inibição contra E. coli com base na DO), seguida por BO40 a 0,2 mg mL-1 (93,4% de 

inibição também contra E. coli). Vale notar que o GI% que apresentou a maior atividade foi 

observado em diferentes concentrações de GO40 e BO40. Esta atividade pode ser resultado das 

diferentes sequências peptídicas presentes em cada amostra, que podem realizar diferentes 

interações químicas com as células microbianas. 
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Figura 2. Atividade antimicrobiana de pools de peptídeos bioativos de leite bovino (B) e caprino (G) gerados por hidrólise 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 fermentação em estado sólido. (A) Atividade 

antibacteriana por difusão em disco. (B) GO80 contra Pseudomonas aeruginosa, BO80 contra Salmonella Enteritidis, com gentamicina 10 µg (controle positivo); GF80 contra 

Candida albicans, com anfotericina B a 2 mg mL-1 (controle positivo). (C) Porcentagem de inibição do crescimento (GI%) contra Staphylococcus aureus. (D) GI% contra 

Escherichia coli. (E) Atividade antifúngica por difusão em disco. Os valores foram apresentados como médias ± DP, p≤0,05 (Modelo Linear Generalizado com Distribuição 

Gama). Diferenças significativas (*) entre os maiores e menores halos de inibição no ensaio de difusão em disco e a melhor concentração de peptídeos para GI%.  
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3.3.2 Atividade antifúngica  

Os painéis B e E (Figura 2) apresentam os resultados obtidos da atividade antifúngica, 

para a qual todos os BaPs de leite foram eficazes contra todos os fungos, exceto para A. 

fumigatus. A. fumigatus foi o fungo mais patogênico dentre as espécies fúngicas testadas, por 

ser resistente a importantes antifúngicos como o voriconazol, o posaconazol e as 

equinocandinas (ERJAVEC et al., 2009). 

As amostras BO40 e BO60 (25 mm de halo de inibição contra C. albicans), GO60 (13 mm 

contra P. expansum) e BO80 (11,5 mm contra F. oxysporum) apresentaram as maiores taxas de 

atividade antifúngica. Amostras submetidas à inativação por protease não mostraram 

atividade, e esse resultado evidenciou que a atividade biológica de BaPs resulta de processos de 

hidrólise baseados em proteases produzidas em FES, e não da ação de compostos brutos do 

extrato fermentativo. 

Os BaPs derivados do leite foram descritos como agentes antibacterianos e antifúngicos 

em estudos anteriores (KORHONEN, 2009; MOHANTY et al., 2016). Théolier et al. (2014) 

analisaram 371 peptídeos antimicrobiano de leite e relataram 56 com propriedades 

antifúngicas contra espécies de Candida, Penicillium e Trichophyton. Nielsen et al. (2017) 

analisaram o potencial antimicrobiano de 207 BaPs de leite com base em um conjunto de dados 

descrito na literatura e identificaram atividade contra Bacillus cereus, Bacillus subtilis, 

Enterococcus faecalis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Listeria innocua, L. 

monocytogenes, S. aureus, Staphylococcus epidermidis, E. coli e C. albicans. Atualmente, os 

peptídeos isracidina [α-s1-caseína f (1-23)], caseicina A [α-s1-caseína f(6-14) IKHQGLPQE], 

caseicina B [α-s1-caseína f (15-22) VLNENLLR] e lactoferricina são as sequências mais estudadas 

que apresentam efeitos antimicrobianos. Os resultados do presente estudo identificaram várias 

sequências derivadas da α-s1-caseína. O homólogo de caseicina bovina Bf(18-37) 
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HPINHQGLSPEVLNENLLR foi observado na amostra GO40. López-Expósito et al. (2008) 

relataram a forte e ampla atividade antimicrobiana da α-s2-caseína bovina f(183-207). A 

seqüência peptídica de α-s2-caseína bovina FALPQYLK f(188-196) foi identificada no presente 

estudo e este resultado corresponde à seqüência descrita anteriormente e também a duas 

outras sequências similares em BaPs de leite de cabra: ISQYYQK f(182-189 ) e FAWPQYLK f(189-

197). 

López-Expósito et al. (2008) relataram o efeito antimicrobiano sinérgico de BaPs de leite, 

com atividade contra E. coli e S. epidermidis, quando foram combinados lactoferricina e 

lactoferrina bovina, e contra L. monocytogenes quando α-s2-caseína foi associada à nisina 

(conservante natural de alimentos). Da mesma forma, a atividade biológica observada no 

presente estudo pode ter resultado do efeito sinérgico de BaPs produzido na hidrólise do leite 

por proteases fúngicas, uma vez que foram avaliados pools dos peptídeos produzidos. 

3.4 Atividade Antioxidante de Pools de BaPs Derivados de Leite 

Todos os BaPs apresentaram propriedades antioxidantes que variaram de 84,9% a 

95,2% de redução do DPPH. As amostras que registraram a maior atividade antioxidante foram 

BO80 (redução de 95,2% do DPPH), BF60 e GO40 (redução de 91,8% do DPPH, cada) e BO40 e 

BF40 (redução de 91,6% do DPPH, cada). BaPs mostrando a maior atividade antioxidante, com 

base no ensaio DPPH, foram ainda avaliados, a fim de observar a estabilização radical peroxila 

através do método ORAC- resultados foram 29,8 a 52,5 μmol μL-1 Trolox Equivalente (TE). 



Capítulo 2 

 

91 

 
Figura 3. Capacidade de Absorção Radical de Oxigênio (ORAC) de pools de peptídeos bioativos (BaPs) 
isolados de leite bovino (B) e caprino (G) hidrolisados com proteases fúngicas de Aspergillus oryzae 
(ATCC 1003) (O) e Aspergillus flavipes (ATCC 16814) (F) parcialmente purificado a 40%, 60% e 80% 
através de fermentação em estado sólido, branco (controle negativo- produzido com proteases inativadas) 
e ácido ascórbico (controle positivo). Amostras estatisticamente diferentes foram representadas por letras 
diferentes, b (valores comparados ao branco). As medidas foram comparadas por teste de Tukey-Kramer 
p ≤ 0,05 (* ≠ entre amostras: *  ˂**  ˂***). 

 

 

Os maiores potenciais antioxidantes avaliados pelo ensaio ORAC foram observados para 

as amostras de BaPs BO80 (52,5 μmol μL-1 TE), GO40 (51,2 μmol μL-1 TE), BO40 (43,3 μmol μL-1 

TE) e GF60 (42,9 μmol μL-1 TE), como mostrado na Figura 3. Não houve atividade antioxidante 

em amostras submetidas à inativação de protease, que mostrou redução de 0% do DPPH e 19,1 

± 0,2 μmol μL-1 TE no ORAC. 

Alguns autores afirmaram que BaPs derivados de alimentos podem apresentar igual ou 

maior atividade antioxidante, comparados com antioxidantes sintéticos como butilhidroanisol 

(BHA), butilhidroxitolueno (BHT) e n-propil-galato. Além disso, os BaPs são mais seguros do que 

esses agentes sintéticos na administração in vivo (ALMEIDA-DORIA & REGITANO-D’ARCE, 2000). 

Hogan et al. (2009) avaliaram o potencial antioxidante de BaPs de leite hidrolisado com 

proteases comerciais e relataram redução de 3,1 a 35,4 μmol g-1 TE do radical DPPH; e 62,9 a 
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246,6 μmol g-1 TE no radical peroxil em ORAC. Eram esperados os valores diferentes obtidos 

entre os métodos, porque DPPH e ORAC se baseiam em mecanismos distintos de oxi-redução. 

No entanto, apenas os dados do ORAC são adequados para sistemas biológicos in vivo, uma vez 

que os radicais livres utilizados no DPPH não são fisiológicos (FLOEGEL et al., 2011). De acordo 

com Nielsen et al. (2017), a maioria dos peptídeos bioativos derivados de leite que apresentam 

propriedades antioxidantes derivam da caseína, principalmente da β-caseína e α-s1-caseína. 

Além disso, é importante notar que o potencial antioxidante dos peptídeos bioativos depende 

das enzimas hidrolíticas aplicadas, pois a atividade proteolítica específica reflete nas estruturas 

dos peptídeos gerados (CUMBY et al., 2008). Em resumo, os BaPs derivados do leite produzidos 

pela ação das proteases fúngicas geradas por FES apresentaram potencial antioxidante 

relevante, podendo ser produzidos de forma econômica e terem diferentes aplicações 

biológicas.  

3.5 Análise Proteômica  

A análise proteômica foi realizada para as quatro amostras de BaPs (duas para cada 

amostra de leite bovino ou caprino), cujas atividades biológicas se destacaram, sendo os BaPs 

BO40, BO80, GF40 e GO40. A boa repetibilidade e reprodutibilidade das réplicas de géis 2D-

PAGE foram corroboradas pelas altas taxas de matching registradas entre as amostras: 98,6%, 

para GO40; 91,3%, para GF40; 89,6%, para BO40 e 75,3%, para BO80. Embora o leite seja um 

substrato rico em proteínas, os géis 2D-PAGE mostraram apenas poucos pontos de proteína 

(Figura 4). Tal achado pode ser atribuído à purificação parcial, que resultou em enriquecimento 

da amostra com as proteínas mais abundantes. 

A análise ESI-MS/MS permitiu a identificação de peptídeos específicos do leite a partir 

de proteínas do soro (como α-lactalbumina e β-lactoglobulina), bem como as principais frações 
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de caseína (α-s1, α-s2, β e κ). Este resultado confirma a produção bem sucedida de BaPs através 

da hidrólise do leite usando proteases fúngicas produzidas por FES. A caracterização básica das 

sequências peptídicas identificadas é mostrada na Figura 5. 

Em um estudo anterior in silico foram identificadas 573 proteínas do leite bovino; com 

notável presença de caseínas α-s1, α-s2 e β, albumina sérica e variações originadas de 

mudanças pós-translacionais de proteínas (D'ALESSANDRO et al., 2011). Neste estudo, 

amostras derivadas do leite bovino (BO40 e BO80) mostraram fragmentos peptídicos derivados 

da albumina, caseínas α-s1 e α-s2, α-lactalbumina e β-lactoglobulina. Já as amostras de leite de 

cabra (GF40 e GO40) apresentaram sequências peptídicas derivadas de α-s1, α-s2, β e κ-

caseínas, α-lactalbumina e β-lactoglobulina. Esses resultados reforçaram o argumento de que a 

composição das caseínas pode variar entre o leite de cabra e bovino (principalmente quanto β e 

κ-caseína), conforme relatado por Park et al. (2007). 
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Figura 4. Spots de SDS-poliacrilamida 2D-PAGE (pI 3 a 10) de peptídeos isolados de leite de bovino (B) e 

de cabra (G), que foram hidrolisados com proteases fúngicas de Aspergillus oryzae (ATCC 1003) (O) e 

Aspergillus flavipes (ATCC 16814) (F) - parcialmente purificada a 40% e 80% pelo método de salting-out e 

derivada de proteínas do leite caracterizadas por espectrometria de massa ESI-MS/MS. (a) BO40: (1 e 2) 

albumina; (3) α-s1-caseína, queratina II; (4 e 5) β-lactoglobulina; (6) α-lactalbumina, β-lactoglobulina; (7) α-

lactalbumina. (b) BO80: (8 e 9) α-s1-caseína; (10) β-lactoglobulina; (11 e 12) α-s2-caseína; (13, 14 e 15) β-

lactoglobulina; (16) queratina II; (17) α-lactalbumina. (c) GF40: (18) albumina; (19, 20 e 21) α-s2-caseína; 

(22). α-s1-caseína, β-caseína; (23). α-s1-caseína, α-s2-caseína, β-caseína; (24, 25, 26 e 27) β-

lactoglobulina; (28) α-lactalbumina; (29 e 30) κ-caseína; (31) β-caseína. d) GO40: (32) α-s1-caseína; (33) 

α-s1-caseína, β-caseína; (34 e 35). α-s2-caseína, β-caseína; (36 e 37) κ-caseína; (38) β-lactoglobulina; 

(39) α-lactalbumina. 
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Figura 5. Caracterização por espectrometria de massas (ESI-MS/MS) de peptídeos bioativos obtidos da hidrólise do leite bovino (B) e caprino (G) com 

proteases fúngicas de Aspergillus oryzae (ATCC 1003) (O) e Aspergillus flavipes (ATCC 16814) (F) parcialmente purificado a 40%, 60% e 80% por salting out e 

produzidas por fermentação em estado sólido com substrato de farelo de trigo conduzido. 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. 
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Os peptídeos das caseínas e proteínas do soro são responsáveis por muitas atividades 

biológicas, incluindo propriedades antioxidantes, imunomondulação, antihipertensivas, 

antineoplásicas e antimicrobianas (TSUTSUMI & TSUTSUMI, 2014). Segundo Li & Li (2013), as 

propriedades dos aminoácidos dos peptídeos são críticas para a desenvolvimento da atividade. 

Neste aspecto, observaram que a presença de histidina (His) e tirosina (Tyr) favorecem a 

estabilização dos radicais livres por serem doadores de hidrogênio. A caracterização dos BaPs 

conduzida aqui permitiu observar os peptídeos com His-Tyr. Para BO40 foi encontrada 1 His-Tyr 

para α-s1-caseína, 6 para α-lactalbumina e 4 para β-lactoglobulina. Para BO80 foram 

identificadas 2 para β-lactoglobulina, 1 para α-lactalbumina e 1 para α-s2-caseína. Para GF40 4 

para β-lactoglobulina, 3 para α-lactalbumina, 2 para κ-caseína, 1 para α-s1-caseína, 3 para α-s2-

caseína e 1 β-caseína; e para GO40 foram identificadas 3 para β-lactoglobulina, 2 para α-

lactalbumina, 1 para κ-caseína, 2 para β-caseína e 1 para α-s2-caseína. 

Limitações foram observadas neste estudo em relação às sequências peptídicas 

identificadas por espectrometria de massa. A técnica de espectrometria de massas envolve, 

quase que invariavelmente, a digestão das proteínas em peptídeos utilizando tripsina, enzima 

cliva exclusivamente ligações entre o C-terminal de arginina e lisina (OLSEN et al., 2004). 

Portanto, os peptídeos identificados podem ser resultantes da ação da tripsina utilizada na 

técnica, visto que a maioria das sequencias observadas aqui foram clivadas em arginina ou 

lisina. No entanto, os peptídeos bioativos são fragmentos ricos em aminoácidos específicos, 

incluindo arginina e lisina. Quando uma sequência apresenta ambos os aminoácidos, é 

reconhecida como um peptídeo lítico, capaz de atuar sobre a membrana e apresentar atividade 

antimicrobiana e anticarcinogênica (BROWN & HANCOCK, 2006).  
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Além disso, Olsen et al. (2004) compararam a identificação de peptídeos usando 

métodos trípticos por métodos de massa e não trípticos (íon-trap de Fourier) e observaram que 

quando a tripsina não era empregada a identificação de peptídeos estava incorreta, 

recomendando métodos com adição de tripsina.  

Por outro lado, A. oryzae pode produzir exoproteases e endoproteases por FES, 

incluindo enzimas ácidas, neutras e alcalinas, como serina proteases e metaloproteases, que 

também podem clivar ligações em resíduos de arginina e lisina (PRATUSH et al., 2013). Apesar 

das possíveis limitações deste estudo, os ensaios in vitro confirmaram a bioatividade dos 

compostos gerados, enquanto os controles negativos produzidos com enzimas inativadas não 

mostraram bioatividade, indicando que apenas os compostos submetidos à hidrólise ativa de 

proteases dos fungos mostraram atividade antioxidante e antimicrobiana. Além disso, as 

enzimas fúngicas aplicadas são complexos multienzimáticos da FES e seus pontos de clivagem 

ainda são desconhecidos. 

Como discutido no presente estudo, as atividades biológicas podem ser o resultado de 

um efeito sinérgico de vários fragmentos de peptídeos. Portanto, futuros estudos 

aprofundando a identificação de peptídeos por diferentes técnicas de espectrometria de massa, 

a síntese sintética das sequências peptídicas obtidas e sua avaliação de bioatividade e testes de 

BaPs como possível efeito sinérgico possibilitará ampliar o entendimento deste bioprocesso de 

interesse biotecnológico.  
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4 CONCLUSÃO 

Proteases de Aspergillus oryzae e Aspergillus flavipes produzidas a baixo custo por 

fermentação em estado sólido com farelo de trigo, quando aplicadas ao leite de cabra e bovino, 

produzem peptídeos bioativos derivados do leite com atividade antimicrobiana e antioxidante 

in vitro. Essa descoberta pode ser valiosa para novas aplicações industriais e biotecnológicas. 
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RESUMO 

O leite é considerado a melhor nutrição para neonatos e atrai crescente interesse 

biotecnológico por ser fonte de peptídeos bioativos com atividades biológicas diversas. Os 

peptídeos bioativos podem ser obtidos por hidrólise utilizando proteases. Este trabalho visou à 

produção e caracterização de peptídeos bioativos de leite humano produzidos por ação 

proteolítica de enzimas fúngicas obtidas por Fermentação em Estado Sólido (FES); a 

determinação do potencial antimicrobiano e antioxidante desses peptídeos in vitro e a 

interferência do método de paralização da hidrólise nas atividades biológicas. Os peptídeos 

derivados de leite humano cuja hidrólise foi paralisada com ácido acético apresentaram ação 

antimicrobiana mais significativa contra os micro-organismos testados (ocorrendo em 93,4% 

dos resultados antibacterianos e 91,7% dos antifúngicos), comparado com aqueles cuja 

hidrólise foi paralisada por ebulição (6,6% resultados antibacterianos e 8,3% dos antifúngicos). 

Todos os HMBaPs apresentaram também elevada atividade antioxidante, com redução de até 

95% do radical DPPH e estabilização do radical peroxila por ORAC de até 44,3 Trolox 

Equivalente µmol µL-1 composto. As sequências peptídicas foram fracionadas por eletroforese 

bidimensional e caracterizadas por ESI-MS/MS, sendo possível observar as possíveis sequências 

envolvidas nas atividades biológicas. Assim, foi possível produzir peptídeos de leite humano 

com elevada atividade antimicrobiana e antioxidante hidrolisando leite com proteases fúngicas 

produzidas por FES e caracterizar as sequências de aminoácidos que constituem esses 

peptídeos bioativos, possibilitando futura produção destes de forma sintética para aplicação 

em processos biotecnológicos.  

Palavras-chave: Fermentação em Estado Sólido; Proteases; Proteômica, Espectrometria de 

Massas; Biotecnologia.  
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ABSTRACT 

Milk is the best nutrition for neonates and attracts growing interest in biotechnology because it 

is a source of bioactive peptides with diverse biological activities. Bioactive peptides can be 

obtained by hydrolysis using proteases. This work aimed at the production and characterization 

of bioactive peptides of human milk produced by proteolytic action of fungal enzymes obtained 

by Solid-State Fermentation (SSF); the determination of the antimicrobial and antioxidant 

potential of these peptides in vitro and the interference of the hydrolysis blocked method in the 

biological activities. The peptides derived from human milk whose hydrolysis was blocked with 

acetic acid presented a more significant antimicrobial action against the microorganisms tested 

(occurring in 93.4% of the antibacterial results and 91.7% of the antifungal) compared to those 

whose hydrolysis was blocked by boiling (6.6% antibacterial and 8.3% antifungal results). All 

HMBaPs also showed high antioxidant activity, with reduction of up to 95% of the DPPH radical 

and stabilization of the peroxyl radical by ORAC up to 44.3 Trolox Equivalent μmol μL-1 

compound. The peptide sequences were fractionated by two-dimensional electrophoresis and 

characterized by ESI-MS/MS, being possible to visualize the possible sequences involved in the 

biological activities. Thus, it was possible to produce HMBaPs by hydrolyzing human milk with 

fungal proteases produced by SSF with high antimicrobial and antioxidant activity and to 

identify the amino acid sequences that constitute these bioactive peptides, making possible 

their future production in a synthetic way for application in biotechnological processes. 

 

Keywords: Solid-state fermentation; Proteases; Proteomic; Mass Espectrometry; 

Biotechnology. 
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RESUMO GRÁFICO 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

O leite humano é um alimento de natureza dinâmica, que altera sua composição de 

acordo com a fase da lactação, proporcionando além de nutrição, o desenvolvimento e a 

prevenção de diversas doenças (HUTH et al., 2006), como diarréia, vômito, otite média, 

septicemia e infecção do trato respiratório (ANDREAS et al., 2015).  

Rico em micro e macronutrientes, contendo mais de 250 nutrientes essenciais à saúde 

do bebê (SILVA, 2004), o leite é fonte de lipídeos, vitaminas, hormônios e fatores de 

crescimento. Ademais, é uma fonte substancial de peptídeos bioativos derivados de leite 

humano (HMBaPs) por sua rica composição em proteínas diversificadas, das quais é possível 

isolar peptídeos com atividades biológicas distintas, incluindo os de ação antihipertensiva, 

opióide, antimicrobiana, antineoplásica, antitrombótica e antioxidante (KORHONEN, 2009; 

HSIEH et al., 2015; MOHANTY et al., 2016; CICERO et al., 2017; ZANUTTO-ELGUI et al., 2019). 
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Bioprodutos inovadores com diversas atividades biológicas de interesse para indústrias 

médica, farmacêutica e alimentícia podem ser produzidos através da aplicação de HMBaPs. 

Atualmente já existem indústrias disponibilizando produtos provenientes deste alimento, como 

fortificante para leite materno suplementado com proteínas, lipídeos e minerais (Prolacta, 

Duarte, EUA). Esses produtos têm movimentado um elevado capital de US$ 10.000 em 

semanas/consumo do bebê e recebendo financiamento de US$ 50 milhões (POLLACK, 2015).  

Digno de nota, elevada quantidade de bebês não são amamentados devido a motivos 

clínicos ou sociais, sendo necessário recorrer à alimentação artificial. Um estudo avaliou 194 

países, dos quais apenas 23 tem taxas de amamentação exclusiva acima de 60% e apenas 40% 

dos bebês menores de 6 meses são amamentados exclusivamente, conforme recomendação da 

Organização Mundial de Saúde (WHO, 2017).  Popularmente, o leite em pó de origem animal e 

as fórmulas infantis são os alimentos mais utilizados para garantir a alimentação infantil 

perante a ausência da amamentação, sendo que estão disponíveis nos mercados uma grande 

variedade de leites em pó com diferentes tipos de suplementação (e.g., adição de 

oligossacarídeos, vitaminas, minerais) (MILLANI et al., 2009). Apesar da variedade, este 

mercado é caracterizado por produtos de valor elevado, inviabilizando o acesso para vasta 

parcela da população, além disso, não são encontrados alimentos com peptídeos bioativos na 

composição. 

HMBaPs são inativos in vivo até serem liberados da proteína parental na digestão, mas 

podem ser gerados in vitro por ação proteolítica utilizando processos enzimáticos (SU et al., 

2017). As enzimas proteolíticas podem ser produzidas de forma econômica por meio de 

fermentação em estado sólido (FES), método com diversas características vantajosas em 

termos econômicos e biotecnológicos, principalmente por necessitar de pouca água livre no 
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sistema e poder utilizar resíduos agroindustriais como substrato (VINIEGRA-GONZÁLES et al., 

2003; VISHWANATHA et al.,2010; CASTRO & SATO, 2014). Esse método é particularmente 

interessante quando emprega fungos filamentosos, pois mimetiza seu habitat e podem ser 

utilizadas espécies consideradas seguras para o consumo (Generally Recognized as Safe - GRAS), 

proporcionando valor agregado ao bioprocesso (MORITA et al., 2010). 

Assim, é interessante o desenvolvimento biotecnológico de técnicas para a produção 

desses peptídeos, de forma a manter o consumo pelos recém-nascidos de compostos que 

seriam obtidos caso estivessem sendo amamentados. Esta inovação biotecnológica poderá 

auxiliar no desenvolvimento de novos produtos, inclusive a um custo mais acessível, com 

potencial antimicrobiano e antioxidantes, aplicados como suplementos para fórmulas infantis 

de forma à aproximá-las ao leite materno (GILL et al., 2015, BRUNI et al., 2016).  

Isto posto, esse estudo produziu HMBaPs com atividades antimicrobiana e antioxidante 

produzidos por ação proteolítica de enzimas fúngicas obtidas por fermentação em estado 

sólido, avaliou a interferência da paralisação da reação enzimática por adição de ácido acético 

ou por ebulição na determinação das atividades biológicas e caracterizou por análise 

proteômica as sequências peptídicas geradas. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Micro-organismos 

O acesso ao Patrimônio Genético dos micro-organismos e resíduos agroindustriais foi 

regularizado sob cadastro n. A3B348F na plataforma do Sistema Nacional de Gestão do 

Patrimônio Genético (SISGEN), conforme preconizado pela Lei Brasileira da Biodiversidade (nº 

13.123/15). 

A cepa fúngica liofilizada de Aspergillus oryzae (ATCC 1003 / INCQS 40068) foi obtida 

pelo Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-Brasil) e foi previamente caracterizada como bom 

produtor de proteases por FES (NOVELLI et al., 2016). As cepas fúngicas foram inoculadas em 

Agar Batata Dextrose (PDA) (Himedia®, Mumbai, Índia), incubadas a 30 °C por 120 h, 

armazenadas em vasilina estéril a 4 °C e sub-cultivadas a cada três meses. 

2.2 Produção de Proteases 

As proteases foram produzidas por FES em meio de cultura composto por farelo de trigo 

e água 1: 1 (p/v) de acordo com Castro & Sato (2014). O substrato foi doado pela Universidade 

Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Botucatu, Brasil 

(22°53'09" S, 48°26'42" O). Os frascos de Erlenmeyer contendo o substrato e água foram 

esterilizados por 15 min a 121°C. Em seguida, as suspensões de esporos (107 esporos mL-1) 

foram preparadas com água destilada estéril e inoculados os esporos a partir de 96 h de cultura 

em Ágar Batata Dextrose (PDA). Os frascos foram incubados por 120 h a 30°C. Os extratos 

brutos de proteases foram obtidos por adição de 50 mL de água destilada, seguido de remoção 

dos micélios por filtração com duas camadas de gaze de algodão.  

2.2.1 Determinação de atividade proteolítica  

A atividade proteolítica de proteases fúngicas brutas foi determinada usando azocaseína 

(Sigma-Aldrich®, St Louis, EUA) como substrato, como descrito por Charney & Tomarelli (1947). 
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2.2.2 Purificação parcial das proteases  

Os extratos enzimáticos brutos foram fracionados de acordo com Wingfield (2001) por 

adição de sulfato de amônio a 80% de saturação para precipitação de proteína (salting-out). As 

amostras foram centrifugadas a 4000 x g por 15 min a 5 ° C. Os precipitados foram 

ressuspendidos em tampão fosfato 0,1M pH 7,0 em um sistema composto por uma membrana 

de diálise de celulose de 47 mm (Sigma-Aldrich®, St Louis, EUA) e dialisado contra água 

destilada refrigerada. Os extratos foram liofilizados a -90 °C por 96h no equipamento Liotop® 

modelo L101 (Liotop®, São Carlos, Brasil). A atividade da protease parcialmente purificada foi 

obtida conforme descrito para as protease em extrato bruto. 

2.3 Produção de Pools de Peptídeos Derivados de Leite Humano 

Os leites foram obtidos de duas lactantes (A e B) saudáveis, sem sinais de mastite, 

ambas em fase madura de lactação (1 ano de amamentação interrupta pós-nascimento), cuja 

produção foi superior àquela necessária para alimentar seu próprio recém-nascido. Foram 

extraídos 500 mL dos leites utilizando bombas de leite comerciais esterilizadas. Os leites foram 

congelados a -20 °C imediatamente após a ordenha. 

As proteínas do leite foram parcialmente purificadas com sulfato de amônio e 

liofilizadas como descrito para as proteases. A concentração de proteínas totais foi 

determinada por Bradford (BRADFORD, 1976). 

Para produção dos peptídeos, 10 mL de proteínas do leite (100 mg mL-1) e proteases a 

2% (p/v) foram incubadas em tampão fosfato 0,1M pH 7,0 a 37 °C por 1 h. Proteases inativadas 

foram produzidas por ebulição e utilizadas como no controle negativo. Foram comparados dois 

métodos de paralização da atividade enzimática: com ácido acético 1M (A1 e B1) ou por 

ebulição por 10 min (A2 e B2). Após paralisadas, as reações foram centrifugadas a 4.000 x g por 
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20 min a 5 °C. Os sobrenadantes foram coletados e liofilizados a -90 °C por 96 h, os peptídeos 

purificados foram ressuspendidos em água ultrapura e submetidos à filtração com filtros de 

membrana de poliéster sulfônico de poro de 0,22 μm (Kasvi®, São José dos Pinhais, Brasil). 

2.4 Atividade Antimicrobiana de Pools de Peptídeos Derivados de Leite Humano 

O teste de difusão de disco foi utilizado para avaliar as atividades antibacterianas de 

HMBaPs contra Listeria monocytogenes (ATCC 7644), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), 

Salmonella enterica Enteritidis (ATCC 13076), Escherichia coli (ATCC 25922) e Pseudomonas 

aeruginosa (ATCC 27853). Bem como as atividades antifúngica contra Fusarium oxysporum (IOC 

4065), Aspergillus fumigatus (IOC 0081), Penicillium expansum (IOC 4076) e Candida albicans 

(IOC 2508) (MOTTA & BRANDELLI, 2002; ATHANÁZIO-HELIODORO et al., 2018). Os resultados 

foram expressos como mm de halo de inibição. 

2.5 Atividade Antioxidante de Pools de Peptídeos Derivados de Leite Humano 

2.5.1 Redução do radical DPPH 

A eliminação do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) (Sigma-Aldrich®, St Louis, EUA) 

foi determinada de acordo com Zhang et al. (2013). A reação foi preparada com 125 μL de 

extrato de amostra, 750 μL de etanol e 75 μL de DPPH a 2,1 g mL-1. A mistura foi 

homogeneizada e mantida no escuro à temperatura ambiente durante 60 min e a absorbância 

foi medida a 517 nm. O branco foi preparado com 3,5 mL de etanol e 300 μL de DPPH. A 

atividade antioxidante foi expressa em % de redução do DPPH. 

2.5.2 Capacidade de absorbância do radical oxigênio (ORAC) 

O ORAC foi realizado conforme descrito por Dávalos et al. (2004), utilizando 70 mM de 

dicloridrato de AAPH [2,2'-azobis (2-metilpropionamidina)] (Sigma-Aldrich®, St Louis, EUA) e 

fluoresceína a 12 mM como sonda de fluorescência. A fluorescência foi medida usando o 

dispositivo GloMax® Explorer (Promega®, Madison, EUA) com leituras a cada 10 min por 100 
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min a 37 °C. Os valores de ORAC foram determinados usando a diferença entre a área sob a 

curva de decaimento e subtraindo o branco (NET-AUC). Os resultados foram expressos em 

Trolox Equivalente (TE) (μmol μL-1 da amostra). 

2.6 Análise Proteômica 

As amostras com melhores atividades biológicas nos ensaios antimicrobiano e 

antioxidante foram fracionadas por eletroforese bidimensional (2D-PAGE) em gel de 

poliacrilamida, conforme descrito anteriormente por Vieira et al. (2017). Os spots 2D-PAGE 

identificados foram submetidos à digestão tríptica para serem caracterizados por ionização por 

eletropulverização em espectrômetro de massa em tandem (ESI-MS/MS) (Waters, Milford, 

EUA). Este ensaio foi realizado no sistema nanoACQUITY UPLC, que foi equipado com coluna 

HSS T3 (coluna UPLC HSS T3 ACMITY 75 mm x 150 mm, 1,8 µm, Waters) e previamente 

equilibrada com 7% de fase móvel B (100% acetonitrila + 0,1% de ácido fórmico). Os peptídeos 

foram separados através de gradiente linear de 7-85% da fase móvel B por 20 min a vazão de 

0,35 μL min-1. A temperatura da coluna foi mantida a 45 °C. O MS foi operado no modo íon 

positivo durante 20 min e os dados registados foram processados no software ProteinLynx 

GlobalServer (PLGS), versão 3.0 (Waters, Milford, EUA). A identificação das proteínas foi 

realizada por meio do algoritmo de contagem de íons, e as sequências de peptídeos foram 

verificadas com base no acesso de proteínas no banco de dados Universal Protein Resource 

(UniProt) (Uniprot Consortium, Europa). 

2.7 Análise Estatística 

Todos os experimentos foram realizadas em triplicata. Os dados foram submetidos, 

primeiramente, a testes de normalidade (mistos para distribuição simétrica de dados ou 

GENMOD para distribuição assimétrica) seguidos de análise de variância e teste de Tukey-

Kramer - quando aplicável - pelo software SAS (SAS®, Cary, EUA). A análise de eletroforese (2D-



Capítulo 3 

 

114 

PAGE) foi realizada pelo software ImageMaster Platinum 7.0 (GE-Healthcare®, Boston, EUA). Os 

resultados foram significativos quando p ≤ 0,05 em todas as análises realizadas. 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Produção de Proteases e de Pools de Peptídeos Derivados de Leite Humano 

Neste estudo, as proteases de Aspergillus oryzae (ATCC 1003/INCQS 40068) produzidas 

por FES utilizando resíduo de farelo de trigo como substrato, apresentaram elevada atividade 

proteolítica de 43,65 U mL-1
 e concentração de proteínas totais de 6,4 mg mL-1, após serem 

parcialmente purificadas por salting-out a 80% e liofilizadas. A geração de enzimas por FES é 

atrativa do ponto de vista biotecnológico, sendo que o Aspergillus oryzae foi considerado um 

ótimo produtor de proteases em outros estudos (CASTRO E SATO, 2014; NOVELLI et al., 2016; 

ORTIZ et al., 2016, ZANUTTO-ELGUI et al., 2019).   

Uma elevada quantidade de proteínas totais foram observadas nas amostras de leite 

materno com 2755,3 mg mL-1 para a doadora A e 3377,3 mg mL-1 para a doadora B, após serem 

parcialmente purificadas também a 80% por salting-out.  

3.2 Atividade Antimicrobiana de Pools de Peptídeos Derivados de Leite Humano 

Diversos estudos reportaram o amplo espectro de ação antimicrobiana in vitro por 

proteínas e peptídeos derivados de leite (AGYEI & DANQUAH, 2012; NONGONIERMA & 

FITZGERALD, 2018; CÍCERO, 2017; NIELSEN, 2017; ZANUTTO-ELGUI et al., 2019).  

Em nosso estudo, todos os HMBaPs produzidos apresentaram ação antimicrobiana 

contra os micro-organismos testados, com exceção do B2. As maiores atividades 

antibacterianas (p<0,0001) foram observadas para B1 (16 mm de halo de inibição contra L. 

monocytogenes, 15 mm contra S. Enteritidis e 11 mm contra E. coli) e A1 (11 mm contra E. coli) 

(Figura 1). Para os fungos, as maiores atividades (p<0,0001) foram observadas para A1, com 33 
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mm contra C. albicans e 31 mm contra P. expansum (Figura 2). O tipo de paralisação interferiu 

na atividade biológica, sendo que 93,4% e 91,7% das amostras paralisadas com acido acético 

apresentaram ação antibacteriana e antifúngica, respectivamente. Por outro lado, apenas 6,6% 

e 8,3% das amostras paralisadas por ebulição tiveram, respectivamente, atividade 

antibacteriana e antifúngica.  

Crianças prematuras são mais propensas a desenvolver sépsis por estafilococos 

coagulase-negativa (CAMACHO-GONZALES et al., 2013), sendo que, lactentes amamentados 

apresentam menor incidência de infecções e menor mortalidade quando comparados à 

lactentes alimentados com fórmulas infantis (HANSON et al., 2005; HAKKANSON 2015). Tal 

efeito pode ser elucidado pelo fato de proteases liberarem peptídeos com ação antimicrobiana 

durante a digestão do leite (GUERRERO et al., 2014; WADA & LONNERDAL 2014). Porém, de 

acordo com um estudo desenvolvido por Trend et al. (2015), a suplementação de fórmulas 

infantis com lactoferrina aumentou em 50% o efeito bacteriostático contra diversas espécies 

bacterianas, inibindo 97% do crescimento de Staphylococcus epidermidis, S. aureus e E. coli e 

67% para Staphylococcus agalactiae.  

A hidrólise da lactoferrina (Lf), proteína do leite, pode formar o peptídeo lactoferricina 

que possue ampla ação antimicrobiana e anti-inflamatória, principalmente para o fragmento Lf 

1-11 (VAN DER VELDEN et al., 2009), para o qual foi observada a ação contra C. albicans 

(FERNANDES E CARTER, 2017) e contra A. fumigatus (LUPETTI et al., 2008). Outros estudos 

reportaram também a significativa ação contra Candida e fungos resistentes aos azólicos 

quando combinados a Lf com antifúngicos azolicos (VENKATESH & RONG, 2008; KOBAYASHI et 

al., 2011).  



Capítulo 3 

 

116 

 

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. 
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Apesar da eficiente ação da lactoferrina descrita, nosso estudo não avaliou o potencial 

antimicrobiano de cada fragmento peptídico isoladamente, mas sim de pools de peptídeos de 

leite humano gerados por ação proteolítica de enzimas produzidas por FES. Os pools foram 

bastante eficientes nos ensaios antimicrobianos in vitro, cujo efeito obtido pode ser resultante 

de uma ação sinérgica entre vários peptídeos presentes no composto gerado. Assim, neste 

estudo foi possível obter HMBaPS com ampla atividade antimicrobiana, sendo possível aplicá-

los na produção de produtos biotecnológicos após maiores estudos da ação in vivo e produção 

sintética. 

3.3 Atividade Antioxidante de Pools de Peptídeos Derivados de Leite Humano 

Os HMBaPs produzidos apresentaram elevada atividade antioxidante, com redução de 

75,6% a 95% do radical DPPH e, eliminação de radicais oxigênio por ensaio ORAC de 35,8 a 44,3 

µmol TE µL-1. Todos os peptídeos apresentaram diferença estatística comparados ao controle 

negativo (p<0,0001). Para DPPH não foi observada diferença quanto o modo de paralisação da 

hidrólise, enquanto que para o ORAC as amostras paralisadas com ácido acético apresentaram 

maior atividade antioxidante com 39,0 µmol TE µL-1 ± 0,09 para A1 e 35,8 µmol TE µL-1 ± 0,04 

para A2 (p<0.0001); e 44,3 µmol TE µL-1 ± 0,08 para B1 e 39,0 µmol TE µL-1 ± 0,06 para B2 

(p<0.0001). O controle negativo e o ácido ascórbico (controle positivo) apresentaram 1,3 µmol 

TE µL-1 ± 0,33 e 46,3 µmol TE µL-1 ± 0,02, respectivamente. Um estudo anterior reportou a 

redução de radicais oxigênio de 13 µmol TE mL-1 para leite de vaca comercial Ultra High 

Temperature (UHT) e redução de 17,3% DPPH para leite humano fresco e maduro (6 meses de 

lactação) (CLOETENS et al., 2013). 

De acordo com Chiang e Chang (2005), tanto caseínas quanto proteínas do soro 

apresentam atividade antioxidante em amostras de colostro bovino coletados 7 dias pós-parto. 
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Além deste, Zulueta et al. (2008) observaram o maior contribuinte para a atividade antioxidante 

em leite integral bovino é a caseína; enquanto que a albumina é a principal responsável na 

porção do soro do leite bovino; e a vitamina C (ácido ascórbico) e o ácido úrico os principais 

contribuintes em leites desproteinizados bovino. A albumina é a proteína do soro que melhor 

se destaca quanto à atividade antioxidante, observada após a hidrólise ou desnaturação. Desta 

forma, α-lactalbumina e β-lactoglobulina não ofereceram grande contribuição (CLOETENS et al., 

2013), mas o leite depletado de β-lactoglobulina apresentou 50% de redução da capacidade 

antioxidante (LIU et al., 2007). Baseado nesses resultados, o leite humano mostra ser uma fonte 

interessante para a produção de produtos antioxidantes. 

3.4 Análise Proteômica 

Foram caracterizadas por análise proteômica as amostras com melhores atividades 

biológicas, que foram àquelas cuja paralisação da reação enzimática foi realizada com a adição 

de ácido acético (amostras A1 e B1). A fragmentação das proteínas por eletroforese 

bidimensional (Figura 2- painéis A, B e C) resultou em um elevado matching (coeficiente de 

similaridades entre as réplicas dos géis) de 95% entre os géis de B1 e 86% entre os géis da de 

A1, demonstrando a boa reprodutibilidade entre as replicatas.  

Neste trabalho foram identificadas 135 sequências peptídicas derivadas de 11 proteínas 

parentais de leite, sendo elas: α-s1-caseina (2), β-caseina (5), κ-caseina (4), α-lactalbumina (8), 

α-antiquimotripsina (6), lactotransferrina (38), lisozima C (8), Receptor de Imunoglobulina 

Polimérica (PIGR) (18), imunoglobulina kappa (5), imunoglobulina lambda (6) e albumina sérica 

(35), além de fragmentos de proteínas estruturais como queratina citoesquelética tipo I e II 

(Figura 2 e 3).  
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Zanutto-Elgui et al. (2019) avaliaram as sequencias peptídicas derivadas de leite bovino 

e caprino obtidas após hidrólise com enzimas fúngicas geradas por FES e identificaram 

fragmentos derivados de proteínas do soro  como albumina, α-lactalbumina e β-lactoglobulina, 

e também de frações de caseína (α-s1, α-s2, β e κ). Contudo, neste estudo utilizando leite 

humano foi observado um maior repertório de proteínas parentais das quais foram 

identificadas sequências peptídicas com potencial biológico.  

Dallas et al. (2014) avaliaram 445 sequencias peptídicas endógenas de leite humano e 

identificaram que a maioria derivaram de β-caseína. Em um segundo estudo (DINGEES et al., 

2017), realizado por análise bioinformática de sequências peptídicas isoladas de leite humano 

com atividade antimicrobiana e imunomodulatória, foram identificadas sequências derivadas 

de proteínas parentais β-caseína, PIGR, αs1-caseína e caseína osteopontina.  

Dallas et al. (2014) avaliaram o perfil peptídico de acordo com a fase lactacional e 

observaram que a idade gestacional pode interferir significativamente na formação dos 

peptídeos, contudo, não observaram diferenças entre leite produzido em casos de nascimentos 

à termo e prematuro. Em outro estudo, Wan et al. (2013) reportaram essa diferença. Eles 

avaliaram amostras de leite por espectrometria de massas LC-MS/MS e identificaram 419 

sequências peptídicas que derivaram de 34 proteínas parentais, sendo que, 41 peptídeos se 

expressaram diferentemente entre amostras de leite, com 18 presentes em maior quantidade 

no leite a termo (gestação entre 38-41 semanas) e 23 em maior quantidade no prematuro 

(gestação 28-32 semanas).  

Além das proteínas habitualmente isoladas de leite, neste trabalho identificamos 

sequências peptídicas da proteína PIGR, que consiste em uma pré-pró-proteína de 764 

aminoácidos, cuja maior porção é de domínio extracelular- f(19-603)- capaz de auxiliar no 
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transporte de IgA, e a outra porção- f(603-638)- é de componente secretor (ASANO & 

KOMIYAMA, 2011).  

Em um estudo de Dingess et al. (2017) foram descritas diversas sequências de PIGR do 

domínio extracelular sem função antimicrobiana, mas nenhuma do componente secretor. Aqui 

foram identificadas 17 sequências correspondentes à porção extracelular e, apenas 1 sequência 

correspondente ao componente secretor: AVADTRDQADGSR (609-622). 

As atividades biológicas in vitro foram observadas para os compostos obtidos a partir da 

hidrolise com as proteases fúngicas produzidas por FES, sendo que, não foi observado nenhum 

resultado biológico quando utilizado os controles negativos produzidos com as enzimas 

previamente inativadas por ebulição. As sequências peptídicas descritas (Figura 2 e 3) podem 

estar envolvidas no desencadeamento das atividades biológicas descritas de modo sinérgico ou 

isoladamente, considerando que neste foram avaliadas as capacidades biológicas dos pools de 

peptídeos gerados.  
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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. 
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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-valina. 
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O leite é um alimento dinâmico que altera sua composição conforme o período da 

lactação para suprir diferentes necessidades do bebê (CLOETENS et al., 2013; DALLAS et al., 

2015). Diferentemente deste, as fórmulas infantis apresentam composição estática. 

Abordagens mais completas considerando a geração de produtos ideias para cada fase do 

lactente seria possível sintetizando as sequencias obtidas por análise proteômica de forma a 

enriquecer os alimentos com proteínas intactas, como por exemplo com α-lactalbumina que 

consiste na proteína do soro com baixa alergenicidade e aumenta a resistência contra bactérias 

E. coli (MATSUMOTO et al., 2001; BRUCK et al., 2003). Esta biotecnologia proposta poderá 

prover, num futuro próximo, peptídeos com atividades biológicas capazes de beneficiar a saúde 

do neonato, uma vez que muitos compostos ativos derivados do leite humano estão ausentes 

nas fórmulas infantis (DALLAS et al., 2013), respeitando as necessidades fisiológicas e 

disponibilizando um alimento diferenciado.  

Apesar das vantagens deste bioprocesso, a tripsina utilizada para a digestão dos spots 

para a realização da espectrometria de massas pode causar autólise e gerar sequências 

peptídicas. A tripsina cliva os segmentos peptídicos de forma específica na região C-terminal 

entre resíduos de arginina ou lisina (OLSEN et al., 2004), sendo que este comportamento de 

clivagem foi observado em praticamente todos os fragmentos obtidos neste estudo, conforme 

ressaltado em vermelho nas Figuras 2 e 3. Por outro lado, as proteases de A. oryzae podem 

clivar resíduos de aminoácidos nas mesmas regiões (PRATUSH et al., 2013). Assim, estudos 

futuros são necessários para distinguir quais fragmentos peptídicos foram gerados pela ação 

das proteases fúngicas daqueles que foram gerados por ação da tripsina.  

Pelo exposto, a aplicação de um bioprocesso diferenciado para a produção de pools de 

peptídeos bioativos de leite humano caracteriza uma inovação que abrange uma ampla gama 
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de possibilidade de ações benéficas na saúde que não apenas neonatos, mas também demais 

indivíduos tenham acesso aos princípios deste alimento rico em propriedade capazes de atuar 

como suplementos alimentares, antibióticos, antifúngicos, antioxidantes e em terapias (GILL et 

al., 2015).  

4 CONCLUSÃO 

Este estudo evidenciou o uso de proteases fúngicas geradas por um método-custo 

efetivo por FES para produzir HMBaPs com atividade antimicrobiana e antioxidante in vitro, 

avaliou que o modo de paralisação da reação enzimática pode interferir nas atividades 

biológicas e caracterizou as amostras quanto as sequências peptídicas formadas por análise 

proteômica, trazendo novas propostas para geração de bioprodutos voltados para o consumo 

infantil capazes de beneficiar a saúde.  
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1 ANÁLISE TÉCNICA 

1.1 Problema 

Pythium insidiosum é um micro-organismo zoospórico, fungo-símile, pertencente ao 

reino Stremenopila, filo Oomycota, família Pythiaceae, mais relacionado às diatomáceas e algas 

do que aos fungos verdadeiros (ALEXOPOULOS et a., 1994, SCHURKO et al., 2003, GAASTRA et 

al., 2010) que necessita de água e vegetação para a formação de zoósporos (propágulos 

infecciosos) (MENDOZA et al., 1993, SUPABANDHU et al., 2008). Esta espécie é a única do 

gênero com ação patogênica em mamíferos, causando a pitiose, doença observada 

principalmente em equinos, cães, bovinos, gatos, animais silvestres e também humanos em 

regiões tropicais e subtropicais (MENDOZA, 2005; SANTURIO & FERREIRO, 2008; GAASTRA et 

al., 2010). No entanto, têm sido relatados casos de pitiose em regiões que não se adequam a 

esta classificação climática (Califórnia e Arizona), indicando a incidência de P. insidiosum 

decorrente das alterações climáticas e agroculturais, em locais cujas plantações têm 

necessidade aquática (WHITE et al., 2008). 

A pitiose progride rapidamente, comprometendo à vida de humanos e animais 

(PUPAIBOOL et al., 2006; ÁLVAREZ et al., 2013). Em animais a infecção pode ser cutânea 

(caracterizada por lesão ulcerativa nodular granulomatosa e necrosante, purido intenso, 

chegando a levar a automutilação) (MARTINS DIAS et al., 2012); intestinal (acomete cães mais 

frequentemente, caracterizada por vômitos, perda de peso, diarreia e massas abdominais); 

pulmonar (lesões nodulares) e óssea (caracterizadas por exotoses, osteólises e osteomielite) 

(REIS et al., 2003; SANTURIO et al., 2006). Em humanos, a doença foi descrita pela primeira vez 

em 1986 na Tailândia (THIANPRASIT, 1986). No Brasil foi descrita pela primeira vez em 2005 

(BOSCO et al., 2005, MARQUES et al., 2006). Atualmente observa-se a maioria dos casos 

humanos na Tailândia, sendo a pitiose endêmica, principalmente em trabalhadores da 
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agricultura do arroz (KRAJAEJUM et al., 2006). Além da Tailândia, casos em animais são 

descritos no sudeste asiático (Índia, Indonésia, Japão, Coréia, Nova Guiné, Tailândia), Oceania 

(Austrália e Nova Zelândia), Américas (Argentina, Brasil, Uruguai, Colômbia, Venezuela, Costa 

Rica, Guatemala, Haiti, Panamá, Nicarágua, México e Estados Unidos) e África (MENDOZA, 

2005; PÉREZ et al., 2005, RIVIERE et al., 2005). A infecção em humanos se manifesta de forma 

cutânea (lesões granulomatosas e ulcerativas), vascular (tromboses, vasculites ou aneurismas), 

ocular (ceratites, úlceras corneanas) e sistêmica (KRAJAEJUN et al., 2002), apresentando 

elevada taxa de mortalidade.  

Os oomicetos diferem estruturalmente dos fungos verdadeiros devido à ausência de 

quitina na parede celular (substituída por celulose) e também ausência de ergosterol na 

membrana plasmática. Os principais antifúngicos disponíveis na atualidade, como azólicos 

(fluconazol, itraconazol), alilaminas (terbinafina) e poliênicos (anfotericina B), atuam na 

inibição/ligação do ergosterol, causando instabilidade da membrana fúngica, tal fato explica o 

insucesso do uso desses contra P. insidiosum (SANTURIO & FERREIRO, 2008; GAASTRA et al., 

2010).  

Outras formas de tratamento foram testadas, como o uso associado dos antifúngicos 

citados acima com caspofungina, inibidora de β-glucana (ARGENTA et al., 2010); ou associados 

com antibióticos como metronidazol e rifampicina e com anti-inflamatório como ibuprofeno 

(CAVALHEIRO et al., 2009); e também imunoterápicos (MENDOZA & NEWTON, 2005). No 

entanto, os resultados apresentam elevada variabilidade da susceptibilidade-resposta ao 

tratamento (CAVALHEIRO et al., 2009) e o uso de antifúngicos sistêmicos em animais são pouco 

eficazes, nefrotóxicos e possuem custo elevado (MARTINS DIAS et al., 2012). Assim, as 

melhores opções de tratamento são a imunoterapia (MILLER, 1981) e a cirurgia. Desta forma, a 
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ausência de um tratamento efetivo contra este patógeno mobiliza a busca por um composto 

com potencial de ação (TROLEZI et al., 2017) que seja biocompatível e produzido a baixo custo.  

Peptídeos bioativos derivados de leite (LBaPs) são fragmentos proteicos que 

apresentam diversas atividades biológicas, entre elas a propriedade antimicrobiana, agindo de 

forma similar a uma droga ou hormônio, excercendo papel relevante na saúde humana e 

animal (KORHONEN, 2009; LIVNEY, 2010; NONGONIERMA & FITZGERALD, 2018). Os LBaPs 

podem ser produzidos por hidrólise das proteínas de leite utilizando proteases fúngicas 

produzidas por por Fermentação em Estado Sólido (FES). Esse bioprocesso tem caráter custo-

efetivo e sustentável, uma vez que admite o uso de resíduos agroindustriais como substrato e 

necessita de pouca quantidade de água livre no sistema (CASTRO & SATO, 2014).   

O uso terapêutico de LBaPs tem despertado grande interesse devido ao amplo potencial 

de ação desses compostos, à seletividade comparado aos fármacos e também por serem 

considerados seguros e de baixa toxicidade (CICERO et al., 2017; NIELSEN et al., 2017). A busca 

por peptídeos bioativos com atividade antimicrobiana é vantajosa, pois estes compostos 

demonstram eficácia no tempo de morte da célula alvo e amplo espectro de ação, inclusive 

contra cepas resistentes aos antimicrobianos existentes (ZASLOFF, 2002; BENKERROUM, 2010). 

 

1.2 Solução do Problema 

A invenção relata a eficiência da aplicação in vitro de peptídeos bioativos de leite 

bovino, caprino e humano produzidos por proteases fúngicas de Aspergillus oryzae (ATCC 1003) 

por FES utilizando farelo de trigo no controle do crescimento (efeito fungistático) contra 

isolados (n=4) de Pythium insidiosum proveniente de equinos, possibilitando sua aplicação no 

tratamento da pitioses.  
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1.3 Desvantagens e/ou Limitações 

Estudos prévios relataram que a atividade antimicrobiana está      relacionada à ação dos 

peptídeos bioativos de leite sobre a membrana (causando a desestabilização e desintegração), 

inibição de síntese de DNA, RNA, enzimas, mitocôndrias e síntese proteica (REDDY et al., 2004; 

HAQUE & CHAND, 2008; SANTOS et al., 2016), contudo, não há o conhecimento do mecanismo 

que ocorre no caso da inibição dos LBaPs contra P. insidiosum, bem como não se conhece o 

mecanismo de ação do P. insidiosum na patogenicidade. Não foi avaliada também a eficiência 

do tratamento in vivo e a produção em larga escala das proteases e dos peptídeos bioativos.  

2 ANÁLISE MERCADOLÓGICA 

2.1 Aplicações e Usos 

Fungistático para infecções causadas por Pythium insidiosum. 

2.2 Diferencial e Concorrência  

Produto produzido com baixo investimento financeiro.  

Não há antifúngicos disponíveis no mercado com ação sobre o P. insidiosum. 

3 PROPRIEDADE INTELECTUAL (PI) ANTERIOR OU SIMILAR 

Não há patentes descrevendo efeito fungistático contra P. insidiosum. Estão disponíveis 

até o momento, apenas patentes abordando outras formas de terapia, como vacinas e 

imunoterapia. Embora seja conhecida a atividade antifúngica de peptídeos bioativos de leite, 

não há registros da atuação destes contra P. insidiosum. 

3.1 Propriedade Intelectual Anterior  

Não se aplica. 

3.2 Propriedade Intelectual Similar 
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https://patents.google.com/patent/BRPI0802876A2/en?q=Diphenyl&q=diselenide&q=P

ythium&oq=Diphenyl+diselenide+Pythium 

 A inovação na proposta solicitada consiste na ação contra o agente Pythium insidiosum 

por peptídeos bioativos derivados de leite (bovino, caprino e humano) obtidos por hidrólise 

com proteases fúngicas de Aspergillus oryzae através da FES. Digno de nota, embora outros 

tratamentos contra o mesmo fungo símile estejam patenteados, conforme descrito acimo 

(e.g. imunoterapia, vacinas), não há registros com base em peptídeos bioativos derivados de 

leite, tampouco utilizando um bioprocesso inovador e vantajoso do ponto de vista econômico, 

ambiental e biotecnológico, que é a FES. Essas características positivas deste bioprocesso são 

pertinentes pelo meio reacional utilizado, que baseia-se no uso de resíduos agroindustriais 

como substrato, pouca quantidade de água e fungos seguros para produção de produtos de 

valor agregado como as proteases obtidas que foram aplicadas na produção dos peptídeos 

bioativos com possíveis aplicações na área da saúde. Os resultados encontrados na pesquisa 

realizada evidenciam o potencial dos peptídeos produzidos em inibir o crescimento deste 

fungo-símile in vitro, possibilitando futuras aplicações farmacológicas. 

Ademais, o desenvolvimento de terapias baseadas em peptídeos, principalmente 

quando isolados de leite, tem se tornado uma nova alternativa por apresentarem potencial 

terapêutico, serem mais seletivos quando comparados a outras pequenas moléculas 

empregadas como fármacos e serem consideradas seguras devido ao contato prévio com o 

leite na fase neonatal (NIELSEN et al., 2017), evitando o desencadeamento de resistência e 

efeitos colaterais (KORHONEN, 2009). 

 As outras patentes tratam do uso de vacinas e imunoterapia contra o Pythium 

insidiosum. Sendo que, a única similaridade é o foco no mesmo agente causador da infecção, 
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porém, as abordagens biológicas para o tratamento são totalmente distintas entre vacinas, 

imunoterapia e peptídeos bioativos. Embora esteja descrito o sucesso no uso destas outras 

abordagens, vale ressaltar que não são técnicas que oferecem resultados positivos para todos 

os casos. O tratamento tradicional é o cirúrgico, no qual é excisada toda a área afetada e 

demonstra limitações devido às estruturas anatômicas envolvidas (MILLER, 1981). Porém, 

alguns estudos reportaram a ausência de sucesso da cirurgia, mesmo com associação de 

agentes antifúngicos (MEIRELES et al., 1993). O uso de imunoterapia ofereceu resultados 

positivos para 3 a cada 5 animais tratados (MENDOZA & ALFARO, 1986). As vacinas foram 

eficiente em média de 65% dos casos, de acordo com Mendoza et al. (1992). Dykstra et al. 

(1999) registraram fracasso nas opções terapêuticas disponíveis para cães, incluindo vacinas. 

Isto posto, evidenciamos a importância da busca de novas moléculas capazes de atuar 

na inibição do Pythium insidiosum, de forma a auxiliar na contenção dos danos causados por 

esta doença negligenciada e a valorização da disponibilização da pesquisa realizada com os 

peptídeos bioativos considerando os resultados benéficos observados para este cenário. 

4 ESTÁGIO DO DESENVOLVIMENTO 

4.1 Produto 

(Laboratorial) Peptídeos bioativos derivados de leite bovino, caprino e humano com 

ação inibitória do crescimento de Pythium insidiosum. 

4.2 Processo 

Proteases fúngicas de Aspergillus oryzae (ATCC 1003) produzidas por Fermentação em 

Estado Sólido com farelo de trigo como substrato foram produzidas e aplicadas na hidrólise de 

proteínas de leite bovino, caprino e humano para a obtenção de pools de peptídeos bioativos 

com potencial antimicrobiano. As enzimas foram purificadas parcialmente a 40% e 80% e os 
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leites a 80% com sulfato de amônio pela técnica de salting-out. Os peptídeos produzidos foram 

avaliados quanto à atividade de inibição de crescimento de quatro isolados de Pythium 

insidiosum provenientes de equino.  

4.3 Fármaco 

 Não se aplica. 

4.4 Software  

Não se aplica. 

4.5 Cultivar 

Não se aplica.  

4.6 Detalhes do Estágio de Desenvolvimento 

 Amostras fúngicas de Aspergillus oryzae (ATCC 1003) foram obtidas do Instituto 

Oswaldo Cruz (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil) e foram cultivadas em Ágar Batata Dextrose 

(PDA) (Himédia, Mumbai, Índia) e incubadas por 120 h a 30 °C. A produção de proteases por A. 

oryzae foi realizada por FES em farelo de trigo em água 1:1 (p/v). Os frascos de Erlenmeyers 

contendo o substrato e água foram esterilizados por 15 min a 121 °C e, posteriormente, foram 

inoculadas suspensões de esporos a 107 esporos mL-1, preparadas com água destilada 

esterilizada e com esporos da cultura de 96 h de crescimento em meio PDA inclinado. Os 

frascos foram incubados por 120 h a 30 °C. Após, foram adicionados 50 mL de água destilada 

em cada frasco. Os meios de cultivo foram homogeneizados e, após permanecerem em 

repouso por 1 h com agitação de 15 em 15 min, foram filtrados com gaze e coletados em 

recipiente único tipo coletor universal (CASTRO & SATO, 2014). Os filtrados foram considerados 

fonte de proteases brutas e foram fracionados por precipitação com sulfato de amônio 

((NH4)2SO4) a 40% de saturação. Após, a amostra foi centrifugada a 4.000 x g por 15 min a 5 °C. 

Os precipitados foram ressuspendidos em tampão fosfato 0,1M pH 7,0 e dialisados contra água 
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destilada refrigerada em membrana de celulose de tubo de diálise 47 mm (Sigma-Aldrich®, St 

Louis, USA). O sobrenadante foi utilizado para o prosseguimento do fracionamento com 80% do 

sal, seguindo o mesmo procedimento descrito anteriormente (WINGFIELD, 2001). Os extratos 

foram liofilizados (Liotop® L101, São Carlos, Brasil) a -90 °C em ciclo de 96 h. A atividade da 

protease foi determinada utilizando azocaseína (Sigma-Aldrich®, St Louis, USA) como substrato, 

conforme descrito por Charney & Tomarelli (1947), através do qual foram observadas as 

atividades de 32,3 U mL-1 (40%), 36,6 U mL-1 (60%), 29,8 U mL-1 (80%). Amostras de leite foram 

obtidas de animais saudáveis recém-ordenhados, sendo o leite bovino obtido do Sítio São José- 

São Manuel, SP, Brasil (latitude 22° 43' 52" S e longitude 48° 34' 14" O) e o caprino da 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia-UNESP- Botucatu, SP, Brasil (latitude 22° 53' 09" 

S e longitute 48° 26' 42" O). Foram analisados também leites comerciais Ultra High 

Temperature (UHT) de bovino (Líder Alimentos do Brasil®, Brasil) e caprino (Capprys’S Indústria 

de Laticínios, Brasil). As amostras de leite humano foram obtidas de duas doadoras (A e B) 

saudáveis e em mesma fase de lactação da cidade de Botucatu (latitude 22° 53' 09" S e 

longitute 48° 26' 42" O), Brasil. As concentrações de proteínas totais foram determinadas pelo 

método do Biureto (ROSE, 1833), para os leites parcialmente purificados diretamente a 80% de 

sal, conforme descrito para as proteases fúngicas. As maiores concentrações de proteínas totais 

foram observadas para as amostras de leite dos animais recém-ordenhando (p=0,01) obtendo-

se 3911,5 mg mL-1 para bovino e 2795,5 mg mL-1 para caprino, em comparação com os leites 

UHT nos quais foram obtidas 1145,8 mg mL-1 para leite bovino e 2602,8 mg mL-1 para caprino. 

Assim, foram selecionadas as amostras de leites recém-ordenhadas para serem submetidas à 

hidrólise para a produção dos LBaPs. Para os leites humanos foram observadas as 

concentrações de 3377,3 mg mL-1 de proteínas totais para a doadora A e 2755,3 mg mL-1 para a 

doadora B. Os peptídeos foram produzidos com alíquotas de 10 mL (100 mg mL-1) de proteínas 
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do leite bovino, caprino e das duas doadoras de leite humano e proteases parcialmente 

purificadas a 2% (m/v) foram incubados em tampão fosfato 0,1M, pH 7 a 37 °C por 1 h (LOU et 

al., 2014- modificado). Após a hidrólise, a protease foi paralisada por adição de ácido acético 

1M (v/v). As misturas de reação foram centrifugadas a 4.000 x g por 20 min a 5 °C. Os 

sobrenadantes foram recolhidos e liofilizados -90 °C por 96h. Os peptídeos foram 

ressuspendidos em água ultrapura e filtrados separadamente com filtros para seringa com 

membrana poliéster sulfônica com poro de 0,22 µm (Kasvi®, São José dos Pinhais, Brasl) para 

eliminação de resíduos e contaminantes. Foram selecionados os peptídeos B40 (leite bovino 

hidrolisado com protease de A. oryzae parcialmente purificada a 40% por salting-out), B80 

(leite bovino hidrolisado com protease de A. oryzae a 80%), C40 (leite caprino hidrolisado com 

protease de A. oryzae a 40%), HA80 (leite humano da doadora A hidrolisado com protease de A. 

oryzae a 80%) e HB80 (leite humano da doadora B hidrolisado com protease de A. oryzae a 

80%) para serem avaliados quanto à atividade antimicrobiana. Proteases inativadas foram 

preparadas ebulindo o extrato enzimático por 10 min e foi utilizada como controle negativo. A 

concentração de peptídeos foi determinada pela leitura da absorbância de 214 nm, utilizando o 

equipamento NanoVue™ Spectrophotometer (GE Healthcare®, Boston, USA), com albumina 

sérica bovina como padrão, proveniente do kit Quick Start™ Bradford Protein Assay (Bio-Rad®, 

Hercules, USA) (KUIPERS & GRUPPEN, 2007; ANTHIS & CLORE, 2013) apresentando as 

concentrações de 1,3 mg mL-1 (B40); 1,3 mg mL-1 (B80); 1,1 mg mL-1 (C40); 0,6 mg mL-1 (HA80) e 

0,5 mg mL-1 (HB80).  

http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/4110065A.pdf
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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). 

 

Os LBaPs filtrados foram utilizados para a determinação da atividade antimicrobiana 

contra o micro-organismo Pythium insidiosum, cujas cepas (n=4; isolados 10, 15, 27 e 28) foram 

isoladas de equinos previamente pelo Laboratório de Micologia Médica, sob orientação da 

Profa. Dra. Sandra de Moraes Gimenes Bosco e cultivadas em Ágar Sabouraud e, após, 

submetidos ao ensaio de difusão em disco, com o alocamento de discos estéreis sobre o 

cultivo, sobre os quais foram pipetados 60 µL dos BaPs (20 µL a cada 24 h). As placas foram 

incubadas por 72 h a 37 °C. Os resultados foram expressos em mm referente ao diâmetro do 

halo de inibição formado pelo método de difusão em disco (Figura 1, painéis A e D) (MOTTA & 
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BRANDELLI, 2002; ATHANÁZIO-HELIODORO et al., 2018). A capacidade de inibição dos LBaPs 

também foi avaliada em 5 diferentes concentrações por diluição seriada 1:10, contudo, não 

foram observadas inibições para as demais concentrações, apenas para a primeira (Figura 1, 

painel E).  

 

5 ESTÁGIO DE TRANSFERÊNCIA 

5.1 Interesse em Transferir a Tecnologia para o Mercado 

( X ) SIM  ( ) NÃO 

5.2 Disponibilidade para Realização de um Vídeo 

( X ) SIM  ( ) NÃO 

5.3 Contato com mercado  

Não realizado.  

5.4 Parceiros em Potencial 

O produto é de potencial interesse para parceiros de indústria farmacêutica veterinária 

e humana como Pfizer, Merk, Novartis, Sanofi, Amgen, Gilead Sciences, AstraZeneca, 

GlaxoSmithKline, Roche, Bayer, JÁ Saúde Animal, Sauvet e Castel Pharma.  

5.5 Divulgação Comercial 

Não realizada.  

5.6 Podinovar 

( X ) SIM  ( ) NÃO 

6 REGULAMENTAÇÃO 

6.1 Patrimônio Genético  

O acesso ao Patrimônio Genético das espécies Pythium insidiosum 10, 15, 27 e 28 

isoladas de equinos; ao substrato de farelo de trigo (Triticum sp.) e quanto aos peptídeos 
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obtidos de amostras de leite caprino (Capris hicus) e humano foi regularizado sob cadastro n. 

A3B348F na plataforma do Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético (SISGEN), 

conforme preconizado pela Lei Brasileira da Biodiversidade (nº 13.123/15). 

7 FOMENTO 

7.1 Fomento  

Universidade Estadual Paulista (UNESP)- CNPJ: 48031918/0022-59 

       Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES)- Brasil, código de 

financiamento 001- CNPJ: 00889834/0001-08. 

7.2 Linha de Fomento Obtida 

 
O Laboratório de Bioprocessos sob coordenação da Profaª. Drª. Luciana Francisco Fleuri, 

do Departamento de Química e Bioquímica, bem como o Laboratório de Micologia Médica sob 

coordenação da Profª. Drª. Sandra de Moraes Gimenes Bosco, do Departamento de 

Microbiologia e Imunologia, ambos do Instituto de Biociências de Botucatu da Universidade 

Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” (CNPJ: 48031918/0022-59), disponibilizaram a 

infraestrutura necessária ao desenvolvimento da pesquisa. Os recursos para os materiais de 

consumo foram provenientes de verba da Fundação do Instituto de Biociências (FUNDIBIO) da 

Profaª. Drª. Luciana Francisco Fleuri. A Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível 

Superior (CAPES; CNPJ: 00889834/0001-08) ofereceu financiamento código 001 para a 

execução da pesquisa por meio de bolsa de estudos para as alunas de pós-graduação à nível de 

doutorado das alunas Mirella Rossitto Zanutto Elgui e Jéssica Luana Chechi.  

8 DIVULGAÇÃO 

8.1 Divulgação Parcial ou Total do Invento 

Não realizada. 
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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.  
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I. ANÁLISE DE BIOCOMPATIBILIDADE CELULAR IN VITRO 

1 OBJETIVOS 

Os peptídeos que apresentaram melhores resultados quanto à ação antioxidante e 

antimicrobiana foram submetidos à análise de biocompatibilidade com células humanas in vitro 

para determinação dos parâmetros de viabilidade, citotoxicidade e morte celular. Esses 

experimentos foram efetuados com linhagens disponibilizadas pelo Grupo de Estudos em 

Carcinogênese Viral e Biologia dos Cânceres (ViriCan), lotado no Instituto de Biotecnologia 

(IBTEC) da UNESP, campus Botucatu, SP. Os experimentos foram efetuados nesse mesmo 

Instituto. 

Foram utilizadas como modelo de células a linhagem de HEK 293 (células de epitélio 

renal embrionário humano), autenticada por análise de perfil genético de repetições curtas em 

tandem (Short Tandem Repeats – STR) empregando o sistema comercial Geneprint 10® 

(Promega®, Madison, USA), conforme recomendações do fabricante. Adicionalmente, as 

culturas celulares foram verificadas como livres de contaminação microbiana, particularmente 

por Mycoplasma sp., empregando protocolo de rotina estabelecido pelo ViriCan. 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Condições de cultivo celular 

Células da linhagem HEK 293 foram cultivadas em meio Eagle modificado por Dulbecco 

(Dulbecco´s Modified Eagle Medium - DMEM) acrescido de 10% de soro fetal bovino e de 0,4% 

de gentamicina a 10 mg mL-1 e foram mantidas a 37 °C em atmosfera úmida com 5% de CO2. As 

culturas foram monitoradas rotineiramente quanto à viabilidade e concentração celular pelo 

método de exclusão do azul de tripan empregando hemocitômetro e microscópio invertido 

com contraste de fases Nikon TS100F (Nikon Inc., Minato, Japão). Ao alcançarem confluências 

de monocamada de 80%, as células foram submetidas ao subcultivo por meio de dissociação 

celular com solução de tripsina-EDTA 0,25%. 

2.2 Análise de viabilidade celular 

Primeiramente, foi estimada a melhor concentração celular pelo método de exclusão do 

azul de tripan empregando hemocitômetro e microscópio invertido com contraste de fases 

Nikon TS100F (Nikon Inc., Minato, Japão). Em seguida, foi determinada a viabilidade celular por 

ensaio colorimétrico de formação de sais de formazan -MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil-
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2H-tetrazólio-bomide) (Sigma Aldrich®, St Louis, USA) -após tratamento com diferentes 

concentrações dos BaPs de leite a 0,04 mg mL-1, 0,02 mg mL-1, 0,005 mg mL-1 e 0,002 mg mL-1.  

Para isto, as células foram semeadas em placa de 96 poços nas concentrações celulares ideais 

estimadas e tratadas em triplicata com os peptídeos nas diferentes concentrações citadas 

acima. Após 24h de incubação a 37 °C em atmosfera úmida com 5% de CO2, o meio foi 

substituído por 100 µl de meio com 10 µl solução MTT e a cultura foi incubada por 4h nas 

mesmas condições. Após, o meio foi removido e o formazan foi diluído em dimetilsulfóxido 

100% (DMSO). A DO foi mensurada a 570 nm em leitor de microplacas Bio-Rad Model 680 (Bio-

Rad®, Hercules, USA). Os valores foram expressos em % células viáveis, baseado no percentual 

da DO de células tratadas e não tratadas. 

2.3 Avaliação de viabilidade, citotoxicidade e morte celular  

Estes parâmetros foram determinados utilizando o kit comercial ApoTox-Glo™- Triplex 

Assay (Promega®, Madison, USA) que combina três parâmetros químicos que avaliam 

viabilidade, citotoxicidade e ativação de caspase 3 e 7 em um único ensaio. 

A viabilidade é mensurada pela interação da atividade de protease de células vivas com 

um substrato fluorogênico (glicil-fenilalanil-aminofluorocumarina- GF-AFC) que penetra 

exclusivamente em células cuja membrana está íntegra e é clivado pela protease de células 

vivas, gerando o produto AFC com sinal fluorescente proporcional ao número de células viáveis. 

A citotoxicidade é medida pela interação de protease de célula morta, liberada após perda da 

integridade de membrana, com um segundo substrato fluorogênico (bis-alanilalanil-fenilalanil-

rodamina 110- bis-AAF-R110), que produz o produto R110 com sinal fluorescente emitidos em 

espectro diferente do AFC, permitindo a análise simultânea dos parâmetros de viabilidade e 

citotoxicidade.  

A ativação de caspase e apoptose são obtidos pela detecção do sinal de luminescência 

produzido pela interação do substrato luminescente Caspase-Glo® 3/7 com as proteases 

caspases liberadas durante o processo apoptótico, permitindo mensurar a atividade de caspase 

e apoptose.  

Para o ensaio, as células foram semeadas na concentração ideal em placa de 96 poços e 

tratadas em triplicatas com os peptídeos nas concentrações que apresentarem melhores 

resultados de viabilidade celular obtidos pelo MTT e foram mantidas a 37 °C em atmosfera 
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úmida de 5% CO2. Após, foram adicionados 20 µL por poço de mix contendo GF-AFC e bis-AAF-

R110 e a placa foi incubada por 3h a 37 °C. Ao terminar a incubação, foram realizadas as 

leituras de fluorescência para obtenção dos parâmetros de viabilidade e citotoxicidade. Em 

seguida, foram adicionados 100 µL de Caspase-Glo 3/7 substrato e a placa foi incubada 

novamente por 3h. Ao término, foi realizada a leitura da luminescência para obtenção da taxa 

de apoptose. Como controle positivo foi utilizado cloreto de dogxorrubicina (5M) e como 

controle negativo foram utilizadas as amostras preparadas com as proteases previamente 

inativadas. As leituras foram realizadas pelo leitor de microplacas GloMax® Explorer (Promega®, 

Madison, USA). 

3 RESULTADOS 

3.1 Análise de biocompatibilidade celular in vitro 

A viabilidade celular pelo ensaio de MTT foi realizada com os peptídeos em diferentes 

concentrações, para determinar a concentração ideal para uma avaliação de 

biocompatibilidade celular. Os controles positivo e negativo registraram resultados coerentes 

com elevada viabilidade celular para as células sem tratamento e ausência de viabilidade para 

as células tratadas com a dogxorrubicina. Contudo, não possível determinar o eventual efeito, 

pois os resultados decorrentes dos tratamentos mostraram-se inconsistentes considerando que 

não foi possível observar uma relação entre o efeito e a diminuição gradativa da concentração 

do tratamento com os peptídeos (Figura 1- painéis A, B e C).  

Foram realizadas as análises de viabilidade celular, citotoxicidade e morte celular com 

kit ApoTox, visando a obtenção de uma leitura mais sensível, no entanto, os resultados obtidos 

foram compatíveis aos do MTT (Figura 1- painéis D, E e F). 
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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). 
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II. ARTIGO PUBLICADO 

Fac-simile de primeira página do trabalho apresentado no capítulo 2, publicado na revista 

Food Chemistry. 
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III. COMUNICAÇÃO DE PATENTE 

Trabalho comunicado como patente em inovação para a Agência Unesp de Inovação 

(AUIN) que encontra-se em fase de descrição para depósito e apresentado no capítulo 4.  
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IV. PERSPECTIVAS FUTURAS DO TRABALHO 

Neste trabalho foram produzidos com sucesso os peptídeos bioativos por ação de 

proteases fúngicas obtidas por FES e observou-se que os mesmos apresentavam atividade 

antimicrobiana e antioxidante. Ademais, foram analisadas por proteômica as sequências 

peptídicas presentes nas amostras (Capítulo 2 e 3). Os resultados obtidos foram bastante 

promissores, posta a eficácia, economia e sustentabilidade do processo de obtenção baseado 

em FES. Por outro lado, o estudo ficou carente quanto à reprodutibilidade e ausência de 

ensaios adicionais in vitro e in vivo para avaliar biocompatibilidades e toxicidades dos peptídeos 

bioativos, em pool ou isolados. 

Empresas internacionais de grande porte têm a maior fatia de mercado para enzimas 

purificadas. Entretanto, não há no Brasil empresas fornecedoras de extratos enzimáticos 

obtidos por FES, tampouco empresas produtoras de peptídeos bioativos empregando esse 

bioprocesso. Isto posto, foi desenvolvida uma proposta de Pesquisa Inovativa em Pequenas 

Empresas (PIPE-Fase 1, FAPESP) contando com a participação dos pesquisadores consultores, 

Profa. Dra. Luciana Francisco Fleuri e Prof. Dr. Deilson Elgui de Oliveira, e da pesquisadora 

responsável, Mirella Rossitto Zanutto Elgui, para dar a devida continuidade ao trabalho 

desenvolvido e visando sanar os desafios técnico-científicos observados até o momento. 
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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-
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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 
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Google Scholar: https://goo.gl/42467X 

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


