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características da caseína; a ação das peptidases microbianas; a funcionalidade 

dos peptídeos quanto a suas propriedades biológicas e alguns problemas 

relacionados a eles. Capítulo II) Foram avaliados diferentes espécies de fungos 
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Descreveu-se a produção, purificação, caracterização bioquímica e 

termodinâmica da serina protease extracelular do fungo Mucor subtilissimus 

URM 4133. Capítulo IV) Descreveu-se a produção, purificação, caracterização 

bioquímica e termodinâmica da serina protease extracelular, do fungo 
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RESUMO  

 

Peptídeos bioativos são moléculas de origem natural que podem auxiliar 

funções fisiológicas nos organismos. O presente estudo teve por objetivo 

produzir proteases por diferentes fungos filamentosos, hidrolisar a caseína 

caprina e avaliar o potencial de atividades biológicas dos peptídeos liberados. 

Baseado nos resultados de grau de hidrólise (GH), que variou entre 33,59% e 

71,81% e nas atividades biológicas, os fungos Mucor subtilissimus URM 4133 e 

Mucor guilliermondii URM 5848 foram escolhidos para dar continuidade ao 

trabalho. Para a purificação de ambas as enzimas foi utilizado inicialmente um 

planejamento fatorial 24, com o intuito de verificar as melhores condições de 

produção enzimática. A atividade da protease foi máxima em pH 8,5 a 45 °C, 

para o M. subtilissimus URM 4133 e em pH 8,0 a 40 °C para a enzima do M. 

guilliermondii URM 5848; entretanto, permaneceram estáveis em praticamente 

toda faixa de pH e termoestáveis até 40°C e 45 °C, respectivamente. Ambas as 

proteases foram completamente inibidas pelo fluoreto de fenilmetanosulfonil 

(PMSF). As proteases purificadas de ambos os fungos foram utilizadas 

separadamente para hidrolisar a caseína caprina. Os hidrolisados obtidos no 

tempo de 12 horas apresentaram melhores resultados gerais de atividades 

biológicas tanto para a protease do fungo M. subtilissimus URM 4133, quanto 

para a protease do fungo M. guilliermondii URM 5848. A atividade anti-

hipertensiva apresentou resultados de 92,57% e de 83,42% para a inibição da 

enzima conversora de angiotensina (ECA). Dentre as frações separadas em 

FLPC a fração P5 (URM 4133) e a fração P3 (URM 5848) apresentaram um IC50 

de atividade anti-hipertensiva de 35,42 e 22,97 µg.mL-1, respectivamente. Os 

peptídeos liberados foram eficientes para desempenhar todas as atividades 

biológicas propostas, com destaque para a inibição da enzima ECA, o que 

mostrou o potencial destas moléculas em auxiliar no controle da pressão arterial.  

 

Palavras-chave: Tecnologia de alimentos; Hidrólise; Caseína; Peptídeos; 

Fungos filamentosos 
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ABSTRACT  

 

 Bioactive peptides are molecules of natural origin that can aid 

physiological functions in organisms. The present study aimed to produce 

proteases by different filamentous fungi, to hydrolyze caprine casein and to 

evaluate the potential of biological activities of the released peptides. Based on 

the results of hydrolysis degree (GH), which varied between 33.59% and 71.81% 

and in biological activities, the fungi Mucor subtilissimus URM 4133 and Mucor 

guilliermondii URM 5848 were chosen to continue the work. For the purification 

of both enzymes, a factorial design 24 was used, in order to verify the best 

conditions of enzymatic production. Protease activity was maximal at pH 8.5 at 

45 °C for M. subtilissimus URM 4133 and at pH 8.0 at 40 °C for the M. 

guilliermondii URM 5848 enzyme; however, remained stable in practically every 

pH range and thermostable up to 40 ° C and 45 ° C, respectively. Both proteases 

were completely inhibited by phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF). Purified 

proteases from both fungi were used separately to hydrolyze caprine casein. The 

hydrolysates obtained in the time of 12 hours presented better general results of 

biological activities both for the protease of the fungus M. subtilissimus URM 4133 

and for the protease of the fungus M. guilliermondii URM 5848. The 

antihypertensive activity presented results of 92.57 % and 83.42% for inhibition 

of angiotensin converting enzyme (ACE). Among the fractions separated in 

FLPC, the fraction P5 (URM 4133) and the fraction P3 (URM 5848) presented an 

IC50 of antihypertensive activity of 35.42 and 22.97 μg.mL-1, respectively. The 

peptides released were efficient to perform all the proposed biological activities, 

with emphasis on the inhibition of the enzyme ACE, which showed the potential 

of these molecules to assist in the control of blood pressure. 

 

Keywords: Food Technology; Hydrolysis; Casein; Peptides; Filamentous fungi 
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1.  INTRODUÇÃO 

Nos últimos anos, a busca do consumidor por alimentos conhecidos como 

funcionais, ou seja, que promovam benefícios à saúde, além do atendimento 

nutricional básico, encontra-se em constante crescimento. Esta vertente de mercado 

encontra-se em processo de evolução e é utilizada como uma estratégia potencial na 

prevenção de doenças crônicas, pelos seus benefícios fisiológicos ou redução dos 

riscos dessas doenças, independentemente de suas propriedades nutricionais 

(STRATTON et al., 2015). 

Diversas substâncias com propriedades bioativas vêm sendo descritas junto 

com a sua funcionalidade na fisiologia do organismo, entre elas estão os peptídeos 

biologicamente ativos, moléculas derivadas de proteínas complexas que podem 

desempenhar diversos benefícios para a homeostase do organismo (UDENIGWE; 

ALUKO, 2012). 

Em termos nutricionais, a composição de aminoácidos e a presença de fatores 

que limitem a biodisponibilidade das proteínas, por exemplo, são características 

importantes para determinar a qualidade desta macromolécula. Os peptídeos 

bioativos, além de possuirem elevado valor nutritivo, são capazes de gerar efeitos 

fisiológicos no organismo (SAAVEDRA et al., 2013).  

Os principais efeitos fisiológicos atribuídos a estas moléculas abrangem 

atividades do tipo imunomodulatória, anti-hipertensiva, antitrombótica, antimicrobiana, 

antioxidante e efeitos opiódes (ARTEMOVA et al., 2010; DI BERNARDINI et al., 2011; 

ROJAS-RONQUILLO et al., 2012; CHALAMAIAH et al., 2014). Outras atividades como 

potencial anti-inflamatório e atividade anticâncer também são descritas como efeitos 

auxiliares na manutenção da saúde dos consumidores (VO; RYO; KIM, 2013; 

UMAYAPARVATHI et al., 2014). Diversos trabalhos já tratam dos estudos e benefícios 

associados aos peptideos, como por exemplo, os gerados a partir de proteínas de leite 

e derivados (MADUREIRA et al., 2010; CHOI et al., 2012). 

Dessa forma, os peptídeos bioativos apresentam atualmente, grande interesse 

industrial. Neste sentido, a caseína, é considerada como uma importante fonte de 

fornecimento destas moléculas, as quais podem ser liberadas através do processo de 

digestão gastrointestinal, durante o processamento de alimentos, ou através da via 

proteolítica de enzimas exógenas provenientes de micro-organismos ou fontes 

vegetais (BRUNO et al., 2010). 
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A caseína bovina é a principal matéria-prima que tem sido estudada no mundo 

todo com este objetivo e apresenta resultados bastante interessantes (CHOI et al., 

2012). Entretanto, pouco foi divulgado com a utilização da caseína caprina para a 

mesma finalidade. Isto se torna interessante, tanto para preencher uma lacuna 

cientifica, quanto pela oportunidade sócio-econômica que se vislumbra para incentivar 

ainda mais esta atividade agropecuária no país. 

A caprinocultura de leite representa um ramo com alto potencial de exploração 

e necessita de maiores incentivos, principalmente por se destacar como atividade de 

elevado impacto socioeconômico para produtores rurais no Brasil. Tradicionalmente, 

a criação de caprinos é característica das regiões Nordeste, que detém 92% do 

rebanho caprino nacional, e Sudeste do país. Entretanto, vem se tornando 

representativa também no Rio Grande do Sul, onde a raça Saanen corresponde a 

uma das principais raças leiteiras presentes nestas regiões (GONÇALVES et al., 

2001; SCHMIDT et al., 2009; AQUINO et al., 2016). 

De forma geral, as principais proteínas presentes no leite caprino, também são 

as encontradas no leite bovino, tanto com relação às frações da caseína (αS1-, αS2-, 

β- e κ-), quanto às proteínas presentes no soro como a β-lactoglobulina e a β-

lactoalbumina. Entretanto, ocorrem várias diferenças na composição e no conteúdo 

destas proteínas entre as raças caprinas, devido ao alto polimorfismo encontrado em 

quatro genes responsáveis pela síntese da molécula de caseína, com vários alelos 

(fortes, fracos e nulos) envolvidos neste processo (BALLABIO et al., 2011). 

Consequentemente, a mudança de alguns aminoácidos na sequência proteica faz 

com que se tenham mudanças nas atividades biológicas dos peptídeos. Este trabalho 

foi desenvolvido para alcançar os objetivos descrito a seguir. 
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2. OBJETIVOS 

2.1.  Objetivo geral 

Avaliar as atividades biológicas de peptídeos provenientes da caseína caprina, 

liberados através da hidrólise de proteases sintetizadas por fungos filamentosos. 

2.2.  Objetivos específicos 

1) Selecionar os melhores produtores de proteases com potencial para 

liberação de peptídeos bioativos, entre cinco espécies de fungos 

filamentosos; 

2) Estudar a produção, a purificação e a caracterização das proteases 

provenientes dos fungos selecionados. 

3) Avaliar in vitro as atividades biológicas dos hidrolisados, como a 

atividade antimicrobiana, antioxidante e atividade anti-hipertensiva; 

4) Identificar a sequência de peptídeos bioativos menores que 3 kDa 

presentes em frações separadas em sistema FPLC. 

 

3. REVISÃO DE LITERATURA 

3.1. Caseína 

As caseínas, partículas de dimensões coloidais, representam as proteínas 

predominantes no leite, aproximadamente 80% do conteúdo proteico, constituindo-se 

de um grupo heterogêneo de fosfoproteínas que estabilizam o fosfato de cálcio em 

estruturas micelares (Figura 1). São compostas por quatro frações principais (αs1-, αs2-

, β- e κ-caseína). Estas micelas apresentam nano partículas de fosfato de cálcio, 

ligadas aos grupos fosfoserina das frações αs1-, αs2- e β-caseína e estão em equilíbrio 

com as concentrações de cálcio e fosfato presentes na fase solúvel. Além disso, a κ-

caseína é responsável por formar uma camada na superfície das micelas para auxiliar 

no processo de estabilização (NAIR et al., 2014). 

As micelas de caseína são responsáveis por funções biológicas que incluem o 

transporte e fornecimento, principalmente de fosfato de cálcio e proteínas, assim 

como, o provimento de aminoácidos essenciais e a formação de substâncias bioativas 

(YAZDI; CORREDIG, 2012). Apresentam raio médio de cerca de 100 nm e o seu 

tamanho é limitado diretamente pela κ-caseína, que contribui para a repulsão 

eletrostática entre as micelas e impede que elas formem agregados. Este processo 

ocorre devido à formação de um diferencial eletrostático na superfície da micela, 

causado pela κ-caseína. A variação na carga líquida das micelas diminui com a 
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redução do pH do meio até seu ponto isoelétrico (pH 4,6), o que faz com que ocorra 

a formação de agregados (GONZALEZ-JORDAN et al., 2015). 

 

Figura 1 – Frações, submicela e micela de caseína. 

 

Fonte: Faria, 2011. 

 

O caseínato de sódio é obtido após precipitação da caseína no seu ponto 

isoelétrico e, como consequência, se têm a remoção do fosfato de cálcio. Em seguida, 

a caseína é novamente solubilizada por meio da adição de hidróxido de sódio (NaOH) 

até pH próximo à neutralidade. Isto faz com que haja a formação de submicelas com 

raio de 10 nm devido a força iônica e consequentemente têm-se o aumento da turbidez 

(THOMAR; NICOLAI, 2015). 

As frações αs1- e αs2-, correspondem a 40% e 10%, respectivamente, de toda 

a caseína presente no leite. Estas frações são fosfoproteínas que apresentam grau 

variável de fosforilação e alta proporção de resíduos de prolina, que estão distribuídos 

ao longo da molécula. Devido a este fator, estas duas frações proteicas não 

apresentam um estrutura terciária bem definida e são constituídas 

predominantemente de estruturas secundárias significativas (α-hélice, β-folhas). 

Portanto, sua estrutura se torna mais flexível e aberta, consequentemente, mais 

sensíveis às proteases e peptidases (LISSON; LOCHNIT; ERHARDT, 2014).  

As frações proteicas da caseína apresentam domínios hidrofóbicos e 

hidrofílicos distintos. Por exemplo, a fração αs1-, apresenta um peptídeo, altamente 

ácido, composto por 40 aminoácidos e que contém sete dos oito grupos de fosfato 

presentes nesta fração, além de 12 grupos carboxílicos. A região N-terminal altamente 

carregada da fração β- contém quatro dos cinco grupos fosfatos existentes na 
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molécula e sete grupos carboxílicos. Já a κ-caseína, apresenta apenas um grupo 

fosfato e 14 grupos de ácidos carboxílicos localizados na região C-terminal hidrofílica 

de um glicomacropeptídeo. Essas interações entre grupos fosfatos e carboxílicos 

conferem o grau de hidrofobicidade das frações de caseína (ELZOGHBY; EL-FOTOH; 

ELGINDY, 2011). 

A principal diferença entre a caseína de origem bovina e a de origem caprina, 

está relacionada ao polimorfismo genético associado principalmente ao gene CSN1S1 

que codifica a fração αs1- da caseína caprina. Consequentemente são geradas 

influências no processo de coagulação do leite, bem como na redução de alergias 

associadas ao consumo de leite caprino (BALLABIO et al., 2011; PAZZOLA et al., 

2014). Dan et al. (2016) relatam também que o gene CSN2 exerce influência na 

regulação da expressão das proteínas presentes no leite caprino. 

A caseína proveniente do leite de cabra possui alta variabilidade qualitativa, 

como consequência da diferença que existe no processo de expressão da proteína. 

Essa variabilidade é causada pelo polimorfismo estrutural dos genes relacionados à 

síntese da caseína, que também apresenta modificações pós traducionais 

(MONTALBANO et al., 2016). Neste sentido, a baixa concentração da fração αs1- da 

caseína caprina, em comparação à fração similar da caseína bovina corresponde ao 

principal fator para a substituição do leite de vaca pelo leite de cabra em lactentes e 

pacientes alérgicos (HAM et al., 2010). 

As semelhanças e diferenças no perfil de aminoácidos tanto entre as caseínas 

caprina e bovina, quanto dentro das frações de caseína caprina, podem ser 

encontradas a partir de diversos estudos, através do UniProt (Universal Protein 

Resource www.uniprot.org). 

  

3.2. Proteases 

Proteases, ou peptidases, são enzimas responsáveis por degradar as proteínas 

em pequenos segmentos, por meio de clivagem das ligações peptídicas. Estas 

enzimas estão envolvidas em diversos processos fisiológicos e são consideradas 

moléculas críticas para o funcionamento normal de todas as células e organismos, o 

que inclui mecanismos de diferenciação celular, apoptose, mecanismos reguladores, 

processos de cicatrização, senescência, necrose e resposta imune (BARRETT; 

RAWLINGS, 2007; DADSHAHI et al., 2016; HOMAEI; LAVAJOO; SARIRI, 2016).  

http://www.uniprot.org/


36 
 

As proteases pertencem ao grupo de enzimas denominadas de hidrolases, ou 

seja, para que as reações ocorram e o produto seja liberado se faz necessário no meio 

de reação à presença da água. Durante a realização de hidrólise das ligações 

peptídicas, ocorre à transferência do produto formado para a água. Esse processo 

proteolítico resulta em mudança específica da função da proteína, o que representa 

um importante mecanismo biológico (LÓPEZ-OTIN; OVERALL, 2002). 

Estas enzimas podem ser classificadas de acordo com a sua especificidade de 

ligação no processo de catálise (Figura 2). Aquelas que atuam nas extremidades das 

cadeias polipeptídicas são denominadas de exopeptidases, em comparação às 

endopeptidases, as quais apresentam atividade catalítica em regiões mais internas. 

Da interação e atuação das exopeptidases sob os grupos amino-terminal e carboxi-

terminal, pode-se obter a liberação de um único aminoácido, um dipeptídeo ou um 

tripeptídeo. Os aminoácidos próximos às ligações peptídicas cliváveis, em ambos os 

lados, representam o principal fator determinante para a atuação das endopeptidases 

(TAVANO, 2013). 

Além disso, as proteases são agrupadas com base no mecanismo catalítico de 

seu sítio ativo em classes distintas, de acordo com a especificidade da enzima aos 

resíduos de aminoácidos ou íons metálicos presentes. Dessa forma, pode-se 

considerar como principais as serina proteases, treonina proteases, cisteína 

proteases, aspártico proteases, glutâmico proteases e metaloproteases. Em geral, as 

proteases também podem ser classificadas apenas pelo seu pH ótimo, em ácidas, 

neutras ou alcalinas (CASTRO et al., 2011). 

 
Figura 2 – Classificação de proteases de acordo com sua região de catálise. 

 

Fonte: Moffitt et al. (2010). 
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Estas singularidades, entre os diversos tipos de enzimas proteolíticas, tornam 

viáveis as possibilidades de ativação ou inativação enzimática por pequenas 

moléculas específicas, que são de grande importância na pesquisa científica, assim 

como diversos compostos biológicos especializados, essenciais para a manutenção e 

equilíbrio de ação das proteases em todos os organismos vivos (YIKE, 2011).  

Devido ao seu vasto potencial biotecnológico, as proteases representam 60% 

do total de enzimas produzidas pela indústria e são utilizadas extensivamente em 

diversos segmentos industriais, como no alimentício, detergentes, couro e 

farmacêutico. Vale considerar que, estas enzimas podem ser obtidas de três fontes 

distintas: microbiana; vegetal e animal (HERNÁNDEZ-MARTÍNEZ et al., 2011; UYAR 

et al., 2011; DADSHAHI et al., 2016). 

As proteases são utilizadas de formas diferentes dependendo do seu tipo de 

aplicação, ou seja, as proteases utilizadas na indústria farmacêutica, diferem das 

aplicadas nas indústrias de alimento e de detergente. Na indústria farmacêutica, por 

exemplo, as proteases são produzidas em quantidades reduzidas e passam por 

processos de purificação até atingirem altos graus de pureza, antes de serem 

introduzidas no mercado. Já para a grande maioria das outras indústrias estas 

enzimas são produzidas em elevadas quantidades, e utilizadas até mesmo na forma 

de extrato bruto (HOMAEI; LAVAJOO; SARIRI, 2016) 

Os micro-organismos se apresentam como uma excelente fonte de proteases, 

por sua ampla diversidade bioquímica e sua susceptibilidade à manipulação genética. 

A produção enzimática é diretamente influenciada pelos componentes do meio (fontes 

de carbono e nitrogênio), metais, pH, temperatura, oxigênio dissolvido e tempo de 

incubação (HADDAR et al., 2010). Além disso, proteases de origem microbiana são 

consideradas excelentes substitutas, por exemplo, no processo de coagulação do leite 

e hidrólise das caseínas. Isso se deve a sua disponibilidade, estabilidade e 

capacidade de produção a partir de substratos baratos para a fermentação, o que as 

torna moléculas de baixo custo (MERHEB-DINI et al., 2010). 

 

3.3. Mecanismo de ação das proteases 

 O mecanismo de catálise nas serina, treonina e cisteína proteases, utiliza como 

nucleófilo responsável pelo ataque das ligações peptídicas dos seus substratos 

específicos, o resíduo de aminoácido dominante presente no sitío ativo de onde são 

derivadas as suas nomenclaturas. Já no caso das metalo, aspártico e glutâmico 
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proteases, estas utilizam como nucleófilo, uma molécula ativada de água (LÓPEZ-

OTÍN; BOND, 2008).   

As serina proteases correspondem à maior família de proteases existentes e 

estão envolvidas em diversos processos fisiológicos. Seu sítio ativo apresenta como 

nucleófilo a serina, além de resíduos de histidina e ácido aspártico que completam a 

tríade catalítica. Entretanto, em algumas serina proteases o nucleófilo é combinado 

apenas com um resíduo de lisina ou histidina, formando uma díade catalítica. Ou, em 

alguns casos, a serina pode ser combinada com um par de resíduos de histidina para 

formar uma nova tríade catalítica. Nesta classe de enzimas, o nucleófilo ataca a 

porção carbonila da ligação peptídica e forma um intermediário acil-enzima. Além 

disso, o sítio catalítico pode ser inativado por inibidores específicos como o fluoreto 

de fenilmetanosulfonil (PMSF). Funcionalmente, participam de reações pós-

transducionais das cadeias polipeptídicas e atuam em sua maioria, como 

endopeptidades na ativação de zimogênios, como é o caso da tripsina (PAGE; DI 

CERA, 2008). 

As treonina proteases, possuem uma tríade catalítica semelhante a da serina 

protease, mas, com uma composição diferente, constituída por resíduos de lisina, 

ácido glutâmico e treonina como nucleófilo. Neste caso, o grupo hidroxilo do resíduo 

de treonina desempenha o papel de receptor de prótons, papel realizado pela histidina 

no caso das serina proteases. As treonina proteases são consideradas como 

hidrolases nucleófilas N-terminais, ou seja, o sítio ativo está localizado na porção N-

terminal de sua estrutura. O exemplo mais conhecido desta classe de enzimas é uma 

estrutura denominada de proteossoma que está presente dentro das células e é 

responsável por clivar grandes proteínas intracelulares, o que facilita assim a 

reciclagem dos aminoácidos (WLODAWER, 1995; MOFFITT; MARTIN; WALKER, 

2010). 

As cisteína proteases estão entre as principais proteases encontradas em vírus, 

bactérias, protozoários, plantas (papaína) e mamíferos em geral. Estas enzimas agem 

em sua maioria como endopeptidases, porém, algumas cisteína proteases atuam 

exclusivamente como exopeptidases. Além disso, apresentam um mecanismo 

catalítico semelhante às serina proteases. Seu sítio ativo é composto por um grupo 

sulfidrila de um resíduo de cisteína como nucleófilo e sua atividade depende de uma 

díade de cisteína e histidina, na qual o resíduo de histidina funciona como doador de 

prótons e base geral. Neste caso, o grupo imidazol da histidina polariza o grupo 
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sulfidrila da cisteína e permite a desprotonação, mesmo em condições de pH neutro 

ou ligeiramente ácido, para que ocorra a ativação do nucleófilo (OTTO; 

SCHIRMEISTER, 1997; OLIVER-SALVADOR et al., 2011). 

As metaloproteases apresentam grande importância biológica do ponto de vista 

médico e estão envolvidas em processos como proliferação e diferenciação celular, 

migração e remodelagem da matriz extracelular e vascularização. Sua atividade 

catalítica depende da presença de íons metálicos divalentes, principalmente o zinco, 

ou seja, se no meio reacional houver outro tipo de íon metálico, estas enzimas podem 

ter sua atividade inibida. A inibição pode ocorrer também pela presença de agentes 

quelantes como o ácido etilenodiamino tetracético (EDTA). Outros íons divalentes 

como o Co2+ e Mn2+, também podem ser utilizados para a ativação do sítio catalítico. 

Os íons metálicos estão ligados em uma conformação quase tetraédrica no sítio ativo, 

onde, três resíduos de aminoácidos carregados estão ligados ao núcleo metálico, 

juntamente com uma molécula de água utilizada para a hidrólise. As metaloproteases 

podem atuar como exopeptidases na remoção de grupos amino-terminal ou carboxi-

terminal, ou, como endopeptidases como é o caso das metaloproteases de matriz 

(MMPs) (MOFFITT; MARTIN; WALKER, 2010). 

As aspártico proteases, também conhecidas como proteases ácidas, 

apresentam em seu sítio ativo uma díade catalítica formada por dois resíduos de 

aspartato. Suas cadeias laterais carboxiladas estão envolvidas no processo catalítico. 

Estas enzimas, em geral, apresentam atividades em condições ácidas de pH, como é 

o caso da pepsina e da renina, por causa da necessidade do seu mecanismo de 

catálise expressar um dos seus resíduos de aspartato protonado e o outro 

desprotonado. Neste mecanismo, ocorre o ataque nucleofílico de uma molécula de 

água no grupo carbonilo da ligação peptídica, com a formação de um intermediário 

gem-diol tetraédrico. A desprotonação da molécula de água é feita pelo resíduo 

aspartil desprotonado e, a protonação do oxigênio presente no grupo carbonilo 

clivável, pelo resíduo de aspartil protonado. A pepstatina A é utilizada como inibidor 

para essa classe de enzimas, uma vez que, a hidroxila presente em um de seus 

aminoácidos substitui a molécula de água no sítio ativo e permite que ocorra a 

clivagem da ligação peptídica. Estas enzimas agem apenas como endopeptidases e 

são alvos terapêuticos para o tratamento de doenças como AIDS e Alzheimer 

(SUSSMAN et al., 2013). 
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Enzimas da família glutâmico proteases foram recentemente descobertas, 

como é o caso da “scytalido glutâmico peptidase”, primeira enzima classificada dentro 

desta família. Esta enzima apresenta uma estrutura terciária composta por duas 

cadeias antiparalelas e uma díade catalítica composta pelos resíduos Glicina53 

(Gln53) e Glutamina136 (Glu136). O mecanismo catalítico mais provável envolve o 

ataque nucleofílico de uma molécula de água ativada pela base geral (Glu136), ao 

átomo de carbono do grupo carbonilo, para a formação de um intermediário 

tetraédrico. A estabilização eletrofílica do complexo de transição é realizada pelo 

grupo amino da cadeia lateral da Gln53 e a protonação do nitrogênio envolvido na 

ligação peptídica é realizada pelo grupo carboxila protonado da Glu136. 

Biologicamente, este grupo de enzimas atua, por exemplo, sob moléculas de insulina 

e angiotensina (ODA, 2012). 

 

3.4. Peptídeos biologicamente ativos 

Substâncias provenientes de alimentos, que apresentam atividades biológicas, 

correspondem aos nutrientes presentes nos alimentos ingeridos que podem auxiliar 

processos e funções regulatórias no organismo humano ou animal, 

independentemente de suas propriedades nutricionais (MEISEL; BOCKELMANN, 

1999) 

A hidrólise que ocorre nas proteínas é fundamental para melhorar suas 

propriedades funcionais, imunológicas, sensoriais e bioativas, o que torna os 

hidrolisados proteicos, substâncias com maior valor agregado em comparação a sua 

proteína nativa. Desta forma, o grau e o tipo de hidrólise enzimática estão diretamente 

relacionados com as propriedades das proteínas que foram hidrolisadas (CHEISON 

et al., 2009). 

Peptídeos biologicamente ativos podem ser liberados tanto durante o processo 

de digestão gastrointestinal das proteínas presentes nos alimentos, quanto pela 

utilização de enzimas proteolíticas exógenas. Estas moléculas são definidas em geral 

como sequências curtas de aminoácidos (2-20) que exercem benefícios fisiológicos 

quando consumidas. Além disso, a utilização de enzimas endógenas (fora do 

processo digestivo) e exógenas, é capaz de gerar resultados satisfatórios devido à 

especificidade da reação e a obtenção de produtos com características físicas e 

funcionais determinadas, sem que ocorra danos ou destruição de aminoácidos 

(RODRIGUÉZ-DÍAZ et al., 2011). 
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Peptídeos bioativos derivados de caseína apresentam diversas atividades 

biológicas e auxiliam várias funções fisiológicas dos organismos. Atividades 

antimicrobianas e antioxidantes, funções anticoagulantes, anti-hipertensivas e 

imunomoduladoras são descritas para estas moléculas. Estas substâncias são obtidas 

principalmente por hidrólise enzimática e frequentemente adicionadas nos alimentos, 

para uma melhoria funcional das suas propriedades nutricionais. Muitas enzimas 

como a tripsina, quimotripsina e pepsina, são utilizadas para hidrolisar caseínas e 

obter peptídeos bioativos essenciais (SU et al., 2012). 

Ultimamente, em decorrência dos benefícios específicos de peptídeos 

associados à saúde, como por exemplo, a redução dos processos de alergia, a 

utilização destes compostos em alimentos funcionais e bebidas, tanto para a 

suplementação de proteína, quanto para a utilização clínica, tem aumentado de forma 

considerável (RAO et al., 2012). 

 

3.4.1. Peptídeos antimicrobianos 

Os peptídeos antimicrobianos (PAMs) são geralmente moléculas catiônicas 

que contém de 12 a 50 resíduos de aminoácidos, que interagem com os fosfolipídios 

aniônicos da membrana microbiana, o que confere seletividade a estes peptídeos. 

Além da seletividade, a rara indução à resistência microbiana e a capacidade de 

sinergia com antibióticos convencionais tornam os PAMs atrativos, como agentes 

antimicrobianos (PALUMBO et al., 2010). Estas moléculas podem retardar o 

crescimento de bactérias e possuem papel importante no sistema de defesa de muitas 

espécies animais (WU et al., 2013). 

Apresentam diferentes comprimentos, sequência de aminoácidos, cargas 

aniônicas ou catiônicas e diferenças estruturais. Apesar dessas diversidades, essas 

moléculas possuem algumas características em comum, como por exemplo, a 

natureza anfipática dos seus sítios ativos. Devido as suas propriedades 

antimicrobianas de largo espectro, estes peptídeos foram rapidamente propostos 

como substâncias com ação antimicrobiana para o tratamento de infecções causadas 

por bactérias resistentes a antibióticos (BROGDEN; BROGDEN, 2011). 

A caseicidina é um dos primeiros peptídeos antimicrobianos descritos e 

purificados que apresentou efeito de inibição contra estirpes de Staphylococcus spp., 

Sarcina spp., Bacillus subtilis, Diplococcus pneumoniae e Streptococcus pyogenes 

(SILVA; MALCATA, 2005). A israicidina, derivada da fração αS1-da caseína (F1-23: 
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Arg-Pro-Lis-His-Pro-Ile-Lis-His-Gln-Gli-Leu-Pro-Gln-Glu-Val-Leu-Asn-Glu-Asn-Leu-

Arg-Phe) apresenta, além de atividade antimicrobiana, funções imunomoduladoras e 

podem atuar como peptídeo opióide no sistema nervoso. Portanto, como se pode 

observar, os efeitos dos peptídeos bioativos são encontrados dentro de sequências 

específicas das frações da caseína (PHELAN et al., 2009). 

Os PAMs adotam com frequência estruturas anfipáticas, com suas 

subunidades hidrofóbicas lado a lado, as quais correspondem a mais de 50% de seus 

aminoácidos constitutivos. Dessa forma, quando catiônicos e hidrofóbicos, tendem a 

ter maior facilidade em interagir e se inserir em paredes celulares aniônicas ou em 

membranas fosfolipídicas dos micro-organismos (BROWN; HANCOCK, 2006).  

Estes peptídeos podem ser classificados de acordo com seu desdobramento 

estrutural como α-hélice, folha-β, estendido e alça; e caracterizados de acordo com 

suas propriedades físico-químicas, tais como carga, hidrofobicidade, sequência e 

anfipaticidade (PETERS et al., 2010).  

A atividade antimicrobiana destes peptídeos pode ser resultado da perturbação 

da integridade da membrana celular por meio de interações eletrostáticas e 

hidrofóbicas que levam à formação de poros na membrana (HUANG; HUANG; CHEN, 

2010). 

Alguns modelos de inserção e permeabilização das membranas plasmáticas 

dos micro-organismos pelos PAMs foram criados a fim de explicar o mecanismo de 

ação que confere aos peptídeos o caráter antimicrobiano. É conhecido que em etapa 

anterior à inserção dos peptídeos nas membranas plasmáticas dos micro-organismos 

há a atração destes pela membrana, em que os PAMs catiônicos são 

eletrostaticamente atraídos pelas cargas negativas do envelope externo de bactérias 

Gram-negativas; e dos fosfolipídios aniônicos e grupos fosfatos na superfície das 

bactérias Gram-positivas (BROGDEN, 2005).  

Existem três modelos propostos pela literatura. O modelo barrel stave (Figura 

3) ocorre pela fixação dos peptídeos em hélice nas membranas plasmáticas, na qual 

há a formação de um feixe na membrana com um lúmen central, o que se assemelha 

a um barril, onde as regiões hidrofóbicas dos peptídeos se alinham com o núcleo 

lipídico da bicamada da membrana, ao passo que a face hidrolítica do peptídeo forma 

a porção interna de um poro aquoso (BROGDEN, 2005). Esse tipo de mecanismo leva 

à morte da célula por extravasamento do conteúdo celular (NASCIMENTO et al., 

2003).  
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Figura 3 – Modelo barrel stave de atividade antimicrobiana. 

 

Fonte: Brogden (2005). 

 

Já no modelo carpet (Figura 4) há o acúmulo de peptídeos na superfície da 

bicamada, que se orientam paralelamente à superfície da membrana e são atraídos 

eletrostaticamente por elas, de modo que sua porção hidrofílica sofra atração pelas 

cabeças aniônicas dos grupos fosfolipídicos em inúmeros locais que recobrem a 

superfície da membrana, formando uma espécie de tapete. Em altas concentrações 

de peptídeos, estes são orientados paralelamente à superfície e então reorientados, 

de forma que sua porção hidrofílica se direcione ao centro hidrofóbico da membrana 

e, ainda mantenha contato com as cabeças aniônicas dos grupos fosfolipídicos 

(BROGDEN, 2005). Semelhante a uma ação detergente que leva à formação de 

micelas, os peptídeos causarão perturbação na bicamada, com a desagregação da 

membrana (NASCIMENTO et al., 2003).  
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Figura 4 – Modelo carpet de atividade antimicrobiana. 

 

Fonte: Brogden (2005). 

 

Em relação ao modelo toroidal (Figura 5), os peptídeos em α-hélice se orientam 

paralelamente à membrana e, após atingirem um limiar de concentração, inserem-se 

de forma perpendicular à camada lipídica, o que induz as monocamadas a se 

dobrarem de forma contínua através dos poros, de modo que o núcleo aquoso esteja 

revestido pelos peptídeos inseridos e pelas cabeças dos grupos lipídicos. Na 

formação do poro toroidal, as faces polares dos peptídeos associam-se com as 

cabeças polares dos grupos lipídicos. 

 
 

Figura 5 – Modelo toirodal de atividade antimicrobiana. 

 

Fonte: Brogden (2005). 
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Ao final do processo, ocorre a formação de um poro aquoso, seletivo a íons, 

cuja parede é constituída por monômeros do peptídeo intercalados com lipídios da 

membrana biológica. O modelo toroidal difere do barrel stave, pois, os monômeros 

dos peptídeos estão sempre associados às cabeças dos grupos lipídicos (BROGDEN, 

2005). Esses peptídeos com atividade antimicrobiana também podem ser 

caracterizados como multifuncionais, quando apresentam mais de uma atividade 

biológica, como por exemplo a atividade antioxidante (WU et al., 2013). 

 

3.4.2. Peptídeos antioxidantes 

Radicais livres são substâncias químicas capazes de existir de forma 

independente e apresentar um ou mais orbitais com elétrons desemparelhados 

gerados durante o metabolismo celular normal, ou influenciados pela exposição de 

fatores externos, como por exemplo, cigarro, poluentes do ar, raios-X e produtos 

químicos industriais. O metabolismo oxidativo é responsável por gerar tanto os 

radicais livres, quanto outras espécies reativas de oxigênio (ROS) (LAFARGA; 

HAYES, 2014). 

Uma gama de espécies reativas de oxigênio, que incluem radicais livres como 

o ânion superóxido (O2•), radicais hidroxila (•HO) e radicais não-livres, como o 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio singlete (1O2), podem ser formados no corpo 

humano e em alimentos (PERJÉS et al., 2012). Estes radicais não só induzem a 

peroxidação lipídica que causa deterioração de alimentos, mas também danos 

oxidativos em biomoléculas, que pode levar à morte da célula, dano tecidual e 

doenças crônicas como arteriosclerose, câncer, enfisema, cirrose e artrite (HE et al., 

2012).  

Antioxidantes são substâncias que atuam sob essas espécies reativas, para 

impedir suas ações, e são definidos como compostos que quando presentes em 

baixas concentrações em relação ao substrato oxidável são capazes de inibir ou 

retardar a sua oxidação. Antioxidantes naturais, como o ácido rosmarínico, catequina, 

tocoferóis, ácido ascórbico, entre vários extratos fenólicos advindos de plantas, são 

muito utilizados em alimentos processados, por exemplo. Contudo, a busca por 

antioxidantes naturais tem se estendido além dessas fontes tradicionais e vários 

estudos têm mostrado que peptídeos e hidrolisados protéicos de origem vegetal e 

animal podem possuir significativa atividade antioxidante (XUE et al., 2009).  
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Neste caso, peptídeos com atividades antioxidantes são capazes de inativar 

espécies reativas de oxigênio, eliminar os radicais livres, quelar metais, reduzir 

hidroperóxidos e eliminar oxidantes específicos dos alimentos. Estas moléculas são 

utilizadas como antioxidantes potencialmente multifuncionais, o que confere um 

aumento do valor nutricional das dietas. Fatores como, a fonte de proteína, tipo de 

enzima proteolítica e do processamento da hidrólise (pH, temperatura e tempo), são 

determinantes na composição de aminoácidos, sequência aminoacídica e 

consequentemente potencial de atividade antioxidante (CASTRO; SATO, 2014). 

O interesse em encontrar compostos antioxidantes encontra-se em constante 

crescimento ao longo dos anos, principalmente aqueles presentes em alimentos, pois 

estas substâncias podem proteger o corpo humano contra o ataque dos radicais livres 

e atrasar o progresso de muitas doenças crônicas, bem como impedir a oxidação 

lipídica em alimentos (KADRI et al., 2011).  

Das proteínas de origem animal, a caseína, bem como seus hidrolisados e 

peptídeos, é muito estudada quanto à atividade antioxidante. Alguns autores sugerem 

a importância de resíduos de leucina, que pode estar relacionada à eliminação de 

radicais (KIM; JANG; KIM, 2007; XIE et al., 2013), à atividade quelante de íons e à 

inibição da oxidação em lipídios (PHELAN et al., 2009). 

De forma geral, os 20 aminoácidos encontrados nas proteínas, possuem a 

capacidade de interagir com radicais livres se a energia destes for alta o suficiente. 

Entre os mais reativos estão os aminoácidos nucleofílicos que contém enxofre 

(cisteína e metionina), os aminoácidos aromáticos (triptofano, tirosina e fenilalanina) 

e a histidina por conter um grupamento imidazólico. Contudo, de forma isolada não 

são considerados eficazes como moléculas antioxidantes. Portanto, a atividade 

proteolítica pouco específica em alimentos tende a reduzir o potencial antioxidante 

das proteínas presentes nestas matrizes. A maior atividade antioxidante de peptídeos 

em comparação a aminoácidos livres ocorre pela maior estabilidade dos aminoácidos 

na cadeia para interagir com as moléculas de radicais livres e impedir que estas se 

propaguem (SAMARANAYAKA; LI-CHAN, 2011). 

Em geral, peptídeos antioxidantes derivados de alimentos apresentam massa 

molecular que varia entre 500-1800 Da e apresenta em sua maioria, resíduos de valina 

ou leucina na extremidade N-terminal, que por serem hidrofóbicos, se concentram na 

interface entre as camadas lipídicas e a fase aquosa, o que facilita o acesso e a 

eliminação dos radicais livres. Outros resíduos como prolina, histidina, tirosina, 
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triptofano, metionina e cisteína, também são importantes na sequência aminoacídica 

para esta atividade (SAMARANAYAKA; LI-CHAN, 2011). 

Peptídeos com atividade antioxidante podem ser obtidos por hidrólise e são 

afetados diretamente pelo tipo de hidrólise pela qual a proteína precursora foi 

submetida. Esses peptídeos podem ser produzidos a partir das seguintes formas: (a) 

hidrólise enzimática por enzimas digestivas, (b) fermentação de leite com culturas 

proteolíticas iniciadoras e; (c) proteólise através de enzimas produzidas por micro-

organismos ou plantas (KORHONEN, 2009). 

 

3.4.3. Peptídeos anti-hipertensivos 

Os distúrbios da pressão arterial corpórea representam um dos principais 

problemas de saúde na atualidade. Neste caso, a hipertensão arterial possui 

proporções epidêmicas e afeta aproximadamente cerca de 30% da população adulta 

mundial. Além disso, é considerada uma alteração fisiológica crônica que carrega um 

fator de risco para outras enfermidades, como por exemplo, a arterosclerose, infarto 

do miocárdio, acidente vascular cerebral e insuficiência renal (BALTI et al., 2015). 

A enzima conversora de angiotensina (ECA) é uma das principais moléculas 

responsáveis pela regulação da pressão arterial periférica e sua consequente 

homeostase eletrolítica. A ECA, uma dipeptidilcarboxipeptidase ancorada na 

membrana, encontra-se diretamente relacionada aos sistemas renina-angiotensina e 

calicreína-quinina, e é responsável pela conversão do dodecapeptídeo inativo 

angiotensina I ao octapeptídeo angiotensina II, um potente vasoconstritor. Além disso, 

a enzima ainda regula os níveis de peptídeos bioativos endógenos, como é o caso da 

bradiquinina, um nonapeptídeo que funciona como vasodilatador e é inibido pela ECA, 

e das encefalinas e substância P, moléculas inibidoras competitivas de substratos 

para a ECA (RAWENDRA et al., 2013; BALTI et al., 2015). 

Os medicamentos sintéticos como o captopril, enalapril e benazepril são 

amplamente utilizados para inibir a ECA e controlar a pressão arterial. Entretanto, 

podem apresentar efeitos secundários, como reações alérgicas, erupções cutâneas e 

alterações do paladar. Desta forma, é de fundamental interesse a descoberta de 

novas moléculas inibidoras da ECA que possam ser utilizadas de forma alternativa ou 

como coadjuvantes às drogas sintéticas (RAWENDRA et al., 2013). 

Em geral, a maioria dos peptídeos que apresentam atividade inibidora da ECA 

possuem entre 2 e 12 aminoácidos, uma vez que estudos de cristalografia realizados 
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por Natesh et al. (2003), demonstraram que o sítio ativo da enzima não é capaz de se 

acoplar a moléculas peptídicas grandes. 

A intensidade da atividade anti-hipertensiva está diretamente relacionada à 

estrutura do peptídeo e, a sequência dos três primeiros aminoácidos presentes na 

porção C-terminal desempenha a principal resposta na ligação com o sítio ativo da 

ECA. Neste sentido, aminoácidos hidrofóbicos ou aromáticos de cadeia lateral 

ramificada são preferíveis na extremidade C-terminal para que ocorra a ligação 

competitiva. Foi demonstrado que a inibição da ECA é mais eficaz quando há 

presença de aminoácidos como tirosina, fenilalanina, triptofano, prolina, isoleucina e 

valina, além de resíduos de leucina, que aumentam significativamente o processo de 

inibição da ECA. Dados da literatura demonstram ainda que o potencial positivo de 

resíduos de arginina e lisina também contribuem para potencializar este efeito inibidor 

(HERNÁNDEZ-LEDESMA; CONTRERAS; RECIO, 2011). 

Os principais peptídeos descritos que apresentam elevada atividade de inibição 

da ECA são o IPP e o VPP, peptídeos derivados da fração β-caseína a partir da 

fermentação de Lactobacillus helveticus (NAKAMURA et al., 1995; HERNÁNDEZ-

LEDESMA et al., 2014).  

Os peptídeos inibidores de angiotensina desempenham um importante papel 

fisiológico na regulação da hipertensão, pois, uma vez que a concentração de 

angiotensina diminui no sistema circulatório, têm-se consequentemente uma 

diminuição na pressão arterial. Algumas evidências sugerem que, o aumento na 

ingestão de proteínas, reduz a pressão sanguínea, o que fundamenta as alternativas 

não-farmacológicas tanto para a prevenção, quanto para o controle da pressão arterial 

sistêmica, um dos mais importantes fatores de risco de doenças cardiovasculares 

(COSTA; GONTIJO; NETTO, 2007; WU et al., 2013). 

 

3.5. Peptídeos derivados da caseína também podem apresentar efeitos 

nocivos 

 As proteínas presentes no leite já são bem estudadas e apontam 

cientificamente tanto efeitos benéficos, quanto, efeitos nocivos (Tabela 1). Um 

exemplo claro de efeito prejudicial é encontrado no peptídeo denominado de 

casomorfina, o qual apresenta ação análoga a um opióide que atua como liberador de 

histamina. Existem diversos tipos de casomorfinas que diferem basicamente pelos 

seus efeitos narcóticos. A β-casomorfina foi apontada como uma molécula que é 
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capaz de aumentar os sintomas de doenças como autismo e esquizofrenia (JINSMAA; 

YOSHIKAWA, 1999; EFSA, 2009).  

 

Tabela 1 – Peptídeos bioativos derivados de proteínas do leite.  

Peptídeo Bioativo Proteína Precursora Bioatividade 

Casomorfinas α-, β-Caseína Opióide agonista 

α-Lactorfinas α-Lactalbumina Opióide agonista 

β-Lactorfinas β-Lactoglobulina Opióide agonista 

Lactoferroxinas Lactoferrina Opióide antagonista 

Casoxinas κ-Caseína Opióide antagonista 

Casoquininas α-, β-Caseína ECA-inibidor 

Lactoquininas 
α-Lactalbumina, 

β-Lactoglobulina, albumina sérica 
ECA-inibidor 

Imunopeptídeos α-, β-Caseína Imunomodulador 

Lactoferricina Lactoferrina Antimicrobiano 

Caseicidina αS2-Caseína Antimicrobiano 

Israicidina αS1-Caseína Antimicrobiano 

Casoplatelinas κ-Caseína Antrombótico 

Fosfopeptídeos α-, β-Caseína Quelante mineral 

Fonte: Meisel; Bockelmann. (1999).  

 As casomorfinas podem ser liberadas através do processo de digestão 

gastrointestinal ao ingerir a proteína do leite β-caseína A1. Neste contexto, vale 

salientar que existem duas variantes genéticas da β-caseína, denominadas de A1 e 

A2 (Figura 6). Estas proteínas diferenciam-se pela troca, na posição 67, do 

aminoácido histidina (A1) por prolina (A2). Um ou ambos os tipos desta proteína 

podem ser expressos no leite de vaca, o que depende da composição genética dos 

animais individuais. Também estão associados ao leite do tipo A1, distúrbios 

gastrointestinais e supressão na proliferação dos linfócitos. O tipo β-caseína A1 é o 

mais comum encontrado no leite de vaca na Europa (exceto a França), Estados 

Unidos, Austrália e Nova Zelândia. Entretanto, a β-caseína expressa em humanos, 

cabras, ovelhas e búfalas são consideradas como “A2-like”, ou seja, não apresentam 

a liberação de casomorfinas no processo de digestão gastrointestinal (JIANQIN et al., 

2016). 
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Figura 6 – Liberação de casomorfina a partir da β-caseína A1 do leite de vaca. β-caseína A1 
e A2 são variantes genéticas da proteína β-caseína do leite de vaca e se diferem por um 
aminoácido (A2 = Pro, A1 = His). 

 

 

Para identificar estas duas variantes um teste genético foi desenvolvido pela 

“a2 Milk Company”, que determina se uma vaca produz leite com a proteína β-caseína 

do tipo A2 ou A1. Este teste permite que a empresa certifique os produtores de leite 

como produtor predominante de proteína de β-caseína A2 em seu leite. 

A “a2 Milk Company”, por meio de melhoramento genético animal desenvolveu 

animais produtores do “leite A2” (leite de vaca), que contém predominantemente o tipo 

A2 da β-caseína. Este tipo de leite está licenciado e é comercializado pela “a2 Milk 

Company” e vendido principalmente na Austrália, Nova Zelândia, China, Estados 

Unidos e Reino Unido. A "a2 milk" é uma marca registrada, mas o nome é 

frequentemente empregado para discutir leite com predominância de β-caseína A2. 

Nos Estados Unidos, uma dieta sem glúten e sem caseína (leite e derivados) 

foi recomendada em conferências para pais de crianças com autismo. Em livros, sites 

e grupos de discussão há relatos que descrevem os benefícios dessa dieta contra o 

autismo, especialmente no desenvolvimento da interação social e habilidades verbais 

desses pacientes (MILLWARD et al., 2004). No entanto, estes estudos podem ainda 

não ser definitivos, por apresentarem algumas dúvidas, uma vez que esses peptídeos 

não puderam ser detectados nas amostras de urina dessas crianças (EFSA, 2009). 
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Resumo: Os fungos filamentosos Penicillium decumbens URM 6018, Aspergillus 

viride-nutans URM 6629, Mucor guilliermondii URM 5848, Mucor subtilissimus URM 

4133 e Mucor sp. URM 4146, foram selecionados para hidrolisar a caseína caprina. 

Para esta finalidade, planejamentos fatoriais 23 foram utilizados. Os ensaios com as 

proteases sintetizadas pelos fungos Mucor subtilissimus URM 4133 e Mucor 

guilliermondii URM 5848 obtiveram os maiores valores de grau de hidrólise (GH), o 

que variou entre 71,81%±5,91 e 71,54%±0,66, respectivamente. Os peptídeos 

liberados foram analisados quanto às suas atividades biológicas e apresentaram 

atividade antimicrobiana frente a todas as bactérias Gram-negativas nas frações entre 

3 kDa e 10 kDa. Para a atividade antioxidante a fração de hidrolisados provenientes 

da ação da protease do fungo Mucor guilliermondii URM 5848 apresentou 100% de 

sequestro do radical livre ABTS+•. Já para a atividade anti-hipertensiva os hidrolisados 

do Mucor guilliermondii URM 5848 e do Mucor subtilissimus URM 4133 foram capazes 

de inibir a ECA com valores de 19,47%±0,06 e 15,91%±0,01, respectivamente para 

as frações < 3 kDa. 
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Palavras-chave: Grau de hidrólise, planejamentos fatoriais, peptídeos bioativos. 

 

1. INTRODUÇÃO 

O leite caprino possui propriedades biológicas específicas em comparação ao 

leite de vaca e ao leite humano, como por exemplo, menor tamanho de glóbulos de 

gordura, alcalinidade distinta e alta capacidade de tamponamento. Com relação às 

proteínas presentes no leite de cabra, estas também apresentam uma melhor 

digestibilidade, consequentemente, ocorre uma maior absorção dos aminoácidos em 

comparação ao leite de vaca (AHMED et al., 2015). 

A produção de leite de origem não bovina tem aumentado de forma simultânea 

ao redor do mundo e corresponde a cerca de 15% da produção mundial. Esse 

crescimento também encontra-se atrelado ao aumento de interesses culturais, 

ecológicos e econômicos (RANI; POOJA; PAL, 2017). Tendo em vista que, a maior 

parte do leite não bovino e seus derivados apresentam além de suas funções 

nutricionais, diversas propriedades terapêuticas, os peptídeos biologicamente ativos 

presentes nas proteínas do leite de cabra, como a caseína, se destacam por 

apresentarem funções antimicrobianas (OSMAN et al., 2016), antioxidantes 

(SMIALOWSKA; MATIA-MERINO; CARR, 2017) e anti-hipertensivas 

(TAGLIAZUCCHI et al., 2017).  

A caseína, proteína predominante no leite, é composta por um grupo 

heterogêneo de fosfoproteínas que estabilizam o fosfato de cálcio em estruturas 

micelares e dividida em quatro frações principais (αs1-, αs2-, β- e κ-caseína) (NAIR et 

al., 2014). A hidrólise que ocorre nestas proteínas é fundamental para melhorar suas 

propriedades funcionais, imunológicas, sensoriais e bioativas, o que torna os 

hidrolisados proteicos substâncias com maior valor agregado em comparação a sua 

proteína nativa (CHEISON et al., 2009).  

Esta hidrólise é responsável por liberar peptídeos bioativos e pode ser realizada 

tanto durante o processo de digestão gastrointestinal das proteínas, quanto através 

da via proteolítica de enzimas exógenas provenientes de micro-organismos ou de 

fontes vegetais (BRUNO et al., 2010). A utilização de proteases endógenas fora do 

processo digestivo, ou de proteases exógenas, é capaz de gerar resultados mais 

vantajosos devido a especificidade da reação e a obtenção de produtos com 



64 
 

características físicas e funcionais determinadas, sem que ocorra danos ou destruição 

de aminoácidos (RODRIGUÉZ-DÍAZ et al., 2011). 

As enzimas proteolíticas produzidas por micro-organismos, como os fungos 

filamentosos, são muito utilizadas em vários tipos de indústrias (alimentícia, 

farmacêutica, detergentes) para a hidrólise de proteínas com diversas finalidades. No 

caso da indústria de alimentos, estas enzimas são utilizadas principalmente, para 

promover a melhoria do valor nutricional e funcional dos produtos comercializados, 

como é o caso da caseína e do soro de leite hidrolisados (SOUZA et al., 2015). 

Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a capacidade das 

enzimas proteolíticas produzidas por diferentes espécies de fungos filamentosos na 

hidrólise da caseína caprina, bem como, o potencial dos peptídeos liberados em 

desempenhar atividades biológicas antimicrobianas, antioxidantes e anti-

hipertensivas. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1.  Micro-organismos 

A partir de um banco de micro-organismos com 70 fungos filamentosos, 

disponibilizados pela Micoteca URM do Departamento de Micologia/Centro de 

Biociências da Universidade Federal de Pernambuco, descritos como produtores de 

proteases, foi feito um levantamento bibliográfico daqueles que não apresentam 

produção de micotoxinas, o que resultou em um número de 12 espécies utilizadas 

inicialmente. As cinco espécies que apresentaram maior produção de enzimas 

proteolíticas foram selecionadas para dar continuidade ao trabalho. Estes fungos 

foram mantidos em tubos de ensaio com o meio de cultura ágar extrato de malte e 

repicados a cada trinta dias. O meio de cultura utilizado para esporulação foi o batata 

dextrose ágar (BDA). 

 

2.2.  Produção de proteases 

Para a seleção dos cinco melhores fungos produtores de proteases, foi utilizado 

o meio de produção MS-2 descrito por Porto, Campos-Takaki e Lima Filho (1996), 

modificado. O meio foi composto por extrato de soja (1,5%), farelo de trigo (0,5%), 

K2HPO4 (0,435%), MgSO4.7H2O (0,06%) e glicose (0,25%). O inóculo foi padronizado 

a 106 esporos.mL-1 e os meios de produção realizados em triplicata. As fermentações 

ocorreram em frascos Erlenmeyers de 125 mL de capacidade, que continham 25 mL 
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do meio de fermentação esterilizados a 121 °C, por 20 minutos. Após a inoculação, 

os sistemas foram mantidos em incubadora refrigerada sob agitação (150 rpm) por 96 

horas a 37 °C. Transcorrido este período, foram filtrados e centrifugados (4000 x g) a 

4 °C e o sobrenadante denominado como extrato enzimático bruto, posteriormente 

utilizado para as determinações analíticas.  

 

2.3. Atividade proteolítica e proteína total 

A determinação da atividade proteolítica ocorreu de acordo com o método 

descrito por Leighton et al. (1973), utilizando a azocaseína 1% (m/v), diluída em 

tampão Tris-HCl 0,2 M, pH 7,2, como substrato. A reação foi realizada em microtubos 

de 2 mL, onde, 60 μL do extrato enzimático foram adicionados a 100 μL do substrato 

com incubação na ausência de luz durante 1 hora. Posteriormente, 480 μL de ácido 

tricloroacético 10% (m/v) foram adicionados a mistura reacional e os microtubos 

centrifugados durante 5 minutos a 3000 x g e 4 ºC. Logo após, 320 μL do 

sobrenadante foram misturados a 560 μL de hidróxido de sódio 1 M. A atividade 

enzimática foi definida como a variação de 0,01 na absorvância a 440 nm em 

espectrofotômetro durante uma hora. As dosagens enzimáticas foram expressas em 

U.mL-1, e todos os ensaios realizados em triplicata. 

Para determinar as proteínas totais das amostras foi utilizado o método descrito 

por Bradford (1976). Neste caso, 50 μL do extrato enzimático, foram adicionados a 1,5 

mL do reagente de Bradford. A curva de calibração foi preparada com soro albumina 

bovina (BSA) como padrão, processada em uma gama de concentrações (10-1000 

μg.mL-1). Estas soluções foram submetidas à leitura em espectrofotômetro a 595 nm. 

As dosagens de proteína foram expressas em mg.mL-1 e todos os ensaios realizados 

em triplicata. 

 

2.4. Preparação da caseína caprina 

O leite cru foi obtido de um rebanho leiteiro de cabras da raça Saanen do Capril 

Rio Preto, localizado no município de São José do Rio Preto – SP e imediatamente 

armazenado a 4 °C. O processo de obtenção da caseína caprina, na forma de 

caseínato de sódio, ocorreu por meio da metodologia proposta por Egito et al. (2006). 

 Inicialmente, o leite foi desnatado por centrifugação (2100 x g por 30 min a 32 

°C) e a caseína total, preparada mediante precipitação isoelétrica em pH 4,2 com HCl 

1 M. O precipitado foi obtido pela centrifugação a 2200 x g por 20 min, a 10 °C, lavado 
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três vezes com água destilada e solubilizado em pH 7,0 por meio da adição de NaOH 

1 M. Esse ciclo de precipitação-lavagem-dissolução se repetiu por mais duas vezes. 

O precipitado de caseína foi dialisado contra água ultrapura a 4 °C, por 72 h e a 

solução de caseína liofilizada e estocada a -20 °C. 

 

2.5. Hidrólise da caseína caprina 

A caseína caprina foi dissolvida para uma concentração de 10 mg.mL-1 em 

tampão fosfato de sódio 0,1 M, pH 6,5, de acordo com a metodologia proposta por 

Egito et al. (2007). Para a hidrólise desta proteína, foi realizado planejamento fatorial 

23 para cada um dos extratos enzimáticos brutos produzidos pelos cinco diferentes 

fungos filamentosos. 

O planejamento fatorial completo baseado no modelo de primeira ordem 

envolve a triagem de um grande número de variáveis que podem influenciar a resposta 

a ser avaliada em poucos ensaios. Um conjunto de 12 experimentos, com quatro 

pontos centrais e três variáveis independentes, foi realizado, para cada micro-

organismo de forma distinta (5 planejamentos fatoriais 2³), com o intuito de identificar 

quais variáveis afetaram significativamente o grau de hidrólise (GH) da caseína 

caprina e consequentemente, quais as melhores condições para esta hidrólise. 

Para os fungos URM 4133, URM 5848, URM 6018 e URM 6629, o 

comportamento do sistema foi explicado pela equação linear (equação 1). 

𝑌 = 𝛽0 + 𝛽1𝐴 + 𝛽2𝐵 + 𝛽3𝐶 + 𝛽12𝐴𝐵 + 𝛽13𝐴𝐶 + 𝛽23𝐵𝐶 + 𝜀 

(1) 

 

Em que, 𝑌 representa a variável resposta, 𝛽0 o intercepto, 𝛽1, 𝛽2 e 𝛽3 os 

coeficientes lineares, 𝛽12, 𝛽13 e 𝛽23 os coeficientes de interação, 𝐴, 𝐵 e 𝐶 as variáveis 

independentes, e 𝜀 o erro experimental. 

Já para o fungo URM 4146, o comportamento do sistema foi explicado pela 

equação linear (equação 2). 

𝑌 = 𝛽0 + 𝛽1𝐴 + 𝛽2𝐵 + 𝛽3𝐶 + 𝛽12𝐴𝐵 + 𝛽13𝐴𝐶 + 𝛽23𝐵𝐶 + 𝛽123𝐴𝐵𝐶 + 𝜀 

(2) 

 

Em que, 𝑌 representa a variável resposta, 𝛽0 o intercepto, 𝛽1, 𝛽2 e 𝛽3 os 

coeficientes lineares, 𝛽12, 𝛽13, 𝛽23 e 𝛽123 os coeficientes de interação, 𝐴, 𝐵 e 𝐶 as 

variáveis independentes, e 𝜀 o erro experimental. 



67 
 

Vale salientar que, cada planejamento estatístico foi feito de acordo com a 

atividade proteolítica de cada micro-organismo, a fim de proporcionar cargas 

enzimáticas semelhantes para todos. Portanto, entre os planejamentos, houve 

variação apenas na proporção Enzima/Substrato (Tabela 1) e os demais parâmetros 

(temperatura e tempo de hidrólise) permaneceram iguais para todos. Após a hidrólise, 

a reação enzimática foi interrompida por choque térmico, no qual, as amostras foram 

submetidas a banho fervente durante 10 minutos para a desnaturação das proteases. 

 

2.6. Determinação do grau de hidrólise (GH) 

O grau de hidrólise, definido como a quantidade de ligações peptídicas 

clivadas, ou o número de grupos amino formados durante o processo de hidrólise, foi 

determinado de acordo com a metodologia proposta por Adler-Nissen (1979), com o 

ácido 2,4,6-trinitrobenzenosulfônico (TNBS). Para a reação, 250 µL das amostras do 

hidrolisado de caseína, foram incubados com 2 mL de tampão fosfato de sódio, 0,2125 

M, pH 8,2 e 2 mL do TNBS 0,1% (v/v) diluído em água ultrapura. A reação ocorreu a 

50 °C durante 60 minutos. Transcorrido este período, foram adicionados 4 mL de HCl 

0,1N para interromper a reação. A mistura reacional foi mantida em temperatura 

ambiente durante 30 minutos e analisada em espectrofotômetro a 340 nm. A curva de 

calibração foi realizada com L-leucina como aminoácido padrão e variou suas 

concentrações entre 0,25 – 10 mM. O GH (%) foi calculado de acordo com a equação 

3: 

𝐺𝐻(%) = (
𝐴𝑁2 − 𝐴𝑁1

𝑁𝑝𝑏
) ∗ 100 

(3) 

 

AN1 corresponde ao conteúdo de nitrogênio amino antes da hidrólise em mg.g-

1 de proteína, AN2 corresponde ao conteúdo de nitrogênio amino depois da hidrólise 

em mg.g-1 de proteína. E Npb, corresponde ao conteúdo total de nitrogênio amino 

presente contido nas ligações peptídicas do substrato proteico. Vale salientar que os 

valores de AN1 e AN2 foram obtidos com base na curva padrão gerada com L-leucina, 

e Npb, de acordo com a metodologia de Micro-Kjeldahl (AOAC, 1990). 

 

2.7. Eletroforese Tricina-SDS-PAGE dos hidrolisados 
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As amostras para a eletroforese foram preparadas utilizando a quantidade de 

40 µL de cada solução dos hidrolisados e 960 µL de tampão de amostra composto 

por 40% (v/v) de água deionizada, 20% (v/v) de tampão Tris-HCl 0,5 M, pH 6,8, 24% 

(v/v) de glicerol, 10% (v/v) de dodecil sulfato de sódio a 10%, 2% (v/v) de β-

mercaptoetanol e 4% (v/v) de Coomassie Brilliant Blue G-250 à 0,5%. Foi utilizado o 

marcador molecular (Amersham ECL High-Range Rainbow Molecular Weight 

Markers. Cod. RPN756E - GE Healthcare) que apresenta proteínas com variação de 

massa molecular entre 12 – 225 kDa. A eletroforese Tricina-SDS-PAGE dos 

hidrolisados e da caseína não hidrolisada transcorreu segundo Schägger e Jagow 

(1987), com algumas modificações. O gel de concentração foi composto por 4,9% de 

poliacrilamida e o gel de corrida 15,4%. A migração eletroforética das proteínas 

presentes nas amostras foi realizada a 190 V, durante 40 minutos. 

O processo de coloração do gel ocorreu em duas etapas. Primeiramente, o gel 

foi incubado durante 30 minutos com a uma solução fixadora composta por 40% (v/v) 

de metanol e 10% (v/v) de ácido acético. Posteriormente, o gel foi corado com uma 

solução que continham 10% (v/v) de ácido acético e 0,25 g (m/v) de Coomassie 

Brilliant Blue G-250, durante 1 hora. O gel foi descorado com uma solução a 10% (v/v) 

de ácido acético. Após este procedimento, foi realizada uma segunda etapa de 

coloração com nitrato de prata para a detecção de bandas com baixa massa 

molecular. 

 

2.8. Avaliação das atividades biológicas dos hidrolisados 

Para a realização dos testes de atividades biológicas, os hidrolisados que 

apresentaram maior grau de hidrólise foram centrifugados inicialmente a 5000 x g a 4 

ºC e o sobrenadante utilizado para obtenção de duas frações peptídicas, uma com 

massa molecular entre 3 kDa e 10 kDa, e outra com massa molecular menor que 3 

kDa, por meio do Amicon Ultra-15 (Merck Millipore). 

 

2.8.1. Atividade antimicrobiana 

A atividade antimicrobiana das frações de peptídeos (3 kDa – 10 kDa e < 3 kDa) 

foi realizada pelo método de turbidez descrito por Mine, Ma e Lauriau (2004) com 

modificações. Foram utilizadas três bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus 

UFPEDA 02, Enterococcus faecalis UFPEDA 138 e Bacillus subtilis UFPEDA 86) e 

três Gram-negativas (Escherichia coli UFPEDA 224, Klebsiella pneumoniae UFPEDA 
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396 e Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 416), cedidas pela Coleção de Culturas do 

Departamento de Antibióticos da Universidade Federal de Pernambuco, Brasil. 

 Para a determinação da atividade antimicrobiana, as colônias de bactérias 

foram ativadas em 10 mL de caldo triptona de soja (TSB) e incubadas a 37 °C durante 

15 horas. A suspensão de cada bactéria foi inoculada em caldo TSB até atingir escala 

logarítmica de crescimento determinada por absorvância a 620 nm e padronizada uma 

quantidade de 108 UFC.mL-1. Microplacas de 96 poços de fundo plano, de poliestireno 

e estéreis (Corning®), foram utilizadas para o ensaio. A mistura de 50 µL (4 mg.mL-1) 

de cada fração de peptídeos foi adicionada a 45 µL de caldo Mueller Hinton (CMH) e 

5 µL da suspensão bacteriana. O controle positivo apresentou apenas CMH e 

suspensão bacteriana e o controle negativo continha cloranfenicol na concentração 

de 300 µg.mL-1. Após a incubação das placas a 37 °C durante 24 horas, a leitura 

procedeu-se em leitora de microplaca a 620 nm. 

 

2.8.2. Atividade antioxidante 

A atividade sequestradora de radicais livres das frações de peptídeos foi 

determinada com o radical cátion ABTS+•, gerado a partir do 2,2-azinobis-3-

etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico (ABTS) de acordo com Re et al. (1999) 

modificada. Para formação do radical ABTS+•, persulfato de potássio e ABTS foram 

preparados a uma concentração final de 2,45 e 7 mM, respectivamente, e incubado 

ao abrigo da luz por 16 h a temperatura ambiente. A absorvância da solução do radical 

foi ajustada para 0,70±0,02 a 734 nm, através de espectrofotômetro, por diluição em 

tampão fosfato-salino (PBS) 100 mM, pH 7,4. Para a reação, 50 µL (4 mg.mL-1) das 

amostras foram misturados com 950 µL da solução do radical ABTS+•. Os ensaios 

foram incubados a 30 ºC durante seis minutos e lidos a 734 nm em triplicata. A curva 

padrão foi obtida com Trolox (20-500 μM) como antioxidante padrão, para avaliar a 

eficiência das frações. A atividade antioxidante (%) foi calculada em relação à 

atividade de eliminação do radical, de acordo com a equação 4: 

 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑎𝑛𝑡𝑖𝑜𝑥𝑖𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒 (%) = (
𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 − 𝐴𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
) 𝑥 100 

(4) 
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Em que, Acontrole representa a absorvância inicial do ABTS e Aamostra a 

absorvância após a adição da respectiva amostra com os peptídeos. 

Além do método com ABTS, também foram realizados ensaios de atividade 

antioxidante utilizando outro radical livre, o 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH). A 

avaliação da atividade sequestradora do radical livre DPPH foi realizada segundo a 

metodologia descrita por Li et al. (2013), com algumas modificações. O radical DPPH 

(0,2 mM) foi preparado com uma solução composta por 30% água e 70% etanol. Neste 

caso, 750 μL de amostra foram misturados a 750 μL da solução que continha o radical 

DPPH. A reação ocorreu durante 30 minutos ao abrigo de luz e a leitura foi realizada 

em espectrofotômetro a 517 nm. A curva padrão foi preparada com ácido ascórbico 

(1-10 mM) como antioxidante. E a atividade antioxidante (%) foi calculada utilizando a 

mesma formula da metodologia de ABTS. 

 

2.8.3. Atividade anti-hipertensiva 

 A atividade anti-hipertensiva foi realizada segundo a metodologia descrita por 

Holmquist et al. (1979) com algumas modificações propostas por Asoodeh, Yazdi e 

Chamani (2012), que utilizaram o N-[3-(2-Furil) acriloil-Phe-Gly-Gly (FAPGG) como 

substrato. O ensaio foi realizado pela mistura de 22 μL da ECA (50 mU.mL-1), 50 μL 

da amostra (1 mg.mL-1), 100 μL do susbstrato (0,5 mM) e 150 μL de tampão ECA 

(Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, 0,3 M de NaCl e 1 mM de ZnCl2). A mistura reacional foi 

incubada durante 60 min. e a leitura realizada a 340 nm. A amostra controle foi feita 

substituindo a amostra por tampão ECA. Para o cálculo da atividade anti-hipertensiva 

(%), foi utilizada a equação 5: 

𝐼𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 𝑑𝑎 𝐸𝐶𝐴 (%) = [1 − (
𝛥𝐴𝑖𝑛𝑖𝑏𝑖𝑑𝑜𝑟

𝛥𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
)] ∗ 100 

(5) 

 

2.9. Análise estatística 

A análise estatística do grau de hidrólise para os planejamentos fatoriais 23 foi 

processada no software Statistica 8.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA), para indicar os 

efeitos estatisticamente significativos (p <0,05), e ajuste do modelo aos dados 

experimentais. Todos os experimentos foram realizados de forma aleatória. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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3.1.  Produção de proteases 

A avaliação da produção de proteases a partir da fermentação submersa com 

o meio MS-2, mostrou que os fungos, Mucor subtilissimus URM 4133, Mucor sp. URM 

4146, Mucor guilliermondii URM 5848, Aspergillus viride-nutans URM 6629 e o 

Penicillium decumbens URM 6018, apresentaram as maiores atividades proteolíticas, 

como pode ser observado na Tabela 2. Com o auxílio da atividade específica estas 

espécies foram selecionadas para as etapas posteriormente descritas. Lima et al. 

(2011) trabalharam com o meio MS-2 para a produção de uma protease colagenolítica 

a partir do fungo Penicillium aurantiogriseum URM 4622 e obtiveram atividade máxima 

de 164 U.mL-1 por meio de planejamento fatorial 24. Já para a avaliação da atividade 

proteolítica utilizando azocaseína como substrato, o ensaio apresentou uma atividade 

de 5,2 U.mL-1. 

 

3.2.  Grau de hidrólise (GH) 

As enzimas proteolíticas de todos os fungos filamentosos foram eficientes para 

hidrolisar a caseína caprina, como pode ser observado nos resultados do GH 

demonstrados na Figura 1. Pode-se constatar que o ensaio 7 (Relação E/S = -1; 

Temperatura = +1 e Tempo = +1) apresentou as melhores condições, ou seja, o maior 

percentual de grau de hidrólise em todos os casos. Para o GH do Penicillium 

decumbens URM 6018 o valor máximo de hidrólise foi de 33,59%±0,71 e a análise de 

variância (Tabela 3) demonstrou que as variáveis: relação E/S e tempo, além da 

interação entre estas, foram estatisticamente significativas. Neste caso, o ajuste do 

modelo foi medido pelo coeficiente de determinação (R²), que apresentou valor de 

0,9189 e R²ajuste = 0,8216, indicando que 91,89% da variação total do grau de hidrólise 

foi explicado pelo modelo estatístico. 

Para o fungo Aspergillus viride-nutans URM 6629 o GH no ensaio 7 foi de 

60,14%±2,13 e a análise de variância (Tabela 4) demonstrou que todas as variáveis 

independentes foram estatisticamente significativas. O ajuste do modelo foi medido 

pelo coeficiente de determinação (R²) e apresentou um valor de 0,9892 e R²ajuste = 

0,9762, ou seja, 98,92% da variação total do grau de hidrólise foi explicado pelo 

modelo estatístico. Para o fungo Mucor guilliermondii URM 5848 o GH máximo 

apresentou valor de 71,54%±0,66 e demonstrou na análise de variância (Tabela 5) 

que, todas as variáveis independentes, e a interação entre a relação enzima substrato 

e tempo, foram estatisticamente significativas. O ajuste do modelo foi medido pelo 
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coeficiente de determinação (R²), que apresentou valor de 0,9883 e R²ajuste = 0,9743, 

desta forma, 98,83% da variação total do grau de hidrólise foi explicado pelo modelo 

estatístico. 

Para o grau de hidrólise do fungo Mucor subtilissimus URM 4133, pode-se 

observar na Figura 1, valor máximo de 71,81%±5,91. Este foi o maior GH observado 

dentre todos os fungos utilizados. A análise de variância (Tabela 6) demonstrou que 

as variáveis: relação E/S e tempo, além das interações entre a relação E/S e o tempo, 

e a relação E/S e a temperatura, foram estatisticamente significativas. Neste caso, o 

ajuste do modelo foi medido pelo coeficiente de determinação (R²), que apresentou 

um valor de 0,9334 e R²ajuste = 0,8534, indicando que 93,33% da variação total do grau 

de hidrólise foi explicado pelo modelo estatístico. 

O fungo Mucor sp. URM 4146 apresentou GH máximo de 49,02%±3,34, a 

análise de variância para este planejamento fatorial mostrou que apenas a variável 

independente tempo, foi estatisticamente significativa (Tabela 7). No entanto, o ajuste 

do modelo medido pelo coeficiente de determinação (R²), apresentou valor de 0,5854. 

Ou seja, apenas 58,54% da variação total do grau de hidrólise, foi possível ser 

explicada, o que indica uma falta de ajuste ao modelo estatístico. 

As equações ajustadas dos modelos estatísticos utilizados para a análise dos 

planejamentos fatoriais foram as seguintes: 

Penicillium decumbens URM 6018 

𝐺𝐻 (%)  =  11,0251 +  11,2713 ∙ 𝑅 +  0,8306 ∙ 𝑇𝑝 −  0,2007 ∙ 𝑇𝑟 −  0,3686 ∙ 𝑅 ∙ 𝑇𝑝 −

 0,2928 ∙ 𝑅 ∙ 𝑇𝑟 +  0,0040 ∙ 𝑇𝑝 ∙ 𝑇𝑟  

(6) 

 

Aspergillus viride-nutans URM 6629 

𝐺𝐻 (%)  =  −21,0724 +  5,0407 ∙ 𝑅 +  0,1699 ∙ 𝑇𝑝 +  0,6979 ∙ 𝑇𝑟 −  0,2611 ∙ 𝑅 ∙ 𝑇𝑝 −

 0,3088 ∙ 𝑅 ∙ 𝑇𝑟 +  0,0367 ∙ 𝑇𝑝 ∙ 𝑇𝑟  

(7) 

 

Mucor guilliermondii URM 5848 

𝐺𝐻 (%)  =  −12,1528 +  10,9858 ∙ 𝑅 +  1,9076 ∙ 𝑇𝑝 +  0,9508 ∙ 𝑇𝑟 −  0,5843 ∙ 𝑅 ∙ 𝑇𝑟 −

 0,4045 ∙ 𝑅 ∙ 𝑇𝑝 −  0,0212 ∙ 𝑇𝑝 ∙ 𝑇𝑟  

(8) 
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Mucor subtilissimus URM 4133 

𝐺𝐻 (%)  =  43,1908 +  29,7789 ∙ 𝑅 −  1,4107 ∙ 𝑇𝑝 −  0,4640 ∙ 𝑇𝑟 −  0,6833 ∙ 𝑅 ∙ 𝑇𝑝 −

 0,7403 ∙ 𝑅 ∙ 𝑇𝑟 +  0,0658 ∙ 𝑇𝑝 ∙ 𝑇𝑟  

(9) 

 

Mucor sp. URM 4146  

𝐺𝐻 (%)  =  28,8591 −  81,0160 ∙ 𝑅 +  0,5230 ∙ 𝑇𝑝 −  0,2592 ∙ 𝑇𝑟 +  5,0816 ∙ 𝑅 ∙ 𝑇𝑝 +

 2,3957 ∙ 𝑅 ∙ 𝑇𝑟 +  0,0111 ∙ 𝑇𝑝 ∙ 𝑇𝑟 −  0,1555 ∙ 𝑅 ∙ 𝑇𝑝 ∙ 𝑇𝑟  

(10) 

 

Em que, GH é o grau de hidrólise (%), R é a relação Enzima/Substrato, Tp é o 

tempo (h) e Tr a Temperatura (ºC). 

Para os efeitos avaliados pela diferença entre a soma das respostas obtidas no 

maior nível (+) e no menor nível (-) de cada variável, os dados estatísticos mostraram 

que o fator tempo (h) foi positivo para os planejamentos fatoriais de todos os fungos 

(Figura 2). Ou seja, a utilização de um maior tempo no processo de hidrólise é capaz 

de aumentar o GH sem que as enzimas percam sua eficiência catalítica. Contudo, a 

relação E/S apresentou efeito negativo para todas as análises, dessa forma, um nível 

menor de relação E/S é necessário para que se tenha incremento na variável resposta 

GH. Este fato pode estar relacionado com os parâmetros cinéticos das enzimas na 

hidrólise, uma vez que, o substrato pode saturar os sítios catalíticos e desta forma, 

reduzir a velocidade máxima (Vmax) da reação. A Figura 2 mostra ainda que apenas 

os planejamentos estatísticos dos fungos Penicillium decumbens URM 6018 e Mucor 

sp. URM 4146 apresentaram influências negativas da temperatura sendo necessária 

a redução deste parâmetro para o aumento do GH. 

Devido os ensaios 7 terem apresentado maior GH para todos os planejamentos 

fatoriais realizados, estes ensaios foram utilizados para a realização das atividades 

biológicas. 

 

3.3.  Eletroforese Tricina-SDS-PAGE dos hidrolisados 

As diferentes condições de hidrólise em que a caseína foi submetida com 

relação à proporção de E/S, tempo e temperatura de hidrólise, influenciou diretamente 

na atuação das proteases frente ao substrato. Pode ser observado o perfil de 

degradação da caseína em eletroforese Tricina-SDS-PAGE, nas Figuras 3, 4, 5, 6 e 
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7. Neste caso, as enzimas em geral, apresentaram melhores resultados de hidrólise 

quando submetidas a temperaturas mais elevadas e durante um maior tempo, como 

observado na análise do GH.  

O perfil de degradação para as enzimas produzidas pelos fungos Penicillium 

decumbens URM 6018, Aspergillus viride-nutans URM 6629, Mucor guilliermondii 

URM 5848, se mostra bastante característico (Figura 3, 4 e 5), já para os fungos Mucor 

subtilissimus URM 4133 e Mucor sp. URM 4146, pode ser observada semelhança na 

degradação. Segundo Elzoghby, El-Fotoh e Elgindy (2011), a facilidade de clivagem 

da caseína ocorre pelo fato desta proteína apresentar uma estrutura aberta devido à 

alta concentração dos resíduos de prolina, os quais dificultam a formação de uma 

grande quantidade de estruturas secundárias, uma vez que os resíduos de prolina 

interrompem a formação de α-hélice e folhas β, além de não haver pontes de dissulfeto 

na estrutura na caseína, tornando-as mais frágeis e mais susceptíveis ao ataque das 

proteases. 

 

3.4. Avaliação das atividades biológicas dos hidrolisados 

3.4.1. Atividade antimicrobiana 

Para a atividade antimicrobiana, observa-se que, as frações com massa 

molecular entre 3 kDa e 10 kDa, geradas pela ação das proteases de todos os fungos, 

apresentaram os melhores resultados e foram capazes de inibir o crescimento de 

todas as bactérias Gram-negativas, como pode ser observado na Tabela 8. Os 

peptídeos presentes no hidrolisado proveniente da protease do fungo Penicillium 

decumbens URM 6018, não apresentaram atividade frente a nenhuma bactéria Gram-

positiva. Entretanto, há um grande potencial de atividade biológica dos peptídeos 

obtidos a partir da hidrólise da caseína caprina, como agentes antimicrobianos. 

Silva, Sarmento e Pintado (2013) relataram que grande parte dos peptídeos 

com atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, apresentam uma 

característica de se associar com cargas aniônicas das peptideoglicanas presentes 

na parede celular e portanto, são denominados de peptídeos aniônicos. Segundo 

Yount e Yeaman (2013), as bactérias Gram-positivas apresentam várias camadas de 

proteoglicanas, intercaladas com ácido teicóico e lipoteicóico que conferem esta 

característica de carga negativa. 

As frações com massa molecular < 3 kDa, foram menos eficientes frente as 

bactérias utilizadas (Tabela 8). Portanto, acredita-se que, os peptídeos com maior 
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capacidade de inibição do crescimento destas bactérias patogênicas apresentam 

massa molecular entre 3 - 10 kDa. Arruda et al. (2012), trabalhando com uma protease 

proveniente do látex da Jacaratia corumbensis, encontraram valores de inibição do 

crescimento das bactérias Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Escherichia coli, 

Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa apenas com uma concentração 

de peptídeos de 62,5 mg.mL-1.  

Tang et al. (2015), analisaram a atividade antimicrobiana de hidrolisados de 

caseína por pepsina comercial, frente a bactérias patogênicas e obtiveram resultados 

para Salmonella entérica subsp. serovar Typhimurium ATCC 14028 (20 mg.mL-1), 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 (15 mg.mL-1) e Streptococcus pneumoniae 

ATCC 49619 (20 mg.mL-1). Assim, observa-se que as proteases sintetizadas por 

fungos filamentosos apresentam grande potencial na liberação de peptídeos 

antimicrobianos a partir da caseína caprina, uma vez que, foi obtida inibição de 

crescimento microbiano em uma concentração muito menor (4 mg.mL-1). 

 

3.4.2. Atividade antioxidante 

Todas as frações de peptídeos provenientes dos hidrolisados de caseína 

caprina analisadas, apresentaram capacidade de eliminação dos radicais livres 

ABTS+•e DPPH, como pode ser observado na Tabela 9. O hidrolisado protéico da 

protease do fungo Mucor guilliermondii URM 5848 apresentou 100% de sequestro do 

radical livre ABTS+• no ensaio com a fração entre 3 kDa-10 kDa e também o maior 

percentual de sequestro do DPPH. As frações com massa molecular < 3 kDa, 

apresentaram uma menor capacidade de sequestro de radicais comparado as frações 

de massa molecular entre 3 kDa-10 kDa. 

Li et al. (2013), utilizaram proteases comerciais para hidrólise de caseína 

caprina e observaram que os peptídeos apresentaram sensibilidade maior ao teste de 

ABTS, em comparação aos teste com DPPH para a avaliação da atividade 

antioxidante. Chang et al. (2013), trabalharam com proteases de Bifidobacterium 

longum KACC 91563 e observaram que os peptídeos hidrolisados da caseína 

apresentaram uma maior atividade antioxidante com relação ao potencial de 

sequestro do radical ABTS após 24 horas de hidrólise. 

 

3.4.3. Atividade anti-hipertensiva 
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A avaliação da atividade anti-hipertensiva apresentou resultados apenas para 

as frações de entre 3 kDa-10 kDa e < 3 kDa dos fungos Mucor subtilissimus URM 

4133 e Mucor guilliermondii URM 5848 (Tabela 10.). Os peptídeos menores que 3 kDa 

demonstraram maior capacidade de inibição da enzima conversora de angiotensina 

(ECA), em comparação com a fração de peptídeos entre 3 kDa e 10 kDa. Norris et al. 

(2015), estudaram hidrolisados provenientes da degradação da caseína a partir de 

proteases digestivas e observaram atividade inibidora da ECA em frações de 

peptídeos de 3 kDa, o que demonstra o potencial de peptídeos de baixa massa 

molecular para inibir a ECA e está relacionado ao tamanho do sítio ativo. 

 

4. CONCLUSÃO 

A hidrólise da caseína caprina por proteases sintetizadas por fungos 

filamentosos, demonstra grande potencial na liberação de peptídeos biologicamente 

ativos. As diferenças, principalmente nas atividades antimicrobiana e anti-

hipertensiva, revelam que as proteases de diferentes espécies de micro-organismos 

são capazes de hidrolisar a caseína em diferentes regiões e liberar peptídeos com 

características e composições aminoacídicas distintas. A utilização de planejamentos 

estatísticos para maximizar a hidrólise da caseína, mostra que as interações e 

influências de diferentes variáveis são extremamente importantes e complexas. Além 

disso, este tipo de ferramenta é de fundamental importância na obtenção das 

condições ideais para hidrólise desta proteína. 
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TABELAS 

Tabela 1 – Matriz do planejamento fatorial 23 para analisar os fatores de influência no 
grau de hidrólise (GH) da caseína caprina por proteases de diferentes fungos 
filamentosos URM. 

Fatores Inferior (-1) Central (0) Superior (+1) 

Relação E/S    

URM 6018 1:3 1:6 1:9 

URM 6629 1:5 1:10 1:15 

URM 5848 1:25 1:50 1:75 

URM 4133 1:50 1:100 1:150 

URM 4146 1:50 1:100 1:150 

    

Temperatura (°C) 30 35 40 

Tempo (h) 1 3 5 

 

 

Tabela 2 – Atividade proteolítica total (U.mL-1) e atividade específica (U.mg-1) de 
proteases produzidas por fungos filamentosos URM. 

Fungo Atividade Proteolítica (U.mL-1) Atividade Específica (U.mg-1) 

URM 4133 7,258±0,032 139,059±0,353 

URM 4146 6,792±0,005 149,163±0,485 

URM 5848 3,483±0,004 75,947±0,359 

URM 6629 0,800±0,010 19,909±0,255 

URM 6018 0,483±0,004 20,825±0,245 

URM 4148 0,392±0,007 9,741±0,154 

URM 6615 0,342±0,023 4,855±0,275 

URM 4143 0,305±0,029 8,539±0,261 

URM 5633 0,275±0,002 3,726±0,425 

URM 5615 0,249±0,035 6,263±0,259 

URM 6603 0,225±0,014 3,251±0,168 

URM 6440 0,195±0,017 2,936±0,176 
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Tabela 3 – Análise de variância (ANOVA), para o GH da caseína caprina por 
proteases do fungo Penicillium decumbens URM 6018 de acordo com o planejamento 
fatorial 2³. 

FV SQ GL QM F-Valor p-Valor 

(1)Relação E/S 167,9111 1 167,9111 52,2023 0,00546 

(2)Tempo (h) 478,6331 1 478,6331 148,8035 0,00118 

(3)Temperatura (ºC) 5,3717 1 5,3717 1,6700 0,28679 

1 by 2 69,5591 1 69,5591 21,6254 0,01875 

1 by 3 24,6910 1 24,6910 7,6763 0,06953 

2 by 3 0,2963 1 0,2963 0,0921 0,78134 

Falta de Ajuste 56,2208 2 28,1104 8,7393 0,05607 

Erro Puro 9,6496 3 3,2165   

Total SQ 812,3328 11    

FV = Fontes de Variação; SQ = Soma dos Quadrados; GL = Graus de Liberdade; QM= Quadrado 
Médio. 

 

Tabela 4 – Análise de variância (ANOVA), para o GH da caseína caprina por 
proteases do fungo Aspergillus viride-nutans URM 6629 de acordo com o 
planejamento fatorial 2³. 

FV SQ GL QM F-Valor p-Valor 

(1)Relação E/S 743,070 1 743,070 91,8199 0,00241 

(2)Tempo (h) 1027,378 1 1027,378 126,9513 0,00149 

(3)Temperatura (ºC) 475,182 1 475,182 58,7174 0,00461 

1 by 2 34,909 1 34,909 4,3136 0,12938 

1 by 3 27,470 1 27,470 3,3944 0,16265 

2 by 3 24,778 1 24,778 3,0618 0,17846 

Falta de Ajuste 1,188 2 0,594 0,0734 0,93086 

Erro Puro 24,278 3 8,093   

Total SQ 2358,253 11    

FV = Fontes de Variação; SQ = Soma dos Quadrados; GL = Graus de Liberdade; QM = Quadrado 
Médio. 
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Tabela 5 – Análise de variância (ANOVA), para o GH da caseína caprina por 
proteases do fungo Mucor guilliermondii URM 5848 de acordo com o planejamento 
fatorial 2³. 

FV SQ GL QM F-Valor p-Valor 

(1)Relação E/S 1174,698 1 1174,698 226,5341 0,00063 

(2)Tempo (h) 720,745 1 720,745 138,9917 0,00131 

(3)Temperatura (ºC) 107,682 1 107,682 20,7658 0,01980 

1 by 2 174,806 1 174,806 33,7104 0,01016 

1 by 3 47,132 1 47,132 9,0892 0,05699 

2 by 3 8,292 1 8,292 1,5990 0,29534 

Falta de Ajuste 10,808 2 5,404 1,0421 0,45326 

Erro Puro 15,557 3 5,186   

Total SQ 2259,719 11    

FV = Fontes de Variação; SQ = Soma dos Quadrados; GL = Graus de Liberdade; QM = Quadrado 
Médio. 

 

Tabela 6 – Análise de variância (ANOVA), para o GH da caseína caprina por 
proteases do fungo Mucor subtilissimus URM 4133 de acordo com o planejamento 
fatorial 2³. 

FV SQ GL QM F-Valor p-Valor 

(1)Relação E/S 319,808 1 319,8076 26,7094 0,01405 

(2)Tempo (h) 348,692 1 348,6917 29,1217 0,01247 

(3)Temperatura (ºC) 99,639 1 99,6386 8,32155 0,06328 

1 by 2 239,015 1 239,0151 19,9619 0,02088 

1 by 3 157,829 1 157,8287 13,1814 0,03597 

2 by 3 79,717 1 79,7166 6,65771 0,08176 

Falta de Ajuste 52,915 2 26,4577 2,20968 0,25711 

Erro Puro 35,921 3 11,9736   

Total SQ 1333,534 11    

FV = Fontes de Variação; SQ = Soma dos Quadrados; GL = Graus de Liberdade; QM = Quadrado 
Médio. 
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Tabela 7 – Análise de variância (ANOVA), para o GH da caseína caprina por 
proteases do fungo Mucor sp. URM 4146 de acordo com o planejamento fatorial 2³. 

FV SQ GL QM F-Valor p-Valor 

(1)Relação E/S 65,377 1 65,3771 5,82861 0,094655 

(2)Tempo (h) 413,770 1 413,7697 36,88906 0,008960 

(3)Temperatura (ºC) 1,949 1 1,9485 0,17372 0,704857 

1 by 2 21,732 1 21,7318 1,93747 0,258188 

1 by 3 2,470 1 2,4695 0,22017 0,670908 

2 by 3 2,254 1 2,2537 0,20093 0,684369 

1*2*3 445,797 1 445,7967 39,74437 0,008064 

Falta de Ajuste 641,511 1 641,5110 57,19301 0,004795 

Erro Puro 33,650 3 11,2166   

Total SQ 1628,508 11    

FV = Fontes de Variação; SQ = Soma dos Quadrados; GL = Graus de Liberdade; QM = Quadrado 
Médio. 
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Tabela 8 – Atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, das frações entre 3 kDa - 10 kDa e < 3 kDa de peptídeos. Concentração 
de 4 mg.mL-1. Os símbolos (+) e (-) indicam a presença ou ausência de inibição do 
crescimento microbiano, respectivamente. 

Micro-organismos Fração 3 kDa-10 kDa 

 
URM 
6018 

URM 
6629 

URM 
5848 

URM 
4133 

URM 
4146 

Enterococcus faecalis - - - - - 

Bacillus subtilis - + + + - 

Staphylococcus aureus - - + - + 

Escherichia coli + + + + + 

Pseudomonas 
aeruginosa  

+ + + + + 

Klebsiella pneumoniae  + + + + + 

      

Micro-organismos Fração < 3 kDa 

 
URM 
6018 

URM 
6629 

URM 
5848 

URM 
4133 

URM 
4146 

Enterococcus faecalis - - - - - 

Bacillus subtilis - - - + + 

Staphylococcus aureus - - - - - 

Escherichia coli - - + + - 

Pseudomonas 
aeruginosa  

- + - + + 

Klebsiella pneumoniae  - + + - + 

 

 

Tabela 9 – Atividade sequestradora dos radicais ABTS e DPPH em (%), das frações 
de peptídeos com massas moleculares entre 3 kDa-10 kDa e < 3 kDa, hidrolisadas a 
partir de caseína caprina (Relação E/S = -1, Temperatura = +1 e Tempo = +1). 
Concentração de 4 mg.mL-1. 

 3 kDa-10 kDa  < 3 kDa 

Fungo ABTS (%) DPPH (%)  ABTS (%) DPPH (%) 

URM 6018 99,42±0,14 25,63±0,95 77,38±0,84 19,27±0,98 

URM 6629 99,66±0,22 21,43±0,26 82,14±0,68 16,81±0,39 

URM 5848 100,00±0,00 32,21±0,28 89,67±0,22 16,98±0,55 

URM 4133 99,18±0,08 29,52±0,35 73,52±0,17 14,19±0,43 

URM 4146 99,37±0,06 29,23±0,76 89,86±0,37 15,72±0,85 
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Tabela 10 – Atividade de inibição da enzima conversora de angiotensina (ECA) em 
%, a partir de hidrolisados da caseína caprina (Relação E/S = -1, Temperatura = +1 e 
Tempo = +1). Concentração de 1 mg.mL-1. 

Fungo 3 kDa-10 kDa < 3 kDa 

URM 6018 - - 

URM 6629 - - 

URM 5848 10,56±0,02 19,47±0,06 

URM 4133 7,36±0,06 15,91±0,01 

URM 4146 - - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



86 
 

FIGURAS 

 

Figura 1 – Grau de hidrólise da caseína caprina utilizando as proteases produzidas 
pelos fungos Penicillium decumbens URM 6018, Aspergillus viride-nutans URM 6629, 
Mucor guilliermondii URM 5848, Mucor subtilissimus URM 4133 e Mucor sp. URM 
4146, no planejamento fatorial 23. 
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Figura 2 – Gráficos de Pareto dos efeitos estimados para as variáveis no GH da 
caseína caprina hidrolisada pelas proteases produzidas pelos fungos Penicillium 
decumbens URM 6018 (A), Aspergillus viride-nutans URM 6629 (B), Mucor 
guilliermondii URM 5848 (C), Mucor subtilissimus URM 4133 (D) e Mucor sp. URM 
4146 (E) de acordo com o planejamento fatorial 2³. 
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Figura 3 – Gel de Tricina-SDS-PAGE 15,4% da caseína caprina, hidrolisada em 
função do tempo e da temperatura, ao pH 6,5, por protease do Penicillium decumbens 
URM 6018. Onde, PM (Padrão Molecular), CCNH (Caseína Caprina Não Hidrolisada), 
sendo os números 1-12 correspondentes aos ensaios do planejamento fatorial 2³. 

 

 

 

 
Figura 4 – Gel de Tricina-SDS-PAGE 15,4% da caseína caprina, hidrolisada em 
função do tempo e da temperatura, ao pH 6,5, por protease do Aspergillus viride-
nutans URM 6629. Onde, PM (Padrão Molecular), CCNH (Caseína Caprina Não 
Hidrolisada), sendo os números 1-12 correspondentes aos ensaios do planejamento 
fatorial 2³. 

 

 

 

 

 

 



89 
 

Figura 5 – Gel de Tricina-SDS-PAGE 15,4% da caseína caprina, hidrolisada em 
função do tempo e da temperatura, ao pH 6,5, por protease do Mucor guilliermondii 
URM 5848. Onde, PM (Padrão Molecular), CCNH (Caseína Caprina Não Hidrolisada), 
sendo os números 1-12 correspondentes aos ensaios do planejamento fatorial 2³. 

 

 

 

 

Figura 6 – Gel de Tricina-SDS-PAGE 15,4% da caseína caprina, hidrolisada em 
função do tempo e da temperatura, ao pH 6,5, por protease do Mucor subtilissimus 
URM 4133. Onde, PM (Padrão Molecular), CCNH (Caseína Caprina Não Hidrolisada), 
sendo os números 1-12 correspondentes aos ensaios do planejamento fatorial 2³. 
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Figura 7 – Gel de Tricina-SDS-PAGE 15,4% da caseína caprina, hidrolisada em 
função do tempo e da temperatura, ao pH 6,5, por protease do Mucor sp. URM 4146. 
Onde, PM (Padrão Molecular), CCNH (Caseína Caprina Não Hidrolisada), sendo os 
números 1-12 correspondentes aos ensaios do planejamento fatorial 2³. 
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CAPÍTULO III: 

Purificação, caracterização bioquímica, parâmetros cinéticos e 

termodinâmicos de uma nova serina protease de Mucor 

subtilissimus URM 4133 
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Resumo: Para o aumento da produção enzimática foi utilizado planejamento 

estatístico fatorial 24. A atividade proteolítica variou entre 0,814 e 8,943 U.mL-1. A 

protease foi purificada em sistema FPLC e após análise por SDS-PAGE e zimografia, 

apresentou uma massa molecular de aproximadamente 30 kDa. A caracterização 

bioquímica da enzima revelou uma capacidade de desempenho da atividade catalítica 

em todas as faixas de pH testados, tanto ácidos, quanto alcalinos (acima de 80% de 

atividade residual). No entanto, a enzima se mostrou sensível a temperaturas mais 

elevadas com atividade residual de 51,2% após 24 horas aos 40 °C e foi desnaturada 

logo após uma hora em temperaturas acima de 60 °C. A protease não apresentou 

influências significativas de íons (mono ou bivalentes) nem de substâncias orgânicas, 

mas, foi completamente inibida pelo fluoreto de fenilmetanosulfonil (PMSF), se 

tratando portanto de uma serina protease. Para os parâmetros cinéticos de hidrólise 

do substrato azocaseína a serina protease apresentou valor de Km = 2,35 mg 

azocaseína.mL-1 e de Vmax = 333,33 U.mg proteína-1. Também foram avaliados 

parâmetros termodinâmicos de ativação como Ea e Q10 e de desnaturação térmica 

mailto:dasilva@ibilce.unesp.br
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irreversível como t1/2 e valor D além da entalpia (ΔH), entropia (ΔS) e energia livre de 

Gibbs (ΔG) para ambos os casos. Não foram encontradas sequências peptídicas 

compatíveis com esta enzima de Mucor subtilissimus URM 4133 após análise por 

MALDI-TOF, o que sugere se tratar de uma nova enzima. 

 

Palavras-chave: fungo filamentoso, enzima proteolítica, desnaturação térmica 

 

1. INTRODUÇÃO 

Uma das principais áreas de pesquisa da biotecnologia atual está relacionada 

com a produção de enzimas. Estas moléculas são consideradas catalisadores 

biológicos que apresentam uma alta especificidade de reação com relação ao 

substrato. Sua atuação está associada também há fatores como, temperatura, pH e 

presença de íons metálicos. Como exemplo destas enzimas tem-se as proteases ou 

peptidases, responsáveis por catalisar a clivagem das ligações peptídicas de 

proteínas e em alguns casos, também podem apresentar atividade auto-proteolítica 

(MAGESWARI et al., 2017).  

As serina proteases, correspondem à maior família de proteases existentes e 

estão envolvidas em diversos processos fisiológicos. Seu sítio catalítico apresenta 

resíduos de histidina, serina e ácido aspártico. Funcionalmente, participam de reações 

pós-transducionais das cadeias polipeptídicas e atuam em sua maioria, como 

endopeptidases na ativação de zimogênios, como é o caso da tripsina (PAGE; DI 

CERA, 2008). 

As proteases podem ser utilizadas em diferentes tipos de indústrias, para as 

mais variadas aplicações, como em produtos farmacêuticos, detergentes, 

processamento de alimentos, produção de lácteos, cerveja, couro, têxtil, 

biorremediação, entre outras. Dessa forma, as proteases são consideradas como as 

principais enzimas produzidas comercialmente no mundo. Cerca de dois terços destas 

enzimas, são produzidos por micro-organimos como fungos, bactérias e leveduras 

(DADSHAHI et al., 2016; FARHADIAN; ASOODEH; LAGZIAN, 2015). 

A vantagem na utilização de micro-organismos como fonte de produção de 

proteases ocorre devido ao maior rendimento nos processos de purificação, em 

conjunto com uma diversidade de propriedades bioquímicas e catalíticas. Neste 

sentido, fungos filamentosos pertencentes ao gênero Mucor são muito utilizados em 

diversos processos industriais em alimentos, principalmente no processamento de 
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derivados lácteos. Estes fungos são considerados como micro-organismos 

tecnológicos essenciais na obtenção de características específicas destes produtos, 

como, aspecto, textura e qualidades sensoriais (HERNÁNDEZ-MARTÍNEZ et al., 

2011; MORIN-SARDIN, et al., 2017). 

O vasto uso de proteases por diferentes indústrias estimula as pesquisas para 

a busca destas enzimas com novas propriedades e, possibilita avanços significativos 

no processamento, preparação, armazenamento e aplicação dos produtos. Dentro 

deste cenário, a possibilidade de produção e aplicação de proteases em temperatura 

ambiente, sem que seja necessário o aumento dos custos de produção com energia, 

para gerar calor, é de extrema importância industrial (MAGESWARI et al., 2017). 

Um dos principais aspectos que deve ser levado em consideração para a 

produção e comercialização de enzimas corresponde às etapas de purificação da 

molécula de interesse. Para a determinação da sequência de aminoácidos, ou de sua 

estrutura tridimensional, é necessário que a enzima esteja completamente pura. Além 

disso, para a aplicação de enzimas em diferentes processos industriais, é importante 

o conhecimento de parâmetros cinéticos e termodinâmicos, como Vmax, Km, Kcat e Ea 

(YADAV et al., 2015). 

No presente estudo, são apresentados os processos de produção, purificação 

e caracterização bioquímica, bem como, os parâmetros cinéticos e termodinâmicos 

de uma nova serina protease extracelular, produzida pelo fungo filamentoso Mucor 

subtilissimus URM 4133. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Micro-organismo 

O fungo filamentoso Mucor subtilissimus URM 4133 foi disponibilizado pela 

Micoteca URM do Departamento de Micologia/Centro de Biociências da Universidade 

Federal de Pernambuco. Na literatura este micro-organismo é descrito como produtor 

de protease e não apresenta produção de micotoxinas. Este fungo foi mantido em 

tubo de ensaio que continha o meio de cultura ágar extrato de malte e repicado a cada 

trinta dias. O meio de cultura utilizado para esporulação foi o batata dextrose ágar 

(BDA). 

 

2.2. Produção de protease 
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 Em frascos Erlenmeyers com capacidade para 125 mL, foi realizado 

planejamento fatorial completo 24 (Tabela 1) com o propósito de avaliar as melhores 

condições e os fatores que influenciam a produção de protease pelo fungo Mucor 

subtilissimus URM 4133. O inóculo foi padronizado a 106 esporos.mL-1. A produção 

enzimática ocorreu em sistemas de fermentação submersa durante 96 horas. O 

extrato enzimático bruto foi obtido por meio de filtração em papel de filtro. A atividade 

proteolítica foi utilizada como variável resposta e analisada pelo programa Statistica 

8.0. As diferenças estatisticamente significativas (𝑃 <  0,05) foram identificadas pelo 

método de Tukey com a utilização do software SPSS. 

 

2.3.  Atividade proteolítica e proteína total 

A atividade proteolítica foi realizada de acordo com o método descrito por 

Leighton et al. (1973), que utilizaram a azocaseína 1% (m/v), diluída em tampão Tris-

HCl 0,2 M, pH 7,2, como substrato. Para a reação, 60 μL do extrato enzimático foram 

adicionados a 100 μL de substrato e a mistura reacional foi incubada na ausência de 

luz durante 1 hora. Posteriormente, 480 μL de ácido tricloroacético 10% (m/v) foram 

adicionados e os ensaios centrifugados durante 5 minutos a 3000 x g e 4 ºC. Logo 

após, 320 μL do sobrenadante foram misturados a 560 μL de hidróxido de sódio 1 M. 

A atividade enzimática foi definida como a variação de 0,01 da absorvância a 440 nm 

durante uma hora. As dosagens enzimáticas foram expressas em U.mL-1, e todos os 

ensaios realizados em triplicata. 

Para determinar as proteínas totais das amostras foi utilizado o método descrito 

por Bradford (1976). Neste caso, 50 μL do extrato enzimático, foram adicionados a 1,5 

mL do reagente de Bradford. A curva de calibração foi realizada com soro albumina 

bovina (BSA) como padrão, processada em uma gama de concentrações (10-1000 

μg.mL-1). Estas soluções foram submetidas à leitura em espectrofotômetro a 595 nm. 

As dosagens de proteína foram expressas em mg.mL-1 e todos os ensaios realizados 

em triplicata. 

 

2.4.  Eletroforese SDS-PAGE e Zimograma  

As análises de eletroforese SDS-PAGE tanto do extrato bruto, quanto das 

alíquotas da enzima purificada, foram realizadas de acordo com o método descrito por 

Laemmli, (1970).  As amostras foram liofilizadas, concentradas 10 vezes e 

ressuspendidas em tampão (2X Laemmli Sample Buffer) da Bio-Rad Laboratories. O 
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gel de empilhamento foi composto por 3% de poliacrilamida em tampão Tris-HCl 0,125 

M pH 6,8 e o gel de separação 10% em tampão Tris-HCl 0,37 M, pH 8,8. O padrão de 

massa molecular (SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Broad Range) da Bio-Rad 

Laboratories foi composto por miosina (200 kDa), β-galactosidase (116,25 kDa), 

fosforilase b (97,4 kDa), albumina sérica (66,2 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase 

carbônica (31 kDa), inibidor de tripsina (21,5 kDa), lisozima (14,4 kDa) e aprotinina 

(6,5 kDa). A corrida das amostras no gel foi realizada a 150 V durante 100 minutos. 

As bandas foram reveladas através do processo de coloração com nitrato de parata. 

A atividade enzimática foi detectada por técnica de zimografia, segundo o 

método de Egito et al. (2007) em condições não desnaturantes. A eletroforese SDS-

PAGE foi realizada mediante géis de poliacrilamida que continham 1% de caseína 

como substrato enzimático. Para esta finalidade, a amostra purificada também foi 

liofilizada, concentrada 10 vezes e ressuspendida em tampão (Zymogram Sample 

Buffer) da Bio-Rad Laboratories. Após a migração eletroforética o gel foi lavado com 

Triton X-100 2,5% por 30 min. a 4 ºC. A reação de hidrólise foi realizada no interior do 

gel durante a incubação a 37 ºC por 48 horas em um banho de Tris-HCl 0,05 M, pH 

7,5. Posteriormente, a detecção das proteases, ocorreu através da solução corante 

composta por 40% (v/v) de etanol, 10% (v/v) de ácido acético e 0,1% (m/v) de 

Coomassie Briliant Blue (Sigma Aldrich), durante 60 minutos. Logo após, foi 

adicionado à solução descorante composta por 30% (v/v) de etanol e 7,5% (v/v) de 

ácido acético até o surgimento de bandas translúcidas. 

 

2.5.  Purificação da protease 

Para a purificação da enzima, utilizou-se o sistema FPLC (Fast Protein Liquid 

Chromatography - Äkta Purifier 900 GE Healthcare) e o processo foi divido em duas 

etapas. Na primeira etapa, foi acoplado ao sistema FPLC uma coluna HiTrap DEAE 

FF, 1mL (HiTrap IEX Selection Kit – GE Healthcare), e utilizado como eluente A o 

tampão Tris-HCl 20 mM pH 8,5 e, como eluente B, o tampão Tris-HCl 20 mM pH 8,5 

com 1 M de NaCl. Este processo foi relizado com gradiente linear e fluxo de 1 mL.min-

1 O extrato parcialmente purificado foi liofilizado e concentrado 2 vezes por 

ressuspensão em tampão Tris-HCl 20 mM pH 8,5, com 100 mM de glicina.  

Para a segunda etapa de purificação, foi feito uso de uma coluna Superdex 75 

10/300 GL (GE Healthcare) de exclusão molecular. Nesse caso, o tampão Tris-HCl 20 

mM pH 8,5 com 100 mM de glicina foi utilizado como único eluente com um fluxo de 
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0,5 mL.min-1 e um fracionamento de 0,5 mL por microtubo. Posteriormente, foi 

realizada eletroforese SDS-PAGE, como descrito no item 2.4., com o objetivo de 

verificar o grau de pureza do processo. 

 

2.6.  Caracterização bioquímica da protease 

2.6.1.  Temperatura e pH ótimos 

Para a realização dos ensaios de pH ótimo, o substrato reacional azocaseína 

foi diluído nos seguintes tampões: citrato – fosfato 0,2 M (pH: 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 

7,5 e 8,0); Tris – HCl 0,2 M (pH: 7,5; 8,0; 8,5 e 9,0) e carbonato – bicarbonato 0,2 M 

(pH: 8,5; 9,0; 9,5; 10,0 e 10,5). A atividade proteolítica foi realizada para cada pH. 

Posteriormente, para o estudo da temperatura ótima da protease purificada, o 

substrato foi utilizado no pH ótimo obtido na análise anterior e a atividade proteolítica 

realizada em uma faixa de temperatura que variou entre 30 °C e 80 °C. As atividades 

enzimáticas foram expressas em atividade relativa (%). 

 

2.6.2.  Estabilidade à temperatura e ao pH 

Para verificar a estabilidade térmica da protease, a enzima purificada foi 

incubada nas temperaturas entre 30 °C e 70 °C. E para a estabilidade ao pH, a enzima 

foi diluída (1:1 v/v) nos mesmos tampões utilizados para o estudo do pH ótimo. Em 

ambos os casos a estabilidade da protease foi avaliada ao longo do tempo, portanto, 

foram aliquotadas amostras no período de 0, 1, 2, 8 e 24 horas.  

O monitoramento da atividade proteolítica, tanto para o estudo de estabilidade à 

temperatura, quanto para o estudo de estabilidade ao pH, foi avaliado incubando-se 

as alíquotas retiradas em seus respectivos tempos, nas condições de temperatura e 

pH ótimo obtidos anteriormente. As atividades enzimáticas foram expressas em 

atividade residual (%). 

 

2.6.3.  Efeito de íons metálicos, compostos orgânicos e inibidores na 

atividade proteásica 

Para avaliar a interferência dos íons metálicos sobre a atividade proteásica, 

foram utilizados sais nas concentrações finais de 1 mM e 5 mM, que continham os 

seguintes íons metálicos: K+, Mg2+, Ca2+, Fe2+, Cu2+, Mn2+, Cd2+, Hg2+, Ag+, Co2+. Com 

relação aos inibidores, substâncias específicas, conhecidas como inibidoras de 

protease, foram testadas. Deste modo, os seguintes inibidores específicos de 
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protease foram utilizados, nas concentrações finais de 0,5 e 1 mM: fluoreto de 

fenilmetanosulfonil (PMSF), um inibidor de serina-proteases; ácido etilenodiamino 

tetra acético (EDTA), que apresenta ação de inibição em metalo-proteases; 

pepstatina-A, com inibição para aspártico proteases e o inibidor E-64, utilizado na 

inibição de cisteíno-proteases. 

Além disso, substâncias orgânicas como o dodecil sulfato de sódio (SDS) Triton 

X-100, Tween-20, Tween-80, β-mercaptoetanol e DMSO, foram utilizadas nas 

concentrações finais de 0,1% e 0,25% (m/v) e analisadas para verificar se causam 

interferência na atividade enzimática. 

 

2.7.  Determinação dos parâmetros cinéticos Km e Vmax 

Azocaseína (tampão Tris-HCl 0,2 M, pH 8,5) foi utilizada como substrato, em 

uma gama de concentrações que variou de 1 – 20 mg.mL-1, para determinar os 

parâmetros cinéticos Vmax e Km da protease produzida por Mucor subtilissimus URM 

4133. Os ensaios de atividade proteolítica foram realizados a 45 °C. Tanto a 

velocidade máxima (Vmax), quanto a constante de Michaelis-Menten (Km) foram 

obtidas por meio da equação de Lineweaver-Burk (equação 1), plotando-se um gráfico 

de regressão linear a partir das velocidades de reação nas diferentes concentrações 

de substrato. 

  
1

𝑉0
=

𝐾𝑚

𝑉𝑚𝑎𝑥

1

[𝑆]
+

1

𝑉𝑚𝑎𝑥
              (1) 

 

A constante catalítica (kcat), que representa quantas moléculas do substrato uma 

enzima consegue catalisar por segundo. E também é conhecida como turnover 

number, foi calculada de acordo com a equação 2. Além disso, a eficiência da enzima 

em converter o substrato, mesmo em baixas concentrações, em produto, foi 

representada de acordo com o quociente da divisão entre  
𝑘𝑐𝑎𝑡

𝐾𝑚
. 

 𝑘𝑐𝑎𝑡 =
𝑉𝑚𝑎𝑥

[𝐸]
               (2) 

 

Onde [E], é a concentração de enzima em mg.mL-1. 

 

2.8.  Energia de ativação e coeficiente de temperatura (Q10) 



99 
 

Para a determinação da energia de ativação (Ea), a enzima foi incubada com 

1% (m/v) de azocaseína em tampão Tris-HCl 0,2 M, pH 8.5 e a temperatura variou 

entre 30 – 45 °C. A lei de Arrhernius foi utilizada para considerar a dependência das 

constantes de velocidade com a temperatura, sendo Ea calculada a partir da inclinação 

do gráfico de ln (atividade proteásica) versus 1000/T. Onde, Ea = - slope×R, R 

corresponde a constante universal dos gases (8,314 J.K−1.mol−1) e T é a temperatura 

absoluta em Kelvin (K) (CASTRO et al., 2015). 

O efeito da temperatura sobre a taxa de reação foi expresso em termos de 

coeficiente de temperatura (Q10), que corresponde à taxa de aumento da reação 

enzimática com o aumento da temperatura a cada 10 °C. Este coeficiente foi 

determinado pela equação 3, sugerida por Dixon e Webb (1979). 

𝑄10 = 𝐴𝑛𝑡𝑖𝑙𝑜𝑔𝐸 = (𝐸𝑎 × 10/𝑅𝑇2)       (3) 

 

Onde E é igual a energia de ativação (Ea). 

 

2.9.  Termodinâmica da reação enzimática 

Os parâmetros termodinâmicos para a compreensão do comportamento 

reacional da protease antes do seu estado de desnaturação foram calculados 

segundo Javed et al., (2009) com a utilização da equação de taxa absoluta de Eyring 

(equação 4), derivada a partir da teoria do estado de transição (EYRING; STEARN, 

1939). 

𝑘𝑐𝑎𝑡 = (
𝑘𝑏𝑇

ℎ
) ×  𝑒(

−∆𝐻∗

𝑅𝑇
) ×  𝑒(

∆𝑆∗

𝑅
)
            (4) 

 

Onde, kb corresponde a constante de Boltzmann (1,38x10-23 J.K-1); T é 

equivalente a temperatura absoluta em Kelvin (K); h compreende a constante de 

Planck (6,626x10-34 Js); R é a constante universal dos gases (8,314 J.K-1.mol-1); ΔH* 

é a entalpia de ativação e ΔS* a entropia de ativação. 

Para os cálculos da entalpia de ativação (ΔH*), entropia de ativação (ΔS*) e 

energia livre de ativação de Gibbs (ΔG*), do sistema de reação enzimática, foram 

utilizadas as seguintes equações: 

∆𝐻∗ = 𝐸𝑎 − 𝑅𝑇              (5) 

∆𝐺∗ = −𝑅𝑇𝑙𝑛
(

𝑘𝑐𝑎𝑡ℎ

𝑘𝑏 𝑥 𝑇
)
              (6) 
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∆𝑆∗ =
(∆𝐻∗−∆𝐺∗)

𝑇
              (7) 

 

Além disso, a energia livre de ligação com o substrato (ΔG*
E-S) e da formação 

do estado de transição (ΔG*
E-T), que indicam se a conversão espontânea do substrato 

em produto requer uma baixa energia ou não, foram calculadas utravés das seguintes 

derivações: 

∆𝐺𝐸−𝑆
∗ = −𝑅𝑇𝑙𝑛(

1

𝐾𝑚
)             (8) 

∆𝐺𝐸−𝑇
∗ = −𝑅𝑇𝑙𝑛(

𝑘𝑐𝑎𝑡

𝐾𝑚
)             (9) 

 

2.10. Determinação dos parâmetros cinéticos e termodinâmicos de 

inativação térmica 

O estudo de inativação térmica da serina protease purificada do fungo Mucor 

subtilissimus URM 4133 foi realizado na ausência do substrato. A enzima foi incubada 

em tampão Tris-HCl (20 mM, pH 8,5) em várias temperaturas (40 °C a 60 °C) e as 

alíquotas retiradas nos tempos 0, 1, 2, 8 e 24 horas e imediatamente arrefecidas em 

banho de gelo durante 30 minutos. A atividade residual da amostra foi determinada 

com o substrato padrão (azocaseína) dentro das condições de pH e temperatura 

ótimos.  

O valor da constante de velocidade de desativação (kd) foi expressa como um 

decaimento exponencial e encontrada plotando ln (A/A0) versus o tempo. A energia 

de desnaturação (Ed) foi determinada pelo gráfico de Arrhenius, plotanto ln (kd) em 

função de 1000/T em Kelvin (ABDEL-NABY et al., 2017). 

O tempo aparente de meia-vida da enzima, definida como o tempo em que a 

atividade residual atinge 50%, foi estimado pela relação de 0,693/kd. O tempo de 

redução decimal (valor D), definido como o tempo requerido para a redução de 90% 

ou um-log 10 da atividade enzimática inicial em uma determinada temperatura, está 

relacionado com a constante de desativação (kd) e foi calculado como mostrado na 

equação 10: 

𝐷 = 2,303/𝑘𝑑                    (10) 
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 A termodinâmica de desnaturação enzimática foi determinada através do 

rearranjo da equação de taxa absoluta de Eyring, derivada da teoria do estado de 

transição, como mostrado na equação 11: 

𝐾𝑑 = (
𝑘𝑏𝑇

ℎ
) ×  𝑒(

−∆𝐻𝑑
𝑅𝑇

) × 𝑒(
∆𝑆𝑑

𝑅
)
        (11) 

 

 Onde ΔHd, ΔGd e ΔSd de desnaturação, foram calculados pela aplicação das 

equações 5, 6 e 7, com as modificações que na equação 5, Ed foi usado ao invés de 

Ea, assim como na equação 6, kd, foi usado no lugar de kcat. 

 

2.11. Prospecção peptídica por espectrometria de massa (MALDI-TOF) 

A análise da sequência peptídica da protease foi realizada por espectrometria 

de massa MALDI-TOF/TOF (4800 Plus, SCIEX). Para isto, a amostra foi preparada 

segundo a metodologia proposta por Osório e Reis (2013). A banda do gel que 

continha a enzima purificada foi submetida ao processo de digestão com tripsina. 

Posteriormente, a amostra foi enriquecida por cromatografia em C18 de fase reversa 

(ZipTips, Millipore) seguindo as instruções do fabricante e eluída na placa de MALDI 

com a solução de eluição do ácido alfa-ciano-4-hidroxicinâmico da matriz MALDI a 8 

mg.mL-1 em 50% de  acetonitrila (ACN), 0,1% de ácido trifluoroacético (TFA) e fosfato 

de amônio 6 mM. Os espectros de massa das sequências foram adquiridos em modo 

reflector positivo na faixa de massa de m/z 700-5000. Os picos com maior intensidade 

foram selecionados para o sequênciamento peptídico por MS/MS. As proteínas foram 

identificadas pela abordagem Peptide Mass Fingerprint + MS/MS com o software 

Mascot (v2.5.1, Matrix Science) usando o banco de dados da sequência de proteína 

UniProt para a seleção taxonômica Mucoromycota (versão 2017_08). As 

configurações de pesquisa de proteínas foram a oxidação da metionina (modificação 

variável), zero clivagens perdidas e tolerância máxima de erro de 50 ppm (MS) e 0,5 

Da (MS/MS). As pontuações de proteínas superiores a 67 foram consideradas 

significativas (p <0,05). 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1.  Produção de protease 

Os resultados experimentais obtidos a partir da utilização de planejamento 

fatorial completo 24 (Tabela 2), mostraram que o ensaio 9 foi estatisticamente diferente 
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dos demais e apresentou a melhor combinação de variáveis para a produção de 

protease para o fungo Mucor subtilissimus URM 4133, com valor máximo de atividade 

proteolítica de 8,943±0,220 U.mL-1. Este resultado foi maior que os encontrados por 

Yegin, Goksungur e Fernandez-Lahore (2012), que trabalharam com a produção de 

protease a partir de Mucor mucedo DSM 809, por meio de fermentação submersa em 

meio composto por caseína, glicose e uma solução de minerais com fosfato de 

potássio monobásico e atingiram uma produção de 5,4±0,8 U.mL-1. Já Merheb-Dini et 

al. (2010), trabalharam com a produção de uma protease coagulante a partir do fungo 

Thermomucor indicae-seudaticae N31 e obtiveram atividade proteolítica máxima de 

2,6±0,1 U.mL-1. 

 A análise de variância mostrou que apenas a interação entre o farelo de trigo e 

o fosfato monobásico de potássio, não foi significativa (Tabela 3). O ajuste do modelo, 

medido pelo coeficiente de determinação (R²), apresentou valor de 0,9997 e R²ajuste = 

0,9993. Isso indica que 99,99% da variação total da produção de protease foi 

explicada pelo modelo estatístico e a falta de ajuste não foi significativa. 

 Uma menor temperatura no processo de fermentação foi determinante para o 

aumento da produção de proteases, conforme ilustrado na Figura 1. A variável 

apresentou um efeito extremamente negativo (-368,94) e foi o principal fator de 

influência na produção da enzima. Este comportamento pode ser explicado devido ao 

fato de que, em geral, as condições ótimas para o crescimento de espécies de fungos 

filamentosos do gênero Mucor spp. encontram-se em temperatura ambiente em torno 

de 25 °C (DANTIGNY; GUILMART; BENSOUSSAN, 2005). Além disso, Morin-Sardin 

et al. (2016), apresentaram resultados de temperatura ótima para crescimento de 

diversas espécies de Mucor entre 21,4 °C e 29,2 °C e temperatura máxima entre 25,8 

°C e 40,9 °C. 

Nascimento et al. (2015), trabalhando com planejamentos estatísticos para a 

otimização da produção de protease sintetizada por Acremonium sp. L1-4B, utilizaram 

como planejamento de primeira ordem um fatorial 23 e obtiveram resultados bastante 

dispares entre os ensaios, com atividades proteolíticas que variaram entre 0,07±0,00 

U.mL-1 e 191,32±0,00 U.mL-1. Isso mostra que um planejamento deste tipo, já resulta 

em influências significativas na produção da enzima, uma vez que possibilita a 

observação de quais variáveis apresentam influência direta sobre a síntese 

enzimática. 
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3.2.  Purificação da protease 

O perfil eletroforético por SDS-PAGE das proteínas presentes no extrato bruto 

do fungo Mucor subtilissimus URM 4133, revelou a presença de bandas densas com 

massa molecular que variou entre 10 kDa e 40 kDa aproximadamente (Figura 2A). Os 

procedimentos de purificação em sistema FPLC foram eficientes relacionados ao grau 

de pureza como pode ser observado nas Figura 2B e na Tabela 4. A técnica de 

zimografia também revelou que a protease do fungo URM 4133, apresenta massa 

molecular de aproximadamente, 30 kDa (Figura 2C). 

A diversidade de enzimas proteolíticas presentes em extratos de origem fúngica 

estimula diretamente a busca de novas proteases a partir da utilização destes micro-

organismos. Nascimento et al. (2016), trabalharam com o fungo Mucor subtilissimus 

UCP 1262 e relataram a produção de uma protease fibrinolítica com massa molecular 

de 97 kDa. Enquanto que, Yadav et al. (2015), trabalhando com o fungo Aspergillus 

flavus MTCC 9952, observaram a presença de uma serina protease com massa 

molecular de 38 kDa. Isto demonstra a variedade de enzimas proteolíticas que podem 

ser produzidas por diferentes espécies fúngicas. 

 

3.3.  Caracterização bioquímica da protease purificada 

3.3.1. Efeito do pH na atividade enzimática e estabilidade 

O efeito do pH, utilizando sistema tampão na atividade da protease, sugere que, 

o intervalo de pH influenciou a atividade enzimática e não a composição do tampão. 

O maior valor de atividade relativa foi obtido em pH 8,5 (100%±0,00) em tampão 

carbonato – bicarbonato. No entanto, pode-se observar na Figura 3A que a protease 

apresentou resultados satisfatórios ao longo de toda a faixa de pH, com menor 

atividade para pH 5,0 (61,56%±0,60) em tampão citrato – fosfato. 

Yegin, Goksungur e Fernandez-Lahore (2012), a partir do fungo Mucor mucedo 

DSM 809, obtiveram uma protease ácida, com pH ótimo de 5,0 e com inativação da 

protease no pH 7,0. Sethi et al. (2016), trabalharam com produção de protease a partir 

de Aspergillus terreus NCFT4269.10 e também observaram um pH ótimo de 5,0. Já 

Salihi, Asoodeh e Aliabadian (2017), com o fungo filamentoso Aspergillus oryzae 

CH93, detectaram a produção de uma protease alcalina com pH ótimo de 8,0. Desta 

forma, pode-se constatar que a protease produzida pelo micro-organismo do presente 

trabalho, apresenta bom desempenho para atividade proteolítica em largas faixas de 

pH, tanto ácidas, quanto alcalinas. 
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Com relação ao estudo de estabilidade ao pH, a protease foi estável em todos 

os tampões testados ao longo de toda a faixa de pH utilizada, mesmo após 24 horas 

de incubação (Figura 3B), permanecendo acima de 80% de atividade residual e com 

menor atividade registrada em pH 10,5 (81,88%±0,84) tampão carbonato - 

bicarbonato. Desta forma, com relação ao pH, a biomolécula em questão possibilita a 

sua manipulação tanto em faixas ácidas, quanto alcalinas sem perda considerável de 

atividade proteolítica. 

Fernandez-Lahore et al. (1999), apresentaram como melhores resultados para 

a estabilidade de uma protease sintetizada por Mucor sp. na faixa de pH entre 3,0 e 

6,0. Shirasaka et al. (2012), a partir de protease produzida pelo Aspergillus oryzae 

KSK3A, observaram após 4 horas de incubação em uma faixa de pH entre 3,0 e 11,0, 

melhor atividade residual entre os pHs 5 e 9. As atividades permaneceram acima dos 

40% e não houve desnaturação enzimática. 

 

3.3.2. Efeito da temperatura na atividade enzimática e estabilidade 

A protease purificada de Mucor subtilissimus URM 4133 foi ativa acima dos 50% 

na faixa de temperatura entre 30 °C – 55 °C, com máxima atividade aos 45 °C 

(100%±0,00). Entretanto, pode-se observar na Figura 4A que temperaturas mais 

elevadas, superiores a 60 °C comprometem o desempenho da enzima, uma vez que 

há perda significativa de sua atividade, com mínimo de 12,26%±0,73 aos 80 °C. 

Nascimento et. al (2016) trabalharam com uma protease com capacidade 

fibrinolítica produzida pelo Mucor subtilissimus UCP 1262 e observaram condições de 

temperatura ótima de 35 °C. Yadav et al. (2015), trabalharam com proteases 

sintetizadas por Aspergillus flavus MTCC 9952 e obtiveram temperatura ótima de 

atividade proteásica aos 40 °C. Já Merheb-Dini et al. (2010), com o Thermomucor 

indicae-seudaticae, um fungo filamentoso termófilo, obtiveram a produção de uma 

protease com temperatura ótima um pouco mais elevada, de 65 °C.  

O estudo de estabilidade térmica da protease purificada revelou que a maior 

atividade residual observada ocorreu aos 35 °C após 1 hora. Pode-se constatar na 

Figura 4B, que após o período de 24 horas de incubação, a protease apresentou 

51,19% de atividade aos 40 °C. A enzima foi desnaturada aos 70 °C após 1 hora e 

aos 65 °C após 2 horas de incubação. Além disso, a partir de 50 °C as enzimas 

perderam atividade consideravelmente após 8 horas. Dessa forma, a enzima pode ser 
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considerada como termolábel, ou seja, que é inativada quando exposta a 

temperaturas mais elevadas.  

Resultados semelhantes foram obtidos por Areces et al. (1992) para a protease 

do Mucor bacilliformes, uma espécies mesofílica, que apresentou atividade residual 

de 29% a 55 °C e de apenas 8% após 30 minutos de incubação a 60 °C. Nascimento 

et al. (2015), trabalharam com uma protease sintetizada por Acremonium sp. L1-4B e 

também observaram desnaturação enzimática após 3 horas de incubação a 50 °C. 

Assim como a protease encontrada por Mandujano-González et al. (2016), produzida 

por Stenocarpella maydis, a qual também foi desnaturada aos 50 °C logo após 1 hora. 

 

3.3.3. Efeito de íons metálicos, compostos orgânicos e inibidores 

Foi avaliado o efeito de várias substâncias sob a atividade da enzima purificada, 

dentre elas, vários íons metálicos nas concentrações de 1 mM e 5 mM, compostos 

orgânicos (0,10% e 0,25%), assim como inibidores específicos para proteases (0,5 

mM e 1 mM), como apresentado na Tabela 5. A concentração de 5 mM dos íons Mn2+, 

Mg2+ e K+, resultou em maior ativação da protease. Enquanto que, houve inibição 

acentuada da atividade para os íons Hg2+, Ag+, e Co2+, para a concentração de 5 mM. 

Resultados semelhantes foram encontrados por Yadav et al. (2015), que trabalharam 

com uma serina-protease alcalina produzida por Aspergillus flavus MTCC 9952 e 

também observaram ativação para íons dipositivos como Mn2+ e Mg2+ na maior 

concentração e inibição da atividade proteolítica pelo mercúrio. Efeitos positivos para 

Mg2+ e K+ também foram encontrados por Farhadian, Asoodeh e Lagzian (2015), pela 

serina protease sintetizada por Bacillus subtilis DR8806, assim como inibição pelos 

íons Hg2+ e Co2+. 

Dentre os compostos orgânicos avaliados, o dodecil sulfato de sódio (SDS) foi 

responsável por inibição parcial da atividade apenas em sua maior concentração. 

Diferente do β-mercaptoetanol, uma substância com ação desnaturante de proteínas, 

que inibiu parcialmente a protease em ambas as concentrações avaliadas (0,10% e 

0,25%). Os surfactantes Triton X-100, Tween-20 e Tween-80, assim como o solvente 

polar dimetilsulfóxido (DMSO), não apresentaram efeitos consideráveis na atividade 

residual da enzima. De forma semelhante, uma serina protease produzida pelo fungo 

Myceliophthora sp., apresentou redução de 12% na atividade enzimática para o Triton 

X-100 e, redução de 80% na atividade proteolítica para o Tween-80, ambos 

surfactantes não-iônicos e foi desnaturada em SDS (ZANPHORLIN et al., 2011). 
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No estudo de inibidores enzimáticos de proteases pode-se observar que a 

enzima foi completamente inibida por fluoreto de fenilmetanosulfonil (PMSF), um 

inibidor irreversível para serina proteases, o que confere uma visão primária sobre a 

natureza da enzima e do seu sítio ativo e leva a concluir que esta protease purificada, 

pertence a esta família de enzimas. São retratados na literatura, outros tipos de 

espécies de Mucor que secretam serina proteases, como a protease excretada pelo 

fungo Mucor racemosus (DI SANTO et al., 1992) e a protease fibrinolítica produzida 

pelo Mucor subtilissimus UCP 1262, utilizado por Nascimento et al. (2016). 

 

3.4.  Parâmetros cinéticos Km e Vmax 

 Para a estimativa dos parâmetros cinéticos Vmax e Km da protease purificada do 

fungo Mucor subtilissimus URM 4133, os testes adicionais foram realizados à 

temperatura de 45 °C e pH 8,5 e a concentração do substrato variou entre 1-20 mg.mL-

1. Os resultados foram plotados de acordo com o gráfico do duplo recíproco 

(Lineweaver-Burk) apresentado na Figura 5. A enzima mostrou seguir, com boa 

correlação (R2 = 0,994), a cinética do tipo Michaelis-Menten com valores de Km = 2,35 

mg azocaseína.mL-1 e Vmax = 333,33 U.mg proteína-1, como pode ser observado na 

Tabela 6. É difícil comparar estes resultados com os da literatura uma vez que, a 

atividade enzimática depende do tipo de substrato utilizado. Não há relatos destes 

parâmetros cinéticos para proteases de fungo do gênero Mucor com a utilização de 

azocaseína como substrato. No entanto, Castro et al. (2015) que avaliaram a 

aplicação de diferentes substratos para a produção de proteases por Aspergillus niger, 

obtiveram valores de Km que variaram entre 0,44 e 1,92 mg azocaseína.mL-1 e Vmax 

entre 42,74 e 344,83 U.g-1. 

 

3.5. Energia de ativação e coeficiente de temperatura (Q10) 

 A energia de ativação (Ea) da protease foi calculada com temperaturas entre 30 

°C e 45 °C. O gráfico de Arrhenius (Figura 6) mostrou uma variação linear com o 

aumento da temperatura, o que sugere que a serina protease do Mucor subtilissimus 

URM 4133 possui uma conformação única até atingir a faixa de transição para a 

desnaturação. A Ea apresentou um valor positivo de 30,13 kJ.mol-1 (R2 = 0,9988), ou 

seja, as reações de catálise suprimem a desativação enzimática até o ponto de 

temperatura ótima. Esse resultado indica que a quantidade de energia necessária 

para que ocorra a formação do complexo enzimático de hidrólise da azocaseína, é 
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relativamente baixa, tornando sua capacidade hidrolítica eficaz. Hernández-Martínez 

et al. (2011) trabalharam com serina protease produzida por Aspergillus fumigatus e 

apresentaram valor de Ea = 62,0 kJ.mol-1. Já Souza et al. (2015), trabalharam com 

uma protease sintetizada pelo Aspergillus foetidus e observaram uma energia de 

ativação de 19,03 kJ.mol-1.  

 O efeito da temperatura na taxa de reação da serina protease do Mucor 

subtilissimus URM 4133 apresentou valor de Q10 = 1,11, para a temperatura de 40 °C. 

O coeficiente de temperatura (Q10) é um parâmetro cinético utilizado para inferir se as 

reações catalíticas são controladas pela temperatura, ou por outros fatores. 

Geralmente, as reações enzimáticas mostram que o valor de Q10 varia entre 1 e 2. Um 

desvio destes valores indica um envolvimento de outros valores além da temperatura 

no controle da taxa de reação. Além disso, os valores de Q10 não parecem diferir 

significativamente entre as classes de enzimas, mesmo as termofílicas (ELIAS et al. 

2014). 

 

3.6. Termodinâmica da reação enzimática 

Os parâmetros termodinâmicos de hidrólise do substrato (azocaseína) para 

serina protease purificada do fungo Mucor subtilissimus URM 4133 estão 

apresentados na Tabela 6. Resumidamente, a entalpia de ativação (ΔH*) apresentou 

valor de 27,53 kJ.mol-1 e a entropia de ativação (ΔS*) um valor negativo de -110,61 

J.mol-1.K-1. Segundo Bhatti et al. (2007), a correlação entre uma baixa entalpia e um 

valor negativo para entropia, sugere a formação de um estado de transição eficiente 

e mais ordenado para o complexo enzima-substrato (ES*). Silva et al. (2017) 

trabalharam com uma protease do fungo Aspergillus tamarii URM 4634 e obtiveram 

valores para o ΔH* de 31,90 kJ.mol-1 e 13,90 kJ.mol-1, nos extratos bruto e purificado, 

respectivamente. Já, Lima et al. (2011) estudaram a protease produzida por 

Penicillium aurantiogriseum URM 4622 e observaram valor para a entalpia de ativação 

de 108 kJ.mol-1, resultado muito elevado em comparação ao obtido no presente 

trabalho. 

Segundo Riaz et al. (2007) a dimensão e viabilidade de uma reação enzimática 

é melhor avaliada através da mensuração da mudança na energia livre de ativação 

(ΔG*) para a conversão de um complexo enzima-substrato em produto. Dessa forma, 

baixos valores de ΔG* indicam que a conversão do estado de transição do complexo 

enzima-substrato em produto foi mais espontânea. Sendo assim, os baixos valores 
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apresentados no presente trabalho (Tabela 6), tanto para a energia livre de transição 

(ΔG*E-T), quanto para a energia livre de ligação (ΔG*E-S), sugerem que a serina 

protease produzida por Mucor subtilissimus URM 4133 necessita de uma baixa 

quantidade de energia para a formação do complexo ativado (transição) e para a 

ligação do substrato ao estado de transição, consequentemente, apresenta uma boa 

eficiência de catálise devido a rápida estabilização do complexo ES*. 

 

3.7. Parâmetros cinéticos e termodinâmicos de inativação térmica 

Para a determinação dos parâmetros cinéticos e termodinâmicos de inativação 

térmica irreversível da serina protease purificada, foram utilizados os dados obtidos 

durante o estudo de estabilidade térmica enzimática. Neste caso, o gráfico de 

Arrhenius (Figura 7) foi plotado entre as temperaturas de 40 °C e 60 °C. Como já é 

conhecido, o tempo de meia vida (t1/2) corresponde ao tempo necessário para que a 

atividade enzimática reduza 50% da sua atividade catalítica inicial quando submetida 

a uma determinada temperatura. Este parâmetro é muito importante para a utilização 

de uma enzima em nível industrial, uma vez que, quanto maior seu valor, maior é a 

termoestabilidade enzimática. Os resultados cinéticos apresentados na Tabela 7 

mostram que o t1/2 diminuiu progressivamente, atrelado ao aumento da taxa específica 

de primeira-ordem da inativação térmica da protease (kd), com o aumento gradativo 

da temperatura, o que significa que a desnaturação irreversível é cada vez mais 

expressiva. No presente trabalho, o menor valor de kd foi obtido para a temperatura 

de 40 °C (0,0297 h-1) e o maior valor aos 60 °C (0,7916 h-1), apresentando tempos de 

meia vida (t1/2) de 23,34 e 0,88 horas, respectivamente. Resultados semelhantes 

foram obtidos por Castro et al. (2015), através da protease produzida por Aspergillus 

niger, que apresentaram valores de t1/2 = 1386,29 min, ou, 23,1 horas. Já, Hernández-

Martínez et al. (2011), observaram um t1/2 de apenas 34 min. para a serina protease 

produzida por Aspergillus fumigatus. Portanto, a serina protease purificada no 

presente trabalho parece ser tão termoestável quanto, ou mais, que algumas 

proteases citadas na literatura. 

O tempo de redução decimal (valor D), definido como o tempo necessário para 

a redução de 90% na atividade enzimática inicial, corresponde a outro parâmetro que 

pode ser utilizado para averiguar a resistência da enzima à inativação térmica e 

fornecer informações essenciais para a utilização industrial. Pode ser observado na 
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Tabela 7 que na temperatura de 40 °C a enzima apresentou boa estabilidade, uma 

vez que, são necessárias 77,54 horas para reduzir sua atividade a 10% do valor inicial. 

O gráfico de Arrhenius (Figura 8) de ln(kd) vs 1/T permitiu estimar uma energia 

de ativação para a desnaturação térmica (Ed) de 123,26 kJ.mol-1 (R2 = 0,9844). Este 

valor é superior aos encontrados por Silva et al. (2017) que apresentaram uma Ed = 

49,7 kJ.mol-1 para a protease presente no estrato bruto produzido pelo fungo 

Aspergillus tamarii URM 4634 e Ed = 28,8 kJ.mol-1 para a sua forma purificada. E por 

Lima et al. (2011) que obtiveram uma Ed = 107,4 kJ.mol-1 para uma protease 

colagenolítica produzida pelo fungo Penicillium aurantiogriseum URM 4622. Isso 

indica uma maior termoestabilidade da serina protease purificada estudada no 

presente trabalho. Além disso, pode-se perceber a partir destas comparações, que a 

variabilidade dos dados de Ed é muito grande, provavelmente devido a grandes 

diferenças na fonte e na pureza das enzimas juntamente com os substratos utilizados. 

Além disso, a estabilidade de uma proteína em determinada temperatura 

corresponde ao resultado do equilíbrio entre forças estabilizadoras e 

desestabilizadoras, que são influenciadas por interação hidrofóbicas e eletrostáticas, 

ligação de hidrogênio e de disulfeto e pelo grau de dobramento da molécula (ORTEGA 

et al., 2004). Dessa forma, a investigação de parâmetros termodinâmicos como 

entalpia (ΔH), entropia (ΔS) e energia livre (ΔG) da serina protease purificada do fungo 

Mucor subtilissimus URM 4133 foi realizada para entender o comportamento desta 

molécula em diferentes condições e os resultados estão apresentados na Tabela 7. O 

ΔH é visto como uma medida do número de ligações não covalentes quebradas para 

a formação de uma estado de transição para a inativação enzimática. Em geral, 

grandes valores de ΔH estão associados a uma maior estabilidade da enzima 

(OLUSESAN et al., 2011; BATISTA et al., 2014). O ΔHd apresentou valor de 123,63 

kJ.mol-1 aos 40 °C e foi superior ao encontrado por Melikoglu, Lina e Webb (2013) 

para protease sintetizada pelo fungo Aspergillus awamori que apresentou um ΔHd = 

80,4 kJ.mol-1 para a mesma temperatura. Já Souza et al. (2015), a partir de uma 

protease termofílica proveniente do Aspergillus foetidus, obtiveram valor de ΔHd = 

311,39 kJ.mol-1 aos 55 °C. Isto comprova que, quanto maior o ΔH, maior a estabilidade 

térmica da enzima. 

A extensão do processo de desnaturação térmica da enzima também depende 

da entropia de desnaturação (ΔSd) que expressa a quantidade de energia por grau 

envolvida na transição de um estado nativo para um estado desnaturado. O ΔS 
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representa a variação na extensão da desordem local entre estado de transição e 

estado fundamental. Assim, um ΔS mais elevado implica um aumento no número de 

moléculas de proteína no estado ativo de transição e um aumento na desordem que 

pode ser do sítio ativo da enzima ou da sua estrutura, o que equilave a principal força 

motriz no processo de desnaturação por calor (MARANGONI, 2003; SINGH; 

CHHATPAR, 2011; MELIKOGLU; LINA; WEBB, 2013). Os valores de ΔSd foram 

positivos em todas temperaturas as quais a serina protease do Mucor subtilissimus 

URM 4133 foi testada e variou entre 120,24 kJ.mol-1 e 124,82 kJ.mol-1. Isto sugere um 

maior estado de desordem no processo de transição. Valores positivos de ΔSd 

também foram apresentados por Castro et al., (2015) para a protease de Aspergillus 

niger (222,47 ≤ ΔSd ≤ 227,58 J.mol-1.K-1) e por Souza et al. (2015) para a protease 

secretada por Aspergillus foetidus (599,59 ≤ ΔSd ≤ 610,49 J.mol-1.K-1). Olusesan et al. 

(2011) indicam que, valores positivos para o ΔSd são encontrados se a taxa limitante 

da reação for o desdobramento da proteína, com resultados moderadamente altos 

para o ΔH e menores para o ΔG, o que está de acordo com o presente trabalho. 

A energia livre de Gibbs (ΔG) é outro importante parâmetro termodinâmico e 

inclui ambas contribuições relatadas anteriormente (entalpia e entropia). Desta forma, 

pode ser considerada como uma ferramenta mais precisa e confiável para avaliar a 

estabilidade de uma enzima. Quanto menor ou negativo for o seu valor mais 

espontâneo é o processo, ou seja, a enzima se torna menos estável e a desnaturação 

ocorre mais facilmente, sendo o inverso, verdadeiro (MARANGONI, 2003; GOHEL; 

SINGH, 2012). De forma consistente com os demais parâmetros já discutidos 

anteriormente, a serina protease purificada a partir de Mucor subtilissimus URM 4133 

apresentou valores positivos para a ΔGd (Tabela 7), que variaram entre 82,54 e 85,97 

kJ.mol-1 na faixa de temperatura estudada. Valores semelhantes foram obtidos por 

Silva et al. (2017) para a protease purificada proveniente de Aspergillus tamarii URM 

4634 (91,8 ≤ ΔGd ≤ 98,0 kJ.mol-1) e por Hernández-Martínez et al. (2011) para a serina 

protease purificada do Aspergillus fumigatus (89,2 ≤ ΔGd ≤ 91,4). 

 

3.8. Prospecção peptídica por espectrometria de massa (MALDI-TOF) 

A ferramenta utilizada para tentar identificar a serina protease purificada 

produzida pelo fungo Mucor subtilissimus URM 4133 foi baseada na técnica de 

“peptide mass fingerprinting (PMF)” com espectrômetro de massa do tipo MALDI-

TOF/TOF. A massa dos peptídeos digeridos com tripsina foi determinada e 
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pesquisada em bancos de dados no “National Center for Biotechnology Information – 

NCBI”, mais especificamente no “The Universal Protein Resource (UniProt)”, não 

sendo combinadas com quaisquer proteases presentes neste banco de dados (Figura 

9A). No entanto, a sequência obtida foi combinada com muitas proteínas hipotéticas 

e não caracterizadas de fungos da divisão Mucoromycota (Figura 9B), como por 

exemplo, uma proteína não caracterizada de Rhizopus delemar (N° de acesso: 

I1CSQ0, Massa: 167476, Score: 59, Matches: 66), outra proteína não caracterizada 

de Lichtheimia ramosa (N° de acesso: A0A077X1Z2, Massa: 170271, Score: 57, 

Matches: 64) e um fragmento de uma proteína de choque térmico do fungo Rhizopus 

stolonifer (N° de acesso: Q8J1X9, Massa: 55014, Score: 54, Matches: 28). Além disso, 

a massa de peptídeos derivada da serina protease do Mucor subtilissimus URM 4133 

também foi combinada com outras proteínas não caracterizadas de fungos da mesma 

espécie e com massa molecular semelhante ao encontrado no presente trabalho, 

como é o caso de uma proteína não caracterizada de Mucor circinelloides (N° de 

acesso: S2JX18, Massa: 30010, Score: 50, Matches: 18). Esse resultado sugere que 

a serina protease purificada obtida no presente trabalho pode se tratar de uma nova 

serina protease. 

 

4. CONCLUSÃO 

A utilização de planejamento estatístico fatorial 24 para aumentar a produção 

da protease do fungo filamentoso Mucor subtilissimus URM 4133 se mostra uma 

ferramenta eficiente. A utilização de sistema FPLC é eficiente para a obtenção de um 

alto grau de pureza para a protease. A enzima é classificada como uma serina 

protease pela inibição da sua atividade proteolítica após a exposição do seu sítio 

catalítico ao inibidor fluoreto de fenilmetanosulfonil (PMSF) específico de serina 

proteases. Esta enzima apresenta estabilidade térmica a temperaturas máximas de 

até 40°C durante 24 horas, porém não há grandes influências na atividade para íons 

e substâncias orgânicas estudadas no presente trabalho. Os parâmetros cinéticos 

mostram que esta serina protease apresenta boa eficiência em catalisar o substrato 

azocaseína e a termodinâmica revela que a enzima pode ser utilizada em nível 

industrial em temperaturas medianas. A partir dos resultados obtidos na análise de 

MALDI-TOF pode-se sugerir que esta serina protease pode ser uma enzima nova 

ainda não catalogada nos bancos de dados específicos. 
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TABELAS 

Tabela 1 – Matriz do planejamento fatorial completo 24 para analisar os fatores de 
influência na produção de protease pelos fungos Mucor subtilissimus URM 4133. 

Fatores Inferior (-1) Central (0) Superior (+1) 

Temperatura °C 35 40 45 

Farelo de trigo (g) 0,25 0,375 0,50 

Farelo de soja (g) 0,20 0,30 0,40 

KH2PO4 (g) 0,10 0,15 0,20 

 

 

Tabela 2 – Matriz do planejamento fatorial fracionado 24, contendo quatro pontos 
centrais associados com a variável resposta atividade proteásica total do fungo Mucor 
subtilissimus URM 4133. 

Ensaio 
Temperatura 

(°C) 
F. Trigo 

(g) 
F. Soja 

(g) 
KH2PO4 

(g) 
U.mL-1 

1 35 0,25 0,2 0,1 7,687c±0,165 

2 45 0,25 0,2 0,1 1,173i±0,058 

3 35 0,5 0,2 0,1 6,822d±0,057 

4 45 0,5 0,2 0,1 0,913ijk±0,032 

5 35 0,25 0,4 0,1 4,978f±0,023 

6 45 0,25 0,4 0,1 0,814k±0,070 

7 35 0,5 0,4 0,1 4,589g±0,251 

8 45 0,5 0,4 0,1 0,826jk±0,015 

9 35 0,25 0,2 0,2 8,943a±0,220 

10 45 0,25 0,2 0,2 1,112ij±0,021 

11 35 0,5 0,2 0,2 8,173b±0,032 

12 45 0,5 0,2 0,2 0,856jk±0,035 

13 35 0,25 0,4 0,2 6,871d±0,071 

14 45 0,25 0,4 0,2 1,077ijk±0,045 

15 35 0,5 0,4 0,2 6,365e±0,112 

16 45 0,5 0,4 0,2 0,923ijk±0,035 

17 40 0,375 0,3 0,15 3,905h±0,017 

18 40 0,375 0,3 0,15 3,960h±0,017 

19 40 0,375 0,3 0,15 3,963h±0,033 

20 40 0,375 0,3 0,15 3,912h±0,015 
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Tabela 3 – Análise de variância (ANOVA), para verificar a influências dos parâmetros 
utilizados no planejamento fatorial fracionado 24 sob a produção de protease pelo 
fungo Mucor subtilissimus URM 4133. 

FV SQ GL QM F-valor p-valor 

(1)Temperatura (°C) 136,6041 1 136,6041 136116,4 0,000000 

(2)F.T. 0,6373 1 0,6373 635,1 0,000137 

(3)F.S. 5,3335 1 5,3335 5314,5 0,000006 

(4)KH2PO4 2,6533 1 2,6533 2643,8 0,000016 

1 by 2 0,2167 1 0,2167 216,0 0,000683 

1 by 3 4,4287 1 4,4287 4412,9 0,000008 

1 by 4 2,2885 1 2,2885 2280,3 0,000020 

2 by 3 0,0762 1 0,0762 76,0 0,003179 

2 by 4 0,0026 1 0,0026 2,6 0,205062 

3 by 4 0,1547 1 0,1547 154,2 0,001126 

Falta de Ajuste 0,0486 6 0,0081 8,1 0,057418 

Erro Puro 0,0030 3 0,0010   

Total SQ 152,4474 19    

FV = Fontes de Variação; SQ = Soma dos Quadrados; GL = Graus de Liberdade; QM = 
Quadrado Médio. F.T. = Farelo de trigo; F.S. = Farelo de soja 

 

 

Tabela 4 – Etapas de purificação para a protease do fungo Mucor subtilissimus URM 
4133.  

URM 4133 U.mL-1 mg.mL-1 U.mg-1 mL R. (%) F. P. 

Extrato Bruto 4,95 0,628 7,88 1,0 100 1 

DEAE FF 4,85 0,404 12,00 1,0 98 2 

DEAE FF [2X] 8,92 0,695 12,83 1,0   

Exclusão Molecular 5,56 0,020 278,00 1,0 62 22 

U.mL-1 = Atividade Proteásica Total; mg.mL-1 = Proteína Total; U.mg-1 = Atividade 
Específica; mL = Volume; R = Rendimento e F.P. = Fator de Purificação. 
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Tabela 5 – Efeito de íons metálicos, compostos orgânicos e inibidores na atividade da 
protease purificada produzida por Mucor subtilissimus URM 4133. 

Íons Metálicos Atividade Residual (%) 

 1 mM 5 mM 

CaCl2 109,32±1,21 100,93±2,18 

MnCl2 124,35±2,91 128,45±1,78 

MgCl2 105,80±1,54 114,30±0,67 

FeCl3 105,28±1,93 93,89±0,91 

CdCl2 106,84±1,97 104,14±1,28 

HgCl2 93,06±2,20 38,76±0,87 

AgNO3 86,63±0,72 28,60±1,87 

CuCl2 98,55±2,17 79,59±2,43 

CoCl2 61,14±0,43 60,62±0,69 

KCl2 111,40±2,11 112,64±1,65 

   

Compostos Orgânicos Atividade Residual (%) 

 0,10% (m/v) 0,25% (m/v) 

Triton X-100 93,16±2,11 91,60±2,07 

Tween-20 104,04±1,92 94,92±1,20 

Tween-80 100,62±2,66 99,17±2,17 

DMSO 106,42±3,33 103,83±1,43 

SDS 101,11±1,93 68,19±1,96 

β-Mercaptoetanol 65,91±0,73 68,39±2,04 

   

Inibidores Atividade Residual (%) 

 0,5 mM 1 mM 

EDTA 101,55±2,55 101,97±0,95 

Pespstatina-A 89,57±1,72 88,15±1,99 

PMSF 2,38±0,49 1,14±0,46 

E-64 103,32±0,21 101,97±1,02 
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Tabela 6 – Parâmetros cinéticos e termodinâmicos da serina protease produzida pelo 
fungo Mucor subtilissimus URM 4133 em fermentação submersa utilizando farelo de 
soja e farelo de trigo como substratos. 

Parâmetros M. subtilissimus URM 4133 

Vmax (U.mg proteína-1 ) 333,33 

Km (mg azocaseína.mL-1) 2,35 

Kcat (s-1) 277,78 

Kcat/Km (s-1 mg mL-1) 104,17 

Ea (kJ.mol-1) 30,13 

ΔH* (kJ.mol-1) 27,53 

ΔG* (kJ.mol-1) 62,17 

ΔS* (J.mol-1.K-1) -110,61 

ΔG*E-T (kJ.mol-1) -12,09 

ΔG*E-S (kJ.mol-1) 2,22 

Q10 1,11 

 

 

Tabela 7 – Parâmetros cinéticos e termodinâmicos de desnaturação térmica 
irreversível da serina protease purificada do Mucor subtilissimus URM 4133. 

T (°C) kd (h-1) t1/2 (h) D (h) R2 
ΔHd 

(kJ.mol-1) 
ΔGd 

(kJ.mol-1) 
ΔSd    

(J.mol-1.K-1) 
Ed 

(kJ.mol-1) 

40 0,0297 23,34 77,54 0,9681 123,63 85,97 120,24 126,23 

45 0,0951 7,29 24,22 0,9942 123,59 84,31 123,45  

50 0,2127 3,26 10,83 0,9905 123,54 83,51 123,87  

55 0,4952 1,40 4,65 0,9784 123,50 82,54 124,82  

60 0,7916 0,88 2,90 0,9594 123,46 82,54 122,82  
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FIGURAS 

Figura 1 – Gráfico de Pareto para os efeitos das variáveis independentes 
(Temperatura; Farelo de Trigo - F.T.; Farelo de Soja - F.S. e KH2PO4) na produção de 
protease pelo fungo Mucor subtilissimus URM 4133 de acordo com o planejamento 
fatorial completo 24. 
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Figura 2 – Determinação da massa molecular do extrato bruto e das frações 
purificadas por SDS-PAGE (10%) e zimograma, das proteínas do fungo Mucor 
subtilissimus URM 4133. (A). SDS-PAGE: Coluna 1, marcador molecular de proteína; 
Coluna 2, extrato bruto. (B). SDS-PAGE: Coluna 1, marcador molecular de proteína; 
Colunas 2 – 7, frações coletadas no FPLC utilizando coluna Superdex 75 10/300 GL 
(GE Healthcare) de exclusão molecular, com alto grau de pureza nas Colunas 6 e 7. 
(C). Zimograma (10%) da protease purificada em FPLC. 
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Figura 3 – (A). pH ótimo da protease purificada produzida por fermentação submersa 
pelo Mucor subtilissimus URM 4133, nos tampões citrato – fosfato (♦), Tris – HCl (■) 
e carbonato – bicarbonato (▲). (B). Estabilidade ao pH da protease purificada, 
produzida por fermentação submersa pelo Mucor subtilissimus URM 4133, nos 
tampões citrato – fosfato (♦), Tris – HCl (■) e carbonato – bicarbonato (▲), após 24 
horas de incubação.  
 

 

 

 

 

Figura 4 – (A). Temperatura ótima da protease purificada, produzida por fermentação 
submersa pelo Mucor subtilissimus URM 4133. (B). Estabilidade térmica da protease 
purificada, produzida por fermentação submersa pelo Mucor subtilissimus URM 4133, 
durante 1 hora (♦); 2 horas (■); 8 horas (▲) e 24 horas (×). 

 

 

 

Figura 5 – Gráfico do duplo recíproco (Lineweaver-Burk) da taxa inicial de hidrólise 
de azocaseína pela protease purificada do fungo Mucor subtilissimus URM 4133 
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versus a concentração de azocaseína. As barras de erro representam o desvio 
padrão. 

 

 

 

 

 

Figura 6 – Gráfico de Arrhenius para a determinação da energia de ativação (Ea) da 
serina protease purificada produzida pelo fungo Mucor subtilissimus URM 4133. 
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Figura 7 – Gráfico de primeira-ordem da desnaturação térmica irreversível da serina 
protease purificada do Mucor subtilissimus URM 4133. 

 
 

 

 

 

Figura 8 – Gráfico de Arrhenius para calcular a energia de ativação (Ed) da 
inativação/desnaturação térmica irreversível da serina protease purificada do fungo 
Mucor subtilissimus URM 4133. 
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Figura 9 – (A). Análise do espetro de massa MALDI-TOF da serina protease purificada 
produzida por Mucor subtilissimus URM 4133. O PMF da massa observada foi 
realizado utilizando o sistema de busca MASCOT. 

 
 

 

Figura 9 – (B) Algumas proteínas correspondentes do banco de dado UniProt com a 
massa observada da serina protease purificada de Mucor subtilissimos URM 4133. 
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CAPÍTULO IV: 

Uma nova serina protease de Mucor guilliermondii URM 5848: 

Purificação, caracterização bioquímica, parâmetros cinéticos e 

termodinâmicos 
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Resumo: Para o aumento da produção enzimática foi utilizado planejamento 

estatístico fatorial 24. A atividade proteolítica variou entre 0,51 e 10,33 U.mL-1. A 

protease foi purificada em sistema FPLC e após análise por SDS-PAGE e zimografia, 

apresentou uma massa molecular de aproximadamente 25 kDa. A caracterização 

bioquímica da enzima revelou uma capacidade de desempenho da atividade catalítica 

em uma larga faixa de pH, tanto ácido, quanto alcalino com atividade residual acima 

dos 60% em tampão Tris – HCl pH 9,0. No entanto, a enzima se mostrou sensível a 

temperaturas mais elevadas com atividade residual de 20% após 24 horas aos 45 °C 

e foi desnaturada logo após uma hora em temperaturas acima de 65 °C. Além disso, 

a protease perdeu 50% de sua atividade pela ação dos íons Hg2+ e Co2+ e do β-

mercaptoetanol e foi completamente inibida pelo fluoreto de fenilmetanosulfonil 

(PMSF). Para os parâmetros cinéticos de hidrólise do substrato azocaseína a serina 

protease apresentou valor de Km = 2,00 mg azocaseína.mL-1 e de Vmax = 250,00 U.mg 

proteína-1. Também foram avaliados parâmetros termodinâmicos de ativação como Ea 

e Q10 e de desnaturação térmica irreversível como t1/2 e valor D além da entalpia (ΔH), 

mailto:dasilva@ibilce.unesp.br
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entropia (ΔS) e energia livre de Gibbs (ΔG) para ambos os casos. Não foram 

encontradas sequências peptídicas com confiabilidade estatística para a protease do 

Mucor guilliermondii URM 5848 após análise por MALDI-TOF, o que sugere se tratar 

de uma nova enzima. 

 

Palavras-chave: fungo filamentoso, enzima proteolítica, desnaturação térmica 

 

1. INTRODUÇÃO 

As enzimas proteolíticas de forma geral são fundamentais para o funcionamento 

adequado e a sobrevivência de todos os seres vivos e apresentam uma participação 

entre 2 e 4% do proteoma total. Estas moléculas são consideradas um grupo 

complexo de enzimas que desempenham papeis regulatórios e nutricionais 

importantes na natureza (PATEL, 2017). As proteases, podem ser utilizadas em vários 

setores industriais como na indústria médica, farmacêutica, alimentícia, têxtil, 

detergentes, cosméticos, isolamento celular e tratamento de resíduos. Além disso, a 

formação de produtos específicos por estas enzimas é um aspecto fundamental de 

estudo na biotecnologia moderna (BHUNIA et al., 2013). 

As proteases de origem fúngica são bastante utilizadas pela indústria devido a 

sua grande diversidade bioquímica, possibilidade de manipulação genética, aumento 

na escala de produção e por serem facilmente extraídas através de filtração simples. 

Além disso, várias estirpes de fungos são classificadas como “Generally Regarded As 

Safe” (GRAS) e a utilização dos seus metabólitos é considerada segura 

(PAVLUKOVA; BELOZERSKY; DUNAEVSKY, 1998; GREEN; BEEZHOLD, 2011). 

Dentre estas estirpes, encontra-se o Mucor guilliermondii que é um fungo 

dimórfico do filo Zygomycota capaz de alternar seu crescimento entre estruturas 

leveduriformes e filamentosas, o que depende do estímulo ambiental recebido. Este 

fungo pertence a ordem Mucorales que compreende os gêneros Rhizopus, Mucor, 

Rhizomucor, Cunninghamella e Absidia, conhecidos por terem potencial para 

produção de proteases coagulantes de leite, lipases, amilases e outras proteases 

extracelulares (YEGIN et al., 2011; INOKUMA; TAKANO; HOSHINO, 2013). 

As serina proteases constituem um grande grupo de peptidases e sua atividade 

catalítica depende basicamente da interação de um nucleófilo, uma base geral e um 

ácido. Neste caso, a tríade catalítica das serina proteases é composta por resíduos 

de serina, histidina e aspartato, que apresentam arranjos espaciais semelhantes, mas, 
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a ordem dos resíduos na sequência de aminoácidos e na estrutura terciária são 

diferentes entre os grupos destas enzimas, como por exemplo, nas famílias de 

quimotripsina, tripsina e subtilisina (POLGÁR, 2005). 

A demanda industrial de proteases com especificidade adequada, estabilidade 

ao pH, temperatura, íons metálicos, solventes orgânicos e compostos com 

propriedades detergentes como os surfactantes aumenta a busca por novas enzimas. 

As proteases que apresentam alta atividade em condições alcalinas e são estáveis a 

temperatura por longos períodos são interessantes tanto para aplicações bioquímicas, 

quanto biotecnológicas. Em geral, as proteases microbianas são de natureza 

extracelular e são secretadas diretamente no caldo de fermentação o que simplifica o 

processo de extração, purificação e recuperação destas moléculas em comparação 

as enzimas provenientes de plantas e animais (BENMRAD et al., 2016). 

O estudo dos parâmetros cinéticos e termodinâmicos também podem fornecer 

informações importantes sobre a viabilidade econômica dos processos industriais 

baseados na utilização dessas enzimas, principalmente sobre a sua 

termoestabilidade. A desnaturação térmica irreversível é expressa cineticamente em 

termos de meia-vida enzimática e segue uma reação de desativação de primeira 

ordem. Além disso, outros parâmetros como energia de ativação e as mudanças de 

entalpia, entropia e energia livre de Gibbs, também são utilizados para descrever e 

entender o processo de desnaturação térmica das enzimas. Portanto, uma alta 

estabilidade enzimática é considerada como vantagem econômica devido ao menor 

consumo de enzimas (SOUZA et al., 2015). 

Desta forma, no presente estudo são mostrados os processos de produção, 

purificação e caracterização bioquímica, bem como, os parâmetros cinéticos e 

termodinâmicos de uma nova serina protease extracelular, produzida pelo fungo 

filamentoso Mucor guilliermondii URM 5848. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Micro-organismo 

 O fungo filamentoso Mucor guilliermondii URM 5848 foi disponibilizado pela 

Micoteca URM do Departamento de Micologia/Centro de Biociências da Universidade 

Federal de Pernambuco. Este micro-organismo é descrito pela literatura como 

produtor de protease e não apresenta produção de micotoxinas. Este fungo foi 

mantido em tubo de ensaio que continha o meio de cultura ágar extrato de malte e 
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repicado a cada trinta dias. O meio de cultura utilizado para esporulação foi o batata 

dextrose ágar (BDA). 

 

2.2. Produção de protease 

 Em frascos Erlenmeyers com capacidade para 125 mL, foi realizado 

planejamento fatorial completo 24 (Tabela 1) com o propósito de avaliar as melhores 

condições e os fatores que influenciaram a produção de protease pelo fungo Mucor 

guilliermondii URM 5848. O inóculo foi padronizado a 106 esporos.mL-1. A produção 

enzimática ocorreu em sistemas de fermentação submersa durante 96 horas a 35 °C. 

O extrato enzimático bruto foi obtido por meio de filtração. A atividade proteolítica foi 

utilizada como variável resposta, e analisada pelo programa Statistica 8.0. As 

diferenças estatisticamente significativas (𝑃 <  0,05) foram identificadas pelo método 

de Tukey com a utilização do software SPSS. 

 

2.3.  Atividade proteolítica e proteína total 

A atividade proteolítica foi realizada de acordo com o método descrito por 

Leighton et al. (1973), que utiliza a azocaseína 1% (m/v), diluída em tampão Tris-HCl 

0,2 M, pH 7,2, como substrato. Para a reação, 60 μL do extrato enzimático foram 

adicionados a 100 μL do substrato e a mistura reacional incubada na ausência de luz 

durante 1 hora. Posteriormente, 480 μL de ácido tricloroacético 10% (m/v) foram 

adicionados e os ensaios centrifugados durante 5 minutos a 3000 x g e 4 ºC. Logo 

após, 320 μL do sobrenadante foram misturados a 560 μL de hidróxido de sódio 1 M. 

A atividade enzimática foi definida como a variação de 0,01 na absorvância a 440 nm 

durante uma hora. As dosagens enzimáticas foram expressas em U.mL-1, e todos os 

ensaios realizados em triplicata. 

Para determinar as proteínas totais das amostras foi utilizado o método descrito 

por Bradford (1976). Neste caso, 50 μL do extrato enzimático foram adicionados a 1,5 

mL do reagente de Bradford. A curva de calibração foi realizada com soro albumina 

bovina (BSA) como padrão, processada em uma gama de concentrações (10-1000 

μg.mL-1). Estes ensaios foram lidos em espectrofotômetro a 595 nm. As dosagens de 

proteína foram expressas em mg.mL-1 e todos as análises realizadas em triplicata. 

 

2.4.  Eletroforese SDS-PAGE e zimograma  
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As eletroforeses SDS-PAGE tanto do extrato bruto, quanto das alíquotas da 

enzima purificada, foram realizadas de acordo com o método descrito por Laemmli 

(1970).  As amostras foram liofilizadas, concentradas 10 vezes e ressuspendidas em 

tampão (2X Laemmli Sample Buffer) da Bio-Rad Laboratories. O gel de empilhamento 

foi elaborado com 3% de poliacrilamida em tampão Tris-HCl 0,125 M pH 6,8 e o gel 

de separação 10% em tampão Tris-HCl 0,37 M, pH 8,8. O padrão de massa molecular 

(SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Broad Range) da Bio-Rad Laboratories era 

composto por miosina (200 kDa), β-galactosidase (116,25 kDa), fosforilase b (97,4 

kDa), albumina sérica (66,2 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase carbônica (31 kDa), 

inibidor de tripsina (21,5 kDa), lisozima (14,4 kDa) e aprotinina (6,5 kDa). A corrida 

das amostras no gel foi realizada a 150 V durante 100 minutos. As bandas foram 

reveladas através do processo de coloração com nitrato de parata. 

A atividade enzimática foi detectada por técnica de zimografia, segundo o 

método de Egito et al. (2007) em condições não desnaturantes. A eletroforese SDS-

PAGE foi realizada mediante géis de poliacrilamida que continham 1% de caseína 

como substrato enzimático. Para esta finalidade, a amostra purificada também foi 

liofilizada, concentrada 10 vezes e ressuspendida em tampão (Zymogram Sample 

Buffer) da Bio-Rad Laboratories. Após a migração eletroforética o gel foi lavado com 

Triton X-100 2,5% por 30 min. à 4 ºC. A reação de hidrólise foi realizada no interior do 

gel durante a incubação a 37 ºC por 48 horas em um banho de Tris-HCl 0,05 M, pH 

7,5. Posteriormente, a detecção das proteases, ocorreu através da solução corante 

com 40% (v/v) de etanol, 10% (v/v) de ácido acético e 0,1% (m/v) de Coomassie 

Briliant Blue (Sigma Aldrich), durante 60 minutos. Logo após, foi adicionado à solução 

descorante composta por 30% (v/v) de etanol e 7,5% (v/v) de ácido acético até o 

surgimento de bandas translúcidas. 

 

2.5.  Purificação da protease 

Para a purificação da enzima, utilizou-se o sistema FPLC (Fast Protein Liquid 

Chromatography - Äkta Purifier 900 GE Healthcare) e o processo foi divido em duas 

etapas. Na primeira etapa, foi acoplado ao sistema FPLC uma coluna HiTrap DEAE 

FF, 1mL (HiTrap IEX Selection Kit – GE Healthcare) e utilizado como eluente A o 

tampão Tris-HCl 20 mM pH 8,5 e, como eluente B, o tampão Tris-HCl 20 mM pH 8,5 

com 1 M de NaCl. Foi utilizado gradiente linear e fluxo de 1 mL.min-1. O extrato 
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parcialmente purificado foi liofilizado, concentrado 2 vezes, ressuspendido em tampão 

Tris-HCl 20 mM pH 8,5, com 100 mM de glicina.  

Para a segunda etapa de purificação, foi feito uso de uma coluna Superdex 75 

10/300 GL (GE Healthcare) de exclusão molecular. Nesse caso, o tampão Tris-HCl 20 

mM pH 8,5, que continha 100 mM de glicina foi utilizado como único eluente com um 

fluxo de 0,5 mL.min-1 e um fracionamento de 0,5 mL por microtubo. Posteriormente, 

foi realizada eletroforese SDS-PAGE, como descrito no item 2.4., para verificar o grau 

de pureza do processo. 

 

2.6. Caracterização bioquímica da protease 

2.6.1. Temperatura e pH ótimos 

Para a realização dos ensaios de pH ótimo, o substrato reacional azocaseína 

foi diluído nos seguintes tampões: citrato – fosfato 0,2 M (pH: 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 

7,5 e 8,0); Tris – HCl 0,2 M (pH: 7,5; 8,0; 8,5 e 9,0) e carbonato – bicarbonato 0,2 M 

(pH: 8,5; 9,0; 9,5; 10,0 e 10,5) e a atividade proteolítica realizada para cada pH. 

Posteriormente, no estudo da temperatura ótima da protease purificada, o substrato 

foi utilizado no pH ótimo obtido na análise anterior e a atividade proteolítica realizada 

em uma faixa de temperatura que variou entre 30 °C e 85 °C. As atividades 

enzimáticas foram expressas em atividade relativa (%). 

 

2.6.2.  Estabilidade à temperatura e ao pH 

Para verificar a estabilidade térmica da protease, a enzima purificada foi 

incubada nas temperaturas entre 30 °C e 70 °C. E para a estabilidade ao pH, a enzima 

foi diluída (1:1 v/v) nos mesmos tampões utilizados no estudo do pH ótimo. Em ambos 

os casos, a estabilidade da protease foi avaliada ao longo do tempo, portanto, foram 

aliquotadas amostras no período de 0, 1, 2, 8 e 24 horas.  

O monitoramento da atividade proteolítica, tanto para o estudo de estabilidade à 

temperatura, quanto para o estudo de estabilidade ao pH, foi avaliado pela incubação 

das alíquotas retiradas em seus respectivos tempos, nas condições de temperatura e 

pH ótimo obtidos anteriormente. As atividades enzimáticas foram expressas em 

atividade residual (%). 

 

2.6.3.  Efeito de íons metálicos, surfactantes e inibidores na atividade 

proteásica 
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Para avaliar a interferência dos íons metálicos sobre a atividade proteásica, 

foram utilizados sais nas concentrações finais de 1 mM e 5 mM com os seguintes íons 

metálicos: K+, Mg2+, Ca2+, Fe2+, Cu2+, Mn2+, Cd2+, Hg2+, Ag+, Co2+. Substâncias 

específicas conhecidas como inibidoras de protease, foram testadas. Deste modo, os 

seguintes inibidores foram utilizados, nas concentrações finais de 0,5 e 1 mM: fluoreto 

de fenilmetanosulfonil (PMSF), um inibidor de serina-proteases; ácido etilenodiamino 

tetra acético (EDTA), que apresenta ação de inibição em metalo-proteases; 

pepstatina-A, com inibição para aspártico proteases e o inibidor E-64, utilizado na 

inibição de cisteíno-proteases. 

Além disso, substâncias orgânicas como o dodecil sulfato de sódio (SDS) Triton 

X-100, Tween-20, Tween-80, β-mercaptoetanol e DMSO, foram utilizadas nas 

concentrações finais de 0,1% e 0,25% (m/v) e analisadas para verificar se causam 

interferência na atividade enzimática. 

 

2.7.  Determinação dos parâmetros cinéticos Km e Vmax 

Azocaseína (tampão Tris-HCl 0,2 M, pH 8,0) foi utilizada como substrato, em 

uma gama de concentrações que variou de 1 – 20 mg.mL-1, para determinar os 

parâmetros cinéticos Vmax e Km da protease produzida pelo fungo Mucor guilliermondii 

URM 5848. Os ensaios de atividade proteolítica foram realizados a 40 °C. Tanto a 

velocidade máxima (Vmax), quanto à constante de Michaelis-Menten (Km) foram 

obtidas por meio da equação de Lineweaver-Burk (equação 1), plotando-se um gráfico 

de regressão linear a partir das velocidades de reação nas diferentes concentrações 

de substrato. 

  
1

𝑉0
=

𝐾𝑚

𝑉𝑚𝑎𝑥

1

[𝑆]
+

1

𝑉𝑚𝑎𝑥
              (1) 

 

A constante catalítica (kcat), que representa quantas moléculas do substrato 

uma enzima consegue catalisar por segundo e também é conhecida como turnover 

number, foi calculada de acordo com a equação 2. Além disso, a eficiência da enzima 

em converter o substrato, mesmo em baixas concentrações, em produto, foi 

representada de acordo com o quociente da divisão entre  
𝑘𝑐𝑎𝑡

𝐾𝑚
. 

 𝑘𝑐𝑎𝑡 =
𝑉𝑚𝑎𝑥

[𝐸]
               (2) 
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Onde [E], é a concentração de proteínas em mg.mL-1. 

 

2.8.  Energia de ativação e coeficiente de temperatura (Q10) 

Para a determinação da energia de ativação (Ea), a enzima foi incubada com 

1% (m/v) de azocaseína em tampão Tris-HCl 0,2 M, pH 8,0 e a temperatura variou 

entre 30 – 40 °C. A lei de Arrhernius foi utilizada para considerar a dependência das 

constantes de velocidade com a temperatura e a Ea foi calculada a partir da inclinação 

do gráfico de ln (atividade proteásica) versus 1000/T. Onde, Ea = - slope×R, R 

corresponde a constante universal dos gases (8,314 J.K−1.mol−1) e T é a temperatura 

absoluta em Kelvin (K) (CASTRO et al., 2015). 

O efeito da temperatura sobre a taxa de reação foi expresso em termos de 

coeficiente de temperatura (Q10), que corresponde a taxa de aumento da reação 

enzimática com o aumento da temperatura a cada 10 °C. Este coeficiente foi 

determinado pela equação 3, sugerida por Dixon e Webb (1979). 

𝑄10 = 𝐴𝑛𝑡𝑖𝑙𝑜𝑔𝐸 = (𝐸𝑎 × 10/𝑅𝑇2)            (3) 

 

Onde E é igual a energia de ativação (Ea). 

 

2.9.  Termodinâmica da reação enzimática 

Os parâmetros termodinâmicos para a compreensão do comportamento 

reacional da protease antes do seu estado de desnaturação foram calculados 

segundo Javed et al., (2009), que usaram a equação de taxa absoluta de Eyring 

(equação 4), derivada a partir da teoria do estado de transição (EYRING; STEARN, 

1939). 

𝑘𝑐𝑎𝑡 = (
𝑘𝑏𝑇

ℎ
) ×  𝑒(

−∆𝐻∗

𝑅𝑇
) ×  𝑒(

∆𝑆∗

𝑅
)
             (4) 

Onde, kb corresponde a constante de Boltzmann (1,38x10-23 J.K-1); T é 

equivalente a temperatura absoluta em Kelvin (K); h compreende a constante de 

Planck (6,626x10-34 Js); R é a constante universal dos gases (8,314 J.K-1.mol-1); ΔH* 

é a entalpia de ativação e ΔS* a entropia de ativação. 

Para os cálculos da entalpia de ativação (ΔH*), entropia de ativação (ΔS*) e 

energia livre de ativação de Gibbs (ΔG*), do sistema de reação enzimática, foram 

utilizadas as seguintes equações: 

∆𝐻∗ = 𝐸𝑎 − 𝑅𝑇              (5) 
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∆𝐺∗ = −𝑅𝑇𝑙𝑛
(

𝑘𝑐𝑎𝑡ℎ

𝑘𝑏 𝑥 𝑇
)
              (6) 

∆𝑆∗ =
(∆𝐻∗−∆𝐺∗)

𝑇
               (7) 

 

Além disso, a energia livre de ligação com o substrato (ΔG*
E-S) e da formação 

do estado de transição (ΔG*
E-T), que indicam se a conversão espontânea do substrato 

em produto requer uma baixa energia ou não, foram calculadas através das seguintes 

derivações: 

∆𝐺𝐸−𝑆
∗ = −𝑅𝑇𝑙𝑛(

1

𝐾𝑚
)              (8) 

∆𝐺𝐸−𝑇
∗ = −𝑅𝑇𝑙𝑛(

𝑘𝑐𝑎𝑡

𝐾𝑚
)             (9) 

 

2.10. Determinação dos parâmetros cinéticos e termodinâmicos de 

inativação térmica 

O estudo de inativação térmica da protease foi realizado na ausência do 

substrato. A enzima foi incubada em tampão Tris-HCl (20 mM, pH 8,0) em várias 

temperaturas (45 °C a 65 °C), as alíquotas foram retiradas nos tempos 0, 1, 2, 8 e 24 

horas e imediatamente arrefecidas em banho de gelo durante 30 minutos. A atividade 

residual da amostra foi determinada com o substrato padrão dentro das condições de 

pH e temperatura ótimos.  

O valor da constante de velocidade de desativação (kd) foi expressa como um 

decaimento exponencial e encontrada plotando ln (A/A0) versus o tempo. A energia 

de desnaturação (Ed) foi determinada pelo gráfico de Arrhenius, plotanto ln (kd) em 

função de 1000/T em Kelvin (ABDEL-NABY et al., 2017). 

O tempo aparente de meia-vida da enzima, definido como o tempo em que a 

atividade residual atinge 50%, foi estimado pela relação de 0,693/kd. O tempo de 

redução decimal (valor D), definido como o tempo requerido para a redução de 90% 

ou um-log 10 da atividade enzimática inicial em uma determinada temperatura, está 

relacionado com a constante de desativação (kd) e foi calculado como mostrado na 

equação 10: 

𝐷 = 2,303/𝑘𝑑                    (10) 
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 A termodinâmica de desnaturação enzimática foi determinada através do 

rearranjo da equação de taxa absoluta de Eyring, derivada da teoria do estado de 

transição, como mostrado na equação 11: 

𝑘𝑑 = (
𝑘𝑏𝑇

ℎ
) ×  𝑒(

−∆𝐻𝑑
𝑅𝑇

) ×  𝑒(
∆𝑆𝑑

𝑅
)
                  (11) 

 

 Onde ΔHd, ΔGd e ΔSd de desnaturação, foram calculados de acordo com as 

equações 5, 6 e 7, com as modificações que na equação 5, Ed foi usado ao invés de 

Ea, assim como na equação 6, kd, foi usado no lugar de kcat. 

 

2.11. Prospecção peptídica por espectrometria de massa (MALDI-TOF) 

A análise da sequência peptídica da protease foi realizada por espectrometria 

de massa MALDI-TOF/TOF (4800 Plus, SCIEX). Para isto, a amostra foi preparada 

segundo a metodologia proposta por Osório e Reis (2013). A banda do gel que 

continha a enzima purificada foi submetida ao processo de digestão com tripsina. 

Posteriormente, a amostra foi enriquecida por cromatografia em C18 de fase reversa 

(ZipTips, Millipore) seguindo as instruções do fabricante e eluída na placa de MALDI 

com uma solução de eluição do ácido alfa-ciano-4-hidroxicinâmico da matriz MALDI a 

8 mg.ml-1 em 50% de  acetonitrila (ACN), 0,1% de ácido trifluoroacético (TFA) e fosfato 

de amônio 6 mM. Os espectros de massa das sequências foram adquiridos em modo 

reflector positivo na faixa de massa de m/z 700-5000. Os picos com maior intensidade 

foram selecionados para determinar a sequência de peptídeo por MS/MS. As 

proteínas foram identificadas pela abordagem Peptide Mass Fingerprint + MS/MS com 

o software Mascot (v2.5.1, Matrix Science) usando o banco de dados da sequência 

de proteína UniProt para a seleção taxonômica Mucoromycota (versão 2017_08). As 

configurações de pesquisa de proteínas foram a oxidação da metionina (modificação 

variável), zero clivagens perdidas e tolerância máxima de erro de 50 ppm (MS) e 0,5 

Da (MS/MS). As pontuações de proteínas superiores a 67 foram consideradas 

significativas (p <0,05). 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1.  Produção de proteases 

Os resultados experimentais obtidos a partir da utilização de planejamento 

fatorial completo 24 (Tabela 2), mostram que o ensaio 9 foi estatisticamente diferente 
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dos demais e apresentou a melhor combinação de variáveis para a produção de 

protease pelo fungo Mucor guilliermondii URM 5848, com valor máximo de atividade 

proteolítica de 10,334±0,073 U.mL-1. Nascimento et al. (2015) avaliaram a produção 

de proteases com diferentes composições no meio de fermentação e observaram 

atividade proteolítica para a enzima produzida por Mucor subtilissimus UCP 1262, que 

variou entre 9,87 e 38,08 U.mL-1. Já, Yegin, Goksungur e Fernandez-Lahore (2012), 

trabalharam com a produção de protease a partir de Mucor mucedo DSM 809, através 

de sistema de fermentação submersa e meio composto por caseína, glicose e uma 

solução de minerais com fosfato de potássio monobásico e atingiu uma produção 

máxima de 5,4±0,8 U.mL-1. 

 A análise de variância mostrou que todas as interações foram significativas 

(Tabela 3). O ajuste do modelo, medido pelo coeficiente de determinação (R²), 

apresentou valor de 0,99977 e R²ajuste = 0,99951, ou seja, 99,99% da variação total da 

produção de protease foi explicada pelo modelo estatístico e a falta de ajuste, também 

não foi significativa. 

 Uma menor temperatura no processo de fermentação foi determinante para o 

aumento da produção de proteases como ilustrado na Figura 1. A variável apresentou 

um efeito extremamente negativo e foi o principal fator de influência na produção da 

enzima. Este comportamento pode ser explicado devido ao fato de que, em geral, as 

condições ótimas para o crescimento de espécies de fungos filamentosos do gênero 

Mucor spp. encontram-se em temperatura ambiente em torno de 25 °C, como foi 

observado por Sautour et al. (2002), para Mucor racemosus. E também por Morin-

Sardin et al. (2016), que apresentaram resultados de temperatura ótima para 

crescimento de diversas espécies de Mucor entre 21,4 °C e 29,2 °C e temperatura 

máxima entre 25,8 °C e 40,9 °C.  

Além disso, Blanco et al. (2016), trabalharam com design experimental   para a 

produção de protease por Bacillus subtilis e obtiveram resultados bastante díspares 

entre os ensaios, com atividades proteolíticas que variam entre 2,64 e 9,48±0,00 

U.mL-1. Isto mostra que, a utilização de planejamentos estatísticos como ferramenta 

de produção enzimática, já resulta em influências significativas, uma vez que, 

possibilita a observação de quais variáveis apresentam influência direta sobre a 

síntese das enzimas. 

 

3.2.  Purificação das proteases 
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O perfil eletroforético por SDS-PAGE das proteínas presentes no extrato bruto 

do fungo Mucor guilliermondii URM 5848, revelou a presença de bandas densas com 

massa molecular que variou entre 95 kDa e 6,5 kDa aproximadamente (Figura 2A). 

Os procedimentos de purificação em sistema FPLC foram eficientes no grau de pureza 

como pode ser observado nas Figura 2B e na Tabela 4. A técnica de zimografia 

também revelou que a protease do fungo URM 5848, apresenta massa molecular de 

aproximadamente, 25 kDa (Figuras 2C). 

A diversidade de enzimas proteolíticas presentes em extratos de origem fúngica 

estimula diretamente a busca de novas proteases a partir da utilização destes micro-

organismos. Hsiao et al. (2014) trabalharam com o fungo Rhizopus oryzae e 

observaram a presença de uma aspártico protease com massa molecular em torno de 

39 kDa. Enquanto que, Yadav et al. (2015) trabalharam com o fungo Aspergillus flavus 

MTCC 9952 e observaram a presença de uma serina protease com massa molecular 

de 38 kDa. Desta forma, pode-se observar a variedade de enzimas proteolíticas que 

podem ser produzidas por diferentes espécies fúngicas. 

 

3.3.  Caracterização bioquímica das proteases purificadas 

3.3.1. Efeito do pH na atividade enzimática e estabilidade 

O efeito do pH utilizando sistema tampão na atividade da protease, sugere que, 

o intervalo de pH influenciou a atividade enzimática e não a composição do tampão. 

O maior valor de atividade relativa foi obtido em pH 8,0 (100%±0,00) em tampão Tris 

– HCl. No entanto, pode-se observar na Figura 3A que a protease apresentou 

resultados satisfatórios ao longo de toda a faixa de pH, com menor atividade 

proteolítica em pH 10,5 (68,08%±3,34) tampão carbonato-bicarbonato.  

Kumar et al. (2005), obtiveram uma protease com pH ótimo de 5,5 produzida 

por Rhizopus oryzae. Salihi, Asoodeh e Aliabadian (2017), utilizaram o fungo 

filamentoso Aspergillus oryzae CH93 e detectaram a produção de uma protease 

alcalina com pH ótimo de 8,0. Já Yegin, Goksungur e Fernandez-lahore (2012) 

trabalharam com o fungo Mucor mucedo DSM 809 e obtiveram uma protease ácida, 

com pH ótimo de 5,0 e com inativação da protease em pH 7,0. Desta forma, pode-se 

observar que a protease produzida pelo micro-organismo do presente trabalho, 

apresenta bom desempenho para atividade proteolítica em largas faixas de pH, tanto 

ácidas, quanto alcalinas. 
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Com relação ao estudo de estabilidade ao pH, a protease produzida pelo fungo 

Mucor guilliermondii URM 5848, apresentou boa estabilidade na faixa de pH entre 5,0 

e 8,5 e permaneceu acima de 70% de atividade residual em tampão Tris – HCl após 

24 horas de incubação (Figura 3B). Entretanto, a enzima não apresentou boa 

estabilidade em tampão carbonato – bicarbonato e foi desnaturada em pH 10,0 e 10,5. 

Desta forma, com relação ao pH, não é aconselhável que a biomolécula em questão 

seja utilizada em pHs muito alcalinos. 

Shirasaka et al. (2012) trabalharam com protease produzida por Aspergillus 

oryzae KSK3A e observaram após 4 horas de incubação em uma faixa de pH entre 

3,0 e 11,0, melhor atividade residual entre os pHs 5 e 9. As atividades permaneceram 

acima dos 40% e não houve desnaturação enzimática. Já Nascimento et al. (2017), 

apresentaram como melhores resultados para a estabilidade de uma protease 

sintetizada por Mucor subtilissimus UCP 1262 na faixa de pH entre 6,0 e 8,5.  

 

3.3.2. Efeito da temperatura na atividade enzimática e estabilidade 

O estudo de temperatura ótima revelou que a protease purificada a partir de 

Mucor guilliermondii URM 5848 foi ativa acima dos 60% na faixa de temperatura entre 

30 °C – 45 °C e apresentou atividade máxima aos 40 °C (100%±0,00). Entretanto, 

pode-se observar na Figura 4A que a atividade enzimática foi comprometida a partir 

dos 50 °C com uma queda brusca aos 55 °C (19,52%±0,48) e com valor mínimo de 

9,90%±0,89 aos 85 °C. 

Preetha e Boopathy (1997), trabalharam com uma protease sintetizada pelo 

fungo Rhizomucor miehei e observaram condições de temperatura ótima aos 35 °C 

assim como Nascimento et. al (2016) que avaliaram uma protease com capacidade 

fibrinolítica produzida pelo Mucor subtilissimus UCP 1262. Já Nouani et al. (2009), 

apresentaram melhor condição de temperatura ótima aos 50 °C para a protease do 

fungo Mucor pusillus, entretanto, a enzima foi completamente desnaturada aos 65 °C, 

o que não ocorreu no presente trabalho. 

Para o estudo de estabilidade térmica, a protease purificada se manteve com 

100% de atividade residual até os 40 °C após 2 horas, entretanto, um aumento de 5 

°C na temperatura fez com que a atividade proteolítica caísse para 63,79%±1,07 após 

2 horas de incubação (Figura 4B). Apesar disso, a enzima se manteve ativa até 8 

horas após sua exposição à faixa de temperatura aplicada e apresentou atividade 

residual de 2,17%±0,95 aos 65 °C. Após 24 horas de incubação, a enzima foi 
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desnaturada em temperaturas superiores a 55 °C. Dessa forma, a enzima pode ser 

considerada como termolábel, ou seja, que é inativada quando exposta a 

temperaturas mais elevadas. 

Sun et al. (2018) trabalharam com uma protease do fungo Rhizomucor miehei 

expressa em Pichia pastoris e observaram que a enzima foi completamente 

desnaturada aos 65 °C. Assim como Areces et al. (1992) que trabalharam com a 

protease de Mucor bacilliformes, uma espécie mesofílica, que apresentou atividade 

residual de 29% a 55 °C e de apenas 8% após 30 minutos de incubação a 60 °C. Já 

Nascimento et al. (2015), trabalharam com uma protease sintetizada por Acremonium 

sp. L1-4B e observaram desnaturação enzimática somente após 3 horas de incubação 

a 50 °C.  

 

3.3.3. Efeito de íons metálicos, compostos orgânicos e inibidores 

Foi avaliado o efeito de várias substâncias sob a atividade da enzima purificada, 

dentre elas, vários íons metálicos nas concentrações de 1 mM e 5 mM, compostos 

orgânicos (0,10% e 0,25%), assim como inibidores específicos para proteases (0,5 

mM e 1 mM), como apresentado na Tabela 5. Apenas o íon Mn2+ foi capaz de 

aumentar ligeiramente a atividade enzimática. Enquanto que, houve inibição 

acentuada da atividade para o íon Hg2+ em ambas as concentrações e para o íon Co2+ 

apenas na concentração de 5 mM. 

Resultados semelhantes foram encontrados por Sun et al. (2018), que 

apresentaram drástica inibição da atividade enzimática com a utilização de uma 

concentração de 1 mM de Hg2+ para a protease do fungo Rhizomucor miehei expressa 

em Pichia pastoris. Assim como para Yadav et al. (2015), que trabalharam com uma 

serina protease alcalina produzida por Aspergillus flavus MTCC 9952 e também 

observaram ativação para o íon Mn2+ na maior concentração e inibição da atividade 

proteolítica pelo mercúrio.  

Dentre os compostos orgânicos avaliados, o dodecil sulfato de sódio (SDS) foi 

responsável por inibição parcial da atividade apenas em sua maior concentração, 

diferente do β-mercaptoetanol, uma substância com ação desnaturante de proteínas, 

que inibiu parcialmente a protease em todas as concentrações avaliadas (0,10%-

0,25%). Os surfactantes Triton X-100, Tween-20 e Tween-80, assim como o solvente 

polar dimetilsulfóxido (DMSO), não apresentaram efeitos consideráveis na atividade 

residual da enzima. Souza et al. (2017), também observaram que uma baixa 
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concentração de SDS (1 mM) não foi capaz de afetar a atividade da protease 

produzida pelo fungo Aspergillus foetidus. Uma serina protease proveniente do fungo 

Myceliophthora sp. apresentou resultados semelhantes para Triton X-100 e Tween-

20, entretanto, para o Tween-80 a atividade proteolítica foi reduzida a 20%, e 

completamente desnaturada em SDS (ZANPHORLIN et al., 2011).  

No estudo de inibidores enzimáticos para proteases pode-se observar que a 

enzima foi completamente inibida pelo fluoreto de fenilmetanosulfonil (PMSF), um 

inibidor irreversível para serina proteases. Isto confere uma visão primária sobre a 

natureza da enzima e do seu sítio ativo e leva a concluir que esta protease purificada, 

pertence a esta família de enzimas. São retratados na literatura, outros tipos de 

espécies de Mucor que secretam serina proteases, como a protease excretada pelo 

fungo Mucor racemosus (DI SANTO et al., 1992) e a protease fibrinolítica produzida 

pelo Mucor subtilissimus UCP 1262, utilizado por Nascimento et al. (2016). 

 

3.4. Parâmetros cinéticos Km e Vmax 

 Para a estimativa dos parâmetros cinéticos Vmax e Km da protease purificada do 

fungo Mucor guilliermondii URM 5848, os testes adicionais foram realizados à 

temperatura de 40 °C e pH 8,0, com variação na concentração de substrato entre 1-

20 mg.mL-1. Os resultados foram plotados de acordo com o gráfico do duplo recíproco 

(Lineweaver-Burk) apresentado na Figura 5. A enzima mostrou seguir, com boa 

correlação (R2 = 0,996), a cinética do tipo Michaelis-Menten com valores de Km = 2,00 

mg azocaseína.mL-1 e Vmax = 250,00 U.mg proteína-1, como pode ser observado na 

Tabela 6. É difícil comparar estes resultados com os da literatura uma vez que, a 

atividade enzimática depende do tipo de substrato utilizado e não há relatos destes 

parâmetros cinéticos para proteases de fungo do gênero Mucor utilizando azocaseína. 

No entanto, Negi e Banerjee (2009), avaliaram a produção de protease por Aspergillus 

awamori e obtiveram valores de Km = 1,08 mg azocaseína.mL-1 e Vmax = 8,834 mg.mL-

1.min-1. Já Castro e Sato (2014), trabalharam com diferentes substratos para a 

produção de protease por Aspergillus niger e observaram valores de Km e Vmax que 

variam entre 0,44–1,32 mg azocaseína.mL-1 e 126,51–223,13 U.mg proteína-1, 

respectivamente. 

 

3.5. Energia de ativação e coeficiente de temperatura (Q10) 
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 A energia de ativação (Ea) da protease foi calculada com temperaturas entre 30 

°C e 40 °C. O gráfico de Arrhenius (Figura 6) mostrou uma variação linear com o 

aumento da temperatura, o que sugere que a serina protease do Mucor guilliermondii 

URM 5848 possui uma conformação única até atingir a faixa de transição para a 

desnaturação. A Ea apresentou valor positivo de 19,91 kJ.mol-1 (R2 = 0,9877), ou seja, 

as reações de catálise suprimem a desativação enzimática até o ponto de temperatura 

ótima. Esse resultado indica que a quantidade de energia necessária para que ocorra 

a formação do complexo enzimático de hidrólise da azocaseína, não é alta, o que 

torna sua capacidade hidrolítica eficaz. Souza et al. (2015), trabalharam com uma 

protease sintetizada pelo Aspergillus foetidus e observaram uma energia de ativação 

semelhante (Ea = 19,03 62,0 kJ.mol-1). Já Lario et al. (2015), observaram uma maior 

energia de ativação (Ea = 45,5 kJ.mol-1) para a protease sintetizada por uma levedura 

Rhodotorula mucilaginosa L7 isolada da Antártica. 

O efeito da temperatura na taxa de reação da serina protease sintetizada por 

Mucor guilliermondii URM 5848 apresentou valor de Q10 = 1,07 aos 45 °C. O 

coeficiente de temperatura (Q10) é um parâmetro cinético utilizado para inferir se as 

reações catalíticas são controladas pela temperatura, ou por outros fatores. 

Geralmente, as reações enzimáticas mostram que o valor de Q10 varia entre 1 e 2. Um 

desvio destes valores indica um envolvimento de outros valores além da temperatura 

no controle da taxa de reação. Além disso, os valores de Q10 não parecem diferir 

significativamente entre as classes de enzimas, mesmo para as termofílicas (ELIAS 

et al. 2014). 

 

3.6. Termodinâmica da reação enzimática 

Os parâmetros termodinâmicos de hidrólise do substrato (azocaseína) para 

serina protease purificada do fungo Mucor guilliermondii URM 5848 estão 

apresentados na Tabela 6. Resumidamente, a entalpia de ativação (ΔH*) apresentou 

valor de 17,30 kJ.mol-1 e a entropia de ativação (ΔS*) um valor negativo de -142,07 

J.mol-1.K-1. Segundo Bhatti et al. (2007), a correlação entre uma baixa entalpia e um 

valor negativo para entropia, sugere a formação de um estado de transição eficiente 

e mais ordenado para o complexo enzima-substrato (ES*). Silva et al. (2017) 

trabalharam com uma protease do fungo Aspergillus tamarii URM 4634 e obtiveram 

valores para o ΔH* de 31,90 kJ.mol-1 e 13,90 kJ.mol-1, nos extratos bruto e purificado, 

respectivamente. Já, Lima et al. (2011) estudando a protease produzida por 
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Penicillium aurantiogriseum URM 4622, observaram valor para a entalpia de ativação 

de 108 kJ.mol-1, resultado muito elevado em comparação ao obtido no presente 

trabalho. 

Segundo Riaz et al. (2007), a dimensão e a viabilidade de uma reação 

enzimática é melhor avaliada pela mensuração da mudança na energia livre de 

ativação (ΔG*) para a conversão de um complexo enzima-substrato em produto. 

Dessa forma, baixos valores de ΔG* indicam que a conversão do estado de transição 

do complexo enzima-substrato em produto foi mais espontânea.Desta forma, os 

baixos valores apresentados no presente trabalho (Tabela 6), tanto para a energia 

livre de transição (ΔG*E-T), quanto para a energia livre de ligação (ΔG*E-S), sugerem 

que a serina protease produzida por Mucor guilliermondii URM 5848 necessita de uma 

baixa quantidade de energia para a formação do complexo ativado (transição) e para 

a ligação do substrato ao estado de transição, consequentemente, apresenta uma boa 

eficiência de catálise devido a rápida estabilização do complexo ES*. 

 

3.7. Parâmetros cinéticos e termodinâmicos de inativação térmica 

Para a determinação dos parâmetros cinéticos e termodinâmicos de inativação 

térmica irreversível da serina protease purificada do Mucor guilliermondii URM 5848, 

foram utilizados os dados obtidos durante o estudo de estabilidade térmica enzimática 

e o gráfico de Arrhenius (Figura 7) foi plotado entre as temperaturas de 45 °C e 65 °C. 

Como já é conhecido, o tempo de meia vida (t1/2) corresponde ao tempo necessário 

para que a atividade enzimática reduza 50% da sua atividade catalítica inicial quando 

submetida a uma determinada temperatura. Este é um parâmetro importante para a 

utilização de uma enzima a nível industrial, uma vez que, quanto maior seu valor, 

maior é a termoestabilidade enzimática. Os resultados cinéticos apresentados na 

Tabela 7 mostram que o t1/2 diminuiu progressivamente, atrelado ao aumento da taxa 

específica de primeira-ordem da inativação térmica da protease (kd), com o aumento 

gradativo da temperatura, o que significa que a desnaturação irreversível é cada vez 

mais expressiva. No presente trabalho, o menor valor de kd foi obtido para a 

temperatura de 45 °C (0,0513 h-1) e o maior valor aos 65 °C (0,7523 h-1), com tempos 

de meia vida (t1/2) de 13,51 e 0,92 horas, respectivamente. Castro et al. (2015), 

utilizaram farelo de trigo como substrato de fermentação para a produção de protease 

por Aspergillus niger, e obtiveram valor de t1/2 = 433,22 min., ou, 7,22 horas aos 45 

°C. Já Wang et al. (2013) observaram um t1/2 máximo aos 45 °C de apenas 84,5 min. 
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para a protease produzida por Aspergillus oryzae. Portanto, a serina protease 

purificada no presente trabalho parece ser tão termoestável quanto, ou mais, que 

algumas proteases citadas na literatura. 

O tempo de redução decimal (valor D), definido como o tempo necessário para 

a redução de 90% na atividade enzimática inicial, corresponde a outro parâmetro que 

pode ser utilizado para averiguar a resistência da enzima à inativação térmica e 

fornecer informações essenciais para a utilização industrial. Pode ser observado na 

Tabela 7 que na temperatura de 45 °C a enzima apresentou boa estabilidade, uma 

vez que, são necessárias 44,89 horas para reduzir sua atividade a 10% do valor inicial. 

O gráfico de Arrhenius (Figura 8) de ln(kd) vs 1/T permitiu estimar uma energia 

de ativação para a desnaturação térmica (Ed) de 139,34 kJ.mol-1 (R2 = 0,9768). Este 

valor é superior aos encontrados por Silva et al. (2017) que apresentaram uma Ed = 

49,7 kJ.mol-1 para a protease presente no estrato bruto produzido pelo fungo 

Aspergillus tamarii URM 4634 e Ed = 28,8 kJ.mol-1 para a sua forma purificada. E por 

Lima et al. (2011) que obtiveram uma Ed = 107,4 kJ.mol-1 para uma protease 

colagenolítica produzida pelo fungo Penicillium aurantiogriseum URM 4622. Desta 

forma pode-se observar uma maior termoestabilidade da serina protease purificada 

estudada no presente trabalho. Além disso, pode-se perceber a partir destas 

comparações, que a variabilidade dos dados de Ed é muito grande, provavelmente 

devido a grandes diferenças na fonte e na pureza das enzimas juntamente com os 

substratos utilizados. 

Além disso, a estabilidade de uma proteína em determinada temperatura 

corresponde ao resultado do equilíbrio entre forças estabilizadoras e 

desestabilizadoras, que são influenciadas por interação hidrofóbicas e eletrostáticas, 

ligação de hidrogênio e de disulfeto e pelo grau de dobramento da molécula (ORTEGA 

et al., 2004). Dessa forma, a investigação de parâmetros termodinâmicos como 

entalpia (ΔH), entropia (ΔS) e energia livre (ΔG) da serina protease purificada do fungo 

Mucor guilliermondii URM 5848 foi realizada para entender o comportamento desta 

molécula em diferentes condições. Os resultados estão apresentados na Tabela 7. O 

ΔH é visto como uma medida do número de ligações não covalentes quebradas para 

a formação de um estado de transição para a inativação enzimática. Em geral, 

grandes valores de ΔH estão associados a uma maior estabilidade da enzima 

(OLUSESAN et al., 2011; BATISTA et al., 2014). O ΔHd apresentou valor de 136,70 

kJ.mol-1 aos 45 °C e foi superior ao encontrado por Melikoglu, Lina e Webb (2013) 
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para protease sintetizada pelo fungo Aspergillus awamori que apresentou um ΔH = 

80,4 kJ.mol-1 para a mesma temperatura. Já Souza et al. (2015), trabalharam com 

uma protease termofílica proveniente do Aspergillus foetidus e obtiveram valor de ΔHd 

= 311,39 kJ.mol-1 aos 55 °C. Isto comprova que, quanto maior o ΔH, maior a 

estabilidade térmica da enzima. 

A extensão do processo de desnaturação térmica da enzima também depende 

da entropia de inativação (ΔSd) que expressa a quantidade de energia por grau 

envolvida na transição de um estado nativo para um estado desnaturado. O ΔS 

representa a variação na extensão da desordem local entre estado de transição e 

estado fundamental. Assim, um ΔS mais elevado implica um aumento no número de 

moléculas de proteína no estado ativo de transição e um aumento na desordem que 

pode ser do sítio ativo da enzima ou da sua estrutura. Esta é a principal força motriz 

no processo de desnaturação por calor (MARANGONI, 2003; SINGH; CHHATPAR, 

2011; MELIKOGLU; LINA; WEBB, 2013). Os valores de ΔSd foram positivos em todas 

as temperaturas que a serina protease do Mucor guilliermondii URM 5848 foi testada 

e variaram entre 155,45 kJ.mol-1 e 160,25 kJ.mol-1, o que sugere um maior estado de 

desordem no processo de transição. Valores positivos de ΔSd também foram 

apresentados por Castro et al., (2015) para a protease produzida por Aspergillus niger 

(222,47 ≤ ΔSd ≤ 227,58 J.mol-1.K-1) e por Souza et al. (2015) para a protease do 

Aspergillus foetidus (599,59 ≤ ΔSd ≤ 610,49 J.mol-1.K-1). Olusesan et al. (2011) indicam 

que, valores positivos para o ΔSd são encontrados se a taxa limitante da reação for o 

desdobramento da proteína, com resultados moderadamente altos para o ΔH e 

menores para o ΔG, estando de acordo com o presente trabalho. 

A energia livre de Gibbs (ΔG) é outro importante parâmetro termodinâmico, 

inclui ambas contribuições relatadas anteriormente (entalpia e entropia). Portanto, é 

considerada uma ferramenta mais precisa e confiável para avaliar a estabilidade de 

uma enzima. Quanto menor ou negativo for o seu valor mais espontâneo é o processo, 

ou seja, a enzima se torna menos estável e a desnaturação ocorre mais facilmente, 

sendo o inverso, verdadeiro (MARANGONI, 2003; GOHEL; SINGH, 2012). De forma 

consistente com os demais parâmetros já discutidos anteriormente, a serina protease 

purificada do Mucor guilliermondii URM 5848 apresentou valores positivos para a ΔGd 

(Tabela 7), que variaram entre 83,85 e 85,94 kJ.mol-1 na faixa de temperatura 

estudada. Valores semelhantes foram obtidos por Silva et al. (2017) para a protease 

purificada do Aspergillus tamarii URM 4634 (91,8≤ ΔGd ≤98,0 kJ.mol-1) e por 
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Hernández-Martínez et al. (2011) para a serina protease purificada do Aspergillus 

fumigatus (89,2≤ ΔGd ≤91,4). 

 

3.8. Prospecção peptídica por espectrometria de massa (MALDI-TOF) 

A ferramenta utilizada para tentar identificar a serina protease purificada 

produzida pelo fungo Mucor guilliermondii URM 5848 foi baseada na técnica de 

“peptide mass fingerprinting (PMF)” com espectrômetro de massa do tipo MALDI-

TOF/TOF. A massa dos peptídeos digeridos com tripsina foi determinada e 

pesquisada em bancos de dados no “National Center for Biotechnology Information – 

NCBI”, mais especificamente no “The Universal Protein Resource (UniProt)”. Não 

houve combinação significativa (Score superior a 67) com proteases presentes neste 

banco de dados (Figura 9A). No entanto, a sequência obtida foi combinada com 

algumas proteínas de fungos da divisão Mucoromycota (Figura 9B), como por 

exemplo, uma proteína não caracterizada de Parasitella parasitica (N° de acesso: 

A0A0B7NTF2, Massa: 162487, Score: 57, Matches: 48), uma metaloprotease de 

Hesseltinella vesiculosa (N° de acesso: A0A1X2GVW0, Massa: 76713, Score: 55, 

Matches: 38). Além disso, a massa de peptídeos derivada da serina protease do 

Mucor guilliermondii URM 5848 também foi combinada com outras proteínas de 

fungos da mesma espécie como é o caso da DNA-helicase do Mucor circinelloides 

(N° de acesso: A0A168I924, Massa: 80682, Score: 54, Matches: 38). Portanto, a falta 

de um proteoma adequado nos bancos de dados para a protease do fungo utilizado 

no presente trabalho e de resultados com confiança estatística, sugere que a serina 

protease produzida por Mucor guilliermondii URM 5848, pode se tratar de uma nova 

enzima. 

 

4. CONCLUSÃO 

A utilização de planejamento estatístico fatorial 24 para aumentar a produção 

da protease do fungo filamentoso Mucor guilliermondii URM 5848 se mostra uma 

ferramenta eficiente. A utilização de sistema FPLC para a purificação enzimática é 

eficiente para conseguir um alto grau de pureza da serina protease estudada no 

presente trabalho. A enzima é classificada como uma serina protease devido a 

inibição da sua atividade proteolítica após a exposição do seu sítio catalítico ao inibidor 

fluoreto de fenilmetanosulfonil (PMSF) específico de serina proteases. Esta enzima 

apresenta boa estabilidade térmica a temperaturas máximas de até 40°C e não há 
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grandes influências de atividade aos íons e substâncias orgânicas estudadas. Os 

parâmetros cinéticos mostram que esta serina protease apresenta boa eficiência em 

catalisar o substrato azocaseína e a termodinâmica revela que a enzima pode ser 

utilizada a nível industrial em temperaturas medianas. A partir dos resultados obtidos 

na análise de MALDI-TOF pode-se sugerir que esta serina protease pode ser uma 

enzima nova ainda não catalogada nos bancos de dados específicos. 
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TABELAS 

Tabela 1 – Matriz do planejamento fatorial completo 24 para analisar os fatores de 
influencia na produção de protease pelos fungos Mucor guilliermondii URM 5848. 

Fatores Inferior (-1) Central (0) Superior (+1) 

Temperatura °C 35 40 45 

Farelo de Trigo (g) 0,25 0,375 0,5 

Farelo de Soja (g) 0,2 0,3 0,4 

KH2PO4 (g) 0,1 0,15 0,2 

 

 

Tabela 2 – Matriz do planejamento fatorial fracionado 24, contendo quatro pontos 
centrais associados com a variável resposta atividade proteásica total do fungo Mucor 
guilliermondii URM 5848. 

Ensaio 
Temperatura 

(°C) 

F. Trigo 

(g) 

F. Soja 

(g) 

KH2PO4 

(g) 
U.mL-1 

1 35 0,25 0,2 0,1 8,066c±0,152 

2 45 0,25 0,2 0,1 0,972i±0,045 

3 35 0,5 0,2 0,1 7,315d±0,087 

4 45 0,5 0,2 0,1 0,511j±0,036 

5 35 0,25 0,4 0,1 3,610g±0,059 

6 45 0,25 0,4 0,1 0,974i±0,066 

7 35 0,5 0,4 0,1 3,153h±0,049 

8 45 0,5 0,4 0,1 0,650j±0,066 

9 35 0,25 0,2 0,2 10,334a±0,073 

10 45 0,25 0,2 0,2 0,927i±0,035 

11 35 0,5 0,2 0,2 9,332b±0,068 

12 45 0,5 0,2 0,2 0,578j±0,028 

13 35 0,25 0,4 0,2 5,750e±0,096 

14 45 0,25 0,4 0,2 0,986i±0,055 

15 35 0,5 0,4 0,2 5,013f±0,136 

16 45 0,5 0,4 0,2 0,514j±0,030 

17 40 0,375 0,3 0,15 3,696g±0,052 

18 40 0,375 0,3 0,15 3,631g±0,022 

19 40 0,375 0,3 0,15 3,640g±0,043 

20 40 0,375 0,3 0,15 3,695g±0,034 
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Tabela 3 – Análise de variância (ANOVA), para verificar a influência dos parâmetros 
utilizados no planejamento fatorial fracionado 24 sob a produção de protease pelo 
fungo Mucor guilliermondii URM 5848. 

FV SQ GL QM F-valor p-valor 

(1)Temperatura (°C) 134,6245 1 134,6245 131340,9 0,000000 

(2)F.T. 1,2782 1 1,2782 1247,0 0,000050 

(3)F.S. 18,7730 1 18,7730 18315,1 0,000001 

(4)KH2PO4 4,1593 1 4,1593 4057,9 0,000009 

1 by 2 0,1024 1 0,1024 99,9 0,002131 

1 by 3 19,4089 1 19,4089 18935,5 0,000001 

1 by 4 4,4100 1 4,4100 4302,4 0,000008 

2 by 3 0,0163 1 0,0163 15,9 0,028172 

2 by 4 0,0178 1 0,0178 17,3 0,025189 

3 by 4 0,0107 1 0,0107 10,4 0,048304 

Falta de Ajuste 0,0391 6 0,0065 6,4 0,078822 

Erro Puro 0,0031 3 0,0010   

Total SQ 182,8432 19    

FV = Fontes de Variação; SQ = Soma dos Quadrados; GL = Graus de Liberdade; QM = 
Quadrado Médio. F.T. = Farelo de trigo; F.S. = Farelo de soja 

 

 

 
Tabela 4 – Etapas de purificação para a protease do fungo Mucor guilliermondii URM 
5848.  

URM 5848 U.mL-1 mg.mL-1 U.mg-1 mL R. (%) F. P. 

Extrato Bruto 4,17 0,470 8,87 1,0 100 1 

DEAE FF 2,14 0,071 30,14 1,0 51 3 

Exclusão Molecular 1,77 0,005 354,00 1,0 42 40 

U.mL-1 = Atividade Proteásica Total; mg.mL-1 = Proteína Total; U.mg-1 = Atividade 
Específica; mL = Volume; R = Rendimento e F.P. = Fator de Purificação. 
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Tabela 5 – Efeito de íons metálicos, compostos orgânicos e inibidores na atividade da 
protease purificada produzida pelo fungo Mucor guilliermondii URM 5848. 

Íons Metálicos Atividade Residual (%) 

 URM 5848 

 1 mM 5 mM 

CaCl2 94,44±1,40 96,56±0,95 

MnCl2 112,07±1,83 116,22±1,57 

MgCl2 94,06±1,40 99,81±3,15 

FeCl3 100,19±3,39 89,52±2,58 

CdCl2 93,87±1,40 88,36±2,51 

HgCl2 59,19±1,29 41,60±1,12 

AgNO3 86,01±1,79 81,11±0,84 

CuCl2 90,04±1,37 74,62±1,33 

CoCl2 59,96±1,79 47,52±1,13 

KCl2 99,04±2,32 91,41±0,98 

   

Compostos Orgânicos Atividade Residual (%) 

 URM 5848 

 0,10% (m/v) 0,25% (m/v) 

Triton X-100 95,40±2,60 94,85±2,00 

Tween-20 100,00±1,152 98,47±0,86 

Tween-80 99,55±0,21 98,47±1,19 

DMSO 95,98±2,04 98,09±0,64 

SDS 95,21±1,81 66,79±0,67 

β-Mercaptoetanol 51,72±2,27 54,96±1,75 

   

Inibidores Atividade Residual (%) 

 URM 5848 

 0,5 mM 1 mM 

EDTA 93,29±0,37 93,32±0,78 

Pespstatina-A 87,69±1,43 88,85±0,84 

PMSF 3,83±1,24 1,53±0,69 

E-64 97,32±1,64 98,85±0,57 
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Tabela 6 – Parâmetros cinéticos e termodinâmicos da serina protease produzida pelo 
fungo Mucor guilliermondii URM 5848 em fermentação submersa utilizando farelo de 
soja e farelo de trigo como substratos. 

Parâmetros M. guilliermondii URM 5848 

Vmax (U.mg proteína-1 ) 250,00 

Km (mg azocaseína.mL-1) 2,00 

Kcat (S-1) 320,51 

Kcat/Km (S-1 mg mL-1) 160,26 

Ea (kJ.mol-1) 19,91 

ΔH* (kJ.mol-1) 17,30 

ΔG* (kJ.mol-1) 61,79 

ΔS* (J.mol-1.K-1) -142,07 

ΔG*E-T (kJ.mol-1) -13,22 

ΔG*E-S (kJ.mol-1) 1,80 

Q10 1,07 

 

 

Tabela 7 – Parâmetros cinéticos e termodinâmicos de desnaturação térmica 
irreversível da serina protease purificada do Mucor guilliermondii URM 5848. 

T (°C) kd (h-1) t1/2 (h) D (h) R2 

ΔHd 

(kJ.mol-1) 

ΔGd 

(kJ.mol-1) 

ΔSd    

(J.mol-1.K-1) 

Ed 

(kJ.mol-1) 

45 0,0513 13,51 44,89 0,9422 136,70 85,94 159,53 139,34 

50 0,0945 7,33 24,37 0,9553 136,66 85,69 157,70  

55 0,2875 2,41 8,01 0,9816 136,61 84,03 160,25  

60 0,4931 1,41 4,67 0,942 136,57 83,85 158,24  

65 0,7523 0,92 3,06 0,9347 136,53 83,97 155,45  
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FIGURAS 

Figura 1 – Gráfico de Pareto para os efeitos das variáveis independentes 
(Temperatura; Farelo de Trigo - F.T.; Farelo de Soja - F.S. e KH2PO4) na produção de 
protease pelo fungo Mucor guilliermondii URM 5848 de acordo com o planejamento 
fatorial completo 24. 
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Figura 2 – Determinação da massa molecular do extrato bruto e das frações 
purificadas por SDS-PAGE (10%) e zimograma, das proteínas do fungo Mucor 
guilliermondii URM 5848. (A). SDS-PAGE: Coluna 1, marcador molecular de proteína; 
Coluna 2, extrato bruto. (B). SDS-PAGE: Coluna 1, marcador molecular de proteína; 
Colunas 2 – 5, frações coletadas no FPLC utilizando coluna Superdex 75 10/300 GL 
(GE Healthcare) de exclusão molecular, com alto grau de pureza na Coluna 5. (C). 
Zimograma (10%) da protease purificada em FPLC. 
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Figura 3 – (A). pH ótimo da protease purificada produzida por fermentação submersa 
pelo Mucor guilliermondii URM 5848, nos tampões citrato – fosfato (♦), Tris – HCl (■) 
e carbonato – bicarbonato (▲). (B). Estabilidade ao pH da protease purificada, 
produzida por fermentação submersa pelo Mucor guilliermondii URM 5848, nos 
tampões citrato – fosfato (♦), Tris – HCl (■) e carbonato – bicarbonato (▲), após 24 
horas de incubação. 

 
 

 

Figura 4 – (A). Temperatura ótima da protease purificada, produzida por fermentação 
submersa pelo Mucor guilliermondii URM 5848. (B). Estabilidade térmica da protease 
purificada, produzida por fermentação submersa por Mucor guilliermondii URM 5848, 
durante 1 hora (♦); 2 horas (■); 8 horas (▲) e 24 horas (×).  
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Figura 5 – Gráfico do duplo recíproco (Lineweaver-Burk) da taxa inicial de hidrólise 
de azocaseína pela protease do fungo Mucor guilliermondii URM 5848 versus a 
concentração de azocaseína. As barras de erro representam o desvio padrão. 

 
 

 

 

 

 

Figura 6 – Gráfico de Arrhenius para a determinação da energia de ativação (Ea) da 
serina protease purificada produzida pelo fungo Mucor guilliermondii URM 5848. 

 
 



162 
 

Figura 7 – Gráfico de primeira-ordem da desnaturação térmica irreversível da serina 
protease purificada do Mucor guilliermondii URM 5848. 

 

 

 

 

 

Figura 8 – Gráfico de Arrhenius para calcular a energia de ativação (Ed) da 
inativação/desnaturação térmica irreversível da serina protease purificada do fungo 
Mucor guilliermondii URM 5848. 
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Figura 9 – (A). Análise do espetro de massa MALDI-TOF da serina protease purifica 
produzida pelo Mucor guilliermondii URM 5848. O PMF da massa observada foi 
realizado utilizando o sistema de busca MASCOT. 

 
 

 

Figura 9 – (B). Algumas proteínas correspondentes do banco de dado UniProt com a 
massa observada da serina protease purificada de Mucor guilliermondii URM 5848. 

 

 
 

 

 

 



164 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO V: 

Prospecção de peptídeos multifuncionais por hidrólise da 

caseína caprina com protease do fungo Mucor subtilissimus URM 

4133: Avaliação das atividades antimicrobianas, antioxidantes 

e anti-hipertensivas 
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Resumo: A hidrólise enzimática da caseína caprina com a protease purificada do 

fungo filamentoso Mucor subtilissimus URM 4133 foi realizada para obtenção de 

hidrolisados com massa molecular < 3 kDa e avaliação do potencial destes peptídeos 

nas atividades antimicrobianas, antioxidantes e anti-hipertensivas. O maior grau de 

hidrólise (GH) obtido a partir do planejamento fatorial 23 foi de 46,02% no ensaio 7 

(Enzima/Substrato = 1:5; 40 °C; 5 h). Já a avaliação do grau de hidrólise do ensaio 7 

em função do tempo, revelou máximo de 64,19% após as 24 horas, entretanto, a 

avaliação das atividades biológicas apresentou melhores resultados para os 

hidrolisados no tempo de 12 horas (Enzima/Substrato = 1:5; 40 °C; GH - 59,95%), 

principalmente para a atividade anti-hipertensiva, que apresentou 92,57% de inibição 

da enzima conversora de angiotensina (ECA). Cinco frações (P1, P2, P3, P4 e P5) 

deste mesmo ensaio foram separadas por cromatografia de exclusão molecular em 

sistema FPLC, estas frações apresentaram diferentes níveis de atividades biológicas. 

Foram identificados por MALDI-TOF/TOF, em média 10 peptídeos para cada uma das 

frações (53 sequências), com algumas, inéditas. 

 

Palavras-chave: leite de cabra, enzimas proteolíticas, peptídeos bioativos 
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1. INTRODUÇÃO 

Diversas substâncias com propriedades bioativas são descritas junto com a sua 

funcionalidade na fisiologia do organismo entre elas têm-se os peptídeos 

biologicamente ativos, moléculas derivadas de proteínas complexas que podem 

desempenhar diversos benefícios e funcionalidades para a homeostase do organismo 

(UDENIGWE; ALUKO, 2012). Os principais efeitos fisiológicos atribuídos à estas 

moléculas, abrangem atividades do tipo imunomodulatória, anti-hipertensiva, 

antitrombótica, antimicrobiana, antioxidante e efeitos opiódes (ARTEMOVA et al., 

2010; DI BERNARDINI et al., 2011; ROJAS-RONQUILLO et al., 2012; CHALAMAIAH 

et al., 2014).  

Outras atividades como potencial anti-inflamatório e atividade anticâncer 

também foram relatadas como responsáveis por efeitos auxiliares na manutenção da 

saúde dos consumidores (VO; RYU; KIM, 2013; UMAYAPARVATHI et al., 2014). 

Diversos trabalhos já tratam dos estudos e benefícios associados a este tipo de 

molécula, como por exemplo, os gerados a partir de proteínas de leite e derivados 

(MADUREIRA et al., 2010; CHOI et al., 2012). 

Os peptídeos antimicrobianos (PAMs) provenientes da caseína são geralmente 

moléculas catiônicas que contém de 12 a 50 resíduos de aminoácidos e interagem 

com os fosfolipídios aniônicos da membrana microbiana, conferindo seletividade a 

estes peptídeos. Além da seletividade, a rara indução à resistência microbiana e a 

capacidade de sinergia com antibióticos convencionais tornam os PAMs atrativos, 

como agentes antimicrobianos (PALUMBO et al., 2010). Estas moléculas podem 

retardar o crescimento de bactérias e possuem um papel importante no sistema de 

defesa de muitas espécies animais (WU et al., 2013). 

Já os peptídeos com atividades antioxidantes são capazes de inativar espécies 

reativas de oxigênio, eliminar os radicais livres, quelar metais, reduzir hidroperóxidos 

e eliminar oxidantes específicos dos alimentos. Estas moléculas são utilizadas como 

antioxidantes potencialmente multifuncionais, o que confere um aumento do valor 

nutricional das dietas (CASTRO; SATO, 2014).  

Em geral, peptídeos antioxidantes derivados de alimentos apresentam massa 

molecular que varia entre 500-1800 Da e contém em sua maioria resíduos de valina 

ou leucina na extremidade N-terminal, que, por serem hidrofóbicos, se concentram na 

interface entre as camadas lipídicas e o conteúdo aquoso, o que facilita o acesso e a 

eliminação dos radicais livres (SAMARANAYAKA; LI-CHAN, 2011). 
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Com relação aos peptídeos com capacidade de inibir a enzima conversora de 

angiotensina (ECA), os medicamentos sintéticos como o captopril, enalapril e 

benazepril são vastamente utilizados para esta finalidade, entretanto, podem 

apresentar efeitos secundários, como reações alérgicas, erupções cutâneas e 

alterações do paladar. Portanto, é de fundamental interesse a descoberta de novas 

moléculas inibidoras da ECA que possam ser utilizadas de forma alternativa ou como 

coadjuvantes às drogas sintéticas (RAWENDRA et al., 2013).  

Em geral, a maioria dos peptídeos que apresentam atividade inibidora da ECA 

possuem entre 2 e 12 aminoácidos, uma vez que estudos de cristalografia realizados 

por Natesh et al. (2003), demonstraram que o sítio ativo da enzima não é capaz de se 

acoplar a moléculas peptídicas grandes. Dessa forma, a intensidade da atividade anti-

hipertensiva está diretamente relacionada à estrutura do peptídeo, ou seja, a 

sequência dos três primeiros aminoácidos presentes na porção C-terminal 

desempenha a principal resposta na ligação com o sítio ativo da ECA (HERNÁNDEZ-

LEDESMA; CONTRERAS; RECIO, 2011). 

O objetivo do presente trabalho foi avaliar as atividades biológicas de 

hidrolisados e peptídeos multifuncionais provenientes da caseína caprina a partir da 

hidrólise realizada por uma protease purificada sintetizada pelo fungo filamentoso 

Mucor subtilissimus URM 4133. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1.  Obtenção do caseínato de sódio caprino 

O leite cru foi coletado de um rebanho leiteiro de cabras da raça Saanen e 

imediatamente armazenado a 4 °C. O processo de obtenção da caseína caprina, na 

forma de caseínato de sódio, ocorreu através da metodologia proposta por Egito et al. 

(2006), com modificações. Inicialmente, o leite foi desnatado por centrifugação (2100 

x g por 30 min. a 32 °C) e a caseína total obtida mediante precipitação isoelétrica em 

pH 4,2 com HCl 1M. O precipitado foi separado por centrifugação a 2200 x g por 20 

min., a 10 °C, lavado três vezes com água destilada e solubilizado em pH 7,0 através 

da adição de NaOH 1M. Esse ciclo de precipitação-lavagem-dissolução se repetiu por 

mais duas vezes. O precipitado de caseína, denominado de caseínato de sódio, foi 

dialisado contra água ultrapura a 4 °C, por 72h, posteriormente liofilizado e estocado 

a -20 °C. 
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2.2.  Determinação da atividade proteolítica 

A atividade proteolítica da protease purificada produzida pelo fungo filamentoso 

Mucor subtilissimus URM 4133, foi monitorada de acordo com o método descrito por 

Leighton et al. (1973), com a utilização de azocaseína 1% (m/v), diluída em tampão 

Tris-HCl 0,2 M, pH 8,5, como substrato. Para a reação, 60 μL da enzima purificada 

foram adicionados a 100 μL do substrato e incubados na ausência de luz durante 1 

hora. Posteriormente, 480 μL de ácido tricloroacético 10% (m/v) foi adicionado a 

mistura reacional e os ensaios centrifugados durante 5 minutos (3000 x g – 4 ºC). Logo 

após, 320 μL do sobrenadante foram misturados a 560 μL de NaOH 1 M. A atividade 

enzimática foi definida como a variação de 0,01 na absorvância a 440 nm durante uma 

hora. As dosagens enzimáticas foram expressas em U.mL-1, e todos os ensaios 

realizados em triplicata. 

 

2.3.  Hidrólise da caseína caprina 

A caseína caprina foi dissolvida para uma concentração de 10 mg.mL-1 em 

tampão fosfato de sódio 0,1 M, pH 6,5, seguindo a metodologia proposta por Egito et 

al. (2007). Para a hidrólise da caseína foi utilizada a protease purificada produzida 

pelo fungo filamentoso Mucor subtilissimus URM 4133. Inicialmente, foi realizado 

planejamento fatorial 23 (Tabela 1), com o intuito de verificar as melhores condições 

de atuação da enzima para a degradação da caseína. Posteriormente, o ensaio que 

apresentou maior grau de hidrólise foi avaliado de forma a monitorar a hidrólise da 

caseína ao longo do tempo (1, 3, 5, 8, 12 e 24 horas) e só assim, verificar qual o tempo 

de hidrólise proporcionou a liberação de peptídeos com as melhores atividades 

biológicas. Após a realização de cada hidrólise, a reação enzimática foi interrompida 

por choque térmico e as amostras submetidas a banho fervente durante 10 minutos 

para a desnaturação das proteases. 

 

2.4.  Determinação do grau de hidrólise (GH) 

O grau de hidrólise, definido como a quantidade de ligações peptídicas 

clivadas, ou o número de grupos amino formados durante o processo de hidrólise, foi 

determinado de acordo com a metodologia proposta por Adler-Nissen (1979), com o 

ácido 2,4,6-trinitrobenzenosulfônico (TNBS). Para a reação, 250 µL das amostras do 

hidrolisado de caseína, foram incubados com 2 mL de tampão fosfato de sódio, 0,2125 

M, pH 8,2 e 2 mL do TNBS 0,1% (v/v) diluído em água ultra pura. A reação ocorreu a 



169 
 

50 °C durante 60 minutos. Transcorrido este período, foram adicionados 4 mL de HCl 

0,1N para interromper a reação. A mistura reacional foi mantida em temperatura 

ambiente durante 30 minutos e posteriormente, analisada em espectrofotômetro a 340 

nm. Para a curva de calibração a L-leucina foi utilizada como aminoácido padrão e as 

suas concentrações variaram entre 0,25 – 10 mM. O GH (%) foi calculado de acordo 

com a equação 1: 

 

𝐺𝐻(%) = (
𝐴𝑁2 − 𝐴𝑁1

𝑁𝑝𝑏
) ∗ 100 

(1) 

 

AN1 corresponde ao conteúdo de nitrogênio amino antes da hidrólise em mg.g-

1 de proteína, AN2 corresponde ao conteúdo de nitrogênio amino depois da hidrólise 

em mg.g-1 de proteína. E Npb, corresponde ao conteúdo total de nitrogênio amino 

presente contido nas ligações peptídicas do substrato proteico. Vale salientar que, os 

valores de AN1 e AN2 foram obtidos com base na curva padrão gerada com L-leucina, 

e Npb, de acordo com a metodologia de Micro-Kjeldahl (AOAC, 1990). 

 

2.5.  Eletroforese Tricina-SDS-PAGE dos hidrolisados 

As amostras para a eletroforese foram preparadas com uma quantidade de 20 

µL de cada solução dos hidrolisados e 480 µL de tampão de amostra (2x Sample 

Buffer – Sigma S3047), composto por tampão Tris-HCl 100 mM, pH 6,8, 24% (v/v) de 

glicerol, 1% de dodecil sulfato de sódio, 4% (v/v) de β-mercaptoetanol e 0,02% de 

Coomassie Brilliant Blue G. Foi utilizado o marcador molecular (Ultra Low Range 

Molecular Weight Marker – Sigma M3546) composto por triosefosfato isomerase 

(26,600 Da); mioglobina (17,000 Da); α-lactalbumina (14,200 Da); aprotinina (6,500 

Da); insulina B (3,496 Da) e bradicinina (1,060 Da). A eletroforese Tricina-SDS-PAGE 

dos hidrolisados e da caseína não hidrolisada transcorreu segundo Schägger e Jagow 

(1987), com algumas modificações. O gel de concentração foi composto por 4,9% de 

poliacrilamida (29:1) e o gel de corrida 15,4%. A corrida das amostras no gel foi 

realizada a 150 V durante 60 minutos. 

Após a migração eletroforética o gel foi submetido ao processo de coloração. 

Inicialmente, foi utilizada uma solução fixadora com 40% (v/v) de metanol e 10% (v/v) 

de ácido acético, durante 30 minutos. O gel foi corado com uma solução que continha 
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10% (v/v) de ácido acético e 0,25 g (m/v) de Coomassie Brilliant Blue G-250 durante 

1 hora e descorado em uma solução de 10% (v/v) de ácido acético. 

 

2.6.  Determinação de proteína total 

O Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific) foi usado para a 

determinação da concentração de proteínas nos experimentos das atividades 

biológicas. Foi utilizado soroalbumina bovina como proteína padrão em concentrações 

que variaram entre 0 e 2000 µg.mL-1. 

 

2.7.  Avaliação das atividades biológicas dos hidrolisados 

A avaliação das atividades biológicas dos hidrolisados ocorreu de duas formas 

distintas. Primeiro, os ensaios que hidrolisaram a caseína caprina em diferentes 

tempos (1, 3, 5, 8, 12 e 24 horas) foram centrifugados a 5000 x g a 4 ºC e o 

sobrenadante utilizado para obtenção de um pool de peptídeos frações com massas 

moleculares menores que 3 kDa, com a utilização de Amicon Ultra-15 (Merck 

Millipore). Posteriormente, o ensaio que apresentou melhores resultados de atividade 

foi utilizado para o processo de purificação por exclusão molecular em sistema FPLC 

e posteriormente realizada uma nova avaliação do potencial de atividade das frações 

coletadas neste processo.  

 

2.8.  Atividade antimicrobiana 

A atividade antimicrobiana das frações de peptídeos (< 3 kDa) foi realizada pelo 

método de turbidez descrito por Mine, Ma e Lauriau (2004) com modificações. Foram 

utilizadas as bactérias Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa 

(ATCC 10145), Staphylococcus aureus meticilino-resistente (MRSA) (CCUG 60578), 

Staphylococcus aureus meticilino-sensível (MSSA) (ATCC 25923), Bacillus cereus 

(NCTC 2599) e Listeria monocytogenes (ESB 3572). 

Para a determinação da atividade antimicrobiana, as colônias de bactérias 

foram ativadas em 10 mL de caldo triptona de soja (TSB) e incubadas a 37 °C durante 

15 horas. A suspensão de cada bactéria foi inoculada em caldo TSB até atingir escala 

logarítmica de crescimento determinada por absorvância a 620 nm e padronizada uma 

quantidade de 108 UFC.mL-1. Microplacas de 96 poços de fundo plano, de poliestireno 

e estéreis (Corning®), foram utilizadas para o ensaio. A mistura de 50 µL (500 μg.mL-

1) das amostras com os peptídeos, 45 µL de caldo Mueller Hinton (CMH) e 5 µL da 
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suspensão bacteriana foi realizada. O controle positivo apresentou apenas CMH e 

suspensão bacteriana. Já no controle negativo utilizou-se cloranfenicol na 

concentração de 300 µg.mL-1. Após a incubação das placas a 37 °C durante 24 horas 

procedeu-se a leitura com leitora de microplaca Multiskan GO Microplate 

Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) a 620 nm. 

 

2.9.  Avaliação da atividade antioxidante total 

2.9.1. Atividade sequestradora de radicais ABTS+• e DPPH 

A atividade sequestradora de radicais livres das frações de peptídeos foi 

determinada com o radical cátion ABTS+•, gerado a partir do 2,2-azinobis-3-

etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico (ABTS) de acordo com Re et al. (1999) 

modificada. Para formação do radical ABTS+•, persulfato de potássio e ABTS foram 

preparados a uma concentração final de 2,45 e 7 mM, respectivamente, e incubado 

ao abrigo da luz por 16 h à temperatura ambiente. A absorvância da solução do radical 

foi ajustada para 0,70 ± 0,02 a 734 nm, com espectrofotômetro, por diluição em 

tampão fosfato-salino 100 mM (PBS), pH 7,4. Para a reação, 50 µL (250 μg.mL-1) das 

amostras foram misturados com 950 µL da solução do radical ABTS+•. Os ensaios 

foram incubados a 30 ºC durante seis minutos e lidos a 734 nm, em triplicata. A curva 

padrão foi obtida com Trolox (1-500 μM) como substância antioxidante padrão. A 

atividade antioxidante (%) foi calculada em relação à atividade de eliminação do 

radical, de acordo com a seguinte equação 2: 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑎𝑛𝑡𝑖𝑜𝑥𝑖𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒 (%) = (
𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 − 𝐴𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
) 𝑥 100 

(2) 

 

Onde, Acontrole representa à absorvância inicial do ABTS e Aamostra a absorvância 

após a adição da respectiva amostra com os peptídeos. 

Outro radical livre utilizado para avaliar o potencial de atividade antioxidante foi 

o 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH). A avaliação da atividade sequestradora do 

DPPH foi realizada segundo a metodologia descrita por Li et al. (2013), com algumas 

modificações. O radical DPPH (0,2 mM) foi preparado através de uma solução 

composta por 30% água e 70% etanol. Neste caso, 750 μL de amostra (250 μg.mL-1) 

foram misturados a 750 μL da solução que continha o radical DPPH. A reação ocorreu 

durante 30 minutos ao abrigo de luz e a leitura foi realizada em espectrofotômetro a 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/51119200
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/51119200
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517 nm. A curva padrão foi preparada com ácido ascórbico (1-100 μM) como 

antioxidante padrão. A atividade antioxidante (%) foi calculada através da mesma 

equação da metodologia de ABTS. 

 

2.9.2. Capacidade de absorção de radicais oxigênio (ORAC) 

O teste de capacidade de absorção radical de oxigênio (ORAC) foi baseado 

pelo método proposto por Contreras et al. (2011). Resumidamente, a reação foi 

realizada a 40 °C em tampão fosfato-salino (PBS) 75 mM (pH 7,4) e a mistura de 

ensaio final (200 μL) continha fluoresceína (70 nM), 2,2-Azobis(2-

metilpropianomidina) dihidroclorido – AAPH  (14 mM) e o antioxidante padrão Trolox 

(0,2–1,6 nmol.mL-1) ou amostra (em diferentes concentrações). A fluorescência foi 

registrada durante 137 minutos (104 ciclos) em leitor de placas FLUOstar OPTIMA 

(BMG Labtech, Offenburg, Alemanha) com a utilização de filtros de excitação de 485 

nm e de emissão de 520 nm. O equipamento foi controlado pela versão do software 

FLUOstar Control (1.32 R2) para medição de fluorescência. Foram utilizadas 

microplacas de 96 poços de poliestireno preto (Nunc, Dinamarca). As soluções de 

AAPH e Trolox foram preparadas diariamente e a fluoresceína foi diluída a partir de 

uma solução de reserva (1,17 mM) em tampão fosfato-salino 75 mM (pH 7,4). Todas 

as misturas reacionais foram preparadas em duplicata e pelo menos três corridas 

independentes realizadas para cada amostra. Os valores finais de ORAC-FL foram 

expressos em μmol de Trolox equivalente (TE).mg de proteína-1. 

 

2.9.3. Atividade quelante de íons metálicos 

A atividade quelante de cobre (Cu2+) foi determinada de acordo com Saiga et 

al. (2003) com modificações propostas por Sánchez-Vioque et al. (2013). Para a 

reação, 0,5 mL (250 μg.mL-1) de amostra foi misturado com 2 mL de tampão acetato 

de sódio 50 mM, pH 6,0 e 50 μL de CuSO4 5 mM. Após 30 min. de incubação em 

temperatura ambiente foram adicionados 50 μL de pirocatecol violeta (PV) 4 mM. A 

mistura reacional foi homogeneizada e a reação continuada por mais 30 min., 

posteriormente, foi mensurada a 620 nm. Água deionizada foi utilizada como controle 

negativo, em substituição à amostra e uma solução de EDTA 0,045% utilizada como 

substância quelante padrão. A porcentagem de inibição de formação do complexo PV-

Cu2+ calculada da seguinte forma: [(A0-A1)/A0]×100. Onde, A0 corresponde à 

absorvância do controle negativo, e A1 a absorvância das amostras. 
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A atividade quelante de ferro (Fe2+) foi determinada de acordo com a 

metodologia proposta por Sánchez-Vioque et al. (2013). Para a reação, 0,5 mL (250 

μg.mL-1) de amostra foi misturado com 2 mL de tampão acetato de sódio 100 mM, pH 

4,9 e 50 μL de cloreto de ferro (II) 2 mM. Após 30 min. de incubação em temperatura 

ambiente foram adicionados 200 μL de ferrozina 5 mM. A mistura reacional foi 

homogeneizada e a reação continuada por mais 30 min., posteriormente, mensurada 

a 562 nm. Água deionizada foi utilizada como controle negativo, em substituição à 

amostra e uma solução de EDTA 0,045% utilizada como substância quelante padrão. 

A porcentagem de inibição de formação do complexo ferrozina-Fe2+ foi calculada da 

seguinte forma: [(A0-A1)/A0]×100. Onde, A0 corresponde à absorvância do controle 

negativo, e A1 a absorvância das amostras. 

 

2.10. Atividade inibitória da enzima conversora de angiotensina (ECA) 

A atividade anti-hipertensiva foi realizada segundo a metodologia descrita por 

Holmquist et al. (1979) com modificações propostas por Asoodeh, Yazdi e Chamani 

(2012), com a utilização do N-[3-(2-Furil)acriloil]-Phe-Gly-Gly (FAPGG) como 

substrato. Em cada teste das amostras o ensaio foi realizado com 22 μL da ECA (50 

mU.mL-1), 50 μL da amostra (250 μg.mL-1), 100 μL de FAPGG (0,5mM) e 150 μL de 

tampão ECA (Tris-HCl 50mM, pH 7,5, 0,3 M de NaCl e 1 mM de ZnCl2). A mistura 

reacional foi incubada durante 60 min e a reação monitorada a cada 10 min. em leitora 

de microplaca Multiskan GO Microplate Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) 

a 340 nm. A amostra controle foi feita substituindo a amostra por tampão ECA. Para 

o cálculo da atividade anti-hipertensiva (%), foi utilizada a equação 3: 

𝐼𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 𝑑𝑎 𝐸𝐶𝐴 (%) = [1 − (
𝛥𝐴𝑖𝑛𝑖𝑏𝑖𝑑𝑜𝑟

𝛥𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
)] ∗ 100 

(3) 

 

O valor de IC50 da amostra que apresentou melhores resultados prévios foi 

definido como a concentração necessária para inibir 50% da atividade da ECA. Para 

isto, um total de cinco diferentes concentrações da amostra que continha os peptídeos 

inibidores foram utilizadas para avaliar a % de inibição da ECA. O IC50 foi obtido por 

regressão linear plotando a % de inibição contra as diferentes concentrações da 

amostra. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. 

 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/51119200
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2.11. Avaliação do processo de digestão in vitro sob as atividades 

biológicas 

O ensaio de hidrólise em função do tempo (< 3 kDa) que apresentou melhores 

resultados para as atividades biológicas no geral, foi submetido ao processo de 

digestão in vitro com a finalidade de avaliar as atividades biológicas residuais e 

verificar dessa forma o comportamento e a resistência dos peptídeos frente as 

enzimas digestivas. Para isso, o ensaio de digestão in vitro foi realizado de acordo 

com a metodologia proposta por Wang, Wang e Li (2016) com algumas modificações. 

Inicialmente, 10 mL da amostra (1 mg.mL-1 de proteína) foram misturados com 12 mL 

da fase oral que continha 100 U.mL-1 de α-amilase porcina (Sigma- Aldrich) e CaCl2 1 

mM com pH entre 5,6 – 6,9, durante 10 minutos a 37 °C, após este período, uma 

alíquota foi coletada. Em seguida, o pH foi ajustado para 2,0 com HCl 100 mM e 

adicionada pepsina porcina (Sigma- Aldrich) em uma proporção de enzima/substrato 

de 1:50. A mistura reacional foi incubada em banho-maria durante duas horas a 37 °C 

com agitação de 200 rpm. Neste período, duas alíquotas foram retiradas nos tempos 

de 60 e 120 minutos. Posteriormente, o pH foi ajustado para 5,3 com NaHCO3 0,9 M 

e, subsequentemente, ajustado para pH 7,5 com NaOH 2 M. A pancreatina foi 

adicionada ao ensaio na proporção enzima/substrato de 1:25 e a reação continuou 

por mais 2 horas a 37 °C em banho-maria com agitação constante de 200 rpm. Mais 

duas alíquotas foram retiradas nos tempos de 60 e 120 minutos. Todas as alíquotas 

foram submersas em banho fervente durante 10 minutos para a inativação das 

enzimas e passadas pelo processo de ultrafiltração por Amicon Ultra-15 (Merck 

Millipore) com membrana de corte < 3 kDa. Posteriormente, foram liofilizadas e 

ressuspendidas nas mesmas concentrações utilizadas para as atividades biológicas 

e armazenadas em -80 °C para análises posteriores. 

 

2.12. Cromatografia de exclusão molecular 

A purificação parcial da amostra do ensaio com melhores resultados para as 

atividades biológicas foi realizada por meio da distribuição da massa molecular dos 

peptídeos presentes no pool de hidrolisados, através da cromatografia de exclusão 

molecular em sistema FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography – ÄktaPurifier GE 

Healthcare) com coluna Superdex Peptide 10/300 GL acoplada. O sistema foi operado 

com uma taxa de fluxo de 0,5 mL.min-1 e utilizou-se como eluente o tampão fosfato de 

sódio 50 mM, pH 6,5. Foi injetado um volume de 0,5 mL por corrida e os picos 
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coletados para a realização das atividades biológicas. As corridas foram monitoradas 

com uma absorvância de 280 nm e duração de 75 minutos. 

 

2.13. Análise por espectrometria de massa 

A identificação dos peptídeos foi realizada por espectrometria de massa 

MALDI-TOF/TOF (4800 Plus, SCIEX). Os picos coletados no FPLC foram 

enriquecidos e purificados por cromatografia em C18 de fase reversa (ZipTips, 

Millipore) seguindo as instruções do fabricante e eluídos na placa de amostra de 

MALDI com uma solução de eluição do ácido alfa-ciano-4-hidroxicinâmico da matriz 

MALDI a 8 mg.mL-1 em 50% de acetonitrila, 0,1% de ácido trifluoroacético e fosfato de 

amônio 6 mM. Os espectros de massa dos peptídeos foram adquiridos em modo 

reflector positivo na faixa de massa de m/z 700-5000. Os picos com maior intensidade 

foram selecionados para o sequenciamento peptídico por MS/MS. As proteínas foram 

identificadas pela abordagem Peptide Mass Fingerprint + MS/MS com o software 

Mascot (v2.5.1, Matrix Science) com a utilização do banco de dados de sequências 

de proteína UniProt para a seleção taxonômica Mucorales e Caprinae (versão 

2017_08). As configurações de pesquisa de proteínas foram a oxidação da metionina 

(modificação variável), zero clivagens perdidas e tolerância máxima de erro de 50 ppm 

(MS) e 0,5 Da (MS/MS). As pontuações de proteínas superiores a 67 foram 

consideradas significativas (p < 0,05). 

 

2.14. Análise estatística 

A análise estatística, teve como variável resposta o grau de hidrólise dos 

ensaios e foi realizada por meio da Análise de Variância (ANOVA), obtida por meio do 

software Statistica 8.0, para verificar as variáveis com efeitos estatisticamente 

significativos (p < 0,05) e o ajuste do modelo aos dados experimentais. Nas demais 

análises utilizou-se como teste de comparação de médias o Teste de Tukey com nível 

de 5% de probabilidade, através do programa SPSS Statistics. Todos os ensaios 

foram realizados em ordem aleatória. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. Grau de hidrólise (GH) 

O maior GH da caseína caprina hidrolisada pela protease do fungo Mucor 

subtilissimus URM 4133 para o planejamento fatorial completo 2³, ocorreu no ensaio 
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7 (46,02%±0,46), que apresentou diferença estatística entre os demais, como pode 

ser observado na Figura 1A, no qual a relação E/S foi de 1:5, a 40 °C durante 5 horas. 

A ANOVA (Tabela 2) demonstrou que, todas as variáveis e suas interações foram 

estatisticamente significativas. O ajuste do modelo foi medido pelo coeficiente de 

determinação (R²) = 0,985 e R²ajuste = 0,967 e indicou  que 98,5% da variação total do 

grau de hidrólise foi explicado pelo modelo estatístico. A variável tempo, apresentou 

a maior influência de efeito positivo no processo de hidrólise (Figura 2), dessa forma, 

quanto maior o tempo, maior o GH. As interações entre a variáveis independentes 

exerceram pouca influênica no processo, mesmo que positivas.  

O monitoramento do grau de hidrólise do ensaio 7 (Figura 1B) em função do 

tempo demonstrou que o maior GH da caseína caprina, ocorreu no ensaio de 24 horas 

(64,19%±0,90), entretanto, não houve diferença estatística entre os tempos de 12 

horas (59,95%±0,81) e 24 horas. Isso indica que, após as 12 horas de hidrólise, a 

protease perdeu sua eficiência de catálise influenciada principalmente pela 

temperatura. 

Smialowska, Matia-Merino e Carr (2017) hidrolisaram caseínato caprino a 37 

°C com tripsina comercial e obtiveram grau de hidrólise de 26,3%±0,8 após 18 horas, 

a partir de uma concentração de 35 mg.mL-1 de caseína e uma relação E/S de 1:200. 

Tagliazucchi et al. (2017) utilizaram várias enzimas comerciais para a hidrólise de 

caseína dentro de um ensaio de digestão in vitro e apresentaram GH final de 

82,7%±1,2 após 4 horas. Essas variações demonstram a influência direta de fatores 

como o tipo de enzima e sua proporção com relação ao substrato, além do tempo, no 

processo de degradação da caseína e consequentemente seu GH. 

 

3.2.  Eletroforese Tricina-SDS-PAGE 

Além da determinação do GH do caseínato caprino, o perfil de degradação 

protéica foi acompanhado pelo processo de eletroforese Tricina-SDS-PAGE. As 

diferentes condições de hidrólise em que a caseína foi submetida com relação à 

proporção de E/S, tempo e temperatura de hidrólise influenciou diretamente na 

atuação da protease frente ao substrato, com maior hidrólise e concentração de 

peptídeos de massas moleculares menores que 10 kDa principalmente no ensaio 7 

(Figura 3A), o mesmo que apresentou o maior GH. A Figura 3B mostra a degradação 

da caseína em função do tempo, que foi mais acentuada a partir das 8 horas de 

hidrólise. Segundo Elzoghby, El-Fotoh e Elgindy (2011), a facilidade de clivagem da 



177 
 

caseína ocorre pelo fato desta proteína apresentar uma estrutura aberta devido à alta 

concentração dos resíduos de prolina, os quais dificultam a formação de uma grande 

quantidade de estruturas secundárias e terciárias, uma vez que os resíduos de prolina 

interrompem a formação de α-hélice e folhas β, além de não haver pontes de dissulfeto 

na estrutura na caseína, o que às torna mais frágeis e mais susceptíveis ao ataque 

das proteases. 

 

3.3. Atividade antimicrobiana 

A avaliação da atividade antimicrobiana frente a bactérias patogênicas mostrou 

que, o maior potencial de liberação de peptídeos com capacidade de inibir o 

crescimento destes micro-organismos, ou seja, com ação bacteriostática, ocorreu nos 

maiores tempos de hidrólise (Tabela 3). Os melhores resultados foram obtidos para 

as bactérias Staphylococcus aureus meticilino-resistente (CCUG 60578), 

Staphylococcus aureus meticilino-sensível (ATCC 25923), e Listeria monocytogenes 

(ESB 3572). Não foi constatado potencial de inibição para a Escherichia coli (ATCC 

25922) na concentração utilizada neste estudo. Pode-se observar claramente o 

aumento da atividade em função do tempo, entretanto, não houve diferenças 

estatísticas entre os tempos 12 horas e 24 horas, isso está relacionado ou com a 

estabilização do GH, ou com a degradação de peptídeos devido ao elevado tempo de 

hidrólise, havendo perda de sua funcionalidade. 

As frações menores que 3 kDa, separadas por cromatografia de exclusão 

molecular em FPLC, foram provenientes do ensaio de 12 horas. Um total de cinco 

frações foi avaliado para a atividade antibacteriana. A fração P4 apresentou melhores 

resultados de inibição (Tabela 4) e foi a única capaz de inibir o crescimento de Bacillus 

cereus (NCTC 2599) em 43,56%±0,80. Todas as frações apresentaram atividade 

contra as bactérias Staphylococcus aureus meticilino-resistente (CCUG 60578), 

Staphylococcus aureus meticilino-sensível (ATCC 25923), e Listeria monocytogenes 

(ESB 3572). Não houve potencial de inibição para nenhuma das frações contra o 

crescimento de Escherichia coli (ATCC 25922) na concentração utilizada, no entanto, 

três frações (P1, P3 e P5) apresentaram potencial de inibição para Pseudomonas 

aeruginosa (ATCC 10145). Tang et al. (2015), trabalharam com hidrolisados de 

caseína por pepsina comercial e obtiveram resultados de inibição para 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 com concentração de 15 mg.mL-1, e para o 

peptídeo purificado Cpep11, a concentração de inibição foi de 125 μg.mL-1. Já para a 
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Escherichia coli (ATCC 25922) os autores também não conseguiram inibição de 

crescimento no pool de hidrolisados. Aguilar-Toalá et al. (2017), obtiveram taxas de 

sobrevivência para as bactérias Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli 

ATCC 25922 e Listeria innocua 33090 de 54,41%±2,87, 67,54%±2,12 e 72,76%±1,34, 

respectivamente no pool de hidrolisados < 3 kDa de caseína, obtidos a partir das 

proteases produzidas por Lactobacillus plantarum. Também foram obtidos resultados 

de inibição contra Listeria monocytogenes por hidrolisados de caseína caprina a partir 

de proteases do trato gastrointestinal (ALMAAS et al., 2008).  

 

3.4.  Atividade antioxidante 

3.4.1. Atividade sequestradora de radicais ABTS+• e DPPH 

A avaliação da atividade sequestradora de radicais mostrou maior eficiência 

dos peptídeos na eliminação do radical livre ABTS+• em comparação ao DPPH no pool 

de hidrolisados em função do tempo (Figura 4A). O ensaio de 24 horas foi 

estatisticamente diferente dos demais, porém, após as oito horas de hidrólise a 

atividade antioxidante do ABTS+• foi superior aos 90%. Para a atividade de eliminação 

do radical DPPH, a variação no sequestro do radical ficou entre 26 e 32%, com 

algumas diferenças significativas entre os tempos. A atividade antioxidante 

equivalente ao trolox (EQT) e equivalente ao ácido ascórbico (EQAA) apresentada na 

Figura 4B, foi calculada de acordo com a curva padrão de cada atividade 

sequestradora de radicais livres e mostra uma EQT para o ABTS, superior a 400 

µM.mL-1 logo após as 3 horas de hidrólise. Já a EQAA para o DPPH teve um valor 

máximo de 29,69±0,56 µM.mL-1 em uma curva com máxima de 100 µM.mL-1. 

Para as cinco frações < 3 kDa provenientes do ensaio de 12 horas, separadas 

no FPLC, a maior atividade ocorreu na fração P4 (Figura 4C) tanto na eliminação do 

ABTS+• (86,05%±0,075), quando na do DPPH (67,13%±0,45). As frações P2, P3 e P5 

apresentaram atividade superior a 50% para o ABTS e a 40% para o DPPH. Com 

relação à atividade equivalente, os resultados acima de 400 µM.mL-1 de EQT foram 

observados nas frações P4 e P5 e para a EQAA as frações P3, P4 e P5 apresentaram 

o dobro de equivalência em comparação a análise dos hidrolisados em função do 

tempo, com equivalências de 63,15±0,52 µM.mL-1, 75,28±0,48 µM.mL-1 e 66,10±0,51 

µM.mL-1, respectivamente (Figura 4D). 

Li et al. (2013) utilizaram proteases comerciais para hidrólise de caseína 

caprina e observaram que os peptídeos apresentaram sensibilidade maior ao teste de 
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ABTS, em comparação aos teste com DPPH para a avaliação da atividade 

antioxidante. Chang et al. (2013), trabalharam com proteases de Bifidobacterium 

longum KACC 91563 e observaram que a atividade dos peptídeos hidrolisados da 

caseína apresentaram uma maior atividade antioxidante após 24 horas de hidrólise. 

De Gobba et al. (2014), trabalharam com hidrolisados de proteínas do leite caprino a 

partir de diferentes combinações de proteases e obtiveram atividade de eliminação do 

radical ABTS+• acima de 80%. Além disso, as frações < 3 kDa separadas em FPLC e 

HPLC também apresentaram atividade superior aos 50%. Já Ahmed et al. (2015), 

observaram atividade de eliminação do radical DPPH a partir de peptídeos 

provenientes de proteínas do leite caprino, hidrolisadas com pepsina.  

 

3.4.2. Capacidade de absorção de radicais oxigênio (ORAC) 

Neste método foi avaliada a capacidade de eliminação de moléculas oxidativas 

como os radicais peroxila, gerados pelo AAPH a partir da degradação oxidativa da 

fluoresceína. Esta reação foi mensurada como a área sob a curva de decaimento 

(AUC), conforme descrito por Ou et al. (2001). A capacidade de eliminação dos 

radicais peroxila aumentou ao longo do tempo de hidrólise (Figura 5A) assim como 

para a atividade do ABTS. Após as 8 horas de hidrólise, pode-se observar uma 

atividade superior a 2,0 µmol TE.mg de proteína-1, não houve diferenças 

estatisticamente significativas entre os tempos de 12 e 24 horas, com máxima 

atividade de 2,91±0,04 µmol TE.mg de proteína-1. Já para as frações separadas < 3 

kDa, provenientes do ensaio de hidrólise de 12 horas, foi constatada maior capacidade 

de eliminação na amostra P3 (Figura 5B) que foi estatisticamente diferente das demais 

e apresentou atividade máxima de 1,68±0,08 µmol TE.mg de proteína-1. Estes 

resultados foram maiores que os encontrados por Moreno-Montoro et al. (2017) que 

trabalharam com peptídeos provenientes da hidrólise do leite de cabra fermentado e 

obtiveram atividade máxima entorno de 1,0 µmol TEAC.mg de proteína-1 nas frações 

de peptídeos < 3 kDa. Assim como, Tavares et al. (2011), que trabalharam com 

hidrolisados de proteína do soro de leite, que obtiveram atividade máxima de 

1,061±0,07 µmol TE.mg de proteína-1.  

 

3.4.3. Atividade quelante de íons metálicos 

Os estudos da complexação de íons metálicos como Cu2+ e Fe2+ são realizados 

como mecanismos indiretos de atividade antioxidante, uma vez que, após a 
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complexação destes metais, as reações que envolvem a formação de radicais 

oxidativos são inibidas. Deste modo, o processo de oxidação é retardado. Como 

exemplo, a presença destes íons estimulam a formação de espécies reativas de 

oxigênio (ROS), como os radicais hidroxila (OH-) formados pela reação de Fenton e 

no caso específico do Fe2+ pela reação de Haber-Weiss na presença de ânions 

superperóxidos (CANABADY-ROCHELLE et al., 2018).  

Neste trabalho, foi obtida maior taxa de atividade quelante após as 24 horas de 

hidrólise (Tabela 5) tanto para o Cu2+ (59,61%±0,86), quanto para o Fe2+ 

(75,33%±1,64), com resultados que diferiram estatisticamente dos demais. Os tempos 

de hidrólise de 1 hora e 3 horas não apresentaram diferença estatística entre si, desta 

forma, não há influência do GH entre estes tempos para a atividade quelante de Cu2+. 

Diferentemente do que ocorreu na atividade quelante de Fe2+, que apresentou 

diferenças estatísticas entre todos os ensaios. A partir da análise das atividades de 

complexação das amostras < 3 kDa provenientes do ensaio de 12 horas (Tabela 5), 

foi possível constatar que a fração P4 foi estatisticamente diferente das demais e 

apresentou os maiores resultados de quelação para ambos os íons metálicos. Pode-

se observar também que as amostras foram mais eficientes na atividade quelante de 

Fe2+ com todos os resultados acima dos 40%. Li e Zhao. (2011), avaliaram a eficiência 

da atividade quelante do Fe2+ em função da variação nas concentrações de FeCl2, a 

partir de hidrolisados de caseína. Estes autores utilizaram o dobro da concentração 

final de proteína do presente trabalho, em sua reação e obtiveram atividade máxima 

de 65%. Ou seja, os peptídeos gerados na hidrólise da caseína caprina pela protease 

do fungo Mucor subtilissimus URM 4133, foram mais eficientes na complexação do 

Fe2+. 

 

3.5.  Atividade inibitória da enzima conversora de angiotensina (ECA) 

Os testes de inibição da ECA por peptídeos gerados a partir da hidrólise do 

caseínato caprino através da protease utilizada no presente trabalho revelaram um 

grande potencial de atividade inibitória contra esta enzima, como apresentado na 

Figura 6A. A atividade aumentou com o passar do tempo de hidrólise até às 12 horas 

e apresentou máxima atividade de 92,57%±0,63. Em 24 horas, o potencial de inibição 

caiu significativamente para 46,85%±0,57, isto pode ter ocorrido devido à ação de 

degradação da protease nas sequências peptídicas com potencial de inibição. Estes 

resultados são maiores que os encontrados por Ibrahim, Ahmed e Miyata (2017), que 
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hidrolisaram a caseína caprina com pepsina comercial e obtiveram atividade de 

inibição contra a ECA em torno de 80% no pool de hidrolisados. 

Todas as frações separadas do ensaio de 12 horas apresentaram resultados 

superiores aos 50%, com destaque para a fração P5 que desempenhou maior 

atividade de inibição da ECA (89,88%±0,78) e diferiu estatisticamente das demais 

(Figura 6B). As frações P2 e P4 não foram diferentes entre si e apresentaram 

resultados de inibição de 75,77%±1,51 e 78,57%±1,43, respectivamente. Na análise 

do IC50 das frações (Tabela 6), pode-se observar uma variação entre 153,67±1,92 

µg.mL-1 (P3) e 35,42±1,03 µg.mL-1 (P5). Esta variação se encontra dentro do que é 

relatado na literatura. Tagliazucchi et al. (2016), estudaram o potencial de inibição da 

ECA das proteínas do leite caprino hidrolisadas a partir do processo de digestão in 

vitro, separaram 9 frações por HPCL e obtiveram IC50 entre 1156,3±10,5 e 14,1±0,8 

µg.mL-1. Já Espejo-Carpio et al. (2016), avaliaram também a hidrólise de proteínas do 

leite caprino no processo de digestão in vitro a partir de diferentes combinações de 

proteases e observaram uma variação no IC50 entre 399,8±15,3 µg.mL-1 e 212,0±12,7 

µg.mL-1. 

 

3.6.  Avaliação do processo de digestão in vitro sob as atividades 

biológicas 

Após o processo de digestão in vitro, pode-se observar as atividades biológicas 

residuais do pool de peptídeos < 3 kDa, provenientes do ensaio de 12 horas, na Tabela 

7. De forma geral, não houve alterações significativas entre a amostra não digerida 

(Tabela 3) e a saliva, consequentemente, pode-se constatar que a α-amilase não 

apresentou efeitos sobre os peptídeos bioativos. Para a atividade antimicrobiana, esse 

processo foi capaz de gerar peptídeos que apresentaram uma pequena atividade de 

inibição contra Escherichia coli (ATCC 25922) após os 120 minutos de digestão 

gástrica, com um incremento dessa atividade ao passar do tempo da digestão 

intestinal. Já com relação as demais bactérias, a atividade de inibição não apresentou 

alterações consideráveis e permaneceu relativamente constante ao longo do tempo, 

ou seja, o ensaio de digestão gastrointestinal agiu de forma sinérgica e contribuiu com 

a ação dos peptídeos bioativos.  O mesmo não ocorreu com Gough et al. (2017), que 

avaliaram a resistência da nisina, um dos peptídeos mais conhecidos com atividade 

antimicrobiana, frente ao processo de digestão gastrointestinal e observaram redução 
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dessa atividade principalmente no ensaio com pancreatina, com a constatação de que 

a nisina, apresenta maior degradação no intestino delgado. 

Na avaliação da atividade antioxidante total pode-se concluir que o processo 

de digestão in vitro gerou alterações no perfil peptídico do pool de hidrolisados, 

entretanto, estas alterações foram positivas. Uma vez que, a capacidade dos 

peptídeos em sequestrar o radical ABTS+• não foi afetada e permaneu acima dos 95% 

ao longo de todo ensaio, com atividade máxima de 97,67%±0,78. Dessa forma, não 

houve interferências significativas nem da saliva, nem das proteases presentes no 

trato gastrointestinal. Já para o radical DPPH, a pepsina foi responsável por um 

aumento considerável de 11,01% na atividade de sequestro deste radical após os 120 

minutos, no entanto, esse incremento foi perdido com o passar do tempo da digestão 

intestinal e a atividade terminou menor que a inicial. O teste de ORAC revelou que a 

capacidade dos peptídeos em absorver radicais de oxigênio aumentou 

consideravelmente ao longo do tempo e passou de 2,85±0,05 para máxima atividade 

de 3,87±0,10 µmol TE.mg de proteína-1, após os 60 minutos da digestão intestinal.  

O potencial quelante dos peptídeos frente aos íons metálicos Cu2+ e Fe2+ não 

foi afetado de forma significativa e as atividades variaram entre 43,75%±1,25 e 

49,73%±0,74 para o Cu2+ e para o Fe2+ entre 58,24%±1,71 e 65,25%±1,32.  Ao e Li 

(2013), avaliaram a estabilidade da atividade antioxidante de duas frações de 

peptídeos provenientes da hidrólise de caseína por uma protease comercial (alcalase) 

e observaram que uma das frações foi mais resistente, tanto para a atividade de 

sequestro do radical ABTS+•, quanto para atividade do ORAC, ao longo do tempo de 

hidrólise, mesmo assim, ao final do processo de digestão as frações apresentaram 

menor atividade antioxidante que a inicial, em ambas as análises.  

A capacidade de inibição da enzima conversora de angiotensina (ECA) 

permaneceu acima dos 78% de atividade, mesmo com uma redução de 12,59% ao 

longo do ensaio de digestão. Isso mostrou que as proteases presentes no trato 

gastrointestinal foram capazes de degradar alguns peptídeos que agem contra a ECA, 

entretanto, o pool de peptídeos continuou eficiente para esta atividade e é capaz de 

agir no processo de controle da pressão arterial, caso estes peptídeos sejam 

absorvidos pelo organismo. Resultados semelhantes foram observados por Petrat-

Melin et al. (2015), que avaliaram a resistência de frações peptídicas provenientes da 

hidrólise da caseína e obtiveram atividade inibitória da ECA em torno de 70% após 

120 minutos de digestão. 
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3.7.  Cromatografia de exclusão molecular 

O procedimento de exclusão molecular do pool de peptídeos < 3 kDa 

provenientes do ensaio de 12 horas, em sistema FPLC, foi capaz de separar frações 

com picos bem definidos, portanto, a coluna utilizada apresentou uma alta resolução 

para a separação das moléculas de acordo com sua massa molar, como mostra a 

Figura 7A. Um total de cinco frações foi coletado (P1, P2, P3, P4 e P5) para a 

realização das atividades biológicas, bem como para o sequenciamento aminoacídico 

por espectrometria de massa em MALDI-TOF/TOF. Já na Figura 7B, pode-se observar 

as alterações geradas pelo processo de digestão in vitro no perfil peptídico deste 

mesmo pool de hidrolisados, com destaque para a degradação que ocorreu 

principalmente nos peptídeos com maior massa molecular, ou seja, aqueles que são 

eluídos primeiro. 

 

3.8.  Espectrometria de massa 

Foram realizadas as análises por MALDI-TOF/TOF de todas as frações < 3 

kDa, separadas em FPLC a partir do pool de hidrolisados de mesma massa molecular, 

obtidos no ensaio de 12 horas de hidrólise do caseínato caprino. A identificação da 

sequência de aminoácidos por PMF-MS/MS foi realizada com confiabilidade > 95% e 

levou em consideração os peptídeos mais predominantes, ou seja, com maior 

intensidade nos espectros de massa de cada fração. Um total de 53 peptídeos foram 

identificados para todas as frações, com uma média de 10 peptídeos para cada, como 

pode ser observado na Tabela 8. A busca pelas sequências no banco de dados 

BIOPEP (http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/pl/biopep) revelou que a 

maioria das sequências ainda não foi relatada na literatura. 

A composição, estrutura e grau de hidrofobicidade das sequências de 

peptídeos, levam às diferenças nas atividades biológicas e suas intensidades. As 

propriedades antioxidantes estão relacionadas principalmente com aminoácidos como 

Tyr (Y), Trp (W), Met (M), Lys (L), Cys (C) e His (H). Dessa forma, os aminoácidos 

com resíduos aromáticos podem atuar como doadores de prótons em radicais 

deficientes em elétrons, o que confere propriedades de eliminação de radicais, 

especialmente quando estão no terminal carboxila (Sarmadi e Ismail, 2010). Todos os 

peptídeos identificados apresentaram alguns destes aminoácidos em sua estrutura, 

com destaque para as frações P4 e P5, que possuem peptídeos mais ricos destes 

http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/pl/biopep
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aminoácidos em suas sequências, com resíduos aromáticos localizados 

principalmente no terminal carboxila. 

Já para a atividade anti-hipertensiva, foi demonstrado que a inibição da ECA é 

mais eficaz quando há presença de aminoácidos como Tyr (Y), Phe (F), Trp (W), Pro 

(P), Ileu (I) e VaL (V), além de resíduos de Leu (L), que aumentam significativamente 

o processo de inibição da ECA. Dados da literatura demonstram ainda que o potencial 

positivo de resíduos de Arg (R) e Lys (K) também contribuem para potencializar este 

efeito inibidor (HERNÁNDEZ-LEDESMA; CONTRERAS; RECIO, 2011). Vale salientar 

que, foram identificadas várias sequências com estes resíduos de aminoácidos em 

sua composição, o que provavelmente conferiu os resultados expressivos de inibição 

da ECA obtidos no presente trabalho. 

 

4. CONCLUSÃO 

A utilização de planejamento estatístico fatorial 23 é eficiente para avaliar a 

forma com que os parâmetros testados influenciam na hidrólise da caseína caprina 

pela serina protease produzida pelo fungo Mucor subtilissimus URM 4133, o que 

acarreta em um aumento considerável no GH. Os peptídeos liberados apresentam 

potencial para todas as atividades biológicas avaliadas, com destaque para as 

atividades antioxidantes e principalmente anti-hipertensiva. Os testes de digestão 

in vitro proporcionam um melhor entendimento sobre a resistência destes 

peptídeos frente às enzimas proteolíticas presentes no trato gastro intestinal. A 

identificação da sequência aminoacídica por espectrometria de massas permite a 

identificação confiável dos peptídeos, muitos deles ainda não catalogados nos 

bancos de dados específicos. 
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TABELAS 

Tabela 1 – Matriz do planejamento fatorial 23 para analisar os fatores de influência no 
grau de hidrólise (GH) da caseína caprina por protease purificada do fungo Mucor 
subtilissimus URM 4133 

Fatores Inferior (-1) Central (0) Superior (+1) 

Relação E/S 1:15 1:10 1:5 

Temperatura (°C) 30 35 40 

Tempo (h) 1 3 5 

 

 

 

Tabela 2 – Análise de variância (ANOVA), para o GH da caseína caprina por 
proteases do fungo Mucor subtilissimus URM 4133 de acordo com o planejamento 
fatorial 2³. 

FV SQ GL QM F-valor p-valor 

(1)Relação E/S 189,654 1 189,6543 3295,98 0,000012 

(2)Temperatura (°C) 47,580 1 47,5801 826,89 0,000092 

(3)Tempo (h) 857,758 1 857,7582 14906,89 0,000001 

1 by 2 6,252 1 6,2515 108,64 0,001885 

1 by 3 7,434 1 7,4336 129,19 0,001461 

2 by 3 5,699 1 5,6989 99,04 0,002159 

Falta de Ajuste 16,711 2 8,3553 145,21 0,001034 

Erro Puro 0,173 3 0,0575   

Total SQ 1131,260 11    

FV = Fontes de Variação; SQ = Soma dos Quadrados; GL = Graus de Liberdade; QM = 
Quadrado Médio. 
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Tabela 3 – Atividade antimicrobiana em %, contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, dos hidrolisados (< 3 kDa) da caseína caprina, em função do tempo. 
Concentração de 500 µg.mL-1. 

Micro-

organismo 

Tempo (horas) 

1 3 5 8 12 24 

S. aureus MR 10,3±1,4e 28,7±2,6d 35,9±1,8c 49,19±1,8b 62,3±2,7a 67,3±2,2a 

S. aureus MS 14,9±2,6e 25,7±1,7d 37,1±3,1c 52,64±2,2b 65,1±1,2a 66,6±2,5a 

B. cereus - - 13,8±2,6b 18,27±3,1b 29,6±2,3a 25,9±1,1a 

E. coli - - - - - - 

P. aeruginosa - 11,3±2,1d 18,4±1,6c 25,61±1,2b 37,8±2,4a 28,3±2,5b 

L.monocytogenes 7,3±1,6d 18,4±2,3c 22,7±1,9c 32,98±1,4b 45,8±2,0a 47,5±1,3a 

MR: meticilino-resistente. MS: meticilino-sensível. 

 

 

Tabela 4 – Atividade antimicrobiana em %, contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, das frações (< 3 kDa) de peptídeos, provenientes do ensaio de 12 horas 
de hidrólise. Concentração de 500 µg.mL-1. 

Micro-organismo 
Frações 

P1 P2 P3 P4 P5 

S. aureus MR 60,86±4,10 37,29±3,49 35,21±2,77 86,73±1,53 59,68±2,44 

S. aureus MS 55,95±3,27 30,88±1,37 35,72±3,13 86,04±1,64 43,83±1,51 

B. cereus - - - 43,56±0,80 - 

E. coli - - - - - 

P. aeruginosa 15,91±1,04 - 23,96±0,95 - 18,73±0,43 

L. monocytogenes 15,42±0,46 51,24±1,39 39,34±1,08 54,14±2,42 35,81±1,41 

MR: meticilino-resistente. MR: meticilino-sensível. 
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Tabela 5 – Atividade quelante de Cu2+ e Fe2+ em %, dos hidrolisados (< 3 kDa) da 
caseína caprina e das frações (< 3 kDa) de peptídeos provenientes do ensaio de 12 
horas de hidrólise. Concentração de 250 µg.mL-1. 

Tempo 

(h) 

Quelante de 

Cu2+ 

Quelante de 

Fe2+  Fração 

Quelante de 

Cu2+ 

Quelante de 

Fe2+ 

1 15,84±0,53e 25,92±0,57f  P1 17,51±0,69d 46,17±1,87c 

3 17,59±0,27e 37,83±0,49e  P2 30,36±0,40b 47,23±1,54c 

5 28,85±0,42d 43,19±1,08d  P3 27,14±0,32c 41,05±1,14d 

8 39,64±0,73c 51,67±0,55c  P4 35,65±1,06a 59,75±1,44a 

12 52,35±0,12b 67,28±1,19b  P5 30,78±0,58b 52,24±2,74b 

24 59,61±0,86a 75,33±1,64a     

 

 

 

Tabela 6 – IC50 da atividade anti-hipertensiva das frações (< 3 kDa) de peptídeos 
provenientes do ensaio de 12 horas de hidrólise. 

Fração IC50 (µg.mL-1) 

P1 89,12±1,64 

P2 55,38±2,35 

P3 153,67±1,92 

P4 49,28±2,17 

P5 35,42±1,03 
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Tabela 7 – Atividades biológicas residuais do pool de hidrolisados (< 3 kDa) da 
caseína caprina, provenientes do ensaio de 12 horas, após o ensaio de digestão 
gastrointestinal. 

 Atividade Antimicrobiana (%) 

 Saliva Digestão Gástrica Digestão Intestinal 

Micro-organismos 10 min. 60 min. 120 min 60 min. 120 min. 

S. aureus MR 65,82±2,11 63,15±1,93 60,57±2,62 67,29±3,05 72,94±2,73 

S. aureus MS 64,53±3,57 62,22±2,14 65,17±1,46 63,38±1,24 67,61±3,27 

B. cereus 32,19±2,80 28,35±1,78 33,81±1,29 38,46±3,57 35,94±2,33 

E. coli - - 8,53±1,83 10,34±2,79 12,45±1,64 

P. aeruginosa 35,49±1,28 38,74±2,65 42,37±2,50 39,94±2,08 41,89±1,26 

L. monocytogenes 47,91±0,73 45,11±1,93 48,20±1,34 52,03±1,72 54,61±2,59 

      

 Atividade Antioxidante 

 Saliva Digestão Gástrica Digestão Intestinal 

 10 min. 60 min. 120 min 60 min. 120 min. 

ABTS (%) 95,17±0,03 95,61±0,01 95,45±0,25 97,67±0,78 96,12±0,62 

DPPH (%) 35,68±0,81 42,14±0,27 46,69±1,49 38,79±1,69 33,97±0,76 

ORAC-FL* 2,85±0,05 2,98±0,04 3,59±0,06 3,87±0,10 3,80±0,01 

Cu2+ (%) 47,95±0,24 45,97±0,31 43,75±1,25 49,55±0,46 49,73±0,74 

Fe2+ (%) 61,71±1,04 65,25±1,32 63,55±1,31 58,24±1,71 59,98±1,17 

      

 Atividade Anti-hipertensiva (%) 

 Saliva Digestão Gástrica Digestão Intestinal 

 10 min. 60 min. 120 min 60 min. 120 min. 

 91,28±1,36 85,63±1,04 81,71±1,21 77,43±0,43 78,69±1,08 

*= µmol de TE.mg de proteína-1 
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Tabela 8 – Peptídeos identificados por espectrometria de massa (MS/MS) das frações 
(< 3 kDa) provenientes do ensaio de 12 horas de hidrólise da caseína caprina. 

Fração Sequência 

Massa Exp. 

(Da) 

Massa Calc. 

(Da) Fonte de Proteína 

P1 RDMPIQAF 976,49 976,48 β-caseína (196-203) 

 AVPQRDMPIQAF 1371,70 1371,70 β-caseína (192-203) 

 MGVPKVKETMVPKHKEMPF* 2228,07 2228,15 β-caseína (108-126) 

 DKIHPFAQAQSLVYPFTGPI 2228,07 2228,16 β-caseína (62-81) 

 EQEELNVVGETVESLSSSEES 2279,97 2280,01 β-caseína (17-37) 

 HKEMPFPKYPVEPFTESQS* 2293,05 2293,07 β-caseína (121-139) 

 MPFPKYPVEPFTESQSLTLT 2311,04 2311,14 β-caseína (124-143) 

 SQPKVLPVPQKAVPQRDMPIQAF 2573,44 2573,42 β-caseína (181-203) 

 MVPKHKEMPFPKYPVEPFTESQ 2645,32 2645,30 β-caseína (117-138) 

P2 FPKYPVEPFTES 1439,67 1439,70 β-caseína (126-137) 

 DELQDKIHPFAQ 1439,67 1439,70 β-caseína (58-69) 

 EMPFPKYPVEPF 1479,69 1479,71 β-caseína (123-134) 

 KVKETMVPKHKEM 1583,81 1583,85 β-caseína (112-124) 

 LQPEIMGVPKVKET* 1583,81 1583,86 β-caseína (103-116) 

 VKETMVPKHKEMPF 1699,95 1699,88 β-caseína (113-126) 

 HKEMPFPKYPVEPF 1744,84 1744,86 β-caseína (121-134) 

 YQEPVLGPVRGPFPIL 1780,97 1780,99 β-caseína (206-221) 

 YQEPVLGPVRGPFPILV 1880,04 1880,06 β-caseína (206-222) 

 LLYQEPVLGPVRGPFPILV 2106,22 2106,22 β-caseína (204-222) 

 PKHKEMPFPKYPVEPFTE 2200,11 2200,10 β-caseína (119-136) 

 MVPKHKEMPFPKYPVEPF 2200,11 2200,12 β-caseína (117-134) 

P3 HLPLPLVQ 915,55 915,55 β-caseína (149-156) 

 RDMPIQAF 976,49 976,48 β-caseína (196-203) 

 VVPQRDMPIQ* 1197,57 1197,62 β-caseína (192-201) 

 KEMPFPKYPV 1250,63 1250,64 β-caseína (122-131) 

 YQEPVLGPVRGP 1310,65 1310,70 β-caseína (206-217) 

 EMPFPKYPVEPF 1479,71 1479,71 β-caseína (123-134) 

 ETMVPKHKEMPF** 1504,71 1504,71 β-caseína (115-126) 

 SWMHQPPQPLSPT 1504,71 1504,71 β-caseína (157-169) 

 TVPAKSCQDQPTTLARHPHP 2183,12 2183,09 κ-caseína (103-122) 

 FPKYPVEPFTESQSLTLTDV 2297,18 2297,15 β-caseína (126-145) 

P4 IFTCLL 708,38 708,39 αS2-caseína (5-10) 

 KFPQYL 794,44 794,43 αS2-caseína (107-112) 



194 
 

 VLSRYPS 820,43 820,44 κ-caseína (52-58) 

 NMAIHPR* 853,46 853,42 αS2-caseína (41-47) 

 AIPYVRYL 993,57 993,56 αS2-caseína (216-223) 

 HPHLSFMAI* 1067,53 1067,52 κ-caseína (121-129) 

 KFPQYLQY 1085,56 1085,55 αS2-caseína (107-114) 

 NPWDQVKRN 1155,59 1155,58 αS2-caseína (123-131) 

 NYYQQRPVAL 1250,65 1250,64 κ-caseína (62-71) 

 SYGLNYYQQRPV 1486,72 1486,72 κ-caseína (58-69) 

 CQDQPTTLARHPH 1502,71 1502,70 κ-caseína (109-121) 

P5 TTMPLW 747,37 747,36 αS1-caseína (209-214) 

 FYPQLF 813,41 813,41 αS1-caseína (160-165) 

 PSGAWYY 842,38 842,36 αS1-caseína (175-181) 

 SGAWYYL 858,40 858,39 αS1-caseína (176-182) 

 NENLLRF 904,48 904,48 αS1-caseína (32-38) 

 ELSKDIGSE 976,49 976,47 αS1-caseína (54-62) 

 MKEGNPAHQ 1010,47 1010,46 αS1-caseína (138-146) 

 DAYPSGAWY 1028,43 1028,42 αS1-caseína (172-180) 

 DQAMEDAKQ* 1050,41 1050,43 αS1-caseína (66-74) 

 FSDIPNPIGSENSG 1432,64 1432,65 αS1-caseína (194-207) 

  YQLDAYPSGAWY 1432,64 1432,63 αS1-caseína (169-180) 

* + Oxidação (M). ** 2+ Oxidação (M) 
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FIGURAS 

Figura 1 – (A). Grau de hidrólise da caseína caprina no planejamento fatorial 23. (B). 
Grau de hidrólise da caseína caprina a partir do ensaio 7 em função do tempo. As 
barras de erro representam o desvio padrão. 

 

 

Figura 2 – Gráfico de Pareto dos efeitos estimados para as variáveis no GH da 
caseína caprina hidrolisada pela protease purificada do fungo Mucor subtilissimus 
URM 4133 de acordo com o planejamento fatorial 2³. 
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Figura 3 – (A). Gel de Tricina-SDS-PAGE do planejamento fatorial 2³ da caseína 
caprina hidrolisada, sendo os números 1-12 correspondentes aos seus respectivos 
ensaios, M.M.: Marcador Molecular e NHC: Caseína não hidrolisada. (B). Gel de 
Tricina-SDS-PAGE do ensaio 7 da hidrólise da caseína caprina em função do tempo, 
sendo os números 1-6 referentes aos tempos, 1h, 3h, 5h, 8h, 12h e 24h. 
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Figura 4 – (A). Atividade antioxidante (%) do ABTS e DPPH dos hidrolisados (< 3 kDa) 
da caseína caprina em função do tempo. (B). Atividade antioxidante Equivalente 
(µM.mL-1) do ABTS e DPPH dos hidrolisados (< 3 kDa) da caseína caprina em função 
do tempo. (C). Atividade antioxidante (%) do ABTS e DPPH das frações (< 3 kDa) de 
peptídeos, provenientes do ensaio de 12 horas. (D) Atividade antioxidante Equivalente 
(µM.mL-1) do ABTS e DPPH das frações (< 3 kDa) de peptídeos, provenientes do 
ensaio de 12 horas. 
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Figura 5 – (A). Atividade de ORAC-FL dos hidrolisados (< 3 kDa) da caseína caprina 
em função do tempo. (B). Atividade de ORAC-FL das frações (< 3 kDa) de peptídeos, 
provenientes do ensaio de 12 horas. As barras de erro representam o desvio padrão. 
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Figura 6 – (A). Atividade anti-hipertensiva (%) dos hidrolisados (< 3 kDa) da caseína 
caprina em função do tempo. (B). Atividade anti-hipertensiva das frações (< 3 kDa) de 
peptídeos provenientes do ensaio de 12 horas. As barras de erro representam o 
desvio padrão. 

 

 

 

 

Figura 7 – (A). Cromatograma de exclusão molecular das frações (< 3 kDa) dos 
peptídeos provenientes do ensaio de 12 horas de hidrólise da caseínca caprina. (B). 
Cromatografia de exclusão molecular da frações (< 3 kDa) dos peptídeos provenientes 
do ensaio de 12 horas de hidrólise ao final da digestão intestinal de 120 minutos. 
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CAPÍTULO VI: 

Propriedades bioativas de peptídeos obtidos a partir da hidrólise 

da caseína caprina por uma serina protease produzida pelo fungo 

Mucor guilliermondii URM 5848 
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Resumo: A hidrólise enzimática da caseína caprina com a protease purificada do 

fungo filamentoso Mucor guilliermondii URM 5848 foi realizada para obtenção de 

hidrolisados com massa molecular < 3 kDa e avaliação do potencial destes peptídeos 

nas atividades antimicrobianas, antioxidantes e anti-hipertensivas. O maior grau de 

hidrólise (GH) obtido a partir do planejamento fatorial 23 foi de 22,81% no ensaio 7 

(Enzima/substrato = 1:5; 40 °C; 5 h). A avaliação do grau de hidrólise deste ensaio em 

função do tempo revelou máximo de 41,45% após as 24 horas, entretanto, a avaliação 

das atividades biológicas apresentou melhores resultados para os hidrolisados no 

tempo de 12 horas (Enzima/substrato = 1:5; 40 °C; GH – 36,72%), principalmente para 

a atividade anti-hipertensiva, com resultado de 83,42% de inibição da enzima 

conversora de angiotensina (ECA). Cinco frações (P1, P2, P3, P4 e P5) deste mesmo 

ensaio foram separadas por cromatografia de exclusão molecular em sistema FPLC 

e apresentaram diferentes níveis de atividades biológicas. Foram identificados por 

MALDI-TOF/TOF, em média, 10 peptídeos para cada uma das frações (47 

sequências), com algumas, inéditas. 

 

Palavras-chave: leite de cabra, enzimas proteolíticas, atividades biológicas 

mailto:dasilva@ibilce.unesp.br
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1. INTRODUÇÃO 

As caseínas, partículas de dimensões coloidais, representam as proteínas 

predominantes no leite, aproximadamente 80% do conteúdo proteico. São 

constituídas por um grupo heterogêneo de fosfoproteínas que estabilizam o fosfato de 

cálcio em estruturas micelares. E compostas por quatro frações principais (αs1-, αs2-, 

β- e κ-caseína). Estas micelas apresentam nano partículas de fosfato de cálcio, 

ligadas aos grupos fosfoserina das frações αs1-, αs2- e β-caseína e estão em equilíbrio 

com as concentrações de cálcio e fosfato presentes na fase solúvel. Além disso, a κ-

caseína é responsável por formar uma camada na superfície das micelas para auxiliar 

no processo de estabilização (NAIR et al., 2014). 

A hidrólise da caseína por ação enzimática é capaz de liberar moléculas com 

atividades biológicas variadas. Os peptídeos bioativos derivados da caseína 

apresentam diversas atividades biológicas e podem auxilar várias funções fisiológicas 

dos organismos. Atividades antimicrobianas e antioxidantes, funções antitrombóticas, 

anti-hipertensivas e imunomoduladoras são descritas para estas moléculas. Estas 

substâncias são obtidas principalmente por hidrólise enzimática e são adicionadas 

com frequência nos alimentos, para a melhoria funcional das suas propriedades 

nutricionais. Muitas enzimas comerciais como a tripsina, quimotripsina e pepsina, são 

utilizadas para hidrolisar caseínas e obter peptídeos bioativos essenciais (SU et al., 

2012). 

Os peptídeos antimicrobianos (PAMs) apresentam diferentes comprimentos, 

sequência de aminoácidos, cargas aniônicas ou catiônicas e diferenças estruturais. 

Apesar dessas diversidades, essas moléculas possuem algumas características em 

comum, como por exemplo, a natureza anfipática dos seus sítios ativos. Devido as 

suas propriedades antimicrobianas de largo espectro, estes peptídeos foram 

rapidamente propostos como substâncias com ação antimicrobiana para o tratamento 

de infecções causadas por bactérias resistentes a antibióticos (BROGDEN; 

BROGDEN, 2011). 

A caseicidina é um dos primeiros peptídeos antimicrobianos descritos e 

purificados que apresentou efeito de inibição contra estirpes de Staphylococcus spp., 

Sarcina spp., Bacillus subtilis, Diplococcus pneumoniae e Streptococcus pyogenes 

(SILVA; MALCATA, 2005). A israicidina, derivada da fração αS1-da caseína (F1-23: 

Arg-Pro-Lis-His-Pro-Ile-Lis-His-Gln-Gli-Leu-Pro-Gln-Glu-Val-Leu-Asn-Glu-Asn-Leu-
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Arg-Phe) apresenta além de sua atividade antimicrobiana, funções 

imunomoduladoras e podem atuar também como peptídeo opióide no sistema nervoso 

(PHELAN et al., 2009). 

Além dos peptídeos antimicrobianos, o interesse em encontrar compostos 

antioxidantes, encontra-se em constante crescimento ao longo dos anos, 

principalmente aqueles presentes em alimentos, pois estas substâncias podem 

proteger o corpo humano contra o ataque dos radicais livres e retardar o progresso de 

muitas doenças crônicas, bem como impedir a oxidação lipídica em alimentos (KADRI 

et al., 2011).  

Das proteínas de origem animal, a caseína, bem como seus hidrolisados e 

peptídeos, é muito estudada quanto à atividade antioxidante. Alguns autores sugerem 

a importância de resíduos de leucina, que pode estar relacionada à eliminação de 

radicais (KIM et al., 2007; XIE et al., 2013), à atividade quelante de íons e à inibição 

da oxidação em lipídios (PHELAN et al., 2009). 

Outro benefício importante dos peptídeos derivados da caseína ocorre na sua 

capacidade de auxiliar no controle da pressão arterial, já que, os distúrbios da pressão 

arterial corpórea representam um dos principais problemas de saúde na atualidade. 

Neste caso, a hipertensão arterial possui proporções epidêmicas e afeta 

aproximadamente cerca de 30% da população adulta mundial. Esta enfermidade é 

considerada uma alteração fisiológica crônica que carrega um fator de risco para 

outros distúrbios, como por exemplo, a arteriosclerose, infarto do miocárdio, acidente 

vascular cerebral e insuficiência renal (BALTI et al., 2015). 

Os peptídeos inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA), 

responsável pelo aumento da pressão arterial, desempenham um importante papel 

fisiológico na regulação da hipertensão. Pois, uma vez que a concentração de 

angiotensina diminui no sistema circulatório, tem-se uma diminuição da pressão 

arterial. Algumas evidências sugerem que, o aumento na ingestão de proteínas, reduz 

a pressão sanguínea, o que fundamenta as alternativas não-farmacológicas tanto para 

a prevenção, quanto para o controle da pressão arterial sistêmica (COSTA; GONTIJO; 

NETTO, 2007; WU et al., 2013). Os principais peptídeos descritos que apresentam 

elevada atividade de inibição da ECA são o IPP e o VPP, derivados da fração β-

caseína a partir da fermentação de Lactobacillus helveticus (NAKAMURA et al., 1995; 

HERNÁNDEZ-LEDESMA et al., 2014). 
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O objetivo do presente trabalho foi avaliar as atividades biológicas de 

hidrolisados e peptídeos multifuncionais provenientes da caseína caprina a partir da 

hidrólise realizada por uma protease purificada sintetizada pelo fungo filamentoso 

Mucor guilliermondii URM 5848. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1.  Obtenção do caseínato de sódio caprino 

O leite cru foi coletado de um rebanho leiteiro de cabras da raça Saanen e 

imediatamente armazenado a 4 °C. O processo de obtenção da caseína caprina, na 

forma de caseínato de sódio, ocorreu através da metodologia proposta por Egito et al. 

(2006), com modificações. Inicialmente, o leite foi desnatado por centrifugação (2100 

x g por 30 min a 32 °C) e a caseína total obtida mediante precipitação isoelétrica em 

pH 4,2 com HCl 1 M. O precipitado foi separado por centrifugação a 2200 x g por 20 

min, a 10 °C, lavado três vezes com água destilada e solubilizado em pH 7,0 através 

da adição de NaOH 1 M. Esse ciclo de precipitação-lavagem-dissolução se repetiu 

por mais duas vezes. O precipitado de caseína, denominado de caseínato de sódio, 

foi dialisado contra água ultrapura a 4 °C, por 72h, posteriormente liofilizado e 

estocado a -20 °C. 

 

2.2.  Determinação da atividade proteolítica 

A atividade proteolítica da protease purificada produzida pelo fungo filamentoso 

Mucor guilliermondii URM 5848, foi monitorada de acordo com o método descrito por 

Leighton et al. (1973), utilizando a azocaseína 1% (m/v), diluída em tampão Tris-HCl 

0,2 M, pH 8,0, como substrato. Para a reação, 60 μL da protease purificada foram 

adicionados a 100 μL do substrato e incubados na ausência de luz durante 1 hora. 

Posteriormente, 480 μL de ácido tricloroacético 10% (m/v) foram adicionados a 

mistura reacional e os ensaios centrifugados durante 5 minutos (3000 x g - 4 ºC). Logo 

após, 320 μL do sobrenadante foram misturados a 560 μL de NaOH 1 M. A atividade 

enzimática foi definida como a variação de 0,01 na absorvância a 440 nm durante uma 

hora. As dosagens enzimáticas foram expressas em U.mL-1, e todos os ensaios 

realizados em triplicata. 

 

2.3.  Hidrólise da caseína caprina 
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A caseína caprina foi dissolvida para uma concentração de 10 mg.mL-1 em 

tampão fosfato de sódio 0,1 M, pH 6,5, seguindo a metodologia proposta por Egito et 

al. (2007). Para a hidrólise da caseína foi utilizada uma protease purificada produzida 

pelo fungo filamentoso Mucor guilliermondii URM 5848. Inicialmente, foi realizado 

planejamento fatorial 23 (Tabela 1), com o intuito de verificar as melhores condições 

de atuação da enzima para a degradação da caseína. Posteriormente, o ensaio que 

apresentou maior grau de hidrólise foi avaliado de forma a monitorar a hidrólise da 

caseína ao longo do tempo (1, 3, 5, 8, 12 e 24 horas) e só assim, verificar qual o tempo 

de hidrólise proporcionou a liberação de peptídeos com as melhores atividades 

biológicas. Após a realização de cada hidrólise, a reação enzimática foi interrompida 

por choque térmico e as amostras submetidas a banho fervente durante 10 minutos 

para a desnaturação das proteases. 

 

2.4.  Determinação do grau de hidrólise (GH) 

O grau de hidrólise, definido como a quantidade de ligações peptídicas 

clivadas, ou o número de grupos amino formados durante o processo de hidrólise, foi 

determinado de acordo com a metodologia proposta por Adler-Nissen (1979), que 

utiliza o ácido 2,4,6-trinitrobenzenosulfônico (TNBS). Para a reação, 250 µL das 

amostras do hidrolisado de caseína, foram incubados com 2 mL de tampão fosfato de 

sódio, 0,2125 M, pH 8,2 e 2 mL do TNBS 0,1% (v/v) diluído em água ultra pura. A 

reação ocorreu a 50 °C durante 60 minutos. Transcorrido este período, foram 

adicionados 4 mL de HCl 0,1 N para interromper a reação. A mistura reacional foi 

mantida em temperatura ambiente durante 30 minutos e posteriormente analisada em 

espectrofotômetro a 340 nm. Para a curva de calibração, a L-leucina foi utilizada como 

aminoácido padrão, com variação nas concentrações entre 0,25 – 10 mM. O GH (%) 

foi calculado de acordo com a equação 1: 

 

𝐺𝐻(%) = (
𝐴𝑁2 − 𝐴𝑁1

𝑁𝑝𝑏
) ∗ 100 

(1) 

 

AN1 corresponde ao conteúdo de nitrogênio amino antes da hidrólise em mg.g-

1 de proteína, AN2 corresponde ao conteúdo de nitrogênio amino depois da hidrólise 

em mg.g-1 de proteína. E Npb, corresponde ao conteúdo total de nitrogênio amino 
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presente contido nas ligações peptídicas do substrato proteico. Vale salientar que, os 

valores de AN1 e AN2 foram obtidos com base na curva padrão gerada com L-leucina, 

e Npb, de acordo com a metodologia de Micro-Kjeldahl (AOAC, 1990). 

 

2.5.  Eletroforese Tricina-SDS-PAGE dos hidrolisados 

As amostras para a eletroforese foram preparadas com uma quantidade de 20 

µL de cada solução dos hidrolisados e 480 µL de tampão de amostra (2x Sample 

Buffer – Sigma S3047), composto por tampão Tris-HCl 100 mM, pH 6,8, 24% (v/v) de 

glicerol, 1% de dodecil sulfato de sódio, 4% (v/v) de β-mercaptoetanol e 0,02% de 

Coomassie Brilliant Blue G. Foi utilizado o marcador molecular (Ultra Low Range 

Molecular Weight Marker – Sigma M3546) composto por triosefosfato isomerase 

(26,600 Da); mioglobina (17,000 Da); α-lactalbumina (14,200 Da); aprotinina (6,500 

Da); insulina B (3,496 Da) e bradicinina (1,060 Da). A eletroforese Tricina-SDS-PAGE 

dos hidrolisados e da caseína não hidrolisada transcorreu segundo Schägger e Jagow 

(1987), com algumas modificações. O gel de concentração foi composto por 4,9% de 

poliacrilamida (29:1) e o gel de corrida 15,4%. A corrida das amostras no gel foi 

realizada a 150 V durante 60 minutos. 

Após a migração eletroforética o gel foi submetido ao processo de coloração. 

Inicialmente foi utilizada uma solução fixadora com 40% (v/v) de metanol e 10% (v/v) 

de ácido acético, durante 30 minutos. Posteriormente, o gel foi corado com uma 

solução que continha 10% (v/v) de ácido acético e 0,25 g (m/v) de Coomassie Brilliant 

Blue G-250 durante 1 hora e descorado em uma solução de 10% (v/v) de ácido 

acético. 

 

2.6.  Determinação de proteína total 

O Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific) foi usado para a 

determinação da concentração de proteínas nos experimentos das atividades 

biológicas. Foi utilizado soroalbumina bovina como proteína padrão em concentrações 

que variam entre 0 – 2000 µg.mL-1. 

 

2.7.  Avaliação das atividades biológicas dos hidrolisados 

A avaliação das atividades biológicas dos hidrolisados ocorreu de duas formas 

distintas. Primeiro, os ensaios que hidrolisaram a caseína caprina em diferentes 

tempos (1, 3, 5, 8, 12 e 24 horas) foram centrifugados a 5000 x g a 4 ºC e o 
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sobrenadante utilizado para obtenção de um pool de peptídeos com massas 

moleculares menores que 3 kDa, utilizando Amicon Ultra-15 (Merck Millipore). 

Posteriormente, o ensaio que apresentou melhores resultados de atividade foi 

utilizado para o processo de purificação por exclusão molecular, em sistema FPLC e 

posteriormente, realizada uma nova avaliação do potencial de atividade das frações 

coletadas neste processo.  

 

2.8.  Atividade antimicrobiana 

A atividade antimicrobiana das frações de peptídeos (< 3 kDa) foi realizada pelo 

método de turbidez descrito por Mine, Ma e Lauriau (2004) com modificações. Foram 

utilizadas as bactérias Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa 

(ATCC 10145), Staphylococcus aureus meticilino-resistente (MRSA) (CCUG 60578), 

Staphylococcus aureus meticilino-sensível (MSSA) (ATCC 25923), Bacillus cereus 

(NCTC 2599) e Listeria monocytogenes (ESB 3572). 

Para a determinação da atividade antimicrobiana, as colônias de bactérias 

foram ativadas em 10 mL de caldo triptona de soja (TSB) e incubadas a 37 °C durante 

15 horas. A suspensão de cada bactéria foi inoculada em caldo TSB até atingir escala 

logarítmica de crescimento determinada por absorvância a 620 nm e padronizada uma 

quantidade de 108 UFC.mL-1. Microplacas de 96 poços de fundo plano, de poliestireno 

e estéreis (Corning®), foram utilizadas para o ensaio. A mistura de 50 µL (500 μg.mL-

1) de cada fração de peptídeos foi realizada com 45 µL de caldo Mueller Hinton (CMH) 

e 5 µL da suspensão bacteriana. O controle positivo apresentou apenas CMH e 

suspensão bacteriana. Já no controle negativo foi utilizado o cloranfenicol na 

concentração de 300 µg.mL-1. Após a incubação das placas a 37 °C durante 24 horas 

procedeu-se a leitura em leitora de microplaca Multiskan GO Microplate 

Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) a 620 nm. 

 

2.9.  Avaliação da atividade antioxidante total 

2.9.1. Atividade sequestradora de radicais ABTS+• e DPPH 

A atividade sequestradora de radicais livres das frações de peptídeos foi 

determinada com o radical cátion ABTS+•, gerado a partir do 2,2-azinobis-3-

etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico (ABTS) de acordo com Re et al. (1999) 

modificada. Para formação do radical ABTS+•, persulfato de potássio e ABTS foram 

preparados a uma concentração final de 2,45 e 7 mM, respectivamente, e incubado 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/51119200
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/51119200
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ao abrigo da luz por 16 h a temperatura ambiente. A absorvância da solução do radical 

foi ajustada para 0,70 ± 0,02 a 734 nm, com espectrofotômetro, por diluição em 

tampão fosfato-salino 100 mM (PBS), pH 7,4. Para a reação, 50 µL (250 μg.mL-1) das 

amostras foram misturados com 950 µL da solução do radical ABTS+•. Os ensaios 

foram incubados a 30 ºC durante seis minutos e lidos a 734 nm, em triplicata. A curva 

padrão foi obtida com Trolox (1-500 μM) como substância antioxidante padrão. A 

atividade antioxidante (%) foi calculada em relação à atividade de eliminação do 

radical, de acordo com a seguinte equação 2: 

 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑎𝑛𝑡𝑖𝑜𝑥𝑖𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒 (%) = (
𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 − 𝐴𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
) 𝑥 100 

(2) 

 

Onde, Acontrole representa à absorvância inicial do ABTS e Aamostra a absorvância 

após a adição da respectiva amostra que continha os peptídeos. 

Outro radical livre utilizado para avaliar o potencial de atividade antioxidante foi 

o 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH). A avaliação da atividade sequestradora do 

DPPH foi realizada segundo a metodologia descrita por Li et al. (2013), com algumas 

modificações. O radical DPPH (0,2 mM) foi preparado através de uma solução 

composta por 30% água e 70% etanol. Neste caso, 750 μL de amostra (250 μg.mL-1) 

foram misturados a 750 μL da solução com o radical DPPH. A reação ocorreu durante 

30 minutos ao abrigo de luz e a leitura foi realizada em espectrofotômetro a 517 nm. 

A curva padrão foi preparada com ácido ascórbico (1-100 μM) como antioxidante 

padrão. A atividade antioxidante (%) foi calculada seguindo a mesma formula da 

metodologia de ABTS. 

 

2.9.2. Capacidade de absorção de radicais oxigênio (ORAC) 

O teste de capacidade de absorção radical de oxigênio (ORAC) foi baseado 

pelo método proposto por Contreras et al. (2011). Resumidamente, a reação foi 

realizada a 40 °C em tampão fosfato-salino (PBS) 75 mM (pH 7,4) e a mistura de 

ensaio final (200 μL) continha fluoresceína (70 nM), 2,2-Azobis(2-

metilpropianomidina) dihidroclorido – AAPH  (14 mM) e o antioxidante padrão Trolox 

(0,2–1,6 nmol.mL-1) ou amostra (em diferentes concentrações). A fluorescência foi 

registrada durante 137 minutos (104 ciclos) em leitor de placas FLUOstar OPTIMA 



209 
 

(BMG Labtech, Offenburg, Alemanha) com filtros de excitação de 485 nm e de 

emissão de 520 nm. O equipamento foi controlado pela versão do software FLUOstar 

Control (1.32 R2) para medição de fluorescência. Foram utilizadas microplacas de 96 

poços de poliestireno preto (Nunc, Dinamarca). As soluções de AAPH e Trolox foram 

preparadas diariamente e a fluoresceína foi diluída a partir de uma solução de reserva 

(1,17 mM) em tampão fosfato-salino 75 mM (pH 7,4). Todas as misturas reacionais 

foram preparadas em duplicata e pelo menos três corridas independentes realizadas 

para cada amostra. Os valores finais de ORAC-FL foram expressos em μmol de Trolox 

equivalente (TE).mg de proteína-1. 

 

2.9.3. Atividade quelante de íons metálicos 

A atividade quelante de cobre (Cu2+) foi determinada de acordo com Saiga et 

al. (2003) com modificações propostas por Sánchez-Vioque et al. (2013). Para a 

reação, 0,5 mL (250 μg.mL-1) de amostra foi misturado com 2 mL de tampão acetato 

de sódio 50 mM, pH 6,0 e 50 μL de CuSO4 5 mM. Após 30 min. de incubação em 

temperatura ambiente foram adicionados 50 μL de pirocatecol violeta (PV) 4 mM. A 

mistura reacional foi homogeneizada e a reação continuada por mais 30 min., 

posteriormente, mensurada a 620 nm. Água deionizada foi utilizada como controle 

negativo, em substituição à amostra e uma solução de EDTA 0,045% utilizada como 

substância quelante padrão. A porcentagem de inibição de formação do complexo PV-

Cu2+ foi calculada da seguinte forma: [(A0-A1)/A0]×100. Onde, A0 corresponde à 

absorvância do controle negativo, e A1 a absorvância das amostras. 

A atividade quelante de ferro (Fe2+) foi determinada de acordo com a 

metodologia proposta por Sánchez-Vioque et al. (2013). Para a reação, 0,5 mL (250 

μg.mL-1) de amostra foi misturado com 2 mL de tampão acetato de sódio 100 mM, pH 

4,9 e 50 μL de cloreto de ferro (II) 2 mM. Após 30 min. de incubação em temperatura 

ambiente foram adicionados 200 μL de ferrozina 5 mM. A mistura reacional foi 

homogeneizada, a reação continuada por mais 30 min. E posteriormente, mensurada 

a 562 nm. Água deionizada foi utilizada como controle negativo, em substituição à 

amostra e uma solução de EDTA 0,045% utilizada como substância quelante padrão. 

A porcentagem de inibição de formação do complexo ferrozina-Fe2+ foi calculada da 

seguinte forma: [(A0-A1)/A0]×100. Onde, A0 corresponde à absorvância do controle 

negativo, e A1 a absorvância das amostras. 
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2.10. Atividade inibitória da enzima conversora de angiotensina (ECA) 

A atividade anti-hipertensiva foi realizada segundo a metodologia descrita por 

Holmquist et al. (1979) com modificações (ASOODEH; YAZDI; CHAMANI, 2012), que 

utiliza o N-[3-(2-Furil)acriloil]-Phe-Gly-Gly (FAPGG) como substrato. Em cada teste 

das amostras o ensaio foi realizado com 22 μL da ECA (50 mU.mL-1), 50 μL da 

amostra (250 μg.mL-1), 100 μL de FAPGG (0,5 mM) e 150 μL de tampão ECA (Tris-

HCl 50 mM, pH 7,5, 0,3 M de NaCl e 1 mM de ZnCl2). A mistura reacional foi incubada 

durante 60 min. e a reação monitorada a cada 10 min. em leitora de microplaca 

Multiskan GO Microplate Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) a 340 nm. A 

amostra controle foi feita substituindo a amostra por tampão ECA. Para o cálculo da 

atividade anti-hipertensiva (%), foi utilizada a equação 3: 

 

𝐼𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 𝑑𝑎 𝐸𝐶𝐴 (%) = [1 − (
𝛥𝐴𝑖𝑛𝑖𝑏𝑖𝑑𝑜𝑟

𝛥𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
)] ∗ 100 

(3) 

 

O valor de IC50 da amostra que apresentou melhores resultados prévios foi 

definido como a concentração necessária para inibir 50% da atividade da ECA. Para 

isto, um total de cinco concentrações diferentes de amostra que continha os peptídeos 

inibidores foram utilizadas para avaliar a % de inibição da ECA. O IC50 foi obtido por 

regressão linear plotando a % de inibição contra as diferentes concentrações da 

amostra. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. 

 

2.11. Avaliação do processo de digestão in vitro sob as atividades 

biológicas 

O ensaio de hidrólise em função do tempo (< 3 kDa) que apresentou melhores 

resultados para as atividades biológicas no geral, foi submetido ao processo de 

digestão in vitro com a finalidade de avaliar as atividades biológicas residuais e 

verificar dessa forma, o comportamento e a resistência dos peptídeos frente as 

enzimas digestivas. Para isso, o ensaio de digestão in vitro foi realizado de acordo 

com a metodologia proposta por Wang, Wang e Li (2016) com algumas modificações. 

Inicialmente, 10 mL da amostra (1 mg.mL-1 de proteína) foram misturados com 12 mL 

da fase oral que continha 100 U.mL-1 de α-amilase porcina (Sigma- Aldrich) e CaCl2 1 

mM com pH entre 5,6 – 6,9, durante 10 minutos a 37 °C, após este período uma 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/51119200
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alíquota foi coletada. Em seguida, o pH foi ajustado para 2,0 com HCl 100 mM e 

adicionada pepsina porcina (Sigma- Aldrich) em uma proporção de enzima/substrato 

de 1:50 e a mistura reacional incubada em banho-maria durante duas horas a 37 °C 

com agitação de 200 rpm. Neste período, duas alíquotas foram retiradas nos tempos 

de 60 e 120 minutos. Posteriormente, o pH foi ajustado para 5,3 com NaHCO3 0,9 M 

e, subsequentemente, ajustado para pH 7,5 com NaOH 2 M. A pancreatina foi 

adicionada ao ensaio na proporção enzima/substrato de 1:25 e a reação continuou 

por mais 2 horas a 37 °C em banho-maria com agitação constante de 200 rpm. Mais 

duas alíquotas foram retiradas nos tempos de 60 e 120 minutos. Todas as alíquotas 

foram submersas em banho fervente durante 10 minutos para a inativação das 

enzimas e passadas pelo processo de ultrafiltração com Amicon Ultra-15 (Merck 

Millipore) com membrana de corte < 3 kDa. Posteriormente, foram liofilizadas, 

ressuspendidas nas mesmas concentrações utilizadas para as atividades biológicas 

e armazenadas em -80 °C para análises posteriores. 

 

2.12. Cromatografia de exclusão molecular 

A purificação parcial da amostra do ensaio com melhores resultados para as 

atividades biológicas foi realizada por meio da distribuição da massa molecular dos 

peptídeos presentes no pool de hidrolisados, por cromatografia de exclusão molecular 

em sistema FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography – ÄktaPurifier GE Healthcare) 

com coluna Superdex Peptide 10/300 GL acoplada. O sistema foi operado com uma 

taxa de fluxo de 0,5 mL.min-1 e teve como eluente tampão fosfato de sódio 50 mM, pH 

6,5. Foi injetado um volume de 0,5 mL por corrida e os picos coletados para a 

realização das atividades biológicas. As corridas foram monitoradas com uma 

absorvância de 280 nm e duração de 75 minutos. 

 

2.13. Análise por espectrometria de massa 

A identificação dos peptídeos foi realizada por espectrometria de massa 

MALDI-TOF/TOF (4800 Plus, SCIEX). Os picos coletados no FPLC foram 

enriquecidos e purificados por cromatografia em C18 de fase reversa (ZipTips, 

Millipore) seguindo as instruções do fabricante e eluídos na placa de amostra de 

MALDI com a solução de eluição do ácido alfa-ciano-4-hidroxicinâmico da matriz 

MALDI a 8 mg.mL-1 em 50% de acetonitrila, 0,1% de ácido trifluoroacético e fosfato de 

amônio 6 mM. Os espectros de massa de péptidos foram adquiridos em modo reflector 
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positivo na faixa de massa de m/z 700-5000. Os picos com maior intensidade foram 

selecionados para o sequenciamento peptídico por MS/MS. As proteínas foram 

identificadas pela abordagem Peptide Mass Fingerprint + MS/MS com o software 

Mascot (v2.5.1, Matrix Science) a partir  do banco de dados da sequência de proteína 

UniProt para a seleção taxonômica Mucorales e Caprinae (versão 2017_08). As 

configurações de pesquisa de proteínas foram a oxidação da metionina (modificação 

variável), zero clivagens perdidas e tolerância máxima de erro de 50 ppm (MS) e 0,5 

Da (MS/MS). As pontuações de proteínas superiores a 67 foram consideradas 

significativas (p < 0,05). 

 

2.14. Análise estatística 

A análise estatística teve como variável resposta o grau de hidrólise dos 

ensaios e foi realizada por meio da Análise de Variância (ANOVA), com a utilização 

do software Statistica 8.0, para verificar as variáveis com efeitos estatisticamente 

significativos (p < 0,05) e o ajuste do modelo aos dados experimentais. Nas demais 

análises utilizou-se como teste de comparação de médias o Teste de Tukey com nível 

de 5% de probabilidade, através do programa SPSS Statistics. Todos os ensaios 

foram realizados em ordem aleatória. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

3.1.  Grau de hidrólise (GH) 

O maior GH da caseína caprina hidrolisada pela protease do fungo Mucor 

guilliermondii URM 5848 para o planejamento fatorial completo 2³, ocorreu no ensaio 

7 (22,81%±0,42), que apresentou diferença estatística entre os demais (Figura 1A). 

Este ensaio teve como variáveis uma relação E/S de 1:5, temperatura de 40 °C e 

tempo de 5 horas para a hidrólise. A ANOVA (Tabela 2) demonstrou que, todas as 

variáveis e suas interações foram estatisticamente significativas. O ajuste do modelo 

foi medido pelo coeficiente de determinação (R²) = 0,991 e R²ajuste = 0,981, indica  que 

99,1% da variação total do grau de hidrólise foi explicado pelo modelo estatístico. A 

variável tempo, apresentou a maior influência de efeito positivo no processo de 

hidrólise (Figura 2), dessa forma, quanto maior o tempo maior o GH. As interações 

entre a variáveis independentes exerceram pouca influênica no processo, mesmo as 

positivas.  
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O monitoramento do grau de hidrólise do ensaio 7 (Figura 1B) em função do 

tempo, demonstrou que o maior GH da caseína caprina, ocorreu no ensaio de 24 

horas (41,45%±1,10) e foi estatisticamente diferente dos demais. Já os ensaios de 8 

horas e 12 horas não apresentaram diferenças estatísticas entre  si, com GH de  

34,59%±1,45 e 36,72%±0,78, respectivamente. 

As variações que ocorrem no grau de hidrólise da caseína caprina estão 

relacionadas diretamente com vários fatores e apresenta influências de variáveis 

como o tempo, tipo de protease utilizada no processo e temperatura. Lira et al. (2010), 

avaliaram os fatores que influenciam o grau de hidrólise da caseína caprina com a 

utilização das proteases comerciais pepsina, papaína e tripsina e concluíram que as 

melhores condições para a hidrólise da caseína caprina foram observadas com 

temperaturas entre 40 e 50 ºC. Além disso, a relação E/S influenciou negativamente 

a variável resposta tanto para a papaína quanto para a tripsina, o que demonstra que 

quanto menor for a concentração do substrato, maior será seu GH. Já Bezerra et al. 

(2013) trabalharam com a hidrólise da caseína caprina com papaína comercial e 

observaram um grau de hidrólise máximo após as 5 horas de hidrólise (28,5%), 

entretanto, com uma relação E/S de 1:150.  

 

3.2.  Eletroforese Tricina-SDS-PAGE 

Além da determinação do GH do caseínato caprino, o perfil de degradação 

protéica foi acompanhado pelo processo de eletroforese Tricina-SDS-PAGE. As 

diferentes condições de hidrólise em que a caseína foi submetida com relação à 

proporção de E/S, tempo e temperatura de hidrólise influenciou diretamente na 

atuação da protease frente ao substrato. A maior hidrólise e concentração de 

peptídeos com massas moleculares menores que 10 kDa ocorreu principalmente nos 

ensaios 5 e 7 (Figura 3A), os mesmos que apresentaram maiores valores de GH. A 

Figura 3B mostra a degradação da caseína em função do tempo, que é mais 

acentuada a partir das 8 horas de hidrólise. Segundo Elzoghby, El-Fotoh e Elgindy 

(2011), a facilidade de clivagem da caseína ocorre pelo fato desta proteína apresentar 

uma estrutura aberta devido à alta concentração dos resíduos de prolina, as quais 

dificultam a formação de uma grande quantidade de estruturas secundárias e 

terciárias, uma vez que os resíduos de prolina interrompem a formação de α-hélice e 

folhas β, além de não haver pontes de dissulfeto na estrutura na caseína, o que as 

torna mais frágeis e mais susceptíveis ao ataque das proteases. 
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3.3.  Atividade antimicrobiana 

A avaliação da atividade antimicrobiana frente a bactérias patogênicas mostrou 

que, o maior potencial de liberação de peptídeos com capacidade de inibir o 

crescimento de todos os micro-organismos avaliados, com ação bacteriostática, 

ocorreu nos tempos 12 horas e 24 horas de hidrólise (Tabela 3). Os melhores 

resultados foram obtidos para as bactérias Staphylococcus aureus meticilino-

resistente (CCUG 60578), Staphylococcus aureus meticilino-sensível (ATCC 25923), 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145) e Listeria monocytogenes (ESB 3572). 

Pode-se observar claramente o aumento da atividade antimicrobiana em função do 

tempo de hidrólise, entretanto, o ensaio de 12 horas apresentou diferença estatística 

para quatro bactérias com relação ao ensaio de 24 horas, este fato pode estar 

relacionado com a degradação de alguns peptídeos potencialmente inibidores ao 

longo do tempo de hidrólise, havendo a perda de sua funcionalidade. 

As frações menores que 3 kDa, separadas por cromatografia de exclusão 

molecular em FPLC, foram provenientes do ensaio de 12 horas. Um total de cinco 

frações foi avaliado para a atividade antibacteriana. A fração P4 apresentou melhor 

desempenho geral (Tabela 4) e foi a única capaz de inibir o crescimento de todas as 

bactérias. Entretanto, a fração P2 apresentou os maiores resultados de inibição para 

o Staphylococcus aureus meticilino-resistente (CCUG 60578) e o Staphylococcus 

aureus meticilino-sensível (ATCC 25923). Assim como a fração P3, que apresentou o 

melhor resultado contra a Listeria monocytogenes (ESB 3572) e inibiu seu 

crescimento em 60,04%±1,01, após 24 horas de análise. 

Bougherra et al. (2017) avaliaram o potencial de atividade antimicrobiana de 

peptídeos obtidos a partir da hidrólise da caseína bovina por uma serina protease 

purificada do Lactococcus lactis subsp lactis BR16 e obtiveram potencial de inibição 

do crescimento de várias bactérias, entre elas a Escherichia coli (ATCC 25922), o que 

comprova a eficiência de proteases produzidas por micro-organismos em liberar 

peptídeos bioativos. Esmaeilpour et al. (2016) trabalharam com a hidrólise da caseína 

caprina por meio de diferentes tratamentos enzimáticos com tripsina e ficina e 

obtiveram resultados semelhantes para a inibição da Escherichia coli (ATCC 8739) e 

do Bacillus cereus (ATCC 11788) com atividades máximas de 69,82%±5,87 e 

51,53%±3,34 no pool de hidrolisados com concentração de 1 mg.mL-1. Já Aguilar-

Toalá et al. (2017) obtiveram taxas de sobrevivência para as bactérias Staphylococcus 
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aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 25922 e Listeria innocua 33090 de 

54,41%±2,87, 67,54%±2,12 e 72,76%±1,34, respectivamente no pool de hidrolisados 

< 3 kDa de caseína, obtidos a partir das proteases produzidas por Lactobacillus 

plantarum. 

 

3.4.  Atividade antioxidante total 

3.4.1. Atividade sequestradora de radicais ABTS+• e DPPH 

A avaliação da atividade sequestradora de radicais mostrou maior eficiência 

dos peptídeos na eliminação do radical livre ABTS+• em comparação ao DPPH no pool 

de hidrolisados em função do tempo (Figura 4A). O ensaio de 24 horas foi 

estatisticamente diferente dos demais, porém, após as oito horas de hidrólise a 

atividade antioxidante do ABTS+• foi superior aos 80%. Não houveram variações para 

a atividade de eliminação do radical DPPH ao longo do tempo de hidrólise, 

permanecendo com um potencial de sequestro do radical em 24% o que fez com que 

não houvessem diferenças significativas entre os ensaios. A atividade antioxidante 

equivalente ao trolox (EQT) e equivalente ao ácido ascórbico (EQAA) mostrada na 

Figura 4B, foi calculada de acordo com a curva padrão de cada atividade 

sequestradora de radicais livres e mostra uma EQT para o ABTS, superior aos 400 

µM.mL-1 após as 8 horas de hidrólise. Já a EQAA para o DPPH teve um valor máximo 

de 21,82±0,18 µM.mL-1 em uma curva com máxima de 100 µM.mL-1. 

Para as cinco frações < 3 kDa provenientes do ensaio de 12 horas, separadas 

no FPLC, a maior atividade ocorreu na fração P2 (Figura 4C) tanto na eliminação do 

ABTS+• (81,42%±0,38), quanto na do DPPH (68,39%±0,54). As demais frações 

apresentaram atividade superior a 50% para o ABTS e a 40% para o DPPH. Com 

relação à atividade equivalente, os resultados acima de 350 µM.mL-1 de EQT foram 

observados nas frações P2, P3 e P4 e para a EQAA todas as frações foram superiores 

na equivalência em comparação a análise dos hidrolisados em função do tempo, com 

máxima de 72,64±0,59 µM.mL-1 (Figura 4D). 

Corrêa et al. (2014) avaliaram a capacidade de peptídeos provenientes da 

hidrólise do soro do queijo de ovelha no sequestro de radicais e observaram que a 

capacidade de eliminação do ABTS+• foi crescente em função do tempo, com valores 

máximos após 6 h de hidrólise (51,30%). Ahmed et al. (2015) observaram atividade 

de eliminação do radical DPPH a partir de peptídeos provenientes de proteínas do 

leite caprino, hidrolisadas com pepsina. Já Luo et al. (2014) observaram que os 
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peptídeos provenientes de hidrolisados de caseína bovina apresentaram menor 

capacidade de eliminação do radical DPPH em apenas 30 minutos de reação, dessa 

forma, realizaram um estudo do tempo de incubação e concluíram que, após 24 h os 

hidrolisados apresentaram maior taxa no sequestro do radical. Estes resultados 

sugerem que caseínas e seus hidrolisados têm capacidade limitada para doar elétrons 

em um curto intervalo de interação da amostra com este radical.  

 

3.4.2. Capacidade de absorção de radicais oxigênio (ORAC) 

Neste método foi avaliada a capacidade de eliminação de moléculas oxidativas 

como os radicais peroxila, gerados pelo AAPH a partir da degradação oxidativa da 

fluoresceína. Esta reação foi mensurada como a área sob a curva de decaimento 

(AUC), como apresentado por Ou et al. (2001). A capacidade de eliminação dos 

radicais peroxila aumentou ao longo do tempo até as 12 horas de hidrólise (Figura 

5A). Após as 5 horas, pode-se observar uma atividade superior a 1,0 µmol TE.mg de 

proteína-1, com máxima de 1,83±0,03 µmol TE.mg de proteína-1 no ensaio de 12 horas 

que foi estatisticamente diferente dos demais. Já para as frações separadas < 3 kDa, 

provenientes do ensaio de hidrólise de 12 horas, foi constatada maior capacidade de 

eliminação na amostra P2 (Figura 5B), que apresentou atividade máxima de 1,29±0,02 

µmol TE.mg de proteína-1, com diferença estatística entre as outras frações. Estes 

resultados foram semelhantes aos encontrados por Di Pierro et al. (2014), que 

avaliaram a atividade sequestradora de radicais oxigênio a partir da hidrólise do 

caseínato de sódio bovino com proteases vegetais provenientes do látex da Ficus 

carica L. durante 4 horas, e obtiveram atividade máxima de 1,18 µmol Trolox.mg-1 

apenas a partir da hidrólise da fração β-caseína. Moreno-Montoro et al. (2017) 

trabalharam com peptídeos provenientes da hidrólise do leite de cabra fermentado e 

obtiveram atividade máxima entorno de 1,0 µmol TEAC.mg de proteína-1 nas frações 

de peptídeos < 3 kDa, o que foi inferior aos resultados obtidos neste estudo. Já Wang, 

Xie e Li (2016), avaliaram a capacidade antioxidante em termos de ORAC de 

peptídeos derivados de caseína após ensaios de biodisponibilidade e a absorção 

destes peptídeos por células Caco-2 e obtiveram atividade máxima em torno de 2,0 

µmol de TE.mg-1. 

 

3.4.3. Atividade quelante dos íons metálicos 
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A atividade quelante de íons metálicos de transição como o Cu2+ e Fe2+ é 

responsável pelo atraso no processo de peroxidação lipídica, o que impede, as 

alterações no sabor dos alimentos com o passar do tempo, alterações nutricionais e 

retardo do processo de deterioração alimentar (ZHANG; LI; ZHOU, 2010). Os estudos 

da complexação de íons metálicos como Cu2+ e Fe2+ são realizados como 

mecanismos indiretos de atividade antioxidante, uma vez que, após a complexação 

destes metais, as reações que envolvem a formação de radicais oxidativos são 

inibidas, o que retarda o processo de oxidação. Como exemplo, a presenças destes 

íons estimulam a formação de espécies reativas de oxigênio (ROS), como os radicais 

hidroxila (OH-) formados pela reação de Fenton e no caso específico do Fe2+ pela 

reação de Haber-Weiss na presença de ânions superperóxidos (CANABADY-

ROCHELLE et al., 2018).  

Neste trabalho, foi obtida maior taxa de atividade quelante após as 24 horas de 

hidrólise (Tabela 5) tanto para o Cu2+ (55,18%±0,41), quanto para o Fe2+ 

(81,95%±1,05), com resultados que diferiram estatisticamente dos demais. Os tempos 

de hidrólise de 1 hora e 3 horas não apresentaram diferença estatística entre si para 

a atividade quelante de Cu2. Desta forma, pode-se concluir que não houve influência 

do GH na atividade entre estes tempos. Diferentemente do que ocorreu na atividade 

quelante de Fe2+, que apresentou diferenças estatísticas entre todos os ensaios.  

A análise das atividades de complexação das amostras < 3 kDa provenientes 

do ensaio de 12 horas (Tabela 5), revelou que a fração P1 foi estatisticamente 

diferente das demais e apresentou o maior resultado de quelação para o Cu2+, já para 

o Fe2+ as frações que apresentaram maiores resultados (P1, P3 e P5), não foram 

estatisticamente diferentes entre si. Pode-se observar também que as amostras foram 

mais eficientes na atividade quelante de Fe2+ com todos os resultados acima dos 50%.  

Li e Zhao (2011) avaliaram a eficiência da atividade quelante do Fe2+ em função 

da variação nas concentrações de FeCl2, a partir de hidrolisados de caseína. Estes 

autores utilizaram o dobro da concentração final de proteína do presente trabalho em 

sua reação e obtiveram atividade máxima entorno de 65%. Ou seja, os peptídeos 

gerados na hidrólise da caseína caprina pela protease do fungo Mucor guilliermondii 

URM 5848, foram mais eficientes na complexação do Fe2+. 

 

3.5.  Atividade inibitória da enzima conversora de angiotensiva (ECA) 
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Os testes de inibição da ACE pelos peptídeos gerados a partir da hidrólise do 

caseínato caprino através da protease utilizada no presente trabalho, revelaram um 

grande potencial de atividade inibitória contra esta enzima como mostra a Figura 6A. 

A atividade aumentou com o passar do tempo de hidrólise até as 12 horas e 

apresentou máxima atividade de 83,42%±0,40. Em 24 horas, o potencial de inibição 

caiu significativamente para 39,42%±2,18, isto pode ter ocorrido devido à ação de 

degradação da protease nas sequências peptídicas com potencial de inibição. Estes 

resultados são semelhantes aos encontrados na literatura. Ibrahim, Ahmed e Miyata 

(2017), que hidrolisaram a caseína caprina com pepsina comercial e obtiveram 

atividade de inibição contra a ECA em torno de 80% no pool de hidrolisados. Já, Wu 

et al. (2013) trabalharam com hidrolisados da caseína bovina e apresentaram 

resultados máximos de atividade anti-hipertensiva de 82,35%±2,71 para hidrolisados 

da fração αS2- caseína.  

Todas as frações separadas do ensaio de 12 horas apresentaram resultados 

superiores aos 55%, com destaque para a fração P3 que desempenhou maior 

atividade de inibição da ECA (87,77%±1,57) e diferiu estatisticamente das demais 

(Figura 6B). As frações P2 e P5 apresentaram resultados de inibição superiores aos 

70%, entretanto, foram estatisticamente diferentes. Na análise do IC50 das frações 

(Tabela 6), pode-se observar uma variação entre 125,38±1,14 µg.mL-1 (P4) e 

22,97±0,17 µg.mL-1 (P5). Esta variação encontra-se dentro do que é relatado na 

literatura.  Tagliazucchi et al. (2016) estudaram o potencial de inibição da ECA das 

proteínas do leite caprino hidrolisadas a partir do processo de digestão in vitro, 

separaram 9 frações por HPCL e obtiveram IC50 entre 1156,3±10,5 e 14,1±0,8 µg.mL-

1. Espejo-Carpio et al. (2016) avaliaram também a hidrólise de proteínas do leite 

caprino no processo de digestão in vitro a partir de diferentes combinações de 

proteases e observaram uma variação no IC50 entre 399,8±15,3 µg.mL-1 e 212,0±12,7 

µg.mL-1. Já Abdel-Hamid et al. (2017) apresentaram resultados de IC50 que variaram 

entre 9,1±3,7 a 49,1±9,4 µg.mL-1 a partir da hidrólise do leite de búfala. 

 

3.6.  Avaliação do processo de digestão in vitro sob as atividades 

biológicas 

Após o processo de digestão in vitro, pode-se observar as atividades biológicas 

residuais do pool de peptídeos < 3 kDa, provenientes do ensaio de 12 horas, na Tabela 

7. De forma geral, não houveram alterações significativas entre a amostra não digerida 
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(Tabela 3) e a saliva, consequentemente, pode-se constatar que a α-amilase não 

apresentou efeitos sobre os peptídeos bioativos. Para a atividade antimicrobiana, 

pode-se observar que ao final do processo de digestão in vitro a amostra continuou 

com capacidade de inibir o crescimento de todas as bactérias, entretanto, o potencial 

de inibição foi reduzido na maioria dos micro-organismos com exceção apenas da 

Listeria monocytogenes (ESB 3572) que continuou sendo inibida de forma estável do 

começo ao fim do ensaio. Houve uma redução em torno de 15% do potencial 

antimicrobiano do pool de peptídeos frente as bactérias Staphylococcus aureus 

meticilino-sensível (ATCC 25923) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145).  

Gough et al. (2017) avaliaram a resistência da nisina, um dos peptídeos mais 

conhecidos com atividade antimicrobiana, frente ao processo de digestão 

gastrointestinal e também observaram redução dessa atividade principalmente no 

ensaio com pancreatina. Isto constata que a nisina apresenta maior degradação no 

intestino delgado. Já, Almaas et al. (2011) hidrolisaram a caseína com proteases 

provenientes do suco gastrointestinal humano durante 10 horas e obtiveram atividade 

antimicrobiana para Escherichia coli (27%), Bacillus cereus (44%) e Listeria 

monocytogenes (38%). 

Na avaliação da atividade antioxidante total pode-se concluir que o processo 

de digestão in vitro gerou alterações no perfil peptídico do pool de hidrolisados, 

entretanto, estas alterações foram positivas. Uma vez que, a capacidade dos 

peptídeos em sequestrar o radical ABTS+• não foi afetada e permaneceu acima dos 

90% ao longo de todo ensaio, com atividade máxima de 96,86%±0,42. Dessa forma, 

não houve interferências significativas nem da saliva, nem das proteases presentes 

no trato gastrointestinal. Já para o DPPH, a pepsina foi responsável por um aumento 

considerável de 17,91% na atividade de sequestro deste radical após os 120 minutos, 

no entanto, esse incremento foi perdido com o passar do tempo da digestão intestinal 

e finalizou com um aumento de 4,91%.  

O teste de ORAC revelou que a capacidade dos peptídeos em absorver radicais 

de oxigênio aumentou ao longo do tempo e passou de 1,88±0,02 para máxima 

atividade de 2,27±0,02 µmol TE.mg de proteína-1, após os 120 minutos da digestão 

intestinal. O potencial quelante dos peptídeos frente aos íons metálicos Cu2+ e Fe2+ 

não foi afetado de forma significativa e as atividades variaram entre 45,96%±0,35 

(inicial) e 47,22%±0,45 (final) para o Cu2+ e para o Fe2+ entre 71,35%±2,24 (inicial) e 

66,75%±2,43 (final). Chen e Li (2012) avaliaram a capacidade antioxidante de 
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hidrolisados de caseína após ensaios de simulação da digestão gastrointestinal e 

observaram que o potencial bioativo tanto para a atividade de sequestro do radical 

ABTS+•, quanto para a atividade do ORAC, diminuiu ao passar do tempo dos ensaios 

de digestão, no entanto, algumas frações foram mais resistentes que outras e 

apresentaram uma perda menor do potencial de atividade antioxidante total. 

A capacidade de inibição da enzima conversora de angiotensina (ECA) 

permaneceu acima dos 75% de atividade mesmo com uma redução de 9,88% ao 

longo do ensaio de digestão. Isso mostrou que as proteases presentes no trato 

gastrointestinal foram capazes de degradar alguns peptídeos que agem contra a ECA, 

mas, o pool de peptídeos continuou eficiente para esta atividade e é capaz de agir no 

processo de controle da pressão arterial caso estes peptídeos sejam absorvidos pelo 

organismo. 

Resultados semelhantes foram observados por Petrat-Melin et al. (2015), que 

avaliaram a resistência de frações peptídicas provenientes da hidrólise da caseína, e 

obtiveram atividade inibitória da ECA em torno de 70% após 120 minutos de digestão. 

Já Contreras et al. (2013), submeteram sequências de aminoácidos conhecidas, 

derivadas da caseína, à simulação da digestão gastrointestinal e avaliaram a 

resistência da atividade anti-hipertensiva destes peptídeos. Estes autores observaram 

que algumas sequências perderam parte do seu potencial de inibição e outras 

aumentaram a atividade inibidora da ECA. Ou seja, o processo de digestão 

gastrointestinal pode influenciar de forma positiva ou negativa a inibição da ECA 

através da degradação de alguns aminoácidos. 

 

3.7.  Cromatografia de exclusão molecular 

O procedimento de cromatografia de exclusão molecular do pool de peptídeos 

< 3 kDa provenientes do ensaio de 12 horas, em sistema FPLC, foi capaz de separar 

frações com picos bem definidos, portanto, a coluna utilizada apresentou uma alta 

resolução para a separação das moléculas de acordo com sua massa molecular, 

como mostra a Figura 7A. Um total de cinco frações foi coletado (P1, P2, P3, P4 e P5) 

para a realização das atividades biológicas, bem como para o sequenciamento 

aminoacídico por espectrometria de massa em MALDI-TOF/TOF. Já, na Figura 7B, 

pode-se observar as alterações geradas pelo processo de digestão in vitro no perfil 

peptídico deste mesmo pool de hidrolisados, com destaque para a degradação que 
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ocorreu principalmente nos peptídeos com maior massa molecular, ou seja, aqueles 

que são eluídos primeiro. 

 

3.8.  Espectrometria de massa 

Foram realizadas as análises por MALDI-TOF/TOF de todas as frações < 3 

kDa, separadas em FPLC a partir do pool de hidrolisados de mesma massa molecular, 

obtidos no ensaio de 12 horas de hidrólise do caseínato caprino. A identificação da 

sequência de aminoácidos por PMF-MS/MS foi realizada com confiabilidade >95%, e 

levou em consideração os peptídeos mais predominantes, ou seja, com maior 

intensidade nos espectros de massa de cada fração. Um total de 47 peptídeos foram 

identificadas para todas as frações, com uma média de 10 peptídeos para cada, como 

pode ser observado na Tabela 8. A busca pelas sequências no banco de dados 

BIOPEP (http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/pl/biopep) revelou que a 

maioria das sequências ainda não foram relatadas na literatura. 

Silva, Sarmento e Pintado (2013) relataram que grande parte dos peptídeos 

com atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, apresenta uma 

característica de se associar com cargas aniônicas das proteoglicanas presentes na 

parede celular e portanto, denominados de peptídeos aniônicos. Segundo Yount e 

Yeaman (2013), as bactérias Gram-positivas apresentam várias camadas de 

proteoglicanas, intercaladas com ácido teicóico e lipoteicóico o que confere esta 

característica de carga negativa. 

A composição, estrutura e grau de hidrofobicidade das sequências de 

peptídeos, levam as diferenças nas atividades biológicas e suas intensidades. As 

propriedades antioxidantes estão relacionadas principalmente com aminoácidos como 

Tyr (Y), Trp (W), Met (M), Lys (L), Cys (C) e His (H). Dessa forma, os aminoácidos 

com resíduos aromáticos podem atuar como dadores de prótons em radicais 

deficientes em elétrons, o que confere, propriedades de eliminação de radicais, 

especialmente quando estão no terminal carboxila (Sarmadi e Ismail, 2010). Todas os 

peptídeos identificados apresentaram alguns destes aminoácidos em sua estrutura, 

localizados principalmente no terminal carboxila. 

Já para a atividade anti-hipertensiva, foi demonstrado que a inibição da ECA é 

mais eficaz quando há presença de aminoácidos como Tyr (Y), Phe (F), Trp (W), Pro 

(P), Ileu (I) e VaL (V), além de resíduos de Leu (L), que aumentam significativamente 

o processo de inibição da ECA. Dados da literatura demonstram ainda que o potencial 

http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/pl/biopep
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positivo de resíduos de Arg (R) e Lys (K) também contribuem para potencializar este 

efeito inibidor (HERNÁNDEZ-LEDESMA; CONTRERAS; RECIO, 2011). Desta forma, 

pode-se observar neste trabalho que há a presença de várias sequências com estes 

resíduos de aminoácidos em sua composição, o que provavelmente conferiu os 

resultados expressivos de inibição da ECA. 

 

4. CONCLUSÃO 

A utilização de planejamento estatístico fatorial 23 é eficiente para avaliar a 

forma com que os parâmetros testados influenciam na hidrólise da caseína caprina 

pela serina protease produzida pelo fungo Mucor guilliermondii URM 5848, o que 

confere um aumento considerável no GH. Os peptídeos liberados apresentam 

potencial para todas as atividades biológicas avaliadas, com destaque para as 

atividades antioxidantes e principalmente anti-hipertensiva. Os testes de digestão 

in vitro proporcionam um melhor entendimento sobre a resistência destes 

peptídeos frente as enzimas proteolíticas presentes no trato gastro intestinal. A 

identificação da sequência aminoacídica por espectrometria de massas permite a 

identificação confiável dos peptídeos, muitos deles ainda não catalogados nos 

bancos de dados específicos. 
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TABELAS 

Tabela 1 – Matriz do planejamento fatorial 23 para analisar os fatores de influência no 
grau de hidrólise (GH) da caseína caprina por protease purificada do fungo Mucor 
guilliermondii URM 5848. 

Fatores Inferior (-1) Central (0) Superior (+1) 

Relação E/S 1:15 1:10 1:5 

Temperatura (°C) 30 35 40 

Tempo (h) 1 3 5 

 

 

 

Tabela 2 – Análise de variância (ANOVA), para o GH da caseína caprina por 
proteases do fungo Mucor guilliermondii URM 5848 de acordo com o planejamento 
fatorial 2³. 

FV SQ GL QM F-valor p-valor 

(1)Relação E/S 48,1786 1 48,1786 896,306 0,000082 

(2)Temperatura (°C) 16,8801 1 16,8801 314,035 0,000392 

(3)Tempo (h) 151,9212 1 151,9212 2826,317 0,000015 

1 by 2 1,1949 1 1,1949 22,229 0,018066 

1 by 3 17,5053 1 17,5053 325,665 0,000371 

2 by 3 6,7643 1 6,7643 125,841 0,001519 

Falta de Ajuste 1,9110 2 0,9555 17,776 0,021707 

Erro Puro 0,1613 3 0,0538   

Total SQ 244,5166 11    

FV = Fontes de Variação; SQ = Soma dos Quadrados; GL = Graus de Liberdade; QM = 
Quadrado Médio. 
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Tabela 3 – Atividade antimicrobiana em %, contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, dos hidrolisados (< 3 kDa) da caseína caprina, em função do tempo. 
Concentração de 500 µg.mL-1. 

Micro-

organismos 

Tempo (horas) 

1 3 5 8 12 24 

S. aureus MR 52,8±2,2d 56,3±0,9d 70,3±0,2c 78,2±0,5b 84,3±0,7a 81,4±2,5a 

S. aureus MS 48,7±4,8e 55,2±1,9d 59,4±1,6cd 62,6±2,1c 86,0±2,0a 74,9±2,7b 

B. cereus - - - 9,9±0,2c 40,6±1,3a 27,2±0,5b 

E. coli - - - - 32,3±2,2a 29,7±1,7a 

P. aeruginosa - - 15,7±0,3c 16,4±0,1c 55,4±1,6a 46,1±0,4b 

L. monocytogenes - - 3,6±0,9d 21,2±1,0c 62,6±1,0a 51,9±0,9b 

MR: meticilino-resistente. MS: meticilino-sensível. 

 

 

 

Tabela 4 – Atividade antimicrobiana em %, contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, das frações (< 3 kDa) de peptídeos, provenientes do ensaio de 12 horas 
de hidrólise. Concentração de 500 µg.mL-1. 

Micro-organismo 
Fração 

P1 P2 P3 P4 P5 

S. aureus MR 58,87±0,59 85,27±1,47 48,56±2,53 70,69±2,17 70,74±0,22 

S. aureus MS 52,77±5,33 84,66±2,86 33,35±3,96 54,28±4,46 67,07±2,99 

B. cereus - - - 33,27±2,24 14,92±1,90 

E. coli - 21,45±1,18 - 26,90±2,35 - 

P. aeruginosa - 21,52±1,24 35,08±1,06 20,17±1,91 - 

L. monocytogenes - 17,52±2,55 60,04±1,01 39,39±1,11 19,31±0,39 

MR: meticilino-resistente. MS: meticilino-sensível. 
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Tabela 5 – Atividade quelante de Cu2+ e Fe2+ em %, dos hidrolisados (< 3 kDa) da 
caseína caprina e das frações (< 3 kDa) de peptídeos provenientes do ensaio de 12 
horas de hidrólise. Concentração de 250 µg.mL-1. 

Tempo 

(h) 

Quelante de 

Cu2+ 

Quelante de 

Fe2+  Fração 

Quelante de 

Cu2+ 

Quelante de 

Fe2+ 

1 12,43±0,37e 28,92±0,52f  P1 38,01±0,56a 60,26±1,98a 

3 14,62±0,41e 35,09±1,27e  P2 21,04±0,80d 53,97±2,5b 

5 25,31±0,22d 49,73±0,94d  P3 25,76±0,64c 59,74±2,19a 

8 34,59±0,18c 60,27±1,64c  P4 25,33±0,48c 52,75±1,81b 

12 47,83±0,71b 74,53±1,92b  P5 28,47±0,75b 60,91±2,03a 

24 55,18±0,41a 81,95±1,05a     

 

 

 

 

Tabela 6 – IC50 da atividade anti-hipertensiva das frações (< 3 kDa) de peptídeos 
provenientes do ensaio de 12 horas de hidrólise. 

Fração IC50 (µg.mL-1) 

P1 81,04±0,52 

P2 51,65±0,97 

P3 22,97±0,17 

P4 125,38±1,03 

P5 40,84±1,24 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



231 
 

Tabela 7 – Atividades biológicas residuais do pool de hidrolisados (< 3 kDa) da 
caseína caprina, provenientes do ensaio de 12 horas, após o ensaio de digestão 
gastrointestinal. 

 Atividade Antimicrobiana (%) 

 Saliva Digestão Gástrica Digestão Intestinal 

Micro-organismo 10 min. 60 min. 120 min 60 min. 120 min. 

S. aureus MR 82,45±5,46 82,98±1,55 80,85±3,86 73,22±2,59 75,15±0,55 

S. aureus MS 81,31±1,31 81,93±0,82 75,73±1,12 67,74±1,67 65,75±2,21 

B. cereus 37,58±1,91 30,91±1,29 32,96±0,73 30,75±4,09 32,74±0,93 

E. coli 27,20±0,49 31,73±1,46 25,94±2,24 25,69±1,03 20,07±3,72 

P. aeruginosa 52,30±0,58 44,18±0,32 38,96±0,73 41,81±2,39 37,81±0,09 

L. monocytogenes 59,71±0,71 52,15±0,29 55,15±0,55 52,52±1,71 53,94±2,24 

      

 Atividade Antioxidante 

 Saliva Digestão Gástrica Digestão Intestinal 

 10 min. 60 min. 120 min 60 min. 120 min. 

ABTS (%) 92,65±0,77 96,23±0,46 93,38±0,14 96,70±0,16 96,86±0,42 

DPPH (%) 26,83±0,24 37,56±0,01 44,74±0,32 33,41±0,35 31,74±0,19 

ORAC-FL* 1,88±0,02 1,97±0,07 2,18±0,01 2,22±0,04 2,27±0,02 

Cu2+ (%) 45,96±0,35 49,61±0,12 50,81±0,30 51,94±0,90 47,22±0,45 

Fe2+ (%) 71,35±2,24 77,23±1,09 74,15±1,67 69,40±1,72 66,75±2,43 

      

 Atividade Anti-hipertensiva (%) 

 Saliva Digestão Gástrica Digestão Intestinal 

 10 min. 60 min. 120 min 60 min. 120 min. 

 85,29±0,72 82,75±1,34 79,88±0,48 77,58±0,44 75,41±1,77 

*= µmol de TE.mg de proteína-1 
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Tabela 8 – Peptídeos identificados por espectrometria de massa (MS/MS) das frações 
(< 3 kDa) provenientes do ensaio de 12 horas de hidrólise da caseína caprina. 

Fração Sequência 

Massa Exp. 

(Da) 

Massa Calc. 

(Da) Fonte de Proteína 

P1 RDMPIQAF 976,52 976,48 β-caseína (196-203) 

 SWMHQPPQP 1106,52 1106,50 β-caseína (157-165) 

 YQEPVLGPVR 1156,64 1156,62 β-caseína (206-215) 

 LPVPQKVVPQRD 1374,76 1374,80 β-caseína (186-197) 

 ELNVVGETVESLS 1374,76 1374,69 β-caseína (20-32) 

 EMPFPKYPVEPF 1479,74 1479,71 β-caseína (123-134) 

 YQEPVLGPVRGPFP 1554,85 1554,82 β-caseína (206-219) 

 TDVEKLHLPLPLVQ 1600,93 1600,92 β-caseína (143-156) 

 THINKKIEKFQSE 1600,93 1600,86 β-caseína (39-51) 

 YQEPVLGPVRGPFPI 1667,94 1667,90 β-caseína (206-220) 

 RLNFLKKISQYYQ 1700,02 1699,94 αS2-caseína (176-188) 

 TGPIPNSLPQNILPLTQTPVVV 2297,27 2297,30 β-caseína (78-99) 

P2 VLPNTVPA 809,43 809,46 κ-caseína (99-106) 

 VLSRYPS 820,45 820,44 κ-caseína (52-58) 

 YYQQRPV 952,51 952,48 κ-caseína (63-69) 

 RHPHPHLS 979,54 979,51 κ-caseína (118-125) 

 HPHLSFMAI* 1067,54 1067,52 κ-caseína (121-129) 

 AQTLQWQVL 1085,58 1085,59 κ-caseína (92-100) 

 RSPAQTLQW 1085,58 1085,56 κ-caseína (89-97) 

 SFMAIPPKKD 1132,58 1132,60 κ-caseína (125-134) 

 PFPKYPVEPF 1219,62 1219,63 β-caseína (124-134) 

 PHPHLSFMAIPPK* 1486,75 1486,78 κ-caseína (120-131) 

 SYGLNYYQQRPV 1486,75 1486,72 κ-caseína (58-69) 

 CQDQPTTLARHPH 1502,74 1502,70 κ-caseína (109-121) 

P3 HQPPQPL 815,46 815,43 β-caseína (160-166) 

 WDQVKR 830,46 830,44 αS2-caseína (125-130) 

 SWMHQPP 881,41 881,39 β-caseína (157-163) 

 MHQPPQPL 946,51 946,47 β-caseína (159-166) 

 NFLKKISQ 976,57 976,57 αS2-caseína (178-185) 

 YPYQGPIVL 1048,59 1048,56 αS2-caseína (114-122) 

 VMFPPQSVLS 1103,60 1103,57 β-caseína (170-179) 

 YQEPVLGPVR 1156,66 1156,62 β-caseína (206-215) 

 PLTQTPVVVPPFLQP 1631,94 1631,93 β-caseína (91-105) 
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 QSLVYPFTGPIPNSL 1631,94 1631,86 β-caseína (71-85) 

P4 VMFPPQ 717,37 717,35 β-caseína (170-175) 

 SLTLTDV 747,41 747,40 β-caseína (139-145) 

 PNSLPQN 768,36 768,38 β-caseína (82-88) 

 RDMPIQA* 845,40 845,41 β-caseína (196-202) 

 ARHPHPHLS 1050,57 1050,55 κ-caseína (117-125) 

P5 TAQVTST 706,38 706,35 κ-caseína (184-190) 

 GPFTPTV 717,40 717,37 αS2-caseína (133-139) 

 KAGSSCQV 778,40 778,36 αS1-caseína (76-83) 

 RGPFPIL 798,48 798,48 β-caseína (215-221) 

 IRSSSEE 806,38 806,38 αS2-caseína (70-76) 

 MKAGSSCQ* 826,37 826,33 αS1-caseína (75-82) 

 NVVGETVE 845,43 845,41 β-caseína (22-29) 

  SWMHQPP 881,40 881,39 β-caseína (157-163) 

* + Oxidação (M). 
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FIGURAS 

Figura 1 – (A). Grau de hidrólise da caseína caprina no planejamento fatorial 23. (B). 
Grau de hidrólise da caseína caprina a partir do ensaio 7 em função do tempo. As 
barras de erro representam o desvio padrão. 
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Figura 2 – Gráfico de Pareto dos efeitos estimados para as variáveis no GH da 
caseína caprina hidrolisada pela protease purificada do fungo Mucor guilliermondii 
URM 5848 de acordo com o planejamento fatorial 2³. 
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Figura 3 – (A). Gel de Tricina-SDS-PAGE do planejamento fatorial 2³ da caseína 
caprina hidrolisada, sendo os números 1-12 correspondentes aos seus respectivos 
ensaios, M.M.: Marcador Molecular e NHC: Caseína não hidrolisada. (B). Gel de 
Tricina-SDS-PAGE do ensaio 7 da hidrólise da caseína caprina em função do tempo, 
sendo os números 1-6 referentes aos tempos, 1h, 3h, 5h, 8h, 12h e 24h. 
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Figura 4 – (A). Atividade antioxidante (%) do ABTS e DPPH dos hidrolisados (< 3 kDa) 
da caseína caprina em função do tempo. (B). Atividade antioxidante Equivalente 
(µM.mL-1) do ABTS e DPPH dos hidrolisados (< 3 kDa) da caseína caprina em função 
do tempo. (C). Atividade antioxidante (%) do ABTS e DPPH das frações (< 3 kDa) de 
peptídeos, provenientes do ensaio de 12 horas. (D). Atividade antioxidante 
Equivalente (µM.mL-1) do ABTS e DPPH das frações (< 3 kDa) de peptídeos, 
provenientes do ensaio de 12 horas. 
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Figura 5 – (A). Atividade de ORAC-FL dos hidrolisados (< 3 kDa) da caseína caprina 
em função do tempo. (B). Atividade de ORAC-FL das frações (< 3 kDa) de peptídeos, 
provenientes do ensaio de 12 horas. As barras de erro representam o desvio padrão. 
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Figura 6 – (A). Atividade anti-hipertensiva (%) dos hidrolisados (< 3 kDa) da caseína 
caprina em função do tempo. (B). Atividade anti-hipertensiva das frações (< 3 kDa) de 
peptídeos provenientes do ensaio de 12 horas. As barras de erro representam o 
desvio padrão. 

 

 

 

 

Figura 7 – (A). Cromatograma de exclusão molecular das frações (< 3 kDa) dos 
peptídeos provenientes do ensaio de 12 horas de hidrólise da caseínca caprina. (B). 
Cromatografia de exclusão molecular da frações (< 3 kDa) dos peptídeos provenientes 
do ensaio de 12 horas de horas de hidrólise ao final da digestão intestinal de 120 
minutos. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Este trabalho de tese apresenta resultados promissores e importantes para a 

contribuição científica na área de liberação de peptídeos biologicamente ativos com a 

utilização de caseína caprina como substrato. Sucintamente, os principais resultados 

foram os seguintes: A partir de 70 fungos filamentosos proteolíticos, previamente 

selecionadas, dois deles, os fungos Mucor subtilissimus URM 4133 e Mucor 

guilliermondii URM 5848 proporcionaram os melhores resultados quanto a produção 

de proteases com ação liberadora de peptídeo bioativos a partir da caseína caprina e 

foram escolhidos para dar continuidade aos trabalhos. Os planejamentos estatísticos 

utilizados foram ferramentas de suma importância, tanto para aumentar a produção 

de proteases, quanto para melhorar a hidrólise da caseína e consequentemente, a 

liberação dos peptídeos. Os estudos de purificação, caracterização bioquímica e 

termodinâmica das proteases mostraram que, tanto a do fungo M. subtilissimus URM 

4133, quanto a do fungo M. guilliermondii URM 5848, foram completamente inibidas 

por PMSF, classificando-as como proteases serina, mas com propriedades 

bioquímicas e cinéticas diferentes. Análises das sequências destas proteases por 

MALDI-TOF sugerem tratar-se de enzimas novas ainda não catalogadas nos bancos 

de dados específicos. Os peptídeos selecionados (< 3 kDa), obtidos da hidrólise de 

caseína por estas proteases, foram bioativos, com grande potencial de atividades 

antimicrobianas e principalmente atividades antioxidantes e anti-hipertensivas. Com a 

análise por MALDI-TOF dos peptídeos foi possível identificar novas sequências 

peptídicas ainda não descritas nos bancos de dados. Também foi demonstrado que 

os peptídeos selecionados foram capazes de resistir ao processo de digestão 

gastrointestinal in vitro, uma vez que suas atividades biológicas foram preservadas 

consideravelmente, revelando seu potencial de utilização nas indústrias alimentícias, 

e/ou farmacêutica, principalmente aquelas voltadas à fabricação de alimentos 

funcionais. Finalmente, vale salientar que, o apoio financeiro concedido pela FAPESP, 

na forma da bolsa de doutorado no país processo n°: 2014/13700-3 e da Bolsa Estágio 

de Pesquisa no Exterior (BEPE), processo n°: 2016/10289-6, foi imprescindível para 

a realização e conclusão deste trabalho de tese e, consequentemente, para a 

obtenção de resultados tão significativos para a área científica.   

 

 


