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ESTRUTURA E ORGANIZAÇÃO DA TESE  

             Esta tese está organizada em seis capítulos para melhor distribuição e 

entendimento do assunto abordado. Um Resumo geral do trabalho foi 

inicialmente colocado, para orientar o leitor sobre a relevância e principais 

resultados obtidos no trabalho. Finalmente, após as seções de capítulos, uma 

seção de Considerações finais apresenta uma análise dos principais 

resultados a as conclusões obtidas no presente trabalho.  Capítulo I) Procurou 

demonstrar a relevância científica e o estado da arte do tema abordado no 

trabalho e os objetivos almejados. A revisão, descreveu a estrutura e 

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 

filamentosos produtores de proteases com potencial para liberar peptídeos com 

atividades antimicrobianas, antioxidantes e anti-hipertensiva. Capitulo III) 

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 

filamentoso Mucor guilliermondii URM 5848. Capitulo V) Avaliou-se as 

atividades antimicrobianas, antioxidantes e anti-hipertensiva, dos peptídeos 

obtidos da hidrólise da caseína caprina a partir da serina protease purificada, 

sintetizada pelo fungo M. subtilissimus URM 4133. Capitulo VI) Foram avaliadas 

as mesmas atividades biológicas do capítulo anterior para os peptídeos 

provenientes da hidrólise da caseína caprina a partir da serina protease 

purificada, sintetizada pelo fungo filamentoso M. guilliermondii URM 5848. Todos 

os capítulos foram redigidos na forma de artigos científicos a serem submetidos, 

após correções e traduções ao inglês, a publicações em periódicos 

internacionais.  
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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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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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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.   

 

 




