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RESUMO

O soro do leite caprino € um subproduto de grande importancia para a industria alimenticia e
farmacéutica. As proteinas possuem uma sequencia de aminoacidos em sua composicao, assim
como peptideos obtidos pelo processo de hidrélise enzimética, atividades bioldgicas como a
inibicdo do crescimento e a proliferacdo bacteriana. Sendo assim, o objetivo do trabalho foi
caracterizar as proteinas presentes no soro do leite de cabra, obter peptideos bioativos através da
hidrélise com pepsina com variacdo do pH e o tempo e verificar a atividade antibacteriana. O
soro do leite foi obtido por meio de precipitacdo acida, centrifugado e liofilizado para realizar as
analises. A identificacdo do perfil das proteinas foi realizada por SDS-PAGE, a identificacdo dos
peptideos foi realizada por SDS-PAGE Tricina, o grau de hidrdlise foi avaliado pelo método de
OPA, a CIM da atividade antibacteriana foi avaliada frente as cepas de Listeria monocytogenes,
Salmonella spp., Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Pelo método de OPA mostrou que 0s
hidrolisados possuem potencial de bioatividade pois quando aplicado estatisticamente seu grau
de hidrélise € superior a 10%. A concentracdo inibitéria minima (CIM) das proteinas do leite
sobre as bactérias quando analisadas estatisticamente verificou-se que a melhor CIM ocorreu
para bactérias Gram-positivas, e frente as cepas das Gram-negativas com menor grau de inibicao.
Os resultados mostram que o tempo de reacdo enzimatica foi o critério que mais atuou sobre a

hidrolise e o soro do leite possui agdo inibitoria contra as bactérias testadas.

PALAVRAS CHAVE: leite caprino, perfil protéico, hidrolisados, CIM.



ABSTRACT

Goat's milk is a by-product of great importance for the food and pharmaceutical industry.
Proteins have an amino acid sequence in their composition, as well as peptides obtained by the
enzymatic hydrolysis process, biological activities such as inhibition of growth and bacterial
proliferation. Thus, the objective of this work was to characterize as proteins present in the whey
of goat milk, to obtain bioactive peptides through hydrolysis with pepsin with pH and time
variation and to verify an antibacterial activity. The whey of the milk was obtained by means of
acid precipitation, centrifuged and lyophilized to perform the analyzes. Protein profile
identification was performed by SDS-PAGE, peptide identification was performed by SDS-
PAGE Tricine, the degree of hydrolysis was evaluated by the OPA method, the MIC of the
antibacterial activity was evaluated against the strains of Listeria monocytogenes, Salmonella
spp., Staphylococcus aureus and Escherichia coli. The OPA method showed that hydrolysates
have bioactivity potential because when applied statistically their degree of hydrolysis is higher
than 10%. The minimum inhibitory concentration (MIC) of milk proteins on bacteria when
analyzed statistically showed that the best MIC was observed for Gram-positive bacteria, and
against Gram-negative strains. The results show that the time of enzymatic reaction was the
criterion that most acted on the hydrolysis and the serum of the milk has an inhibitory action

against the bacteria tested.

KEYWORD: goat'smilk, protein profile, hydrolyzate, MIC.
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1. INTRODUCAO

Os caprinos sdo animais mamiferos ruminantes, que possuem como base de sua
alimentacéo, as plantas. Para a sociedade, esses animais sdo importantes devido ao seu
valor econdmico, pois ha a comercializacdo de seu couro para a fabricacdo de
vestimentas, calcados e acessorios, carne e leite, além de serem animais rusticos que se
desenvolvem bem em ambientes com pouca disponibilidade de alimentos e agua. A
regido do Nordeste do Brasil possui destaque na criagdo de caprinos, com um efetivo de
cerca de 90% do rebanho nacional (BRASIL, 2000; BRASIL, 2013).

O leite caprino é um fluido viscoso produzido pelas glandulas mamario, bastante
nutritivo, com boa digestibilidade, por possuir glébulos de gorduras menores que o leite
bovino, por possuir menor alergenicidade € indicado para criancas que possuem alergias
ao leite bovino. Devido aos seus beneficios nutricionais, o leite e seus derivados vém
recebendo destague no mercado consumidor, pois possuem sabor e aroma singulares
(CENACHI et al., 2011).

O soro do leite pode ser obtido por meio da producéo de queijos ou da separacao
da caseina. O uso do soro em pesquisas colabora com a diminuicdo de impactos
ambientais, jA& que é considerado um poluente devido a elevada concentracdo de
substancias organicas. Além de o seu alto valor nutricional colaborar com a salde
humana, o soro do leite possui proteinas que exercem acdo bioldgica, como atividade
antibacteriana, e por meio dessas proteinas podem-se obter peptideos bioativos por meio
da sua hidrélise enzimatica (ALVES et al., 2014; KORHONEN; PIHLANT, 2006).

Apesar da riqueza em proteinas, os estudos sobre as func@es biotecnoldgicas das
proteinas do soro do leite caprino sdo ainda pouco explorados, possuindo maior campo

de estudos as proteinas do leite bovino.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Caprinocultura

A caprinocultura ¢ uma fonte para alimentacdo de uma boa parcela dos
brasileiros, em especial para a populacdo do Nordeste que vive na seca (BRASIL,
2007). Em 2016, a populacdo mundial de caprinos correspondia cerca de 1,13 bilhges,
sendo distribuida por todos os continentes, entretanto nota-se que a maior parte do
rebanho caprino se encontra em paises que estdo se desenvolvendo (FAO, 2016).

Segundo dados do IBGE, no ano de 2016, foram contabilizados no Brasil o
rebanho caprino em 9,78 milhGes. A maior parte é contabilizada na regido do Nordeste

(quadro 1)com as maiores percentagens na Bahia (28,0%) e em Pernambuco (25,5%).

No Brasil, devido ao clima e da vegetacdo que se encontra no semiarido
nordestino, a regido do Nordeste é onde se destaca a caprinocultura, com mais de 90%
do rebanho nacional, sendo importante socialmente, economicamente e culturalmente
para aos nordestinos, pois através do uso dos caprinos, é possivel a obtencdo de
alimento e o sustento de muitas familias (BRASIL, 2016; COSTA et al., 2008).

Quadro 1- Producdo de caprinos nos principais estados do Nordeste brasileiro

Estados Rebanho Caprino % Rebanho
Nacional

Bahia 2.742.733 28,0 %
Pernambuco 2.492.388 25,5 %
Piaui 1.228.950 12,6 %
Ceara 1.134.141 11,6 %
Paraiba 566.153 5,8%
Rio Grande do Norte 452.836 4,6 %
Maranhéo 374.249 3,8%

Fonte: IBGE (2016)
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2.2 Leite de cabra

O leite de cabra é caracterizado como um fluido biolégico, sendo um alimento
nutritivo, por possuir na sua composicdo quimica: proteinas, carboidratos, gordura,
vitaminas e sais minerais. Seus nutrientes podem variar de acordo com fatores que
interferem na espécie, tais como a nutricdo, raca, tempo de lactacdo, variabilidade
genética dos individuos e o estado de cada animal. Diante disso, &€ um alimento que
pode ser utilizada pela populagdo, devido ao alto valor nutricional da sua composi¢édo
(ARAUJO, 2017).

Por apresentar glébulos de gorduras com didmetros menores e ndo possuir a
substancia aglutinina, o leite caprino torna-se mais digestivo em comparacéo ao leite
bovino. Além do valor nutricional propriamente dito, o leite caprino é indicado para
criancas com alergia a proteina do leite bovino, pois comparando ambos os leites, o de
cabra possui alergenicidade menor aos humanos, em virtude de possuir menor presenca
da fracdo alfa-S1 da caseina (CATUNDA et al., 2016 e MADUREIRA et al., 2017).

O leite caprino e seus derivados possuem um destaque promissor para 0 mercado
dos produtos lacteos, pois além de possuirem propriedades que contribuem para a
alimentacdo saudavel, os alimentos possuem qualidades especificas como o seu sabor.
Sendo uma 6tima alternativa para a diversificacdo da alimentacdo (CATUNDA et al.,
2016).

2.3 Soro do leite caprino

O soro do leite é um subproduto, que pode ser obtido por métodos realizados em
laboratdrio e industrias. As principais técnicas que sdo utilizadas para obtencdo do soro
sd0: a precipitacdo isoelétrica que ira resultar no soro acido e na caseina acida;
coagulacdo enzimatica que por meio dessa técnica produz o soro doce e na caseina
coagulada; e a separacao fisica da micela de caseina, técnica que utiliza da filtracdo para

obter a concentracao das micelas e o soro do leite (ALVES et al., 2014).

Na producdo de queijo, o soro do leite corresponde aproximadamente 90% do
volume de leite utilizado, no qual esta percentagem representa cerca 55% dos
componentes nutritivos do leite. Devido ao seu alto teor proteico, 0 soro pode ser

utilizado para fins diversos, como na indastria alimenticia, farmacéutica ou de
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cosméticos (ALVES et al, 2014; BRANDELLI, DAROIT e CORREA, 2015).

2.4 Proteinas do soro do leite

O soro equivale cerca de 60 % do valor nutricional do leite, em sua composicao
quimica ha proteinas que sdo importantes para a nutricdo e fungdes bioldgicas. As
principais proteinas que estdo presentes no soro do leite sdo oa-lactalbumina, -
lactoglobulina, lactoferrina, lactoperoxidase e albumina sérica, imunoglobulinas
(HARAGUCHI, ABREU, PAULA, 2006; MADUREIRA et al., 2007; YADAYV, 2015).

A composicdo das proteinas do soro do leite pode sofrer alteracfes de acordo
com o método que € utilizado para sua obtencdo. As proteinas do soro sao obtidas
atraves da producdo de queijos, no processo de separacdo do soro do leite e da caseina.
No leite bovino o soro corresponde a 20%, enquanto que no leite humano fica na faixa
dos 80 a 50 %, dependendo do momento de lactacio (HARAGUCHI, ABREU,
PAULA, 2006). A solubilidade dessas proteinas pode ser dada em diferentes pH, sua
estrutura € globular e possuem estabilidade estrutural devido as pontes de dissulfeto na
sua estrutura (ALVES et al., 2014).

A proteina B-lactoglobulina possui conformacao globular de massa molecular de
18.362 kDa. No leite bovino esta proteina que esta mais presente em termos de
abundancia, entretanto no soro do leite humano a sua abundéncia é basicamente nula. A
B-lactoglobulina possui fungdes que sdo importantes para a industria alimenticia, devido
a seu potencial de emulsificacdo, formacao de espuma, geleificacdo e ligacdo de aroma
e sabor (IAMETTI et al.,1996 ; MADUREIRA, 2007; SGARBIER, 2004).

A o-lactoalbumina é uma metaloproteina, proteina que esta presente na maioria
do leite dos animais. Sua massa molecular tem o valor aproximado de 14,0 kDa e sua
estrutura é globular, nela possui grandes quantidades de triptofano. Através da o-
lactoalbumina sdo obtidos os peptideos ricos em triptofano (FERREIRA, 2001;
HERNANDEZ-LEDESMA et al., 2011).

A lactoferrina é uma glicoproteina, secretada pelos neutréfilos, ela pode ser
encontrada no leite, saliva e muco. E uma proteina pela qual pode se ligar ao ferro,
podendo transportar e estocar. Com essa funcdo a lactoferrina acaba inibindo o
crescimento de bactérias patogénicas, pois algumas necessitam de ferro para o seu
crescimento e reproducdo (TORTORA, 2012).



18

Em estudos com o soro do leite de vaca, a lactoferrina possui atividade
biolbgica, atuando na inibicdo da proliferacdo e crescimento de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. Ao realizar o procedimento de hidrdlise enzimética, ha a
liberacdo de peptideos que possuem o potencial inibitério, além do seu potencial cotra o
virus, os peptideos possuem acdo contra a bactéria Helicobacter pylorie acédo
anticoagulante (KRISSANSEN, 2007; SGARBIER, 2004).

A lactoperoxidase possui propriedades que atuam com a a¢do bactericida através
da oxidacdo tiocianatos na presenca de peréxido de hidrogénio (SGARBIER, 2004). A
albumina sérica corresponde aproximadamente a 10% das proteinas presente no soro do
leite, € uma proteina de alto peso molecular, possuindo 66,26 kDa, ela favorece o
transporte de lipideos na corrente sanguinea por possuir afinidade com os mesmos
(HARAGUCHI, ABREU, DE PAULA, 2006; YADAYV, 2015).

2.5 Peptideos bioativos

Os peptideos bioativos sdo fragmentos protéicos curtos que exercessem
influéncia na saude e possuem efeitos positivos na fisiologia do corpo. Diversos
peptideos foram encontrados em produtos derivados do leite (ATANASOVA,
IVANIVA, 2014).

A producdo de peptideos bioativos pode ser realizada através do uso de proteinas
que estdo presentes no leite, devido ndo possuir bioatividade quando estdo na sequéncia
original da proteina, um dos métodos de se obter esses peptideos bioativos € a hidrélise
enzimatica, que é um procedimento comum para a producdo de peptideos
biologicamente ativos, muito desses peptideos conhecidos tiveram sua producao através
do uso de enzimas gastrointestinais, que para esse método geralmente € utilizada as
enzimas pepsina e tripsina (KORHONEN; PIHLANT, 2006). A Hidrdlise tem a sua
avaliacdo para caracterizacdo dos peptideos que foram obtidos através de alguns
métodos como a eletroforese em gel de poliacrilamida, espectrometria de massas,

cromatografia em fase reversa (KRUGER, 2006).
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2.6 Bactérias patogénicas de interesse alimentar

2.6.1 Escherichia coli

A bactéria Escherichia coli é uma espécie Gram-negativa,presente na microbiota
intestinal de animais, como mamiferos e aves. Essa espécie de bactéria é geralmente
isolada de alimentos e derivados do leite (CAMPOS et al., 2006).

E. coli apresenta grande interesse para a medicina, pois € um agente patogénico
de algumas infec¢Bes, como urinarias, intestinais e meningite. Essa espécie debactéria é
encontrada no ambiente com fezes de animais, dgua sem tratamento sanitario e no solo
(BRASIL, 2010).

2.6.2 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes € uma especie de bactéria Gram-positiva, classificada
como cocobacilo, € uma bactéria patogénica, pelo motivo de existir a chance de causar
nos humanos a listeriose,que é uma zoonose, causando infeccGes que pode levar ao
obito. L. monocytogeneses é encontrada no ambiente e no trato intestinal dos animais, o
solo e o0s vegetais que estdo em estado de decomposicao sdo os locais que servem como
reservatorio para este patdgeno, que pode infectar por meio da ingestdo de alimentos
contaminados (CATAO e CEBALLOS, 2001; MANTILLA et al., 2007).

Essa bactéria tem seu crescimento em uma ampla faixa de temperatura,
entretanto a faixa de temperatura ideal para seu crescimento € entre 30°C a 37°C,
possuem capacidade de suportar de formas repetidas o congelamento e o
descongelamento e tolera pH na faixa de 5 a 9. (BARANCELLI et al., 2001;
MANTILLA et al., 2007)

2.6.3 Salmonella spp.

Salmonella spp. é uma bactéria Gram-negativa, com formato de bastonetes e sua
locomocdo se da por meio de flagelos que estdo por toda célula bacteriana. Sua
temperatura ideal fica na faixa dos 37°C e o pH neutro em torno de 7. Quando esta
bactéria invade, ela causa danos ao organismo na mucosa do intestino, causando diarreia
e febre (DOMINGOS et al., 2015).
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Salmonella é um género de bactérias que sdo agentes patogénicos relacionados a
intoxicacGes alimentares, podendo afetar a salde dos humanos e de animais. A
salmonelose é uma patogenia que pode ser transmitida por meio da alimentacéo,
animais infectados e por contato com pessoas hospitalizadas (SHINOHARA et al.,
2008).

2.6.4 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva, classificada na forma de
coco, sendo similar a formacdo de cachos de uvas, ndo possui mobilidade, sendo
encontrada em animais de sangue quente, encontrada na pele, nos pelos e na narina
(BRASIL, 2009).

S.aureus pode se desenvolver em uma ampla faixa de temperatura, ficando entre
7 a 48,5°C, entretanto sua temperatura Gtima para crescimento ¢ 30 a 37°C, seu pH
Otimo é neutro, na faixa do 7 a 7,5, essas condigcdes favorecem que essa espécie tenha
proliferacdo em diversos alimentos, sendo assim uma espécie que possui relevancia para
salde publica, além de liberarem enterotoxinas, essas toxinas Sdo resistentes aos
processos industriais, como a pasteurizacdo do leite (BRASIL, 2009; BRASIL, 2017).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar o perfil proteico das proteinas do soro do leite de cabra, avaliar a

atividade antimicrobiana e produzir peptideos bioativos.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar a separacdo das proteinas do leite de cabra por meio de precipitacdo
isoelétrica;

e Identificar principais proteinas do soro do leite de cabra por SDS-PAGE;

e Realizar hidrdlise enzimatica das proteinas do leite de cabra, com Pepsina;

e Identificar os peptideos presentes nos hidrolisados do soro do leite de cabra por
eletroforese SDS-PAGE Tricina;

e Avaliar as propriedades antimicrobianas das proteinas do soro contra as linhagens
de bactérias Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella spp. e

Staphylococcus aureus.
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4. METODOLOGIA

As atividades foram realizadas no Laboratério de Bioquimica Genética e
Radiobiologia (BioGeR), no Departamento de Biologia Molecular (DBM), do Centro
de Ciéncias Exatas e da Natureza, da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) -
Campus I.

4.1 Obtencdo e preparacéo do leite caprino

As amostras de leite foram obtidas de um rebanho homogéneo de cabras, da raca
alpina de peso com cerca de 40 = 6 kg, alimentadas com ragdo e com 120 + 5 dias de
lactacdo, do Setor de Caprinocultura do Centro de Ciéncias Humanas, Sociais e
Agrarias (CCHSA) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Campus Ill, que fica
localizado no municipio de Bananeiras / PB. As amostras coletadas foram filtradas,
desnatadas e, em seguida, armazenadas a -4 °C até o inicio das analises subsequentes.

Figura 1 - Capra hircus da raca Alpina

Fonte: Embrapa, 2012



23

4.2 Obtencdo do soro do leite

As proteinas do leite caprino foram fracionadas por meio de precipitacdo isoelétrica,
mediante a adicdo de HCI 1 M até atingirem o pH 4,1 (EGITO et al., 2006; CEBALLOS
et al., 2009). A amostra foi deixada em repouso, foi centrifugada para separacdo do soro
da fracdo caseinica. O precipitado equivaleu as caseinas e o sobrenadante ao soro. O
soro obtido foi dialisado contra agua em membrana de 500 Da, congelado a -4 °C,
liofilizado (-80 £ 2 °C) e armazenado a 18 + 2 °C.

4.3 Determinacdo do teor de proteinas sollveis

A concentracdo de proteinas sollveis presentes no soro do leite de cabra foi
determinada pelo método colorimétrico de Bradford (1976). A concentracao de proteina
foi avaliada utilizando a BSA como padrédo. O ensaio consiste em adicionar 100 uL de
NaCl 0,15 M em tubos de ensaio, adicionado 100 pL de amostra, realizando dilui¢éo
seriado e acrescentado 2,5 mL do reagente de Bradford, a leitura foi feita em

espectrofotdbmetro no comprimento onda de 595 nm.

4.4 Hidrolise enzimatica in vitro do soro do leite caprino

O soro do leite foi submetido a hidrolise enzimatica in vitro, segundo a
metodologia de Ahmed et al. (2015), com algumas alteracdes. A amostra de soro
caprino teve o pH ajustado para os pH 1,5; 2,0; 2,5, e foram incubadas com a enzima
pepsina por 90 min, 120 min e 150 min. Ao final desse tempo a reacdo foi interrompida
por aquecimento 5 min/100°C seguida de centrifugacéo por 5 min/ 5.000 rpm. O soro do
leite hidrolisado foi dialisado em membranas de celulose com porosidade de 1 kDa
contra agua destilada até chegarem no pH neutro (7,0), congelado a -4 °C, liofilizado (-

80 £ 2 °C) e armazenado a 18 + 2 °C.
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Tabela 1 - Tempo e pH usados para a hidrélise com pepsina

Tratamento Enzima pH Tempo da reacao (min)
1 Pepsina 1,5 90
2 Pepsina 2,5 90
3 Pepsina 1,5 150
4 Pepsina 2,5 150
5 Pepsina 2,0 120

Fonte: O autor.

O grau de hidrélise dos experimentos foi realizado pelo método de OPA-
ortophtaldideido, segundo a metodologia descrita por Spellman, (2003) e Silvestre,
(2007). Amostras de 1 mg foram solubilizadas em 1 mL de agua Em placas do tipo
Elisa foram adicionados 50 uL de amostra e 300uL do reagente OPA (metanol, -
mercatoeptanol, SDS a 20%, tetraborato de sédiol0mM). Os ensaios foram realizados
em triplicatas, deixadas em repouso durante 2 minutos e realizada a leitura em

espectrofotobmetro em comprimento de onda de 340nm.

4.5 ldentificacdo das proteinas sollveis e dos peptideos nos hidrolisados do soro do leite

O perfil proteico do soro foi identificado em eletroforese em gel de
poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sédio (LAEMMLI, 1970).

A anélise consiste em dois géis, onde o gel de aplicacdo sera preparado na
concentracdo de 3,5% de poliacrilamida em tampdo Tris-HCI 0,5M, pH 6,8 e SDS a
1%, enquanto que o gel de separacdo serd preparado na concentracdo de 12% de
poliacrilamida em tampé&o Tris-HCI 3M, pH 8,8 e SDS a 1%.

Os peptideos obtidos por hidrolise enzimatica foram analisadas em gel de SDS-
PAGE Tricina, segundo a metodologia de Schagger; Von Jagow (1987), na qual é

utilizado um gel de trés fases: empilhamento (2 cm; 4% T; 3% C), espagador (1 cm;
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10% T; 3% C), e separacado (5,5 cm; 16,5% T; 3%).

4.6 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana do soro do leite foi testada segundo as normas do
protocolo M7-A6 do NationalComite For ClinicalLaboratory Standards — NCCLS
(2015). A atividade antibacteriana do soro foi testada frente as cepas de Listeria
monocytogenes, Salmonella spp, Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Estes
microrganismos representam os principais agentes patogénicos e/ou deteriorantes que
afetam os produtos lacteos e outros tipos de alimentos.

O bloqueio do crescimento bacteriano foi avaliado determinando-se a
concentracdo de substancia que reduz o crescimento quando comparado com o controle.
Foi utilizado 3 mgP/ mL, o soro foi diluido em agua destilada. As diluicdes seriadas
foram em triplicatas e testadas em culturas bacterianas que tiveram seu crescimento em
meio de cultura adequado. As culturas foram incubadas durante 24 horas, possuindo 24
leituras, uma leitura a cada hora e o desenvolvimento foi verificado por
espectrofotometria no comprimento de onda de 630 nm.

Para calcular a CIM- Concentracao Inibitoria Minima foi utilizado os dados da
menor concentracao de amostra capaz de inibir o crescimento bacteriano. Para obtencao
do percentual de inibicdo da amostra para cada espécie de bactéria foi determinado de

acordo com a seguinte equacao:

Absorbancia(amostra + bactéria)
100 — —— x 100
Absorbancia(controle)

4.7 Andlise estatistica

Os ensaios da hidrdlise enzimatica e a atividade antibacteriana foram realizados
em triplicatas e para a analise foi utilizado o software Graphpad Prisma version 6 por
meio da aplicacdo da Analise de varidncia - ANOVA utilizando o teste Dunnet. Sendo

considerado significativo p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Teor proteico do soro do leite caprino

O teor proteico foi verificado pelo método de Bradford (1976), onde foi obtido
um percentual de 64 % de proteinas sollveis no soro do leite caprino que
correspondente a 0, 64 mgP/mL. Este teor indica que o soro de leite caprino apresenta
um alto percentual proteico que estd sendo descartado, em vez de ser aproveitado pela
industria alimenticia como suplemento alimentar, bebidas lacteas entre outros, evitando
assim o desperdicio e muitas vezes a contaminacdo, devido ao descarte inadequado. A
solubilidade das proteinas confere as suas aplicacdes, por exemplo, proteinas com baixa
solubilidade s&o utilizadas na fabricagdo de alimentos (MACEDO, 2010).

5.2 ldentificacdo do perfil das proteinas do soro do leite de cabra por SDS-PAGE

A SDS-PAGE, mostra o perfil das principais proteinas presentes no soro do
leite caprino. Na figura 2 podemos identificar no soro do leite caprino as proteinas a-
lactalbumina com ~20kDa, B-lactoglobulina com aproximadamente ~28kDa, proteose-
peptona na faixa dos 36 kDa, lactoferrina ~150 kDa e Imunoglobulina com massa de
~225 kDa, quando comparado a dados da literatura. O perfil das proteinas presentes no
soro do leite caprino possui similaridade quando comparado ao perfil proteico do leite
bovino (HARAGUCHI et al., 2006).
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Figura 2- Perfil proteico do soro do leite de cabra em SDS-PAGE.
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(A) marcadores de peso molecular (kDa), (B) proteinas do soro do ieite de cabra, IG (imunoglobulina),
LF (lactoferrina), LP (lactoperoxidase), AIbS (albumina sérica), proteose-peptona (PrP), B- g (Beta

lactoglobulina) e a-La (alfa lactalbumina).

5.3 Peptideos do soro do leite caprino obtidos por hidrdlise enzimatica

Os peptideos obtidos a partir da hidrolise do soro do leite caprino foram
analisados nos tempos de 90, 120 e 150 min, sendo o tempo de 120 min o tempo 6timo
da enzima. Para efeito de analise comparamos os resultados do tempo 90 e 150 minutos,
entre si e com o tempo 6timo da enzima que corresponde ao 120 min.

Os dados obtidos através das analises da hidrdlise com pepsina mostram que o
fator tempo 150 min foi o melhor parametro para a hidrolise quando comparado os
valores de tempo de 90 e 150 min, pois verificamos um percentual de hidrolise préximo
ao do ponto central que corresponde a 120 min (tabela 2). Pelos resultados obtidos o
fator pH nos tempos 90 e 150 min ndo tiveram influencia sobre a hidrdlise. Porém os
dois tempos testados apresentaram grau de hidrolise superior a 20%, significando
provavel atividade bioldgica.

Segundo Agyeietet al., (2016) os hidrolisados com baixo grau de hidrélise, ou
seja, inferior a 10%, produzem peptideos com capacidade de formar espumas e

emulsificantes, enquanto que os hidrolisados com valores maiores de grau de hidrdlise,
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sendo assim com valor superior a 10% podem produzir peptideos com atividades
bioldgicas. Como sdo mostrados na tabela 2, os hidrolisados obtidos possuem o grau de
hidrélise superior a 10%, sendo assim, ocorreu a producdo de peptideos que podem
exercer diferentes fungdes bioldgicas.

Tabela 2 - Valores referentes do grau de hidrdlise, pelo método de OPA

Hidrolisados Tipodeenzima  pH Tempo da reacao (min) Grau de Hidrolise
% (OPA)
1 Pepsina 1,5 90 25,34
2 Pepsina 2,5 90 26,60
3 Pepsina 1,5 150 30,06
4 Pepsina 2,5 150 30,50
5 Pepsina 2,0 120 35,55

5.4 ldentificacao dos peptideos do soro do leite de cabra

A identificacdo do perfil peptidico foi realizado por SDS-PAGE Tricina onde
pode-se verificar que a hidrolise proteica foi eficaz. Os perfis peptidicos foram
analisados nos tempos de 150 min pH 1,5 e 2,5 e 120 min pH 2,0 que correspondem ao
melhor grau de hidrélise e ponto central que é o valor referencia para a pepsina
respectivamente.

Nota-se que o tempo e 0 pH de reacdo influenciaram na hidrolise dos peptideos.
Os fragmentos de proteinas com maior peso molecular se encontra no hidrolisado de pH
1,5 no tempo de 150 minutos, portanto podemos observar um menor grau de hidrélise
quando comparados ao tempo 6timo e com pH 2,5 no tempo de 150 min (figura 3). No
tempo de 120 min e pH 2,0 que correspondem ao 6timo da enzima tivemos uma
hidrolise superior aos demais, como podemos verificar na tabela 2 e no perfil peptidico.

A andlise dos dados da SDS-PAGE -Tricina no tempo de 150 min e pH 2,5
apresentou um perfil peptidico semelhante ao 6timo da enzima, apesar de os resultados
do OPA serem divergentes. Os dados obtidos pelo método de OPA que gera 0s
percentuais de hidrolise podem ter pequenas variacbes devido a ser um método

colorimétrico, tambeém pelo fato de poder ocorrer a insolubilizagdo de alguns peptideos
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que contenham em sua sequencia aminoacidos hidrofébicos e este método somente é

vélido para peptideos e proteinas soluveis.

38 K

31K

24 K

17K

12 K

(A) marcadores de peso molecular (B) Hidrolisado no pH 1,5 e 150 min, (C) Hidrolisado no pH
2,0 e 120 min, (D) Hidrolisado no pH 2,5 e 150 min.

5.5 Atividade antibacteriana

Os ensaios da atividade do soro do leite de cabra na inibicdo do crescimento
bacteriano, mostrou acdo inibitoria frente as cepas de Salmonella spp., Escherichia coli,
Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus ATCC 912415D. Entretanto a inibicéo
possui 0 percentual diferente para cada organismo, como € mostrado na Tabela 3. Os
dados nos mostram que Staphylococcus aureus ATCC 912415D foi inibido em mais de
30% com 15ug de proteinas do soro do leite caprino. Este resultado comprova dados de
literatura que as bactérias Gram-positivas sao mais susceptiveis a inibigdo devida sua
estrutura de membrana.

Podemos observar que as concentracdes utilizadas para inibir o crescimento das
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bactérias Gram-negativas E. coli foi similar a Listeria monocytogenes com maior
atividade para L. monocytogenes bactéria Gram-positiva. A inibicdo mostra que
proteinas de soro de leite caprino potencial biotecnolégico contras bactérias,

especialmente as Gram-positivas.

Tabela 3 - Concentracédo Inibitoria Minima - CIM e % de inibi¢ao do soro do
leite de cabra

Bactéria CIM % de inibicao
Salmonella spp. (-) 60 pg.mL* 23,30
Escherichia coli (-) 30 pg.mL* 25,61

Listeria monocytogenes (+) 30 pg.mL* 39,00
Staphylococcus aureus (+) 15 pg.mL? 32,02

As cepas de bactérias Salmonella spp. e Staphylococcus aureus ATCC 912415D
foram inibidas pelo soro do leite caprino na concentracdo de 3 mg do soro diluido em 1
mL de agua, que corresponde ao valor aproximado de 1.9 mg/mL de proteinas soliveis,
comprovado pelo método de Bradford. O crescimento bacteriano foi inibido apds 8
horas de incubacdo, como pode ser observado nos graficos 1 e 4. Para as cepas de
Escherichia coli e Listeria monocytogenes a inibicdo ocorreu apés 10 horas de
incubacdo graficos 2 e 3.

Comparando cada atividade antibacteriana, 0 soro caprino possui maior
percentual inibitdério frente as cepas de Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus
com mais de 30% de inibicdo. Quando avaliado frente as cepas de Salmonella spp. E
Escherichia coli, apresenta valor superior de 20 % de inibicdo.

As propriedades bacterianas das proteinas do soro do leite sdo relatadas por

Sgarbier (2004) que observou que a lactoferrina possui atividade bioldgica, atuando na
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inibicdo da proliferacdo e crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
Segundo Atanasova e lvaniva (2014) a atividade antibacteriana é atribuida as
Imunoglobulinas e as proteinas lactoferrina e lactoperoxidase. Na analise percebe-se
que 0 soro possui maior atividade de inibicdo em bactérias Gram-positivas, porém ha
inibicdo em Gram-negativas, a lactoferrina pode inibir o crescimento bacteriano devido
a ligacéo do ion ferro ou por danificar a membrana externa dessas bactérias, esse dano é
causado por ligacBes nos lipopolissacarideos, no qual este carboidrato € um dos
componentes na parede celular de bactérias gram-negativas (MADUREIRA, 2007).
Segundo Haraguchi (2006) a alfa-lactalbumina também possui atividade
antimicrobiana contra bactérias patogénicas, uma delas é a Escherichia coli. Os ensaios
de Sarié et al. (2012) mostrou que o leite de jumenta possui potencial antibacteriano
contra Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus, sendo a maior inibicdo em

Listeria monocytogenes.

Gréficol-Atividade antibacteriana do soro do leite de cabra concentrado (3 mgP/mL)

por 24 h frente as cepas de Salmonella spp.
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Grafico 2- Atividade antibacteriana do soro do leite de cabra concentrado (3 mgP/mL)

por 24 h frente as cepas de Escherichia coli HSL1.
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Gréfico 3 - Atividade antibacteriana do soro do leite de cabra concentrado (3 mgP/mL)

por 24 h frente as cepas de Listeria monocytogenes.
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Grafico 4-Atividade antibacteriana do soro do leite de cabra concentrado (3 mgP/mL)

por 24 h frente as cepas de Staphylococcus aureus ATCC 912415D.
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6. CONCLUSAO

O soro do leite caprino possui alto teor de proteinas solGveis com atividade
antimicrobiana, frente as cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas de
interesse alimentar e patogénicas. Alem disso, a hidrdlise enzimética gerou potenciais
peptideos bioativos, Devido a suas propriedades as proteinas do soro do leite de cabras
podem ser utilizadas para o uso industrial, alimenticia e como possivel produto

farmacéutico.
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