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RESUMO

O soro do leite € um subproduto lacteo usualmente descartado pela industria
ocasionando poluicdo ao ambiente, sendo assim necessérias alternativas que proporcionem
sua reutilizacdo. Dessa maneira, 0 objetivo desse estudo foi concentrar as proteinas do soro do
leite caprino, quantificar estas, identifica-las, avaliar sua capacidade antibacteriana,
antiproliferativa e antioxidante e por fim realizar a hidrélise das mesmas com as enzimas
pepsina e tripsina a partir de um planejamento experimental fatorial do tipo 22 e analisar a
capacidade antioxidante dos melhores tratamentos. O soro do leite foi obtido por precipitacdo
isoelétrica, filtrado, dialisado e liofilizado obtendo-se assim a proteina concentrada. A
quantificacdo das proteinas foi realizada para proteinas totais e sollveis pelo método de
Kjeldahl e Bradford, respectivamente. A identificacdo das proteinas foi realizada por
eletroforese SDS-PAGE e a avaliacdo da atividade antibacteriana foi realizada pelo método de
microdiluicdo frente aos micro-organismos Listeria monocytogenes, Salmonella spp,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli pelo método de
microdiluicdo. A atividade antiproliferativa foi realizada frente & linhagem A375
correspondente a células de melanoma maligno humano. Os hidrolisados foram obtidos a
partir da hidrolise enzimatica das proteinas do soro utilizando as enzimas pepsina e tripsina
em diferentes valores de pH e tempo, enquanto o grau de hidrélise foi medido através do
método de Ortofitaldeido. Aqueles que apresentaram os melhores valores de grau de hidrolise
foram avaliados quanto ao perfil proteico através de eletroforese Tricina SDS-PAGE e foram
testados quanto a atividade antioxidante pelo método DPPH e ABTS e comparados quanto a
atividade antioxidante da proteina nativa. Os experimentos de atividade antibacteriana,
antiproliferativa e antioxidante foram realizados em triplicata e analisados estatisticamente
utilizando a analise de variancia ANOVA e 0 pds-teste de Dunnet. Os resultados mostraram a
identificacdo no soro do leite concentrado de uma mistura heterogénea de proteinas, sendo
possivel visualizar alfa-lactoalbumina, beta-lactoglobulina, lactoferrina, dentre outras. Com
relacdo a atividade antibacteriana a concentragdo inibitéria minima do soro do leite para cada
microrganismo foi diferente, obtendo-se valores que variaram na faixa de 120 a 30ug/mL de
proteina. Em relacdo a inibicdo da proliferacdo de células cancerigenas os resultados apontam
o0 valor maximo de 66%, para 24h de exposicdo. Com relacdo a hidrélise destas proteinas, a
partir da analise estatistica foi observado que o tempo e a combinacgdo entre tempo e pH foram
0S parametros que exerceram maior efeito sob o grau de hidrélise dos experimentos. Os
valores méaximos obtidos de hidrélise da proteina do soro sdo de aproximadamente 35%. Para
estes tratamentos pode se observar que o perfil peptidico e a atividade antioxidante possuem
diferengas quando comparado a proteina nativa mostrando que a hidrolise pode gerar
peptideos bioativos capazes de desempenhar atividade antioxidante Por fim, os resultados
sugerem que o soro do leite de cabra é uma importante matriz funcional que possui uma
composicdo proteica de bastante interesse e aplicabilidade exercendo potenciais atividades
bioldgicas e assim podendo ser reaproveitado a fim de obter-se peptideos bioativos.

Palavras-chaves: atividade biol6gica; caprino; subproduto; protebmica; peptideos.



ABSTRACT

Whey is a milk by-product usually discarded by the industry causing pollution to the
environment, and therefore alternatives are needed to provide reuse. Thus, the objective of
this study was to concentrate goats' milk proteins, quantify them, identify them, evaluate their
antibacterial, antiproliferative and antioxidant capacity and finally carry out the hydrolysis of
the proteins with the enzymes pepsin and trypsin from a experimental planning of type 22 and
to analyze the antioxidant capacity of the best treatments. The whey was obtained by
isoelectric precipitation, filtered, dialysed and lyophilized, thus obtaining the concentrated
protein. Protein quantification was performed for total proteins and soluble by the method of
Kjeldahl and Bradford, respectively. The identification of the proteins was performed by
SDS-PAGE electrophoresis and the evaluation of the antibacterial activity was performed by
microdilution method against the microorganisms Listeria monocytogenes, Salmonella spp,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli by the method of
micro dilution. Antiproliferative activity was performed against the A375 line corresponding
to human malignant melanoma cells. Hydrolysates were obtained from the enzymatic
hydrolysis of serum proteins using the enzymes pepsin and trypsin at different pH and time
values, while the degree of hydrolysis was measured by the Ortofitaldehyde method. Those
that presented the best values of degree of hydrolysis were evaluated for the protein profile
through Tricine SDS-PAGE electrophoresis and were tested for antioxidant activity by the
DPPH and ABTS method and compared to the antioxidant activity of the native protein. The
experiments of antibacterial, antiproliferative and antioxidant activity were performed in
triplicate and analyzed statistically using the analysis of variance ANOVA and the Dunnet
post-test. The results showed the identification in whey from milk of a heterogeneous mixture
of proteins, being possible to visualize alpha-lactalbumin, beta-lactoglobulin, lactoferrin,
among others. Regarding the antibacterial activity, the minimum inhibitory concentration of
the serum of the milk for each microorganism was different, obtaining values that varied in
the range of 120 to 30 ug / mL of protein. In relation to the inhibition of the proliferation of
cancerous cells the results point the maximum value of 66%, for 24h of exposure. With
respect to the hydrolysis of these proteins, from the statistical analysis it was observed that the
time and the combination between time and pH were the parameters that had the greatest
effect under the degree of hydrolysis of the experiments. The maximum values obtained for
hydrolysis of the whey protein are approximately 35%. For these treatments it can be
observed that the peptide profile and the antioxidant activity have differences when compared
to the native protein, showing that the hydrolysis can generate bioactive peptides capable of
performing antioxidant activity. Finally, the results suggest that goat's milk serum is an
important functional matrix that has a protein composition of great interest and applicability
exerting potential biological activities and thus being able to be reused in order to obtain
bioactive peptides.

Keywords: biological activity; by-product; proteomics; residue; peptides..
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1 INTRODUCAO

Os caprinos sao mamiferos ruminantes e herbivoros foram um dos primeiros animais a
serem domesticados na histdria da humanidade, e a partir destes os povos antigos faziam a
utilizacdo da fibra, couro, leite e carne. Outro aspecto importante a ser considerado é a
facilidade de adaptacdo as condi¢des climaticas desse animal que pode mudar seus habitos
alimentares dependendo da biodisponibilidade de alimento (BRASIL,2000).

No Brasil a criagdo de caprinos é favorecida pelo clima semiarido e pela vegetacao da
Caatinga, ambos caracteristicos da Regido Nordeste do Brasil. E esta regido apresenta a maior
concentracdo do rebanho caprino nacional, sendo a Paraiba o Estado com o 5° maior rebanho
e 0 maior produtor de leite caprino, visto que nos outros Estados do Nordeste a criacdo de
cabras € mais destinada ao comércio da carne e do couro do animal (IBGE, 2016).

O leite de cabra quando comparado aos demais leites se caracteriza por sua elevada
digestibilidade, presenca de proteinas de alto valor biolégico e menor alergenicidade
influenciando de maneira positiva nas condi¢des fisioldgicas do individuo que o consome,
proporcionando uma vida mais saudavel (LOPES, 2012)

A utilizacdo do leite caprino ndo se limita ao leite in natura, diversos tem sido 0s
produtos desenvolvidos a exemplo de iogurtes, bebidas lacteas e a sua utilizacdo mais
frequente tem sido voltada para producao de diferentes tipos de queijos.

A producdo de queijo caprino tem destaque a nivel mundial, sendo este considerado
como um queijo rico em sabor e que apresenta alto valor nutricional. Entretanto, a producéo
de queijos acarreta em um sério problema ambiental: a elevada producdo do residuo,
denominado soro do leite, um subproduto que na maioria das vezes é lancado ao solo ou a
agua sem critérios técnicos acarretando a poluicdo do meio ambiente (BARBOSA, 2010).

Dessa forma, percebe-se a necessidade de estabelecer sistemas de utiliza¢do do soro do
leite que possam reduzir os impactos ambientais negativos, uma vez que o tratamento antes do
descarte gera para 0s pequenos produtores um gasto que ndo compensa a producdo e as
indUstrias um custo adicional que elevaria o preco do produto final, o queijo.

Devido a esta problematica e a necessidade cada vez mais eminente de gerar
alternativas a partir de subprodutos de descartes, € que as instituicdes de pesquisa tem se
dedicado ao estudo das potencialidades e do reaproveitamento do soro do leite, impedindo
assim o seu descarte incorreto e custos adicionais com o tratamento. Diante do relato de

resultados promissores, do elevado valor nutricional e da presenga de proteinas de alto valor
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bioldgico, vem se ampliando assim o leque de possibilidades de reutilizagdo do soro pela
inddstria de alimentos.

Com relacéo a sua composicéo, o soro do leite retém uma porcentagem dos nutrientes
presentes no leite, principalmente no que diz respeito aos carboidratos e proteinas. Estas tem
importancia expressiva, tanto no que se refere a qualidade como a quantidade da proteina,
pois possuem todos 0s aminoacidos essenciais e estdo presentes em quantidade analoga ou
superiores as recomendadas pela Food And Agriculture Organization (FAO) (DIAZ-
CASTRO, 2015).

O estudo das proteinas do soro do leite tém se destacado ao longo dos anos por estas
apresentarem diferentes funcionalidades, exercendo efeitos fisiol6gicos importantes em
diversos sistemas do organismo. Dentre estes efeitos bioldgicos podem ser citados o potencial
funcional imunomodulatoério, antibacteriano, antioxidante, opioide, antiproliferativo, anti-
colesterolémico, anti-hipertensivo dentre outros efeitos menos elucidados pela literatura
(YADAV, 2015).

A caracteristica funcional das proteinas do soro do leite se relaciona com o
reaproveitamento do soro a nivel industrial, para elaboracdo de produtos com carater
funcional ou nutracéutico. Dessa forma ha a necessidade de pesquisas que explorem suas
funcionalidades e que possam esclarecer 0 mecanismo de acdo pelo qual estas proteinas
conseguem exercer sua atividade.

No ambito da tecnologia de alimentos as proteinas do soro tem aplicabilidade
importante e a depender do processamento aos quais estas serdo submetidas podem ocorrer
alteracOes nos efeitos funcionais dessas moléculas. A otimizagdo da obtencdo de hidrolisados
proteicos do soro do leite caprino além de obter uma melhor execucdo do processamento e
assim melhores rendimentos, visa possibilitar o ajuste de determinados parametros para
alcancar peptideos com uma maior exceléncia em desempenho bioldgico (ALVES, M. P. et
al., 2014).

Diante do exposto, observa-se a necessidade de estudos que possam aperfeicoar a
producdo de bioativos e dessa forma potencializar as suas atividades bioldgicas, podendo
bioprospectar as proteinas do soro do leite com base na sua atividade funcional. O presente
trabalho objetivou caracterizar o perfil proteico, aperfeicoar as condi¢cdes de obtencdo da
proteina hidrolisada e avaliar as possiveis atividades biologicas tanto das proteinas quanto do

hidrolisado proteico do soro do leite caprino.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CAPRINOCULTURA

Caprinocultura ¢é a atividade agropecuaria relacionada a criacdo de cabras, tanto em
ambiente doméstico como por sistemas de producdo mais elaborados. No Brasil, a principal
concentracdo do rebanho caprino, bem como a maior producdo do leite acontece na regiéo
Nordeste devido a capacidade destes ruminantes se adaptarem melhor ao clima semiarido e da
vegetacdo Caatinga. (BRASIL, 2000)

O manejo por parte dos criadores se adequa aos sistemas de producdo agropecuéria
destes ruminantes, para melhor exploracdo da atividade leiteira. Dadas essas caracteristicas a
cadeia produtiva do leite influencia no beneficiamento de milhares de familias que,
estimuladas pela geracdo de renda, apoiam-se na criacdo e fortalecimento de microempresas
rurais deste setor do agronegdécio (IBGE, 2016; LOPES, 2012; SILANIKOVE et al., 2010).

A cadeia produtiva de caprinos utiliza os sistemas de producdo mistos que séo
destaque na pratica pecuéria nordestina devido a criacdo consorciada de outras espécies de
animais. A peguena disponibilidade de terra propria acaba sendo complementada pelo uso de
area de pastoreio coletivo, com variacdo da quantidade e qualidade de pastagem disponivel.
Portanto, 0 modelo semiextensivo € o mais utilizado, onde esse consiste em manter os animais
a campo, com baixo grau de intervencdo e manejo do rebanho, em &reas de pasto nativo.
Quando necessario a alimentacdo suplementar € utilizada, sendo principalmente destinada aos
periodos de seca usualmente administrada em cocho (SILVA et al., 2014).

Os dados estatisticos realizados pelo Instituto Brasileiro de geografia e estatistica -
IBGE a partir da realizacdo anual da Pesquisa Pecuaria Municipal - PPM mostra que em 2016
0 Brasil possuia um rebanho caprino de 9.780.533, onde a regido nordeste detém
aproximadamente 93% do rebanho nacional (BRASIL, 2016).

Ainda de acordo com a PPM, 2016 dentre os Estados da regido Nordeste a Paraiba
detém o 5° maior rebanho de caprinos onde as regiGes paraibanas de maior destaque na
caprinocultura séo as da Borborema, do Agreste, e do sertdo paraibano. Juntas, estas regides
totalizam 98% do rebanho estadual sendo a sub-regido do Cariri a que mais se destaca na
producéo de leite de cabra (BRASIL, 2016).
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O quadro a seguir mostra os dados referentes ao quantitativo do rebanho de cabras no
Brasil, no Nordeste e na Paraiba nos ultimos 5 anos.

Quadro 1 Efetivo de rebanho caprino no Brasil no periodo de 2012-2016

2012 2013 2014 2015 2016
Brasil 8.646.463 8.779.213 | 8.851.879 | 9.620.877 | 9.780.533
Nordeste 7.841.373 8.023.070 | 8.109.672 | 8.909.076 | 9.092.724
Paraiba 473.184 478.083 507.589 566.576 566.153

Fonte: IBGE/Pesquisa Pecuaria Municipal 2012-2016

Pode ser observado que houve uma queda pequena no quantitativo total de cabegas no
ano de 2015 para o ano de 2016, no Estado da Paraiba, porém essa é a primeira vez que 0s
nameros diminuem desde a primeira vez que foi realizada a PPM em 2011. O Ministério da
Agricultura Pecuéaria e Abastecimento - MAPA afirma no informativo 114 (30/11/2017) que
essa queda nos numeros é devido ao periodo de estiagem no Nordeste e do corte de gastos nas
acoes e politicas publicas voltadas a contencdo da mortandade de animais (BRASIL, 2017).

A industria do leite caprino ndo limita sua influéncia apenas a producdo e
comercializacdo do leite, pois o conjunto econdémico dessa atividade agropecuéria engloba em
sua maioria pequenas industrias e cooperativas de lacticinios. Observa-se, ainda, uma
amplificacdo das oportunidades do ponto de vista cientifico ao desenvolvimento de novas
pesquisas tendo o leite de cabra, seus produtos e subprodutos como objeto de estudo
(YANGILAR, 2013; SILANIKOVE et al., 2010).

2.1.1 LEITE DE CABRA, COMPOSICAO E ASPECTOS NUTRICIONAIS

O leite pode ser definido de diferentes formas na literatura, a definicdo do ponto de
vista da legislagdo brasileira 0 MAPA na IN N° 51 traz que o leite € o produto oriundo da
ordenha completa, ininterrupta, em condic¢des de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e
descansadas. Sua composicdo varia de acordo com a raga, condi¢cbes ambientais, estagio da
lactacdo, alimentacdo, cuidados com o animal, ciclo estral, estado de salde, idade e
guantidade de leite produzido. Para o termo leite, se entende o da espécie bovina. Para todos
os leites de outras espécies, esta deve ser denominada a exemplo, leite de cabra, leite de
ovelha, leite de jumenta etc. (BRASIL, 2000; ALVES, PINHEIRO, 2005)
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J& do ponto de vista bioldgico, Sgarbieri (2005) afirma que o leite € o produto de
secrecdo das glandulas mamarias, sendo um fluido viscoso constituido de uma fase liquida e
particulas em suspensdo, formando uma emulsdo natural, estavel em condi¢Ges normais de
temperatura ou de refrigeracdo. Possui elevado valor nutritivo, sendo o Unico alimento que
satisfaz as necessidades nutricionais e metabolicas do recém-nascido de cada espécie.

Para o leite de cabra, temos que este € um liquido branco puro, com odor e sabor
caracteristicos, quando comparado a outros tipos de leite. E um alimento nutritivo, rico em
proteinas de alto valor biolégico, com uma demanda energética vantajosa devido a presenca
do carboidrato lactose e de acidos graxos de cadeia curta e média. Além disso, apresenta em
sua composi¢do micronutrientes importantes em quantidade significativa, tais como célcio,
fosforo, potéssio e magnésio, e vitaminas lipossolaveis (A e D) (BUENO, 2005; CAMPOS,
2005).

O leite caprino se destaca dos outros tipos de leites consumidos pela populacao,
devido aos seus aspectos especificos, tais como seus atributos sensoriais marcantes e sua
caracteristica nutricional relevante. Tem se observado maior interesse da populacdo em
consumir este tipo de leite, em razdo da possiblidade do mesmo influenciar de maneira
positiva na salde da populacdo. Diante disso, a industria de producgdo de leite de cabra vem
procurando desempenhar aspectos dindmicos e funcionais de maneira a ampliar a cadeia
produtiva (YADAV, 2015; LOPES, 2012).

A proposito, o progresso do setor da caprinocultura leiteira engloba uma esfera
mundial, pois favorece a economia de diversos paises como, por exemplo, a China, a india, a
Franca e também o Brasil, uma vez que as multiplas utilizagdes que podem ser atribuidas ao
leite de cabra perpetuam a sua difusdo e consumo sob as mais diversas formas, seja para
subsisténcia, como matéria prima de diversos produtos tais como iogurtes, queijos etc., em
uso terapéutico e até em cosméticos (LOPES, 2012).

A composicdo do leite caprino apresenta variabilidade nos compostos bioquimicos,
propriedades tecnoldgicas e qualidade microbioldgica. E um leite mais denso e mais acido do
gue o bovino podendo atingir valores de densidade de 1034 g/L. e o teor de acidez variando
entre 0,11 e 0,18 °Dornic. (MCCULLOUGH, 2004; HAENLEIN, 2004).

Diversos fatores podem interferir na composicdo do leite como apresentados por
Bolacali; Kiglk (2012) em estudo sobre as caracteristicas do leite produzido por cabras
Saanen, a exemplo dos fatores genéticos: raga e espécie; ambientais: clima e solo; das préaticas

de caprinocultura, sistemas confinado, pasto e misto.
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Com relagdo aos macronutrientes presentes em sua composicdo algumas
particularidades devem ser levadas em consideracdo. O leite caprino é uma excelente fonte de
proteina de alta qualidade, a qual é mais digerivel, facilmente absorvida e menos alergénica
em comparacao a do leite de vaca. Esta ultima caracteristica se da devido a menor quantidade
da fracdo alfa-S1 da caseina que possui maior potencial alergénico (MADUREIRA et al.,
2017).

A melhor digestibilidade do leite caprino também esta ligada ao menor tamanho das
esferas de gordura (2-3 um), auséncia da substancia aglutinina e maiores teores de acidos
graxos de cadeia média e curta (caprilico - C6:0, caproico - C8:0 e céprico - C10:0. Como
caracteristico dos leites em geral, a lactose é o aglUcar predominante neste tipo de leite, e
grande parte da sua concentracdo encontra-se no soro apds coagulacio (DIAZ-CASTRO et
al., 2015).

A composic¢do proteica do leite caprino é bastante variada sendo esta dividida em dois
grandes grupos: proteinas do leite onde as caseinas correspondem a 80% e as proteinas do
soro do leite, também chamadas de proteinas sollveis que condizem a 20 % do total
(BRANDELLI, DAROIT e CORREA, 2015).

As caseinas constituem uma familia de fosfoproteinas que variam em tamanho e
sequéncia de aminoacidos. Elas conttm um numero variado de radicais fosfatos ligado a
residuos de serina, concentrados em diferentes regibes das cadeias polipeptidicas.
Normalmente, as caseinas se encontram na forma de micelas nos quais se tem conhecimento
de 5 tipos de caseinas, a alfa-S1, alfa-S2, beta, kapa e gama-caseinas (HARAGUCHI et al.,
2006).

J& o soro do leite é constituido por uma maior variedade de proteinas que possuem
diferentes caracteristicas fisicas e quimicas. As proteinas do soro sdo classificadas em:
majoritarias, a alfa-lactoalbumina, beta-lactoglobulina e; as proteinas minoritarias: lisozima,
lactoferrina, sérum albumina, proteose peptona, glicomacropeptideo e imunoglobulinas e
(SGARBIERI, 2005).

Portanto, caracteristicas como a elevada digestibilidade, o valor nutricional e a
potencial funcionalidade vém conduzindo ao maior consumo deste leite pela populagdo, bem
como impulsionando pesquisas atreladas a este alimento (YANGILAR, 2013). Diante da
ampliacdo da visibilidade deste alimento, o estudo das caracteristicas quimicas e nutricionais
do leite caprino possibilita uma relagdo favoravel a aceitacdo do consumidor tanto pelo leite
como pelos seus produtos derivados, o que amplia o desenvolvimento de diversos tipos de
produtos a partir do leite de cabra. (YADAYV, 2015)
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De forma a impulsionar a comercializacdo dos produtos caprinos as pequenas
empresas e cooperativas tem desenvolvido diversos produtos usando como matéria-prima o
leite caprino, a exemplo de manteigas, cookies, iogurtes, bebidas lacteas, e a de maior
destagque que ¢ a producao de diferentes tipos de queijos a partir do leite de cabra.

Contudo a producdo de queijo gera um importante montante de residuo liquido,
denominado de soro do leite que corresponde a cerca de 85% a 95% do volume total de leite.
Para se produzir 1 kg de queijo € necessario 10 litros de leite, e 0 volume produzido de soro
apos a fabricacdo do queijo é de aproximadamente 9 litros. Esse contém mais da metade dos
solidos presentes no leite original, incluindo grande parte da lactose, proteinas do soro (20%
da proteina total), sais minerais e vitaminas soltveis (BARBOSA et al., 2010; DRAGONE et
al., 2009).

2.2 SORO DO LEITE

O soro é caracterizado como um liquido amarelado, devido a presenca de riboflavina
(vitamina b12), obtido a partir do processo de producéo de queijos ou da separacéo da fracéo
caseinica do leite (SISO, 1996; DE WIT, 2001).

O interesse de pesquisadores e das industrias de laticinios no soro do leite ocorre
devido ao seu elevado valor nutricional, capacidade tecnolégica com aplicagfes industriais e
indicacdes cientificas que este pode contribuir de forma benéfica para a fisiologia do corpo e
manutencao da satde (DIAZ-CASTRO, 2015).

A obtencdo do soro do leite se da a partir de trés processos principais: coagulacdo
enzimatica, um dos processos mais comumente conhecidos e empregados, que consiste na
adicdo de uma enzima, a qual ocasiona a precipitacdo de caseinas e separa¢do do soro, esse
processo € habitualmente utilizado para a producdo de queijos; precipitacdo acida, conforme
ocorre 0 abaixamento do pH ao ponto isoelétrico da caseina, essa se torna insollvel e coagula
separando-se assim da fragdo soluvel a qual é o soro; separagdo fisica das micelas de caseina
por microfiltracdo, baseado na diferenca de tamanho das caseinas em comparacdo com as
proteinas do soro, embora este processo seja menos comumente empregado devido ao seu alto
custo e maior tempo de separagéo.

Independentemente do processo, ira ocorrer a obtengdo de um concentrado de micelas
caseinicas e das proteinas do soro. Apés a precipitacdo o volume de soro obtido representa
cerca de 90% do volume inicial do leite e no que diz respeito ao aspecto nutricional,
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aproximadamente 55% dos nutrientes do leite se encontram presentes no soro (SMITHERS,
2008; KRISSANSEN, 2007; HARAGUCHI et al., 2006; SGARBIERI, 2005).

De modo geral a composicdo do soro do leite de cabra pode ser apresentada como
sendo de 93-94% de agua e nutrientes remanescentes do leite sendo, a lactose, proteinas
soluveis, minerais, &cidos organicos, baixo teor de gordura e de proteinas de membrana do
glébulo de gordura e alguns componentes nitrogenados ndo proteicos tais como ureia e acido
arico, alem de vitaminas soltveis, em especial as do complexo B. Contudo, podem ocorrer
variacdes na composicao do soro, uma vez que esta diretamente ligada a composicdo inicial
do leite e os mesmos fatores que afetam a composicao do leite irdo interferir na caracteristica
do soro. (PANESAR et al., 2007).

Outro fator importante relacionado com a composicao do soro é o processamento pelo
qual este foi obtido, sendo dois tipos principais de processamentos: A coagulacdo enzimatica
utilizando a renina, um complexo enzimatico industrial contendo quimosina ou outras
enzimas de coagulacdo de caseina, processo no qual o soro produzido é chamado de soro
doce, devido a coagulacdo ocorrer em pH proximo a neutralidade aproximadamente 6,5.
(KOSSEVA et al., 2009).

J4 quando a coagulagdo da caseina ocorre pela adicdo de é&cidos ou culturas
microbianas que promovem o abaixamento do pH para valores em torno de 4,6 o soro
formado é chamado de soro acido (KOSSEVA et al., 2009). A composicao proteica de ambos
0s soros é semelhante no que se refere a maioria das proteinas. O quadro 2 traz a comparagéo

entre os dois tipos de soro.

Quadro 2 Composic¢do centesimal soro do leite &cido e doce

Componentes | Soro Doce (g/L) | Soro Acido (g/L)
Sélidos Totais 63.0-70.0 63.0-70.0
Lactose 46.0-52.0 44.0-46.0
Proteina 6.0-10 6.0-8.0
Lipidios 5.0 0.4
Lactato 2.0 6.4
Cinzas 5.0 8.0
Calcio 0.4-0.6 1.2-16
Fosfato 1.0-3.0 2.0-4.5

Fonte: Yadav et al., 2015.
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Segundo Paboeuf et al. (2011), h& diferencas entre a composi¢do destes dois tipos de
soro, pois o soro doce apresenta maior teor de lactose e menor teor de célcio, uma vez que nao
ha abaixamento do pH e assim os ions de calcio se associam as caseinas, no queijo. Enquanto
que, no soro acido os menores teores de lactose sdo devido ao abaixamento do pH,
fermentando assim uma fracdo da lactose e transformando-a durante a coagulacdo em acido
latico. Os maiores teores de célcio e fosforo sdo devido a solubilizacdo do complexo fosfato
de calcio em pH éacido.

A respeito da sua obtencdo em escala industrial, o soro do leite é obtido em grandes
volumes pelas industrias de laticinios, contudo estas industrias frequentemente descartam esse
residuo de maneira incorreta acarretando assim na poluicdo ambiental uma vez que a demanda
bioldgica de oxigénio do soro do leite é elevada devido a elevada presenca de agua e lactose.
Ocorrendo assim o desperdicio de um produto de elevado valor nutricional e tecnoldgico
(YADAV etal., 2015)

O autor supracitado observa que a perspectiva de reutilizar o soro do leite é
fundamentada no crescente interesse cientifico das suas propriedades nutricionais bem como
na potencial funcionalidade dos seus componentes.

Hernandez-Ledesma et al. (2011) afirma que a composicdo do soro do leite
proveniente de ovinos e caprinos apresenta particularidades no que diz respeito a capacidade
que o soro destas espécies tem de modular a atividade de funces fisioldgicas, e ainda ser
potencialmente capaz de reduzir o risco de doencas cronicas, atribuindo-se ao soro do leite
destes animais, o titulo de “alimentos funcionais”.

Dentre os constituintes do soro do leite, as proteinas sdo um dos componentes que
exercem importante caracteristica funcional e vém ganhando cada vez mais notoriedade
devido as atividades bioldgicas as quais sdo capazes de desempenhar, e com isso culminam
por ocasionar a formulacdo de diversos produtos que possuem propriedades consideradas
benéficas & salde (PESCUMA et al., 2010).

Apesar dos beneficios, da relevancia e do alto valor nutricional ha limitagdes na
utilizacdo in natura do soro do leite devido a sua alta atividade de agua que leva a uma
significativa perecibilidade e elevada diluicdo dos seus componentes. Contudo para evitar a
perda do produto e da qualidade nutricional, a industria de alimentos utiliza técnicas de
processamento por aquecimento e secagem ou por osmose reversa (evaporacao, spray-drying,
liofilizagdo) gerando um composto concentrado do soro do leite. Outras tecnologias para a
obtencdo de compostos separados do soro do leite (principalmente proteinas) é o método de

separacao por membranas (BRANS et al., 2004).
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Os processamentos que podem ser realizados no soro do leite, para a obtencdo de
produtos que agreguem um maior valor tecnoldgico, podem ser agrupados em dois tipos: O
processamento direto do soro, tratamento fisico ou térmico, para obtengdo do soro do leite em
po, concentrado de proteina de soro do leite, proteina isolada de soro do leite, lactose, e outras
fracBes. E o segundo engloba a utilizacdo de biotecnologias onde o soro é utilizado como
substrato para diversos processos microbianos e/ou enzimaticos para obtencdo de produtos
finais com elevado valor biol6gico, nutricional e tecnologico (MOLLEA et al., 2013;
PANESAR et al., 2013; PRAZERES et al., 2012; KOSSEVA et al., 2009).

Dentre os constituintes do soro, 0 maior destaque nas pesquisas e na utilizacdo em
escala industrial sdo as proteinas, uma vez que sdo aplicadas na industria de alimentos devido
a suas excelentes propriedades funcionais correlacionadas as suas caracteristicas fisicas,
quimicas, estruturais e nutricionais JOVANOVIC et al., 2005).

O crescente aumento das pesquisas envolvendo a purificacdo das proteinas do soro
possibilitou o desenvolvimento de processos tecnoldgicos utilizados para separacdo ou
fracionamento das proteinas individuais do soro dentre eles: a precipitacdo / floculacdo por
tratamento térmico ou usando polimeros; a tecnologia de membrana (ultrafiltracdo e
nanofiltracdo); a separacdo cromatografica e combinacgdo dessas tecnologias (YADAV et al.,
2015).

O interesse da industria de alimentos nas propriedades tecnoldgicas das proteinas do
soro € baseado nas caracteristicas quimicas e estruturais destas proteinas, podendo estas serem
empregadas como agentes espessantes, emulsificantes, geleificantes dentre outras. As
principais utilizagdes das proteinas do soro do leite foram resumidas abaixo a partir do que foi
descrito por Yadav et al. (2015)

Para os produtos lacteos, podem ser utilizadas em queijos para melhorar a formacao do
coagulo, como estabilizante em iogurtes. J& para produtos carneos sdo utilizadas como
texturizador e extensor e para estabilizar emulsdes de processados carneos como salsichas.
Em produtos de padaria, confeitaria, carnes e frutos do mar para obtencdo de um gel forte,
(originado devido a interagdo das proteinas) com alta capacidade de retencdo de 4gua ou ainda
como agentes espumantes por induzirem a formacéo da espuma baixando a tens&o interfacial,
propriedade atrativa para muitos produtos como bolos, milk shakes, sobremesas congeladas e
coberturas batidas.

Outra utilizacdo bastante popular das proteinas do soro do leite é para formulagdo de
bebida a base de proteina do soro, pronta para consumo, que fornece alto teor proteico,

visando especialmente a utilizacdo em dietas com maiores teores de proteina.
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A seguir sera discutida cada proteina constituinte do soro do leite, bem como suas
propriedades fisicas e quimicas.

2.3 PROTEINAS DO SORO DO LEITE

As proteinas do soro do leite caprino em sua maioria sdo sintetizadas na glandula
mamaria do animal e sua composi¢do proteica quantitativa indica que ele é uma mistura
heterogénea de diferentes proteinas individuais, onde cada uma apresenta diferenciacdo nas
propriedades funcional, fisioldgica e nutracéuticas. (YADAYV et al., 2015)

De maneira geral as proteinas do soro do leite sdo divididas em dois diferentes grupos,
sendo proteinas majoritarias e proteinas minoritarias. No grupo das proteinas majoritarias
estdo incluidas a B-lactoglobulina (Lg), que é a proteina de maior concentragdo no soro,
seguida pela lactoalbumina (La). No grupo das proteinas minoritarias destacam se
imunoglobulinas, sérum albuminas, o sistema lactoperoxidase, proteoses peptonas, lisozima,
lactoferrina, e eventualmente, macropeptideos de caseina (HERNANDEZ-LEDESMA, 2011).
O quadro 3 resume as principais caracteristicas fisicas e quimicas das proteinas do soro do

leite.

Quadro 3 Caracteristicas quimicas e fisicas das proteinas do soro do leite

Ponto Isoelétrico | Peso Molecular Quantidade de Quantidade @
Proteina ()] (kDa) aminoacidos (%)
B-lactoglobulina 53-55 18, 3 Da 162 40-50
a-lactoalbumina 4,8 14 123 10-20
Imunoglobulinas 55-8.3 150-900 - 8
Albumina sérica 4,7-4.8 66 580 10-15
Lactoperoxidase 9,5 78 610 1
Proteoses/ peptonas - 20 - 0,2
Lactoferrina 8 76° 691 1
Macropeptideos de 4,3-4,6 6,8 64 10
caseina

a Valor em relagdo ao contetdo total de proteina do soro do leite b peso referente apenas a fragdo proteica

As proteinas do soro de leite caprino apresentam quase todos o0s aminoacidos
essenciais além da quantidade recomendada, como exce¢do dos aminodcidos aromaticos

(fenilalanina e tirosina) que estdo em quantidade dentro da recomendada. Ademais, as
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proteinas do soro apresentam elevadas concentragcbes dos aminoacidos triptofano, cisteina,
leucina, isoleucina e lisina. (SGARBIERI, 2005)

Hejtmankova et al. (2012) em estudo sobre as diferencas entre a composicao do leite e
do soro de cabras e ovelhas em diferentes estagios de lactacdo encontrou que os aminoacidos
presentes em maior concentragdo no soro sao respectivamente glutamina, alanina e leucina. E
que em relacdo aos aminoacidos presentes no leite, poucas diferencas podem ser encontradas.
H& maiores quantidades de metionina no leite, enquanto que o0 soro apresentou maiores teores
de alanina e glicina. Nao houve variacdo no quantitativo dos aminodacidos lisina, isoleucina
leucina valina e arginina entre o soro do leite e o leite. O autor sugere que esses valores estao
relacionados com o alto valor bioldgico das proteinas do soro, e que ha uma significativa
guantidade remanescente de aminoacidos do soro para o leite.

As proteinas do soro podem ser encontradas de 3 formas distintas, sendo estas: a
proteina concentrada , quando ainda ha a presenca de outros componentes do Soro como
lactose e gordura, contudo a maior parte da gua foi retirada por algum tipo de processamento
tecnoldgico; proteina isolada, quando a maior parte dos outros componentes foi retirada do
produto; e hidrolisada quando a proteina € submetida ao processo de hidrélise (SOUSA et al.,
2012; KANDA et al., 2013).

2.3.1 p-lactoglobulina

E a proteina presente em maior quantidade na composicdo do soro do leite,
condizendo a uma concentracdo aproximada de 2,8 g/L. Estruturalmente, é uma proteina
globular de massa molecular em torno de 18.362 kDa, apresenta 162 aminoacidos em sua
constitui¢do. Sua conformagdo molecular apresenta 9 segmentos em folhas [ antiparalelas que
se arranjam formando uma espécie de célice ou barril achatado capaz de ligar pequenas
moléculas hidrofobicas no seu interior. Geralmente se apresenta na forma de dimero com 2
subunidades idénticas onde cada mondmero consiste em um grupo sulfidrila e duas pontes
dissulfeto. (HERNANDEZ-LEDESMA et al., 2011;WALSTRA et al., 2010)

Esse arranjo estrutural observado na [-Lactoglobulina caracteriza uma familia de
proteinas denominadas lipocalinas, essa estrutura especifica confere propriedades funcionais
de grande aplicacdo na industria de alimentos, como capacidade de emulsificacdo, formacéo

de espuma, geleificacéo e ligacdo de aroma e sabor. (YADAV et al., 2015)
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A estrutura da B-LG contribui para esta ser uma proteina estavel em solugdo, em uma
ampla faixa de pH, apresentando, diferentes estados de associa¢do. Na faixa de pH entre 9 e
12 ocorre o0 processo de desnaturacao alcalina irreversivel, que resulta na ruptura da estrutura
dimérica nativa, transformando-se em mon6meros desdobrados. O seu ponto isoelétrico
ocorre em pH &cido na faixa de 5,3 a 5,5 onde apresenta o seu menor grau de solubilidade.
(HERNANDEZ-LEDESMA et al., 2011;WALSTRA et al., 2010)

Ja com relacdo a sua resisténcia térmica, a lactoglobulina é uma proteina
termossensivel, onde a temperatura é capaz de causar efeitos diversos na sua funcionalidade
tais como a perda de solubilidade e a exposi¢cdo de regides da molécula para diferentes tipos
de interacdo com outros componentes. A desnaturacdo da proteina ocorre na faixa de
temperatura de 70-75 °C nessa temperatura o grupo sulfidrila SH é exposto e assim reage com
a caseina provocando menor estabilidade do leite ao calor e a coagulacdo através da renina é

prejudicada, pois o coagulo formado é irregular (WALSTRA et al., 2010).

2.3.2 a-lactoalbumina

A a-Lactoalbumina (a-LA) € a segunda maior constituinte da composicéo proteica do
soro do leite, com uma concentracdo de 1,2 gramas de proteina por litro de soro
correspondendo a 11% do total de proteinas. E uma proteina sintetizada na glandula maméria,
que possui carater hidrofébico é capaz de se ligar a ions metalicos como o célcio e o zinco,
sendo assim classificada como uma metaloproteina. A forte ligacdo exercida com o célcio
aumenta a estabilidade da conformacao molecular dessa proteina.

Com relacdo a sua estrutura, € uma pequena proteina globular constituida por 123
residuos de aminoacidos em uma estrutura esférica, altamente compactada, com uma unica
cadeia polipeptidica que possui 4 ligacOes dissulfeto. Sua massa molecular é proxima a 14,0
kDa e o ponto isoelétrico é no pH em torno de 4,8. (HERNANDEZ-LEDESMA et al., 2011;
MARKUS et al., 2002)

Devido as suas caracteristicas morfoldgicas, é a proteina mais estavel do soro do leite
onde o processo de desnaturacdo ocorre em pH 6,7 e 65 °C, com 80 a 90% de reversibilidade
sob resfriamento. Outra caracteristica da a-LA é a forte tendéncia de formar associagdes em
pH abaixo de seu pl, no pH natural do leite, pH 6,6 e acima, a a-LA apresenta-se como
mondmero com sua estrutura tercidria. A similaridade estrutural da o-LA com a lisozima,
proteina presente no ovo, permite a possibilidade de substituicdo dessa proteina quando
necessario (MODLER, 2009).
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2.3.3 Imunoglobulinas

A concentragdo de imunoglobulinas no leite e consequentemente no soro esta
relacionada a fase de lactacdo do animal, onde no colostro as imunoglobulinas aparecem em
maior concentra¢do do que em outras fases, pois nessa etapa sdo responsaveis por transmitir
imunidade passiva aos mamiferos recém-nascidos. No soro do leite maduro, a concentracdo
de imunoglobulinas é por volta de 0,7 mg/L e no colostro essa concentracao pode chegar a um
pico de 50 mg/L (SGARBIERI, 2005).

As imunoglobulinas (lg) presentes no soro do leite sdo principalmente de 3 classes,
IgG (G1 e G2) IgA e IgM, constituem uma familia de proteinas de elevado peso molecular e
que apresentam diversas propriedades fisicas, quimicas e imunoldgicas. Uma caracteristica
estrutural comum a todas as classes é que sdo mondmeros (IgG) ou polimeros (IgA e IgM)
formados de unidades de quatro cadeias polipetidicas: duas cadeias curtas (~20 kDa) e duas
cadeias longas (50-70 kDa), ligadas por pontes dissulfeto. A IgG se apresenta em maior
concentracdo dentre as 3 classes, correspondendo a 80% do total das imunoglobulinas.
(MOLLEA et al., 2013)

As 1gG existem essencialmente como mondmeros, contendo na molécula 2-4% de
carboidrato e peso molecular de 160 kDa. A IgG1 se apresenta em maior concentracao no
soro representando cerca de metade do quantitativo total de proteinas, a 1gG2 esta presente
tanto no colostro como no leite, contudo em concentragdo mais baixa quando comparada a
IgG1. A IgA apresenta-se como dimero com peso molecular de aproximadamente 400 kDa,
contendo 8-9% de carboidrato, aparece no soro na sua forma livre. J& a IgM é uma
macroglobulina que ocorre no soro em concentracdes relativamente baixas, aparece na forma
de pentamero, com peso molecular em torno de 900 kDa, contem cerca de 12% de
carboidrato. O ponto isoelétrico das imunoglobulinas é apresentado em uma faixa bem ampla
de pH variando de 5,5 a 8,3. (YADAV et al., 2015)

2.3.4 Albumina Sérica

A albumina sérica é uma proteina que apresenta composi¢do e propriedades fisicas
semelhantes a da albumina sanguinea. Sua concentracdo no soro do leite é cerca de 15% do
conteudo proteico total do soro, e altas quantidades dessa proteina tanto no leite quanto no

soro estdo correlacionadas com animais com mastite.
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Possui estrutura conformacional globular, hidrossolGvel, formada por uma cadeia
polipeptidica com cerca de 580 residuos de aminodcidos, apresenta um grupo sulfidrilo livre
do peptidio N-terminal e a 17 pontes dissulfeto na sua molécula (MICHAELIDEQOU, 2006).

Sua estrutura secundaria ¢ formada de 54% a-hélice, 40% de estruturas  (folhas e
giros B) com 3 dominios especificos para ligagdo de ions metdlicos, de lipidios e de
nucleotidios, respectivamente. Apresenta peso molecular 66,2 kDa e pl a pH 4,7-4,8. Em pH
abaixo do ponto isoelétrico apresenta alteraces em suas propriedades fisicas e quimicas,
como aumento da viscosidade intrinseca, volume molecular e reducdo acentuada de
solubilidade.

O rompimento das pontes dissulfeto da molécula promove alteracBes fisicas e
estruturais afetando principalmente no perfil de solubilidade da proteina em funcédo do pH.
Quando estas ligacbes sdo rompidas a regido de solubilidade minima encontra-se na faixa de
3,5 — 5, contudo a tendéncia é que essa faixa aumente proporcionalmente com o nimero de
ligagdes rompidas (HARAGUCHI, ABREU, DE PAULA, 2006)

2.3.5 Lactoperoxidase

O sistema lactoperoxidase € um sistema enzimatico natural de defesa do hospedeiro
presente nos mamiferos, que permanece remanescente no leite e no soro representando cerca
de 1% da proteina do soro do leite. E composto por trés elementos basicos: a enzima
lactoperoxidase (LP), uma proteina sintetizada na glandula mamaria; o ion tiocianato (SCN-),
originado pelo metabolismo hepatico; e as moléculas de oxigénio reativas, derivadas da
atividade de leucdcitos e de outras células (MOLLEA et al., 2013).

Possui uma Unica cadeia polipeptidica de cerca de 610 residuos de aminoacidos.
Apresenta 12 grupos cisteinas e um grupamento heme em sua molécula. Seu ponto isoelétrico
é em torno do pH 9,5. (HERNANDEZ-LEDESMA et al., 2011). A massa molecular desse
Sistema é de aproximadamente 78 kDa. A atividade enzimatica é influenciada pelo binbmio
temperatura/ tempo, onde os parametros 62,5 °C/ 30 min, 70 °C/ 15 min ou 85 °C/ 15 (s) séo
suficientes para a inativagdo (MOLLEA et al., 2013).

2.3.6 Proteoses e peptonas

E uma fracdo proteica do leite presente no soro apds o processo de pasteurizacio
seguido de acidificacdo do leite para obtencdo do soro, sob condi¢Ges de pH 4,7. Este

complexo proteico possui 4 componentes. O componente-3 parece derivar da membrana do
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glébulo de gordura do leite enquanto os outros trés componentes peptidicos sdo originarios da
B-caseina a partir da acdo da plasmina nativa (KRISSANSEN, 2007).

A massa molecular dessa fracdo ¢é de 20 kDa e a concentracao no soro do leite € de 0,2
% do contetdo proteico total, por esta razdo poucos resultados encontram-se descritos na
literatura bem como as aplicagOes alimentares desse complexo proteico e suas atividades
bioldgicas (SGARBIERI, 2005)

2.3.7 Lactoferrina

E uma glicoproteina de transporte, que estabelece ligagdes fortes. Apresenta
caracteristicas basicas com ponto isoelétrico em torno de pH 8. Com o ferro ligado, apresenta
resisténcia ao calor e a acdo quimica ou enzimatica, a remocdo da porc¢édo glicidica resulta em
incapacidade de ligacdo com o ferro. A lactoferrina é capaz de polimerizar rapidamente na
presenca de ions de Ca™ (KRISSANSEN, 2007).

Por apresentar uma porcao glicidica consideravel seu comportamento eletroforético é
heterogéneo devido a sua tendéncia a formar produtos de interacdo. A completa sequéncia de
aminoacidos da lactoferrina apresenta duas subunidades homdlogas e 691 residuos de
aminoacidos, cada uma com Unico sitio de ligagdo ao Fe*® e Unico sitio de glicosilacéo
podendo assim ter uma ou duas cadeias de carboidrato ligadas a sua molécula. A massa
molecular da proteina glicosilada € de cerca de 400 kDa, e apenas a fracdo proteica
corresponde a 76 kDa (MICHAELIDEQOU, 2006).

E notavel a similaridade da lactoferrina presente no soro do leite com a lactoferrina
encontrada na corrente sanguinea, que € responsavel pelo transporte do ferro no sangue. Dessa
maneira acredita-se que seu papel no leite também envolva a ligacdo de ferro, fazendo-o de
modo tdo eficiente que torna o ferro inacessivel para o crescimento de bactérias (incluindo
algumas patogénicas) (MICHAELIDEQOU, 2006).

2.3.8 Macropeptideos de Caseina

Também denominado como glicomacropeptideo (GMP) é um componente originado a
partir da k-caseina durante o processamento enzimatico da fabricacdo de queijos. Possui 64
residuos de aminoacidos em sua molécula e massa molecular de 6,8 kDa. Os amino&cidos
presentes sdo na maioria de cadeia ramificada, é termoestavel e esta inserido na fragdo de

proteases peptonas. Seu ponto isoelétrico se encontra na faixa de pH de 4,3 a 4,6 o grau de
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glicosilagdo da molécula varia de 0 a 5 unidades de &cido sialico, contudo 25 a 50% dos
glicomacropeptideos podem ndo ser glicosilados.

As moléculas GMP tém caracteristicas Unicas devido & auséncia de residuos de
fenilalanina, triptofano, tirosina, histidina, arginina ou cisteina. A auséncia de fenilalanina
torna esta proteina um ingrediente de dieta valioso para pacientes que sofrem de
fenilcetondria (RAJPUT et al., 2013; MODLER, 2009; KRISSANSEN, 2007; MARSHALL,
2004).

Portanto, considerando o valor bioldgico do soro do leite acima discutido, podemos
reafirmar ainda mais a importancia do seu reaproveitamento, bem como dos estudos que

possam bioprospectar o potencial destas proteinas.

2.4 PROCESSAMENTO TECNOLOGICO DAS PROTEINAS DO SORO

A aplicacdo tecnoldgica das proteinas do soro do leite é baseada nas caracteristicas
fisico-quimicas (solubilidade, gelificacdo, viscosidade, emulsificacdo, formacdo de espuma)
que aliadas ao potencial funcional das proteinas do soro potencializa o interesse comercial da
utilizacdo destas como ingrediente alimenticio (ALVES, M. P. et al., 2014).

Alguns fatores podem influenciar a composicdo e as caracteristicas tecnoldgicas e
funcionais dos produtos obtidos a partir da proteina do soro, a exemplo do método de
obtencéo do soro, o tipo de leite do qual o soro é proveniente e 0s processamentos aos quais
estas serdo submetidas antes de serem utilizadas (REZAEI et al., 2011).

Tanto no estado nativo quanto apds tratamentos fisicos, quimicos ou enzimaticos as
proteinas do soro podem ser utilizadas, pois podem adquirir ap6s estas transformacdes
diferentes estruturas conformacionais. Uma vez que sdo moléculas estruturalmente ordenadas
e qualquer alteragcdo na conformacéo leva a desnaturacéo (pela acdo da temperatura, radiacao
ultravioleta, concentracdo salina, alteracbes de pH ou acdo mecanica) ocorre assim
modificacdo da conformacgdo globular das proteinas para a forma linear, com a perda da
estrutura tercidria da cadeia peptidica, com formacdo de novos organizacGes entre as
moléculas, que tornam as proteinas quimicamente mais reativas (WALSTRA et al., 2006).

Tecnologias de secagem sdo frequentemente utilizadas nas proteinas do soro, devido a
grande atividade de 4gua que vem a prejudicar a sua estabilidade. Apds a retirada da agua, o

produto concentrado é classificado de acordo com o teor de proteina, devido a suas
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caracteristicas nutricionais e tecnoldgicas, e pode ter aplicaces diversas que vao do seu uso
como ingrediente alimenticio a producdo de medicamentos (ALVES, M. P. et al., 2014).
Alguns produtos derivados das proteinas do soro podem ser encontrados
comercialmente dentre o0s principais: o concentrado proteico de soro (whey protein
concentrate — WPC) produto obtido pela remogéo de constituintes ndo proteicos do soro de
forma que o produto final seco contenha, em geral, entre 35% e 80% de teor proteico. O
isolado proteico de soro (whey protein isolate — WPI) que é a forma comercial mais pura das
proteinas do soro e contém entre 80 e 95% de proteina (BRANS, 2006). E a proteina do soro
hidrolisada (whey protein hidrolysate- WPH, que é obtido pela hidrélise das moléculas de
proteinas durante seu processamento com a formagdo de segmentos proteicos menores;
concentrados de soro com teor de lactose reduzido, que sdo produtos especiais com teor de
lactose inferior a 1% e também o soro com teor de minerais reduzidos (produto obtido pela
remocdo seletiva de uma parte dos minerais do soro através dos processos de troca idnica,

eletrodidlise ou outras técnicas de separagdo por membranas) (CORREIA et al., 2011).

2.5 HIDROLISE DAS PROTEINAS DO SORO DO LEITE

Diversas podem ser as finalidades atribuidas a hidrolise das proteinas do soro podendo
apresentar tanto um enfoque tecnoldgico devido a alteracdo de caracteristicas como a
solubilidade e viscosidade. Como h& importancia do ponto de vista nutricional, uma vez que
sdo diversos os trabalhos na literatura que atribuem biofuncionalidade a proteina hidrolisada
do soro do leite (DULLIUS, GOETTERT, SOUZA, 2018).

A hidrolise das proteinas pode ser mediada pela acdo de proteases, que sdo enzimas
pertencentes ao grupo das hidrolases e catalisam a hidrolise das ligacfes peptidicas e ainda
podem agir sobre ligagdes éster e amida. Esta classe de enzimas esta envolvida em diversos
processos bioldgicos, como a digestdo, o transporte de membranas e a coagulacdo do sangue.
Todas as proteases possuem certo nivel de especificidade quanto ao substrato, ou seja, sdo
particulares quanto aos aminoacidos envolvidos na ligacdo peptidica a ser hidrolisada, embora
a posicédo de ligacdo na cadeia polipeptidica e o tamanho da mesma possam vir a influenciar
na atividade enzimatica (KOBLITZ, 2008).

Diferentes tipos de enzimas proteoliticas podem ser empregadas, tais como as
proteases de origem microbiana como a subtilisina (conhecida comercialmente como alcalase,

produzida pela bactéria Bacillus licheniformis), de origem vegetal, como a bromelina e a
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papaina. Podem ser empregadas também enzimas de origem animal, por exemplo, as que
participam da digestdo no trato gastro intestinal: tripsina, pepsina e a amilase salivar,
(ZHANG, WU, LING LU, 2013). Nessa revisdo serdao mais bem discutidas as caracteristicas
bioquimicas e propriedades de atuacdo das principais enzimas utilizadas na tecnologia de
alimentos e na hidrolise das proteinas do soro do leite de acordo com o que foi descrito por
KOBLITZ (2008).

Dentre as enzimas de origem vegetal a papaina é extraida do latex dos frutos do
mamoeiro (Carica papaya) é caracterizada como uma cisteina-protease, pois apresenta em
seu sitio ativo cisteina conjugada com histidina. E comercializada geralmente na forma de
extrato bruto contendo diferentes proteases, como a papaina e quimiopapaina sendo bastante
utilizada para fins terapéuticos devido a sua atividade anti-inflamatoria e cicatrizante
(BATISTUZZO, 2006). Quanto a sua atividade enzimatica, sua faixa de atuacdo € ampla,
entre o pH 5,0-9,0 contudo é observado que 6tima eficiéncia proteolitica em pH 7,0 e
temperaturas entre 60-70 °C. Apresenta baixa especificidade por substrato, mas age
preferencialmente em ligacBes adjacentes aos aminoacidos fenilalanina, Valina e Leucina
(KOBLITZ, 2008).

A bromelina, enzima obtida a partir do abacaxi ou do pedinculo do abacaxizeiro, é
menos termorresistente e menos especifica que a papaina. O melhor grau de atividade
enzimatica é observado na faixa de pH de 6,0-8,0, em temperatura de 40 °C (valores de
temperatura acima de 70 °C sdo deshaturantes).

A pepsina é uma protease aspartica, produzida pela mucosa estomacal na sua forma
inativa, o0 pepsinogénio, contém &cido aspértico no seu sitio ativo, e tem baixa especificidade,
porém apresenta maior afinidade por aminoacidos polares e aromaticos. A faixa de pH para
sua acao € de 1,0 a 4,0, embora o pH ideal seja 1,8 e 0 pH 6 seja responsavel por inativa-la
completamente.

Outra enzima que é bastante utilizada devido ao seu importante papel na digestao é a
tripsina uma serina protease (contém Ser no seu sitio ativo) secretada pelo pancreas na sua
forma inativa, pepsinogénio e ativada no duodeno. Uma caracteristica importante dessa
enzima é a alta especificidade, uma vez que sé hidrolisam liga¢cBes que envolvam o grupo
carboxilico da Lisina e Arginina. Os parametros 6timos para sua atividade encontram se na
faixa de pH entre 7,0 e 9,0, (em pH muito acido sofre autdlise) e temperatura de 36° C.

Silvestre et al. (2012) investigaram os melhores pardmetros de obtencdo do perfil
peptidico e da atividade de inibicdo da ECA de proteinas hidrolisadas do soro do leite

concentrado utilizando papaina e pancreatina. Os resultados deste trabalho mostram que as
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condi¢Bes de hidrolise sdo pardmetros fundamentais na obtencdo de um perfil peptidico
adequado, e que a hidrolise utilizando papaina gerou o melhor perfil de peptideos, mas ambas
as enzimas demonstraram serem capazes de gerar peptideos com atividade inibidora da ECA.

Em outro estudo Demers-Mathieu et al. (2013) investigaram a atividade antibacteriana
de peptideos gerados por hidrolise do soro do leite isolado a partir da utilizacdo de tripsina e
quimiotripsina. Os resultados mostram que os peptideos derivados de -Lg foram capazes de
inibir o crescimento de Listeria monocytogenes e Staphylococcus. aureus mas nao
demonstraram atividades frente a diferentes cepas de Escherichia coli.

Lacroix e Li-Chan (2013) realizaram a hidrolise do soro do leite isolado, e das
proteinas a-La, B-Lg, albumina serica, e lactoferrina utilizando pepsina para verificar a
potencial capacidade dos peptideos gerados de inibirem a acdo da enzima dipeptidil peptidase
(DPP-1V) e a-glicosidase. Todos os hidrolisados demonstraram ser capaz de inibir a DPP-IV,
sendo o hidrolisado de a-La o0 que demonstrou melhor potencial. Com relagéo a inibigdo da a-
glicosidase apenas os hidrolisados do soro do leite isolado, de B-Lg, e de a-La demonstraram
atividade. Sugerindo assim que os peptideos gerados podem regular a glicemia.

Na reacdo de hidrélise pode ser utilizada apenas uma enzima para toda a reacdo ou
podem ser feitas combinagdes entre duas ou mais enzimas, a depender da necessidade de
quem conduz o processamento. Em seu trabalho Shin et al. (2007) utilizaram papaina e
tripsina para hidrolisar a proteina do soro do leite bovino e assim obtiveram menores
quantidades de B-Lg e peptideos com propriedades antigénicas reduzidas.

Alguns fatores devem ser levados em consideracdo durante a reacdo de hidrolise, uma
vez que se trata de uma reagdo enzimatica onde algumas caracteristicas podem vir a interferir
na velocidade e na efetividade da reacdo, tais com: a adequacdo do pH do substrato com a
faixa de atividade do pH da enzima, a temperatura aplicada durante a reacao, a relacdo entre a
concentracdo de enzima e de substrato (KOBLITZ, 2008).

Naik et al., (2013) investigaram o efeito da razdo enzima substrato, pH e temperatura
no grau de hidrolise de soro do leite concentrado utilizando tripsina, e observaram que a razéo
enzima/substrato e o pH foram os fatores de maior influéncia no grau de hidrolise.

A potencial formagdo de peptideos bioativos pela hidrolise do soro do leite de cabra
tem sido fundamentada e investigada ao longo dos anos. Brandelli, Daroit e Corréa (2015)
dividiram os efeitos fisiologicos da proteina hidrolisada do soro em quatro diferentes grupos,
sendo estes: . Efeitos no sistema imunoldgico: atividade antimicrobiana, imunomodulatoria e
citomodulatoria; Il. Efeitos no sistema cardiovascular: Atividade anti-hipertensiva,

antioxidante, antitrombdtica e hipocolesterolémica; 1ll. Efeitos no sistema nervoso:
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Atividades agonistas e antagonistas opioides; e IV. Efeitos no sistema gastrointestinal:
atividade antiulcerativa, inibicdo do apetite e reacbes com minerais.

Tulipano et al. (2012) em seu trabalho verificou que a hidrolise in silico da p-Lg
oriunda do soro do leite de caprinos e ovinos pela tripsina € capaz de inibir a enzima
dipeptidil peptidase IV (DPP-4) sugerindo assim que estes peptideos podem ser utilizados no
controle do Diabetes Mellitus tipo 2

Almaas et al. em multiplos estudos (2011), (2008) e (2006) desenvolveram estudos in
vitro e metodologias de hidrolise do soro do leite caprino utilizando suco gastrico, suco
duodenal e enzimas proteoliticas como pepsina, tripsina e quimiotripsina para obter diferentes
perfis peptidicos e avaliar a capacidade destes hidrolisados proteicos de inibirem o
crescimento de micro-organismos, dentre estes foi demonstrado capacidade inibir o
crescimento de cepas de Escherichia coli HMG INFO1, Escherichia coli K12, Bacillus cereus
RT INFO1 e Listeria monocytogenes.

Recio et al. (2009) e Hamme, et al. (2009) observaram em seus estudos a capacidade
dos peptideos obtidos pela hidrolise do soro (acido) do leite de cabra utilizando enzimas
isoladas de micro-organismos de queijos de leite cru em inibir a enzima conversora de
angiotensina- ECA. Foi observado que a maior hidrolise foi da proteina o-La, mas ndo foram
identificados peptideos especificos. Coates (2003) explica que a capacidade de inibir a ECA
esta relacionada com a diminuicdo da pressdo arterial, uma vez que essa enzima exerce um
papel fundamental no sistema renina-angiotensina, responsavel por regular a pressdo arterial e
a homeostase de eletrolitos no organismo. A inibicdo da ECA diminui a pressdo arterial por
impedir a catélise da angiotensina | em angiotensina Il (vasoconstrictor), e a degradagdo da

bradicinina que tem agdo vasodilatadora, diminuindo assim a vasoconstric¢ao periférica.

2.6 PEPTIDEOS BIOATIVOS DO SORO

Os peptideos quando estdo na sequencia original da proteina ndo sdo capazes de
exercer bioatividade necessitando assim serem liberados a partir de reacdes hidroliticas. Estas
reacOes podem ser desencadeadas por diversos mecanismos, tais como: enzimas digestivas, ou
pela atividade proteolitica de micro-organismos, sintese quimica e/ou através da acdo de
vegetais ou proteases microbianas (KORHONEN, PIHLANTO, 2006).

Haque e Chand (2008) definem estas moléculas como ‘“fragmentos proteicos

especificos, que contém cerca de 3 a 20 residuos de aminoacidos, que tem um impacto
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positivo no funcionamento corporal ¢ podem proporcionar influencias na satde.” Outra
definicdo, traz que os peptideos apresentam atividade similar a uma droga ou horménio, que
eventualmente modulam a funcdo fisiologica ao se ligarem a receptores especificos da célula
alvo, levando a inducdo de respostas fisioldgicas. A figura 1 traz um resumo das principais
etapas envolvidas na obtencdo de peptideos bioativos.

Figura 1 Etapas envolvidas no processo de pesquisa de peptideos bioativos do soro do leite
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Fonte: BUTYLINA et al., 2006; BRANDELLI, DAROIT, CORREA, 2015; YADAV et al., 2015.

Além do processo de obtengdo usual por hidrdlise, é possivel identificar, em alguns

casos, peptideos que sdo naturais ao leite ou ao soro do leite, ou ainda estarem presentes em
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produtos lacteos fermentados, tais como iogurte, leite coalhado e queijo (MORRIS
FITZGERALD, 2008).

Os peptideos bioativos que sdo produzidos durante o processo de hidrélise sdo
posteriormente purificados através de técnicas analiticas. Uma técnica que € frequentemente
utilizada para a purificacdo de peptideos é a cromatografia de fase reversa em cromatdgrafo
liquido de alta eficiéncia - HPLC, utilizando coluna C18, onde a identificacdo dos picos pelo
cromatograma permite a coleta dos peptideos possibilitando assim a sua purificacdo (YADAV
etal., 2015).

Uma vez purificados os peptideos sdo geralmente caracterizados por analise de
espectrometria de massas em equipamento quadrupolo hibrido com separador de mobilidade
de ion e aceleracdo ortogonal por tempo de voo. Apés a ionizacdo, analisadores de massas
detectardo as relacdes massa/carga (m/z), produzindo espectros que serdo entdo confrontados
com diferentes bancos de dados, possibilitando a identificacdo das proteinas e dos peptideos
(YADAV et al., 2015; BUTYLINA et al., 2006). Dessa forma, diversos trabalhos vém sendo
desenvolvidos utilizando a proteina hidrolisada do soro devido a presenca de peptideos
bioativos que podem apresentar efeitos bioldgicos benéficos para o organismo, podendo assim
caracterizar o soro do leite como uma matriz alimentar com potencial funcional.
(BRANDELLI, DAROIT, CORREA, 2015).

Dentre os efeitos funcionais dos peptideos bioativos de hidrolisados da proteina do
soro que tem sido descritos pela literatura estdo efeitos antioxidantes, antiproliferativos e
antibacterianos, imunomoduladores, anti-diabéticos, anti-colesterolémicos, efeitos benéficos
na microbiota intestinal, efeitos no sistema nervoso como inibidores e estimulantes opidides.
(MACEDO 2010; MADUREIRA et al., 2010; HERNANDEZ-LEDESMA et al., 2008;
YALCIN, 2006).

2.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A peroxidacdo lipidica que ocorre nos alimentos liberando radicais livres ¢ um
problema pertinente e implica em menor tempo de vida de prateleira do produto. A ocorréncia
desta reacdo é responsavel pelo surgimento de caracteristicas sensoriais desagradaveis e
reducdo do valor nutricional do alimento, colocando em risco a seguranca alimentar do
consumidor, devido a liberacdo de substancias toxicas que podem vir a causar danos a nivel
celular no organismo (PENG, KONG, XIA, LIU, 2010).
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Cada vez mais a industria de alimentos busca utilizar aditivos naturais aos alimentos,
tanto devido a potencial toxicidade dos aditivos sintéticos como em consequéncia da
tendéncia atual do consumidor de optar por op¢des mais saudaveis e naturais nos produtos.
(ZHANG et al., 2009)

A capacidade antioxidante dos peptideos do soro de leite estd relacionada a
mecanismos de inativagdo das espécies reativas do oxigénio, retirada dos radicais livres,
inibicdo da peroxidacdo lipidica, quelacdo com ions metalicos, ou uma combinacdo destes
mecanismos. Os peptideos antioxidantes geralmente tem maior nimero de grupos ionizaveis e
também maior exposicdo de grupos hidrofébicos em sua molécula, usualmente consistem em
cadeias com residuos de 5-11 aminoéacidos (ZHOU et al., 2012; SARMADI, ISMAIL, 2010).

O modo de acdo vai ser influenciado de acordo com a composi¢do de aminoacidos e a
sequéncia dos peptideos. Portanto, levando em consideracdo a variabilidade de peptideos e de
aminoacidos presentes nos hidrolisados, torna-se imprescindivel avaliar a capacidade
antioxidante por diferentes métodos (PHELAN et al., 2009).

Entre as metodologias mais utilizadas, estdo as baseadas na capacidade antioxidante
equivalente de Trolox (TEAC) utilizando o radical ABTS e DPPH, método que detecta
transferéncias de elétrons e transferéncia de atomos de hidrogénio, avaliacdo da quelagcdo com
ions metalicos por meio do teste de poder antioxidante de reducédo de ions férricos (FRAP).

A atividade antioxidante das proteinas e dos hidrolisados das proteinas do soro tem
sido amplamente estudadas. Power et al. (2014) em seu trabalho com um hidrolisado triptico
(enzimas tripsina e quimiotripsina) ap6s fracionamento por ultrafiltragdo da B-Lg observou
alta capacidade antioxidante dos peptideos obtidos apds a hidrolise (5.63 pumoL TE/umoL
peptideo).

Apds a hidrolise de soro do leite de ovelha, Corréa et al. (2014) com uma protease de
origem microbiana obtida a partir de Bacillus spp durante 6 h, obtiveram hidrolisados de
proteina do soro com atividade antioxidante e de inibicdo da enzima conversora de
angiotensina. Os autores observaram que o teor de proteina soluvel e amino acidos livres
aumentaram apos 4 h de processamento. E a maxima atividade antioxidante foi obtida ap6s 6
h, enquanto que a maxima inibi¢cdo da ECA ocorreu apds 4 h de hidrolise.

E frequente a ocorréncia de peptideos bioativos com propriedades multifuncionais, por
exemplo, a maioria dos peptideos que sdo capazes de desempenhar atividade antioxidante
também podem inibir a enzima conversora de angiotensina (ECA) (HERNANDEZ-
LEDESMA et al., 2008).
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Os peptideos capazes de inibir a ECA tem um potencial anti-hipertensivo na fisiologia
do organismo. A ECA é uma enzima que esté localizada em diversos tecidos e desempenha
um papel fisiolégico chave no sistema renina-angiotensina, calicreina-cinina e no sistema
imune (CONTRERAS, et al., 2011).

A atuacdo da ECA nesse sistema € de forma bastante direta, pois esta é responsavel
por aumentar a pressdo do sangue a partir da catélise da reacdo de conversdo de angiotensina
1 para angiotensina 2 (um potente vasoconstrictor) e também por degradar a bradicinina
(peptideo vasodilatador). Dessa forma o quadro de hipertenséo arterial é observado quando a
ECA catalisa a hidrdlise da angiotensina | em angiotensina Il, em maior medida do que o
necessario (COSTA et al., 2005).

Peptideos capazes de inibir a ECA geralmente contém residuos de 2 a 27 aminoacidos,
e estdo relacionados a hidrolise das proteinas majoritarias do soro do leite usando as enzimas
pepsina, tripsina, quimiotripsina e subtilisina (Alcalase ®) com niveis de inibi¢do na faixa de
70-90% a depender da enzima utilizada (TAVARES, CONTRERAS et al., 2011; TAVARES,
MONTEIRO et al., 2011).

2.8 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

As proteinas do soro como a lactoferrina, lisozima e os fragmentos de ambas sdo 0s
mais estudados em relacdo a atividade antimicrobiana. As proteinas majoritarias parecem ser
menos exploradas pela literatura, embora os peptideos derivados das proteinas do soro do leite
tém suas potencialidades e pode ser observada uma maior tendéncia em trabalhos que
envolvam sua utilizagcdo em comparagio com a proteina nativa (HERNANDEZ-LEDESMA
etal., 2014; CHATTERTON et al., 2006).

O mecanismo pelo qual ocorre o efeito antibacteriano tem sido atribuido a dois modos
de acdo principais dependendo da fracdo proteica a qual se refere. A habilidade de quelar ions,
principalmente o ferro, privando o crescimento de bactérias que necessitam desse ion esta
mais intimamente relacionada as proteinas minoritarias do soro (BRANDELLI, DAROIT e
CORREA, 2015).

Com relagdo as proteinas majoritarias do soro, o passo inicial da morte bacteriana
envolve a fixagdo / adsor¢do do peptideo na membrana bacteriana, que podera implicar a
participacdo de forgas eletrostaticas. Seguida dessa interacdo, o carater anfipatico pode
também ser uma parte importante com vista a insercdo da regido hidrofobica do peptideo na
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membrana do nucleo apolar. Diversos podem ser os mecanismos que conduzem a formacéo
de poros da membrana transitoria, afetando assim processos de geragdo de permeabilidade
e/ou energia ou podem resultar na ruptura da membrana plasmatica e morte celular.
(BENKERROUM, 2010; AKALIN, 2014).

Outro aspecto que deve ser considerado € que a maioria dos peptideos antimicrobianos
identificados até agora a partir das proteinas do soro do leite possuem cargas negativa ou
neutras. Estes peptideos usualmente exibem menor atividade contra bactérias Gram-negativas,
0 que pode ser resultante da repulsdo de cargas entre os peptideos e as cargas negativas dos
lipopolissacarideos na membrana externa destas bactérias. (DEMERS-MATHIEU et al.,
2013)

Theolier et. al (2013) avaliaram a atividade antimicrobiana da fracdo proteica menor
que 10 kDa apo6s a hidrolise do soro do leite isolado, por 45-90 minutos utilizando pepsina,
tripsina e quimiotripsina. Estes autores conseguiram purificar seis diferentes fragdes do
hidrolisado através de cromatografia de fase reversa, onde todas demonstraram inibir o
crescimento de cepas de Listeria innocua e Escherichia coli.

A producéo de peptideos bioativos com potencial antibacteriano também foi observada
por Osman et al. (2016). Neste estudo os pesquisadores utilizaram a enzima Alcalase®, uma
enzima de origem microbiana produzida por cepas de Bacillus licheniformis, para hidrolisar
soro do leite de cabra. Os hidrolisados que obtiveram o maior grau de hidrolise foram
separados por cromatografia de exclusdo molecular e observou a maior eficiéncia destes em
inibir o crescimento de Escherichia coli e Bacillus cereus do que comparado ao soro do leite

de cabra ndo hidrolisado.

2.9 ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA E ANTITUMORAL

Devido ao aumento expressivo na incidéncia de casos de cancer no mundo, as
pesquisas tem buscado encontrar moléculas que sejam capazes de agir de modo a diminuir a
proliferacdo de células cancerigenas. Uma vez que a dieta pode vir a ser tanto um fator
ambiental de risco para o desenvolvimento desta doenca, quanto pode ser utilizada como uma
ferramenta de profilaxia (FERLAY et al., 2014).

H& um crescente interesse em investigar metabdlitos naturais que modulem
biomarcadores de células cancerigenas, dessa forma pesquisas que envolvem os componentes

naturais da dieta da populacdo, como as proteinas, e mais precisamente os peptideos derivados
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destas, vém demonstrando o seu potencial nutracéutico quando atua em diferentes estagios do
cancer, incluindo iniciagdo, promocdo e progressdo (DE MEJIA, DIA, 2010).

Dessa forma a proteina do soro de leite tem demonstrado apresentar uma potencial
atividade antitumoral/antiproliferativa que tem sido respaldada com evidéncias cientificas
importantes (PATEL, 2015).

Os isolados de proteina de soro de leite tiveram efeito citotoxico nas células do
melanoma B16F10 como demonstrado na expressdo alta de caspase-3 em meio in vitro
(CASTRO et al., 2009).

Em outro estudo Attaallah et al. (2012) evidenciou a ocorréncia de um menor nimero
de focos tumorais foi observado quando o hidrolisado de proteina de soro do leite foi
alimentado em ratos portadores de cancer de célon, indicando que a proteina do soro é
superior a outras proteinas dietéticas para supressao do desenvolvimento do tumor (PARODI,
2007).

A capacidade antiproliferativa das proteinas do soro pode estar relacionada com a
quantidade significativamente alta dos aminoacidos cistina e cisteina e de dipeptideos y-
glutamilcisteina, que sdo substratos eficientes para a sintese de glutationa. Embora ainda
sejam necessarios mais estudos que melhor esclarecam o mecanismo de acdo (BRANDELLI,
DAROIT, CORREA, 2015).

Em estudo recente, Medeiros et. al, (2018) verificou a capacidade do soro do leite
caprino em exercer efeitos citotoxicos frente a células de glioma de rato C6. Estes autores
observaram taxa de autélise celular superior a 70% para células cancerigenas a concentracfes
de 0,05 e 0,1 ug / mL do soro caprino.

Dentre as proteinas do soro do leite, a lactoferrina tem obtido maior atengdo das
pesquisas, pois 0s resultados mostram a sua capacidade de inibir tumores intestinais e
possivelmente outros tumores. Acredita-se que o potencial de acdo se dé pela atividade do
peptideo lactoferricina (LFcin), derivado da lactoferrina, que atua de diversas maneiras:
indugéo de apoptose, modulagéo de enzimas metabolizadoras de carcinogénicos, bloqueando
o ciclo celular, modificando a expressdo génica e prevenindo a angiogénese (DE MEJIA,
DIA, 2010; GILFORD, HUNTER, VOGEL, 2005; MADER, et al., 2005).

Estudos in vitro apontam que a lactoferricina tem potente atividade sobre linhagens
celulares de diversos tipos de cancer, dentre estes de mama, de colon, fibrossarcoma,
leucemia, cancer de boca e células de cancer de ovario. Um resultado importante é que a agcdo
se limita as células cancerigenas sem prejudicar os linfocitos normais, fibroblastos, células
endoteliais ou epiteliais (FURLONG, MADER HOSKIN, 2010).
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A propriedade seletiva na acéo da LFcin parece ser devido ao seu carater fortemente
cationico, possibilitando assim a interacdo com morfologias carregadas negativamente em
células cancerigenas, resultando assim na desestabilizacdo das membranas celulares destas
células. O ndo prejuizo a membrana celular de células saudaveis se da devido a carga liquida
neutra destas, mantendo-as poupadas (DE MEJIA, DIA, 2010).

Embora escassos, existem estudos in vivo que demonstram a potencial acdo da
lactoferrina provocar o estimulo da secrecdo de citocinas no intestino e dessa forma retardar a
carcinogénese do colon. Um ensaio clinico demonstrou que uma ingestdo diaria de 3,0 g de
lactoferrina bovina suprimiu a proliferacdo de polipos colorretais promovendo a expressdo de
IFN-a (ALEXANDER et al., 2014)
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3 MATERIAL E METODOS

Todas as etapas desenvolvidas durante esta pesquisa estdo esquematizadas na figura 2.

Figura 2 Fluxograma das etapas experimentais
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3.1 LOCAL DE EXECUCAO

Os experimentos foram realizados no laboratério de Bioquimica, Genética e
Radiobiologia — BioGeR-Lab, do Departamento de Biologia Molecular (DBM), e Laboratério
de Protéomica estrutural- Laprote, do Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza — CCEN,
Universidade Federal da Paraiba (UFPB) — Campus I.

3.2 OBTENCAO DO LEITE E PREPARO DO SORO CAPRINO

O leite caprino foi obtido do Setor de Caprinocultura, do Centro de Ciéncias Humanas,
Sociais e Agréarias (CCHSA) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), campus Ill, no

municipio de Bananeiras / PB.
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O leite foi obtido de cabras de um rebanho homogéneo, da espécie Alpina ondes 0s
animais, com cerca de 40 + 6 kg, eram alimentados com racéo e estavam com 120 * 5 dias de
lactacdo. As amostras coletadas foram filtradas e, em seguida, desnatadas por centrifugacéao
antes da obtencédo do soro propriamente dito.

O soro do leite foi obtido através de precipitacdo isoelétrica de acordo com a
metodologia descrita por Egito et al., (2006) com modificagdes, onde ao leite previamente
desnatado foi adicionado acido cloridrico (HCI) 1 mol . L 7!, até atingir o pH 4,6 (Figura 2)

O sistema foi deixado em repouso e, ap0s verificacdo da precipitacéo, foi submetido a
centrifugacdo a frio (20 mins/4 °C/ 5000rpm) para melhor separagdo do soro da fragéo
caseinica bem como de possiveis fragmentos de gordura. 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.

Figura 3 Fluxograma de obtencéo do soro
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3.3 CARACTERIZACAO PROTEICA DO SORO

3.3.1 Determinacéo do teor proteico soltvel

O teor de proteinas solaveis do soro foi determinado através do método descrito por
Bradford (1976), utilizando-se a albumina bovina sérica — BSA, como padréo.

3.3.2 Determinacdo do teor protéico total

O teor total de proteinas foi determinado de acordo com a Association of Official
Analytical Chemists - AOAC, 2000.

3.3.3 Eletroforese SDS-PAGE

Para caracterizar o perfil proteico e estimar o massa molecular das proteinas das

amostras, foi realizada eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de
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sodio - PAGE-SDS (Sistema Loccus Biotecnologia. Model: Vert-i10), segundo a metodologia
de Laemmli (1970).

O gel de empilhamento foi preparado na concentracdo de 3,5% de poliacrilamida em
tampédo Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 e SDS a 1%, e 0 gel de separacdo na concentracdo de 20%
em tampdo Tris-HCI 3 M, pH 8,8 e SDS a 1%.

As amostras foram dissolvidas em tampéo Tris-HCI 0,625 M, pH 6,8 contendo SDS a
2%, glicerol a 10%, 5% de B-mercaptoetanol e azul de bromofenol a 0,02%, aquecidas em
estufa a 100 °C durante 10 minutos, e centrifugadas por 2 minutos. Aliquotas de 15 uL de
cada amostra foram aplicadas nos pogos do gel de empilhamento, e a corrida ocorreu nas
condigGes de 200 V; 25 mA e 15 W. O tampéo de corrida foi preparado com glicina 0,2 M;
TRIS 0,025 M e SDS 10% e o pH ajustado para 8,3.

Ao final da corrida, o gel foi fixado com solucdo fixadora de metanol, &cido acético e
agua (40/10/50), durante 45 minutos, em seguida, corado com Coomassie brilliant blue R-250
a 0,005% overnight. O excesso de corante foi removido com agua destilada morna.

As massas moleculares do marcador proteico utilizado como padréo variaram de 225 a
12 kDa (Amersham ECL Rainbow Molecular Full Range, GE Health care Life Sciences).

Figura 4 Fluxograma de caracterizagao proteica do soro
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3.4 HIDROLISE ENZIMATICA in vitro DAS PROTEINAS DO SORO DO LEITE
CAPRINO

O soro do leite, obtido através da precipitacdo isoelétrica, foi submetido a hidrolise
enzimatica in vitro, com as enzimas pepsina e tripsina (Sigma-Aldrich), segundo a

metodologia utilizada por Ahmed et al. (2015) com modificagdes.


https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi7xpXg_6rRAhUFUZAKHfniDsAQFggjMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.gelifesciences.com%2Fwebapp%2Fwcs%2Fstores%2Fservlet%2FproductById%2Fen%2FGELifeSciences-us%2F67610165&usg=AFQjCNHnNjbas2tYq08HBzBQntdmYmyqMg
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Foi avaliado o efeito das variaveis pH e tempo sobre o grau de hidrolise (GH) através
de um planejamento fatorial 22 incluindo trés repeticGes no ponto central, totalizando onze

ensaios para cada uma das enzimas (Tabelas 4-5).

Tabela 1 Niveis reais e codificados dos parametros do processo para hidrolise do soro leite de cabra,
com a utilizag&o de pepsina como enzima proteolitica

Variaveis independentes Niveis reais e codificados
-1 0 +1
pH 15 2,0 2,5
Tempo (min) 90 120 150

Tabela 2 Niveis reais e codificados dos parametros do processo para hidrdlise do soro do leite de cabra,
com a utilizacdo de tripsina como enzima proteolitica

Variaveis independentes Niveis reais e codificados
-1 0 +1
pH 6,5 7 7,5
Tempo (min) 90 120 150

3.5 CARACTERIZACAO DO PERFIL PEPTIDICO

3.5.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de tricina

A eletroforese SDS-PAGE Tricina, foi utilizada para verificar a hidrélise de proteinas
apos a acao enzimatica segundo a metodologia de Schagger; Von Jagow (1987), na qual ¢
utilizado um gel de trés fases: empilhamento (2 cm; 4% T; 3% C), espacador (1 cm; 10% T;
3% C), e separacado (5,5 cm; 16,5% T; 3%).

As amostras foram dissolvidas em tampao Tris-HCI 0,625 M, pH 6,7, contendo SDS a
2%, glicerol a 10%, B-mercaptoetanol 5% e azul de bromofenol 0,02%, aquecidas em estufa a
100 °C/ 10 min e centrifugadas por 5 minutos. Aliquotas de 25 pL foram aplicadas nos pogos

do gel de empilhamento e as corridas ocorreram nas condi¢des de 110 V, 25 mAe 7 W.
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Finda a corrida, o gel foi fixado com solugcdo de metanol, &cido acético e dgua (5/1/4),
durante 1h e, corado com solugdo de Coomassie brilliant blue G-250 (0,025% de Comassie
em acido acético 10%) durante 48 h. Posteriormente, o corante foi removido com solucédo de
acido acético 10%.

Os marcadores proteicos utilizados como padrdes apresentavam massas moleculares
de 38, 31, 24, 17, 12, 8.5, 3.5 kDA (Amersham ECL Rainbow Molecular Full Range, GE

Health care Life Sciences).

3.6 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

As cepas utilizadas no estudo foram de Listeria monocytogenes, Salmonella spp,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, pertencentes a colecdo
de cepas do BioGer- LAb. A escolha destes micro-organismos foi realizada pela a
importancia destes como agentes patogénicos e/ou deteriorantes que afetam diretamente a
saide humana.

O soro de leite liofilizado foi testado na concentracdo de 3 mg/mL ,quantidade que
apresenta 1,9 mg de proteina soltvel. O soro foi diluido em agua e filtrado em filtros de
0,22um. Em seguida, foi realizada a dilui¢do seriada para determinar a concentracéo inibitoria
minima (CIM) do soro de leite caprino e seus hidrolisados.

Para isso, as bactérias foram crescidas em caldo BHI por aproximadamente 18 horas a
37 °C, e o in6culo foi padronizado para escala de McFarland de 0,5. Foram distribuidos 100
uL de caldo BHI em microplacas de ELISA microtitulagdo de fundo chato com 96 pocos, 100
uL da amostra, realizada a dilui¢do seriada do meio + amostra e em seguida adicionada 20 pL
de suspensdo bacteriana (10 ’ e 10 ® UFC mL -1) em cada pogo.

Para cada ensaio foi preparado um controle negativo (C-) e um controle positivo (C+),
nas mesmas condi¢des. O material foi incubado a 37 °C durante 24 h, apés foi realizada a
leitura em um leitor de microplacas e o crescimento bacteriano foi medido com absorbancia a
625 nm (OD625). Todos os ensaios foram feitos em triplicatas.

A CIM- Concentracdo Inibitéria Minima foi calculada de acordo com a menor
concentracdo de amostra capaz de inibir o crescimento bacteriano. E o percentual de inibigéo

da amostra foi determinado segundo a equacéo

Absorbancia (amostra + bactéria)
100 — il x 100
Absorbancia (controle)
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3.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante foi avaliada pela metodologia baseada na capacidade
antioxidante equivalente de Trolox (TEAC) utilizando os radicais ABTS (método descrito por
Rufino et al., 2007) e DPPH (método descrito por Morales e Jiménez-Pérez et al., 2001), onde
esses métodos detectam transferéncias de elétrons e transferéncia de atomos de hidrogénio.

Para a capacidade antioxidante das amostras pelo método ABTS, as amostras do soro
do leite e dos hidrolisados liofilizadas foram diluidas na proporg¢do de 3 mg/mL, 6 mg/mL e 9
mg/mL de &gua ultra pura. O teste foi realizado em triplicata, com trés concentracfes para
cada amostra. As amostras foram adicionados 1,5 mL de ABTS (2,2-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico). Os sistemas foram homogeneizados em vortex, apos 6
minutos, e a leitura foi realizada em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 515 nm.
Os resultados foram expressos em percentual de atividade antioxidante de cada amostra e
comparando a curva-padrao de trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico),

usado como controle positivo e agua ultra pura como controle negativo (Rufino et al., 2007).

Para o método DPPH foram feitas modificacbes na metodologia. As amostras
liofilizadas foram diluidas na proporcéo de 3 mg/mL, 6 mg/mL e 9 mg/mL de agua ultra pura.
O teste foi realizado em triplicata com as trés concentraces de amostra. Para cada amostra foi
adicionado 750uL. de DPPH (2,2- Difenil-1- picrilhidrazilo). As amostras foram
homogeneizados em shaker, incubados sob agitacdo por 85 minutos com temperatura entre
20-25°C. Apds incubacdo, as amostras foram submetidas a centrifugacdo por 5 minutos a
14500 rpm. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 600nm. Os resultados foram
expressos em percentual de atividade antioxidante de cada amostra comparando-se a uma
curva-padrdo de trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico), usado como

controle positivo e agua ultra como controle negativo (Morales e Jiménez-Pérez et al., 2001).

3.8 ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA in vitro
Para o teste da atividade anticancerigena, as proteinas e 0s peptideos foram

solubilizados em agua ultrapura, esterilizada por filtragdo em membranas. Foram preparadas

cinco dilui¢des, sendo a concentracdo minima inicial de 1 pg/mL. Estas diluicdes foram
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conservadas a -20 °C até o momento de sua utilizacdo e a linhagem celular tumoral a ser
utilizada foi A375 de células de melanoma malignas humano.

A atividade antitumoral foi avaliada in vitro observando a proliferacdo das linhagens
tumorais e ndo tumoral expostas durante 48 h a diferentes concentracdes das proteinas. As
células foram cultivadas em microplacas e apds o tempo de aderéncia (24 h) foram expostas a
concentragdes crescentes do soro do leite caprino por 48 h e comparadas a um grupo controle
(tratadas com meio acrescido de solvente). Transcorrido o tempo de incubacdo, foram
realizados ensaios colorimétricos com sal de tetrazolium (MTT) e feita a leitura da densidade
Optica em espectrofotdmetro a 540 nm.

Foram realizados no minimo trés ensaios independentes para confirmacdo dos
resultados e foi calculada a Clso (Concentracdo Inibitdria 50), a CIT (concentragdo Inibitoria
Total) e a CLso (Concentracéo Letal 50).

3.9 DETERMINACAO DO GRAU DE HIDROLISE

O grau de hidrolise pode ser definido como a proporcdo entre o nimero total de
ligacOes peptidicas que foram clivadas durante a hidrélise (RUTHERFURD, 2010). O grau de
hidrolise dos peptideos foi realizado a partir da quantificacdo do método ortoftaldeido - OPA,
utilizando o reagente OPA de acordo com a metodologia descrita por Spellman 2003 com
algumas modificagdes.

O reagente OPA foi preparado utilizando Tetraborato de sdédio 10 mM, SDS 20%,
betamercaptoetanol e 0 OPA diluido em metanol. Foi pesado 1 mg de cada amostra e diluida
em agua ultra pura e mantida a temperatura ambiente.

Foram adicionados 300 uL do reagente , 50 uL. de amostra em microplacas de ELISA
de fundo chato com 96 poc¢os. Todas as amostras foram feitas em triplicata.

3. 10 ANALISES ESTATISTICAS

Os ensaios de atividade antibacteriana, antiproliferativa e antioxidante foram
realizados em triplicata e submetidos a analise dos dados utilizando o software Graphpad
Prisma version 6 através da aplicacdo da Anéalise de variancia - ANOVA utilizando o teste
One way de mdltiplas comparagdes para obtencdo dos resultados. Para todas as analises foi

considerado significativo p < 0,05.
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ABSTRACT

Whey is a dairy product usually discarded by the industry genereting pollution to the
environment, being necessary alternatives to provide their reuse. Among the whey
components, proteins exhibit a high biological value and play an important role in the
physiology of the organism. Therefore, the aim of this study was to identify the proteins
present in the goat whey and evaluate their ability to perform antibacterial and anti-
proliferative activity. The whey was obtained by acid coagulation, dialyzed and lyophilized to
obtaining the concentrated protein. The identification of the protein was performed by SDS-
PAGE and the antibacterial activity was evaluated against microorganisms Listeria
monocytogenes, Salmonella spp, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and
Escherichia coli, whereas the antiproliferative activity was carried forward to the human
malignant melanoma cells. The results of the analysis show antibacterial different values of

the minimum inhibitory concentration 15-120 ug.mL * and percentage inhibition from 13 to
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38% thereby observing the bacteriostatic ability of goat whey. Inhibition values were
observed in cancer cell proliferation by 66.8%, suggesting that whey from goat milk has an

important functional role in nutraceutical potential.

Keywords: microorganisms; by-product; proteomics; proteins; residue.

1 Introduction

Goat breeding for use of their milk has been observed in many countries around the
world, since the goat milk has properties that differ from milk from other species such as the
higher digestibility and lower allergenicity of its proteins [1 -3], the smaller size of its fat cells
and the presence of short and medium chain fatty acids [4].

Whey is a by-product of the dairy industry which is obtained in large quantities mostly
from the production of cheese, although there is production of significant amounts of whey
occasionally this is discarded and is a product of high organic demand can pollute the
environment [5].

The whey may be obtained by two process, by enzymes, clotting common in the
manufacture of cheeses and by acid precipitation per addition of HCI [6]. Whey obtained from
either process is characterized respectively as sweet whey and acid whey and has some
differences in their composition, as the acid content, the amount of lactose and calcium [7].

The whey composition varies depending on factors that may interfere with the milk
composition, such as the species of animal, the lactation stage, the animal feeding [8].
Basically, the whey consists of 93-94% water, lactose, soluble milk proteins, low content of
lipids, calcium and vitamin B complex [9].

Despite the quality of the nutritional composition of whey there are limiting factors for
the use of this in nature in the food industry, for example the high water content resulting in
increased perishability of this by-product [10]. To overcome this obstacle and to avoid
product loss, various processing techniques aimed at obtaining a whey concentrate sample
compound are used drying methods such as spray drying and lyophilization [11].

Among the nutrients present in the whey, proteins has gained increasing prominence
in research because of its technological and functional potential interest. Since whey proteins
have all of the essential amino acids in larger or greater amounts than those recommended by

the Food and Agriculture Organization - FAO these may play a biological role of great
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interest in the physiology of the organism and may thus characterize the whey as a functional
food like properties. [5]

Whey proteins are classified into major proteins: alpha- latcoalbumin and beta-
lactoglobulin and minority protein: lactoferrin, immunoglobulins, casein macropeptideos
among others. And some authors report that these proteins may play physiological effects on
the nervous system, immune system, cardiovascular effects and protective microbial flora of
the gastrointestinal tract [12; 13; 3; 14; 15].

The interest in discovering natural antibacterial lies in its possible use in the food
industry to replace the synthetic chemical additives. While the importance of investigating
natural metabolites that may positively affect the control and inhibition of proliferation of
cancer cells. Thus demonstrating the potential nutraceutical present in the goat whey to act at
different stages of cancer, and these initiation, promotion and progression. [16]

Therefore the aim of this study was to identify the proteins present in concentrate
whey from goat milk and verify the biological activity in inhibiting the growth of

microorganisms and cancer cell proliferation.

2 Material and Methods

2.1 Obtaining whey from milk

Goat's milk of the Alpine race with + 120 days of lactation was obtained from the
Campus Il goat sector of the Federal University of Paraiba. The milk was skimmed and
filtered to obtain whey according to the method described byEgypt et al., (2006) [17] with
modifications where casein precipitated by adding 1 mol HCI. L %, to achieve pH 4.1. The
whey obtained was centrifuged at 10,000 rpm / 20 min at 4 ° C to remove the residual fat and
casein particles. For resolubilize the proteins, was added 1 mol NaOH. L t until neutral pH +
7.2. Whey was dialyzed against water in dialysis membranes with pores of 8 kDa and finally
frozen at -20 ° C and lyophilized to obtain the whey protein concentrate.

2.2 Soluble protein content
The soluble protein content was determined by the method described by Bradford

(1976) [18], using bovine serum albumin - BSA as standard.

2.3 Total protein content
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The amount of total protein in the whey was determined by the method described by
AOAC, 2000 with some modifications [19].

2.4 Identification and characterization of proteins

Proteins present in the whey of goat's milk were identified by electrophoresis
polyacrylamide gel containing sodium dodecyl sulfate SDS-PAGE (Loccus Biotechnology
System Model:. Vert-i10) according to the method of Laemmli (1970) [20].

The whey was dissolved in Tris-HCI 0.625 M buffer (pH 6.7, 2% SDS, 10% glycerol,
5% B-mercaptoethanol and bromophenol blue 0.02%) and subjected to heating and
centrifugation. The running buffer contained 0.2 M glycine; 0.025 M Tris, 10% SDS, pH 8.3.

At the end of the run, the gel was fixed in methanol, acetic acid and water (40/10/50 v
/ v) for 45 minutes, stained with Coomassie Brilliant Blue R-250 0.005% overnight, the dye
solution was removed with of 13% acetic acid.

The protein markers used have masses ranging 225-12 kDa (Amersham Rainbow
Molecular Full Range ECL, GE Healthcare Life Sciences).

2.5 Antibacterial activity in vitro

The ability to inhibit bacterial growth was tested front of the strains Listeria
monocytogenes, Salmonella spp, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and
Escherichia coli, all this strains belonging to the collection of Biochemistry Laboratory of,
Genetics and Radiobiology - BioGeR. The inoculum was standardized to Macfarland scale
corresponding to approximately 0.5 1.5 10’ CFU/mL™.

The whey samples were diluted in distilled water and filtered through a nylon filter
with a diameter of 13 mm and 0.22 uM pore. Then there was the serial dilution to determine
the minimum inhibitory concentration - MIC and the classification of the potential of
inhibition was performed according to the distribution described by Sartoratto, et al (2004)
[21].

Where was added 100 pL of brain heart infusion broth BHI- and 100 pL of double
concentrated sample in ELISA plates (enzyme-linked immunosorbent assay) with 96 flat
bottom wells, and serial dilutions carried out. They were added 20 pL of bacterial suspension
(7:10 + 10° CFU mLI %) in each well. Readings were taken every minute over a period of 24

hours in GO Multiscan plate reader with absorbance at 625 nm.
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The percentage of inhibition was calculated based on the comparison between the CIM
and the control of bacterial growth curve according to the equation described by MALVEZZI,
2010 [22].

100 abs (sample + bacterium) 100
— x
( abs control )

2.6 Antiproliferative Activity in vitro

To test the antiproliferative activity with strain A 375, human malignant melanoma,
proteins and peptides were solubilized in ultrapure water, sterilized by membrane filtration.
five dilutions were prepared with an initial concentration of 1 mg.mL-1at least 60 pug.mL-1.
These dilutions were stored at -20 ° C until its use against tumor cells. and the tumor cell line
used was the corresponding line A375 human malignant melanoma cells.

The antiproliferative activity in vitro was evaluated by observing the proliferation of
tumor and non-tumor cell lines exposed for 24, 48 and 72 hours different concentrations of
proteins. Cells were cultured in a microplate and after the tack time (24 h) were exposed to
increasing concentrations of the sample and compared to a control group (treated with
medium plus solvent).

Elapsed time of incubation, colorimetric assays were performed using tetrazolium salt
(MTT) is made by reading optical density at 540 nm in a spectrophotometer. They were

performed at least three independent assays for confirmation of results.

2.7 Statistical analysis

All assays were performed in triplicate and data analysis of the antibacterial and anti-
proliferative activity was the software used GraphPad Prism version 6 by applying analysis
of variance - ANOVA using post hoc from Dunnett's test multiple comparison to obtain the
results of the antibacterial analysis and post hoc Tukey's test for analysis of data

antiproliferative activity. For all analyzes were considered significant p <0.05.

3 Results And Discussion

3.1 Protein profile of goat whey

The quantity of total protein from goat whey concentrate corresponding to 72% and
the soluble protein content of 0.64 mgP / mL, this result shows that whey proteins can be
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resolubilized by up to 64% of the total, thereby they are active from a biological point of
view. This is an important parameter, since the solubility of the protein is a crucial factor for
employment in these biological processes such as immunomodulatory effects, antibacterial,
antioxidants and others. [13,14]

The electrophoretic profile of goat whey is shown in Fig 1. Where the column A

corresponds to the molecular weight marker and the B column of goat whey.
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Figure 1. Analysis of a pool of goat milk whey proteins by SDS-PAGE gel electrophoresis (A)
contains the profile of molecular mass markers in (B) whey proteins goat where 1G (immunoglobulin),
LF (lactoferrin), LP (lactoperoxidase), albs (serum albumin), proteoses peptone (PrP) B- Ig (Beta
lactoglobulin) and a-La (alpha lactalbumin)

This proteinaceous profile allows identifying the presence of proteins and by
comparing the molecular mass of the markers and the masses reported in the literature was
possible to verify the presence of the alpha-lactaloumin protein (£ 20kDa), the beta-
lactoglobulin (x 26kDa), proteases and peptones (+ 34kDa), serum albumin (x 52 kDa) of the
enzyme lactoperoxidase system (+ 60kDa), lactoferrin (76kDa) and immunoglobulins (+ 120
kDa).

The protein profile found in goat whey resembles that found by Dissanayake et al.,
2013. The occurrence of increased intensity of bands related to alpha-lactaloumin and beta-
lactoglobulin agrees with the results found, and confirms the presence of these proteins in

larger quantities compared with other proteins [23]
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The display of the band corresponding to the proteases and peptones fractions are
related to the method of isoelectric precipitation of goat whey. The lowering of the pH to the

isoelectric point of casein, cause disruption of the B-casein and y-casein fraction and these

fragments can be observed in the remaining whey [13].

The immunoglobulins are present at this stage of lactation however, that protein is in
highest concentration in colostrum whey from the milk, since the milk is responsible for
conferring passive immunity to the calf. In the case of whey used in this study it was obtained
from the milk of animals on the 4th month of lactation corresponding to mature milk is
common in these cases that the whey contains amounts of immunoglobulins around 0.7 g /
mL [5]. We can observe the presence of three distinct bands corresponding to the three kinds
of Immunoglobulins present in the serum 1gG, IgM and IgA.

3.2 Antibacterial activity in vitro

The need for researching antimicrobial coming from natural sources, such as goat
milk, for example, is related largely to the occurrence of increased resistance of pathogens to
antibiotics, in addition, there is a current tendency of the population to avoid the use of
synthetic additives opting for foods with less preservatives. In this work were tested
pathogenic bacterial strains 7, Table 1 shows the results of the inhibition percentage and the
minimally inhibitory concentration MIC of the goat milk serum for the tested

microorganisms.

Bacterium CIM inr?flz)ic')cron
Salmonella spp 60 pg.mL? 23,30
Escherichia coli 30 pg.mL* 25,61
Listeria monocytogenes 30 pg.mL* 39,00
Staphylococcus aureus ATCC 912415D 15 pg.mL™ 32,02
Staphylococcus aureus ATCC 23235 120 pg.mL? 13,31
Staphylococcus aureus ATCC 27664 15 pg.mL? 23,00
Pseudomonas aeruginosa HSI2 15 pg.mL? 38,10

Table 1 Minimum Inhibitory Concentration - MIC and% inhibition of whey from goat milk
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The results show that for all bacterial strains tested serum from goat milk was able to
inhibit the growth of microorganisms and may thus be characterized as bacteriostatic capacity.
The range of protein concentration related to the minimum inhibitory concentration values
ranged from 120-15ug.mL* exhibiting activity for both Gram-positive bacteria and to Gram-
negative bacteria.

Graphs 1 to 5 represent bacterial growth control strain compared with experiments

performed with serum from goat milk concentrate.
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Graphic 1 Antibacterial activity of whey from goat's milk concentrated for 24 h against Salmonella
spp. Statistical differences were accepted when p <0.05 from the Dunnet Test application.
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Graphic 2 Antibacterial Activity of whey from goat's milk concentrated for 24 h against Escherichia
coli HSL1. Statistical differences were accepted when p <0.05 from the Dunnet Test application.
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Listeria monocytogenes
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Graphic 3 Antibacterial Activity whey from goat's milk concentrated for 24 h against Listeria
monocytogenes. Statistical differences were accepted when p <0.05 from the Dunnet Test application.

Staphylococcus aureus ATCC 23235 A
0.8-

0.6-

abs

0.4+

0.2+

0.0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Hours

- Control - CIM



Staphylococcus aureus ATCC 912415D
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Graphic 4 Antibacterial Activity of whey from goat's milk concentrated for 24 h against different
strains of Staphylococcus aureus ATCC 23235(A), 912415D (B) and 27664D (C) Statistical
differences were accepted when p <0.05 from the application of the Dunnet Test.

73
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Pseudomonas aeruginosa HS12
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Graphic 5 Antibacterial Activity of whey from goat's milk concentrated for 24 h against Pseudomonas
aeruginosa HS12. Statistically significant differences were observed when p <0.05 from Dunnet's test.

According to Graphic 1, we see that the first 8 hours of the experiment there was a
proliferation of bacteria in the presence of the sample, while the control growth was observed
after 10 hours of the experiment. This result can be explained by the bacteria's ability to use
the whey for its own metabolism thus initiating its growth after this period the sample is
replaced by action on the microorganism, control which is only the culture medium the strains
presented delayed growth.

The ability of the goat whey proteins to inhibit the growth of microorganisms relates
to electrostatic interactions between the membrane lipopolysaccharides of bacteria and the
proteins present in whey. Another important feature is the amphipathic protein character,
which after inserting the hydrophobic region of the membrane of the bacterium apolar core
unbalances the bacterial cell homeostasis resulting in lysis of the bacterial cell wall [24].

The results shown in Table 1 infer that all bacteria tested had MIC with different
percentage inhibition for Gram-positive bacteria, such as for Gram-negative bacteria. The
ability to inhibit Gram-positive bacteria confirms the results found by Demers-Mathieu et al.,
2013 [25] who observed more significant inhibition of Listeria monocytogenes and
Staphylococcus aureus, Gram-positive bacteria, the test of hydrolysed whey proteins,
although this author has verified low inhibition capacity for Gram-negative strains in the case

of Escherichia coli.
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The of goat whey proteins particularly demonstrated best inhibition percentage
(25.6%) of Escherichia coli growth than camel whey proteins that exhibit a percentage
inhibition of 22% for the same bacteria [26] .

A recent previous study demonstrated the ability of the proteins fractionated goat
whey in inhibiting growth of Listeria monocytogenes and Pseudomonas aeruginosa,
corroborating the results of this work. Although these authors have not observed growth
inhibition of Staphylococcus aureus [27].

Thus it is important to emphasize the relevance of whey capacity goat concentrated to
inhibit the growth of Escherichia coli, Salmonella spp and Pseudomonas aeruginosa once for
being Gram-negative bacteria, they have greater resistance to antibiotics due to their
morphological characteristics as lipopolissacaridea the presence of an outer membrane. In
these cells the cell lysis procedure is correlated binding of proteins to the surface
lipopolysaccharides, neutralizing them and causing the displacement of polyanionic divalent
cations resulting in disruption of cellular plasma membrane. [24, 25]

Among the proteins identified in the milk goat whey the presence of lactoferrin can be
related to the antibacterial ability evident since this is a carrier protein capable of binding to
iron and thus deprive the bacteria use it for growth. [28]

Sartoratto et al., to verify the ability of antimicrobial essential oils extracted from
plants established reference values for antimicrobial activity. According to the author strong
activity for MIC values are between 0:05 to 0:50 mg.mL™*, moderate activity is to between 0.6
- 1:50 mg.mL"* and weak activity values up to 1.50 mg.mL™.

Thus according to the values found in this work it can be said that there was strong
growth inhibition as the MIC values ranging from 0.015 to 0.120 mg.mL “ [29]. Among the
best evaluated bacteria growth inhibition was observed for strains of Escherichia coli, Listeria

monocytogenes and Staphylococcus aureus ATCC 912415D.

3.3 Antiproliferative activity in vitro

The test results of in vitro antiproliferative activity of proteins from caprine whey is
shown in Graphic 6. In this we can see that for 3 days growth the concentration of 1 mg.mL*
was the most effective in the inhibition of melanoma cell proliferation while MIC
corresponded to the lowest tested concentration of 60 pg. For both concentrations there were

variations in the inhibition percentage of these results are shown in Table 2.
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Graphic 6 Antiproliferative activity of whey from goat's milk concentrated against human malignant
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melanoma cells lineage A375 for 72 hours. The differences were statistically accepted when p <0.05

from the Tukey test.
inr?ft))ic')c]icon Time ( hours)
CIMso 6 pg.mL* 28,30 24
6 pg.mL*? 7,410 48
6 pg.mL*? 18,50 72
1 mg.mL? 66,80 24
CLso 1 mg.mL? 47,00 48
1 mg.mL? 46,00 72

Table 2 Cell proliferation inhibition values by time and concentration

Among the proteins found in whey, lactoferrin has obtained increased attention of

research, since the results show their ability to inhibit intestinal tumors and possibly other

tumor. It is believed that the action potential to give the activity of lactoferricin peptide

(LFcin) derived from lactoferrin, which operates in several ways: induction of apoptosis,

modulation of enzymes metabolizing carcinogens, blocking the cell cycle by modifying gene

expression and preventing angiogenesis [16].
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The goat whey ability to inhibit the proliferation of malignant melanoma cells is
associated with significantly high amount of cysteine amino acid and cysteine from y-
glutamylcysteine and dipeptides, which are efficient substrates for glutathione synthesis [23].

Due to the significant increase in the incidence of cancer in the world, research has
sought to find molecules that are able to act in order to reduce the proliferation of cancer cells.
Once the diet may prove to be both an environmental risk factor for developing this disease, it
can also be used as a prevention tool. [30]

In a previous study Attaallah et al., 2012 [31] demonstrated the occurrence of a
smaller number of tumor foci was observed when the whey protein hydrolyzate compared to
soy protein were provided to mice bearing colon cancer, indicating the whey protein is

superior to other dietary proteins for suppression of tumor development.

4 Conclusions

The various proteins identified in serum of goat milk are capable of inhibiting the
growth of microorganisms with different characteristics, although there are differences
regarding the percentage inhibition. Reaffirming the importance of using natural antimicrobial
and expanding the use of these possibilities for the industry. Furthermore, the goat whey
proteins played an important role in inhibiting the proliferation of malignant cells, thus
bringing a new perspective to use since the goat whey proteins have to important nutraceutical

capabilities that should be explored adding biological and commercial value of this residue.
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ARTIGO 2

PEPTIDEOS BIOATIVOS OBTIDOS POR HIDROLISE ENZIMATICA DAS PROTEINAS
DO SORO DO LEITE DE CABRA

CAMPOS, Maria Isabel Ferreira; LIMA, Samantha Alves de; OLIVEIRA, Julia Caju de;
GADELHA, Carlos Alberto de Almeida e Santi-Gadelha, Tatiane.

RESUMO

O soro do leite caprino é um residuo originado em grandes volumes pela inddstria de
laticinios que pode ser reutilizado por processos tecnologicos como a hidrélise. Esta
tecnologia quando aplicada em proteinas causa alteracdes estruturais e pode gerar peptideos
de interesse tecnoldgico e/ou nutracéutico. A partir deste conhecimento temos como objetivo
obter peptideos com capacidade antioxidante a partir da otimizagdo das condicGes de hidrolise
enzimatica por alteracdo dos parametros tempo da reacdo e pH do meio. O soro do leite foi
obtido a partir de precipitacdo &cida, centrifugado, ressolubilizado, dialisado e liofilizado.
Para a hidrolise os parametros temperatura, concentracdo enzima:substrato foram mantidos
constante para os 14 experimentos. A identificacdo do perfil dos peptideos foram analisados
por gel Tricina SDS-PAGE, o grau de hidrolise das proteinas foi avaliado pelo método de
OPA. Os testes da atividade antioxidante foram analisados pelos métodos DPPH e ABTS. Os
resultados obtidos inferem que o tempo da reacdo foi o pardmetro que interferiu de forma
principal na hidrdlise, onde os experimentos carreados com pepsina e tripsina por 150 min
apresentaram melhor perfil peptidico e capacidade antioxidante de capturar o radical ABTS.
Este estudo evidencia a importancia de otimizacdo das condices da reacdo hidrolitica para
melhorar a qualidade funcional dos hidrolisados obtidos e assim gerar produtos tecnoldgicos
e/ou farmacéuticos com maior potencial.

Palavras-chaves: bioatividade; alimento funcional, DPPH; ABTS; parametros de
hidrolise

INTRODUCAO

A funcionalidade de um alimento € baseada na capacidade do alimento desempenhar
atividades fisioldgicas benéficas ocasionando assim melhor qualidade de vida e promogéo da
salde. [1]

Dentre os componentes alimentares as proteinas de origem animal, em especial as

proteinas do leite tem ganhado destaque no estudo de suas funcionalidades. Dentre esses, 0S
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leites provenientes de ovinos e caprinos tem ganhado destaque pela capacidade funcional

atribuida a sua composicéo [2].

O leite caprino é um alimento que além de apresentar um alto valor nutricional, as
proteinas que fazem parte da sua composicdo sdo de alto valor biologico e desempenham

importante papel na regulacao de diversos processos metabdlicos [3]

As proteinas do leite sdo divididas em dois grandes grupos, as caseinas que
representam cerca de 80% e as do soro que correspondem a aproximadamente 20% do total.
As proteinas do soro do leite sdo compostas por um mistura proteica heterogénea que
apresentam diferencia¢fes quimicas, fisicas, estruturais e funcionais. As proteinas do soro séo
classificadas de acordo com a sua quantidade como majoritarias: alfa-lactoalbumina e beta-
lactoglobulina; e minoritarias: lactoferrina, lisozima, proteoses peptonas, macropeptideos de

caseina, sistema enzimatico lactoperoxidade e imunoglobulinas [4,2].

O soro do leite embora seja obtido em grandes volumes principalmente pela fabricagéo
de queijos por muitos anos foi considerado um residuo da industria de laticinios sem valor
comercial e nutricional e constantemente descartado pelas industrias. Porém a funcionalidade

de suas proteinas amplia um novo leque de possibilidades para sua reutilizacdo [5].

Dentre as diversas atividades bioldgicas in vitro que podem ser desencadeadas pelas
proteinas do soro estdo as atividades imunomodulatorias, antimicrobianas, citomoduladoras,
agonistas e antagonistas opioides, quelacdo de ions, inibidores de apetite, modulacdo da
microbiota intestinal, anti-hipertensiva, antioxidante e antitrombdticas [6].

A caracteristica funcional das proteinas do soro do leite frequentemente estéd
relacionada a liberacdo de peptideos bioativos, presentes na sequéncia proteica nativa e que
somente passam a apresentar atividade quando hidrolisados por processos especificos, tais
como a digestdo gastrointestinal, processamentos tecnoldgicos como a fermentacdo ou a

hidrolise acida e por enzimas de diferentes origens (microbianas, animais e vegetais) [5, 7].

A reacdo hidrolitica pode ser afetada por diversos parametros que vem a interferir na
atividade enzimatica, tais como a temperatura da reacdo, o tempo de hidrolise, o pH da
solucdo, a concentracdo enzima/ substrato e a quantidade de enzima. Todos estes parametros
podem ser alterados de forma a proporcionar a melhor eficcia da reacdo visando a obtengéo
de melhores atividades biologicas. [8, 9] Dessa forma o objetivo deste trabalho foi aperfeicoar
as condicdes de hidrdlise a partir da variagao dos parametros pH e tempo da reacdo de forma a



84

potencializar a obtengdo de hidrolisados com maior grau de hidrélise e maior potencialidade

antioxidante.
MATERIAL E METODOS
Obtencéo do leite do soro do leite caprino

O leite utilizado nesse estudo foi cedido pelo centro de Caprinocultura da
Universidade Federal da Paraiba, localizado na cidade de Bananeiras — PB. O leite foi filtrado
para retirada de substancias interferentes e em seguida desnatado para seguir-se a obtencéo do
soro do leite por precipitacdo &cida e separacdo das micelas de caseina segundo a metodologia

descrita por Egito et al., (2006) [10] com modificacdes.

O pH do leite foi ajustado para 4.1 a partir da adi¢do de HCl 1 moL . L ™', apds a
separagdo do sobrenadante do precipitado caseinico o soro do leite foi centrifugado (10.000
rpm/20 mins/4 °C) para retirada de fracfes residuais de caseina e de gordura. O pH foi
reajustado para 7.1 pela adicdo de NaOH 1 moL . L ™' e dialisado contra 4gua em membranas
de dialise com poros de 8 kDa, congelado a -20 °C e liofilizado para obten¢do do concentrado

proteico.
Preparacdo dos hidrolisados enzimaticos do soro do leite caprino concentrado

A hidrolise das proteinas do soro do leite caprino foi realizada segundo a metodologia
descrita por Ahmed et al. (2015) [11] com modificacdes. Para esta analise foram preparados
catorze (14) hidrolisados com as seguintes variagfes de parametros: tipo da enzima, pH do
meio e tempo da reacdo. A Tabela 1 mostra os parametros usados para preparacdo dos
experimentos, determinados a partir da realizacdo de delineamento fatorial do tipo 22 com 3

repeticdes no ponto central.

O concentrado do soro do leite foi diluido com agua ultrapura a partir da propor¢éo
10:1 (peso/volume) e o pH foi ajustado de acordo com os diferentes tratamentos a partir da
adi¢do de NaOH I moL . L "' e HCI I moL . L ™'. As amostras foram colocadas sob agitacao
em incubadora Shaker de bancada com plataforma de movimento orbital sob temperatura
constante de 37 °C para todos 0s experimentos. Em seguida as enzimas foram adicionadas a

partir da correlacdo de enzima:substrato 1:50.

Para separacédo da fracdo hidrolisada da proteina intacta, apos o termino do tempo de

hidrolise, a reacdo enzimatica foi interrompida em banho-maria a 100 °C durante 5 min
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seguido de centrifugacdo das amostras (7000 rpm/5min). As amostras foram entdo congeladas

a-20 °C e liofilizadas.

Tabela 1 Planejamento estatistico dos hidrolisados do soro do leite caprino

Tratamento Tipo de pH Tempo da reacdo (min)
enzima
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
6 Pepsina 2,0 120
7 Pepsina 2,0 120
8 Tripsina 6,5 90
9 Tripsina 7,5 90
10 Tripsina 6,5 150
11 Tripsina 7,5 150
12 Tripsina 7,0 120
13 Tripsina 7,0 120
14 Tripsina 7,0 120

Caracterizacdo do perfil peptidico dos hidrolisados proteicos

As proteinas e peptideos foram identificados a partir das suas massas moleculares pela

técnica PAGE- SDS- Tricina segundo a metodologia de Schagger; Von Jagow (1987) [12],

utilizando gel de trés fases: empilhamento (2 cm; 4% T; 3% C), espagador (1 cm; 10% T; 3%

C), e separacéo (5,5 cm; 16,5% T; 3%).

As amostras foram diluidas em tampéo Tris-HCI 0,625 M, pH 6,7, contendo SDS a

2%, glicerol a 10%, B-mercaptoetanol 5% e azul de bromofenol 0,02%, aquecidas em estufa a
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100 °C/ 10 min e centrifugadas por 5 minutos e aplicado aliquotas de 25 puL nos pocos do gel
de empilhamento.

Apo6s o final da corrida o gel foi fixado em solucdo de metanol, &cido acético e &gua
(5/1/4), durante 1 h, corado com solucdo de Coomassie brilliant blue G-250 0,025% em &cido

acetico 10% durante 48 h. O corante foi removido com solucédo de acido acético 10%.

Os marcadores proteicos utilizados como padrdes apresentavam massas moleculares
de 38, 31, 24, 17, 12, 8.5, 3.5 KDA (Amersham ECL Rainbow Molecular Full Range, GE
Health care Life Sciences)..

Determinacdo do grau de hidrolise

O grau de hidrolise dos catorze experimentos foi determinado pelo método de OPA-
ortophtaldideido a partir da metodologia descrita por Spellman, (2003) [13]. Aliquotas de 1
mg foram diluidas em agua, adicionadas ao reagente OPA (metanol, f-mercatoeptanol, SDS a
20%, tetraborato de sédio 10mM) deixadas em repouso por 2 min e realizada a leitura em

espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 340 nm.
Determinacdo da atividade antioxidante

A partir da obtencdo do grau de hidrolise dos experimentos, as amostras que
apresentaram o maior grau de hidrélise foram testadas quanto a sua atividade antioxidante a
partir da metodologia baseada na capacidade antioxidante equivalente de Trolox (TEAC)
utilizando os radicais ABTS método descrito por Rufino et al., 2007 [14] e DPPH método
descrito por Morales e Jiménez-Pérez et al., 2001 [15], métodos que detectam transferéncias

de elétrons e transferéncia de atomos de hidrogénio respectivamente.

As amostras liofilizadas foram diluidas na proporcéo de 1 mg.mL™, 1,5 mg.mL?e 1,5
mg.mL* em &gua ultrapura. As amostras foram adicionados 1,5 mL de ABTS (2,2-azino-bis
(3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico). Os sistemas foram homogeneizados em vortex, apos
6 minutos, e a leitura foi realizada em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 734 nm.
Os resultados serdo expressos em percentual de atividade antioxidante de cada amostra e
comparando a curva-padréo de trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico),

usado como controle positivo e agua ultra pura como controle negativo.

Para o método DPPH seguiu-se a mesma preparacdo da amostra e foi adicionado
750uL de DPPH (2,2- Difenil-1- picrilhidrazilo). Os sistemas foram homogeneizados em
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agitador, incubados sob agitacdo por 90 minutos com temperatura entre 20-25°C. Ap0s
incubacdo, as amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 14500 rpm. A leitura das
amostras foram feitas em espectrofotdmetro a 600nm. Os resultados foram expressos em
percentual de atividade antioxidante de cada amostra comparando-se a uma curva-padrao de
trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico) usado como controle positivo e

agua ultrapura como controle negativo.

O percentual de inibicdo antioxidante foi calculado em funcdo da atividade
antioxidante das amostras em comparagdo com Trolox como padrdo de referéncia dos dados

usando a seguinte equacao descrita por Naik (2013) [16] :
Absorbancia do Controle — Absorbancia das Amostras

04 antioxidante = x 100
° Absorbancia do Controle

Andlises Estatisticas

Todos os experimentos foram realizados em triplicata. O planejamento estatistico foi
analisado quanto a sua significancia utilizando o software Statistic e aplicado o Diagrama de
Pareto para identificacdo da influencia das variaveis. Os resultados da atividade antioxidante
foram analisados utilizando o software Graphpad Prisma version 6 através da aplicacdo da
Andlise de variancia - ANOVA utilizando o pos-teste de Tukey para determinacdo de

diferencas estatisticas. Para todas as andlises foi considerado significativo p < 0,05.
RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 2 contem os resultados referentes ao grau de hidrélise dos experimentos
realizados. O modelo experimental utilizado apresentou ser significativo podendo verificar
que o0 parametro tempo e a interacdo entre tempo x pH foram os parametros que exerceram
maior efeito nas condi¢des de hidrolise, Naik et al., 2013 [16] afirma que o tempo da reacédo é
um parametro que influencia na extensdo final da hidrélise e vem a potencializar os efeitos de

outros parametros aplicados na reacéo hidrolitica.

O grau de hidrélise é um pardmetro importante para a aplicacdo industrial dos
hidrolisados proteicos. Agyei et al., 2016 [17] afirma que hidrolisados com baixo GH (< 10%)
gera peptideos com caracteristicas tecno-funcionais especificas como agentes espumantes,
emulsificantes e geleificantes. Enquanto que sdo necessarios valores altos de GH (> 10%)

para ocasionar a formacdo de peptideos bioativos. De acordo com o exposto na tabela 1, todos
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0s experimentos obtiveram valores elevados de grau de hidrdlise podendo exercer diferentes

funcionalidades bioldgicas.

Tabela 2 Grau de hidrdlise dos diferentes tratamentos de hidrélise das proteinas do soro do

leite de cabra

Hidrolisados Tipo de pH Tempo da reacéo Grau de
enzima (min) Hidrdlise %
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 35,62
6 Pepsina 2,0 120 35,23
7 Pepsina 2,0 120 35,81
8 Tripsina 6,5 90 24,86
9 Tripsina 7,5 90 26,71
10 Tripsina 6,5 150 32,45
11 Tripsina 75 150 31,51
12 Tripsina 7,0 120 37,21
13 Tripsina 7,0 120 36,98
14 Tripsina 7,0 120 37,54

A tabela 2 mostra que os tratamentos que melhor apresentaram taxas de hidrolise

foram os hidrolisados de tripsina e pepsina por 120 minutos. Corroborando com este resultado

a Figura 1 traz o perfil peptidico destes hidrolisados, onde pode ser evidenciado bandas de

proteinas de baixo peso molecular inexistentes na amostra intacta.

Naik et al., 2013 [16] observou um perfil eletroforético semelhante para hidrolisados

da proteina do soro do leite bovino usando tripsina. Este autor observou a ocorréncia de

peptideos abaixo de 8kDa concomitantemente ao nao aparecimento da banda referente a beta-

lactoglobulina sugerindo que houve hidrdlise completa desta proteina. Estes resultados

corroboram com os encontrados no perfil eletroforético mostrando que neste experimento o

houve surgimento de bandas entre de 8 e 3,5 kDa.
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Figura 1 Perfil peptidico das amostras de soro de leite caprino obtido pela acdo das enzimas
pepsina e tripsina por 120 min. A: Hidrolisados de pepsina por 120 mins; B: Hidrolisados de
tripsina por 120 mins; C: marcador de massa molecular.

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE in vitro

As figuras 2 e 3 mostram os resultados do teste antioxidante pelo método ABTS e pelo
método DPPH, respectivamente. Os testes foram realizados com 3 concentragdes distintas de
proteinas, 1,5 mg, 2mg e 3 mg e com os hidrolisados que apresentaram maior grau de
hidrolise, sendo estes 0s experimentos com pepsina e tripsina, por 120 e 150 mins, nos valores

de pH de 2,5; 2,0; 7,0 e 7,5, correspondente aos experimentos 4, 7, 10 e 14.

Os resultados observados da atividade antioxidante para os hidrolisados proteicos
corroboram com o observado na Tabela 1, uma vez que as amostras que exerceram melhor
efeito foram aquelas que apresentaram o maior grau de hidrélise Figura 2 (B) e (D),
justificando assim a escolha de tais amostras para as atividades. O potencial de oxidacéo teve
maior evidéncia para o teste de ABTS para as amostras, dos Hidrolisados de pepsina cm
condicdes de pH 2/ por 120 min na concentragdo de 1,5 e 2 mg.mL™ (38,15 e 37, 63 % de
inibicdo respectivamente).
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A capacidade antioxidante dos peptideos do soro de leite estd relacionada a
mecanismos de acdo que envolvem a inativacdo das espécies reativas do oxigénio e limpeza
dos radicais livre. Herndndez-LEDESMA et al., 2008 [18], afirma que os peptideos

antioxidantes geralmente séo resultado da hidrdlise de beta-lactoglobulina [19, 20].

O modo de acdo vai ser influenciado de acordo com a composi¢cdo de aminoacidos e a
sequéncia dos peptideos. Portanto, levando em consideracdo a variabilidade de peptideos e de
aminoacidos presentes nos hidrolisados, torna-se imprescindivel avaliar a capacidade

antioxidante por diferentes métodos [21].

Ainda de acordo com as Fig.2 e 3 podemos observar baixo potencial antioxidante do
soro do leite concentrado, este resultado reafirma a importancia da hidrolise das proteinas
proporcionando a consequente liberacdo de peptideos bioativos capazes de exercer atividade

antioxidante.

Os resultados deste estudo corroboram com o encontrado por Conway et al. (2013)
[22] que observou a capacidade antioxidante importante em hidrolisados da proteina do soro
do leite quando comparados a hidrolisados de caseina. Este autor afirma que a capacidade do
soro do leite exercer efeito antioxidante esta relacionado a capacidade destas proteinas serem

doadoras de cisteina, um aminoécido precursor da glutationa, um antioxidante hidrossoltvel.
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Figura 2 Atividade antioxidante dos hidrolisados testados em diferentes concentragdes pelo
método ABTS. (A) Atividade antioxidante do hidrolisado utilizando pepsina sob condi¢6es de
pH 2,5/ 150 min. (B) Atividade antioxidante do hidrolisado utilizando pepsina (HP) sob
condigdes de pH 2/ 120 min. (C) Atividade antioxidante do hidrolisado utilizando tripsina sob
condigdes de pH 6,5/ 150 mins. (D) Atividade antioxidante do hidrolisado utilizando tripsina
sob condicdes de pH 7/ 120 mins. (E) Atividade antioxidante do soro do leite caprino
concentrado. Os resultados séo comparados com o controle positivo. Os dados foram
analisados por ANOVA seguido de comparagdes pelo teste de Tukey onde p <0,0001
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Figura 3 Atividade antioxidante dos hidrolisados testados em diferentes concentracdes. (A)
Atividade antioxidante do hidrolisado utilizando pepsina sob condi¢6es de pH 2,5/ 150 mins.
(B) Atividade antioxidante do Hidrolisado utilizando pepsina sob condic6es de pH 2/ 120
mins. (C) Atividade antioxidante do Hidrolisado utilizando tripsina sob condicdes de pH 6,5/
150 mins. (D) Atividade antioxidante do hidrolisado utilizando tripsina sob condic¢des de pH
7/ 120 mins. (E) Atividade antioxidante do soro do leite caprino concentrado. Os resultados
sdo comparados com o controle positivo. Os dados foram analisados por ANOVA seguido de
comparag0es pelo teste de Tukey onde p <0,0001
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CONCLUSAO

A partir dos resultados deste estudo podemos obervar a importancia de otimizar as
condicGes de hidrélise das proteinas do soro do leite de cabra podendo assim identificar os
parametros que podem interferir nos resultados do processamento. Neste trabalho a variavel

tempo da reacéo foi vista como mais interferente nos hidrolisados obtidos.

Além disso, a importancia de otimizar estas condicdes refletiu no melhor grau de
hidrolise, melhor perfil peptidico e na obtencdo de peptideos bioativos com melhor
capacidade antioxidante. Podendo assim afirmar que a o soro do leite de cabra hidrolisado é

uma importante fonte de proteinas bioativas.
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RESUMO: O leite de cabra é um alimento de elevado valor
nutricional e tecnolégico, com caracteristicas particulares
quando comparado a outros tipos de leite. A Paraiba tem
grande destaque na producdo nacional deste tipo de leite,
devido ao clima e solo favoraveis a criacdo desses
ruminantes, o que possibilita o desenvolvimento de pesquisas
que possam agregar valor a este alimento em potencial. A
composicdo do leite de cabra apresenta agua, gorduras,
lactose, caseinas e proteinas sollveis, também conhecidas
como proteinas do soro do leite. Estas podem ser separadas
do leite a partir de processamentos tecnoldgicos especificos.
O soro do leite € um subproduto da industria de laticinios que
vem ganhando destaque nas pesquisas devido a sua
obtencdo em grandes volumes e ao potencial funcional que
vem sendo atribuido aos seus componentes. Dentre estes, as
proteinas presentes no soro vém sendo estudadas por serem
capazes de desempenhar importantes fun¢gdes no organismo.
A biofuncionalidade das proteinas do soro em muito esta
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RESUMO: A cadeia de produgao de alimentos é suscetivel a
falhas que podem acarretar doencas aos consumidores devido
a presenca de micro-organismos patogénicos. Alguns
alimentos, como o soro do leite podem ser capazes de inibir o
crescimento desses micro-organismos. O objetivo desse
estudo foi identificar e avaliar a atividade antimicrobiana das
proteinas do soro de leite de cabra frente as bactérias
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Escherichia
coli. O soro do leite utilizado foi obtido da fabricacdo de queijo
minas frescal, a partir de leite de cabra adquirido do setor
caprinocultura da UFPB. O soro foi centrifugado e separado
em duas partes: uma foi dialisada contra agua destilada por
24h; aoutra submetida a precipitacdo com sulfato de aménio
em trés fragbes: 0-30%, 30-60% e 60-90%. O teor de
proteinas soliveis nas amostras foi quantificado através do
método de Bradford, onde se verificou 2,26 mgP/mL para o
extrato bruto; 1,96 mgP/mL na fragdo 0-30%; 2,89 mgP/mL na
F 30-60%; e 2,76 mgP/mL em F 60-90%. O perfil proteico foi
feito por SDS-PAGE, sendo possivel visualizar as
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6 CONCLUSOES

A partir deste trabalho foi possivel identificar as principais proteinas presente no soro
do leite de cabra e verificar que estas sdo capazes de inibir o crescimento de micro-
organismos com diferentes caracteristicas, embora haja diferencia¢cdes quanto ao percentual
de inibicdo. Além disso, as proteinas do soro do leite caprino também foram capazes de
diminuir a proliferacdo celular de células malignas em aproximadamente 50 %. Esses
resultados exibem que as proteinas do soro do leite caprino apresentam ter capacidades

nutracéuticas bem como serem utilizadas como um antimicrobiano natural.

A otimizacdo do processo de hidrolise do soro do leite caprino proporcionou um
aprimoramento do processamento onde podemos evidenciar qual o pardmetro exerceu maior
efeito no grau de hidrolise, melhor perfil peptidico e melhor capacidade antioxidante. Portanto
conclui-se que é possivel controlar as condi¢fes de hidrolise de forma a potencializar a

bioprospecc¢édo das proteinas do soro caprino.

Dessa forma, os resultados obtidos reafirmam a funcionalidade das proteinas do soro
do leite, mostrando que as proteinas do soro caprino podem desempenhar papeis fisiol6gicos
importantes e ainda trazem uma nova perspectiva para utilizacdo destas proteinas para a

industria de alimentos.
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