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RESUMO 

 

 

O subproduto da indústria leiteira gerado em maior volume é o soro do leite, o qual, devido ao 

progresso das pesquisas vem sendo remodelado de um resíduo da produção de queijos em uma 

matéria-prima importante na elaboração de novos produtos. Todavia, ainda é frequente que uma 

parcela seja inapropriadamente descartada, principalmente o soro obtido do leite caprino. Assim 

é importante desenvolver alternativas de reutilização do soro do leite destacando componentes 

como as proteínas para a obtenção de moléculas funcionais. Portanto, o presente trabalho 

propõe o estudo do processo de obtenção a partir de planejamento estatístico, a avaliação do 

perfil de proteínas e peptídeos, das modificações conformacionais e a análise do potencial 

biológico de um hidrolisado do soro do leite caprino. Além disso, a fabricação, a análise das 

características e das propriedades de cápsulas contendo o hidrolisado. O soro de leite ácido foi 

obtido por precipitação isoelétrica, dialisado, liofilizado e armazenado até a hidrólise. Foi 

realizado um delineamento composto central rotacional (DCCR 2²) com configuração estrela e 

três repetições no ponto central para a hidrólise com pepsina e as amostras foram escolhidas 

com base no grau de hidrólise. O soro do leite foi avaliado quanto à solubilidade e características 

físico-químicas e os hidrolisados foram analisados quanto às propriedades tecnológicas, 

estruturais, funcionais e caracterizados por espectrometria de massas identificando e avaliando 

os peptídeos por análises de bioinformática. O encapsulamento foi feito por gelificação iônica 

com alginato de sódio como material de parede e o concentrado proteico do soro como 

revestimento. As cápsulas foram analisadas quanto à eficiência de encapsulação, características 

físico-químicas, morfológicas, estruturais e quanto a biodisponibilidade e bioacessibilidade a 

partir de digestão gastrointestinal simulada in vitro. Os resultados mostram que a hidrolise por 

150 min foi o tratamento com melhor potencial antioxidante e de liberação de aminoácidos, 

exibindo frações de menor peso molecular com boa solubilidade e maior hidrólise de beta-

lactoglobulina, uma proteína mais resistente. O perfil peptídico mostrou frações bioativas com 

atividade anti-hipertensiva, antidiabética, antioxidante, e neuropeptídios com efeitos 

ansiolíticos confirmados pela avaliação do ensaio comportamental utilizando o zebrafish. Ao 

encapsular estas frações proteicas, obteve-se melhores taxas e eficiência de encapsulação com 

cápsulas liofilizadas do que com cápsulas úmidas e observou-se que com a adição do 

revestimento contendo o concentrado proteico houve diminuição da higroscopicidade e da 

atividade da água e maior atividade antioxidante quando comparado as cápsulas sem 

revestimento. Este tratamento foi também mais eficaz em aprisionar o hidrolisado durante as 

condições de digestão gastrointestinal, protegendo a bioatividade e liberando frações 

bioacessíveis no final da simulação in vitro. Portanto, o encapsulamento foi eficaz para proteger 

hidrolisados proteicos, o que pode ser útil para melhorar a aplicação destes compostos e 

promover maiores oportunidades de utilização dos hidrolisados para o desenvolvimento de 

novas formulações de alimentos funcionais e nutracêuticos. Os resultados obtidos agregam 

valor à criação de caprinos no semiárido do nordeste brasileiro, fortalecendo a cadeia produtiva 

do mercado leiteiro e validando a possibilidade de utilização dos hidrolisados como uma 

estratégia de reutilização do soro do leite de cabra. 

 

 
Palavras-chave: Peptídeos bioativos; Bioinformática; Hidrolisados proteicos; Leite caprino; 

Microencapsulação; Potencial biológico; Proteínas do soro; Soro do leite caprino.  
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ABSTRACT 

 

 

The by-product of the dairy industry generated in higher volume is the whey, which due to the 

progress of research has been refurbished from a residue of cheese production in an important 

raw material in the development of new products. However, it is still frequent that a portion is 

inappropriately discarded, especially the whey obtained from goat milk. Thus, it is important to 

develop alternatives for the reutilization of whey, emphasizing components such as proteins to 

obtaining functional molecules. Thus, the present work proposes the study of the process of 

obtaining the whey from statistical design, the evaluation of the profile of proteins and peptides, 

the conformational modifications and the analysis of the biological potential of a hydrolyzed 

goat whey. Furthermore, the manufacture, and analysis of the characteristics and properties of 

capsules containing the hydrolysate. Acid whey was obtained by isoelectric precipitation, 

dialyzed, lyophilized and stored until hydrolysis. A rotational central composite design (DCCR 

2²) with a star configuration and three repetitions at the center point was performed for 

hydrolysis with pepsin and the samples were chosen based on the degree of hydrolysis. Whey 

was evaluated for solubility and physicochemical characteristics and the hydrolysates were 

analyzed for technological, structural, functional properties and characterized by mass 

spectrometry identifying and evaluating the peptides by bioinformatics analysis. Encapsulation 

was done by ionic gelation with sodium alginate as wall material and whey protein concentrate 

as coating. The capsules were analyzed for encapsulation efficiency, physicochemical, 

morphological, structural characteristics, and for bioavailability and bioaccessibility from 

simulated in vitro gastrointestinal digestion. The results show that 150 min hydrolysis was the 

treatment with the best antioxidant and amino acid release potential, exhibiting lower molecular 

weight fractions with good solubility and higher hydrolysis of beta-lactoglobulin, a more 

resistant protein. The peptide profile showed bioactive fractions with antihypertensive, 

antidiabetic, antioxidant activity, and neuropeptides with anxiolytic effects confirmed by the 

assessment of the behavioral trial using zebrafish. When encapsulating these protein fractions, 

better rates and encapsulation efficiency were obtained with lyophilized capsules than with wet 

capsules and it was observed that with the addition of the coating containing the protein 

concentrate there was a decrease in hygroscopicity and water activity and higher antioxidant 

activity when compared to uncoated capsules. This treatment was also more effective in 

trapping the hydrolysate during gastrointestinal digestion conditions, protecting bioactivity and 

releasing bioaccessible fractions at the end of the in vitro simulation. Therefore, encapsulation 

was effective in protecting protein hydrolysates, which may be useful to improve the application 

of these compounds and promote greater opportunities to use the hydrolysates for the 

development of new functional food and nutraceutical formulations. The results obtained add 

value to goat breeding in the semiarid region of northeastern Brazil, strengthening the 

production chain of the dairy market and validating the possibility of using the hydrolysates as 

a strategy for reusing goat milk whey. 

 

 

Keywords: Bioactive peptides; Bioinformatics; Protein hydrolysates; Goat milk; 

Microencapsulation; Biological potential; Whey proteins; Whey from goat milk. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

O mercado global de leite de cabra exibe uma tendência exponencial de crescimento 

estimando-se que atinja USD 9.232,5 em 2028, com um crescimento anual de 1,02 % em 

relação ao mercado atual. A Europa, um dos continentes que mais consome leite caprino, 

produziu 148 milhões de toneladas de leite em 2020, onde cerca de 50% foi direcionado a 

produção de queijos (BELTRÁN et al., 2023; EUROSTAT, 2020; MARKET UPDATES, 

2023).  

O Nordeste do Brasil apresenta características propícias para o manejo destes animais, 

pois o clima semiárido e a vegetação caatinga possibilitam práticas de agropecuária mais 

econômicas e menos intensas (POLOWSKY, P.; COUDÉ, B.; JIMÉNEZ-MAROTO, L.A.; 

JOHNSON, M.; PARK, 2017). Logo, a utilização do leite caprino além de valorizar a cultura e 

tradição regionais também influencia no crescimento do agronegócio voltado a criação de 

pequenos ruminantes gerando renda para produtores e cooperativas locais (BORBA et al., 2022; 

LAVELLI; BECCALLI, 2022).  

Dentre os produtos caprinos, os queijos tem características sensoriais marcantes e sua 

popularização expande a perspectiva do aproveitamento do subproduto dessa produção, o soro 

do leite, um líquido obtido em grandes volumes com nutrientes remanescentes do leite, como 

vitaminas, minerais, lactose e proteínas (BORBA et al., 2022; LAVELLI; BECCALLI, 2022). 

Embora durante anos o soro foi referido como um poluente, sem proveito comercial ou 

importância nutritiva, esse cenário vem sendo transformado, e atualmente o soro do leite é o 

subproduto da indústria láctea que apresenta maior prospecção de mercado e potencial de 

aproveitamento. Novas estratégias vem sendo empregadas para potencializar sua utilização, 

dentre estas, o uso de enzimas para hidrólise das proteínas presentes do soro do leite vem 

ganhando notoriedade por ser um processo sustentável, prático, eficaz e seguro (TSERMOULA 

et al., 2021; ULUG; JAHANDIDEH; WU, 2021).  

A hidrólise libera fragmentos proteicos menores da sequência original da proteína que 

podem desempenhar efeitos tecnológicos e fisiológicos relevantes para inúmeras aplicações na 

indústria de alimentos e de nutracêuticos (DYBDAHL; SELESKO; MIKKELSEN, 2021; 

GALLO et al., 2022; LEÓN-LÓPEZ et al., 2022). Além disso os esse processo preserva o valor 

nutricional das proteínas originais e apresentam vantagens como a menor alergenicidade, 
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melhor digestibilidade e o maior potencial funcional (DU et al., 2022; LEÓN-LÓPEZ et al., 

2022). 

Problemas de saúde mental como stress, ansiedade e depressão são circunstâncias 

presentes em cerca de um 1/3 da população mundial, e estima-se que esse número aumentou 

ainda mais em decorrência das consequências da pandemia de covid-19. Fármacos utilizados 

nesses casos clínicos movimentam um mercado milionário e podem apresentar desvantagens 

aos usuários como efeitos colaterais e dependência. Logo, vem sendo consideradas abordagens 

terapêuticas naturais, baseadas em evidências, que apresentem menos efeitos colaterais e 

tenham melhor custo-benefício, como neuropeptídios. Estes podem ser obtidos de hidrolisados 

proteicos e tem um mecanismo de ação em diferentes sistemas neuroquímicos (SINGEWALD 

et al., 2023). 

Além das ações neurológicas os hidrolisados do soro do leite caprino tem efeitos 

bioativos múltiplos e são frequentemente associados a mais de uma atividade biológica as quais 

abrangem, imunomodulatórias, citoprotetivos (FAJARDO‐ESPINOZA et al., 2021), 

antioxidante, antibacteriano (ALIZADEH; ALIAKBARLU, 2020), antiviral (CHAMATA et 

al., 2021), antifúngico (MUDGIL et al., 2022), hipoglicêmico (inibição da enzima DPP IV) 

(DU et al., 2022), hipotensores (BABA et al., 2021; KOIRALA; PRATHUMPAI; ANAL, 

2021), opióides, probióticos e prébioticos (FENG et al., 2022), e antitumorais (CAMPOS et al., 

2022; MEDEIROS et al., 2018). 

Apesar da hidrólise enzimática melhorar aspectos diversos, os hidrolisados têm 

estruturas frágeis que podem ser degradadas no trato gastrointestinal (o que ocasiona a perda 

da função biológica) e podem apresentar algumas características como higroscopicidade, 

instabilidade e sabor amargo que podem ser indesejáveis (AGUILAR-TOALÁ et al., 2022; 

SINGH et al., 2022).  

Dessa forma os métodos de encapsulação podem ser uma alternativa à preservação 

estrutural dos hidrolisados aumentando a estabilidade, condicionando a liberação destes e, 

portanto, protegendo a bioatividade (HOSSEINI; RAMEZANZADE; MCCLEMENTS, 2021; 

TOMÉ; DA SILVA, 2022). Nesse processo os componentes são recobertos por uma matriz 

protetora composta por materiais de preferência biodegradáveis, não tóxicos, de baixo custo e 

comestíveis (AGUILAR-TOALÁ et al., 2022; RUKLUARH et al., 2019).  

Portanto, o objetivo do presente trabalho é otimizar o processo de hidrólise das proteínas 

do soro do leite caprino, caracterizar e avaliar propriedades funcionais dos hidrolisados 

utilizando abordagens in vitro, in sílico e in vivo. Além disso, realizar a encapsulação desse 
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material e avaliar a biodisponibilidade e bioacessibilidade destes após condições 

gastrointestinais simuladas. 
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Resumo 
O leite caprino é utilizado há décadas em substituição aos demais leites por estar associado a melhor 

digestibilidade, menor alergenicidade e potenciais benefícios à saúde do consumidor. A indústria láctea 

ocasionalmente descarta subprodutos como o soro do leite de cabra, um líquido amarelado, que pode ser 

obtido pela fabricação de queijos ou pela precipitação ácida das caseínas. O soro é a fração solúvel do leite 

que contém diversos componentes remanescentes notoriamente interessantes, como as proteínas, presentes 

na forma de um pool proteico, que tem potencial de apresentar diferentes atividades biológicas, bem como, 

propriedades tecnológicas de grande interesse. A hidrólise das proteínas do soro do leite caprino demonstra 

ser um processamento eficaz para obtenção de moléculas bioativas que devido a sua funcionalidade tem 

grande potencial para serem microencapsuladas. Assim essa revisão da literatura de maneira geral compila 

apenas estudos envolvendo o leite caprino, e faz um apanhado a respeito da composição do leite caprino e o 

desenvolvimento da caprinocultura leiteira. Bem como busca enfatizar as proteínas e peptídeos do soro do 

leite caprino e as bioatividades a quais estas são relacionadas, de maneira a gerar um maior entendimento 

sobre suas características tecnológicas, atividades biológicas e funcionais possibilitando reunir 

conhecimentos de uma fonte proteica com diversos benefícios a saúde que geralmente é descartada, e pode 

ser melhor aproveitado pela indústria, proporcionando geração de renda para aqueles que sobrevivem desta 

atividade agropecuária. 

Palavras-chave: Proteínas do soro; Componentes funcionais caprinos; Peptídeos bioativos.  

 

Abstract 

Goat milk has been used for decades as a substitute for other milks because it is associated with better digestibility, 

lower allergenicity and potential health benefits to the consumer. The dairy industry occasionally discards 

by-products such as goat milk whey, a yellowish liquid that can be obtained by cheesemaking or by acid 

precipitation of caseins. Whey is the soluble fraction of milk that contains several notoriously interesting 

remaining components, such as proteins, present in the form of a protein pool, which have the potential to 

exhibit different biological activities as well as technological properties of great interest. The hydrolysis of 

goat whey proteins has proven to be an effective process to obtain bioactive molecules that due to their 

functionality have great potential to be microencapsulated. Thus, this literature review compiles only studies 

involving goat milk, and summarizes the composition of goat milk and the development of goat dairy 

farming. As well as seeks to emphasize the proteins and peptides of goat milk whey and the bioactivities to 

which they are related, in order to generate a greater understanding of their technological characteristics,  

biological and functional activities enabling gathering knowledge of a protein source with several health 

benefits that is usually discarded, and can be better used by the industry, providing income generation for 

those who survive this agricultural activity. 
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Keywords: Whey proteins; Goat functional compounds; Caprine bioactive peptides. 

 

Resumen 
La leche de cabra se ha utilizado durante décadas como sustituto de otras leches porque se asocia a una mejor 

digestibilidad, menor alergenicidad y posibles beneficios para la salud del consumidor. La industria láctea 

desecha ocasionalmente subproductos como el suero de leche de cabra, un líquido amarillento, que puede 

obtenerse mediante la fabricación de quesos o la precipitación ácida de las caseínas. El suero es la fracción 

soluble de la leche que contiene varios componentes remanentes notoriamente interesantes, como las 

proteínas, presentes en forma de pool proteico, que tienen el potencial de presentar diferentes actividades 

biológicas, así como propiedades tecnológicas de gran interés. La hidrólisis de las proteínas del suero de la 

leche de cabra demuestra ser un proceso eficiente para obtener moléculas bioactivas que por su funcionalidad 

tienen un gran potencial para ser microencapsuladas. Así pues, esta revisión bibliográfica recopila 

únicamente estudios generales sobre la leche de cabra, y hace un repaso de la composición de la leche de 

cabra y del desarrollo de la ganadería lechera. Además de tratar de destacar las proteínas y péptidos del suero 

de la leche de cabra y las bioactividades con las que se relacionan, con el fin de generar un mayor 

conocimiento de sus características tecnológicas, actividades biológicas y funcionales permitiendo reunir el 

conocimiento de una fuente de proteína con varios beneficios para la salud que normalmente se descarta, y 

que puede ser mejor aprovechada por la industria, proporcionando la generación de ingresos para los que 

sobreviven a esta actividad agrícola. 

Palabras clave: Proteínas del suero; Componentes funcionales de la cabra; Péptidos bioactivos. 

1. Introdução 
Alimentos funcionais são aqueles que além do seu elevado valor nutricional são capazes de desempenhar 

funções benéficas na fisiologia do organismo devido à funcionalidade associada a sua composição. Dentre os 

diversos tipos de alimentos funcionais, as proteínas e os peptídeos derivados de fontes alimentares vêm ganhando 

destaque nas pesquisas cientificas devido aos diferentes tipos de atividades biológicas ao qual estão relacionados, 

incluindo atividades antioxidantes, anti-hipertensivas, antitumorais, antibacterianas e imunomodulatórios 

(Contreras et al., 2011). 

Peptídeos bioativos derivados de proteínas do leite tem atraído grande interesse no campo dos alimentos 

funcionais por serem obtidos através de uma matéria prima de baixo custo e de fácil obtenção, não demonstrando 

toxicidade e exibirem diferentes atividades biológicas atribuídas a sua potencial habilidade de modulação de rotas 

metabólicas exercendo um efeito geral benéfico para a fisiologia do indivíduo (Yadav et al., 2015). 

A região Nordeste do Brasil possui o maior rebanho caprino por apresentar características propícias para 

criação destes animais, tais como o clima semiárido e a vegetação caatinga. O leite caprino é responsável por 13,5 

% da produção mundial, porém apesar dos benefícios, da relevância e do alto valor nutricional ainda há obstáculos 

para o aproveitamento e valorização do soro caprino, que muitas vezes é descartado pelas indústrias e cooperativas 

causando sérios problemas ao meio ambiente e a população. Ademais, as características biológicas e nutricionais 

do soro do leite caprino, a presença de compostos com propriedades funcionais e a capacidade tecnológica para o 

desenvolvimento de novos produtos projeta um novo cenário experimental voltado à utilização desta matriz (Lopes 

et al., 2012; Pulina et al., 2018). 

O soro do leite de cabra é um subproduto de fácil obtenção que possui um alto valor nutricional, biológico 

e uma composição proteica variada e multifuncional com capacidade de ser inserida em contextos biológicos, 

tecnológicos e nutricionais (Lopes et al., 2012). 

A obtenção de peptídeos bioativos (PBA’s) a partir das proteínas do soro do leite por hidrólise a partir de 

proteases tem se mostrado um processamento eficaz para obtenção de bioativos, contudo estes hidrolisados 

enfrentam obstáculos para serem comercializados, tais como a alta higroscopicidade, hidrofobicidade, o sabor 

amargo, a instabilidade, a ocorrência de reações com a matriz alimentar e muitas a digestão completa perdendo 

assim a sua funcionalidade (Batista et al., 2018). Assim uma das possíveis formas de aumentar a utilização dos 
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hidrolisados é utilizando a tecnologia de encapsulação dos que auxilia no enfrentamento das limitações acima 

mencionadas, tornando os hidrolisados do soro do leite de cabra um material de alto valor biológico para a 

indústria de alimentos com aplicações na produção de alimentos funcionais (Yadav et al., 2015). 

A crescente busca por alimentos que possuem características benéficas à saúde, e contribuam para uma 

melhor qualidade de vida, prevenindo ou auxiliando no tratamento de doenças, conduz à necessidade de exploração 

da biofuncionalidade dos alimentos. Esta mudança no perfil de consumo, associada à necessidade de expansão e 

sustentabilidade da cadeia produtiva do leite caprino, valida os esforços para o estudo aprofundado de 

características químicas diferenciais naturalmente presentes, assim como para a avaliação de fatores que possam 

influenciá-las, visando agregar valor ao soro do leite fortalecendo a economia e a competitividade no mercado de 

laticínios. 

Com base nisso, esta revisão de literatura objetiva realizar um apanhado de trabalhos científicos voltados 

a valorização das proteínas do soro do leite caprino além de delinear aspectos como a composição do leite caprino 

e o cenário da produção de leite, buscando reunir informações que possam elucidar melhor o entendimento a 

respeito dos potenciais funcionalidades do soro do leite e assim prospectar o desenvolvimento de novas pesquisas 

e contribuir para a agregação de valor deste subproduto. 

 
2. Metodologia 

Neste estudo foi realizada uma revisão da literatura com base em uma extensa pesquisa bibliográfica em 

confiáveis bases de dados científicos com Science Direct, Scopus, Wiley Online Library e Scientific Electronic 

Library Online (Scielo). Para a busca dos artigos científicos foram utilizados os seguintes descritores: “whey 

protein goat milk”, “goat milk composition”, “caprine milk”, “sérum goat”, “funcnionality whey protein”, “goat 

milk bioactive”. Assim foram selecionados artigos preferencialmente em língua inglesa e escolhidas as publicações 

datadas entre os anos de 2011 a 2021 para elaboração de uma revisão focada na composição do leite caprino, nas 

proteínas do soro do leite caprino e na possível aplicação de seus peptídeos funcionais. 

 
3. Resultados e Discussão 

3.1 Resultados e Discussão 

3.1.1 Caprinocultura Leiteira 

 

Leites de animais não tradicionais representam cerca de 17 % do total da produção a nível mundial, cerca 

de 133 milhões de toneladas por ano. Dentre estes animais, as cabras (Capra aegagrus hircus) são responsáveis 

pela produção de uma quantidade de 12,2 milhões de toneladas métricas de leite sendo produzidas por um rebanho 

caprino estimado de aproximadamente 780 milhões. Números estes que são uma aproximação do valor real, 

levando em consideração que a produção de cabras é bastante difundida em países subdesenvolvidos e em 

desenvolvimento, que não tem informações estatísticas bem registradas para agricultura e pecuária deste setor 

(Turkmen, 2017; Ranadheera et al., 2019) 

A caprinocultura é a atividade agropecuária relacionada à criação de cabras, tanto em ambiente doméstico 

como por sistemas de produção mais elaborados. As principais raças de cabras criadas para produção do leite são 

Toggenburg, Saanen, Alpina, sendo a primeira a maior produtora de litros de leite produzidos por dia, 

aproximadamente 7,5 L/dia (G et al., 2016). No Brasil, em 2020, houve um aumento no rebanho caprino em 

comparação com 2018 e 2019, batendo a marca de 12 milhões de cabeças de cabra (IBGE, 2020). Sendo na região 

nordeste o maior contingente de rebanho bem como o maior núcleo produtor de leite, fato esse provavelmente 
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relacionado à capacidade destes ruminantes se adaptarem melhor ao clima semiárido e a vegetação caatinga (Brasil. 

Ministério da Agricultura, 2000) 

A região nordeste é a região que apresenta a maior produção de leite caprino no Brasil, onde os Estados 

da Paraíba, Ceará e Pernambuco se organizam em uma cadeia produtiva voltada ao desenvolvimento local de 

cooperativas e associações de pequenos produtores que se inserem no contexto de produção, beneficiamento e 

comercialização do leite e de produtos a partir do leite caprino, como queijos, iogurtes, bebidas lácteas e etc. 

(Silanikove et al., 2010). 

O manejo do rebanho por parte dos criadores se adequa aos sistemas de produção agropecuária destes 

ruminantes para melhor exploração da atividade leiteira seguindo um fluxo de cadeia produtiva que vai desde o 

fornecimento de insumos, passando pela cadeia de produtores e criadores que acompanha a dinâmica de unidades 

de processamento e transformação da matéria prima (carne, leite ou lã) seguindo assim para distribuição desses 

produtos para um consumidor final (Monteiro et al., 2021). Dadas essas características a cadeia produtiva do leite 

influencia no beneficiamento de milhares de famílias que, estimuladas pela geração de renda, apoiam-se na criação 

e fortalecimento de microempresas rurais deste setor do agronegócio (Silanikove et al., 2010; Lopes et al., 2012; 

Monteiro et al., 2021). 

Contudo os produtores enfrentam dificuldades técnicas, econômicas e sociais sofrendo as consequências 

do desamparo das políticas públicas que possam impulsionar a comercialização, e assim ocasionem o 

desenvolvimento de uma legislação específica que prospecte a divulgação de produtos caprinos e seus benefícios, 

passando a tratar esta cadeia produtiva como um negócio em potencial e não apenas como uma atividade de 

subsistência. 

Sendo assim, mais estudos que evidenciem os benefícios do consumo do leite caprino, que proporcionem 

ideias inovadoras na elaboração de produtos derivados deste leite, agregam valor a essa categoria do agronegócio 

e voltam à atenção do comércio e da indústria para este setor comercial potencializando sua a inserção no mercado 

e impulsionando a cadeia produtiva da criação de pequenos ruminantes estimulando assim não só a permanência 

do homem no campo como possibilitando que esta seja digna e promissora. 

 
3.1.2 Composição do Leite Caprino 

A composição do leite de cabra é o principal fator que tem levado a maior visibilidade deste tipo de leite, 

o perfil de ácidos graxos, as proteínas presentes, os menores tamanhos dos glóbulos de gordura, a ausência de 

aglutinina e a menor quantidade de αs1-caseina são propriedades que favorecem a digestibilidade. 

O leite caprino apresenta uma coloração branca puro, com odor e sabor diferenciados, devido à presença 

de ácidos graxos de cadeia curta e média (6–16 carbonos) como os ácidos capróico, caprílico e cáprico onde estes 

por sua vez são diretamente usados como fonte de energia por serem menores, não se depositando no tecido 

adiposo e apresentarem potenciais bioatividades como a capacidade de prevenir a resistência à insulina, a esteatose 

e a inflamação hepática evidenciadas em um modelo animal (Clark & Mora García, 2017; Delgadillo-Puga et al., 

2020). 

O perfil de ácidos graxos presentes no leite caprino foi resumido no quadro 1, onde pode ser visualizada 

a presença do ácido linoleico conjugado (CLA) que se relaciona a diversos efeitos benéficos como a redução do 

estresse oxidativo, a participação nas reações de inflamação, na síntese de mediadores inflamatórios como os 

eicosanoides e ácidos araquidônicos, e por desempenhar um importante papel protetivo no sistema nervoso e 

cardiovascular (Salari et al., 2016; Gumus & Gharibzahedi, 2021; Mollica et al., 2021) 
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Quadro 1. Perfil de ácidos graxos do leite Caprino em g/100g de lipídios. 
 

Butírico (C4:0) 2.18 

Capróico (C6:0) 2.39 

Caprílico (C8:0) 2.73 

Cáprico (C10:0) 9.97 

Láurico (C12:0) 4.99 

Mirístico (C14:0) 9.81 

Miristoleico (C14:1) 0.18 

Palmítico (C16:0) 28.00 

Palmitoleico (C16:1) 1.59 

Esteárico (C18:0) 8.88 

Oleico (C18:1) 19.3 

Linoleico (C18:2) 3.19 

Linolênico (C18:3) 0.42 

Linoleico conjugado(C18:2) 0.70 

Pentadecanóico(C15:0) 0.71 

Fonte: Amigo e Fontecha (2011); Watkins et al. (2021). 

 

As proteínas do leite caprino são divididas em dois grandes grupos: as caseínas e as proteínas solúveis ou 

proteínas do soro do leite. As caseínas são proteínas fosforiladas (nos resíduos seril e, em menor frequência, em 

resíduos treonil) de estrutura aberta e flexível, e se apresentam na forma de micelas, um agregado supramolecular 

dinâmico que apresenta partículas porosas, com elevado nível de hidratação que são mantidos juntos pela ação de 

interações intermoleculares (não covalentes) (Jones et al., 2012; Holt, 2016; Verruck et al., 2019a). 

As micelas de caseína são subdivididas em subunidades κ-, β-, αs1-, αs2-, e γ-caseínas. Para o leite caprino 

as caseínas representam cerca de 70% do total proteico, chegando a quantidades em torno de 4g/100 mL 

(Dalgleish, 2011) A fosforilação presente nas micelas de caseína é responsável pela manutenção da estrutura 

micelar e pela maior afinidade por cátions bivalentes, como cálcio e magnésio, dessa forma as transformações que 

venham a ocorrer nessa estrutura por alterações físico-químicas do meio (pH, temperatura, força iônica, enzimas) 

é o que pressupõe a aptidão tecnológica do leite para transformação em derivados lácteos ( Dalgleish, 2011; Al-

Saadi et al., 2014; N. N. Silva et al., 2019). 

Uma das principais características que leva à substituição do leite bovino pelo leite caprino é a menor 

alergenicidade de suas proteínas devido a polimorfismos genéticos espécie-dependentes. As principais proteínas 

relacionadas ao desenvolvimento de alergias são a α-S1-caseína e a β-caseína ( Schulmeister et al., 2009; 

Amalfitano et al., 2020). Para a fração α-s1 da caseína, o leite caprino apresenta maior quantidade da fração α-S2 

do que da α-S1 (em comparação ao leite bovino e humano) podendo assim ser uma alternativa para indivíduos que 

apresentem o desenvolvimento de desordens relacionadas ao consumo do leite bovino (Park et al., 2017) 

Outra possível relação é a existência de um genótipo expressado no leite bovino na fração β-caseína, a 

qual apresenta duas formas A1 e A2, que diferem entre si devido a substituição na posição 67 do aminoácido 

histidina (A1) para prolina (A2). A fração A1 da β-caseína quando passa pela digestão gastrointestinal libera um 

peptídeo chamado β-casomorfina-7 (BCM-7) que parece ser o fator primário para o desenvolvimento de problemas 

digestivos relacionados ao consumo de leite bovino (Park & Haenlein, 2021). 

A lactose é o principal carboidrato presente no leite caprino e está presente em quantidade semelhante as 

do leite bovino e de camelo, porém em menor concentração do que no leite humano e de ovelha. Ao contrário dos 
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outros macronutrientes é possível perceber que sua quantidade no leite caprino sofre modificações crescentes 

conforme avança o período de lactação, podendo chegar até cerca de 5% (Soliman, 2005; Kljajevic et al., 2018). 

Outros carboidratos presentes no leite caprino são os nucleotídeos, os oligossacarídeos e aqueles conjugados com 

frações proteicas tais como as glicoproteínas e os glicopeptídeos (Giorgio et al., 2018; Verruck et al., 2019b) 

Diversos processos tecnológicos são aplicados baseados em modificações na lactose, Queiroz et al. (2021) 

realizarama hidrolise enzimática da lactose para obtenção de um leite caprino em pó sem lactose, voltado para 

consumidores que possuem restrições no consumo deste açúcar. O processo mais comum é à fermentação da 

lactose para produção de diferentes tipos de produtos, a exemplo da bebida probiótica fermentada com teor 

reduzido de lactose desenvolvida por Pawlos (2020), do sorvete caprino probiótico formulado por Silva et al., 

(2015) do kefir e do iogurte probiótico elaborado por Azizkhani et al., (2021). 

Com relação aos micronutrientes o quadro 2 resume o quantitativo de minerais e vitaminas presentes no 

leite caprino, que apresenta uma quantidade mais elevada do que o leite de vaca (chegando a um total de 0,85%) 

Conforme descrito no quadro 2, o ferro e cobre estão presentes em menores quantidades porém, estes possuem 

melhor bioacessibilidade dos que aqueles provenientes de outros tipos de leite, impactando na maneira com a qual 

o organismo poderá utiliza-los para os processos digestivos e metabólicos (Ceballos et al., 2009; Amigo & 

Fontecha, 2011; Verruck et al., 2019ª; Mehra, et al., 2021) No que diz respeito à composição de vitaminas, a 

vitamina A se destaca por apresentar um papel importante nas respostas imunológicas inatas e adaptativas. (Park, 

2006; Chauhan et al., 2021). 

Quadro 2. Quantitativo de micronutrientes no soro do leite caprino. 

 

Vitaminas Leite Caprino 

Vit A(UI) 185 

Vit D (UI) 2.3 

Vitamina B1 (mg) 0.048 

Vitamina B2 (mg) 0.138 

Vitamina B3 (mg) 0.277 

Vitamina B5 (mg) 0.31 

Vitamina B6 (mg) 0.046 

Vitamina C(mg) 1.29 

VitaminA B9 (μg) 1.00 

VitaminA B7 (μg) 1.5 

VitaminA B12 (μg) 0.065 

Minerais (mg) Leite Caprino 

Cálcio 134 

Fósforos 121 

Magnésio 16 

Potássio 204 

Sódio 41 

Iodo 0.022 

Enxofre 28 
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Ferro 0.05 

Cobre 0.05 

Manganês 0.032 

Zinco 0.30 

 
 

 

A constituição básica do leite caprino pode ser afetada por diversos fatores, em estudo realizado por 

Bolacali e Küçük, (2012) sobre as características do leite produzido por cabras Saanen, os fatores genéticos: raça 

e espécie; ambientais: clima e solo; práticas de caprinocultura, sistemas confinado, pasto e misto foram 

determinantes para alterar a composição. Costa et al., (2021) observaram também a interferência da qualidade do 

consumo hídrico na qualidade e composição do leite caprino. 

Sabendo que a dieta dos animais é um fator que pode alterar a qualidade do leite, diversos estudos 

reportam as possíveis alterações geradas pela modificação na qualidade da alimentação e observam que mudanças 

na composição das rações podem ocasionar mudanças no perfil volátil, lipídico, proteico, na estabilidade oxidativa 

do próprio leite e no desempenho de atividades funcionais como o potencial antioxidante (Razzaghi et al., 2015; 

Ianni et al., 2021; Mavrommatis & Tsiplakou, 2020; Mitsiopoulou et al., 2021; Nascimento et al., 2021; Tajaddini 

et al., 2021). Tais estudos prospectam a otimização da cadeia produtiva do leite, e possibilitam o estudo de 

modificações que podem melhorar as características d economia leiteira aumentando a utilização do leite caprino 

e difundindo seus benefícios funcionais (Hammam et al., 2021). 

As propriedades físicas e químicas do leite caprino estão bem elucidadas por diversos trabalhos (Haenlein 

& Wendorff, 2006; Park, 2006), ainda assim estudos recentes buscam observar a consequência de aplicação de 

diferentes processamentos nas características do leite caprino, como cor, ponto de congelamento, densidade, 

acidez, pH e na composição centesimal. Razali et al., (2021) observaram o efeito da aplicação da alta pressão em 

substituição a pasteurização do leite caprino e concluíram que a aplicação de uma pressão menor que 400 MPa / 5 

min, reduz a contagem de placas a valores indetectáveis e possibilita menores alterações de viscosidade, sólidos 

solúveis totais, pH e cor total prolongando a estabilidade durante a vida de prateleira. 

Dessa forma, a aplicação de processamentos no leite embora desejável do ponto de vista industrial, 

comercial e econômico, devem ser bem estudadas para otimizar as condições e características de modo a atender 

a demanda comercial/industrial bem como a manutenção das características nutricionais e sensoriais. 

Em um estudo recente vários tipos de processamentos foram avaliados no leite de cabra: a aplicação de 

calor, o desnate, a concentração a vácuo e a microfiltração e como estes alteram as propriedades físico-químicas 

como estabilidade ao calor, cor, atributos reológicos e alterações nos componentes bioativos. Diante disso, os 

autores verificaram que todas as intervenções tiveram efeito significativo sobre o teor de gordura, proteína e cinzas, 

o aquecimento e concentração levaram a diminuição do pH enquanto que o desnate foi o que menos afetou os 

componentes bioativos. O tratamento térmico causou adiamento da gelificação do coalho e formou um coágulo 

menos resistente. Do ponto de vista microbiológico, o leite de cabra microfiltrado reduziu as contagens de bactérias 

e coliformes totais (Saipriya et al., 2021). 

3.1.3 Soro do leite, caracterização e aplicações tecnológicas de suas proteínas 

Apesar da produção do soro do leite pela produção de queijos ser o processo mais popular, existem outros 

tipos de obtenção, dentre elas: a coagulação enzimática, processo empregado na produção de queijos, que consiste 

na adição de uma enzima, que ocasiona a precipitação das caseínas e separação do soro; a precipitação ácida 
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quando o pH baixa até atingir o ponto isoelétrico da caseína, ocasionando a insolubilidade e coagulação, se 

separando da fração solúvel o soro; e a separação física das micelas de caseína por microfiltração, baseado na 

diferença de tamanho das caseínas em comparação com as proteínas do soro (Smithers, 2008; Yadav et al., 2015). 

Independentemente do processo, irá ocorrer à formação de um concentrado de micelas caseínicas 

(precipitado) e do soro do leite (sobrenadante), um liquido amarelado devido a presença de riboflavina. A produção 

enzimática do soro resulta em um subproduto conhecido como “soro doce”, devido a coagulação ocorrer em torno 

de pH 6,5 próximos a neutralidade. A obtenção por abaixamento do pH produz o “soro ácido”, pois é obtida em 

pH em torno de 4.6-5.0, após a precipitação o volume de soro obtido representa cerca de 80% do volume inicial 

do leite e esse volume muitas vezes é descartado pelas indústrias ocasionando a poluição de solos e águas 

(Sgarbieri, 2004; Kosseva et al., 2009). 

Dessa forma, fatores como o elevado valor nutricional do soro do leite, a capacidade funcional, 

tecnológica que possibilita aplicações industriais juntamente com as prospecções científicas indicam que este 

subproduto pode contribuir de forma benéfica para a fisiologia do corpo e manutenção da saúde, despertando um 

caminho conjunto entre o interesse científico e o envolvimento comercial das indústrias de laticínios no soro do 

leite (J et al., 2015). 

A composição do soro do leite de cabra pode ser afetada de acordo com o tipo de processamento do leite, 

da raça dos animais e de fatores genéticos, mas de um modo geral apresenta 93-94% de água e nutrientes 

remanescentes do leite como a lactose, proteínas solúveis, minerais, ácidos orgânicos, baixo teor de gordura e 

proteínas de membrana do glóbulo de gordura e alguns componentes nitrogenados não proteicos tais como ureia e 

ácido úrico, além de vitaminas solúveis, em especial as do complexo B (Panesar et al., 2013; Saipriya et al., 2021). 

Blanca Hernández-Ledesma et al., 2011 relata que a composição do soro do leite, proveniente de ovinos 

e caprinos, apresenta particularidades no que diz respeito à capacidade do soro destas espécies em modular a 

atividade de funções fisiológicas, e ainda ser potencialmente capaz de reduzir o risco de doenças crônicas, 

atribuindo-se ao soro do leite destes animais, o título de “alimentos funcionais”. Além disso, as proteínas do soro 

do leite vêm sendo descritas como melhores fontes proteicas que outros tipos de proteínas como caseína, proteínas 

do ovo, da soja, de carnes reforçando assim a qualidade nutricional dessas na dieta da população (Mangano et al., 

2019). 

Dentre os constituintes do soro do leite, as proteínas vêm ganhando cada vez mais notoriedade devido às 

atividades biológicas as quais são capazes de desempenhar e com isso podem ser utilizadas para formulação de 

diversos produtos com propriedades benéficas à saúde. Além disso, as proteínas do soro também apresentam 

potencial tecnológico para a indústria de alimentos (capacidade emulsificante, espumante, geleificante) devido as 

suas excelentes propriedades funcionais correlacionadas às suas características físicas, químicas e estruturais 

(Pescuma et al., 2010). 

As proteínas do soro do leite caprino em sua maioria são sintetizadas na glândula mamária do animal e 

sua composição proteica quantitativa indica ser uma mistura heterogênea de diferentes proteínas individuais, onde 

cada uma apresenta diferenciação nas propriedades funcional, fisiológica e nutracêuticas (Yadav et al., 2015). 

Estas são divididas em dois diferentes grupos: as proteínas majoritárias, que inclui a β-lactoglobulina (β-Lg), a 

proteína de maior concentração no soro, seguida pela lactoalbumina (α-La); e as proteínas minoritárias que 

incluem as Imunoglobulinas, sérum albuminas, o sistema lactoperoxidase, proteases e peptonas, lisozima, 
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lactoferrina e eventualmente, macro peptídeos de caseína (Hernández- Ledesma, 2011). O quadro 3 resume as 

características químicas e físicas de cada proteína anteriormente mencionada. 

Além do perfil proteico, o soro do leite possui todos os aminoácidos essenciais (na quantidade 

recomendada ou acima), tais como fenilalanina e tirosina e elevadas concentrações de triptofano, cisteína, leucina, 

isoleucina e lisina (Sgarbieri, 2004). 

Quadro 3. Características químicas e físicas das proteínas do soro do leite. 

 
Proteína Ponto Isoelétrico 

Peso Molecular (kDa) 
Quantidade de 

aminoácidos 

Quantidade (%) 

β-lactoglobulina 5,3 – 5,5 18, 3 Da 162 40-50 

α-lactoalbumina 4,8 14 123 10-20 

Imunoglobulinas 5,5 – 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 b 691 1 

Macropeptídeos 

de caseína 
4,3-4,6 6,8 64 10 

 
Fonte: Autores (2012). 

 

Apesar dos benefícios, da relevância tecnológica e do alto valor nutricional há limitações na utilização in 

natura do soro do leite devido a sua alta atividade de água acarretando em significativa perecibilidade, elevada 

diluição dos seus componentes e seu elevado teor de lactose ocasiona uma demanda biológica e química de 

oxigênio bastante acentuada (Kareb & Aïder, 2019). Contudo para evitar à perda do produto e da qualidade 

nutricional, a indústria de alimentos utiliza técnicas de processamento como a evaporação, spray-drying, 

liofilização, separação por membranas (ultrafiltração, microfiltração e diafiltração) que geram produtos como o 

concentrado do soro do leite (ainda há a presença de outros componentes do soro como lactose e gordura, 

contudo a maior parte da água foi retirada), a proteína isolada de soro do leite (proteína na sua forma mais pura), 

a lactose isolada e outras frações (Brans et al., 2004; Mollea et al., 2013; Batista et al., 2018). 

Processos biotecnológicos são frequentemente empregados no soro, onde este é utilizado como substrato 

de micro- organismos e enzimas para obtenção de produtos finais com elevado valor biológico, nutricional e 

tecnológico (Kosseva et al., 2009; Sousa et al., 2012; Panesar et al., 2013). Um exemplo é a proteína hidrolisada 

do soro do leite que é comercializada visando uma rápida digestão e absorção das proteínas e aminoácidos. (Sousa 

et al., 2012; Kanda et al., 2013). 

Correlações entre o desempenho funcional das proteínas em suas estruturas nativas são pontuais na 

literatura uma vez que a bioatividade tem sido frequentemente relacionada a obtenção de peptídeos bioativos 

(PBA’s) a partir das proteínas do soro do leite. Peptídeos bioativos podem ser definidos como fragmentos proteicos 

específicos, que contém cerca de 2 a 20 resíduos de aminoácidos, e proporcionam desejáveis efeitos positivos no 

funcionamento corporal influenciando na promoção da saúde (Minj & Anand, 2020). Outra definição traz que os 

peptídeos apresentam atividade similar a uma droga ou hormônio, que eventualmente modulam uma função 

fisiológica ao se ligarem a receptores específicos da célula alvo, levando a indução de respostas fisiológicas 

(Haque & Chand, 2008). 
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Estas pequenas sequências de aminoácidos quando presentes na proteína nativa não são capazes de 

desempenhar funcionalidade necessitando assim serem liberados na forma de peptídeos por reações de quebra das 

ligações peptídicas da proteína original. Estas reações podem ser desencadeadas por diversos mecanismos, tais 

como: enzimas digestivas, ou pela atividade proteolítica de micro-organismos, síntese química e/ou através da 

ação de proteases vegetais ou microbianas (Korhonen & Pihlanto, 2006) 

Diversos efeitos funcionais dos PBA’s de hidrolisados da proteína do soro têm sido descritos na literatura 

tais como efeitos antioxidantes, antiproliferativos e antibacterianos, imunomoduladores, antidiabéticos, 

anticolesterolêmicos, efeitos benéficos na microbiota intestinal, efeitos no sistema nervoso como inibidores e 

estimulantes opióides (Mann et al., 2019; Mehra et al., 2020; Kumar, et al., 2021) 

3.2 Atividades funcionais do soro do leite 

A seguir serão discutidas as atividades funcionais mais relevantes das proteínas do soro do leite caprino 

e seus peptídeos. 

3.2.1 Atividade de inibição da ECA 

A enzima conversora de angiotensina (ECA) atua no sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS) e 

no sistema de óxido nítrico quinina (KNOS), agindo como um potente vasoconstrictor e consequentemente 

aumentando a pressão arterial. Dessa forma, moléculas capazes de inativar esta enzima podem regularizar a pressão 

arterial e ajudar a manter o funcionamento do sistema cardiovascular (Ibrahim et al., 2017; Xia et al., 2020). 

Proteínas e peptídeos naturalmente presentes, ou obtidos pela hidrólise do leite caprino vem sendo 

reportados por desempenharem até 67% de inibição da ECA (Koirala et al., 2021). Quando submetidas a hidrólise 

com pepsina, as proteínas do soro do leite demonstraram maiores teores de inibição da ECA do que quando 

comparadas as proteínas nativas, sendo possível identificar um peptídeo do soro proveniente de β-lactoglobulina 

(no fragmento PEQSLACQCL, resíduo 113-122) com potente inibição da ECA (Ibrahim et al., 2017). O tamanho 

dos peptídeos e sua carga residual demonstra ser um fator interferente na inibição da ECA, como observado por 

Moreno-Montoro et al., (2017) peptídeos menores e com cargas não básicas demonstraram melhores valores de 

inibição e também melhores resultados de atividade antioxidante. 

A fermentação por bactérias ácido láticas (BAL) também ocasiona a produção de peptídeos bioativos, 

podendo ser empregadas na produção de derivados do leite caprino com propriedades funcionais, como queijos, 

iogurtes dentre outros  (Rubak et al., 2021; Y. Xia et al., 2020) 

3.2.2 Atividade antibacteriana 

O pool proteico do soro do leite vem sendo relacionado a inibição do crescimento de micro-organismos 

oferecendo assim um sistema protetivo naturalmente presente que age contra bactérias patogênicas. As proteínas 

lactoferrina, lisozima, lactoperoxidase e as imunoglobulinas, bem como de peptídeos obtidos a partir das proteínas 

do soro do leite caprino vem sendo relatados serem potencialmente antimicrobianos (Mann et al., 2019; 

Soloshenko et al., 2020). 

Sabendo que o soro do leite caprino apresenta uma composição variada de proteínas Medeiros et al., 

(2018) testaram o potencial bacteriostático frente a bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus) e Gram-

negativas (Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli) das proteínas intactas e de suas frações, observando assim 

uma sinergia entre proteínas e peptídeos na obtenção melhores resultados quando comparados as suas formas 

isoladas. 

Peptídeos antibacterianos possuem algumas características especiais: são geralmente menores que 10 

kDa, o que possibilita sua entrada na célula bacteriana; possuem aminoácidos de caráter hidrofóbico; apresentam 
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carga residual catiônica que favorece seletivamente interações eletrostáticas das estruturas α-hélice e folhas-β com 

as membranas aniônicas das bactérias. Todos estes aspectos favorecem a permeabilidade dos peptídeos para o 

interior das bactérias ocasionando a lise e morte celular (Almaas et al., 2011; Esmaeilpour et al., 2017). 

Dessa forma a obtenção de peptídeos pela hidrolise do soro do leite caprino demonstra ser uma importante 

ferramenta para obtenção de peptídeos com potencial antibacteriano, uma vez que para diferentes cepas 

microbianas foi observada melhor inibição do crescimento quando o soro do leite hidrolisado foi testado em 

comparação ao não hidrolisado, exibindo melhores potenciais de inibição para as bactérias Salmonella 

typhimurium, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Bacillus cereus (Lestari & Suyata, 2019). As proteínas 

majoritárias β-lactoglobulina e α-lactoalbumina possuem a sequência de aminoácidos Val-Ala-Gly-Thr-Trp-Tyr 

que tem sido caracterizada por possuir atividade antimicrobiana, logo a hidrólise destas proteínas pela Alcalase® 

possibilitou a liberação de dois peptídeos antimicrobianos (Osman et al., 2016). 

3.2.3 Atividade Antifúngica 

Os fungos toxigênicos são contaminantes bastante presentes nos alimentos que prejudicam o 

armazenamento e a vida de prateleira de vários tipos de gêneros alimentícios trazendo problemas à segurança 

alimentar, causando perdas econômicas e sendo um risco em potencial a saúde pública. Estes tipos de fungos 

possuem a capacidade de produzir toxinas potencialmente cancerígenas que vão se acumulando no organismo e 

podem levar a consequências agudas e crônicas perigosas. A Ochratoxina A, por exemplo, é um metabólito 

secundário produzido pelos gêneros Penicillium e Aspergillus que apresentam danos aos rins, toxicidade ao 

sistema imune, inibição da síntese macromolecular, aumenta a peroxidação lipídica e inibe a respiração 

mitocondrial (Adeyeye, 2016; Bui-Klimke & Wu, 2015; Luz et al., 2020). 

Sabendo da capacidade do leite caprino em demonstrar um efeito antimicrobiano, estudos envolvendo 

atividades antibacterianas e antivirais são bem descritos na literatura, contudo, propriedades antifúngicas destas 

proteínas vêm sendo recentemente avaliadas. Luz et al., (2020) obteve hidrolisados proteicos do soro do leite e 

avaliou atividade antifúngica (contra Penicillium spp.), caracterizou os peptídeos obtidos e os incorporou na 

formulação de pão pita como um bioconservante. Este estudo observou que houve inibição por parte das proteínas 

do soro do leite caprino não só dos fungos como na produção de micotoxinas, onde 27 peptídeos antibacterianos 

puderam ser caracterizados e influenciaram positivamente na vida e prateleira dos pães. 

Propriedades antifúngicas das proteínas do soro do leite caprino também foram observadas quando o soro 

foi fermentado por diferentes cepas de Lactobacillus plantarum, os autores testaram 28 cepas dos fungos 

Aspergillus, Penicillium e Fusarium por 72 horas de incubação, onde observaram que a escolha da cepa foi crucial 

para o desenvolvimento da inibição e os gêneros com melhores valores de concentração inibitória mínima (CIM) 

foram Fusarium genus e Aspergillus steynii, chegando a 1.95 g/L, ressaltando assim o uso de bactérias ácido láticas 

em proteínas pra promover a capacidade antifúngica do soro do leite de cabra (Izzo et al., 2020). 

3.2.4 Atividade Antiviral 

Dentre as doenças virais a Covid-19 trouxe consequências em várias esferas do cotidiano tendo 

implicações médicas, científicas, biológicas, sociais, econômicas, políticas, culturais e históricas. Assim, surgiu 

uma necessidade de realizar aprofundamento, de forma rápida, nos conhecimentos relacionados à prevenção, 

obtenção de vacinas e no tratamento, que pudessem frear o avanço da doença e as mortes ao redor do mundo. 

A potencialização da doença Covid-19 está relacionada a alguns fatores como a furina (uma serina 

endopeptidase) que facilita a transmissão do vírus ao clivar os sítios de ligação S1 deixando o sítio S2 expostos, e 

duas proteínas que funcionam como receptores do vírus na célula hospedeira a DPP-4/CD26 (uma proteina 
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transmembrana do tipo II) e a enzima conversora de angiotensina-ECA (Coutard et al., 2020; Hoffmann et al., 

2020; Vankadari & Wilce, 2020). 

A estrutura do SARS-CoV-2 inclui as proteínas Spikes, associadas à capacidade de entrada do patógeno 

nas células humanas, o domínio de ligação ao receptor S1 e o domínio S2, que medeia a integração do vírus na 

célula hospedeira parecem ser as 3 principais formas de propagação da replicação do vírus (Coutard et al., 2020; 

Kong et al., 2020; S. Xia et al., 2020). 

Dessa forma moléculas que possam impedir a ligação do sitio ativo do vírus e inibir a replicação tem 

ganhado notoriedade, onde estudos in sílico vem sendo desenvolvidos baseados na inibição das proteínas furina, 

DPP-4 e ECA. Sabendo que os peptídeos derivados do soro do leite podem inibir a ECA, Çakır et al., (2021) 

hidrolisou o soro do leite caprino com tripsina e sequenciou os peptídeos obtidos, observando assim a partir de 

técnicas de bioinformática e docking molecular que seis peptídeos derivados da beta-lactoglobulina podem inibir 

a ECA, a DPP-4 e a enzima sérica furina, onde dois potenciais peptídeos (ALMPHIR e IPAVFK) podem ser 

candidatos promissores em estudos in vitro e in vivo no tratamento da síndrome respiratória causada pelo SARS-

CoV-2. 

3.2.5 Atividade antioxidante e imunomodulatória 

No que diz respeito a capacidade antioxidante dos peptídeos do soro de leite e o mecanismo de ação destes 

fragmentos proteicos tem sido relatado estar relacionado a mecanismos de “radical scavenger” ou seja, inativação 

das espécies reativas do oxigênio, bloqueio dos radicais livres, agindo assim na inibição da cadeia reacionária da 

oxidação. Outro mecanismo de ação diz respeito à quelação dos peptídeos com íons metálicos, é ainda relatado a 

possibilidade de ocorrer à combinação dos dois mecanismos de ação a depender do peptídeo (Zhou et al., 2012). 

Os peptídeos antioxidantes geralmente têm maior número de grupos ionizáveis, para que possam 

desencadear as reações de oxirredução, com maior exposição de grupos hidrofóbicos em sua molécula, 

apresentando frequentemente cadeias com resíduos de 5-11 aminoácidos. A forma como esses peptídeos realizam 

a inibição da oxidação vai depender da sequência dos aminoácidos destas moléculas (Sarmadi & Ismail, 2010; 

Zhou et al., 2012). 

Entre as metodologias mais utilizadas, estão àquelas baseadas na capacidade antioxidante equivalente de 

Trolox (TEAC) utilizando o radical ABTS e DPPH, e para avaliar a quelação com íons metálicos é comum a 

utilização do teste de poder antioxidante de redução de íons férricos (FRAP) e o método ORAC que mede a 

inibição baseado no radical peroxil e na transferência de átomos de hidrogênio (Alves et al., 2010). Koirala et al., 

(2021) observou que os hidrolisados da proteína do soro do leite caprino têm a capacidade antioxidante aumentada 

quando tratados por ultrassonicação. Provavelmente o potencial antioxidante destas proteínas está relacionado aos 

aminoácidos metionina e cisteína, presentes nas proteínas β-Lactoglobulina, α-Lactoalbumina, BSA e a lactoferrina 

(Meng et al., 2021). 

A capacidade antioxidante frequentemente está relacionada com efeitos imunomodulatórios, onde foi 

observado que a administração da proteína do soro do leite de cabra em ratos idosos influenciou em menores 

concentrações de malonaldeído (MDA), e maiores concentrações da enzima superóxido dismutase (SOD). Além 

disso, efeitos a nível imunológico foram observados, tais como a estimulação de imunoglobulina G (IgG), menores 

concentrações de citocinas inflamatórias como as interleucinas -2 e 6 (IL-2 e IL 6) e o aumento do peso do timo 

(órgão relacionado a função imunológica) (Z. Ma et al., 2021). 
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Peptídeos bioativos habitualmente podem apresentar propriedades multifuncionais, por exemplo, a 

maioria dos peptídeos que são capazes de desempenhar atividade antioxidante também pode inibir a enzima 

conversora de angiotensina (ECA), modular respostas imunológicas (B. Hernández-Ledesma et al., 2008). 

3.2.6 Atividade antiproliferativa e antitumoral 

Devido ao aumento expressivo na incidência de casos de câncer no mundo, as pesquisas têm buscado 

encontrar moléculas que sejam capazes de agir de modo a diminuir a proliferação de células cancerígenas. Há um 

crescente interesse em investigar metabólitos naturais que modulem biomarcadores de células cancerígenas, onde 

as proteínas e peptídeos vêm demonstrando o seu potencial nutracêutico em atuar nos diferentes estágios do câncer, 

incluindo iniciação, promoção e progressão (De Mejia & Dia, 2010; Sung et al., 2021). 

Dessa forma a proteína do soro de leite tem sido estudada por apresentar uma potencial atividade 

antitumoral/antiproliferativa que tem sido respaldada com evidências científicas como a quantidade 

significativamente alta dos aminoácidos cistina e cisteína e de dipeptídeos γ-glutamilcisteína, que são substratos 

eficientes para a síntese de glutationa. (Brandelli et al., 2015). 

Em outro estudo Attaallah et al., (2012) evidenciou a ocorrência de um menor número de focos tumorais 

quando ratos portadores de câncer de cólon foram alimentados com o hidrolisado de proteína de soro do leite 

indicando que a proteína do soro é superior a outras proteínas dietéticas para supressão do desenvolvimento do 

tumor. 

Medeiros et al., (2018) verificou a capacidade do soro do leite caprino em exercer efeitos citotóxicos 

frente a células de glioma de rato C6. Estes autores observaram taxa de autólise celular superior a 70% para células 

cancerígenas a concentrações de 0,05 e 0,1 μg / mL do soro caprino. 

Dentre as proteínas do soro do leite, a lactoferrina tem sido o enfoque das pesquisas pois resultados 

promissores atrelados a funcionalidade desta proteína mostram a sua capacidade de inibir tumores intestinais e 

possivelmente outros tumores (De Mejia & Dia, 2010). Acredita-se que o potencial de ação se dê pela atividade 

do peptídeo lactoferricina (LFcin), derivado da lactoferrina, que atua de diversas maneiras: por indução de 

apoptose, modulação de enzimas metabolizadoras de carcinogênicos, bloqueando o ciclo celular, modificando a 

expressão gênica e prevenindo a angiogênese (Gifford et al., 2005) 

Estudos in vitro apontam que a LFcin tem potente atividade sobre linhagens celulares de diversos tipos 

de câncer, dentre estes de mama, de cólon, fibrossarcoma, leucemia, câncer de boca e células de câncer de ovário. 

Um resultado importante é que a ação se limita as células cancerígenas e não prejudica linfócitos normais, 

fibroblastos, células endoteliais ou epiteliais (Furlong et al., 2010). 

A propriedade seletiva na ação da LFcin parece ser devido ao seu caráter fortemente catiônico, 

possibilitando assim a interação com em células cancerígenas carregadas negativamente, resultando na 

desestabilização das membranas celulares. O não prejuízo à membrana celular de células saudáveis se dá devido 

a carga liquida neutra destas, mantendo-as poupadas (De Mejia & Dia, 2010). 

3.2.7 Influência no microbioma intestinal 

A microbiota intestinal é dita como um “órgão” dinâmico e metabólico que exerce diversas funções a 

nível local e influencia na resposta nutricional, no ciclo circadiano, no metabolismo e na imunidade (Tilg et al., 

2020). Logo, a dieta em conjunto com outros fatores pode interferir na composição do microbioma, portanto as 

proteínas do soro caprino podem ser uma opção eficaz para ocasionar benefícios na microbiota do intestino, onde 

peptídeos probióticos podem promover o bem- estar ao influenciar no potencial de redução-oxidação e equilíbrio 

entre as bactérias intestinais (Lynch & Pedersen, 2016; Araújo et al., 2017). 
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Proteínas do soro do leite caprino quando usadas como suplementos para ratas e filhotes desempenharam 

um efeito positivo na composição da microbiota fecal, na morfologia intestinal, na redução induzida no ganho de 

peso e gordura visceral demonstrando assim aptidão destas proteínas em desempenhar efeitos no microbioma 

(Costa Paulino et al., 2019). Outro estudo evidencia a modulação intestinal do leite caprino em diferentes fases de 

maturação, onde foi observado o aumento da quantidade de bactérias presentes no intestino, tais como 

Lactobacillus, Muribaculum e Alistipes, podendo este ser uma importante fonte de probióticos (Liu et al., 2021). 

A modulação intestinal está intrinsicamente relacionada com alterações em marcadores 

imunomodulatórios e de inflamação, podendo ser evidenciado pela ação do leite caprino e das proteínas em 

estudos que envolvem modelos animais com colite, onde observaram uma melhora significativa de diversos 

parâmetros inflamatórios como a atividade da mieloperoxidase, regulação negativa da expressão gênica de vários 

marcadores pró-inflamatórios, como IL-1β, IL-6, IL-17, TNF-α, iNOS, MMP-9, ICAM-1, inibição das vias de 

sinalização de NF-κB p65 e p38 MAPK, redução do malonaldeído e aumento da glutationa, assim como na 

manutenção da citoarquitetura colônica e na diminuição da expressão da ciclooxigenase-2 e da óxido nítrico 

sintase induzível além de aumentar a expressão de proteínas como mucinas, proteínas de ocludina (Assis et al., 

2016; Araújo et al., 2017). 

3.2.8 Hidrolisados da proteína do soro do leite 

Embora as proteínas do soro do leite sofram ataque por enzimas durante a digestão no trato 

gastrointestinal, esta não é suficiente para garantir um possível efeito fisiológico decorrentes da sua catálise, uma 

vez que as proteínas podem ser totalmente digeridas liberando os aminoácidos livres para absorção no intestino, 

dessa forma realizar a hidrolise destas proteínas em escala laboral se tornou um trabalho proveitoso e útil para a 

produção de peptídeos bioativos. 

Assim, em uma escala industrial ou laboratorial, podem ser utilizadas uma enzima ou combinações entre 

duas ou mais enzimas para a reação, a depender da necessidade do processamento. Outra característica favorável 

da aplicação da hidrólise nas proteínas do soro do leite é a possibilidade de aperfeiçoar algumas características que 

podem vir a interferir na velocidade e na efetividade da reação, tais com: a adequação do pH da solução contendo 

o substrato, o tempo de reação, a temperatura aplicada e a relação entre a concentração de enzima e substrato. Naik 

et al., (2013) observaram que a razão enzima/substrato e o pH foram os fatores de maior influência no grau de 

hidrólise de proteínas do soro hidrolisadas por tripsina. 

Diferentes tipos de enzimas proteolíticas 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 papaína, ou enzimas de origem animal, por exemplo, as 

que participam da digestão no trato gastrointestinal: tripsina, pepsina (Zhang et al., 2013). 

Silvestre et al., (2012) investigaram os melhores parâmetros de obtenção do perfil peptídico e da atividade 

de inibição da ECA de proteínas hidrolisadas do soro do leite concentrado utilizando papaína e pancreatina. Os 

resultados deste trabalho mostram que as condições de hidrolise são parâmetros fundamentais na obtenção de um 

perfil peptídico adequado, e que a hidrolise utilizando papaína gerou o melhor perfil de peptídeos, mas ambas as 

enzimas demonstraram serem capazes de gerar peptídeos com atividade inibidora da ECA. 

Em outro estudo Demers-Mathieu et al., (2013) avaliaram a atividade antibacteriana de peptídeos obtidos 

quando o soro do leite isolado foi hidrolisado por tripsina e quimiotripsina. Os resultados mostram que os peptídeos 

derivados de β- Lactoglobulina foram capazes de inibir o crescimento de Listeria monocytogenes e Staphylococcus 

aureus mas não demonstraram atividades frente a diferentes cepas de Escherichia coli. 
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Lacroix e Li-Chan, (2013) hidrolisaram as proteínas isoladas do soro do leite utilizando pepsina para 

verificar se os peptídeos inibiam a ação da enzima dipeptidil peptidase (DPP-IV) e α-glicosidase. Todos os 

hidrolisados demonstraram serem capazes de inibir a DPP-IV, sendo o hidrolisado de alfa-Lactoalbumina o que 

demonstrou melhor potencial. Com relação à inibição da α-glicosidase os hidrolisados das proteínas majoritárias 

demonstraram atividade, sugerindo assim que os peptídeos gerados podem regular a glicemia. 

A utilização comercial dos hidrolisados da proteína do soro é ainda emergente, mas já tem sido empregada 

para formulação de produtos funcionais, utilizando estes como enriquecimento de produtos ou de forma individual, 

como pode ser observado no quadro 4. Embora haja potencial para utilização dos peptídeos bioativos como 

ingrediente alimentar muito ainda falta ser pesquisado de modo a obter processos de produção economicamente 

rentáveis, e assim acelerar o desenvolvimento de produtos funcionais a partir destes hidrolisados. 

Quadro 4 . Produtos comerciais com hidrolisados de proteína do soro do leite ou peptídeos isolados. 

 
Produto Fabricante Tipo de produto Proteína/Peptídeo Alegação de 

saúde 

BioZate® product 

line 

Davisco, USA Isolado da proteína do 

soro do leite hidrolisada 
Fragmentos de β-

lactoglobulina 

Redução da 

pressão arterial 

BioPureGMP™ GMP f (106–169) Prevenção de 

cáries, 

modulação da 

coagulação 
sanguínea, 

antibacteriano, 

antiviral. 

Vivinal® ALPHA Borculo Domo 

Ingredients 

(BDI), the 
Netherlands 

Hidrolisado da proteína 

do soro do leite como 
ingrediente 

Peptídeo derivado 

do soro do leite 

Relaxamento e 

sonolência 

Praventin™ DMV International, 
the Netherlands 

Cápsula de suplemento 
alimentar 

Lactoferrina Redução da acne 

Dermylex™ Advitec, Inc., Canada 
Tablete de suplemento 

alimentar 

Extrato do soro do 

leite XP- 828L 

Redução dos 

sintomas de 
Psoríase 

Hilmar™8390 
Hilmar Ingredients, 

USA 

Suplemento alimentar 
Proteína do soro do 

leite hidrolisada 

Inibição das 

enzimas ACE e 

DPP-IV 

NOP-47™ Glanbia Nutritionals, 

USA 
Suplemento alimentar e 
farmacêutico 

Peptídeo derivado 
do soro do leite 

Propriedades 
anti- inflamatórias 

 
 

 

Fonte: Ballard et al., (2009); Korhonen, (2009); Lacroix et al., (20160. 

 

Após a obtenção dos hidrolisados, diversas técnicas de proteômicas, metabolômica e possível interatoma 

podem ser empregadas de modo a identificar os peptídeos, e a partir de sua sequência correlaciona-los com sua 

possível funcionalidade. Assim métodos in silico utilizando ferramentas de bioinformática e aliados aos testes in 

vivo podem ser aplicados para possibilitar a confirmação da alegação de saúde destas moléculas, para tanto são 

utilizadas técnicas cromatográficas, métodos de separação por membranas, sequenciamento para identificação dos 

peptídeos e por fim isolamento com confirmação da sua bioatividade para que dessa forma sejam utilizados para 

formulação de produtos (Agyei et al., 2016). 

Jia et al., (2021) fizeram a análise proteômica do soro do leite caprino e bovino em dois períodos de 

lactação, o colostro e o soro do leite maduro, constatando que as proteínas e a atividade biológica variam por 

animal ou por período de lactação. Foram identificadas 487 proteínas sendo estas, 290 no soro caprino colostro e 
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240 no Soro caprino maduro, 57 proteínas expressas no soro caprino foram identificadas “de forma inédita''. 

Através de análises de bioinformática utilizando as proteínas identificadas por espectrometria de massas, 

observaram que o soro caprino possui proteínas relacionadas a hipoglicemia, catabolismo de lipídios, resposta 

imunológica, processo metabólico do ATP, ossificação, diminuição da pressão arterial e de atividade molecular 

estrutural. 

Ainda assim, devido à sensibilidade das características das proteínas, os tratamentos aplicados tanto antes, 

durante e depois da hidrólise devem ser empregados de modo cauteloso, controlados de modo a não provocar 

alterações que possam levar a perda da funcionalidade (Dullius et al., 2018). Diante das alternativas para utilização 

dos PBA’S em escala industrial dois fatores devem ser sempre levados em consideração, sendo estes a 

bioestabilidade e a biodisponibilidade dos peptídeos, pois a manutenção dessas características é essencial para 

obter efeitos fisiológicos e os peptídeos precisam estar intactos ao atingirem os seus alvos e possam assim exercer 

sua bioatividade (Mohan et al., 2015). 

Nem sempre as pesquisas que envolvem hidrolisados de proteínas avaliam a bioestabilidade e 

biodisponibilidade dos peptídeos, embora fortes evidências cientificas indiquem que a bioatividade in vitro nem 

sempre é replicada em modelos animais e em seres humanos (Mohan et al., 2015). Dessa forma as técnicas de 

encapsulação de bioativos surgem como uma alternativa que proporcionem a manutenção da estrutura do peptídeo 

intacta durante a digestão gastrointestinal e assim controle a sua liberação fisiológica, resguardando a atividade 

funcional do peptídeo (Udenigwe, 2014). 

3.2.9 Utilização dos hidrolisados proteicos e peptídeos bioativos por microencapsulação 

A encapsulação é um processo industrial utilizado para o acondicionamento de um material específico 

(núcleo) em cápsulas que podem ser formuladas a partir de uma variedade de materiais, que liberam os compostos 

ativos do núcleo em intervalos específicos e variados a depender da cápsula (Champagne & Fustier, 2007). 

Esta tecnologia se tornou relevante para a utilização de bioativos pela indústria alimentar uma vez que 

possibilita driblar diferentes obstáculos que estão presentes quando se busca aplicar a utilização de moléculas 

bioativas, principalmente de hidrolisados proteicos, tais como: higroscopicidade dos hidrolisados, hidrofobicidade, 

sabor amargo e suscetibilidade a degradação total pela digestão no trato gastrointestinal (Fathi et al., 2014; Mohan 

et al., 2015). 

Contudo, para a aplicação da encapsulação é necessário estabelecer e avaliar a influência de fatores 

relacionados à produção das cápsulas, incluindo o tipo de sistema carreador, o método usado para encapsulação, a 

pureza e o tipo do material de parede, a relação entre núcleo-parede e as condições de encapsulação. De forma a 

estabelecer as melhores características que possam culminar em maiores eficiências de encapsulação (Mohan et 

al., 2015). 

A indústria de alimentos opta por selecionar a utilização de materiais de parede que sejam comestíveis, 

biodegradáveis, não apresente toxicidade e tenham baixo custo. Diante disso a utilização de proteínas, 

polissacarídeos, lipídios ou a combinação de mais de um tipo de material para a elaboração do material envoltório 

tem ganhado notoriedade das pesquisas (Fathi et al., 2012; Tavares et al., 2014). 

A utilização de proteínas como material de parede ocorre devido as suas características funcionais como 

elevada solubilidade, formação de um gel firme, capacidade emulsionante, e assim quando combinadas a 

polissacarídeos tendem a formar cápsulas com maior estabilidade estrutural. Dentre os tipos de proteínas que 

podem ser utilizadas como materiais de parede estão as proteínas dos derivados de soja, e as proteínas do leite 
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como as caseínas e as proteínas do soro do leite, na sua forma concentrada ou isoladas (Sáiz-Abajo et al., 2013; 

Mohan et al., 2015). 

As proteínas do soro do leite como material de parede vêm sendo descrita por diversos estudos, 

principalmente utilizando estas proteínas na microencapsulação de probióticos. Doherty et al., (2012) observou 

maior sobrevivência da cepa Lactobacillus rhamnosus GG ao trato gastrointestinal quando encapsulada em 

microcápsulas contendo proteínas do soro isoladas e traz a perspectiva de que proteínas do soro do leite podem 

serem matrizes de retenção eficazes. 

Em outro estudo López-Rubio & Lagaron, (2012) avaliaram a capacidade das proteínas do soro do leite 

na formação de cápsulas, microcápsulas e nanocápsulas por tecnologia de eletropulverização, para encapsulação 

de β-caroteno. Estes autores sugerem que o uso das proteínas do soro do leite concentradas como matriz 

encapsulante ainda é pouco explorado, embora tenha um grande potencial devido às excelentes características 

funcionais destas proteinas e seu baixo custo de obtenção. 

O’Neill et al., (2014) formulou dois tipos de cápsulas contendo riboflavina como núcleo e proteínas do 

soro do leite concentradas como material de parede a partir de um processo de gelificação a frio e avaliou a 

eficiência de encapsulação deste bioativo, obtendo maiores quantidades de riboflavina quando as cápsulas feitas 

de proteínas do soro do leite foram utilizadas como solvente no momento da encapsulação. 

No que diz respeito da utilização tanto de hidrolisados proteicos como de peptídeos bioativos do soro do 

leite como núcleo da encapsulação, diversos estudos têm reportado a potencial eficácia da utilização desta 

tecnologia embora ainda sejam necessárias mais pesquisas que explorem a encapsulação desta matriz. 

Um estudo desenvolvido por Sarabandi et al., (2018) avaliou a microencapsulação de hidrolisados de 

caseína, as propriedades micro estruturais das cápsulas como teor de umidade, atividade de água, densidade de 

derivação, solubilidade e higroscopicidade, estrutura química, microestrutura, sabor amargo e atividades 

antioxidantes. Os autores utilizaram maltodextrina como material de parede e obtiveram as cápsulas por spray-

dryer. Os resultados obtidos demonstram maiores atividades antioxidantes dos hidrolisados que foram 

microencapsulados, menor higroscopicidade destes e assim os autores sugerem que essa é uma tecnologia eficaz 

para a utilização de hidrolisados da proteína do leite. 

Gómez-Mascaraque et al., (2016) elaboraram microcápsulas de quitosana e gelatina por spray-drying para 

encapsulação de um hidrolisado da proteína do soro do leite potencialmente bioativo, e observaram a estabilidade 

das cápsulas após a digestão gastrointestinal e a estabilidade dos peptídios quando adicionados a iogurtes 

(resistência a fermentação ácido- lática). Os resultados demonstraram que a maior eficiência de encapsulação foi 

observada para as cápsulas de quitosana, e não houve alterações no perfil peptídico do hidrolisado digerido. 

Outro estudo avaliou a diferença da obtenção de microcápsulas elaboradas a partir de soro do leite 

concentrado e alginato de sódio por spray-drying e freeze-drying na atividade imunomodulatório, sabor amargo e 

higroscopicidade de hidrolisados da proteína do soro do leite. Os resultados obtidos indicam que a utilização do 

spray-drying foi melhor capaz de reduzir o sabor amargo e higroscopicidade sem prejudicar a atividade 

imunorreguladora do hidrolisado protéico do soro do leite (J.-J. Ma et al., 2014). 

Diante da potencial bioatividade dos hidrolisados do soro do leite, são necessários estudos que explorem 

além da alegação da atividade biológica outras propriedades como a biodisponibilidade, bioestabilidade e assim 

busquem impulsionar a utilização destas moléculas de forma viável e em uma escala prática para que possam 

exercer benefício à saúde da população. 
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4. Conclusão 

 

A partir do desenvolvimento deste trabalho de revisão, conclui-se que o leite caprino é uma fonte de 

componentes funcionais de grande importância nutricional e biológica, onde as proteínas do soro ganham destaque 

devido a sua diversidade, potencial tecnológico e capacidade de desempenhar efeitos biológicos. Por se tratar de 

um subproduto barato, obtido em grandes quantidades, o soro do leite desperta um interesse científico expressivo 

e pertinente, onde trabalhos como este funcionam como instrumento para a prospecção da cadeia produtiva do 

leite caprino e contribui para a disseminação de informações acerca das proteínas do soro do leite de cabra e suas 

possíveis aplicações práticas baseadas no seu potencial funcional. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL  

 

 

O presente trabalho foi dividido em 05 etapas para melhor elucidar os objetivos 

estabelecidos. Conforme podemos visualizar na figura 1 a pesquisa se inicia com a obtenção do 

concentrado proteico do soro a partir do leite caprino. Nesta etapa foram aplicados processos 

de separação e purificação das proteínas e caracterização da matéria-prima (leite) e do soro. 

 

Figura 1. Desenho geral metodológico do estudo  

 

 

Na etapa 2 foi realizado o planejamento estatístico para otimização das condições de 

hidrólise do concentrado proteico obtido, a avaliação do modelo estatístico, caracterização do 

hidrolisado e escolha dos tratamentos que serão utilizados. 

No decorrer do passo 3 os hidrolisados foram avaliados quanto a características 

tecnológicas, conformacionais, ao perfil peptídico e suas características, e a bioatividade in 

vitro e in sílico finalizando com a escolha da amostra que será utilizada nas etapas posteriores. 

Na 4º fase o hidrolisado proteico que apresentou as características mais satisfatórias ao 

objetivo do estudo foi avaliado quanto as suas características estruturais, tecnológicas e os 

efeitos bioativos em um modelo in vivo.  
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O último passo é caracterizado pela encapsulação do hidrolisado do soro do leite. Para 

tal, inicialmente foram testadas as concentrações de material de parede e de núcleo que 

resultassem em melhor eficiência de encapsulação. Uma vez estabelecidos estes parâmetros 

foram avaliados a influencia da liofilização e da adição de um recobrimento com o concentrado 

proteico do soro do leite. Assim as cápsulas foram avaliadas quanto a eficiência de 

encapsulação e solubilidade, os melhores tratamentos foram analizados quanto a morfologia, 

propriedades tecnológicas e a digestibilidade e bioacessibilidade das cápsulas contendo os 

hidrolisados da proteína do soro do leite caprino. 

 

3.2. OBTENÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DO LEITE E DO SORO  

 

 

3.2.1. Obtenção do leite caprino 

 

 

As amostras de leite caprino foram cedidas pelo setor de caprinocultura, localizado no 

Centro de Ciências Humanas, Sociais e Agrárias – CCHSA/Bananeiras, Campus IV, da UFPB. 

O leite caprino foi obtido de animais sadios, com 4 meses de lactação (120 dias) de um rebanho 

misto, que pode ser observado na Figura 2 (A, B e C) sendo composto por 10 animais, sendo 7 

cabras Saanen e 3 cabras da raça Parda.  

Figura 2. Rebanho caprino do setor de caprinocultura do campus IV/UFPB 

 

Fonte: O autor 

As cabras recebiam dietas pré-estabelecidas pelos funcionários do setor e eram 

alimentadas em sistema confinado, a composição da dieta dos animais está descrita na tabela 1. 
C 
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A ordenha manual era realizada pela manhã e em seguida os leites eram misturados e mantidos 

em tanques refrigerados.  

 

Tabela 1. Composição das dietas dos animais 

Ingredientes Quantidade (%)* 

Milho 14,693 

Farelo de soja 4,990 

Feno tifton 25,367 

Óleo de linhaça 1,429 

Suplemento mineral 0,714 

Calcário calcítico 0,238 

Farelo de trigo 2,567 

Total 49,42 

 *  Quantidade referente ao tempo de lactação 4 (120 dias) 

 

O leite foi transportado sob refrigeração em garrafas plásticas para a cidade de João 

Pessoa, onde foi homogeneizado, filtrado, desnatado em desnatadeira do tipo industrial 

(Capacidade de 50 L, modelo aberta 480 West) e congelados a -20 ºC até análises posteriores. 

 

3.2.2. Produção do soro do leite caprino 

 

 

O soro do leite foi obtido através da precipitação isoelétrica da caseína de acordo com 

a metodologia descrita por Egito et al. (2006) com modificações, o leite foi submetido a leve 

agitação e foi-se adicionando ácido clorídrico (HCl) 1 mol .ˉ¹, até o alcance do pH 4,6.  

O sistema foi deixado em repouso e após a precipitação da caseína e consequente 

mudança da coloração do líquido sobrenadante, o material foi submetido à centrifugação à frio 

(4000 g 20 min a 4 °C) para separação do soro da fração caseínica e de possíveis fragmentos 

remanescentes de gordura. Na Figura 3 podem ser visualizados separadamente leite (A), o soro 

(B) e a caseína (C). Por fim, o sobrenadante foi recolhido, filtrado e submetido a nova 

centrifugação nas condições anteriormente citadas para melhor purificar o soro. 
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Figura 3. Leite (A), fração soro (B) e caseína (C) obtidos após coagulação ácida 

 

Fonte: O autor 

Após testes de solubilidade, verificou-se necessária a modificação do pH do soro, que 

foi realizada mediante a adição de hidróxido de sódio, NaOH 1 mol.Lˉ¹ até pH 7, para 

ressolubilizar as proteínas. Em seguida o soro do leite foi dialisado contra água em membrana 

com porosidade de 3 kDA, para retirada do sal formado pela adição de HCl e NaOH, congelado 

a -20 ºC, e liofilizado em Liofilizador de bancada Liobras modelo L101 (280 µmHg/-40 ± 2 

ºC/8 h) e o pó obtido foi armazenado longe da exposição da luz, em temperatura de 18 ± 2 ºC.  

O valor de proteína solúvel foi monitorado ao longo dos processamentos que foram 

aplicados no soro, portanto o soro do leite liquido, após a dialise e após a liofilização foram 

quantificados pelo método de Bradford (1976). 

 

3.2.3. Caracterização físico-química do soro do leite caprino 

 

 

A amostra do soro do leite capino foi avaliada quanto ao teor de umidade (método 

gravimétrico por secagem em forno a 105°C – Protocolo 990,20), extrato seco total, cinzas 

(incineração em mufla a 550ºC, Protocolo 968.08), lipídeos (método de Gerber- Protocolo 

2000.18), teor de atividade de água (Usando analisador Aqualab), acidez (AOAC, 2016), 

lactose, proteínas totais utilizando o fator e conversão do nitrogênio de 6,38 (Kjeldahl, 991.20) 

e a dosagem de proteínas solúveis pelo método descrito por Bradford (BRADFORD, 1976). O 

rendimento foi calculado com base na perda de água durante o processo de liofilização. 
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3.3. OTIMIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES DO PROCESSO DE HIDRÓLISE ENZIMÁTICA  

 

 

A hidrólise enzimática in vitro do soro caprino foi realizada a partir de modificações 

das metodologias definidas por Ahmed et al., (2015) e Tondo et al., (2020). A Figura 4 

representa o fluxograma da condução dos experimentos de hidrólise. 

O concentrado proteico do soro caprino foi ressolubilizado (6% p/v) em tampão fosfato 

(0,1 mol L-1) e deixado sob agitação por 60 min. Em seguida o pH ajustado com HCl 1 mol.Lˉ¹ 

e/ou NaOH 1 mol.Lˉ¹. A proporção de enzima substrato utilizada foi de 1:50, os experimentos 

foram conduzidos em estufa incubadora shaker de bancada, com agitação de 180 rpm/min a 37 

ºC para todos os experimentos. Após a reação a enzima foi inativada em banho-maria 85 ºC por 

5 min, seguida de centrifugação a 2.000 g/10 min a 4 ºC. O sobrenadante foi recolhido, dialisado 

em água ultrapura em membranas de 500 Da, congelado e liofilizado. 

 

Figura 4. Fluxograma da hidrólise das proteínas do soro do leite caprino 

 

 

Inicialmente testes independentes foram realizados com as enzimas comerciais 

pepsina (da mucosa gástrica suína) e tripsina (de pâncreas bovino), para avaliar qual a melhor 

enzima para condução dos experimentos. Estas enzimas foram utilizadas por terem um custo 

mais acessível e uma alta eficiência proteolítica. Neste ensaio piloto manteve-se o pH ótimo de 

atividade das mesmas (3 e 7, sugeridos pelo fabricante) e o tempo máximo a ser avaliado no 

Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) da etapa subsequente.  

Reconstituição 
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A partir dos valores do grau de hidrólise obteve-se que a melhor atividade proteásica 

foi com a ação da pepsina, assim prosseguiu-se com esta enzima para a otimização do 

processamento dos hidrolisados. Para tal, foi feito um Delineamento Composto Central 

Rotacional (DCCR) 2² incluindo quatro ensaios nas condições axiais e três repetições no ponto 

central, totalizando 11 experimentos (Tabela 2 e 3), sendo duas variáveis independentes: tempo 

de hidrólise T (X1) e pH (X2) e a função resposta foi o % de grau de hidrólise (% GH). A 

equação do modelo foi Y=β 0+β 1 X1+ β 2 X2 + β 3.X1X2+ β 4.X1
2+ β 5.X2

2 e o modelo ajustado 

aos dados experimentais foi avaliado pela análise de variância (ANOVA) e o coeficiente de 

determinação R². A superfície de resposta foi construída usando o software STATISTICA 5.0 

(Statsoft Inc. Corporativo Tulsa, OK, EU). 

 

Tabela 2. Níveis reais e codificados dos parâmetros do processo para hidrólise do soro leite 

caprino. 

Variáveis independentes Níveis reais e codificados 

 -α -1 0 +1 +α 

Tempo (min) 107,0 120 150 180 193,0 

pH 1,2 1,4 2,2 3,0 3,2 

 

Tabela 3. Planejamento experimental do tipo DCCR 2² com três repetições no ponto central 

Ensaio 
Variáveis independentes Variável Resposta 

Tempo (min) pH Grau de hidrólise (%) 

1 ( -1) 120 (-1) 1,40 10,29 

2 (+1) 180 (-1) 1,40 11,08 

3 ( -1) 120 (+1) 3,00 16,59 

4 (+1) 180 (+1) 3,00 17,46 

5 (  0) 150 (-α 1,41) 1,20 14,05 

6 (  0) 150 (+α 1,41) 3,20 20,50 

7 (-α 1,41) 107 (0) 2,25 8,98 

8 (+α 1,41) 192 (0) 2,25 22,74 

9 (0) 150 (0) 2,25 37,68 

10 (0) 150 (0) 2,25 37,56 

11 (0) 150 (0) 2,25 37,62 
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3.4. Caracterização dos hidrolisados proteicos do soro do leite caprino 

 

 

3.4.1. Avaliação do grau de hidrólise 

 

 

O grau de hidrólise foi determinado a partir da metodologia do OPA (o-ftaldialdeído) 

descrito por Silvestre et al., (2013) e Spellman et al., (2003) onde as amostras foram diluídas 

em concentração de 1mg.mL e 100 µL de amostra foram adicionados a 750 µL do reagente 

OPA, deixadas em descanso por 2 min. Em seguida a leitura da absorbância foi realizada em 

espectrofotômetro no comprimento de onda de 340 nm. O cálculo do grau de hidrólise foi 

realizado através da equação: 

 

GH (%) =
Δ Absx1,934d

c
 

Onde ΔAbs é o valor da absorbância da amostra teste subtraído do valor da absorbância 

da amostra não hidrolisada. O valor fixo de 1,934 é baseado no valor da massa molecular para 

as proteínas do soro do leite que é de 23644 Da, o componente d é o fator de diluição e c o valor 

obtido de proteína total pelo método de Kjeldahl.  

 

 

3.4.2. Determinação de aminoácidos livres e da turbidez 

 

 

O teor de aminoácidos livres foi mensurado a partir do método da ninidrina usando 

glicina como padrão (LIE, 1973). Em tubos de ensaio foram adicionadas 1 mL das amostras de 

hidrolisados (diluídas em água numa concentração 1 mg.mL) e 1 mL do reagente de ninidrina 

e em seguida estas foram submetidas a aquecimento em banho-maria a 85 ºC por 15 min 

seguido de banho-frio por 10 min a 20 ºC. Após o resfriamento do sistema foi adicionado 5 mL 

da solução de diluição e misturadas em vortex por 10 s. A absorbância foi lida em um 

comprimento de onda de 570 nm, os resultados foram expressos como alfaaminonitrogênio 

livre – Fan, por 200mg.L e a quantificação feita a partir o cálculo:  

𝐹𝑎𝑛 =  
𝐴1

𝐴2 
 𝑥1 𝑥 𝑓  
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Onde, A1 corresponde a absorbância da amostra; A2 é referente a absorbância do padrão 

glicina; F é relativo ao fator de diluição da amostra; 

Para determinação da turbidez as amostras foram solubilizadas em água ultrapura (1% 

p/v) e mantidas sob agitação leve por 2 h a 25 °C, e a absorbância foi medida a 600 nm 

(MARTINI; POTTER; WALSH, 2010). 

 

 

3.4.3. Testes de solubilidade 

 

 

Testes de solubilidades (em água) dos hidrolisados proteicos foram realizados a partir 

da metodologia de Morr et al., (1985) com modificações. As amostras foram diluídas em água 

ultrapura na concentração de 5 mg/mL e o pH ajustado para os valores 3, 5 e 7. Em seguida as 

soluções foram agitadas por 45 min em agitador magnético, centrifugadas a 1080 x g por 30 

min a 4º C. O sobrenadante foi analisado quanto ao teor de proteínas solúveis pelo método de 

Bradford (1976). 

 

 

3.4.4. Análise de fluorescência intrínseca 

 

 

As medições de fluorescência intrínseca do concentrado proteico do soro do leite e dos 

hidrolisados foram realizadas em espectrofluorímetro usando comprimento de onda de 

excitação de 292 nm e de emissão coletado entre 300 e 420 nm. Os ensaios utilizaram como 

parâmetros: fendas de excitação e de emissão de 10 nm, velocidade da varredura de 200 nm 

min − 1, temperatura de 25 °C, e foram expressos em unidades arbitrárias u.a. (HINTOIU et al., 

2011). As amostras foram diluídas em água ultrapura na concentração de 0,25 mg.mL -1 e as 

leituras foram realizadas em triplicata. 

 

 

 

 



52 

3.4.5. Perfil de hidrofobicidade 

 

 

As características polares e apolares das amostras de soro do leite caprino concentrado 

e dos hidrolisados foram avaliadas através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiência (HPLC) 

de acordo com a metodologia descrita por  Bezerra et al., (2019) e Ostertag et al., (2021).  

As amostras foram diluidas em água ultrapura na concentração de 5 mg.mL, 

homogeneizada por 2 min em vórtex, e submetidas a banho ultrassônico por 10 min. Em seguida 

foram centrifugadas a 2130 g /10 min a 4 º C e o sobrenadante foi filtrado em filtros de seringa 

de 0,45 µm de diâmetro. 

As amostras após o tratamento foram analisadas quanto ao perfil de hidrofobicidade 

utilizando coluna C18 conectada em um sistema de cromatografia líquida de Alta Eficiência. A 

coluna foi previamente equilibrada com o eluente A (Ácido trifluoroacético a 1% em água 

ultrapura), e aplicou-se um volume de injeção de 20µL da amostra. Para eluição do material 

retido a coluna utilizou-se como fase móvel um gradiente linear de 5 a 100% do eluente A para 

B (Ácido trifluoroacético a 1% em Acetonitrila). Os picos foram detectados em 218 nm e o 

processo teve duração de 100 min mantendo-se um fluxo de 1mL.min-1. 

 

 

3.4.6. Análise da atividade antioxidante in vitro 

 

 

A atividade antioxidante foi realizada nos hidrolisados proteicos do soro do leite por 

diferentes metodologias. Para avaliar o poder de redução total as amostras foram solubilizados 

na proporção de 1: 2,5:2,5 (m/v) com tampão fosfato de sódio (0,2 M pH 6.6) e ferricianeto de 

potássio (1% p/v). A mistura foi levada a banho-maria a 50 ºC/30 min, após resfriamento foi 

adicionada uma solução de ácido tricloroacético (TCA 10% p/v) na mesma proporção, e 

centrifugada (2000g/ 5 min). O sobrenadante foi adicionado a água ultrapura (1:1 v/v) e a 200 

µL da solução de cloreto de ferro III (1% p/v) e deixado em repouso por 10 min a ± 25 ºC. A 

absorbância foi medida a 700 nm usando um espectrofotômetro UV-Vis (Drawell-DU 8200, 

Shanghai Drawell Scientific Instrument Co., Ltd.) onde água destilada foi usada como branco 

e os resultados foram expressos em relação a absorbância (KRUNIĆ; RAKIN, 2022; OYAIZU, 

1986). 
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Para o método FRAP - Poder antioxidante de redução do ferro procedeu-se o protocolo 

descrito por Rufino et al. (2006): Foram preparadas as soluções de 2,4,6-Tris (2-piridil)-s-

triazina – TPTZ 10 mM diluída em uma solução de HCl 40 mM; Cloreto Férrico 20 mM; 

tampão acetato 0,3 M pH 3,6 e sulfato ferroso 2 mM. Para o preparo do reagente FRAP foram 

misturadas as soluções tampão, TPTZ e FeCl3 na proporção de 10:1:1. Em um tubo foi 

adicionado 2,7 mL do reagente FRAP e uma alíquota de 120 µL das amostras, incubados a 37 

ºC por 30 min protegidos da luz. A absorbância foi medida no comprimento de 593 nm e utilizou 

o reagente FRAP como branco. Os resultados foram calculados com base em uma curva padrão 

determinada com sulfato ferroso FeSO4 (500 a 2000 mM) e expressos em µmol de FeSO4/g de 

amostra. 

As amostras foram avaliadas quanto a atividade antioxidante pela captura do radical 

ABTS+. A solução de ABTS (7 mM) e persulfato de potássio (2.45 mM) foi preparada 12-16 

h antes de ser utilizada e deixada em repouso protegia da luz em temperatura ambiente (± 25 

ºC). Após o tempo, a solução de ABTS foi diluída em etanol 95% até obter 0,70 de absorbância 

(±0.02) em 734 nm. Para realização do ensaio 15 μL de cada amostra (10 mg.mL) foi misturado 

com 1,5 mL da solução de ABTS+, a mistura foi homogeneizada em vortex por 30 s e deixada 

no escuro por 6 min, a leitura da absorbância das amostras foi feita em 734 nm em um 

espectrofotômetro UV-Vis (Drawell-DU 8200, Shanghai Drawell Scientific Instrument Co., 

Ltd.) (RUFINO et al., 2007). 

A atividade antioxidante utilizando o radical DPPH foi feita de acordo com a 

metodologia de MORALES; JIMÉNEZ-PÉREZ (2001) com algumas modificações, 1950 µL 

da solução de DPPH 0,06 mM (solubilizada em metanol) foi misturada com 50 µL de cada 

amostra (10 mg/mL), mantidas em agitação por 30 min em ambiente escuro. Após esse tempo 

a leitura das absorbâncias foi medida a 517 nm, utilizando metanol como branco em um 

espectrofotômetro UV-Vis (Drawell-DU 8200, Shanghai Drawell Scientific Instrument Co., 

Ltd.).  

Para as metodologias de ABTS e DPPH os resultados foram expressos em µmol de 

Trolox Equivalente (TE) / mg de proteína levando em consideração uma curva padrão de Trolox 

(100 µM – 2000 µM) e em percentual de atividade antioxidante de cada amostra comparando-

se a curva-padrão de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-ácido carboxílico), como 

controle positivo e água ultrapura como controle negativo. 
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3.4.7. Avaliação do perfil peptídico por eletroforese Tris-Tricina 

 

 

A ocorrência de proteínas de baixo peso molecular através da hidrólise foi verificada por 

meio de eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de Tricina (SDS-PAGE Tris-Tricina), de 

acordo com o método de Schägger & von Jagow, (1987). Os géis utilizados possuiam 

concentrações de acrilamida distintas sendo: gel de separação (16% T e 3% C), gel espaçador 

(10% T e 3% C) e gel de empilhamento (4% T e 3% C). Ao fim da corrida os géis foram fixados 

em solução fixadora (Metanol 10%, ácido acético 40%), corados em solução de Coomassie 

brilliant Blue G250 (0,025% de Comassie Blue em 10% ácido acético), durante 48 h e 

posteriormente descorados em solução descorante (ácido acético 10%). Marcadores de peso 

molecular foram utilizados para comparação entre os teores de proteínas (GE Healthcare Life 

Sciences, Nova Jersey, USA). 

 

 

3.4.8. Identificação dos peptídeos do hidrolisado proteico por espectrometria de massas 

LC/MS 

 

 

As amostras foram submetidas à extração em fase sólida com colunas-C18 do tipo 

Stage Tips e eluídas com 40% de acetonitrila. As StageTips foram montadas com uma resina 

do tipo InertSep RP-C18 (GL Sciences) e uma membrana SDB-XC (Empore, 3M) dentro de 

pontas de pipeta P200 (Rappsilber et al., 2007). Os materiais eluidos foram secos em um 

concentrador a vácuo (Concentrator Plus, Eppendorf) e armazenados a -20°C até análise de MS. 

Os peptídeos foram quantificados medindo-se a absorbância em 480 nm (Synergy HT - Bio 

Tek) em placas de 96 poços, utilizando-se PierceTM Colorimetric Peptide Assay (Thermo 

Scientific), seguindo as instruções do fabricante. 

As análises LC-MS/MS foram realizadas no sistema cromatográfico nanoAcquity 

UPLC (Waters) acoplado a um espectrômetro de massa Synapt G2 HDMS (Waters). As 

amostras (5 µg) foram carregadas em uma coluna Trap (Acquity UPLC M-Class Symmetry 

C18, 100 Å, 5 μm, 300 μm x 25 mm, Waters) a 8 μL.min-1 de 5% de acetonitrila e 0,1% ácido 

fórmico em água por 5 min. Em seguida, a mistura de peptídeos aprisionados foi eluída da 

coluna analítica (Coluna Acquity UPLC M-Class HSS T3, 1,8 μm, 300 μm x 150 mm, Waters) 

com um gradiente de 5-35% da fase B (0,1% de ácido fórmico em acetonitrila), fase A (0,1% 
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de ácido fórmico em água), ao longo de 30 min a uma vazão de 3 µL.min-1. Os dados MS foram 

adquiridos no modo independente de dados MSE, na faixa m/z de 50-2000 e configurados no 

modo resolução. Os íons peptídicos foram fragmentados por dissociação induzida por colisão 

(CID), na qual as energias de colisão foram alternadas entre baixa (4 eV) e alta (rampada de 23 

a 58 eV) para íons precursores e íons fragmentos, respectivamente, usando o tempo de varredura 

de 1,0 s. A fonte ESI foi operada no modo positivo com voltagem capilar de 2,7 kV, temperatura 

do bloco de 100°C e voltagem do cone de 40 V. A temperatura da coluna foi ajustada em 55°C 

e as amostras foram mantidas em auto sampler a 10°C. Para correção de massa de bloqueio, 

uma solução de [Glu1]-Fibrinopeptídeo B (500 fmol.mL-1 em 50% de metanol, 0,1% de ácido 

fórmico; Peptídeo 2,0) foi infundida através do pulverizador de referência a 2 µL.min-1 e 

amostrada a cada 60 s para calibração externa (PEDROSO et al., 2017). 

As listas de picos de espectros MS/MS foram geradas no software Protein Lynx Global 

Server 3.0.3 (Waters) como arquivos .mzML e processadas pelo módulo Apex3D usando limite 

de baixa energia de 750 contagens e limite de alta energia de 50 contagens (Simizo et al., 2020). 

Em seguida, carregados no Peaks Studio 7.5 (Bioinformatics Solution Inc.) e pesquisados no 

banco de dados Capra Hircus (Uniprot 257 entradas, data: 25 de dezembro de 2021). Os 

parâmetros de pesquisa foram definidos da seguinte forma: tolerância de massa de 10 ppm para 

íons precursores e 0,025 Da para íons fragmentos, De novo (ALC ≥ 50%), -10LogP ≥ 50 no 

nível de peptídeo e ≥ 20 no nível de proteína, com mínimo de 1 peptídeo único. Acetilação N-

terminal e oxidação de metionina foram definidas como modificações variáveis. Pepsina: local 

de clivagem estabelecido após Phe, Leu, Tyr, Trp; máx. 5 clivagens perdidas, clivagens não 

específicas em ambos os lados. 

 

 

3.4.9. Análises in sílico 

 

 

Os peptídeos identificados por espectrometria de massas foram avaliados por 

ferramentas de bioinformática para predição de diferentes parâmetros e características. A 

predição da bioatividade foi feita utilizando duas ferramentas, o servidor Peptide Ranker que 

se baseia em uma nova rede neural N-para-1 baseada na probabilidade do peptídeo ser bioativo 

utilizando uma calibração limitada a 0,5, ou seja, qualquer peptídeo rankeado acima deste valor 

é rotulado como bioativo (MOONEY et al., 2012). 
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Além disso as sequências foram submetidas a busca na base de dados online BIOPEP 

utilizando a ferramenta peptide calculator que retorna dois valores distintos A e B. O parâmetro 

A é a frequência da ocorrência dos fragmentos bioativos em uma sequência da proteína e o B a 

potencial atividade biológica desta sequência (MINKIEWICZ; IWANIAK; DAREWICZ, 

2019). 

A avaliação da alergenicidade das amostras foi realizada utilizando a ferramenta 

AllerTOP e a toxicidade dos peptídeos pelo ToxinPred Estas duas ferramentas podem ser 

acessadas pelos endereços eletrônicos https://www.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/ 

http://crdd.osdd.net/raghava/toxinpred/ (DIMITROV et al., 2014; GUPTA et al., 2013). 

As características físico químicas das sequências dos peptídeos obtidas foram preditas 

com as seguintes ferramentas: Expasy-Compute (http://web.expasy.org/compute_pi/) usada 

para estimar o ponto isoelétrico e a massa molecular (Da), a grande média de hidropaticidade 

(GRAVY), o índice de instabilidade, a fórmula química e o índice alifático. A carga neutra, a 

hidrofobicidade e o comprimento da cadeia foram estimados pela ferramenta PepDraw 

(https://pepdraw.com/).  

Com base nos resultados anteriores, foram selecionados os peptídeos que possuíssem 

maior similaridade com os preditos e que apresentassem maior potencial de bioatividade para 

poder estimar a composição química e sua fórmula estrutural utilizando a ferramenta PepDraw 

(TU et al., 2018). 

Por fim, dentre os 3 hidrolisados analisados foi escolhido para as etapas subsequentes 

aquele ao qual as características bioativas pelos métodos in sílico e in vitro demonstraram maior 

potencial.  

 

 

3.5. CARACTERIZAÇÃO ESTRUTURAL E TECNOLÓGICA  

 

 

3.5.1. Espectroscopia de dicroísmo circular - CD  

 

 

https://www.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/
http://crdd.osdd.net/raghava/toxinpred/
https://pepdraw.com/
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A estrutura secundária foi investigada por espectroscopia de dicroísmo circular (CD) 

em um espectropolarímetro J-815, equipado com um termocontrolador PTC-423S/15 Peltier 

(JASCO, Tóquio, Japão).  

As mostras de soro nativo e do hidrolisado no tempo de 150 min foram solubilizados 

em água ultrapura, clarificados por centrifugação a 10.000 × g por 10 min e quantificados em 

espectrofotômetro NanoDrop 2000C (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) a 280 nm. As 

medições dos espectros de CD das amostras com uma concentração final de proteína/peptídeo 

de ≈ 0,2 mg/mL foram feitas a 20 °C em uma faixa espectral de 180-260 nm, usando uma cubeta 

de quartzo (l = 0,05 cm), velocidade de varredura de 50 nm/min, largura de banda de 2,0 nm, 

tempo de resposta de 1,0 s, passo de dados de 0,5 nm e um fluxo constante de gás nitrogênio 

para evitar interferência de oxigênio.  

Os espectros de CD finais correspondem a 20 medições, que foram acumuladas, 

calculadas em média e corrigidas a partir de água ultrapura (COSTA et al., 2021; GRABNER 

et al., 2017; LAKOWICZ, 1983). Como as amostras eram constituídas por mistura de proteínas 

ou peptídeos com proporções e pesos moleculares indefinidos, esses espectros de CD foram 

normalizados para elipticidade específica a partir do comprimento do caminho óptico (l) e 

concentração de massa. A estimativa de conteúdo das estruturas secundárias para cada amostra 

foi realizada no servidor online DichroWeb (MILES; RAMALLI; WALLACE, 2022), usando 

o algoritmo CDSSTR (Johnson, 1999) e os graus experimentais de elipticidade (θ) e alcance 

espectral (λ) como os dados de entrada. 

 

 

3.5.2. Caracterização do tamanho da estrutura proteica 

 

 

O soro do leite caprino concentrado e o hidrolisado foram analisados por dispersão 

dinâmica de luz -DLS em um instrumento DynaPro Titan (Wyatt Technology, Santa Barbara, 

EUA) para determinação do tamanho das partículas. As amostras foram solubilizadas em água 

ultrapura, filtradas em membrana hidrofílica de PVDF de 0,22 µm de tamanho de poro (Millex 

– Millipore, Burlington, EUA), clarificadas e quantificadas. As medições DLS das amostras 

com concentração final de proteína/peptídeo de ≈ 3,5 mg/mL foram feitas a 20°C, usando uma 

cubeta de quartzo (l = 0,15 cm).  
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Para cada amostra, foram coletadas 10 aquisições de 10 s cada após a estabilização da 

temperatura e potência do laser (CARDOSO et al., 2020, 2021; GOMES et al., 2020; MAGRO 

et al., 2020). Assim, a distribuição dos tamanhos das partículas foi expressa em raio 

hidrodinâmico e polidispersidade. 

 

 

3.5.3. Análise termogravimétrica-TG acoplada a calorimetria exploratória diferencial – 

DSC 

 

 

A análise termogravimétrica (TGA) foi realizada nas amostras de soro do leite 

concentrado, hidrolisado livre e nas cápsulas utilizando um analisador termogravimétrico 

SHIMADZU modelo DTG-60 H. O ensaio não isotérmico foi feito utilizando 10 mg de amostra, 

em cadinho de aluminio com atmosfera de ar sintético e o protocolo seguido foi: vazão de 50 

mL/min, taxa de aquecimento de 10 °C/min, rampa de 25 a 800 °C. Os parâmetros térmicos das 

cápsulas foram avaliados por calorimetria exploratória diferencial (DSC-60 SHIMADZU) 

operada com gás nitrogênio a 20 mL/min onde as amostras foram aquecidas até 550 °C a uma 

taxa de 10 °C/min. 

 

 

3.5.4. Microscopia eletrônica de varredura- MEV 

 

 

A morfologia das amostras do soro do leite concentrado, hidrolisado e das cápsulas foi 

avaliada usando microscópio eletrônico de varredura LEO 1430 com detector eletro secundário 

(Zeiss, Goettingen, Alemanha) a uma tensão de aceleração de 10 kV. A amostra foi colocada 

sobre papel adesivo carbono e recoberta com ouro 200 Å (ångstrom), a distância de trabalho foi 

de 10 e a ampliação foi 200 a 1000 vezes conforme adaptação da metodologia de CUI et al. 

(2021b).  
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3.5.5. Capacidade de formação de espuma 

 

 

A habilidade de formação de espuma (FE) foi realizada de acordo com a metodologia 

de CAESSENS et al. (1997) com modificações. As amostras solubilizadas em água ultrapura 

(1%, p/v) foram colocadas em provetas de vidro graduadas e homogeneizadas a 4000 rpm/1 

min em Ultra-turrax. FE foi calculada de acordo com a fórmula:  

FA (%)=
V0-V1

V0

x100 

 Onde V0: Volume inicial; V1: Volume após homogeneização 

O comportamento e a morfologia das bolhas foram avaliados através de microscopia 

ótica, utilizando um microscópio ótico (Olympus BX41) com aumento de 5X. 

 

 

3.5.6. Índice de atividade emulsificante 

 

 

Para determinar o índice de atividade emulsificante uma alíquota de 3 mL das amostras 

na concentração 0,2% (p/v) foi homogeneizada com 1 mL de óleo de milho (ϕ, fração de volume 

da fase dispersa = 0,25) em um Ultra-turrax por 3 min a 20.000 rpm. Após a homogeneização 

20 µL da emulsão foi adicionado a 10 mL de SDS a 0,1 %, correspondente a uma diluição da 

proteína de 1/500, e a absorbância foi imediatamente mensurada a 500 nm (CHICÓN et al., 

2009). A conversão do valor da absorbância para a unidade EAI (m2.g-1) foi feita de acordo 

com a seguinte fórmula (PEARCE; KINSELLA, 1978).  

EAI (m2.g-1) = 2T /ΦC 

Onde, T: Turbidez = 2,3; A: absorbância a 500 nm; I: é o comprimento do caminho da 

luz (m); Φ: fração de volume da fase dispersa; C: concentração de proteínas antes da formação 

da emulsão.  
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3.6. Ensaio comportamental in vivo com modelo Zebrafish (Danio rerio)  

 

 

Os peixes-zebras (Danio rerio) silvestres com idade de 90 a 120 dias, peso 0,4 ± 0,1 

g, e tamanho de 3,5 ± 0,5 cm, de ambos os sexos foram adquiridos em loja local (Fortaleza, 

CE). Os animais foram mantidos em ciclos claro-escuro de 24 h e ciclo circadiano de 10 - 14 h 

(claro/escuro) imersos em aquário de vidro (30 × 15 × 20 cm) de 10 L (n = 3 / L) com água 

clorada (ProtecPlus®) e bomba de ar com filtros submersos, sob uma temperatura de 25 ° ± 2 

° C, pH 7,0. Os peixes receberam ração (Spirulina®) ad libitum 24 h antes dos experimentos. 

Previamente as aplicações dos medicamentos os animais foram anestesiados em água 

gelada e após os experimentos, foram sacrificados por imersão em água gelada (2 e 4 ° C) por 

1 min até a perda dos movimentos operculares. O trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética 

no Uso de Animais da Universidade Estadual do Ceará (CEUA-UECE; nº 04983945/2021), 

estando de acordo com os Princípios Éticos da Experimentação Animal. 

Os peixes de ambos os sexos foram selecionados aleatoriamente nos experimentos, 

anestesiados em água gelada, transferidos para uma esponja úmida onde os tratamentos foram 

administrados por via intraperitoneal (i.p). Os animais foram divididos nos grupos (n=6): grupo 

teste tratado com 20 µL do hidrolisado (4; 20 e 40 mg/kg); o grupo tratado com Diazepam (4 

mg/kg - controle positivo) e o grupo tratado com dimetilsulfóxido - DMSO 3 % (Controle 

negativo - diluente das drogas). Para os testes do sistema GABergico os animais receberam 

flumazenil (4 mg/kg; 20 μL; 20 µL), um antagonista do ácido γ-aminobutírico tipo A - GABAA. 

Em seguida, os animais foram acondicionados individualmente em béquer de vidro com 150 

mL de água do aquário e mantidos em repouso para as análises subsequentes.  

O teste de campo aberto foi realizado para avaliar a presença ou ausência de alterações 

na coordenação motora nos animais (FERREIRA et al., 2021), seja devido ao efeito ansiolítico 

e / ou de relaxamento muscular. 

Após o teste de campo aberto, os animais foram deixados em repouso para análise da 

taxa de mortalidade por um período de 96 h, registrando-se a cada 24 h o número de peixes 

mortos em cada grupo (OECD, 1992). A dose letal capaz de matar 50 % dos animais (DL50) 

foi determinada pelo método matemático Trimmed Spearman-Karber com intervalo de 

confiança de 95%. 

O ensaio comportamental para avaliação da ansiedade dos animais foi realizado em 

um aquário de vidro (30 cm x 15 cm x 20 cm) dividido em uma área clara e uma área escura. 

O aquário foi cheio até 3 cm com água da torneira sem cloro, o que simulou um novo ambiente 
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raso diferente do aquário convencional e capaz de induzir comportamentos de ansiedade. Após 

1 h os animais foram colocados individualmente na zona clara e o efeito ansiolítico foi medido 

com base no tempo gasto na zona clara do aquário durante 5 min de observação (GEBAUER 

et al., 2011). A dose que apresentou melhor efeito ansiolítico foi usada para a condução dos 

testes posteriores. 

A neuromodulação GABAérgica envolvida no efeito ansiolítico do hidrolisado foi 

avaliada através do pré-tratamento com flumazenil antes do teste claro/escuro (BENNEH et al., 

2017). O flumazenil foi administrado nos animais e após 15 min, foi aplicado o hidrolisado, 

decorrida 1 h dos tratamentos, os animais foram submetidos de novo ao teste claro/escuro 

descrito na seção anterior. 

A reversão da convulsão induzida por pentilenotetrazol-PTZ foi investigada como 

descrito por (SIEBEL et al., 2015). Os animais foram expostos individualmente por imersão 

em 7,5 mM de PTZ (dissolvido em água) e o comportamento semelhante à convulsão em três 

estágios foi avaliado de acordo com as seguintes características: estágio I - aumento drástico da 

atividade natatória; estágio II - comportamento em redemoinho; estágio III - crises semelhantes 

ao clônus, seguidas de perda de postura com ocorrência de queda do animal para o lado e 

imóbilidade por 1-3 s. Ao final da avaliação das três etapas do teste, os animais foram 

eutanasiados no gelo.  

O envolvimento do sistema GABAAérgico na reversão da convulsão também foi 

avaliado. Os peixes receberam flumazenil e após 15 min foram tratados com hidrolisado (4 

mg/kg; 20 µL; i.p.). Após 1 h de tratamentos, os animais foram expostos individualmente a 7,5 

mM de PTZ e os três estágios de convulsão foram avaliados conforme descrito anteriormente 

(FERREIRA et al., 2021).  

 

 

3.7. MICROENCAPSULAÇÃO DO HIDROLISADO PROTEICO 

 

 

3.7.1. Fabricação das cápsulas contendo o hidrolisado 

 

 

A encapsulação do hidrolisado proteico do soro caprino foi realizada pelo método de 

gelificação iônica de acordo com a metodologia descrita por MA, et al., (2014) e LOPES NETO 

et al. (2021). Testes pilotos foram realizados para estabelecer a quantidade de amostra a qual 
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melhores resultados de eficiência de encapsulação eram obtidos. Dessa forma foram testadas 

concentrações de 01, 05 e 10 mg.mL com base em trabalhos prévios realizados com 

hidrolisados de proteína (ALVARADO et al., 2019; MA et al., 2014; SARABANDI; 

GHAREHBEGLOU; JAFARI, 2020). 

A fabricação das cápsulas se deu pela técnica de extrusão. A amostra foi solubilizada 

em água destilada e misturada com a solução de alginato de sódio. O sistema foi mantido sob 

agitação lenta por 30 min para garantir a mistura dos componentes. A seguir a solução 

biopolimérica contendo o hidrolisado foi gotejada utilizando uma seringa de 1 mL, em uma 

distância de aproximadamente 30 cm, em uma solução de cloreto de cálcio (4% p/v) sob 

agitação continua e branda.  

Após a formação das cápsulas estas foram mantidas em repouso na solução de cálcio 

por 30 min para completar a gelificação, em seguida filtradas (utilizando papel filtro qualitativo 

tipo Whatman® 3MM n.4) e lavadas com água destilada. Para todos os passos posteriores foi 

seguido esse protocolo de fabricação.  

Uma vez que a concentração ideal foi estabelecida, foi verificada a influência de dois 

tratamentos nas cápsulas: o recobrimento com uma solução de concentrado proteico do soro 

caprino a 5% e a secagem das cápsulas por liofilização. Após a lavagem com água destilada as 

cápsulas foram submergidas em uma solução de soro concentrado a 5% durante 60 min, 

cuidadosamente transferidas para placas de petri, congeladas (-20 ºC) e liofilizadas ou mantidas 

sob refrigeração. 

Assim 4 diferentes grupos de acordo com o tipo de tratamento ao qual as cápsulas 

foram submetidas foram organizados (figura 5): O grupo controle-T0 consistia da cápsula 

fabricada com alginato sem revestimento e sem secagem; O grupo T1 abrangia as cápsulas 

recobertas com o soro, mas que não foram liofilizadas; O grupo T2 compreendia as cápsulas 

liofilizadas, mas sem adição do revestimento; E no grupo T3 constam as cápsulas liofilizadas e 

revestidas.  

Figura 5. Fluxograma do processo de elaboração das cápsulas contendo o hidrolisado do soro 

do leite caprino 
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3.7.2. Taxa e eficiência de encapsulação – EE 

 

 

O cálculo da taxa de encapsulação foi mensurado de acordo com a relação entre o 

conteúdo de proteína adicionado à solução biopolimérica e o conteúdo de proteína que ficou 

disperso na solução de cloreto de cálcio pelo método de Bradford (1976).  

Para a avaliação da eficiência de encapsulação foi realizado o método descrito por 

Sarabandi et al. (2019). As cápsulas foram solubilizadas (20 mg em 2 mL de água destilada) e 

centrifugadas por 10 min a 2500×g, e o conteúdo de proteína no sobrenadante foi avaliado. 

Assim a EE (%) foi calculada com base na quantidade de proteína no sobrenadante em relação 

a quantidade de proteína inicial adicionada.  

 

 

3.7.3. Solubilidade  

 

 

Para avaliação da solubilidade das cápsulas a amostras foram diluídas em água 

destilada em uma concentração de 1% (p/v), o pH foi ajustado (T: 25 ºC) com 1M HCl ou 1M 
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NaOH para 3, 5 e 7. Em seguida as cápsulas foram centrifugadas a 20000g/15min/23 °C e uma 

alíquota do sobrenadante foi diluída (1:10) em um tampão de dissociação (0,5M EDTA, 8M 

Urea pH 10) e a absorbância foi medida no comprimento de onda de 280 nm. A solubilidade 

foi calculada a partir da razão entre a absorbância do sobrenadante e da suspensão antes de 

centrifugada (GIROLDI et al., 2022; JAMBRAK et al., 2014). Os tratamentos que apresentaram 

os resultados mais satisfatórios das análises de eficiência de encapsulação e solubilidade foram 

selecionados para prosseguir com as etapas subsequentes.  

 

 

3.7.4. Avaliação de propriedades morfológicas e físico-químicas 

 

 

As cápsulas imediatamente após o processo de preparação foram analisadas usando 

microscópio óptico (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Reino Unido) com ampliação de 5 ×. Para 

melhor visualização da superfície as capsulas foram coradas com uma alíquota de 100 uL do 

reagente de Bradford (KRUNIĆ; RAKIN, 2022). Para a avaliação da fórmula do granulo e o 

cálculo do fator de esfericidade foi utilizada a seguinte equação: 

SF=(dmax-dper )/(dmax+dper)   

Onde tem se que: SF = fator de esfericidade; dmax = diâmetro máximo que passa pelo 

centro da amostra (mm); dper = diâmetro perpendicular ao dmax que passa pelo centro da 

amostra (mm). 

A morfologia das micropartículas também foi analisada utilizando um microscópio 

eletrônico de varredura com detector eletrosecundário, Modelo LEO 1430 (Zeiss, Goettingen, 

Alemanha). As amostras foram dispostas em papel adesivo de carbono e recobertas com uma 

fina camada de ouro 200 Å (ångström) a análise procedeu a uma tensão de aceleração de 10 

kV, distância de trabalho de 10 mm e a magnitude de ampliação variou entre 50 a 100x 

(GIROLDI et al., 2022; LOPES NETO et al., 2021). 

A higroscopicidade das cápsulas foi avaliada segundo o método descrito por CAI; 

CORKE (2000) com as modificações realizadas por DE SOUZA et al. (2019). As amostras 

foram dispostas em recipientes de plástico e foram inseridas em sistema de atmosfera 

controlada, contendo solução saturada de NaCl (umidade relativa 75,29%), mantidas em estufa 

a 25 ºC por 7 dias. A higroscopicidade foi expressa como g de umidade absorvida por 100 g de 

sólidos secos (g/100 g). A atividade de água (AOAC, 2016) das amostras foi monitorada antes 

de iniciar a análise de higroscopicidade e ao final dos 7 dias. 
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3.7.5. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier –FTIR 

 

 

A análise foi realizada no espectrofotômetro Infravermelho por Transformada de Fourier 

(FTIR) (IR Prestige 21 SHIMADZU, Japão), utilizando o método de reflectância atenuada 

(ATR). Os espectros foram obtidos no modo de transmitância, na faixa de 4000 a 600 cm-1, 

com resolução de 4 cm-1 e 20 varreduras (LI et al., 2020).  

 

 

3.7.6. Difração de raios X –DRX  

 

 

As estruturas cristalinas das microcápsulas foram investigadas por difratôgrama de 

raios X equipado com tubo de cobre, usando radiação Cu-Kα (1,5418 Å) com comprimento de 

onda de 1,5418°A a uma tensão de 40 kV e corrente de 30 mA. As amostras foram analisadas 

em uma faixa angular de difração de 2θ =10°–50° com velocidade de 2° min−1 (FLORENTINO 

et al., 2022).  

 

 

3.7.7. Avaliação da digestibilidade gastrointestinal e da bioacessibilidade  

 

 

O comportamento das cápsulas frente as condições simuladas do trato gastrointestinal 

foi avaliada a partir da metodologia descrita por Minekus et al. (2014), utilizando os protocolos 

sugeridos para as fases digestivas: oral, gástrica e intestinal. 

Para realização do protocolo de digestão foram preparadas as seguintes soluções: O 

fluido salivar foi obtido preparando uma solução de pH 7 composta por fosfato de sódio 

dibásico (Na2HPO4), fosfato de potássio monobásico (KH2PO4) e cloreto de sódio (NaCl) 

dissolvidos em água destilada, alfa-amilase (EC 3.2.1.1) foi adicionada à mistura para obter 200 

U de atividade enzimática; O fluído gástrico foi obtido pela mistura de 0,31% de enzima 

pepsina, EC 3.4.23.1 e NaCl 0,03 M. O valor do pH foi ajustado para pH 2,0 com HCl 1 M. O 
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fluido intestinal foi preparado dissolvendo pancreatina e extrato de bile suína em uma solução 

de bicarbonato de sódio (NaHCO3) 0,1 M pH 6. 

A digestão simulada iniciou nas condições estabelecidas para a fase oral onde o fluido 

salivar foi colocado em contato com 50 mg das cápsulas e incubado a pH 7 por 2 min. Em 

seguida, para dar inicio fase gástrica, foi adicionado à solução o fluido gástrico e as amostras 

foram incubadas sob agitação nas condições pH 3 por 120 min. Após o fim da fase gástrica, o 

fluido intestinal foi adicionado ao sistema, o pH ajustado para 7 (utilizando NaOH 1 M) , o 

sistema foi incubado sob agitação por 120 min. 

Todo o protocolo foi realizado em incubadora tipo shaker sob condições fixas de 37 

ºC e 150 rpm. O hidrolisado não encapsulado também foi submetido as mesmas condições de 

digestão para possibilitar a comparação com o material encapsulado. Para acompanhar a 

liberação dos peptídeos ao longo da digestão foram retiradas alíquotas no fim da fase salivar e 

gástrica. As enzimas foram inativadas centrifugando as amostras a 3000 x g por 20 min.  

A biodisponibilidade das amostras após a digestão foi avaliada a partir da determinação 

do percentual de inibição de DPPH. Enquanto que a bioacessibilidade foi avaliada com base no 

conteúdo de peptídeos. Para tal, o conteúdo da amostra digerida foi inserido em sacos de diálise 

de 3 kDa, imersos na solução de fluido intestinal e incubado a 37 ºC por 120 min em 50 rpm. 

Após o fim do processo a amostra foi centrifugada a 3000 x g por 20 min e o conteúdo de 

proteína do sobrenadante determinado. O cálculo da bioacessibilidade foi feito de acordo com 

a seguinte equação: 

IVB (%) = 100 x (PTd / PTi) 

PTd é o teor de peptídeos da amostra digerida após a diálise; PTi é o teor de peptídeos 

inicial da amostra não digerida. 

 

 

3.8. ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

 

Os ensaios foram realizados em triplicata e os dados foram analisados estatisticamente 

pela análise de variância one way (ANOVA). As diferenças entre os grupos estudados foram 

analisadas utilizando o teste de média Tukey para comparação de médias ao nível de 5% de 

significância, ou teste T empregando o software GraphPad Prisma para Windows (GraphPad 

Software, Inc. versão 7.0) assim como os diagramas e tabelas das análises de bioinformática. 

Para todas as análises foi considerado significativo p < 0,05. Os resultados do planejamento 
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experimental foram avaliados utilizando o software STATISTICA 7. Os gráficos referentes as 

análises de fluorescência intrínseca, FTIR, TGA, DSC, DRX foram ajustados pelo software 

ORIGIN PRO 8.5. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Os resultados obtidos estão apresentados no formato de artigos, seguindo o 

recomendado pelas normas do Programa de Pós-Graduação em Ciência e Tecnologia de 

Alimentos. (Norma Complementar nº 56/2014). 

 

4.1 ARTIGO 1 
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ABSTRACT  

 

As protéinas do soro do leite caprino podem ser utilizadas como substrato enzimático para 

obtenção de peptídeos bioativos que apresentam propriedades biológicas de grande interesse, 

dessa forma o objetivo desse estudo foi hidrolisar as proteínas do soro do leite caprino com 

pepsina utilizando um delineamento composto central rotacional (DCCR) 2² e avaliar as 

propriedades biológicas (antioxidante e ensaio comportamental com zebrafish), tecnológicas 

(solubilidade, hidrofobicidade) e estruturais (perfil peptídico por eletroforese, LC-MS, 

fluorescência intrínseca). O tempo foi a variável mais influente no processo onde 150 min no 

pH 2,2 foi a condição ideal para a melhor solubilidade, maior liberação de aminoácidos livres, 

maior potencial antioxidante e melhor hidrólise da beta-lactoglobulina, uma proteína 

teoricamente mais difícil de quebrar. A predição da bioatividade revelou a obtenção de 

sequencias com efeitos antidiabéticos, hipotensores, antioxidantes, opióides e com ação no 

sistema neurológico sendo observado um efeito ansiolítico nos peixes zebra que foram 

administrados com o hisrolisado proteico do soro do leite caprino. Estes resultados evidenciam 

o potencial bioativo dos hidrolisados proteicos do soro do leite caprino, mostrando que este 

pode ser um processo aprimorado a partir de modificações nas condições da reação que 

mailto:belcampos.va@gmail.com
mailto:santi.tatiane@gmail.com
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melhoram a obtenção de peptídeos bioativos os quais podem ser inseridos no contexto de 

utilização como um ingrediente alimentar e/ou nutracêutico. 

Proteínas do soro; leite caprino; hidrolisados proteicos; peptídeos bioativos; atividade 

biológica; Zebrafish;  

HIGHLIGHTS 

 Um hidrolisado rico em peptídeos bioativos foi obtido a partir das proteínas do 
soro do leite caprino e estes foram identificados por LC/MS  

 A pepsina foi capaz de hidrolisar a β-lactoglobulina em pH 2,25 e 150 min 

 4 peptídeos bioativos foram identificados KALPMHIRL, DTDYKKYLL, 
AFNPTQL, PMHIRL, DTDYKKYLLF 

 Um modelo in vivo utilizando Zebrafish foi capaz de avaliar a atividade 
ansiolítica do hidrolisado do soro do leite caprino 

 

1. INTRODUÇÃO 

Um dos impactos da pandemia de covid-19 foi a mudança na percepção da população 

do cuidado com a saúde e como consequência, os consumidores passaram a ter maior atenção 

com a qualidade da alimentação optando pelo consumo de alimentos que possam promover um 

bom estado de saúde. Dentre os nutrientes, as proteínas são macromoléculas biológicas que 

podem ser exploradas para obtenção de bioativos com efeitos fisiológicos importantes para a 

saúde [1]. 

O leite caprino é um alimento rico em proteínas que se destaca como uma alternativa ao 

consumo do leite de vaca por apresentar melhor digestibilidade e menor alergenicidade, este 

pode ser consumido tanto na sua forma in natura ou através de produtos derivados, como 

queijos, iogurtes, bebidas entre outros. [1–4]. Durante a produção de queijos há a formação de 

um grande volume de resíduo, o soro do leite, o qual por muitos anos foi considerado um 

poluente, sem valor nutricional ou de comercialização. Contudo atualmente este é considerado 

como o subproduto da indústria láctea que apresenta maior prospecção de mercado com 

potencial de utilização em diferentes produtos [1,5].  

A composição proteica do soro do leite caprino se diferencia quanto a quantidade e 

propriedades físicas e químicas. Estão presentes no soro do leite caprino a β-lactoglobulina (β-

lg), α-lactalbumina (α-la), albumina de soro, em menor concentração há a presença de 

imunoglobulinas, sistemas enzimáticos como a lactoperoxidase e proteínas como a lactoferrina, 

κ-caseína entre outras  [6].  

A utilização de proteases pela indústria de alimentos é um método seguro, de fácil 

controle, que mantém o valor nutricional. Este processo pode ser planejado levando em 

consideração alguns fatores fundamentais (pH, enzima, tempo, temperatura etc) possibilitando 

uma melhor obtenção de sequências bioativas e ocasionando em diminuição da alergenicidade 

e melhor digestibilidade das proteínas [7–10].  

Hidrolisados do soro do leite vem sendo reportados na literatura por possuírem 

diferentes tipos de bioatividades tais como, efeitos a nível celular conferindo atividade 

citoprotetiva, antitumoral, imunomodulatória e antioxidante [11,12]. Inibição do crescimento 

de microrganismos como vírus, fungos e bactérias [13–15]. Podem também atuar na regulação 

e/ou inibição do funcionamento de enzimas como a  dipeptidil peptidase 4 (DPP IV), α-

glucosidase, α-amilase e enzima conversora de angiotensina (ECA) resultando em efeitos 
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hipoglicêmicos e hipotensores [7,16]. Estudos recentes também apontam seu potencial como 

neuropeptídeos em decorrência dos seus efeitos opióides, probióticos e prébioticos [17,18]. 

Desordens emocionais como a ansiedade e depressão são problemas de saúde que 

afetam grande parte da população mundial e movimentam um mercado bilionário de drogas 

ansioliticas. A ocorrência destas é multifatorial e engloba diferentes tipos de mecanismos de 

ação, respostas somáticas, emocionais e comportamentais. Logo, a utilização de um subproduto 

barato e obtido em grandes volumes para a obtenção de peptídeos bioativos com efeitos 

ansiolíticos estimula o fomento a economia do mercado de leite caprino representa também 

uma nova ferramenta natural para o gerenciamento dessa desordem [19–21].  

Para tanto, o uso de modelos animais demonstra ser uma importante ferramenta para 

mensurar o possível efeito ansiolítico de peptídeos em parâmetros comportamentais e de 

ansiedade [19]. Nesse sentido, o uso do Zebrafish (Danio rerio) se destaca por ser um modelo 

animal de pequeno porte, alta proliferação, fácil manuseio e baixo custo, que possui um 

genótipo com 70% de homologia exclusiva com receptores de neurotransmissores de 

mamíferos [20,22]. 

Assim o objetivo do presente trabalho é produzir peptídeos bioativos a partir da hidrólise 

das proteínas do soro do leite caprino utilizando uma protease comercial de baixo custo e avaliar 

o comportamento dos hidrolisados utilizando diferentes ferramentas e modelos (in vivo, in vitro 

e in sílico) contribuindo para o entendimento da estrutura, das suas propriedades tecnológicas 

e bioativas e colaborando para que estes possam se tornar uma intervenção nutricional útil no 

futuro para diversos segmentos da indústria [23,24].  

 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS. 

2.1. Material  

O leite caprino foi cedido pelo setor de caprinocultura da Universidade Federal da 

Paraíba (UFPB). A pepsina (800-1000 U/mg proteína) foi adquirida da Sigma e Aldrich (St. 

Louis, MO, USA). As membranas de ultrafiltração foram obtidas da Spectrum™ Labs 

Spectra/Por™ Dry Dialysis Kits com 34 mm de diâmetro e 20 cm de comprimento. O sistema 

de eletroforese utilizado foi da marca Loccus. O marcador de peso molecular da GE Healthcare 

Life Sciences, (Nova Jersey, USA). Dimetilsulfóxido (3% DMSO) adquirido da Dynamic®. 

Os reagentes 2,2-difenil-1-picrilhidrazil – (DPPH), 2,2′-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-

sulfonic acid) diammonium salt (ABTS), 2,4,6-Tris (2-pyridyl)-s-triazine (FRAP), 6-Hydroxy-

2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid  (Trolox), ortho-phthalaldehyde (OPA), 

Pentilenetetrazol (PTZ), os padrões serina, e albumina sérica bovina  foram adquiridos naSigma 

e Aldrich (St. Louis, MO, USA). Diazepam (DZP) da Neo Química e Flumazenil (Fmz) da 

Sandoz foram adquiridos em farmácias fornecidos pela Neo , respectivamente. Os outros 

reagentes e soluções utilizados foram de grau analítico. 

2.2. Elaboração e caracterização do soro do leite caprino 

O leite caprino foi desnatado em desnatadeira do tipo industrial (Capacidade para 50 L, 

modelo aberta 480 West). Em seguida foi submetido a precipitação ácida para obtenção das 

proteínas do soro de acordo com o protocolo estabelecido anteriormente pelo  nosso grupo [6]. 
O soro do leite foi avaliado quanto a umidade (método gravimétrico por secagem em forno a 

105°C – Protocolo 990,20), extrato seco total, cinzas (incineração em mufla a 550ºC, Protocolo 

968.08), lipídeos (método de Gerber- Protocolo 2000.18), teor de atividade de água (Usando 

analisador Aqualab) [25], lactose, proteínas totais utilizando o fator de conversão do nitrogênio 
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de 6,38 (Kjeldahl, 991.20) e dosagem de proteínas solúveis pelo método descrito por Bradford 

[26]. 

2.3. Ultrafiltração do soro do leite caprino  

O soro foi ultrafiltrado usando membranas com 4 diferentes cortes moleculares (MW), 

8 kDa, 3 kDa, 1 kDa e 500 Da para melhor concentração de suas proteínas. Assim com base no 

peso molecular foram obtidas 4 frações do soro do leite concentrado que foram secadas por 

liofilização e testadas quanto ao teor de proteínas, a fração que retornou melhor resultado foi 

utilizada para a condução dos experimentos subsequentes [27].  

2.4. Planejamento experimental da hidrólise enzimática e análise da superfície de 

resposta 

A análise da superfície de resposta foi utilizada para a avaliação da hidrólise do soro do 

leite caprino utilizando a enzima pepsina. Para tal, foi realizado um Delineamento Composto 

Central Rotacional (DCCR) 2² incluindo quatro ensaios nas condições axiais e três repetições 

no ponto central, totalizando 11 experimentos. Foram testadas duas variáveis independentes: 

tempo de hidrólise T (X1) e pH (X2) e a função resposta foi o % de grau de hidrólise (% GH) 

[28].  

Para identificar relações entre as variáveis de resposta e os parâmetros do processo a 

equação do modelo utilizada foi expressa por:  

Y=β 0+β 1 X1+ β 2 X2 + β 3.X1X2+ β 4.X12+ β 5.X22     (Eq 1) 

O modelo ajustado aos dados experimentais foi avaliado pela análise de variância 

(ANOVA). A aptidão dos modelos polinomiais foi estimada por meio do coeficiente de 

determinação (R2) e do teste de falta de ajuste (TFA). A superfície de resposta foi construída 

usando o software STATISTICA 5.0 (Statsoft Inc. Corporativo Tulsa, OK, EU) e a resposta 

quadrática R² foi baseada em regressões lineares múltiplas considerando os efeitos principal, 

quadrático e de interação. Para evitar erros, todos os experimentos foram realizados em 

triplicata e aleatoriamente. As réplicas do ponto central foram feitas para permitir a estimativa 

do erro puro. 

 

Variáveis independentes Níveis reais e codificados 

 -α -1 0 +1 +α 

Tempo (min) 107,0 120 150 180 193,0 

pH 1,2 1,4 2,2 3,0 3,2 

Tabela 1. Níveis reais e codificados dos parâmetros do processo para hidrólise do soro leite caprino, com a 

utilização de pepsina como enzima proteolítica. 
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Ensaio 
Variáveis independentes Variável Resposta 

Tempo (min) pH Grau de hidrólise (%) 

1 ( -1) 120 (-1) 1,40 10,29 

2 (+1) 180 (-1) 1,40 11,08 

3 ( -1) 120 (+1) 3,00 16,59 

4 (+1) 180 (+1) 3,00 17,46 

5 (  0) 150 (-α 1,41) 1,20 14,05 

6 (  0) 150 (+α 1,41) 3,20 20,50 

7 (-α 1,41) 107 (0) 2,25 8,98 

8 (+α 1,41) 192 (0) 2,25 22,74 

9 (0) 150 (0) 2,25 37,68 

10 (0) 150 (0) 2,25 37,56 

11 (0) 150 (0) 2,25 37,62 

Tabela 2. Planejamento experimental do tipo DCCR 2² com três repetições no ponto central 

2.5. Preparo dos hidrolisados proteicos do soro do leite caprino 

 

A hidrólise enzimática do soro caprino foi realizada a partir de modificações das 

metodologias definidas por Ahmed et al. (2015) e Tondo et al. (2020) nas condições de pH 2,25 

e variando o tempo de reação (107, 150 e 192 min), assim os tratamentos foram denominados 

como soro do leite hidrolisado no tempo 1 – WPH T1, soro do leite hidrolisado tempo 2 – WPH 

T2 e soro do leite hidrolisado tempo 3 – WPH T3 . Para a hidrólise uma solução a 6% (p/v) de 

soro foi preparada em tampão fosfato pH 2,2, 0,1 mol L-1 deixada sob agitação leve por 1 h para 

completa solubilização. Para cada experimento se manteve a razão de enzima substrato (1:50) 

e a temperatura de 37 ºC mantidos em estufa incubadora shaker de bancada, com agitação de 

180 rpm/min. A inativação da enzima foi realizada em banho-maria 85 ºC por 5 min, em seguida 

as amostras foram centrifugadas a 2.000 x g por 10 min e 4 ºC. Por fim, o sobrenadante foi 

recolhido e dialisado em membranas de 1 kDa, congelado e liofilizado. 

2.6. Caracterização dos hidrolisados do soro do leite caprino  

2.6.1. Grau de hidrólise 

O grau de hidrólise foi determinado a partir da metodologia do OPA (o-ftaldialdeído) 

descrito por Silvestre e por Spellman [41,42]. 100 µL de amostra (1mg.mL) foram adicionados 

a 750 µL do reagente OPA e após 2 min a leitura da abs foi realizada no comprimento de onda 

de 340 nm. O cálculo do GH foi realizado através da equação 2. 

GH (%) = (Δ Abs x 1,934d)/c      (Eq 2) 

Onde: 
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Δ Abs é o valor da absorbância da amostra teste subtraído do valor da absorbância da amostra 

não hidrolisada. O valor fixo de 1,934 é relativo ao valor da massa molecular para as 

proteínas do soro do leite que é de 23644 Da 

d é o fator de diluição 

c o valor obtido de proteína total pelo método de Kjeldahl.  

2.6.2. Determinação de aminoácidos livres e mudanças na turbidez em função do GH 

O teor de aminoácidos livres foi mensurado pelo do método da ninidrina usando glicina 

como padrão [33]. Em tubos de ensaio foram adicionados 1 mL das amostras (1 mg.mL) e 1 

mL do reagente de ninidrina e aquecidos em banho-maria a 85 ºC por 15 min. Após o 

resfriamento foi adicionado 5 mL da solução de diluição (KI 0,2 % e etanol 40%) e misturou-

se em vortex por 10 s. A absorbância (abs) foi lida em um comprimento de onda de 570 nm. Os 

valores obtidos foram convertidos em aminoácidos livres a partir da equação 3. O resultado foi 

expresso como alfaaminonitrogênio livre – Fan: 200 mg.L  

Fan = (A1/A2) x 1 x F     (Eq 3) 

Onde, A1 corresponde a absorbância da amostra, A2 é referente a absorbância do padrão 

glicina, F é relativo ao fator de diluição da amostra.  

Para determinação da turbidez as amostras foram solubilizadas em água ultrapura (1% 

p/v) e mantidas sob agitação leve por 2 horas a 25 °C, então a absorbância foi medida a 600 nm 

[34].  

2.6.3. Quantificação de proteínas solúveis  

O conteúdo de proteína solúvel dos hidrolisados foi avaliado de acordo com a 

metodologia de Bradford  onde os hidrolisados foram adicionados a ácido tricloroacético (0.22 

M 1:1 v/v) e incubados por 15 min a 4 °C. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 1080 x g 

por 10 min e após 10 min a abs do sobrenadante foi lida a 595 nm [26,35].  

2.6.4. Avaliação da solubilidade 

A solubilidade dos hidrolisados proteicos foi realizada a partir da metodologia de Morr 

[46] com modificações. As amostras foram diluídas em água ultrapura (5 mg.mL) e o pH 

ajustado para os valores 3, 5 e 7. Em seguida as soluções foram agitadas por 45 minutos em 

agitador magnético e centrifugadas a 1080 x g por 30 min e 4º C. O sobrenadante foi analisado 

quanto ao teor de proteínas solúveis pelo método de Bradford [26]. 

2.6.5. Perfil peptídico por SDS-PAGE Tris-tricina 

Os peptídeos de baixo peso molecular obtidos por  hidrólise foi verificada por meio de 

eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de Tricina (SDS-PAGE Tris-Tricina), de 

acordo com o método de Schägger & von Jagow [37]. Os géis utilizados para performar a 

corrida eletroforética possuem 3 diferentes concentrações de acrilamida: gel de separação (16% 

T e 3% C), gel espaçador (10% T e 3% C) e gel de empilhamento (4% T e 3% C). Ao término 

das corridas os géis foram fixados em solução fixadora (Metanol 40% e ácido acético 10%), 

corados em solução de Coomassie brilliant Blue G250 (0,025% de Comassie Blue em 10% 

ácido acético), durante 48 horas e posteriormente descorados em solução descorante (àcido 

acético 10%). Marcadores de peso molecular (GE Healthcare Life Sciences, Nova Jersey, USA) 
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foram utilizados como padrão para comparar com as proteínas do soro do leite caprino e a 

obtenção de frações de menor tamanho obtidas pela hidrólise. 

 

2.6.6. Espectroscopia de fluorescência intrínseca 

As medições de fluorescência nas amostras foram feitas em espectrofluorímetro usando 

comprimento de onda de excitação de 292 nm e de emissão coletado entre 300 e 420 nm. A 

fendas de excitação e de emissão foram de 10 nm, e a velocidade da varredura de 200 nm min-

1. As medições do espectro de fluorescência foram feitas a 25 °C e expressadas em unidades 

arbitrárias u.a., com base na metodologia descrita por Hînţoiu, A. et al. [38].  As amostras foram 

diluídas em água ultrapura na concentração de 0,25 mg.mL-1 seguindo o descrito por Cui et al. 

[39]e as leituras foram realizadas em triplicata. 

2.6.7. Análise de cromatografia liquida de alta performance em fase reversa 

As características polares e apolares das amostras de soro do leite caprino e dos 

hidrolisados foram avaliadas a través de Cromatografia Liquida de Alta Eficiência (HPLC) 

[40,41]. As amostras foram diluídas em água ultrapura (5 mg.mL) e 20µL foi injetado em uma 

coluna tipo C18. As soluções utilizadas para a fase móvel foram Eluente A (Ácido 

trifluoroacético a 1% em água ultrapura) e Eluente B (Ácido trifluoroacético a 1% em 

Acetonitrila) com gradiente linear de 5 a 100% de A para B, em fluxo de 1mL.min com duração 

da corrida de 100 min, por fim as detecções foram realizadas a 218 nm. 

2.7. Estimativa do potencial antioxidante 

2.8. Ensaio de descoloração ABTS 

Foi preparada uma solução de ABTS (7mM) e persulfato de potássio (2.45 mM) que foi 

deixada no escuro e em temperatura ± 25º C por 12-16 h antes de ser utilizada. A solução de 

ABTS foi diluída em etanol 95% até obter uma absorbância de 0,70 ± 0.02 a 734 nm. Então, 15 

μL de cada amostra (10 mg.mL) foi misturado com 1,5 mL da solução de ABTS+, a mistura foi 

homogeneizada em vórtex por 30 s e deixada no escuro por 6 min. A leitura da absorbância foi 

realizada em espectrofotômetro UV-Vis (Drawell-DU 8200, Shanghai Drawell Scientific 

Instrument Co., Ltd.) em 734 nm. Os resultados foram expressos em % de inibição do radical 

levando em consideração uma curva padrão de Trolox (100 µM – 2000 µM) [42]. 

2.9. Atividade sequestradora de radicais DPPH  

A atividade antioxidante utilizando o radical DPPH foi avaliada de acordo com a 

metodologia de Morales & Jiménez-Pérez (Morales; Jiménez-Pérez, 2001) com algumas 

modificações, 1.950 µL da solução de DPPH 0,06 mM (solubilizada em metanol) foi misturada 

com 50µL de cada amostra (10 mg.mL) e mantidas sob agitação por 30 min em ambiente 

escuro. Após esse tempo a absorbância foi medida a 517 nm contra um branco de metanol Os 

resultados foram expressos como descritos no item anterior. 

2.10. Identificação dos peptídeos do hidrolisado proteico por espectrometria de 

massas LC/MS 

2.10.1. Dessalinização, limpeza de amostras e quantificação dos peptídeos 
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As amostras foram submetidas à extração em fase sólida com colunas-C18 do tipo Stage 

Tips e eluídas com 40% de acetonitrila. As StageTips foram montadas com uma resina do tipo 

InertSep RP-C18 (GL Sciences) e membrana SDB-XC (Empore, 3M) dentro de pontas de 

pipeta P200 [44]. Os materiais eluidos foram secos em concentrador a vácuo (Concentrator 

Plus, Eppendorf) e armazenados a -20 °C até a análise de MS. Os peptídeos foram quantificados 

medindo-se a absorbância em 480 nm (Synergy HT - Bio Tek) em placas de 96 poços, 

utilizando-se PierceTM Colorimetric Peptide Assay (Thermo Scientific), seguindo as 

instruções do fabricante. 

2.10.2. Aquisição de espectrometria de massa (LC-MS/MS) 

As análises LC-MS/MS foram realizadas no sistema cromatográfico nanoAcquity 

UPLC (Waters) acoplado a espectrômetro de massa Synapt G2 HDMS (Waters). Amostras (5 

µg) foram carregadas em uma coluna Trap (Acquity UPLC M-Class Symmetry C18, 100 Å, 5 

μm, 300 μm x 25 mm, Waters) a 8 μL.min-1 de 5% de acetonitrila e 0,1% ácido fórmico em 

água por 5 min. Em seguida, a mistura de peptídeos aprisionados foi eluída em  coluna analítica 

(Coluna Acquity UPLC M-Class HSS T3, 1,8 μm, 300 μm x 150 mm, Waters) com  gradiente 

de 5-35% da fase B (0,1% de ácido fórmico em acetonitrila), fase A (0,1% de ácido fórmico 

em água), ao longo de 30 min a uma vazão de 3 µL.min-1. Os dados MS foram adquiridos no 

modo independente de dados MSE, na faixa m/z de 50-2000 e configurados no modo resolução. 

Os íons peptídicos foram fragmentados por dissociação induzida por colisão (CID), na qual as 

energias de colisão foram alternadas entre baixa (4 eV) e alta (rampada de 23 a 58 eV) para 

íons precursores e íons fragmentos, respectivamente, usando o tempo de varredura de 1,0 s. A 

fonte ESI foi operada no modo positivo com voltagem capilar de 2,7 kV, temperatura do bloco 

de 100 °C e voltagem do cone de 40 V. A temperatura da coluna foi ajustada em 55 °C e as 

amostras foram mantidas em autosampler a 10 °C. Para correção de massa de bloqueio, uma 

solução de [Glu1]-Fibrinopeptídeo B (500 fmol.mL-1 em 50% de metanol, 0,1% de ácido 

fórmico; Peptídeo 2,0) foi infundida através do pulverizador de referência a 2 µL.min-1 e 

amostrada a cada 60 s para calibração externa (Pedroso et al., 2017). 

2.10.3. Processamento de dados e identificação de proteínas 

As listas de picos de espectros MS/MS foram geradas no software ProteinLynx Global 

Server 3.0.3 (Waters) como arquivos .mzML e processadas pelo módulo Apex3D usando limite 

de baixa energia de 750 contagens e limite de alta energia de 50 contagens [45]. Em seguida, 

carregados no Peaks Studio 7.5 (Bioinformatics Solution Inc.) e pesquisados no banco de dados 

Capra Hircus (Uniprot 146 entradas, data: 25 de dezembro de 2021). Os parâmetros de pesquisa 

foram definidos da seguinte forma: tolerância de massa de 10 ppm para íons precursores e 0,025 

Da para íons fragmentos, De novo (ALC ≥ 50%), -10 LogP ≥ 50 no nível de peptídeo e ≥ 20 no 

nível de proteína, com mínimo de 1 peptídeo único. Acetilação N-terminal e oxidação de 

metionina foram definidas como modificações variáveis. Pepsina: local de clivagem 

estabelecido após Phe, Leu, Tyr, Trp; máx. 5 clivagens perdidas, clivagens não específicas em 

ambos os lados. 

2.11. Análises in sílico 

A predição da bioatividade foi feita a partir do servidor PeptideRanker que se baseia em 

uma nova rede neural N-para-1 baseada na probabilidade a qual o peptídeo será bioativo. Este 
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servidor possui uma calibração em um limite de 0,5, ou seja, qualquer peptídeo previsto acima 

deste valor é rotulado como bioativo [46]. 

A toxicidade dos peptídeos avaliada pelo ToxinPred que pode ser acessado pelo 

endereço eletrônico: http://crdd.osdd.net/raghava/toxinpred/ [47]. As características físico-

químicas das sequências dos peptídeos dos três hidrolisados obtidos foram avaliadas pelo 

servidor Expasy utilizando as ferramentas Compute e ProtParam (http://web.expasy.org/) usada 

para estimar o ponto isoelétrico e a massa molecular (Da), a hidrofilicidade, o índice de Boman, 

a resistência térmica e o índice alifático, a grande média de hidropaticidade (GRAVY), o índice 

de instabilidade e a fórmula química. A carga neutra, a hidrofobicidade e o comprimento foram 

estimados pela ferramenta PepDraw (https://pepdraw.com/).  

Baseado nos resultados, a predição da bioatividade foi realizada no tratamento que 

obteve maior número de peptídeos a partir da busca na base de dados online BIOPEP. Onde 

foram calculados dois parâmetros relativos as atividades biológicas em potencial: o parâmetro 

A que retorna a frequência da ocorrência dos fragmentos bioativos em uma sequência da 

proteína e B que avalia o potencial da atividade biológica [48,49]. Assim, com base nesses 

parâmetros foram selecionados os peptídeos que apresentaram maior potencial de bioatividade 

para estimar a composição química utilizado a ferramenta PepDraw [50]. Por fim, dentre os 3 

hidrolisados analisados foi escolhido para as etapas subsequentes aquele tratamento o qual as 

características bioativas pelos métodos in sílico e in vitro testados demonstraram maior 

potencial. 

2.12. Ensaio comportamental in vivo com modelo Zebrafish (Danio rerio)  

2.12.1. Modelo animal e grupos testes 

Neste ensaio foram utilizados peixes-zebras silvestres (Danio rerio) (idade de 90 a 120 

dias; Peso 0,4 ± 0,1 g, comprimento 3,5 ± 0,5 cm), de ambos os sexos, adquiridos em loja local 

(Fortaleza, CE). Os animais foram mantidos em um aquário de vidro (30 × 15 × 20 cm) de 10 

L (n = 3 / L), a temperatura de 25 ± 2 ° C, em ciclos claro-escuro de 24 h com água clorada 

(ProtecPlus®) e bomba de ar com filtros submersos, sob temperatura de 25 ± 2 ° °C, pH 7,0, 

ciclo circadiano de 10 - 14 h (claro/escuro). Os peixes receberam ração (Spirulina®) ad libitum 

24 h antes dos experimentos. Antes das aplicações dos medicamentos os animais foram 

anestesiados em água gelada e, após os experimentos foram sacrificados por imersão em água 

gelada (2 e 4 ° C) por 1 min até a perda dos movimentos operculares. O trabalho foi aprovado 

pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da Universidade Estadual do Ceará (CEUA-UECE; 

nº 04983945/2021), estando de acordo com os Princípios Éticos da Experimentação Animal. 

Os Zebrafish (Zfa) de ambos os sexos foram selecionados aleatoriamente nos 

experimentos, anestesiados em água gelada e transferidos para uma esponja úmida. Para os 

experimentos os animais foram divididos nos grupos (n=6): grupo teste tratado com 20 µL do 

hidrolisado (4; 20 e 40 mg/kg); o grupo tratado com diazepam - DZP (4 mg.kg - controle 

positivo) e o grupo tratado com DMSO 3% (controle negativo - diluente das drogas). Para os 

testes do sistema GABergico os animais receberam flumazenil (4 mg.kg; 20 μL; 20 µL) 

(antagonista GABAA) todos os grupos receberam os tratamentos por via intraperitoneal (i.p).  

Para obter maior precisão dos resultados, todo o processo de testes comportamentais foi 

realizado em um ambiente tranquilo e estável e antes dos testes os animais foram 

acondicionados individualmente em béquer de vidro com 150 mL de água do aquário para 
aclimatação dos animais e mantidos em repouso para as análises subsequentes.  

http://crdd.osdd.net/raghava/toxinpred/
https://pepdraw.com/
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2.12.2. Avaliação da atividade locomotora  

O teste de campo aberto foi realizado para avaliar a presença ou ausência de alterações 

na coordenação motora dos animais, seja devido ao efeito ansiolítico e / ou relaxamento 

muscular [51]. 

2.12.3. Toxicidade aguda 96 h 

Após o teste de campo aberto, os animais foram deixados em repouso para análise da 

taxa de mortalidade por um período de 96 h, registrando-se a cada 24 h o número de peixes 

mortos em cada grupo, sendo a dose letal capaz de matar 50 % dos animais (DL50) determinada 

pelo método matemático Trimmed Spearman-Karber com intervalo de confiança de 95% [52]. 

2.12.4. Avaliação ansiolítica – Teste claro/escuro 

O comportamento de ansiedade dos animais foi realizado em aquário de vidro dividido 

em uma área clara e uma área escura. O aquário foi cheio até 3 cm com água da torneira sem 

cloro, o que simulou um novo ambiente raso diferente do aquário convencional e capaz de 

induzir comportamentos de ansiedade. Após 1 h, os animais foram colocados individualmente 

na zona clara e o efeito ansiolítico foi medido com base no tempo gasto na zona clara do aquário 

dentro de 5 min de observação. A dose que apresentou melhor efeito ansiolítico foi usada para 

a condução dos testes posteriores [53]. 

2.12.5. Avaliação da neuromodulação GABAérgica  

A neuromodulação GABAérgica envolvida no efeito ansiolítico do hidrolisado foi 

identificada através do pré-tratamento com flumazenil (antagonista GABAA) antes do teste 

claro/escuro. O flumazenil foi administrado nos animais e após 15 min, foi aplicado o 

hidrolisado do soro do leite caprino. Após 1 hora dos tratamentos, os animais foram submetidos 

de novo ao teste claro/escuro descrito na seção anterior [54]. 

2.12.6. Convulsão induzida por pentilenotetrazol (PTZ) 

A reversão da convulsão induzida por PTZ foi investigada como descrito por Siebel et 

al. (2015). Os animais foram expostos individualmente por imersão em 7,5 mM de PTZ 

dissolvido em água e o comportamento semelhante à convulsão em três estágios foi avaliado: 

estágio I - aumento drástico da atividade natatória; estágio II - comportamento em redemoinho; 

estágio III - crises semelhantes ao clônus, seguidas de perda de postura quando o animal cai 

para o lado e permanece imóvel por 1-3 s. Ao final da avaliação das três etapas do teste, os 

animais foram eutanasiados no gelo.  

2.12.7. Envolvimento do sistema GABAérgico na convulsão 

Os peixes receberam flumazenil e após 15 min foram tratados com o hidrolisado (4 

mg.kg; 20 µL; i.p.). Após 1 h de tratamentos, os animais foram expostos individualmente a 7,5 

mM de PTZ e os três estágios de convulsão foram avaliados conforme descrito anteriormente 

[51]. 
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2.13. Análises estatísticas 

Os ensaios foram realizados em triplicata e os dados foram analisados estatisticamente 

pela análise de variância one way (ANOVA). As diferenças entre os grupos estudados foram 

analisadas utilizando o teste de média Tukey para comparação de médias ao nível de 5% de 

significância empregando o software GraphPad Prisma para Windows (GraphPad Software, 

Inc. versão 7.0) assim como os diagramas e tabelas das análises de bioinformática. Para todas 

as análises foi considerado significativo p < 0,05. Os resultados do planejamento experimental 

foram avaliados utilizando o software STATISTICA 7. Os gráficos referentes as análises de 

fluorescência intrínseca, foram ajustados pelo software ORIGIN PRO 8.5. Os resultados dos 

testes com o Zebrafish foram submetidos à análise de variância - ANOVA unidirecional ou 

two-way ANOVA, seguido do teste de Tukey e o nível de significância de 5% (p<0,05) 

empregando o software GraphPad Prism v. 8.0. 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Parâmetros físico-químicos e concentração das proteínas do soro do leite caprino 

A caracterização físico-química do soro do leite caprino foi respectivamente (g/100g 

base úmida): umidade (95,12 ±0,01), atividade de água (0,890), EST (4,88 ±0,01), cinzas (0,16 

±0,11), acidez (2,06 ±0,14), lactose (6,14 ±0,11) gordura (0,27 ±0,05), proteínas totais (0,53 

±0,12). A composição química do soro do leite caprino pode ser afetada por diversos fatores, 

dentre eles a raça, o tipo de precipitação se a partir da ação de ácidos ou por atividade 

enzimática, a fase de lactação, a alimentação dos animais, a sazonalidade da ordenha dentre 

outros [56].  

Após submeter o soro do leite caprino a ultrafiltração por membranas com diferentes 

cut-off de peso molecular o melhor resultado foi obtido ao utilizar a membrana de 3 kDa de cut-

off a qual reteve 26,7% de proteína (base seca). De acordo com Bustamante et al. (2021) um pó 

que contenha acima de 25% de proteínas após processos de separação, filtração e secagem pode 

ser considerado um concentrado proteico, o que demonstra a eficiência do protocolo de 

purificação das proteínas do soro do leite caprino. Este resultado corrobora com os resultados 

encontrados por Baldasso et al. [58] que observou um aumento de 15 para 60% no conteúdo de 

proteína do soro do leite após ultrafiltração. 

3.2. Planejamento experimental e avaliação de desempenho do modelo nos elementos de 

regressão 

A necessidade de otimização do processo enzimático vem sendo reportada por vários 

autores como uma forma eficaz de produção de hidrolisados proteicos [12,59,60]. Hussein et 

al. [61] justifica a necessidade de otimização mesmo com enzimas comerciais que tem 

parâmetros de atividade recomendados pelo fabricante. Uma vez que a hidrólise é um processo 

multifatorial e condições ideais são subjetivas a depender do objetivo, realizar um estudo de 

otimização proporciona dados com intervalos mais confiáveis e cria uma correlação fiel entre 

os parâmetros e a resposta do planejamento.  

A partir da avaliação do DCCR verificou-se a influência dos parâmetros pH e tempo no 

grau de hidrólise, obtendo-se a equação do modelo: GH % = 37,59 − 11,54 (T) 2 +1,75 (pH)². 
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Através dos valores da análise de variância (ANOVA) dispostos na tabela 1 do material 

suplementar o valor f (teste de Fischer) da regressão calculado foi maior que o valor de f 

tabelado, e desta forma o modelo é estatisticamente significativo para p<0,005, o coeficiente 

de determinação R2 foi de 0,9428, ou seja 94,28% da variância dos dados de resposta foram 

explicados por esse modelo. Em relação a falta de ajuste do modelo, o valor de f calculado foi 

menor que o de tabelado, implicando que o modelo não apresentou falta de ajuste sendo 

adequado para descrever os dados de grau de hidrólise em função do tempo e do pH. 

A significância dos coeficientes de regressão foi determinada pelos valores p listados na 

Tabela 1 do material suplementar. A relação das variáveis dependentes pH e tempo de hidrólise, 

na variável resposta, grau de hidrólise, é ilustrada no gráfico de superfície de resposta (Fig. 1 

material suplementar) e no gráfico de Pareto (fig. 2 material suplementar). De acordo com a 

superfície de resposta observou-se que nas zonas destacadas em vermelho o pH 2,25 e o tempo 

de 150 min retornaram os maiores valores de GH (em média 37%), sendo estes valores 

correspondentes aos experimentos do ponto central do planejamento estatístico, que foi repetido 

3 vezes aleatoriamente.  

Conforme o gráfico de Pareto (Fig. 2 material suplementar) verificou-se que o tempo 

foi a variável que mais influenciou no grau de hidrólise, seguida do pH, e mesmo com um tempo 

de reação relativamente curto (máx 192 min) quando comparado a outros estudos [7,62] mais 

de 50% dos ensaios apresentaram GH maior que 15%, demonstrando que a pepsina é uma boa 

escolha para hidrolisar proteínas do soro do leite caprino.  

De acordo com a tabela 1, os experimentos demonstram valores de GH entre 8,98 e 

37,68 % utilizando diferentes combinações de pH e tempo de reação. Os resultados observados 

foram diferentes daqueles encontrados por  Morales García et al. [73] ao hidrolisar proteínas 

do soro do leite com Flavourzyme e Alcalase entre 60 e 300 min que obteve hidrolisados com 

variações de GH entre 7 e 20%. Essa diferença pode estar relacionada a característica da enzima, 

pois a pepsina é uma protease aspártica com baixa especificidade, apresentando maior afinidade 

por aminoácidos polares e aromáticos preferencialmente C-terminal de Phe, Glu e Leu [28].  

Os maiores valores de grau de hidrólise foram atribuídos a baixa especificidade da 

pepsina, que possibilita clivar as proteínas em diferentes sítios de ligação aumentando assim a 

probabilidade de produção de peptídeos. A opção da hidrólise com pepsina também é relatada 

por outros autores como uma escolha interessante para melhorar as propriedades bioativas de 

hidrolisados de proteína do soro (não bovino) quando comparadas a outras enzimas [16,64]. 

O valor de GH de 37% foi similar ao encontrado por Alizadeh; Aliakbarlu, (2020) de 

37.74 ± 0.75 para hidrólise por 3 horas de proteínas do soro do leite (bovino) com pepsina em 

pH 2,51 no entanto, estes autores aplicaram pré-tratamentos como ultrassom e aquecimento 

ômico que possibilita maior abertura das estruturas proteicas que ocasiona maior facilidade na 

atividade enzimática. No caso desse estudo, não foi aplicado nenhum pré-tratamento nas 

amostras, e ainda assim valores de GH semelhantes ao estudo de Alizadeh;Aliakbarlu [13] 

foram alcançados e isto possivelmente está relacionado as características diferentes entre as 

proteínas do leite caprino e bovino. Estes autores também demonstraram que mesmo a pepsina 

atuando em uma faixa de pH de 1 a 4.0, modificações na faixa pH podem fazer com que valores 

maiores de grau de hidrólise sejam alcançados em menos tempo. 

A faixa de pH 2,25 teve a maior influência no grau de hidrolise das proteínas do soro do 

leite caprino (Fig. 1), em uma condição de pH similar a utilizada por Kheroufi et al. 

(KHEROUFI et al., 2022b). Uma vez que o grau de hidrólise é uma medida que está relacionada 

ao tamanho e a frequência dos peptídeos gerados pela quebra da proteína foi escolhido avaliar 

os 3 intervalos de tempo dentro dessa faixa de pH (de 2,25), que são correspondentes aos valores 
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de GH menor, intermediário e maior (dentre os 11 experimentos) para dar seguimento ao nosso 

estudo. Assim verificou-se a influência do tempo de hidrolise, o efeito mais significativo, (Fig. 

2) nas características dos hidrolisados do soro do leite caprino.  

3.3. Caracterização parcial dos hidrolisados do soro do leite caprino 

A caracterização dos hidrolisados do soro do leite caprino está descrita na Tabela 3, 

onde pode ser visto que há uma tendência de associação entre os valores do grau de hidrólise 

com a quantidade de aminoácidos livres e de proteínas solúveis. Essas análises frequentemente 

são utilizadas para estimar a eficiência do processo de hidrólise e os resultados mostram que 

conforme o grau de hidrólise aumenta, o maior valor em 37,62%, houve também maior 

quantidade de proteínas solúveis (2,13 para 17,68 mg.mL) e de liberação de aminoácidos livres 

e aromáticos [66].  

 

Variável 
Valores 

WPNH WPH T1 WPH T2 WPH T3 

Grau de hidrólise 

% 

- 8,98 ± 0,02c 37,62± 0,01c  22,74 ± 0,04c 

Proteína solúvel 

TCA (mg.mL-1) 

2,13 ± 0,02d 5,07 ± 0,01c 17,68 ± 0,05a 11,81 ± 0,02b 

Proteínas 

(mg.mL-1) 

33,03 ± 0,15a 6,98 ± 0,05c 2,55 ± 0,04d 12,42 ± 0,01b 

Aminoácidos 

livres (200 mg/L) 

0,584 ± 0,06d 0,976 ± 0,01c 1,144 ± 0,04a 1,025 ± 0,01b 

Turbidez (OD) 0,051 0,105  0,283 0,436  

Tabela 3. Características dos hidrolisados do soro do leite caprino em diferentes tempos de hidrólise  

WPNH soro do leite não hidrolisado, WPHT1 soro do leite hidrolisado tempo 107 min, WPHT2 soro do leite 

hidrolisado tempo 150 min, WPHT3 soro do leite hidrolisado tempo 192 min; Letras minúsculas sobrescritas na 

mesma linha indicam diferença estatística, p<0,05 entre os tratamentos  

O aumento no valor de proteína solúvel quando precipitadas pelo TCA indica a presença 

de peptídeos pequenos, tendo uma relação inversamente proporcional com o conteúdo de 

proteína sem a adição do TCA, uma vez que apenas proteínas maiores que 3 kDa podem ser 

mensuradas pelo método de Bradford. Resultados similares para a quantidade de proteínas 

solúveis com e sem precipitação por TCA foram encontrados  por Lermen et al. e Mellinger-

Silva et al. [67,68], respectivamente. 

Contudo, uma exposição acima de 150 min não influenciou positivamente no grau de 

hidrólise sugerindo que entre o tempo de 150 e 192 min a enzima alcançou uma fase platô 

resultante da saturação enzimática e imprevisivelmente o grau de hidrólise, as proteínas e os 

aminoácidos livres diminuíram no tempo de 192 min. Estes resultados podem ser esclarecidos 

pelo valor de turbidez, uma vez que o aumento da turbidez está relacionado a exposição de 

grupos de aminoácidos hidrofóbicos que formam agregados insolúveis, causando diminuição 

na quantidade de proteínas solúveis e de aminoácidos livres na amostra, e consequentemente 

diminuindo o GH por haver menos cadeias laterais disponíveis para interagir com o reagente 

de OPA [69].  

O mesmo comportamento foi observado por Singh, Siddiqi e Sogi (2019) [70] ao 

avaliarem a otimização de hidrolisados da proteína de farelo de arroz, estes autores atribuem o 
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fenômeno a possível formação de peptídeos que agem como competidores às proteínas não 

hidrolisadas. Neste estudo também foi observado que o tempo de 150 min foi o ideal para a 

atividade da papaína que é uma endopeptidase assim como a pepsina utilizada em nosso estudo 

sugerindo que a forma de ação da enzima pode ocasionar tais resultados.  

Du et al. [7] estudando hidrolisados de proteína do soro do leite caprino verificou graus 

de hidrólise aproximados de 35.54 % usando Alcalase e 32.28 % com papaína por 6 h de 

hidrólise, tempo superior ao feito nesse estudo com pepsina.O que demostra a eficácia do 

planejamento experimental e da enzima utilizada, refletindo na redução de custos e de tempo 

de processo o que é favorável para diferentes segmentos da indústria de produtos.  

3.4. Solubilidade  

A solubilidade é uma propriedade tecnológica de grande relevância que afeta também 

características funcionais, para a indústria de alimentos, entender o comportamento dos 

hidrolisados frente a mudanças de pH auxilia no potencial de sua utilização como ingrediente 

em alimentos e bebidas que apresentem características favoráveis a essa propriedade [71] 

Foi avaliada a influência do pH na solubilidade em água dos hidrolisados proteicos (Fig. 

4) e todas as amostras hidrolisadas demonstraram valores significativamente maiores (p < 0.05) 

de solubilidade quando comparadas a proteína não hidrolisada para todas as faixas de pH 

testadas, o que confirma a eficácia do processo de hidrólise em melhorar características 

tecnológicas das proteínas também evidenciado por Kheroufi et al. (KHEROUFI et al., 2022b). 

Esse aumento da solubilidade após a hidrólise da proteína pode estar relacionado com a 

obtenção de fragmentos proteicos menores e de peptídeos com características hidrossolúveis. 

 

Figura 1. Avaliação do parâmetro tecnológico solubilidade dos hidrolisados do soro do leite caprino 

▼ – WPNH; ▲- WPH T1; ► - WPH T2; ■ – WPH T3 

Contudo há diferenças no comportamento dependendo da progressão da hidrólise das 

proteínas. O maior GH resultou no maior valor de solubilidade em pH 6, 122,94 % enquanto 

que no mesmo pH 120 min de hidrolise mostrou solubilidade 4x vezes menor, isso pode estar 

relacionado aos fatores estruturais dos peptídeos liberados em cada hidrolisado, como a carga 

residual e a superfície de hidrofobicidade [72]. Kheroufi et al. (2022a) sugeriu que maiores GH 
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são resultantes de hidrólises com enzimas menos específicas, produzindo maior variabilidade 

de peptídeos hidrofílicos e aumentando a taxa de solubilidade.  

O pH 4 apresenta uma influência importante nos valores de solubilidade das amostras, 

para todos os tratamentos há uma queda no valor da solubilidade enquanto que ao se aproximar 

do pH neutro há um aumento intenso na solubilidade das proteínas,  tendência essa que também 

foi observada por Jeewanthi; Lee; Paik, e Kheroufi et al. [73,74]. Esse comportamento se 

justifica pela aproximação com o pH do ponto isoelétrico da proteína mais abundante no soro 

do leite, a β-Lg, nesse ponto há uma tendência de neutralização das cargas residuais diminuindo 

forças eletrostáticas e ocasionando diminuição na solubilidade da proteína por aumentar as 

interações proteína-proteína. Quando o pH se afasta para valores acima do ponto isoelétrico, os 

radicais  se ionizam e as moléculas tendem a se repelir gerando maior interação proteína-água 

e assim aumentando a solubilidade [75]. 

3.5. Avaliação da hidrólise por eletroforese SDS-PAGE Tricina 

Através do perfil eletroforético apresentado na Figura 2 pode ser visualizado a 

capacidade da pepsina em hidrolisar as proteínas do soro do leite caprino, possibilitando o 

aparecimento de bandas relativas a proteínas de menor peso molecular simultaneamente ao 

desaparecimento ou a diminuição da intensidade das bandas das proteínas não hidrolisadas. 

Essa tendência confirma a proteólise das proteínas do soro do leite caprino pela ação da pepsina 

[7,76]. 

  

Figura 2. Perfil peptídico e proteico por eletroforese SDS-PAGE Tris-Tricina 

MW: Marcador de peso molecular; WPNH soro do leite não hidrolisado, WPHT1 soro do leite hidrolisado tempo 

107 min, WPHT2 soro do leite hidrolisado tempo 150 min, WPHT3 soro do leite hidrolisado tempo 192 min  

As proteínas majoritárias β-Lg e α-La possuem em torno de 28 e 33 kDa, 

respectivamente e conforme o grau de hidrólise aumenta, a banda se torna menos intensa ou 

some completamente, após um período de tempo de 192 min. Kheroufi et al. [65] ao utilizar 

pepsina de frango na hidrolise das proteínas do soro do leite observou maior resistência das 

proteínas globulares à quebra das cadeias peptídicas, o desaparecimento das bandas na 

eletroforese Tris-Tricina só foi possível de observar após 6 horas de hidrólise, tempo quase 3 

vezes superior ao utilizado nesse trabalho. Identificou-se também com base no peso molecular 

a presença de frações de K-caseína (~42 kDa), albumina do soro (~68 kDa), imunoglobulinas 

(~100 kDa), o sistema lactoperoxidase (~74 kDa) e lactoferrina (~80 kDa). 
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A hidrólise de proteínas globulares é de grande interesse, pois sua estrutura rigida 

dificulta o ataque das proteases as ligações peptídicas. O perfil eletroforético foi diferente dos 

encontrados por Hinnenkamp & Ismail [77] esses autores não observaram diferenças 

significativas no perfil eletroforético entre os hidrolisados e as proteínas de maiores pesos 

moleculares, a intensidade das bandas das proteínas majoritárias permaneceram intensas 

mesmo após a hidrolise com a protease M. Logo o aparecimento de bandas correspondentes a 

frações de menor peso molecular no gel de eletroforese (Fig. 5) confirma a pepsina como uma 

enzima efetiva na obtenção de fragmentos proteicos de menor peso molecular proveniente do 

soro do leite caprino que podem exercer bioatividade. 

3.6. Fluorescência intrínseca dos hidrolisados proteicos do soro do leite caprino  

A aquisição dos espectros de fluorescência intrínseca de hidrolisados proteicos é uma 

ferramenta importante para investigar modificações conformacionais na estrutura terciária da 

proteína e indica uma medição da atividade superficial dos peptídeos. [39,78].  

Resíduos de aminoácidos como triptofano, fenilalanina e tirosina emitem um sinal de 

florescência quando as proteínas são excitadas, sendo os resíduos de triptofano mais influentes 

nos resultados da intensidade de fluorescência pois das proteínas presentes no soro, a β-Lg 

possui dois resíduos de triptofano, α-La possui quatro resíduos de triptofano, a albumina do 

soro possui dois resíduos e a lactoferrina apresenta sete resíduos que contribuem para a 

fluorescência intrínseca e são excitados em um comprimento de onda de 292 nm [79]. 

Na figura 3 está representado o comportamento da fluorescência dos hidrolisados 

proteicos do soro do leite caprino. Os de maiores valores de GH (WPH T2 e T3) alcançaram 

picos mais intensos, em torno de 500~600, enquanto que o soro do leite não hidrolisado 

apresentou pico em torno de 100~200, sugerindo uma exposição maior de grupos de 

aminoácidos aromáticos para hidrolisados com maior GH, resultado das alterações 

conformacionais devido a ação da pepsina nas proteínas do soro do leite. Os resultados 

corroboram aos encontrado por Du et al. (2022) para hidrolisados de proteína do soro do leite 

caprino com graus de hidrólise semelhantes (35.54 % usando Alcalase e 32.28 % com papaína  

por 6 h de hidrólise) aos que foram obtidos nesse estudo.  

 

Figura 3. Comportamento da fluorescência intrínseca  

WPNH 
WPHT2 

WPHT3 
WPH T1 
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O hidrolisado com menor GH (WPH T1), mesmo com comprimento de onda semelhante 

aos outros hidrolisados (WPH T2 e T3), mostrou uma intensidade de fluorescência até menor 

do que a da proteína não hidrolisada, resultado observado também por Zheng et al. [80]. O 

menor tempo da ação da pepsina nesse tratamento contribuiu com a formação de agregados 

proteicos diminuindo as proteínas solúveis (Tab 4) resultando em interações hidrofóbicas entre 

os resíduos de aminoácidos e possivelmente ocultando os resíduos de triptofano que emitem 

um melhor sinal de fluorescência. 

Todos os hidrolisados também foram red-shifted, i.e. apresentaram uma mudança na 

frequência da luz deslocando o pico para direita do gráfico, isso acontece porque os resíduos de 

aminoácidos que estavam anteriormente encriptados na sequencia original da proteína foram 

expostos e causam alterações na estrutura terciária devido a mudanças no ambiente apolar dos 

resíduos de triptofano [81]. 

3.7. Perfil de hidrofobicidade por cromatografia liquida de alta eficiência em fase reversa 

As proteínas e peptídeos presentes nas amostras do soro do leite caprino foram avaliadas 

por RP-HPLC (Figura 4). Os tempos de retenção nos cromatogramas estão relacionados a 

hidrofobicidade dos peptídeos, sendo que os peptídeos hidrofílicos com maior polaridade 

apresentam tempos de retenção mais curtos, e conforme o gradiente do eluente B aumenta, os 

peptídeos hidrofóbicos e de polaridade inferior aparecem no cromatograma exibindo maior 

tempo de retenção [13,82]  

 

WPH T1 

WPNH 
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Figura 4. Caracterização dos hidrolisados da proteína do soro do leite caprino por RP-HPLC 

Para as amostras de proteína hidrolisada pode ser percebido o aparecimento de picos 

correspondentes a frações proteicas de baixo peso molecular que foram eluidas nos 40 primeiros 

min de corrida, resultados consistentes com os encontrados por Spellman; Ocuinn; Fitzgerald. 

[83], e confirmados pelos resultados da eletroforese. Estes picos estão ausentes na proteína 

nativa sugerindo que a hidrolise resultou no aparecimento de peptídeos com características 

hidrofílicas responsáveis pelo aumento da solubilidade dos hidrolisados proteicos, perfil similar 

ao encontrado por Jiang et al. [84] ao avaliar hidrolisados proteicos de soro do leite isolado.  

Para a proteína não hidrolisada ocorreu o aparecimento de dois picos entre 35 e 45 min, 

similar aos encontrados por Ballatore et al. [12] que observou tempos de retenção para α-La e 

β-Lg após 30 min de corrida, sugerindo que esses picos são dessas duas proteínas. Ao 

verificarmos a presença desses picos nos hidrolisados foi observado que o pico em 35 min 

desaparece e o de 45 min diminui de intensidade, mostrando a efetividade da pepsina na 

hidrólise α-La e β-Lg corroborando com os resultados observados na eletroforese SDS-Page 

Tricina.  

O hidrolisado com menor GH mostrou uma diferença na intensidade e sobreposição dos 

picos, além de aumentar o número de peptídeos hidrofílicos, quando comparados as outras 

amostras, essa mudança no cromatogramas dos picos corrobora com os resultados encontrados 

de fluorescência intrínseca e solubilidade das proteínas demonstrando que para WPH T1 o perfil 

de hidrofobicidade é mais acentuado. Assim como Bezerra et al. [40] foi visto que houve 

correlação do grau de hidrólise com os picos formados, onde a amostra com grau de hidrólise 

WPH T2 

WPH T3 
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menor tem menores quantidades de picos sobrepostos e frações menores quando comparadas 

as de maior grau de hidrólise. 

3.8. Atividade antioxidante  

Diversos métodos podem ser utilizados para a avaliar o potencial antioxidante de 

peptídeos, dentre os quais os métodos ABTS e DPPH. A figura 8 (A e B) traz os resultados de 

atividade antioxidante dos hidrolisados proteicos quando comparados a proteína nativa. 

 

Figura 5. Avaliação da atividade antioxidante dos hidrolisados proteicos pelo método ABTS (A) e DPPH (B) 

Os resultados indicam que a hidrólise foi um processo eficaz para aumentar a atividade 

antioxidante, uma vez que após a ação da enzima ocorreram mudanças estruturais que alteraram 

o potencial bioativo. A formação de fragmentos proteicos menores, com características 

hidrofóbicas e a maior exposição dos aminoácidos cisteína (C), metionina (M), lisina (K), 

histidina (H), tirosina (Y), e o triptofano (W) podem ter contribuído com o aumento da 

habilidade antioxidante das amostras (BALLATORE et al., 2020; CHANDRAPALA et al., 

2011).  

Para os dois métodos realizados uma relação linear entre o grau de hidrólise e a atividade 

antioxidante pode ser observada, esses resultados são consistentes com outros estudos que 

atribuem maiores valores de GH a um aumento na atividade antioxidante (ALIZADEH; 

ALIAKBARLU, 2020). O percentual de inibição de WPH T2 de 18,68 para ABTS e 25,11 para 

DPPH corroboram com os encontrados por Alizadeh & Aliakbarlu, (ALIZADEH; 

ALIAKBARLU, 2020) os autores observaram valores de atividade antioxidante de 21 % para 

o método ABTS e 27 % para o DPPH ao testar os hidrolisados de proteína do soro concentrada, 

verificando a ocorrência de um efeito funcional sinérgico dos peptídeos presentes nos 

hidrolisados. 

3.9. Perfil peptídico LC/MS e avaliação in sílico dos peptídeos obtidos 

A espectrometria de massas de alta resolução foi utilizada para identificação do perfil 

peptídico obtido a partir da hidrolise com pepsina do soro do leite caprino nos diferentes tempos 

de hidrólise. No total, para as 3 amostras, foram identificados 145 peptídeos assim divididos: 

120 min: 45 peptídeos; 150 min: 54 peptídeos; e 180 min 46 peptídeos. A figura 6 contém a 

relação entre os peptídeos gerados com as proteínas de origem. WPH T2 foi o tratamento que 

teve maior número de peptídeos (54) e que melhor hidrolisou a β-Lg, uma proteína de estrutura 
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globular que apresenta maior resistência a ação de proteases devido as suas características 

estruturais [88]. 

.  

Figura 6 Quantidade de peptídeos gerados pela hidrólise com pepsina e proteínas originárias. β-lg: Beta-

lactoglobulina; α-la: alfa-lactoalbumina; GLMP: Glicomacropeptídeo; LP: Lactoperoxidase; κ-CN: Kapa-caseína. 

Um mapeamento de comparação entre as sequencias obtidas revelam algumas 

similaridades entre os tratamentos (Fig 7). Do total de 145 peptídeos 21 das sequências se 

repetiam nos 3 tempos testados, esse fenômeno pode acontecer pois estas sequencias 

provavelmente não tinham o padrão de aminoácidos específico da ação da enzima e assim não 

foram novamente hidrolisadas e se repetiram com o tempo. 

Dentre as amostras a maior similaridade aconteceu entre os tempos de 120 e 150 min 

que compartilharam 13% de sequencias similares, resultados corroborados pelo grau de 

hidrolise, fluorescência intrínseca e eletroforese. Por fim os tempos de 150 e de 180 min foram 

registradas 17 sequencias únicas para cada amostra.  

 

WPH T1 WPH T2 

WPH T3 
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Figura 7. Distribuição das quantidades de peptídeos por tratamento via diagrama de venn  

Ao analisar os espectros de m/z obtidos para cada amostra (Figuras 8 A-C) observou-se 

um padrão complexo de sinais devido à grande quantidade de peptídeos presentes nas amostras 

o que corrobora com os resultados anteriores e reitera a boa habilidade da pepsina no pH 2,25 

de produzir peptídeos bioativos a partir das proteínas do soro do leite caprino.  

 

A 
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Figura 8. Espectros de massa carga obtidos por LC-MS de WPH T1(A), WPH T2 (B) e WPH T3 (C) 

Todos os peptídeos foram analisados quanto as suas características físicas (Tabela 1, 2 

e 3) e o que nos permitiu averiguar algumas diferenças entre os grupos estudados. O tamanho 

dos peptídeos obtidos variou a depender do tempo de tratamento, para o hidrolisado de menor 

e maior tempo o menor tamanho foi de 1.006.476 Da e o maior 31.467.637 Da, respectivamente. 

Para o tratamento de 150 min o de menor tamanho foi 6.603.595 e o maior 31.467.637. 

Os tratamentos WPH T1 e WPH T2 foram similares quanto a alguns aspectos como os 

resíduos de aminoácidos (a.a.) e os tamanhos dos peptídeos obtidos. Para WPH T3 15 peptídeos 

tinham tamanhos menores que 10 kDa, 24 entre 10 e 20 kDa e 7 acima de 20 kDa, quanto aos 

resíduos de aminoácidos 15 tinham menos de 10 a.a., 27 entre 10 e 20 a.a. e 4 acima de 20 a.a.. 

Para WPH T1 13 sequencias foram menores que 10 kDa, 26 entre 10 e 20 kDa e 7 maiores que 

20 kDa. Quanto aos resíduos de aminoácidos 15 sequencias apresentavam menos de 10 a.a.; 27 

entre 10 e 20 a.a. e por fim 4 sequencias maior ou igual a 20 resíduos. 

A amostra referente ao tempo de 150 min apresentou maior quantidade de peptídeos 

menores que 20 kDa, sendo estas 45 sequências, 50 sequencias tinham menos de 20 resíduos 

de aminoácidos, 40,74% das sequencias apresentavam p.I. básico e 66% dos peptídeos 

identificados são estáveis, demonstrando um perfil adequado ao objetivo do nosso estudo que 

é obter um hidrolisado com alto teor de peptídeos bioativos. No que diz respeito a toxicidade 

B 

C 
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nenhuma das sequencias (de todos os tratamentos) foi avaliada como tóxica ao consultar o 

ToxinPred.  

Assim as sequencias WPH T2 foram avaliadas quanto a sua bioatividade a partir de duas 

ferramentas distintas. Peptide Ranker (Tabela 4) retornou que 13 sequencias apresentaram score 

acima de 0,5 e são, portanto, potencialmente bioativas. Baseado no potencial bioativo destas 13 

sequencias outras características como hidrofilicidade, índice de Boman, resistência térmica e 

índice alifático foram avaliados para melhor caracterizar estes peptídeos. 

 

Rank Sequencia Score HF SB BI* AI NTA TD 

1 WWENPGVF 0.92466 -0.95 Low 0.1  36.25 138 <55℃ 

2 ALEKFDKALKAL

PMHIRL 

0.884456 0.18 High 0.91 125.00 311 <55℃ 

3 FDKALKALPMHI

RL 

0.865466 -0.04 Low 0.76 125.71 245 <55℃ 

4 KFDKALKALPMH

IRL 

0.862784 0.17 High 1.08  117.33 266 <55℃ 

5 LEKFDKALKALP

MHIRL 

0.83614 0.22 High 1.07 126.47 301 <55℃ 

6 EKFDKALKALPM

HIRL 

0.81437 0.34 High  1.44 110.00 282 <55℃ 

7 PMHIRL 0.762027 -0.40 Low 1.23  

130.00 

112 <55℃ 

8 KALPMHIRL 0.747085 -0.19 Low 0.69 141.11 162 <55℃ 

9 DKALKALPMHIR

L 

0.738739 0.15 High 1.05  135.38 225 <55℃ 

1 AFNPTQL 0.624051 -0.69 Low 0.72 70.00 111 <55℃ 

11 DTDYKKYLLF 0.584451 0.09 High  1.85 78.00 185 55℃~

65℃ 

12 LDAQSAPLRV 0.513384 0.04 High 1.5 127.00 155 <55℃ 

13 YGGVSLPEW 0.509385 -0.63 Low -0.31  75.56 138 <55℃ 

Tabela 4 Avaliação do score de Bioatividade. HF: Hidrofilicidade; SB: Solubilidade; BI: Indice de Boman; AI: 

Indice Alifático; NTA: Número total de átomos; TD: Temperatura de derretimento   

Por meio do BioPep foi avaliado quais sequencias retornavam melhores valores de A 

(frequência de ocorrência de fragmentos bioativos em uma sequência de proteína) e B 

(atividade biológica potencial), para as atividades de maior interesse paro nosso estudo, sendo 

estas: inibição da enzima conversora de angiotensina, inibição da enzima dipeptydil peptidase 

IV, antioxidante e atividade como neuropeptídeo (Tabela 5).  

 

Peptide Activity A B 

VTQTMKGLDIQ

KVAGTW 

DPP IV inhibitor 0.7059 0.0010724150809963 

ACE inhibitor 0.6471 0.0047593224853919 

Antioxidative 0.1176  

Neuropeptide 0.0588  

YSLAMAASDISL DPP IV inhibitor 0.5833 7.5079536229413E-5 
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ACE inhibitor 0.2500 0.00048169410525889 

YSLAMAASDISL

L 

DPP IV inhibitor 0.6154 6.9304187288689E-5 

ACE inhibitor 0.2308 0.00044464071254667 

KIDALNENKVLV

L 

DPP IV inhibitor 0.6154 0.0063691183695463 

ACE inhibitor 0.3077 0.002166203599099 

Antioxidative 0.0769  

YSLAMAASDISL
LDAQSAPLRV 

DPP IV inhibitor 0.5000 0.00096635338052644 

ACE inhibitor 0.3636 4.6670027194317E-5 

YVEELKPTPEGN

L 

DPP IV inhibitor 0.5385 6.2741670436278E-5 

ACE inhibitor 0.5385 0.24428922102158 

Antioxidative 0.4615  

Neuropeptide 0.0769  

IIVTQTMKGLDI

QKVAGTW 

DPP IV inhibitor 0.6842 0.00095952928299667 

ACE inhibitor 0.5789 0.0042583411711401 

Antioxidative 0.1053  

Neuropeptide 0.0526  

YVEELKPTPEGN

LEIL 

DPP IV inhibitor 0.5625 5.0977607229476E-5 

ACE inhibitor 0.5625 0.19962238971425 

Antioxidative 0.3750  

Neuropeptide 0.0625  

TMKGLDIQKVA
GTW 

DPP IV inhibitor 0.6429 0.0013022183126383 

ACE inhibitor 0.7143 0.0057791773036902 

Antioxidative 0.1429  

Neuropeptide 0.0714  

MAASDISLLDAQ

SAPLRV 

DPP IV inhibitor 0.4444 3.4969715014455E-5 

ACE inhibitor 0.3333 0.00094957490746008 

AFNPTQL DPP IV inhibitor 0.8571  

ACE inhibitor 0.4286 0.00075187969924812 

ILNEPEDETHL DPP IV inhibitor 0.6364 0.0024901719253879 

ACE inhibitor 0.2727 0.0016828056497642 

Antioxidative 0.0909  

IVTQTMKGLDIQ
KVAGTW 

DPP IV inhibitor 0.6667 0.0010128364653854 

ACE inhibitor 0.6111 0.0044949156806479 

Antioxidative 0.1111  

Neuropeptide 0.0556  

DKALKALPMHI

RL 

DPP IV inhibitor 0.7692 0.00023139690131824 

ACE inhibitor 0.8462 0.017133458926294 

Antioxidative 0.3846  

Neuropeptide 0.1538  

DIQKVAGTW DPP IV inhibitor 0.5556 0.0019831835095744 
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ACE inhibitor 0.5556 0.00063671449192275 

Antioxidative 0.2222  

EKFDKALKALP

MHIRL 

DPP IV inhibitor 0.7500 0.00020743953077836 

ACE inhibitor 0.8750 0.016290084323448 

Antioxidative 0.3125  

Neuropeptide 0.1250  

LDIQKVAGTW DPP IV inhibitor 0.5000 0.0017848651586169 

ACE inhibitor 0.6000 0.0064553959839069 

Antioxidative 0.2000  

YGGVSLPEW DPP IV inhibitor 0.7778 9.1025184031646E-5 

ACE inhibitor 0.6667 0.0011667604840788 

TQTMKGLDIQK

VAGTW 

DPP IV inhibitor 0.6875 0.0011394410235585 

ACE inhibitor 0.6875 0.0050567801407289 

Antioxidative 0.1250  

Neuropeptide 0.0625  

VTQTMKGLDIQ

KVAGTW 

DPP IV inhibitor 0.7059 0.0010724150809963 

ACE inhibitor 0.6471 0.0047593224853919 

Antioxidative 0.1176  

Neuropeptide 0.0588  

FDKALKALPMHI

RL 

DPP IV inhibitor 0.7143 0.00021486855122408 

ACE inhibitor 0.8571 0.016093261437802 

Antioxidative 0.3571  

Neuropeptide 0.1429  

IIVTQTMKGLD DPP IV inhibitor 0.7273 3.4764071887929E-5 

ACE inhibitor 0.3636 0.001330034952869 

Neuropeptide 0.0909  

IIVTQTMKGLDI

QKVAGTW 

DPP IV inhibitor 0.6842 0.00095952928299667 

ACE inhibitor 0.5789 0.0042583411711401 

Antioxidative 0.1053  

Neuropeptide 0.0526  

KPTPEGNL DPP IV inhibitor 0.1250 0.00010195521445895 

ACE inhibitor 0.5000 0.0061277439793216 

Antioxidative 0.1250  

Neuropeptide 0.1250  

DTDYKKYLLF DPP IV inhibitor 0.6000  

ACE inhibitor 0.8000 0.011989824535284 

Antioxidative 0.5000  

Neuropeptide 0.1000  

Opioid agonist 0.1000 0.000625 

DPP IV inhibitor 0.6667 0.0012154037584624 
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QTMKGLDIQKV

AGTW 

ACE inhibitor 0.6667 0.0053938988167775 

Antioxidative 0.1333  

Neuropeptide 0.0667  

NENKVLVL DPP IV inhibitor 0.6250 0.0033783783783784 

ACE inhibitor 0.2500 0.010316922613671 

Antioxidative 0.1250  

WWENPGVF DPP IV inhibitor 0.7500 0.00022530641672675 

ACE inhibitor 0.3750 0.013621483375959 

Antioxidative 0.1250  

EELKPTPEGNL DPP IV inhibitor 0.4545 7.4149246879238E-5 

ACE inhibitor 0.4545 0.28854745016678 

Antioxidative 0.3636  

Neuropeptide 0.0909  

AMAASDISLL DPP IV inhibitor 0.5000 5.0366870673818E-5 

ACE inhibitor 0.1000 0.00016129032258065 

YSLAMAASD DPP IV inhibitor 0.6667 5.5963189637575E-5 

ACE inhibitor 0.3333 0.00064225880701186 

VRTPEVDKEALE

KFDKA 

DPP IV inhibitor 0.5294 0.00019037825297283 

ACE inhibitor 0.5882 0.005495178051798 

VRTPEVDKEALE
KFDKALKALPM

HIRL 

DPP IV inhibitor 0.6667 0.00022537408831487 

ACE inhibitor 0.7407 0.01053359115468 

Antioxidative 0.1852  

Neuropeptide 0.0741  

ISLLDAQSAPLR

V 

DPP IV inhibitor 0.3846 4.0236299348984E-5 

ACE inhibitor 0.3846 0.0011907265468058 

LEKFDKALKALP

MHIRL 

DPP IV inhibitor 0.7059 0.00019523720543846 

ACE inhibitor 0.8824 0.015405891815114 

Antioxidative 0.2941  

Neuropeptide 0.1176  

LDAQSAPLRV DPP IV inhibitor 0.3000 1.2578616352201E-5 

ACE inhibitor 0.5000 0.0015479445108475 

IQKVAGTW DPP IV inhibitor 0.6250 0.0022310814482712 

ACE inhibitor 0.2500 0.00071630380341309 

Antioxidative 0.2500  

KVAGTW DPP IV inhibitor 0.6667 0.0029747752643616 

ACE inhibitor 0.6667 0.00076674782074664 

Antioxidative 0.3333  

MKGLDIQKVAG

TW 

DPP IV inhibitor 0.6154 0.001402388952072 

ACE inhibitor 0.7692 0.0062237294039741 

Antioxidative 0.1538  
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Neuropeptide 0.0769  

QKVAGTW DPP IV inhibitor 0.5714 0.0025498073694528 

ACE inhibitor 0.7143 0.00081863291818639 

Antioxidative 0.2857  

KFDKALKALPM

HIRL 

DPP IV inhibitor 0.7333 0.00020054398114247 

ACE inhibitor 0.8667 0.017376089945011 

Antioxidative 0.3333  

Neuropeptide 0.1333  

VEELKPTPEGNL
EIL 

DPP IV inhibitor 0.5333 5.4376114378108E 

ACE inhibitor 0.5333 0.2128146875988 

Antioxidative 0.2667  

Neuropeptide 0.0667  

KALPMHIRL DPP IV inhibitor 0.8889 0.00019056114696706 

ACE inhibitor 1.0000 0.0081490972746961 

Antioxidative 0.4444  

Neuropeptide 0.2222  

TQTMKGLD DPP IV inhibitor 0.7500 4.7800598845902E-5 

ACE inhibitor 0.5000 0.0018287980601949 

Neuropeptide 0.1250  

NENKVLVLDTD

YKKYLL 

DPP IV inhibitor 0.7059 0.0017284290999432 

ACE inhibitor 0.4706 0.010722358670151 

Antioxidative 0.3529  

Neuropeptide 0.0588  

YSLAMAASDISL DPP IV inhibitor 0.5833 7.5079536229413E-5 

ACE inhibitor 0.2500 0.00048169410525889 

PTPEGNL DPP IV inhibitor 0.5714 6.0277275467149E-5 

ACE inhibitor 0.4286 0.00050962948286111 

YVEELKPTPEGN

LE 

DPP IV inhibitor 0.5000 5.8260122547973E-5 

ACE inhibitor 0.5000 0.22683999094861 

Antioxidative 0.4286  

Neuropeptide 0.0714  

ALEKFDKALKA

LPMHIRL 

DPP IV inhibitor 0.7222 0.00024736956965075 

ACE inhibitor 0.8333 0.014550008936497 

Antioxidative 0.2778  

Neuropeptide 0.1111  

DTDYKKYLL DPP IV inhibitor 0.6667  

ACE inhibitor 0.5556 0.010965292670086 

Antioxidative 0.5556  

Neuropeptide 0.1111  

DPP IV inhibitor 0.5200 3.7657115167745E-5 
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DAQSAPLRVYV

EELKPTPEGNLEI

L 

ACE inhibitor 0.6400 0.13721979351848 

Antioxidative 0.3200  

Neuropeptide 0.0400  

VTQTMKGLD DPP IV inhibitor 0.7778 4.2489421196358E-5 

ACE inhibitor 0.4444 0.0016255982757288 

Neuropeptide 0.1111  

PMHIRL DPP IV inhibitor 0.8333  

ACE inhibitor 0.6667 0.00062721268806514 

Antioxidative 0.5000  

Neuropeptide 0.3333  

RTPEVDKEALEK
FDKALKALPMHI

RL 

DPP IV inhibitor 0.6538 0.00018748435315321 

ACE inhibitor 0.7308 0.010210291047576 

Antioxidative 0.1923  

Neuropeptide 0.0769  

Tabela 5. Avaliação da bioatividade de WPH T2 pelo Biopep, valores de A e B 

Os resultados obtidos pelo BioPep mostram que 4 sequencias derivadas de β-Lg tem 

maior potencial de exercer bioatividade, sendo estas KALPMHIRL: Inibição da ECA e de DPP 

IV (atividade anti-hipertensiva e antidiabética, respectivamente), com valores de A 1.0000 e 

0.8889, respectivamente; DTDYKKYLL atividade antioxidante, com valor de A 0.5556; 

AFNPTQL: inibição de DPP IV, com valor de A 0.8571; PMHIRL neuropeptídeo, valor de A 

0.3333 e DTDYKKYLLF efeito opioide, valor de A 0.1000. Estas sequencias também 

apresentaram score no PeptideRanker acima de 0,5 e suas estruturas químicas foram obtidas 

pelo Pep draw (Figura 9 A-E)  

 

 

 

A 

B 
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Figura 9. Estrutura química das sequências KALPMHIRL (A): DTDYKKYLL (B) AFNPTQL (C); PMHIRL 

(D) e DTDYKKYLLF (E) 

3.10. Avaliação do efeito ansiolítico do hidrolisado do soro do leite caprino  

O peixe-zebra (Zfa) possui um repertório comportamental rico e bem caracterizado [89] 

motivo pelo qual esse modelo in vivo foi utilizado para analisar o efeito do hidrolisado do soro 

do leite caprino (com 150 min de hidrólise) no comportamento ansiolítico e anticonvulsivante. 

Quanto a toxicidade do hidrolisado, nenhuma das diferentes doses administradas (4, 20 e 40 

mg.kg) foram tóxicas para os Zfa em até 96 h de análise (DL50 ˃ 40 mg.kg), pois não houve 

morte e nenhuma alteração anatômica aparente nos animais durante este período (p > 0,05). 

Estes resultados corroboram com aqueles preditos no ToxinPred. Assim, a atividade locomotora 

dos animais foi avaliada uma vez que esta técnica é muito utilizada para medir o nível de 

excitabilidade do sistema nervoso central (SNC), onde a diminuição da locomoção é resultado 

da depressão do SNC (Öztürk et al., 1996). Fármacos ansiolíticos como os benzodiazepínicos 

são relatados como responsáveis por reduzir a locomoção de Zebrafish adulto no teste de campo 

aberto e por isso foi usado Diazepan (DZP) como controle positivo e os resultados podem ser 

visualizados na figura 10 [47,51]. 

C 

D 

E 
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Figura. 10. Efeito do peptídeo sob o comportamento locomotor do peixe-zebra adulto no Teste de Campo Aberto 

(0–5 min).  

Ocorreu redução da locomoção dos peixes tratados com a menor dose (4mg.kg) do 

hidrolisado e os animais tiveram a atividade locomotora significativamente reduzida quando 

comparados com os grupos controle negativo (DMSO a 3 %), não havendo influência do 

aumento da dose no comprometimento motor (Fig. 12).  

Para avaliação ansiolítica utilizou-se o paradigma claro-escuro (Fig 11 A), um teste pré-

clínico frequentemente empregado para triagem de drogas ansiolíticas que observa a tendência 

dos animais apresentarem ansiedade inata de escapar de um compartimento bem iluminado para 

um compartimento escuro, uma resposta antipredatória natural adaptativa induzida e observada 

facilmente em Zfa adulto no aquário, similar ao que ocorre em roedores [90,91].  

 

Figura 11. Efeito do hidrolisado na ansiedade do Zfa no teste claro/escuro (0–5 min). (B) Efeito do flumazenil sob 

o comportamento ansiolítico dos animais tratados com WPH T2 (4, 20 e 40 mg.kg) no teste claro/escuro. 

Para o teste claro/escuro o hidrolisado ocasionou comportamento ansiolítico em todas 

as doses testadas, pois nos animais tratados estes permaneceram na área clara do aquário 

demonstrando um comportamento semelhante ao dos animais do grupo controle positivo (p > 

0,05). Houve uma diferença com relação ao efeito dose-dependente, o grupo com a menor dose 

administrada (4 mg/kg) ocasionou maior efeito ansiolítico (Fig. 11 A) sendo este até 

ligeiramente maior do que o efeito do DZP, diante disso a menor concentração foi escolhida 

para os experimentos posteriores.  

Investigou-se então o mecanismo de ação via complexo receptor GABAA - 

Benzodiazepina utilizando o flumazenil como antagonista (Fig. 11-B). O flumazenil é 

responsável por antagonizar os efeitos dos benzodiazepínicos e tem um perfil de seletividade 
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na subunidade α semelhante ao DZP no receptor GABAA [92]. O pré-tratamento com 

flumazenil reverteu o comportamento ansiolítico dos animais tratados com o hidrolisado, 

demonstrando que o efeito ansiolítico pode ocorrer através da interação no local de ligação dos 

benzodiazepínicos no GABAA.  

A reversão da convulsão induzida por PTZ também foi investigada (Fig. 12 A e B). O 

hidrolisado e o DZP aumentaram o tempo de latência para o aparecimento das crises induzidas 

por PTZ, principalmente nos estágios dois e três que são comportamentos semelhante ao clônico 

(principal fenótipo convulsivo medido). Quando comparado ao controle (DZP) o hidrolisado 

retardou significativamente as crises induzidas por PTZ nos estágios I (aumento drástico da 

atividade natatória e estágio) e II (comportamento em redemoinho) da convulsão. Além disso, 

o pré-tratamento com flumazenil bloqueou o efeito anticonvulsivante do hidrolisado nos três 

estágios, indicando que esse efeito também pode estar implicado no local de ligação dos 

benzodiazepínicos no receptor GABAA.  

 

Figura 12. (A) Efeito do hidrolisado na convulsão induzida por pentilenotetrazol em peixes-zebra adultos.  (B) 

Efeito do flumazenil (Fmz) na ação anticonvulsivante de WPH T2.  

O peixe-zebra é utilizado como modelo animal para crises convulsivas por apresentar 

regiões cerebrais totalmente desenvolvidas, com neurotransmissores e barreira 

hematoencefálica cruciais na epileptogênese [93]. Estudos indicam que peixes-zebra com 

ansiedade elevada apresentam maior suscetibilidade às crises evocadas por PTZ, que 

desencadeia convulsões devido ao antagonismo que exerce dos receptores GABAA no sistema 

nervoso central [94,95].  

O efeito ansiolítico observado do hidrolisado das proteínas do soro do leite pode estar 

relacionado aos aminoácidos tirosina e triptofano que são precursores de neurotransmissores 

cerebrais. Um aumento nas concentrações sanguíneas destes podem levar a maior síntese e 

liberação de, respectivamente, catecolaminas (dopamina, norepinefrina e epinefrina) e de 

serotonina (5-hidroxitriptamina), uma molécula que desempenha um importante papel na 

regulação do sono, no humor, na cognição e na ansiedade [96,97]. As proteínas β-Lg e α-La, 

presentes no soro do leite, contém altos níveis de tirosina e triptofano e vem sendo reportadas 

por desempenharem um importante papel a nível neurológico [97,98].  

O efeito neurológico destas proteínas pode estar relacionado a produção de serotonina 

no epitélio gastrointestinal resultando em uma modulação hipotalâmica por parte destes 
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neuropeptideos, reforçando seu efeito no eixo microbiota-intestino cérebro. Dentre as 

sequências de peptídeos identificadas no hidrolisado, a busca no BioPep retornou 32 sequencias 

com potencial efeito como neuropeptídeo, o que corresponde a mais de 50% do total de 

sequências identificadas. No que concerne aos resíduos de triptofano e tirosina, 16 sequencias 

exibem resíduos de triptofano em sua maior na porção N-terminal e 14 sequências apresentam 

resíduos de tirosina explicando assim o efeito ansiolítico observado no modelo Zebrafish.  

4. CONCLUSÃO  

A modificação dos parâmetros da atividade enzimática melhorou as características dos 

hidrolisados da proteína do soro do leite caprino mostrando que a otimização do processamento 

foi útil para de produzir peptídeos com propriedades tecnológicas e bioativas de grande 

interesse para a indústria de alimentos e farmacêutica, sendo assim um processo que pode ser 

utilizado em maior escala para produção de bioativos. Os hidrolisados obtidos apresentaram 

proteínas potencialmente bioativas, com boa solubilidade, contendo aminoácidos que 

desempenham um papel fisiológico importante. O hidrolisado do soro do leite caprino 

demonstrou um efeito antioxidante que levou a diminuição da ansiedade quando testado no 

modelo zebra-fish. Essas atividades biológicas reforçam o efeito funcional dos hidrolisados e 

traz uma nova perspectiva dentro de um modelo in vivo não usual para prospectar o hidrolisado 

da proteína do soro do leite caprino como um ansiolítico natural. Os resultados obtidos pelas 

análises in sílico reafirmam a obtenção de peptídeos bioativos pela hidrólise, onde 4 sequencias 

potencialmente bioativas foram identificadas sendo estas, KALPMHIRL: (atividade anti-

hipertensiva e antidiabética, respectivamente), DTDYKKYLL atividade antioxidante, 

AFNPTQL antidiabética; PMHIRL neuropeptídeo e DTDYKKYLLF com efeito opióides. 

Assim a partir dos resultados deste trabalho podemos prospectar a utilização dos hidrolisados 

do soro do leite como um ingrediente alimentar e/ou nutracêutico, fomentando a produção do 

leite caprino para este fim e reaproveitando um subproduto para geração de renda e 

comercialização. Novas estratégias podem ser desenhadas a partir dos dados para que se venha 

a estudar aplicações dos hidrolisados do soro do leite caprino e assim inseri-los no mercado de 

produtos bioativos. 
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MATERIAL SUPLEMENTAR  

 

Figura 1. (A) Gráfico 3-D e (B) gráfico de contorno da superfície de resposta para o grau de 

hidrólise em função do tempo e pH dos hidrolisados do soro do leite caprino. 
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Figura 2. Gráfico de Pareto: Influência das variáveis independentes na resposta (GH)  

 

 

 

 

Figura 3. Valores estimados e valores preditos no modelo do planejamento estatístico. 

 

 

Tabela 1. Análise de variância (ANOVA) para análise de modelo quadrático de superfície de 

resposta  

Fonte de variação SQ GL QM Valor f f tabelado 

Regressão 925,5687 4 231,3922 20,62 5,19 

Resíduo 56,1070 5 11,2214   

Falta de ajuste 55,9323 4 13,9831 80,04 224,58 

Erro puro 0,1747 1 0,1747   

Total 981,6757 - -   

R² 0,94285 - - -  
SQ: Soma quadrática; GL: Grau de liberdade; QM: Quadrado médio; f: Teste de Fischer;  
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Tabela 2. Sequencias e características dos peptídeos identificados em WPH T1 

Nº:Number; PI: Theoretical isoeletric point; MW: Molecular weight; Aa: Residues of amino 

acids; NC: Net charge; GRAVY: Grand average of hydropathy; HF: Hidrofilicity; EI: Estability 

Index; C: Classification 

 

Nº Sequence PI MW A

a 

NC GRAVY HF EI C 

1 YSLAM

AASDIS

L 

3.80 1.240.601 12 0.42 1.017 0.11 19.45 Stable 

2 VTQTM

KGLDIQ

KVAGT

W 

8.94 18.749.924 17 0.76 -0.100 -0.08 -

23,84 

Stable 

3 YVEELK

PTPEGN

L 

4.26 14.877.507 13 0.69 -0.900 -0.16 28.82 Stable 

4 YVEELK

PTPEGN

LEIL 

4.10 18.429.614 16 0.62 -0.431 -0.09 49.36 Instable 

5 EKFDKA

LKALPM

HIRL 

9.72 18.429.614 16 0.81 -0.237 -0.20 77.06 Instable 

6 WWENP

GVF 

4.00 10.334.657 8 0.62 -0.475 0.09 5.15 Stable 

7 IIVTQT

MKGLDI

QKVAG

TW 

8.94 21.011.606 19 0.68 0.384 0.01 -

24.75 

Stable 

8 DKALK

ALPMHI

RL 

10.01 15.048.911 13 0.77 0.062 -0.16 83.05 Instable 

9 KIDALN

ENKVLV

L 

6.42 14.678.661 13 0.77 0.331 -0.09 14.38 Stable 
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10 KFDKAL

KALPM

HIRL 

10.30 17.800.544 15 0.80 -0.020 -0.17 81.53 Instable 

11 AFNPTQ

L 

5.88 7.894.021 7 0.71 -0.129 -0.03 -6.31 Stable 

12 TQTMK

GLDIQK

VAGTW 

8.94 1.775.924 16 0.81 -0.369 -0.11 -

20.65 

Stable 

13 FDKALK

ALPMHI

RL 

10.01 16.519.596 14 0.71 0.257 -0.10 86.64 Instable 

14 DIQKVA

GTW 

6.19 10.165.291 9 0.78 -0.267 -0.07 -

26.68 

Stable 

15 ALEKFD

KALKAL

PMHIRL 

9.72 20.932.183 18 0.72  0.100 -0.13 69.61 Instable 

16 YGGVSL

PEW 

4.00 1.006.476 9 0.44 -0.100 0.09 37.18 Stable 

17 DTDYK

KYLL 

6.30 11.575.968 9 1.00 -1.167 -0.30  -7.81 Stable 

18 LEKFDK

ALKALP

MHIRL 

9.72 20.221.812 17 0.76 0.000 -0.16  

73.12 

Instable 

19 LKDYG

GVSLPE

W 

4.38 13.626.819 12 0.58 -0.375 -0.04 23.31 Stable 

20 NEPEDE

THL 

4.00 10.824.517 9 0.89 -2.133 -0.37 71.00 Instable 

21 VRTPEV

DKEALE

KFDKAL

KALPM

HIRL 

8.76 31.467.637 27 0.85 -0.407 -0.24 47.47 Instable 
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22 LDIQKV

AGTW 

6.19 11.296.132 10 0.70 0.140 -0.01 -

23.01 

Stable 

23 KPTPEG

NL 

6.35 8.544.498 8 0.75 -1.425 -0.25 10.44 Stable 

24 QTMKG

LDIQKV

AGTW 

8.94 16.748.763 15 0.80 -0.347 -0.11 -

17.67 

Stable 

25 QSAPLR

VYVEEL

KPTPEG

NL 

4.79 22.391.848 20 0.80 -0.615 -0.18 59.69 Instable 

26 VTQTM

KGLD 

6.19 9.915.009 9 0.78 -0.311 -0.15 -

18.36 

Stable 

27 GHKIMK

NLENTV

KE 

8.84 16.398.716 14 1.00 -1.114 -0.30 12.01 Stable 

28 TQTMK

GLD 

6.19 8.924.324 8 0.88 -0.875 -0.24 -

11.29 

Stable 

29 MAASDI

SLL 

3.80 9.194.684 9 0.33 1.389 0.15 22.60 Stable 

30 ILNEPE

DETHL 

4.00 13.086.198 11 0.73 -0.991 -0.19 77.42 Instable 

31 PMHIRL 10.11 7.654.319 6 0.83 0.150 -0.12 164.4

7 

Instable 

32 PEVDKE

ALEKFD

KALKAL

PMHIRL 

7.11 27.905.464 24 0.75 -0.417 -0.21 52.15 Instable 

33 IIVTQT

MKGLD 

6.19 12.176.689 11 0.64 0.564 0.01 -

20.92 

Stable 
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34 ISLLDA

QSAPLR

V 

6.19 13.817.928 13 0.69 0.692 -0.03 72.66 Instable 

35 IQKVAG

TW 

9.11 9.015.021 8 0.75 0.138 0.01 -

31.26 

Stable 

36 KYLKSL

FPPASE 

8.83 13.787.496 12 0.67 -0.433 -0.13 66.29 Instable 

37 RTPEVD

KEALEK

FDKALK

ALPMHI

RL 

8.76 30.476.953 26 0.88 -0.585 -0.27 48.91 Instable 

38 DTDYK

KYLLF 

6.30 13.046.652 10 0.90 -0.770 -0.21 -6.03 Stable 

39 EKFDKA

LKALPM

(+15.99)

HIRL 

9.72 1.925.092 16 0.54 -0.237 -0.13 77.06 Instable 

40 IIKYLKS

LFPPAS

E 

8.83 16.049.177 14 0.57 0.271 -0.01 52.19 Instable 

41 RDYLPI

VL 

6.19 9.875.753 8 0.75  0.675 -0.02  

22.21 

Stable 

42 KALPM

HIRL 

11.01 10.776.481 9 0.78 0.289 -0.11 134.3

8 

Instable 

43 IQIITF 5.88 7.334.374 6 0.50 2.017 0.32 28.90 Stable 

44 FDDKIA

KYIPIQ 

5.96 14.497.867 12 0.00 -0.258 -0.11 2.90 Stable 

45 INNQFL

PYPYYA

KPVA 

8.43 18.969.773 16 1.00 -0.259 -0.02 2.90 Stable 
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46 FDDKIA

KYIPIQ 

5.96 14.497.867 12 0.00 -0.260 -0.11 2.91 Stable 

 

Tabela 3. Sequencias e características dos peptídeos identificados em WPH T2 

Nº:Number; PI: Theoretical isoeletric point; MW: Molecular weight; Aa: Residues of amino 

acids; NC: Net charge; GRAVY: Grand average of hydropathy; HF: Hidrofilicity; EI: Estability 

Index; C: Classification 

Nº Sequence PI MW Aa NC GRAVY HF EI C 

1 VTQTM

KGLDIQ

KVAGT

W 

8.94 18.749.924 17 0.76 -0.100 -0.08 - 

23.8

4 

Stable 

2 YSLAM

AASDIS

L 

3.80 12.406.010 12 0.42 1.017 0.11 19.4

5 

Stable 

3 YSLAM

AASDIS

LL 

3.80 13.536.849 13 0.42 1.231 0.11 18.7

2 

Stable 

4 KIDALN

ENKVLV

L 

6.42 14.678.661 13 0.77 0.331 -0.09 14.3

8 

Stable 

5 YSLAM

AASDIS

LLDAQS

APLRV 

4.21 22.911.831 22 0.59 0.623 -0.00 52.6

4 

Instable 

6 YVEELK

PTPEGN

L 

4.26 14.877.507 13 0.69 -0.900 -0.16 28.8

2 

Stable 

7 IIVTQT

MKGLDI

QKVAG

TW 

8.94 21.011.606 19 0.68 0.384 0.01 -

24.7

5 

Stable 

8 YVEELK

PTPEGN

LEIL 

4.10 18.429.614 16 0.62 -0.431 -0.09 49.3

6 

Instable 

9 TMKGL

DIQKVA

GTW 

8.94 15.468.177 14 0.71  -0.121 -0.07 -

19.6

4 

Stable 

10 MAASDI

SLLDAQ

SAPLRV 

4.21 18.569.666 18 0.61 0.567 -0.03 62.1

1 

Instable 

11 AFNPTQ

L 

5.88 7.894.021 7 0.71  -0.129 -0.03 -6.31 Stable 

12 ILNEPE
DETHL 

4.00 13.086.198 11 0.73 -0.991 -0.19 77.4
2 

Instable 
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13 IVTQTM

KGLDIQ

KVAGT

W 

8.94 19.880.764 18 0.72 0.156 -0.03 -

26.6

8 

Stable 

14 DKALK

ALPMHI

RL 

10.01 15.048.911 13 0.77 0.062 -0.16 83.0

5 

Instable 

15 DIQKVA

GTW 

6.19 10.165.291 9 0.78 -0.267 -0.07 -

26.6

8 

Stable 

16 EKFDKA

LKALPM

HIRL 

9.72 19.090.970 16 0.81 -0.237 -0.20 77.0

6 

Instable 

17 LDIQKV

AGTW 

6.19 11.296.132 10 0.70 0.140 -0.01 -

23.0

1 

Stable 

18 YGGVSL

PEW 

4.00 10.064.760 9 0.44 -0.100 0.09 37.1

8 

Stable 

19 TQTMK

GLDIQK

VAGTW 

8.94 17.759.240 16 0.81 -0.369 -0.11 -

20.6

5 

Stable 

20 VTQTM

KGLDIQ

KVAGT

W 

8.94 18.909.873 17 0.52 -0.100 -0.05 - 

23.8

4) 

Stable 

21 FDKALK

ALPMHI

RL 

10.01 16.519.596 14 0.71 0.257 -0.10 86.6

4 

Instable 

22 IIVTQT

MKGLD 

6.19 12.176.689 11 0.64 0.564 0.01 -

20.9

2 

Stable 

23 IIVTQT

MKGLDI

QKVAG

TW 

8.94 21.171.555 19 0.48 0.384 0.01 -

24.7

5 

Stable 

24 KPTPEG

NL 

6.35 8.544.498 8 0.75 -1.425 -0.25 10.4

4 

Stable 

25 DTDYK

KYLLF 

6.30 13.046.652 10 0.90 -0.770 -0.21 -6.03 Stable 

26 QTMKG

LDIQKV

AGTW 

8.94 16.748.763 15 0.80 -0.347 -0.11 -

17.6

7 

Stable 

27 NENKVL

VL 

6.35 9.275.389 8 0.88 0.200 -0.11 27.7

4 

Stable 

28 WWENP

GVF 

4.00 10.334.657 8 0.62 -0.475 0.09 5.15 Stable 

29 EELKPT

PEGNL 

4.26 12.256.190 11 0.73 -1.327 -0.25 32.2

4 

Stable 

30 AMAAS

DISLL 

3.80 9.905.056 10 0.30 1.430 0.16 21.3

4 

Stable 
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31 YSLAM

AASD 

3.80 9.274.008 9 0.44 0.522 0.04  

22.6

0 

Stable 

32 VRTPEV

DKEALE

KFDKA 

4.95 19.740.421 17 0.94 -1.024 -0.35 8.06 Stable 

33 VRTPEV

DKEALE

KFDKAL

KALPM

HIRL 

8.76 31.467.637 27 0.85 -0.407 -0.24 47.4

7 

Instable 

34 ISLLDA

QSAPLR

V 

6.19 13.817.928 13 0.69 0.692 -0.03 72.6

6 

Instable 

35 LEKFDK

ALKALP

MHIRL 

9.72 20.221.812 17 0.76 0.000 -0.16  

73.1

2 

Instable 

36 LDAQSA

PLRV 

6.19 10.685.928 10 0.80 0.150 -0.14 91.4

6 

Instable 

37 IQKVAG

TW 

9.11 9.015.021 8 0.75 0.138 0.01 -

31.2

6 

Stable 

38 KVAGT

W 

9.11 6.603.595 6 0.67 0.017 0.01 -

45.0

2 

Stable 

39 MKGLDI

QKVAG

TW 

8.94 14.457.700 13 0.69 -0.077 -0.06 -

21.9

2 

Stable 

40 QKVAG

TW 

9.11 7.884.181 7 0.86 -0.486 -0.09 -

37.1

6 

Stable 

41 KFDKAL

KALPM

HIRL 

10.30 17.800.544 15 0.80 -0.020 -0.17 81.5

3 

Instable 

42 VEELKP

TPEGNL

EIL 

4.10 16.798.981 15 0.60 -0.373 -0.10  

51.9

9 

Instable 

43 KALPM

HIRL 

11.01 10.776.481 9 0.78 0.289 -0.11 134.

38 

Instable 

44 TQTMK

GLD 

6.19 8.924.324 8 0.88 -0.875 -0.24 -

11.2

9 

Stable 

45 NENKVL

VLDTDY

KKYLL 

6.46 20.671.252 17 0.94 -0.524 -0.21 9.51 Stable 

46 YSLAM

AASDIS

L 

3.80 12.565.958 12 0.25 1.017 0.07 19.4

5 

Stable 

47 PTPEGN

L 

4.00 7.263.548 7 0.57 -1.071 -0.13 21.2

7 

Stable 



133 

48 YVEELK

PTPEGN

LE 

4.10 16.167.933 14 0.71 -1.086 -0.20 27.4

7 

Stable 

49 ALEKFD

KALKAL

PMHIRL 

9.72 20.932.183 18 0.72  0.100 -0.13 69.6

1 

Instable 

50 DTDYK

KYLL 

6.30 11.575.968 9 1.00 -1.167 -0.30  -

7.81 

Stable 

51 DAQSAP

LRVYVE

ELKPTP

EGNLEI

L 

4.26 27.804.595 25 0.72 -0.368 -0.14 65.1

6 

Instable 

52 VTQTM

KGLD 

6.19 9.915.009 9 0.78 -0.311 -0.15 -

18.3

6 

Stable 

53 PMHIRL 10.11 7.654.319 6 0.83 0.150 -0.12 164.

47 

Instable 

54 RTPEVD

KEALEK

FDKALK

ALPMHI

RL 

8.76 30.476.953 26 0.88 -0.585 -0.27 48.9

1 

Instable 

 

 

Tabela 4. Sequências e características dos peptídeos identificados em WPH T3 

Nº:Number; PI: Theoretical isoeletric point; MW: Molecular weight; Aa: Residues of amino 

acids; NC: Net charge; GRAVY: Grand average of hydropathy; HF: Hidrofilicity; EI: Estability 

Index; C: Classification 

          

Nº Sequence PI MW Aa NC GRAVY HF EI C 

1 YVEELK

PTPEGN

L 

4.26 14.877.507 13 0.69 -0.900 -0.16 28.82 Stable 

2 KIDALN

ENKVLV

L 

6.42 14.678.661 13 0.77 0.331 -0.09 14.38 Stable 

3 EKFDKA

LKALPM

HIRL 

9.72 1.909.097 16 0.81 -0.237 -0.20 77.06 Instable 

4 KFDKAL
KALPM

HIRL 

10.30 17.800.544 15 0.80 -0.020 -0.17 81.53 Instable 

5 YGGVSL

PEW 

4.00 1.006.476 9 0.44 -0.100 0.09 37.18 Stable 
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6 VRTPEV

DKEAL 

4.68 12.556.771 11 0.91 -0.655 -0.29 3.51 Stable 

7 AFNPTQ

L 

5.88 7.894.021 7 0.71 -0.129 -0.03 -6.31 Stable 

8 LKDYG

GVSLPE

W 

4.38 13.626.819 12 0.58 -0.375 -0.04 23.31 Stable 

9 LDIQKV

AGTW 

6.19 11.296.132 10 0.70 0.140 -0.01 -

23.01 

Stable 

10 VRTPEV

DKEALE 

4.41 13.847.197 12 0.92 -0.892 -0.32 4.05 Stable 

11 VRTPEV

DKEALE

KFDKAL

KALPM

HIRL 

8.76 31.467.637 27 0.85 -0.407 -0.24 47.47 Instable 

12 FDKALK

ALPMHI

RL 

10.01 16.519.596 14 0.71 0.257 -0.10 86.64 Instable 

13 YVEELK

PTPEGN

LE 

4.10 16.167.933 14 0.71 -1.086 -0.20 27.47 Stable 

14 DKALK

ALPMHI

RL 

10.01 15.048.911 13 0.77 0.062 -0.16 83.05 Instable 

15 LEKFDK

ALKALP

MHIRL 

9.72 20.221.812 17 0.76 0.000 -0.16 73.12 Instable 

16 IQKVAG

TW 

9.11 9.015.021 8 0.75 0.138 0.01 -

31.26 

Stable 

17 QKVAG

TW 

9.11 7.884.181 7 0.86 -0.486 -0.09 -

37.16 

Stable 

18 ALEKFD

KALKAL

PMHIRL 

9.72 20.932.183 18 0.72 0.100 -0.13 69.61 Instable 

19 KPTPEG

NL 

6.35 8.544.498 8 0.75 -1.425 -0.25 10.44 Stable 

20 DIQKVA

GTW 

6.19 10.165.291 9 0.78 -0.267 -0.07 -

26.68 

Stable 

21 ILNEPE

DETHL 

4.00 13.086.198 11 0.73 -0.991 -0.19 77.42 Instable 

22 KALPM

HIRL 

11.01 10.776.481 9 0.78 0.289 -0.11 134.3

8 

Instable 

23 KVAGT

W 

9.11 6.603.595 6 0.67 0.017 0.01 -

45.02 

Stable 

24 IIVTQT

MKGLD 

6.19 12.176.689 11 0.64 0.564 0.01 -

20.92 

Stable 

25 TQTMK

GLD 

6.19 8.924.324 8 0.88 -0.875 -0.24 -

11.29 

Stable 
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26 NSAEPE

QSL 

3.80 9.734.352 9 0.89 -1.289 -0.26 119.8

2 

Instable 

27 LDAQSA

PLRV 

6.19 10.685.928 10 0.80 0.150 -0.14 91.46 Instable 

28 DTDYK

KYLL 

6.30 11.575.968 9 1.00 -1.167 -0.30 -7.81 Stable 

29 SPRQPQ

NQNPKL

PLSIL 

11.01 19.290.796 17 1.06 -1.059 -0.28 76.35 Instable 

30 KALPM

HIRLAF

NPTQL 

11.01 1.907.045 16 0.38 0.106 -0.04 73.45 Instable 

31 KALKAL

PMHIRL 

11.17 13.898.643 12 0.75 0.358 -0.11 96.21 Instable 

32 VRTPEV

DKEALE

KFDKAL

KALPM 

6.62 26.274.355 23 0.78 -0.504 -0.24 9.97 Stable 

33 IIKYLKS

LFPPAS

E 

8.83 16.049.177 14 0.57 0.271 -0.01 52.19 Instable 

34 AFNPTQ

LEGQCH

V 

5.25 14.426.613 13 0.69 -0.369 -0.09 20.49 Stable 

35 EALEKF

DKALK

ALPMHI

RL 

8.84 22.222.607 19 0.74 -0.089 -0.16 66.47 Instable 

36 EKFDKA

LKALPM

HIRL 

9.72 1.925.092 16 0.54 -0.237 -0.13 77.06 Instable 

37 KDYGG

VSLPEW 

4.38 12.495.979 11 0.64 -0.755 -0.09 32.24 Stable 

38 VSLPEW 4.00 7.293.698 6 0.50 0.200 0.08 44.35 Instable 

39 DKEALE

KFDKAL

KALPM

HIRL 

8.76 24.653.828 21 0.81 -0.433 -0.23 57.05 Instable 

40 SKEPSIS

REDL 

4.68 12.596.357 11 1.09 -1.327 -0.40 79.13 Instable 

41 VRTPEV

DKEALE

KFDKA 

4.95 19.740.421 17 0.94 -1.024 -0.35 8.06 Stable 

42 KTKIPA

VF 

10.02 9.025.589 8 0.62 0.400 -0.04 18.61 Stable 

43 DKVGIN

Y 

6.18 8.074.127 7 0.86 -0.557 -0.14 -

39.94 

Stable 

44 ALKALP

MHIRL 

11.01 12.617.693 11 0.64 0.745 -0.02 104.0

5 

Instable 
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45 VRTPEV

DKEALE

KFDKAL

KA 

6.62 22.862.583 20 0.90 -0.785 -0.31 4.11 Stable 

46 PMHIRL 10.11 7.654.319 6 0.83 0.150 -0.12 164.4

7 

Instable 
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4.2  ARTIGO 2 

 

 

O seguinte artigo foi submetido a publicação no periódico Food Hydrocolloids, fator 
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ABSTRACT  

A ação enzimática ocasiona a formação de sequências proteicas fragmentadas das 

proteínas nativas as quais exercem diversas atividades biológicas. Entretanto, esses materiais 

são instáveis, hidrofóbicos, com sabor amargo e suscetíveis a degradação pelas condições 

gastrointestinais perdendo sua bioatividade. Portanto, o objetivo desse estudo foi encapsular 

um hidrolisado proteico do soro do leite caprino e avaliar as características estruturais, 

biológicas e o comportamento diante das condições gastrointestinais simuladas. O hidrolisado 

foi encapsulado por gelificação iônica usando como encapsulante alginato de sódio. Além disso 

foi avaliada a influência da liofilização e de um revestimento com soro do leite concentrado nas 

características das cápsulas. A liofilização das cápsulas provou ser uma estratégia útil para 

melhorar a solubilidade, taxa e eficiência de encapsulação, e, ao adicionar o revestimento de 

soro do leite caprino concentrado as cápsulas absorveram menos água do ambiente e mostraram 

menor atividade de água o que reflete em maior estabilidade. Estas cápsulas revestidas e secas 

demonstraram uma boa atividade antioxidante que foi preservada após as condições de digestão 

gastrointestinal exibindo maior quantidade de frações bioacessíveis ao fim da simulação in 

vitro. Dessa forma, a encapsulação se mostrou uma estratégia eficaz de proteção de estruturas 

proteicas hidrolisadas que pode ser útil na valorização da aplicação destes compostos e 

promover maiores oportunidades de utilizar hidrolisados proteicos do soro do leite caprino para 

o desenvolvimento de novas formulações de alimentos funcionais e de nutracêuticos. 

Palavras-chave: peptídeos bioativos; soro do leite de cabra; microencapsulação; 

hidrolisados proteicos; bioacessibilidade; digestibilidade de hidrolisados; 

1. INTRODUÇÃO 

A indústria láctea é responsável pela geração de diversos tipos de resíduos e 

subprodutos, dentre eles o soro do leite, obtido pela coagulação da caseína que corresponde a 

mailto:belcampos.va@gmail.com
mailto:santi.tatiane@gmail.com
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um volume de aproximadamente 80-95% do leite retendo até 55% dos nutrientes (Tsermoula 

et al., 2021). Devido aos seus efeitos benéficos a saúde, seu alto valor nutricional e a presença 

de componentes bioativos, produtos derivados de leite caprino tem se destacado no mercado, 

gerando a atenção de produtores, investidores e pesquisadores (dos Santos et al., 2023).  

Em especial, as proteínas do soro do leite caprino são de alta qualidade biológica,  com 

alto score de digestibilidade devido a pontuação de aminoácidos indispensáveis (DIAAS) e um 

substrato de interesse para processos como fermentação e a hidrólise enzimática, um processo 

controlado de fácil aplicação que produz fragmentos proteicos de baixo peso molecular, 

chamados de peptídeos bioativos (geralmente com 2 a 20 resíduos de aminoácidos) com alto 

potencial biológico e tecnológico (Ballatore et al., 2020; Herreman et al., 2020; Kheroufi, 

Brassesco, Campos, Boughellout, et al., 2022) 

Dentre as proteínas do soro do leite caprino é marcante a presença de beta-

lactoglobulina, alfa-lactoalbumina, albumina sérica, lactoperoxidase, lactoferrina, dentre outras 

(Campos et al., 2022). Estas proteínas, nos últimos anos, vêm sendo cada vez mais abordadas 

como componentes funcionais, sendo um dos efeitos mais reportados baseados em sua 

influência em desordens metabólicas devido ao seu potencial anti-hipertensivo, antidiabético, 

antioxidante, de regulação de apetite (Boscaini et al., 2023; Du, Jing, et al., 2022; Hussein et 

al., 2020). Além disso outros efeitos de interesse à indústria de alimentos também vêm sendo 

reportados, como o potencial antibacteriano, emulsificante, espumante que reforçam a 

relevância das proteínas do soro do leite em diferentes contextos  (Medeiros et al., 2018; Minj 

& Anand, 2020).  

Dada a versatilidade do soro do leite caprino, os hidrolisados tem potencial de serem 

explorados na indústria de nutracêuticos, como aditivos ou ingrediente alimentar, contudo 

poucos estudos tem sido reportados com esse enfoque até agora (Aguilar-Toalá et al., 2022; 

Singh et al., 2022). Essa dificuldade se relaciona principalmente a bioavaliabilidade destes após 

a ingestão, devido a sensibilidade dessas estruturas frente a digestão no trato gastrointestinal 

(Chakrabarti et al., 2018).  

A encapsulação aparece como um processo promissor para contornar problemas da 

utilização de peptídeos bioativos (como sabor amargo, higroscopicidade e interações com a 

matriz alimentar) viabilizando assim maior estabilidade, integridade estrutural e 

consequentemente manutenção da bioatividade (Oliveira Lima et al., 2021; Sarabandi & Jafari, 

2020).  

Existem diversos métodos de encapsulação de bioativos e é imprescindível optar por 

uma técnica apropriada a aplicação desejada do material encapsulado conjunto à escolha de um 

material de parede que seja comestível, biodegradável, não tóxico e de baixo custo (Aguilar-

Toalá et al., 2022). Dentre essas, a gelificação iônica é fundamentada na formação de ligações 

cruzadas por polieletrólitos na presença de íons, não necessita de equipamentos especializados, 

altas temperaturas ou solventes e pode ser usada em combinação com a liofilização é uma 

técnica adequada para compostos sensíveis ao calor (como peptídeos) por ser baseada apenas 

na mudança de fases da água (Nasri et al., 2021; Rezvankhah et al., 2020). 

Em relação aos materiais de parede o alginato de sódio é um polissacarídeo amplamente 

utilizado nas técnicas de encapsulação por apresentar múltiplas vantagens como o  baixo custo, 

alta viscosidade, biodegradabilidade e ser seguro para consumo (Aguilar-Toalá et al., 2022; 

Alvarado et al., 2019). Já o soro do leite pode ser aplicado tanto como material de parede ou 

como revestimento, uma vez que suas proteínas concentradas formam géis firmes e apresentam 

sítios de ligação com outros compostos o que desperta o interesse em utiliza-lo na 



140 

microencapsulação, sendo muito comum seu uso em processos de encapsulação por spray-

drying (Krunić et al., 2019).  

Nos últimos anos há um crescente interesse em encapsular hidrolisados do soro do leite. 

Giroldi et al. (2022) encapsularam hidrolisados proteicos bubalinos usando spray drying com 

goma arábica e maltodextrina como agentes encapsulantes. Corrêa et al. (2023) encapsulou 

hidrolisado de soro de ovelha testando o efeito do spray drying e da liofilização utilizando goma 

arábica como material de parede e Du, Huang. (et al., 2022) encapsulou hidrolisados do soro 

do leite de cabra a partir de um sistema de nanossomas, vesículas de bicamada compostas por 

surfactantes não iônicos e colesterol, semelhantes a lipossomas.  

Contudo, a encapsulação de hidrolisados de soro de leite caprino utilizando alginato de 

sódio e o soro do leite concentrado como revestimento não foi reportada na literatura até agora 

logo o objetivo desse estudo foi avaliar a encapsulação de um hidrolisado proteico do soro do 

leite caprino, analisando a influência da adição de um revestimento proteico e da secagem por 

liofilização nas características morfológicas, estruturais, bioativas e investigar o 

comportamento das cápsulas frente ao processo de digestão gastrointestinal simulada avaliando 

também a bioacessibilidade. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1. Materiais  

O leite caprino foi obtido do setor de caprinocultura da Universidade Federal da Paraíba. 

A pepsina (800-1000 U/mg proteína) utilizada foi adquirida da Sigma e Aldrich (St. Louis, MO, 

USA). As membranas de diálise da Spectrum™ Labs Spectra/Por™ Dry Dialysis Kits e tinham 

34 mm de diâmetro/20 cm de comprimento. O sistema de eletroforese utilizado foi da marca 

Loccus o marcador de peso molecular da GE Healthcare Life Sciences, (Nova Jersey, USA). 

Os reagentes 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid – TROLOX, ortho-

phthalaldehyde (OPA), Pentilenetetrazol (PTZ), os padrões serina, e albumina sérica bovina  da 

Sigma e Aldrich (St. Louis, MO, USA) O TPTZ foi adquirido da Dinâmica, São Paulo, Brasil. 

Os materiais usados para encapsulação foram alginato de sódio (Ultrapan, Valinhos, São Paulo, 

Brasil) e cloreto de cálcio di-hidratado - CaCl2 (química moderna, Barueri, São Paulo, Brasil). 

Os outros reagentes e soluções utilizados foram todos de grau analítico. 

2.2. Preparação do hidrolisado do soro do leite de cabra rico em peptídeos 

O leite caprino foi desnatado em desnatadeira industrial com capacidade de 50 L, 

(modelo aberta 480 West, Brasil.). Em seguida, o leite foi submetido a precipitação ácida e 

processado até a obtenção de um concentrado proteico de acordo com o protocolo estabelecido 

em trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa (Campos et al., 2022). Foi utilizada a pepsina 

(concentração enzima substrato 1:50) para produzir fragmentos de baixo peso molecular a partir 

das proteínas do soro do leite caprino em um protocolo de hidrólise controlado. O soro do leite 

caprino foi reconstituído em uma solução de 6% (p/v) preparada em tampão fosfato 0,1 mol L-

1 e deixado sob agitação leve por 1 h para completa solubilização. As condições da reação como 

tempo e pH (150 min e pH 2,2) foram estabelecidas com base em um estudo prévio do nosso 

grupo que obteve nessas condições um hidrolisado rico em frações de peptídeos de baixo peso 

molecular. Para as análises subsequentes foram utilizadas o soro do leite não hidrolisado – 

WPNH e o hidrolisado proteico - WPH (Ahmed et al., 2015; Tondo et al., 2020).  

O grau de hidrólise foi determinado a partir da metodologia do OPA (o-ftaldialdeído) 

onde 100 µL de amostra (1 mg/mL) foi adicionado a 750 µL do reagente OPA, após 2 min em 

contato a absorbância foi medida no comprimento de onda de 340 nm (Silvestre et al., 2013; 

Spellman et al., 2003) o grau de hidrólise foi determinado pela seguinte equação:  
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GH (%) = ΔAbs x 1,934 d / c        (Eq. 1) 

Onde ΔAbs é o valor da absorbância da amostra teste subtraído do valor da absorbância 

da amostra não hidrolisada. O valor fixo de 1,934 é o valor da massa molecular para as proteínas 

do soro do leite que é de 23644 Da, o componente d é o fator de diluição e c o valor obtido de 

proteína total pelo método de Kjeldahl. 

2.3. Determinação da atividade antioxidante  

A capacidade antioxidante foi avaliada antes e depois da hidrólise por 2 métodos 

diferentes. Para avaliar o poder de redução total a amostra foi solubilizada na proporção de 1: 

2,5: 2,5 com tampão fosfato de sódio (0,2 M pH 6.6) e Ferricianeto de potássio (1% p/v). A 

mistura foi levada ao banho-maria a 50 ºC por 30 min e após resfriamento uma solução de ácido 

tricloroacético foi adicionada na mesma proporção (10% p/v) e centrifugada 2000 g por 10 min. 

Logo após, 1 mL do sobrenadante foi adicionado a 1 mL de água ultrapura e 200 µL de cloreto 

de ferro III (1% p/v) esse sistema foi deixado em repouso por 10 min em temperatura ambiente 

(25 ºC) e a absorbância foi medida a 700 nm usando um espectrofotômetro UV-Vis (Drawell-

DU 8200, Shanghai Drawell Scientific Instrument Co., Ltd.) com água destilada como branco. 

. Os resultados foram expressos em densidade ótica com relação a absorbância mensurada 

(Krunić & Rakin, 2022; Oyaizu, 1986). 

Para o método FRAP (Poder antioxidante de redução do ferro) procedeu-se o seguinte 

protocolo: Foram preparadas as soluções de 2,4,6-Tris (2-piridil)-s-triazina – TPTZ 10 mM 

diluída em uma solução de HCl 40 mM; Cloreto Férrico 20 mM; tampão acetato 0,3 M pH 3,6 

e sulfato ferroso 2 mM. Para o preparo do reagente FRAP foram misturadas as soluções tampão, 

TPTZ e FeCl3 na proporção de 10:1:1. Após foi adicionado 2,7 mL do reagente FRAP a uma 

alíquota de 120 µL das amostras e incubados a 37 ºC por 30 min protegidos da luz. A 

absorbância foi medida no comprimento de 593 nm e utilizou o reagente FRAP como branco. 

Os resultados foram calculados com base em uma curva padrão determinada com sulfato 

ferroso FeSo4 (500 a 2000 mM) e expressos em µmol de FeSO4/mg de amostra (Rufino et al., 

2006). 

2.4. Caracterização estrutural e térmica  

2.4.1. Espectroscopia de dicroísmo circular - CD  

A estrutura secundária de WPNH e WPH foi investigada por espectroscopia de 

dicroísmo circular (CD) em espectropolarímetro (J-815), equipado com termocontrolador 

(PTC-423S/15 Peltier JASCO, Tóquio, Japão). As amostras foram solubilizadas em água 

ultrapura, clarificadas por centrifugação a 10.000 × g por 10 min e quantificadas em um 

espectrofotômetro NanoDrop 2000C (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) a 280 nm. As 

medições dos espectros de CD das amostras com  concentração final de ≈ 0,2 mg/mL foram 

feitas em uma faixa de 180-260 nm a 20 °C, a velocidade de varredura foi de 50 nm/min, a 

largura de banda de 2,0 nm, o tempo de resposta de 1,0 s, passo de dados de 0,5 nm e um fluxo 

constante de gás nitrogênio para evitar interferência de oxigênio.  

Os espectros de CD finais correspondem a 20 medições, que foram acumuladas, 

calculadas em média e corrigidas a partir de água ultrapura (Costa et al., 2021; Grabner et al., 

2017; Lakowicz, 1983). Como as amostras eram constituídas por mistura de proteínas (WPNH) 

ou peptídeos (WPH) com proporções e pesos moleculares indefinidos, os espectros de CD 

foram normalizados para elipticidade específica a partir do comprimento do caminho óptico (l) 

e concentração de massa. A estimativa de conteúdo das estruturas secundárias para cada 

amostra foi realizada no servidor online DichroWeb (Miles et al., 2022), usando o algoritmo 

CDSSTR (Johnson, 1999) e os graus experimentais de elipticidade (θ) e alcance espectral (λ) 

como os dados de entrada. 
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2.4.2. Análise do tamanho da partícula 

A estrutura terciária/quaternária foi investigada por dispersão dinâmica de luz -DLS 

em um instrumento DynaPro Titan (Wyatt Technology, Santa Barbara, EUA). O preparo da 

amostra seguiu aquele descrito no tópico anterior. As medições DLS das amostras com uma 

concentração final de ≈ 3,5 mg/mL foram feitas a 20°C, usando uma cubeta de quartzo (l = 0,15 

cm). Para cada amostra, foram coletadas 10 aquisições de 10 s cada após a estabilização da 

temperatura e potência do laser (Cardoso et al., 2020; Magro et al., 2020). Assim, a distribuição 

dos tamanhos das partículas SLC e SLCH foi expressa em raio hidrodinâmico e 

polidispersidade. 

2.4.3. Caracterização das propriedades térmicas 

A análise termogravimétrica (TGA) foi realizada nas amostras de soro do leite 

concentrado, hidrolisado livre e nas cápsulas utilizando um analisador termogravimétrico 

SHIMADZU modelo DTG-60 H. O ensaio não isotérmico foi feito utilizando 10 mg de amostra, 

em cadinho de alumínio com atmosfera de ar sintético e o protocolo seguido foi de: vazão de 

50 mL/min, taxa de aquecimento de 10 °C/min, rampa de 25 a 800 °C. Os parâmetros térmicos 

das cápsulas foram avaliados por calorimetria exploratória diferencial (DSC-60) (SHIMADZU) 

operada com gás nitrogênio a 20 mL/min. Posteriormente, as amostras foram aquecidas até 550 

°C a uma taxa de 10 °C/min. (Florentino et al., 2022). 

 

2.5. Avaliação das propriedades tecnológicas  

2.5.1. Capacidade de formação de espuma   

A habilidade de formação de espuma (FE) das proteínas SLC e SLCH foi feita usando 

a metodologia de Caessens et al. (1997) com modificações. As amostras solubilizadas em água 

ultrapura (1%, p/v) foram colocadas em provetas de vidro graduadas e homogeneizadas a 4000 

rpm por 1 min em Ultra-turrax. A morfologia das bolhas foi avaliada através de microscopia 

ótica, utilizando um microscópio REF e aumento de 5X. A FE foi calculada de acordo com a 

fórmula:  

FA (%) = [(V1-V0)/V0] x 100       (Eq. 2) 

 

 Onde V0: Volume inicial; V1: Volume após homogeneização 

2.5.2. Índice de atividade emulsificante 

Para determinar o índice de atividade emulsificante uma alíquota de 3 mL das amostras 

(0,2% p/v) foram homogeneizadas com 1 mL de óleo de milho (ϕ, fração de volume da fase 

dispersa = 0,25) em um Ultra-turrax por 3 min a 20.000 rpm. Após a homogeneização 20 µL 

da emulsão foi adicionado a 10 mL de SDS a 0,1 % (diluição da proteína 1/500) e a absorbância 

foi imediatamente mensurada a 500 nm (Chicón et al., 2009). A conversão do valor da 

absorbância para a unidade EAI (m2/g-1) foi feita de acordo com a seguinte fórmula (Pearce & 

Kinsella, 1978).  

EAI (m2/g-1) = 2T/ΦC        (Eq. 3) 

Onde, T: Turbidez = 2,3; A: absorbância a 500 nm; I: é o comprimento do caminho da 

luz (m); Φ: fração de volume da fase dispersa; C: concentração de proteínas antes da formação 

da emulsão. 

2.6. Microencapsulação do hidrolisado proteico 

2.6.1. Fabricação das cápsulas contendo o hidrolisado 

A encapsulação do hidrolisado proteico do soro caprino foi realizada pelo método de 

gelificação iônica por extrusão de acordo com a metodologia descrita por Lopes Neto et al. 
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(2021) e Ma et al. (2014). Inicialmente a amostra foi solubilizada em água destilada (10 mg.mL) 

e adicionada a solução de alginato de sódio, este sistema foi mantido sob agitação lenta por 30 

min para garantir a mistura dos componentes. A seguir a solução biopolimérica contendo o 

hidrolisado foi gotejada utilizando uma seringa de 1 mL em uma distância de aproximadamente 

30 cm sob uma solução de cloreto de cálcio (4% p/v) sob agitação continua e branda.  

Após a formação das cápsulas estas foram mantidas em repouso na solução de cálcio 

por 30 minutos para completar a gelificação, em seguida filtradas (utilizando papel filtro 

qualitativo tipo Whatman® 3MM n.4) e lavadas com água destilada. A quantidade de amostra 

a ser encapsulada foi estabelecida com base nos resultados de taxa de encapsulação, sendo 

testadas concentrações de 10, 25 e 50 mg.mL (Alvarado et al., 2019; Ma et al., 2014; Sarabandi 

et al., 2020).  

Uma vez estabelecida a concentração ideal de núcleo foi avaliada a influência do 

revestimento de uma solução de soro concentrado a 5% e da secagem por liofilização. Todos 

as cápsulas foram fabricadas com alginato como material de parede e assim foram estabelecidos 

4 tratamentos sendo estes: Cápsula sem revestimento e sem secagem (controle-T0); Cápsula 

com adição do revestimento proteico e não seca (T1); cápsula sem revestimento proteico, 

liofilizada (T2); e cápsula com revestimento liofilizada (T3). Os tratamentos T1 e T3 foram 

submergidos em uma solução de soro concentrado a 5% durante 60 min, cuidadosamente 

transferidas para placas de petri, congeladas (-20 ºC) e liofilizadas (T2 e T3) ou mantidos sob 

refrigeração (T0 e T1) para condução dos experimentos seguintes. 

2.6.2. Taxa e eficiência de encapsulação – EE 

Para o cálculo da taxa de encapsulação foram avaliados o conteúdo de proteína 

adicionado à solução biopolimérica e o conteúdo de proteína que ficou disperso na solução de 

cloreto de cálcio pelo método de Bradford (1976). Para mensurar a eficiência de encapsulação 

- EE as cápsulas foram solubilizadas (10 mg/mL de água destilada) e centrifugadas por 10 min a 

2500 × g, uma alíquota do sobrenadante foi retirada e o conteúdo de proteína determinado. 

Assim a EE (%) foi calculada com base na quantidade de proteína no sobrenadante em relação 

a quantidade de proteína inicial adicionada (Sarabandi et al., 2019) Para as cápsulas com 

revestimento proteico (T1 e T3) foi descontado o valor de proteína correspondente a solução.  

2.6.3. Solubilidade  

Para avaliação da solubilidade das cápsulas a amostras foram diluídas em água 

destilada em uma concentração de 1% (p/v), o pH foi ajustado (T: 25 ºC) com 1 M HCl ou 1 M 

NaOH para 3, 5 e 7 e a amostra foi centrifugada a 20000 g por 15 min a 23 °C. Uma alíquota 

do sobrenadante foi diluída (1:10) em tampão de dissociação (0,5M EDTA, 8 M Urea pH 10) 

e a absorbância foi medida no comprimento de onda de 280 nm. A solubilidade foi calculada a 

partir da razão entre a absorbância do sobrenadante e da suspensão antes da centrifugação 

(Giroldi et al., 2022; Jambrak et al., 2014). Os tratamentos com melhor eficiência de 

encapsulação e solubilidade foi escolhido para ser utilizado nas análises subsequentes.  

2.7. Avaliação das propriedades das cápsulas  

2.7.1. Características morfológicas e análise das propriedades físicas  

As cápsulas imediatamente após o processo de preparação foram analisadas usando 

um microscópio óptico (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Reino Unido) com ampliação de 5 

vezes. Para melhor visualização da superfície foram coradas com uma alíquota do reagente de 

Bradford (Krunić & Rakin, 2022).  

A morfologia das micropartículas, do soro do leite hidrolisado e não hidrolisado foi 

realizada utilizado microscópio eletrônico de varredura com detector eletrosecundário, Modelo 

LEO 1430 (Zeiss, Goettingen, Alemanha). As amostras foram dispostas em papel adesivo de 
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carbono e recobertas com uma fina camada de ouro 200 Å (ångström) a análise procedeu a uma 

tensão de aceleração de 10 kV, distância de trabalho de 10 mm e a magnitude de ampliação 

variou entre 50 a 100 x (Giroldi et al., 2022; Lopes Neto et al., 2021). 

A higroscopicidade das cápsulas foi avaliada de acordo com o método baseado na 

descrição de Cai & Corke. (2000) com as modificações realizadas por De Souza et al. (2019). 

As amostras foram dispostas em recipientes de plástico e inseridas em um sistema de atmosfera 

controlada, contendo solução saturada de NaCl (umidade relativa 75,29%), mantidas em estufa 

a 25 ºC por 7 dias. A higroscopicidade foi expressa em % de ganho de peso. A atividade de 

água (AOAC, 2016) das amostras foi monitorada antes de iniciar a análise de higroscopicidade 

e ao final dos 7 dias. 

As estruturas cristalinas das microcápsulas foram investigadas por difratôgrama de 

raios X equipado com tubo de cobre, usando radiação Cu-Kα (1,5418 Å) com uma tensão de 

30 kV e corrente de 30 mA. As amostras foram analisadas em uma faixa angular de difração de 

2θ =10°–50° e velocidade de 2° min−1  (Florentino et al., 2022). 

As amostras (5 mg/mL) foram avaliadas por Espectroscopia no infravermelho por 

transformada de Fourier (FTIR) (IR Prestige 21 SHIMADZU, Japão), utilizando o método de 

reflectância atenuada (ATR). Os espectros foram obtidos no modo de transmitância, na faixa 

de 4000 a 600 cm-1, com resolução de 4 cm-1 e 20 varreduras. 

2.8. Avaliação da digestibilidade gastrointestinal e da bioacessibilidade  

A capacidade de liberação das cápsulas foi avaliada a partir da metodologia descrita 

por Minekus et al. (2014) utilizando os protocolos simulados das fases digestivas oral, gástrica 

e intestinal para avaliar o comportamento de WPH, T2 e T3.O fluido salivar (pH 7,0) foi obtido 

preparando uma solução de Na2HPO4, KH2PO4 e NaCl e α-Amilase (EC 3.2.1.1) (200 U de 

atividade enzimática). O líquido gástrico (pH 3,0) foi obtido pela mistura de 0,31% de pepsina 

(EC 3.4.23.1) e NaCl 0,03 M e HCl 1 M. O fluido intestinal (pH 6,0) continha pancreatina e 

extrato de bile suína em NaHCO3 0,1 M.  

Na fase oral o fluido salivar foi colocado em contato com 50 mg das cápsulas e do 

hidrolisado livre, incubados a pH 7 por 2 min. Em seguida, o fluido gástrico (pH 3,0) foi 

adicionado e o sistema foi mantido sob incubação e agitação por 120 min. Após o fim do tempo, 

o fluido intestinal (pH 7,0) foi acrescentado e as amostras foram mantidas incubadas sob 

agitação por 120 min. Todo o protocolo foi realizado em incubadora tipo shaker sob condições 

fixas de 37 ºC e 150 rpm. 

 Alíquotas foram retiradas ao final de cada fase, e a reação foi interrompida por 

centrifugação (3000 x g por 20 min). O conteúdo de proteína foi determinado sendo o 

precipitado tido como a parte insolúvel (potencialmente não absorvível), enquanto o 

sobrenadante relativo as proteínas solúveis (provavelmente absorvíveis) (Ayala-Rodríguez et 

al., 2022). A atividade antioxidante, pelo método DPPH, foi avaliada para mensurar a proteção 

da bioatividade ocasionada pela encapsulação. 

O processo de absorção intestinal foi simulado a partir de um modelo de barreira 

epitelial onde a amostra digerida foi inserida em sacos de diálise (MW cut-off de 3 kDa) e 

imersos na solução de fluido intestinal a 37 ºC por 120 min com agitação manual e gentil a cada 

15 min para simulação dos movimentos peristálticos. Após a simulação amostra foi 

centrifugada a 3000 x g por 20 min e o conteúdo de proteína do sobrenadante foi determinado 

obendo-se o valor da bioacessibilidade com base na equação:  

BP (%) = (PT d / PT I)       (Eq. ) 
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Onde, BP: bioacessibilidade proteica; PT: teor de proteína da amostra digerida 

dialisada em mg/mL; PT I: conteúdo de proteína inicial da amostra não digerida 

2.9. Análises estatísticas  

Todos as análises foram realizadas em triplicata e avaliadas quanto ao teste de análise 

de variância ANOVA entre as médias. Para comparação entre os tratamentos foi realizado o 

teste de Tukey, assumindo que diferenças com valor de p <0,05 foram consideradas 

estatisticamente diferentes e os gráficos foram construídos utilizando o software GraphPad 

Prism 7.0 ou Origin Pro 8.0. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. Obtenção do hidrolisado proteico do soro do leite caprino e avaliação da atividade 

antioxidante  

Um hidrolisado proteico com GH de 37,2 % ±0,5 foi obtido contendo fragmentos de 

baixo peso molecular oriundos das proteínas do soro do leite de cabra, que apresentou maior 

potencial antioxidante (P < 0.05) quando comparado a proteína não hidrolisada para todos os 

métodos avaliados (Tabela 1) evidenciando que a hidrólise melhora a bioatividade das proteínas 

do soro do leite caprino. 

Tabela 1. Atividade antioxidante do WPH e WPNH pelos métodos de PRT (densidade ótica), FRAP (µmol 

Trolox/mg Ptn), ABTS e DPPH (µmol Trolox/mg Ptn). 

Amostra 
Screening de atividade antioxidante 

PRT FRAP ABTS DPPH 

WPH 0,483 ± 0,003a 475,04 ± 0,006a 2,71 ± 0,001a 3,26 ± 0,005a 

WPNH 0,209 ± 0,001b 225,33 ± 0,002b 0,43 ± 0,006b 2,57 ± 0,003b 

WPH – Soro do leite hidrolisado; WPNH – Soro do leite concentrado não hidrolisado. Letras minúsculas 

sobrescritas na mesma coluna representam uma diferença significativa (P < 0,05) entre os tratamentos. Todos os 

resultados foram realizados em triplicata e avaliados quanto a diferença utilizando o Teste de Tukey com 5% de 

significância. 

 

Pelos diferentes métodos testados foi observado que as proteínas e peptídeos 

apresentaram diferentes valores de atividade antioxidante. Essa tendência, de variabilidade nos 

resultados, a depender do método foi reportada por alguns autores como relacionada a interação 

do composto analisado com os radicais ABTS e DPPH, principalmente. Proteínas e peptídeos 

tendem a ter menor interação com o radical ABTS o que corrobora com os menores valores 

encontrados neste estudo para este método. Todavia, há uma maior afinidade destes (3,26 µmol 

Trolox/mg Ptn) frente ao radical DPPH, um composto com maior solubilidade em solventes 

apolares o que pode ser devido a interações hidrofóbicas com peptídeos e aminoácidos com 

essa característica (Kheroufi, Brassesco, Campos, Mouzai, et al., 2022; Krunić & Rakin, 2022).  

Estes resultados diferem dos encontrados por Bustamante et al. (2021) e Krunić & 

Rakin (2022), que testaram diferentes enzimas (tripsina, alcalase, quimiotripsina e 

flavourzyme) para a obtenção de hidrolisados do soro do leite e essa distinção pode estar 

relacionada ao sítio ativo da enzima, uma vez que a pepsina cliva ligações peptídicas entre Phe, 

Tyr, Trp e Leu sendo assim, os peptídeos gerados a partir da ação dessa enzima são formados 

por esses aminoácidos em suas cadeias laterais (Embiriekah et al., 2018).  



146 

Os aminoácidos Trp, Phe, Tyr, são doadores de prótons exercendo ação antioxidante 

ao impedir a cascata de reações de oxidação por quebrar a cadeia de radicais livres ao doar de 

átomo de hidrogênio (Hossain et al., 2012). Este fato está correlacionado com os resultados 

deste estudo, tendo em vista que o hidrolisado atingiu valores de 0,483 OD e 475,04 (µmol 

sulfato ferroso/mg) para as análises de PRT e FRAP.  

3.2. Alterações na estrutura secundária por espectroscopia de dicroísmo circular 

As modificações na estrutura secundária da proteína do soro do leite de cabra causadas 

pela atividade proteolítica da pepsina foram avaliadas por dicroísmo circular. O espectro 

normalizado com água ultrapura foi comparado com o espectro das proteínas nativas (Fig. 1). 
Figura 1. Elipticidade específica de WPNH (azul) e WPH (vermelho) 

  

Modificações surgiram na estrutura secundária resultantes da quebra das cadeias 

peptídicas pela pepsina. O soro do leite sem hidrólise possui organização secundária em água 

ultrapura, ao passo que a hidrólise de WP resultou em cadeias peptídicas sem a formação de α-

hélices- e folhas-β.  

O espectro de CD de WPNH (Fig.1) mostrou um pico fortemente positivo no 

comprimento de onda de 190-195 nm e um pico negativo em torno de 208 a 210 nm 

correlacionado a estrutura de α-hélice. O pico em WPH indica uma mudança intensa na 

elipticidade e a formação de um pico fortemente negativo indicando a perda da estrutura. Os 

resultados deste estudo foram semelhantes aos encontrados a outros estudos utilizando 

hidrolisados proteicos (Zheng et al., 2019). 

A análise de convolução da Tabela 2 indica que para WPH o menor % de α-hélices- e 

folhas-β está relacionado a desnaturação parcial das proteínas caracterizado pela perda 

estrutural. Uma vez que não houve aplicação de tratamentos que viessem a induzir tal alteração, 

o pH ácido ao qual a amostra foi submetida para a ação da pepsina em conjunto com a atividade 

proteolítica pode ter levado a um rearranjo das estruturas de α-hélices para uma forma de espiral 

aleatória, similar ao observado por Zheng et al. (2019). Nesse estado as hélices são enroladas 

umas sobre as outras para formar feixes super helicoidais consistindo em duas ou três hélices 

orientadas paralela ou antiparalelamente, que são oligômeros da mesma ou de cadeias 

diferentes, ou ainda hélices consecutivas da mesma cadeia polipeptídica (Lupas et al., 2017). 
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Tabela 2. Caracterização da estrutura secundária do soro do leite de cabra hidrolisado  

Estrutura  
α-Hélice 

regular 

α-Hélice 

distorcida 

Folha-β 

regular 

Folha-β 

distorcida 
“Turns” 

Não-

ordenada 

Fração (%) 1 4 27 14 11 42 

 

As alterações estruturais das proteínas do soro do leite caprino ocasionadas pela 

hidrólise pode representar uma alternativa para pessoas sensíveis as proteínas do leite, uma vez 

que esse processo melhora a digestibilidade destas tornando-as mais facilmente absorvida pelo 

organismo (Feng et al., 2022).  

 

3.3. Avaliação do tamanho das partículas por DLS  

O tamanho da partícula das amostras foi analisado usando dispersão de luz dinâmica 

(Tabela 3) e a intensidade do tamanho das partículas está esquematizada na Figura 2 (A e B). 

A amostra não hidrolisada (Fig 1B) apresentou maior tamanho de partículas (mais próximos 

aos 10 nm) e com 4 picos nas distribuições de tamanho de partícula (PSDs), enquanto o 

hidrolisado (Fig. 2B) exibiu três picos correspondentes a um tamanho de partícula mais 

próximos a 1 nm. Como a matriz estudada tratava-se de um pool proteico não foi possível 

determinar o tamanho individual das proteínas presentes. Comportamento similar aquele 

encontrado por Li et al. (2022) que notaram um tamanho em torno de 2–5 nm para proteínas 

purificadas do soro do leite exibindo um pico maior de 2,3 nm referente a β-lactoglobulina. 

 
Tabela 3 Raio hidrodinâmico (RH) e polidispersidade (PD)  

Amostra Raio hidrodinâmico (nm) Polidispersidade (%) Massa (%) 

WPNH 6,7 25,8 95,3 

WPH 2,5 23,4 97,4 

 

Figura 2. Distribuição do tamanho das partículas nas amostras de proteína do soro do leite caprino nativa (A) e 

hidrolisada (B) 

 

 
A 

B 
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Nota-se que houve uma diminuição no tamanho da partícula do hidrolisado em relação 

a proteína nativa, consistindo com o elevado grau de hidrólise, a obtenção de peptídeos, 

aminoácidos livres corroborando com resultados encontrados por Wang et al. (2021) na 

avaliação do tamanho de partículas de hidrolisados proteicos  

O menor valor do raio hidrodinâmico também pode estar relacionado a mudança na 

conformação da proteína para uma estrutura monomérica (apenas uma cadeia peptídica) 

refletindo na diminuição da polidispersidade, e consequente maior uniformidade do hidrolisado 

(Tabela 3). Tal comportamento indica que a hidrólise com pepsina melhorou a uniformidade 

das proteínas do soro do leite de cabra. (Costa et al., 2021; Du, Jing, et al., 2022) 

 

3.4. Propriedades térmicas  

A preservação da estrutura de uma proteína ou peptídeo está diretamente relacionada as 

propriedades biológicas, tecnológicas e de digestibilidade. Assim é importante avaliar o 

comportamento térmico de uma proteína tendo em vista que os aspectos funcionais podem ser 

comprometidos além de possibilitar a escolha de condições de processamento mais adequadas 

a conservação (Accardo et al., 2022). A estabilidade térmica das proteínas foi avaliada através 

da análise de TG e DSC (Fig 3.)  
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Figura 3. Curvas de comportamento térmico DSC (A e C) e TG (B e D) de WPNH (azul) e WPH (verde) 

 

 
 

De acordo com os termogramas é possível observar que a perda de massa do WPNH 

foi menor (91,61%) quando comparada as proteínas hidrolisadas (86,28%) indicando que estas 

são mais estáveis a aplicações de calor. A estrutura globular das proteínas do soro do leite (β-

Lg, α-La e imunoglobulinas) por apresentarem uma disposição espacial mais complexa 

conferem maior resistência térmica evidenciado na Figura 3 (A e C) (Qi & Onwulata, 2011).  

Os resultados de CD e DLS confirmaram que na amostra hidrolisada aconteceram 

alterações estruturais que ocasionaram a perda da estrutura terciária e secundária nos 

hidrolisados o que altera as interações intermoleculares como pontes de hidrogênio, interações 

hidrofóbicas e iônicas resultando na menor estabilidade térmica e corroborando com o 

encontrado por Tarhan et al. (2016) o qual observou que a desnaturação causada pela atividade 

enzimática influenciou negativamente na estabilidade térmica das amostras de um isolado 

proteico do soro do leite.  

Quanto ao comportamento frente as curvas de entalpia (Fig. 3 B e D) a amostra não 

hidrolisada apresentou fenômenos distintos: um pico com concavidade voltada para baixo 

(caráter exotérmico) em torno de 70 ºC, que segundo Tarhan et al. (2016) é correspondente a 

desnaturação da β-Lg e três picos voltados para cima (caráter endotérmico). Ao passo que WPH 

retornou apenas picos exotérmicos, um comportamento semelhantes ao encontrado por Abadía-

García et al. (2016). 

A ausência de picos endotérmicos em WPH pode estar correlacionada com a obtenção 

de peptídeos termicamente sensíveis que acabam sofrendo degradação com a aplicação de calor. 

Tendo que a bioatividade está relacionada com a manutenção estrutural são necessárias 

estratégias, como a encapsulação, que possam resguardar esses componentes.  

 

 

 

3.5. Propriedades tecnológicas  
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3.5.1. Atividade espumante  

A habilidade de uma proteína em exercer uma maior atividade espumante está 

relacionada a migração, desdobramento e reorganização mais rápida para a interface ar-água 

reduzindo a tensão superficial (Ryan et al., 2023). A atividade espumante (Fig. 4) aumentou 

como resultado da hidrólise das proteínas do soro do leite caprino (20,27 %) em comparação as 

proteínas nativas (4,2 %).  

Mudanças nas características das bolhas também foram observadas, para WPH as 

bolhas obtidas da formação da espuma foram maiores e mais uniformemente distribuídas na 

superfície enquanto que para WPNH estas se mostraram mais espalhadas e com diâmetro 

visualmente menor. Devido ao grau de hidrólise de 37% entende-se que houve a liberação de 

aminoácidos e fragmentos proteicos, estes por sua vez influenciaram no aumento da carga 

líquida e afetaram a adsorção interfacial das proteínas contribuindo com o aumento da formação 

de espuma (Karami & Akbari-adergani, 2019; Kheroufi, Brassesco, Campos, Mouzai, et al., 

2022). 

O comportamento da formação de espuma do hidrolisado obtido corrobora com os 

resultados encontrados na literatura para proteínas do soro do leite, que demonstram que o grau 

de hidrolise assim como a enzima utilizada podem influenciar positivamente nas características 

tecnológicas das proteínas sendo uma alternativa para aplicação em processos onde a formação 

de espuma é desejável (John & Ghosh, 2021; Kheroufi, Brassesco, Campos, Boughellout, et 

al., 2022; Kheroufi, Brassesco, Campos, Mouzai, et al., 2022; Ryan et al., 2023) 

Figura 4. Capacidade de formação de espuma e avaliação morfológica das bolhas 

 
A-C: microscopia ótica da morfologia das bolhas formadas pela formação de espuma do WPH. D-F: microscopia 

ótica da morfologia das bolhas formadas pela formação de espuma do WPNH. 

 

3.6. Avaliação do índice de atividade emulsificante (IAE)  

Proteínas do soro do leite são importantes emulsificantes naturais frequentemente 

aplicadas em diversos tipos de produtos. Com a hidrólise do soro do leite caprino houve 

aumento do IAE de 227,48 mg/m² para WPNH alcançando 391 mg/m² em WPH demonstrando 

que as frações de baixo peso molecular obtidas em WPNH possuem um bom potencial 

emulsificante, semelhante aos avaliados em outros trabalhos, (Kheroufi, Brassesco, Campos, 

Boughellout, et al., 2022; Kheroufi, Brassesco, Campos, Mouzai, et al., 2022). 
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Esse aumento pode estar relacionado a mudanças na conformação da proteína devido 

a hidrólise que alteraram a carga neutra residual, aumentando a tensão superficial. Essa 

alteração interfacial é relativa a uma maior exposição de grupamentos anfifílicos que aumentam 

a superfície de hidrofobicidade das proteínas possibilitando maior interação entre óleo/àgua 

(Karami & Akbari-adergani, 2019; Minj & Anand, 2020).  

Portanto, hidrolisar proteínas do soro do leite caprino configura uma alternativa eficaz 

para melhorar propriedades emulsificantes, podendo assim ser útil em aplicações tecnológicas 

na indústria de alimentos ou farmacêutica a exemplo o uso destas em nanoemulsões, as quais 

que apresentam propriedades físico-químicas distintas das emulsões convencionais (menores 

tamanhos de gotículas, maior área de superfície dentre outras) (Adjonu et al., 2022). 

3.7. Preparação das cápsulas contendo o soro do leite caprino hidrolisado  

As cápsulas contendo o hidrolisado proteico do soro do leite foram preparadas 

utilizando alginato de sódio como material de parede, uma vez que polissacarídeos tem sido 

descritos como bons agentes encapsulantes para hidrolisados bioativos (Wei et al., 2020). A 

concentração de hidrolisado que apresentou melhor taxa de encapsulação (TE) foi 10 mg/mL 

retornando EE de 95,8 %.  

Com o aumento da concentração de proteína na solução biopolimérica a TE diminuiu 

(25 mg/mL: 37,2 % e 50 mg/mL: 17,87 %) ou seja ocorreu dispersão da proteína e esta não foi 

englobada no núcleo da cápsula. Isto pode ter sido provocado pela menor solubilidade das 

proteínas na solução de alginato resultando em menor quantidade de hidrolisado encapsulado. 

Portanto, para fabricação das cápsulas e etapas subsequentes utilizamos a concentração de 10 

mg/mL de WPH. 

A eficiência de encapsulação (EE) e a solubilidade (Tabela 4) são parâmetros 

importantes para avaliar a efetividade da encapsulação e o potencial da sua aplicabilidade. A 

liofilização e o recobrimento melhoraram a EE e a solubilidade (com exceção do pH 5), 

corroborando com o estudo de Alvarado et al. (2019) com hidrolisados proteicos encapsulados 

com alginato de sódio. A interação entre o polissacarídeo e a proteína pode ter levado a 

formação de um filme protetor nas cápsulas, melhorando o poder de aprisionamento resultando 

em melhores características após o processo de secagem.  

Tabela 4. Teste de eficiência de encapsulação e avaliação da solubilidade do WPH encapsulado  

Tratamento EE % 
Solubilidade % 

pH 3 pH 5 pH 7 

T0 89,21 ± 0,02C 62,44 ± 0,20bD 54,56 ± 0,37cD 71,2 ± 0,08aD 

T1 92,02 ± 0,05B 81,57 ± 0,06aC 78,38 ± 0,33bC 82,28 ± 0,27aC 

T2 96,54 ± 1,12A 86,23 ± 0,12bB 75,54 ± 0,04cB 98,52 ± 0,23aB 

T3 98,28 ± 2,71A 105,7 ± 0,14bA 94,69 ± 0,25cA 119,5 ± 0,20aA 

T0 - Cápsula sem revestimento e sem secagem; T1-Cápsula com adição do revestimento proteico e não seca; T2- 

cápsula sem revestimento proteico, liofilizada; T3 - cápsula com revestimento liofilizada. Letras minúsculas 

sobrescritas diferentes na mesma linha, para o mesmo tratamento, representam uma diferença significativa (P < 

0,05). Letras maiúsculas sobrescritas na mesma coluna representam uma diferença significativa (P < 0,05) entre 

os tratamentos. Todos os resultados foram realizados em triplicata e avaliados quanto a diferença utilizando o 

Teste de Tukey com 5% de significância. 

É importante analisar diversos valores de pH pois possibilita ponderar a aplicação das 

cápsulas em diferentes matrizes alimentares (Giroldi et al., 2022). Na tabela 4 foi observado 
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que houve influência das variações de pH na solubilidade das cápsulas (Tabela 4) para todas as 

faixas de pH e em todos os tratamentos sendo o pH 7 a melhor condição para a solubilidade (P 

< 0,05). Quando as cápsulas foram submetidas as condições de pH próximo ao ponto isoelétrico 

das proteínas, a solubilidade diminuiu (P < 0,05) pois a soma das cargas em condições de pH 

próximo ao ponto isoelétrico ocasiona alterações intermoleculares que diminuem a interação 

proteína-água e aumentam a interação proteína-proteína. 

O revestimento proteico melhorou os valores de solubilidade, sugerindo que a 

combinação entre soro do leite caprino concentrado e alginato de sódio é promissora para 

encapsulação de hidrolisados proteicos, evidenciando a versatilidade do soro do leite para 

processos tecnológicos (de Araújo Etchepare et al., 2020; Sarabandi et al., 2018). Assim com 

base no comportamento evidenciado as cápsulas liofilizadas foram utilizadas para dar 

seguimento ao estudo, e assim podemos avaliar a influência do revestimento proteico nos 

encapsulados de WPH.  

3.8. Avaliação das propriedades das cápsulas de WPH 

A análise morfológica de WPNH, WPH e das cápsulas pode ser visualizada na Figura 5 

(A-D) por MEV e MO (apenas das cápsulas, Fig. 5 E-F) onde foi possível observar as 

características das partículas tais como tamanho, forma e aparência da superfície. WPNH e 

WPNH apresentaram algumas diferenças estruturais, para WPNH: as estruturas integras das 

proteínas foram visualizadas com rugosidades características de estruturas globulares das 

proteínas do soro do leite. Como resultado da hidrólise essas partículas aparecem fragmentadas 

e com tamanhos menores (Fig. 5 A-B) 

As cápsulas liofilizadas apresentam um formato esférico irregular com concavidades 

e rugas visíveis (aspecto de estruturas amassadas) (Fig. 5 C-D). Não houve rompimento, 

aparecimento de poros, de estruturas ocas e as cápsulas não estavam grudadas umas nas outras 

indicando resistência considerável do material de revestimento a secagem por liofilização. Tais 

aspectos diferem de outros resultados trabalhos que relatam que a secagem por liofilização 

ocasiona aspectos de estruturas rompidas (semelhantes a cacos de vidro) e perda da 

característica esférica (Corrêa et al., 2023; Giroldi et al., 2022; Ma et al., 2014)  

Pode ser observado que a adição do revestimento ocasionou uma superfície mais 

regular, mais esférica e rugosidades semelhantes as estruturas globulares das proteínas. A 

interação destas com o alginato de sódio resultou na formação de uma camada protetora viscosa 

e uniforme com aumento do diâmetro, que passou de 1158,62 mm (não revestida) para 1413,79 

mm (com revestimento) similar ao observado por Krunić & Rakin (2022) na encapsulação de 

probióticos com alginato e soro do leite concentrado.  

.
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Figura 5. Caracterização da morfologia das partículas  

(A) 
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(D) 
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(E) 

 

(F) 

 

Microscopia eletrônica de varredura (A-D): Soro do leite caprino concentrado (A) Soro do leite caprino hidrolisado (B) Cápsula sem revestimento (C) Cápsula com revestimento 

(D); Microscopia ótica: Cápsula sem revestimento (E) Cápsula com revestimento (F)
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A elevada higroscopicidade de hidrolisados proteicos é uma das desvantagens de 

aplicação destas partículas na formulação de novos produtos pois limita a fluidez do material e 

a estabilidade de armazenamento (SARABANDI et al., 2018). A encapsulação mostrou ser um 

tratamento eficiente para reduzir a aw e a higroscopicidade do hidrolisado proteico (Tabela 5) 

para valores condizentes com uma boa estabilidade microbiológica (<0,6) podendo ser uma 

alternativa efetiva na aplicação prática destes compostos bioativos, na indústria e/ou como 

nutracêutico. 

Adicionar um revestimento proteico influenciou nos valores de atividade de água e de 

higroscopicidade, pois, todos os tratamentos apesar de terem adsorvido água do sistema, após 

7 dias sob umidade saturada, T2 absorveu mais água do que a cápsula não revestida (p<0,05). 

Esse comportamento pode ser devido a exposição de grupos proteicos hidrofóbicos que 

aumentaram a espessura do material encapsulante, similar ao visto por por Ma et al., (2014).  

A análise de FTIR (Fig. 6) possibilita o estudo de interações intermoleculares como 

pontes de hidrogênio, interações hidrofóbicas, atrações eletrostáticas e forças de Van Der Waals 

que auxiliam na estabilidade das cápsulas (Bora et al., 2023).  

Figura 6. Espectros de FTIR das cápsulas e do hidrolisado livre. 

 

 ( ) WPH; ( ) T2, cápsula sem revestimento ( ) T3 cápsula com revestimento 

 

O soro do leite hidrolisado não encapsulado mostrou o aparecimento de características 

correspondentes a grupos de hidroxila em torno de 2922 a 3267, este pico foi atribuído à 

presença de trechos de amina. Os picos referentes aos grupos Amida I (1411 e 1632 ) e II (897) 

também foram identificados, resultados semelhantes aqueles identificados para proteína do soro 

do leite de cabra (Du, Huang, et al., 2022)  

Para as amostras encapsuladas observou-se o aparecimento de picos relativos aos 

grupos hidroxila em 3379 (CSR) e 3267 (CCR) correspondentes a interação entre grupos amina 

e os radicais hidroxila. O pico mais estreito identificado no tratamento com adição do 

revestimento é característico da formação de pontes de hidrogênio entre o material encapsulado 

e o agente encapsulante, resultados semelhantes foram encontrados por Bora et al. (2023) e 

Florentino et al. (2022). 
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As frequências de absorção de amida I, amida II e amida III foram 1649, 1544 e 

1029 cm-1, respectivamente para o hidrolisado livre, 1610, 1429 e 1028 para a cápsula sem 

revestimento e 1632, 1411 e 897 para a cápsula com revestimento. Essa alteração nas absorções 

pode ser consequência da diminuição de folhas β na estrutura da proteína (evidenciado nos 

resultados de CD) levando a exposição de locais hidrofóbicos e alterando interações com o 

alginato de sódio, um polissacarídeo.  

A produção de picos relacionados a essas porções indica também a presença de 

grupamentos específicos, sendo estes a vibração de estiramento CH2 assimétrica (Amida B), 

vibração de estiramento C═O (Amida I), vibração de flexão CH2, vibração de estiramento CN 

(Amida II), e a banda amida III produzida por vibração oscilatória de CH2 (Florentino et al., 

2022; Ochoa-Yepes et al., 2019). Observamos picos intensos sobrepostos entre o grupamento 

amino funcional (amida I e II) em T3 e o grupo carboxil o que ocorre devido a interações 

eletrostáticas entre grupos carboxila carregados negativamente (COO-) da solução de alginato 

e grupos aminos carregados positivamente (NH3
+) presente nos grupamentos proteicos. 

A análise de difração de raios X foi empregada com intuito de investigar a estrutura 

cristalina e o rearranjo atômico das cápsulas produzidas. Os espectros obtidos (Figura 7) 

mostram que todos os materiais testados apresentam padrões de cristalinidade, mas exibiram 

diferenças na intensidade dos picos. Os difratogramas do soro hidrolisado e da cápsula com 

revestimento exibiram picos mais intensos e consequentemente apresentam um padrão 

cristalino mais forte do que a cápsula sem revestimento. A maior cristalinidade das estruturas 

está relacionada ao uso da proteína do soro do leite (na sua forma hidrolisada ou como 

revestimento), semelhante ao que foi observado por Solghi et al. (2020) 

Muitos picos com padrão de cristalinidade podem ser observados para o soro do leite 

hidrolisado, que exibiu 3 picos intensos em 12,36°, 19,68° e 21,08°. Com a encapsulação os 

picos diminuíram a frequência e a intensidade, porém na cápsula sem revestimento um pico em 

20,04° foi identificado, sendo mais largo quando comparado as outras amostras, indicando que 

as cápsulas têm tendência a um padrão mais amorfo. A capsula que não foi revestida, apresentou 

regiões amorfas com tendencia a deformação, maciez e maior adesão o que corrobora com a 

maior higroscopicidade deste tratamento e a caracterização morfológica que exibiu maiores 

deformidades (NOGUEIRA; MARTINS, 2019). 

Figura 7. Difratograma de DRX das cápsulas e do hidrolisado livre  

 

( ) WPH; ( ) T2, cápsula sem revestimento ( ) T3 cápsula com revestimento 
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3.9. Estabilidade térmica das cápsulas contendo soro do leite hidrolisado 

As variações de estabilidade térmica das cápsulas foram investigadas por análise de 

TGA (Fig. 8). De acordo com os padrões de perda de massa alguns estágios de degradação 

podem ser vistos: até 120 °C corresponde à perda física de água das amostras, já entre 120 e 

260 °C é relativo à decomposição das ligações proteicas e na faixa de 260–500 °C ocorre 

decomposição térmica da matéria orgânica ou resíduos carbonáceos inertes.  

De acordo com a figura 8 há uma tendência de degradação das cápsulas em função do 

aumento da temperatura, porém com comportamentos distintos entre os tratamentos. A cápsula 

sem revestimento exibiu um padrão de decomposição em uma série de etapas consecutivas 

exibindo a perda de massa mais intensa em de 200-250 ºC, provavelmente devido a rápida 

degradação térmica do alginato nos estágios finais da degradação (Volić et al., 2022) . 

A adição do revestimento proporcionou certa estabilidade térmica (houve menor % de 

perda de massa nos primeiros 100 ºC) e retardou a degradação completa da estrutura. Este efeito 

pode estar correlacionado com a interação proteína/carboidrato formando um complexo mais 

estável e reduzindo a perda de peso em função do calor, além disso a característica globular das 

proteínas do soro do leite pode ter conferido uma maior resistência térmica (Falsafi et al., 2022).  

Figura 8. Padrão de perda de massa em função da temperatura  

Análise termogravimétrica de (A) cápsula com revestimento e (B) cápsula sem revestimento  

3.10. Digestão gastrointestinal simulada in vitro  

A tabela 5 exibe os resultados da cinética de liberação dos peptídeos de acordo com as 

fases da digestão. Para todos os tratamentos a fase oral não apresentou alta intensidade de 

degradação dos peptídeos ou das cápsulas, fato que pode ser atribuído ao pouco tempo de 

permanência nessa fase (2 min) e a afinidade de atuação da amilase salivar. A quantidade de 

proteína para a cápsula não revestida apresentou um pequeno aumento, enquanto que não 

houveram mudanças na quantidade de proteína na cápsula sem revestimento. Tal 

comportamento pode ser atribuído à interação da solução de revestimento com o alginato 

conferindo assim menor potencial de degradação desse polissacarídeo frente a enzima com 

especificidade por carboidratos. 
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Tabela 5. Caracterização do soro do leite hidrolisado e encapsulado e cinética de liberação de proteínas das frações digeridas 

   Amostras 

   WPH T2 T3  WPH T2 T3 

Fase da digestão 

Não 

digerida 

Proteína 

(mg.mL) 

12,01 ± 0,02a 0,48± 0,05b 0,24 ± 0,03c 

% de 

inibição 

DPPH 

27,54± 

0,01a 

1,68± 

0,03c 

2,19± 

0,07b 

Oral 11,7 ± 0,01a 0,98 ± 0,01b 0,24 ± 0,02c 
26,44± 

0,04a 

1,62± 

0,02c 

2,14± 

0,01b 

Gástrica 9,92± 0,02 a 5,52± 0,01b 2,23± 0,02c 
22,12± 

0,02a 

14,32± 

0,05b 

8,67± 

0,08c 

Intestinal 1,78± 0,02c 3,98± 0,04b 9,54 ± 0,01a 
4,02± 

0,01a 

8,81± 

0,01c 

17,23± 

0,04b 

Bioacessibilidade 

proteica (%) 

 
 94,2 ±0,05a 80,5± 0,029c 92,45± 0,01b  - - - 

Atividade de 

água inicial 

 
 0,253 ± 0,01a 0,164 ± 0,01b 0,122 ± 0,03c  - - - 

Higroscopicidade   75,14 ± 0,01a 35,99 ± 0,03b 16,28 ± 0,01c  - - - 

Atividade de 

água final* 

 
 478,72 ± 0,02a 328,72 ± 0,01b 252,06 ± 0,02c  - - - 

WPH – Soro do leite hidrolisado; T2 - Cápsula sem revestimento liofilizada; T3 - Cápsula com revestimento liofilizada; *Atividade de água após 07 dias.  Letras minúsculas 

sobrescritas na mesma linha representam uma diferença significativa (P < 0,05) entre os tratamentos. Todos os resultados foram realizados em triplicata e avaliados quanto a 

diferença utilizando o Teste de Tukey com 5% de significância 
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Conforme prosseguiu-se com as fases da digestão a amostra do soro do leite 

hidrolisada não encapsulada teve a quantidade de proteína diminuída conforme o contato com 

os fluidos gástricos e intestinais. Efeito ocasionado devido a maior digestibilidade da proteína 

hidrolisada, onde as condições gastrointestinais resultaram na digestibilidade dos fragmentos 

proteicos gerando frações menores e aminoácidos livres para serem absorvidos no ambiente 

intestinal.  

Um dos maiores desafios na aplicação de hidrolisados proteicos é assegurar a absorção 

intestinal preservando o desempenho da bioatividade. A encapsulação mostrou ser um 

tratamento eficaz para proteção da integridade do hidrolisado do soro do leite caprino e também 

para resguardar a bioatividade desta fração. Os resultados (Tabela 5) indicam que o tratamento 

com a solução de revestimento demonstrou ser mais eficaz no aprisionamento dos hidrolisados 

nas cápsulas na fase gástrica, a maior parte da liberação da proteína ocorrendo na fase intestinal. 

A fase gástrica foi a que mais influenciou na degradação dos componentes, logo ao 

fim da fase intestinal as frações de proteínas hidrolisadas liberadas sofreram ainda mais 

degradação pelos fluidos intestinais e houve assim a diminuição na quantidade de proteína total 

obtida devido a produção de sequências ativas de aminoácidos. 

A degradação e consequente liberação do hidrolisado das cápsulas influenciou a 

atividade antioxidante, conforme ocorreu o aumento da digestibilidade, houve maior liberação 

dos peptídeos na fase gástrica em T2 resultando no aumento da atividade antioxidante. Ao final 

da digestão houve diminuição da atividade antioxidante e prejuízo a bioatividade, 

provavelmente a degradação das sequencias e o aumento dos resíduos de aminoácidos livres 

ocasionaram tal fato. 

 A maior atividade antioxidante após a digestão foi encontrada para T3 o que corrobora 

com a maior proteção conferida as sequencias de proteínas, o que corrobora com Alvarado et 

al. (2019). Estes autores verificaram que a encapsulação foi um processo eficiente para proteção 

de bioativos, mas os agentes encapsulantes influenciavam no processo de liberação e na 

manutenção da bioatividade. 

A bioacessibilidade proteica (BP) foi avaliada utilizando um modelo validado de 

bioacessibilidade eficaz para compreensão de modificações após condições de digestão 

simuladas. Uma vez que os hidrolisados proteicos têm um importante potencial nutracêutico 

que é diretamente influenciado pela bioacessibilidade mensurar esta capacidade é importante. 

Além disso, poucos trabalhos utilizaram esse protocolo com estes compostos livres ou 

encapsulados sendo mais comum a abordagem da bioacessibilidade de proteínas nativas após o 

processo de digestão (Ayala-Rodríguez et al., 2022; Liu et al., 2021; Xing et al., 2017).  

O material não encapsulado apresentou a maior digestibilidade da amostra, uma vez 

que, quanto mais degradadas no processo de digestão maior a facilidade de serem absorvidas. 

A diferença entre a bioacessibilidade do material encapsulado pode estar relacionada ao 

tamanho das frações de peptídeos que foram liberadas ao fim da digestão, demonstrando que a 

cápsula com revestimento foi mais eficaz para proteção de frações de tamanho menores que 

ficaram retidas no interior do material dialisado.  

 
 

CONCLUSÃO 
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O hidrolisado do soro do leite caprino foi encapsulado com êxito empregando alginato 

de sódio e um revestimento proteico utilizando um concentrado proteico do soro do leite 

caprino. A adição de um revestimento proteico influenciou positivamente nas características 

das cápsulas, conferindo uma camada protetora, diminuindo as deformidades e evitando o 

rompimento das estruturas. As propriedades tecnológicas e biológicas avaliadas revelaram que 

o material encapsulado foi preservado e apresentou estabilidade à digestão gastrointestinal 

obtendo-se frações bioacessíveis que podem ser utilizadas para o desenvolvimento de novos 

produtos com potencial benefício a saúde. Os resultados deste trabalho comprovam que a 

encapsulação é uma tecnologia válida para a encapsulação frações proteicas hidrolisadas e 

bioativas podendo ser uma estratégia promissora para aplicação destes compostos na indústria 

de alimentos ou de nutracêuticos, como um ingrediente alimentar com características 

simultaneamente tecnológicas e funcionais. Porém são necessários estudos futuros que possam 

avaliar a estabilidade destas cápsulas inseridas em uma matriz alimentar e por um período de 

armazenamento e assim estimular novas maneiras de aplicabilidade de hidrolisados proteicos 

do soro do leite caprino. 
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HIGHLIGHTS 

 Encapsulação de um hidrolisado obtido a partir das proteínas do soro do leite de 
cabra 

 Avaliação da digestibilidade e da bioacessibilidade in vitro 

 Soro do leite concentrado como um revestimento protetor para frações de menor 
peso molecular bioativas 

 A secagem por liofilização não causou rompimento das cápsulas e efeito de 
cacos de vidro em MEV promovendo estabilidade e liberação gradual dos 

materiais do núcleo 
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4 CONCLUSÃO 

 

 

No presente trabalho o planejamento experimental da hidrólise com pepsina foi efetivo 

para melhorar as características dos hidrolisados da proteína do soro do leite de cabra. O pH em 

torno de 2,25 e o tempo de 150 min foram mais influentes no grau de hidrólise obtendo-se 

peptídeos com propriedades tecnológicas e bioativas de grande interesse para a indústria de 

alimentos e farmacêutica. A partir da avaliação morfológica e funcional dos hidrolisados, 

podemos verificar que houve a obtenção de peptídeos com capacidade antioxidante e 

ansiolítica, o que pode tornar o hidrolisado do soro do leite caprino como uma alternativa para 

abordagem terapêuticas dessas desordens. 

A partir dos dados in sílico 4 sequencias potencialmente bioativas foram verificadas, 

sendo estas: KALPMHIRL: (atividade anti-hipertensiva e antidiabética, respectivamente), 

DTDYKKYLL atividade antioxidante, AFNPTQL antidiabética; PMHIRL neuropeptídeo e 

DTDYKKYLLF com efeito opióides.  

A encapsulação do hidrolisado do soro do leite caprino foi realizada com êxito 

empregando alginato de sódio e um revestimento de proteínas concentradas do soro do leite 

demonstrando a ampla variedade de alternativas para o uso deste subproduto. As cápsulas não 

foram rompidas com a liofilização e a adição do revestimento na resultou na formação de uma 

camada protetora que diminuiu as deformidades na superfície do material encapsulado. Esse 

processo foi efetivo para resguardar o potencial funcional do hidrolisado do soro do leite 

caprino frente à digestão gastrointestinal obtendo-se frações bioacessíveis que podem ser 

utilizadas para o desenvolvimento de novos produtos com potencial benefício a saúde.  

Dessa forma os resultados obtidos podem prospectar a utilização dos hidrolisados do 

soro do leite como um ingrediente alimentar ou como nutracêutico fomentando o 

reaproveitando um subproduto para geração de renda e comercialização. Os resultados são 

promissores na área de encapsulação de bioativos sugerindo que encapsular frações proteicas 

hidrolisadas é uma alternativa eficaz como uma estratégia de preservação destes. Novos estudos 

devem ser sistematizados no intuito elucidar outras perspectivas de cápsulas contendo 

hidrolisados proteicos, avaliando parâmetros como a estabilidade vide de prateleira e a inserção 

destas em uma matriz alimentar.  
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ANEXOS 

 

 

 Seguem os comprovantes emitidos pelas revistas após a submissão dos artigos. 
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