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LACTOFERRINA

BAKER, H. M.; BAKER, E. N. A structural perspective on lactoferrin function. Biochemistry and Cell Biology, v. 90, n. 3, p. 320-328,
2012.
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OBJETIVO

Isolar e purificar a lactoferrina de Caprinos por meio de monitoramento
e purificacao utilizando técnicas fluorimétricas.



PROCESSAMENTO DO LEITE CAPRINO

|

R Separacao da gordura por centrifugacao (2000 xg, 30
' minutos, 4°C)

= l HCI 1N até pH 4.6, a temperatura ambiente J

ey Remocgao do precipitado por centrifugacao (10000 xg, 30
minutos, 4°C)

= [ Neutralizagao com NaOH 1N ate pH 6.8, a temperatura ]

} — [ Remocao do precipitado por centrifugacao (10000 xg, 30 ]

minutos, 4°C)

‘ = I Precipitacdo salina das proteinas do soro por Salting-out. J



FRACIONAMENTO PROTEICO POR PRECIPITACAO SALINA

G [ Sulfato de Aménio J

30 minutos, 4°C)

[ Remocgao dos precipitados por centrifugacao (10000 xg,

Os precipitados sao ressuspendidos e dialisados com
tampao fosfato de potassio 0,.2M pH 7,7.

Dosagem de proteinas pelo Méetodo de Bradford et al.
(1976) dos precipitados ressuspendidos dialisados e dos

sobrenadantes.

Condicdes de comprimento de onda de excitacao e
emissao de 290 nmm e 300-500 nm, respectivamente

(CHEN et al., 20086).




RESULTADOS DAS CONCI%NTRA(;@ES DE PROTEINAS DAS
FRACOES SALINAS

Tabela 1. Concentracgdo de proteinas nas fracdes salinas no perfil de precipitacdo salina (salting-out).

Amostra

Volume (mL)

Concentracao de

proteinas (mg/mL)

Proteina total (g)

Soro Neutro pH 6,8
Precipitado do Soro Neutro pH 6,8
Sobrenadante 0-20%
Precipitado 0-20%
Sobrenadante 20-40%
Precipitado ressuspendido 20-40%"
Sobrenadante 40-60%
Precipitado ressuspendido 40-60%™**
Sobrenadante 60-80%
Precipitado ressuspendido 60-80%*"**

440
1,378
42.0
0,944
39,0
1,899
38,0
1,593
36,0
2,975

2,789
2,819
1,211
0,995
1,289
1,674
1,343
9,781

0,157

0,1227
0,0038
0,0508
0,0009
0,0502
3,1798
0,0510
15,582

0,4681

* 300 uL de tampé&o fosfato de sédio 0,2 M pH 7.7.
** 300 pL de tampd&o fosfato de sodio 0,2 M pH 7.7.
*** 1000 pL de tampé&o fosfato de soédio 0,2 M pH 7.7g



RESULTADO DA PURIFICA(}AO E CARACTERIZACAO POR
FLUORIMETRIA

1100
——Buffer
1000 Soro neutro pH 6,8
PPT Soro neutro pH 6.8
900 PPT(4O'60%) S B Fragdo(0-20%)
P2 PT Fragao (0-20%)
800 ——SB Frag&o(20-40%)
-===PPT Fragao (20-40%)
700 ———SB Frac@o (40-60%)
—SB Fragao(60-80%)
—PPT Fracao (60-80%)
(P PT Fragédo (40-60%)
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CONCLUSAO

* A Lactoferrina Caprina pode ser monitorada e caracterizada nas
etapas de precipitacao salina por meio de estudos fluorimetricos em
condicoes de excitacao de 290 nm e emissao de comprimento de
onda de 300-500 nm.



REFERENCIAS

- BAKER, H. M.; BAKER, E. N. A structural perspective on lactoferrin function. Biochemistry and
Cell Biology, v. 90, n. 3, p. 320-328, 2012.

« CHEN, X. et al. Fluorometric study on the interaction between lomefloxacin and bovine lactoferrin.
Analytical Sciences, v. 22, n. 3, p. 427-430, 2006.

« CATUNDA, K. L. M. et al. Gross composition, fatty acid profile and sensory characteristics of
Saanen goat milk fed with Cacti varieties. Tropical Animal Health and Production, v. 48, n. 6, p.
1253-1259, 2016.

« DUONG-LY, K. C.; GABELLI, S. B. Salting out of proteins using ammonium sulfate
precipitation. 1. ed. [s.l.] Elsevier Inc., 2014. v. 541

« ELZOGHBY, A. O. et al. Lactoferrin, a multi-functional glycoprotein: Active therapeutic, drug
nocarrier & targeting ligand. Biomaterials, v. 263, n. August, p. 120355, 2020.



REFERENCIAS

« GARCIA-MONTOYA, I. A. et al. Lactoferrin a multiple bioactive protein: An overview. Biochimica et
Biophysica Acta - General Subjects, v. 1820, n. 3, p. 226-236, 2012.

« HAO, L. et al. Lactoferrin: Major Physiological Functions and Applications. Current Protein &
Peptide Science, v. 20, n. 2, p. 139-144, 2018.



AGRADECIMENTOS

UNIVERSIDADE FEDERAL
DEALAGOAS

Instituto de Quimica e Biotecnologia

« LAMP — Laboratorio de e
Metabolismo e Protedmica | CORDEIRQ
 Laboratorio de eletroguimica




