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RESUMO 
O presente trabalho objetivou avaliar o efeito da temperatura no perfil protéico de amostras de 
leite ultracentrifugadas nas temperaturas de 4ºC e 20ºC. Amostras de leite de três animais, 
após armazenamento durante 24 horas em refrigerador convencional (4ºC) foram 
ultracentrifugados (40.000 x g) a 4ºC e a 20ºC respectivamente, por 60 minutos, utilizando 
ultracentrífuga refrigerada (Sorvall Centrifuges acoplada ao rotor A-841, USA). Após 
ultracentrifugação, o sobrenadante foi retirado e analisado pela técnica de eletroforese capilar 
utilizando o equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies GmbH, 
Waldbronn Germany), empregando kit específico para determinação protéica (Protein 230 
LabChip kit). Os resultados mostraram que existe variação no perfil protéico das amostras de 
acordo com a temperatura da ultracentrigugação. As amostras ultracentrifugadas na 
temperatura de 4ºC apresentaram quantidades superiores de proteínas no sobrenadante em 
comparação com as amostras submetidas a 20ºC. Estes resultados contribuem para o 
entendimento dos mecanismos que envolvem o fenômeno de coagulação do leite e sua 
variação em função da temperatura. 
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INTRODUÇÃO  
 O leite é composto principalmente por lipídios, proteínas, lactose, cinzas e sólidos 
totais. As proteínas representam cerca de 3,5% da matéria total do leite variando de acordo 
com a raça, nutrição, estágio de lactação e estações do ano (Holt, 1997). No leite as proteínas 
se dividem em caseínas e soroproteínas. As caseínas representam cerca de 80% das proteínas 
totais. Elas são constituídas pela αs1, αs2, β e κ-caseína, e formam uma estrutura supramolecular 
conhecida como micelas, cuja estrutura vem sendo estudada extensivamente (Dalgleish & Morris, 
1988). As proteínas do soro são compostas principalmente pela α-lactoalbumina e a β-lactoglobulina. 
Muitas das propriedades dos produtos lácteos e, em geral, a existência destes, dependem 
principalmente das propriedades físico-químicas dos componentes protéicos, dos lipídeos e 
dos sais minerais. Mudanças na solubilidade das proteínas ocasionadas pela variação dos 
níveis de cálcio, temperatura e pH são estudadas no intuito de entender mais sobre o 
comportamento destas em solução (Fox & McSweeney, 1998).  
  Na América Latina, o teste de estabilidade ao etanol ainda é utilizado na qualificação 
do leite para o processamento industrial, considerando-o como indicação da estabilidade 
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térmica. Este teste se baseia na capacidade das proteínas do leite coagularem ou não, a uma 
determinada concentração alcoólica. O Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento, 
através da Instrução Normativa nº 51, regulamenta a concentração alcoólica mínima de 72% 
(v/v) para o controle diário do leite cru refrigerado na propriedade rural. Entretanto, diversas 
indústrias, no intuito de garantir que o leite esteja em condições ideais ao processamento 
térmico, mesmo com ausência de comprovação que mostre correlação entre estabilidade ao 
etanol e estabilidade térmica, empregam uma concentração alcoólica mais elevada. Outro 
aspecto é que o teste do álcool vem sendo empregado no leite refrigerado, com temperaturas 
em geral, abaixo de 10ºC. 
 Estudos realizados por Costa et al (2004) mostraram que a estabilidade do leite ao 
etanol sofre influência da temperatura. Estes pesquisadores observaram que leites com baixa 
contagem bacteriana total, baixa CCS, pH e acidez normal comportavam de maneira diferente 
quando a temperatura da amostra era 4ºC ou 21ºC. Na temperatura de 21ºC, cerca de 65% das 
amostras analisadas mantiveram-se estáveis em concentrações alcoólicas superiores em 
comparação com a temperatura de 4ºC. 
 O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da temperatura no perfil protéico de 
amostras de leite ultracentrifugadas a temperaturas de 4ºC e 20 ºC submetidas à eletroforese 
capilar. 
 
MATERIAL E MÉTODOS 
1. Ultracentrifugação: Foram coletadas amostras de leite bovino de 3 animais mantidos no 
rebanho experimental da Embrapa Gado de Leite no Campo Experimental de Coronel 
Pacheco. As amostras foram armazenadas em frascos estéreis, refrigerados e encaminhados ao 
Laboratório de Qualidade do Leite da Embrapa Gado de Leite. Após armazenamento de 24 
horas em refrigerador convencional (4ºC) foram retiradas de cada amostra duas alíquotas de 
35 ml. Estas alíquotas foram mantidas à temperatura de 4ºC e 20ºC respectivamente. As 
amostras submetidas à variação de temperatura foram ultracentrifugadas em quadruplicata 
(40.000 x g) a 4ºC e 20ºC por 60 minutos utilizando uma ultracentrífuga refrigerada (Sorvall 
Centrifuges acoplada ao rotor A-841, USA). Após a ultracentrifugação, o precipitado e o 
sobrenadante foram separados para análise do perfil protéico.  
 
2. Distribuição das proteínas no sobrenadante: O perfil protéico das amostras 
ultracentrifugadas mantidas às temperaturas de 4ºC e 20ºC respectivamente, foi determinado 
através da técnica de eletroforese capilar utilizando o equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer 
(Agilent Technologies GmbH, Waldbronn Germany) e kit específico para determinação 
protéica (Protein 230 LabChip kit). 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 Os resultados apresentados na Tabela 1 mostram a porcentagem total das frações 
protéicas (sinais 1, 2, 3, 4, 5 e 6) presentes nas amostras de leite. De acordo com os resultados 
foi observado variação do perfil protéico nas amostras submetidas à variação de temperatura 
durante o processo de ultracentrifugação (Figura 1). Comparando os sinais detectados nas 
amostras de leite submetidas às temperaturas de 4ºC e 20ºC respectivamente, foi possível 
observar uma variação na quantificação das proteínas nas três amostras de leite. Neste 
experimento não foi possível identificar quais sinais são representados pelas respectivas 
frações protéicas (αs1, αs2, β, κ-caseína, β-lactoglobulina e α-lactoalbumina). Novos experimentos 
estão sendo realizados no intuito de identificar a seguência de distribuição das frações protéicas no 
eletroferograma.  
 



Tabela 1. Porcentagem de proteínas presentes no sobrenadante após ultracentrifugação a 4 ºC 
e 20ºC. 
 

Sinais 
(Porcentagem das Proteínas) Amostras 

Temperatura 
(ºC) 

1 2 3 4 5 6 
4  9,5 14,8 2,1 52,4 16,8 0,5 A1 
20  11,7 17,7 1,9 46,6 16,6 0,9 
4  9,0 14,0 2,6 55,3 14,6 1,7 

A2 
20  10,9 17,6 1,9 50,7 12,8 0,9 
4  9,0 13,6 2,0 54,8 17,2 0,4 

A3 
20  10,9 17,2 2,1 50,4 11,3 0,7 

  
De acordo com a literatura (Zhang & Goff, 2004), das frações protéicas existentes na 

fase solúvel do leite, a β-caseína é a que possui a capacidade de mobilidade da forma 
agregada para a forma molecular, ocasionando mudanças no tamanho das micelas de caseína 
e consequentemente, alterações nas propriedades físico-químicas do leite. As β-caseínas 
representam cerca de 30% das caseínas totais sendo uma das mais solúveis e com 
propriedades surfactantes (Dauphas et al., 2008), e também possuem natureza anfipática 
devido aos grupamentos hidrofílicos (N-terminal) e hidrofóbicos (C-terminal), permitindo sua 
organização em micelas, induzindo a atração ou repulsão em solução. 
 O equilíbrio entre a forma molecular e a forma agregada da β-caseína é altamente 
influenciado pela concentração, temperatura e presença de íons cálcio. Em concentrações 
críticas, as β-caseínas interagem entre si, via grupamentos hidrofóbicos. Tal interação permite 
a formação de micelas com centros hidrofóbicos e uma camada externa menos densa com 
propriedades hidrofílicas (De Kruif & Holt, 2003; O`Connell et al., 2003).  
 O número de micelas e seus tamanhos dependem da temperatura, devido ao aumento 
nas interações hidrofóbicas. O tamanho das micelas são também dependentes do pH e da 
força iônica, os quais modificam as cargas da proteína e  também a repulsão eletrostática 
(Dickinson et al., 2001). A estabilidade de uma solução micelar é consequência das repulsões 
eletrostáticas existentes entre a camada externa hidrofílica das micelas (McClements, 1999). 
 Estas propriedades da β-caseína podem complementar a explicação da instabilidade do 
leite ao etanol em temperaturas de refrigeração. Quando ocorre abaixamento da temperatura a 
β-caseína migra de dentro das micelas de caseínas para a fase aquosa do leite. Com esta 
migração, as micelas diminuem de tamanho (Costa et al., 2008) liberando água e íons cálcio 
para a fase aquosa do leite. Esse fato poderia causar alteração nas cargas micelares totais, o 
que ocasionaria maior capacidade de agregação entre as micelas e desta forma, diminuiria o 
ponto de coagulação do leite frente ao etanol. 
 
CONCLUSÃO 
 A alteração do perfil protéico do sobrenadante das amostras ultracentrifugadas a 4ºC e 
20ºC pode contribuir para explicar fenômenos de instabilidade frente ao etanol das micelas de 
caseínas de amostras de leite refrigeradas. 
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Figura 1. Eletroferogramas de três amostras de leite submetidas à ultracentrifugação nas temperaturas 

de 4ºC (linha em vermelho) e 20ºC (linha em azul). 
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