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RESUMO
O presente trabalho objetivou avaliar o efeitoeshageratura no perfil protéico de amostras de
leite ultracentrifugadas nas temperaturas de 420°€. Amostras de leite de trés animais,
apos armazenamento durante 24 horas em refrigeradavencional (4°C) foram
ultracentrifugados (40.000 x g) a 4°C e a 20°Ceaesmmente, por 60 minutos, utilizando
ultracentrifuga refrigerada (Sorvall Centrifugesolada ao rotor A-841, USA). Apos
ultracentrifugacéo, o sobrenadante foi retiradoaisado pela técnica de eletroforese capilar
utiizando o equipamento Agilent 2100 Bioanalyzehgilent Technologies GmbH,
Waldbronn Germany), empregando kit especifico pkaterminagédo protéica (Protein 230
LabChip kit). Os resultados mostraram que exist@agao no perfil protéico das amostras de
acordo com a temperatura da ultracentrigugacéo. aAm®stras ultracentrifugadas na
temperatura de 4°C apresentaram quantidades s@sede proteinas no sobrenadante em
comparagdo com as amostras submetidas a 20°C. Estedados contribuem para o
entendimento dos mecanismos que envolvem o fenérdenooagulacdo do leite e sua
variagcao em funcao da temperatura.

Palavras chave: proteinas, leite, temperatura, eleiforese.

INTRODUCAO

O leite € composto principalmente por lipidiosptpinas, lactose, cinzas e solidos
totais. As proteinas representam cerca de 3,5%atérian total do leite variando de acordo
com a raca, nutricdo, estagio de lactacdo e estagbano (Holt, 1997). No leite as proteinas
se dividem em caseinas e soroproteidascaseinas representam cerca de 80% das proteinas
totais. Elas sdo constituidas pela, 0s; B e k-caseina, e formam uma estrutura supramolecular
conhecida como micelas, cuja estrutura vem sentlmata extensivamente (Dalgleish & Morris,
1988). As proteinas do soro sdo compostas primgrdk pelax-lactoalbumina e 8-lactoglobulina.
Muitas das propriedades dos produtos lacteos egemal, a existéncia destes, dependem
principalmente das propriedades fisico-quimicas awsponentes protéicos, dos lipideos e
dos sais minerais. Mudancas na solubilidade dateipes ocasionadas pela variacdo dos
niveis de calcio, temperatura e pH sdo estudadasitndo de entender mais sobre o
comportamento destas em solugéo (Fox & McSweerg9g)1

Na América Latina, o teste de estabilidade anattainda € utilizado na qualificacédo
do leite para o processamento industrial, considier®@ como indicacdo da estabilidade
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térmica. Este teste se baseia na capacidade dasnpsodo leite coagularem ou ndo, a uma
determinada concentragdo alcodlica. O MinistéricAdecultura, Pecuéria e Abastecimento,
atraves da Instrucdo Normativa n°® 51, regulamemi@naentracdo alcodlica minima de 72%
(v/v) para o controle diario do leite cru refriggoana propriedade rural. Entretanto, diversas
induUstrias, no intuito de garantir que o leite jastm condicdes ideais ao processamento
térmico, mesmo com auséncia de comprovacdo quaenastrelacdo entre estabilidade ao
etanol e estabilidade térmica, empregam uma cargE alcoolica mais elevada. Outro
aspecto é que o teste do alcool vem sendo empregalbite refrigerado, com temperaturas
em geral, abaixo de 10°C.

Estudos realizados por Costa et al (2004) mostrajae a estabilidade do leite ao
etanol sofre influéncia da temperatura. Estes psadores observaram que leites com baixa
contagem bacteriana total, baixa CCS, pH e acidana comportavam de maneira diferente
quando a temperatura da amostra era 4°C ou 21°@nNeeratura de 21°C, cerca de 65% das
amostras analisadas mantiveram-se estaveis em ntragfies alcodlicas superiores em
comparacao com a temperatura de 4°C.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito témperatura no perfil protéico de
amostras de leite ultracentrifugadas a temperatlgad’C e 20 °C submetidas a eletroforese
capilar.

MATERIAL E METODOS

1. Ultracentrifugacdo: Foram coletadas amostras de leite bovino de 3 @&imantidos no
rebanho experimental da Embrapa Gado de Leite nopGaExperimental de Coronel
Pacheco. As amostras foram armazenadas em fragéosi® refrigerados e encaminhados ao
Laboratério de Qualidade do Leite da Embrapa Gadbheaite. Apds armazenamento de 24
horas em refrigerador convencional (4°C) foranradtis de cada amostra duas aliquotas de
35 ml. Estas aliquotas foram mantidas a temperatard®C e 20°C respectivamente. As
amostras submetidas a variacdo de temperatura folisacentrifugadas em quadruplicata
(40.000 x g) a 4°C e 20°C por 60 minutos utilizandw ultracentrifuga refrigerada (Sorvall
Centrifuges acoplada ao rotor A-841, USA). Aposlteacentrifugacdo, o precipitado e o
sobrenadante foram separados para analise dogetgico.

2. Distribuicdo das proteinas no sobrenadante:O perfil protéico das amostras

ultracentrifugadas mantidas as temperaturas dee2@C respectivamente, foi determinado
através da técnica de eletroforese capilar utileam equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer
(Agilent Technologies GmbH, Waldbronn Germany) & dspecifico para determinacao
protéica (Protein 230 LabChip Kit).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados na Tabela 1 mostramcanpmem total das fracdes
protéicas (sinais 1, 2, 3, 4, 5 e 6) presentesamastras de leite. De acordo com os resultados
foi observado variagdo do perfil protéico nas amagssubmetidas a variagdo de temperatura
durante o processo de ultracentrifugacédo (FiguraCbmparando os sinais detectados nas
amostras de leite submetidas as temperaturas de £@C respectivamente, foi possivel
observar uma variacdo na quantificacdo das pratefas trés amostras de leite. Neste
experimento nao foi possivel identificar quais &nsdo representados pelas respectivas
fracOes protéicasuf, as, B, K-caseinaB-lactoglobulina en-lactoalbumina). Novos experimentos
estdo sendo realizados no intuito de identificaeguéncia de distribuicdo das fracBes protéicas no
eletroferograma.



Tabela 1.Porcentagem de proteinas presentes no sobrenagesteltracentrifugacao a 4 °C
e 20°C.

Sinais
Amostras Terrzgg;atura (Porcentagem das Proteinas)
1 2 3 4 5 6

Al 4 9,5 14,8 2,1 52,4 16,8 0,5
______________________ 2 17  1r7 19 466 166 09
AD 4 9,0 14,0 2,6 55,3 14,6 1,7
______________________ 20 109 16 19 507 128 09
A3 4 9,0 13,6 2,0 54,8 17,2 0,4

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

De acordo com a literatura (Zhang & Goff, 2004) ffacdes protéicas existentes na
fase soluvel do leite, #-caseina € a que possui a capacidade de mobildaderma
agregada para a forma molecular, ocasionando maslarg;tamanho das micelas de caseina
e consequentemente, alteracbes nas propriedades-dismicas do leite. A$-caseinas
representam cerca de 30% das caseinas totais sgndodas mais sollveis e com
propriedades surfactantes (Dauphas et al., 2008ymdém possuem natureza anfipatica
devido aos grupamentos hidrofilicos (N-terminahidrofébicos (C-terminal), permitindo sua
organizacdo em micelas, induzindo a atragao ols@pem solucéo.

O equilibrio entre a forma molecular e a formaeggda df3-caseina € altamente
influenciado pela concentracdo, temperatura e pgasde ions célcio. Em concentragdes
criticas, a3-caseinas interagem entre si, via grupamentosfbldoms. Tal interacdo permite
a formacdo de micelas com centros hidrofobicos a namada externa menos densa com
propriedades hidrofilicas (De Kruif & Holt, 2003;Connell et al., 2003).

O numero de micelas e seus tamanhos dependemmgartdura, devido ao aumento
nas interacdes hidrofobicas. O tamanho das micflastambém dependentes do pH e da
forca idnica, os quais modificam as cargas da firate também a repulsdo eletrostatica
(Dickinson et al., 2001). A estabilidade de umaiséb micelar € consequéncia das repulsées
eletrostéaticas existentes entre a camada extednafitica das micelas (McClements, 1999).

Estas propriedades flacaseina podem complementar a explicacdo da ifideat# do
leite ao etanol em temperaturas de refrigeracdan@uocorre abaixamento da temperatura a
B-caseina migra de dentro das micelas de caseimasapt@se aquosa do leite. Com esta
migracdo, as micelas diminuem de tamanho (Cosiih,e2008) liberando agua e ions calcio
para a fase aquosa do leite. Esse fato poderiarcalisracdo nas cargas micelares totais, o
que ocasionaria maior capacidade de agregacaoamtrecelas e desta forma, diminuiria o
ponto de coagulacao do leite frente ao etanol.

CONCLUSAO

A alteracéo do perfil protéico do sobrenadanteasiagstras ultracentrifugadas a 4°C e
20°C pode contribuir para explicar fendmenos demisdade frente ao etanol das micelas de
caseinas de amostras de leite refrigeradas.
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Figura 1. Eletroferogramas de trés amostras de leite subased ultracentrifugacdo nas temperaturas

de 4°C (linha em vermelho) e 20°C (linha em azul).



