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Introdugéao

O consumo per capita de leite por ano foi em torno de 128 litros no Brasil, incluindo seus
derivados (leite em p6, queijos, requeijdo, iogurte, leite fermentado e outros produtos
lacteos). Enguanto que, o consumo per capita de queijo no Brasil & de 4,4 quilos por ano,
um dos mais baixos do mundo. De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento - MAPA (2008), o queijo & o que apresenta maior volume de produgéo. A
fabricagdo de um quilo de gueijo consome dez litros de leite e, dependendo da agua
utilizada na fabricagéo, recupera-se de nove a dez litros de soro (RICHARDS, 1997).

As adulteragdes em produtos alimentares contendo leite elou proteinas lacteas s&o
reiativamenie frequentes e diversificadas. A aduiteragéo de ieites fiuidos e em po através da
adigao de soro de leite € um problema global. Isso ocorre em consequéncia do baixo valor
comercial do soro, seu reduzido aproveitamento em derivados e subprodutos lacteos e do
alto custo para o seu descarte (MAGALHAES, 2008). A incorporagao indevida do soro no
leite de consumo, se ndo discriminada no rétulo, constitui fraude, uma vez que subtrai
elementos no leite genuino (FURTADO, 1989).

Dos componentes proteicos do leite bovino, as caseinas representam 80% das proteinas
totais, enquanto que as proteinas do soro (a-lactalbumina, p-lactoglobulina, soroalbumina e
imunoglobulinas, lactoferrina) representam 20%. A importancia nutricional, funcional e a
grande diversidade das proteinas presentes no leite explicam o elevado interesse no estudo
da composigdo desta fragdo. Desse interesse, tem resultado um acentuado
desenvolvimento de métodos analiticos que incluem técnicas que permitem ndo sO a
quantificac@o, como a separagao e a identificagéo das proteinas (VELOSO et al. 2002).

A instrugdo normativa 68 (BRASIL, 2006) em que aprova como método oficial de
determinagao de caseinomacropeptideo (CMP) em leite o emprego de HPLC seguido de
eletroforese Capilar e Espectrometria de Massas, metodologia a ser adotada pelos
laboratérios pertencentes & Rede Nacional de Laboratérios Agropecuarios, entretanto a
atividade proteolitica de enzimas produzidas por bactérias psicrotoficas pode acarretar na
formagao de pseudo-CMP.

O presente trabalho mostrou a aplicagdo do método eletroforético: SDS-PAGE para
identificagdo dos niveis crescentes de simulagbes de fraude de leite bovino pasteurizado
fluido com soro de queijo fluido através da gquantificagéo das proteinas do leite (caseinas)
por meio da analise das areas dos picos das principais caseinas para possiveis aplicagoes
em leites comerciais e derivados.
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Material e métodos

A amostra de leite cru foi coletada no Complexo de Gado Puro do Campo Experimental José
Henrique Bruschi da Embrapa Gado de Leite (Coronel Pacheco - MG). O soro de queijo foi
obtido por meio da precipitagdo enzimatica com renina a partir do leite cru. A simulag&o de
fraude foi realizada com adigao de soro de queijo ao leite nas seguintes concentragdes: 0;
2 5: 5: 10; 20; 30; 50 e 100%, v/v em amostras de leite pasteurizado.

A técnica de eletroforese foi realizada em gel de poliacrilamida em condicoes redutoras com
detergente dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) em um sistema de eletroforese vertical
(mod. Z352802-1EA Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA). De acordo com a metodologia de
Laemmli (1970), o gel de empilhamento foi preparado na concentragdo de 4% de
bisacrilamida (m/v) em 0,5M de tampao Tris-HCI, pH 6,8 contendo 0,1% (m/v) de SDS. O gel
de separagao foi preparado na concentragao de 12,5% de bisacrilamida (m/v) em 1,5 M de
tampao Tris-HC! buffer, pH 8,8 contendo 0,1% (m/v) de SDS.

As amostras e o marcador de peso molecular (GE Healthcare Life Science) foram
preparados no tampao de amostra 0,5M Tris-HCI, pH 6,8, contendo 2% (m/v) de SDS, 5%
(viv) B-mercaptoetanol, 0,025% (miv) de azul de bromofenol, aquecido a 95°C/5 min e
centrifugadas em ultra centrifuga (modelo 2K15, da Sigma), em temperatura ambiente, por
15 minutos a 12.500 x g. As amostras foram aplicadas no gel em triplicatas. A eletroforese
foi realizada a 4°C com uma corrente de 60 V por 1 hora, e ent&o, foi aumentada para 200V
por 2 horas. O gel foi corado com 0,1% Coomassie Blue R-250 em 10% (v/v) de acido
acético e 40% (v/v) de metanol e a descoloragdo com 50% (viv) de metanol e 20% (v/v) de
acido acético. O gel foi escaneado em escaner convencional e analisado no programa
ImageQuanTL (GE Healthcare Life Science). Todas as amostras foram aplicadas em
triplicatas no gel com trés repeticbes. A andlise estatistica foi realizada pelo teste de Dunnett
com nivel de significancia de 5%.

Besultades ¢ Discussie

Considerando a técnica de eletroforese (SDS-PAGE) em gel de poliacrilamida com
concentracéo de 12,5%, a caseinas exibiram peso molecular (KDa) que variaram de 21 a
32 (Figura 1). Para o leite de vaca, trabalhos conduzidos em condigdes similares (PEREIRA,

2003) indicam que as fragbes caseinicas aparecem na seguinte ordem crescente de
mobilidade eletroforética: osz, vs1, p € k caseinas.
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Figura 1. Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%) com SDS. Simulagdes de adigdo de

leite bovino cru com soro. A. 1-marcadores de massa molecular (fosforilase b, BSA,

ovoalbumina, anidrase carbénica, inibidor de tripsina, lisozima); 2,3,4-leite de vaca cru; 5-

BSA: 6,7,8-adicao de 5%; 9,10,11-adicdo de 30%; B. 1-marcadores de massa molecular;

2,3 4- adigdo de 1%; 5-BSA; 6,7,8-adicdo de 10%; 9,10,1 1-adigdo de 50%; C. 1-marcadores

?g r?/assa molecular; 2,3,4- adigdo de 2,5%; 5-BSA; 6,7 8-adicdo de 20%; 9,10,11-adigéo de
0%:;
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Utilizando como amostra padro (referéncia) o leite bovino (0%), a técnica de eletroforese
de amostras de leite previamente adulteradas mostrou que as areas dos picos caseinas (0.2,
as1, P caseinas, respectivamente) diminuiram com a adigao de soro (Figura 2).
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Figura 2. Eletroferograma evidenciando um padrdo dos picos das caseinas (1, 2, 3) com
resultado da amostra de leite bovino cru (acima) e de outra amostra de leite com adigéo de
50% de soro (abaixo).

As areas relativas dos picos caseinas plotadas contra a percentagem de soro de queijo
adicionada ao leite cru mostrou que a fraude pode ser detectada a partir de 5 % de adicéo
de soro quando a &rea do somatdrio das caseinas foi menor que 15% que a area do
somatorio das caseinas de leite bovino puro (Tabela 1). Elizabeth et al. (2000) também
mostraram que o método de SDS-PAGE para amostras de leite em po teve sensibilidade
para a fraude quando se adicionou 5% de soro ao leite.

Tabela 1. Padrao densitométrico da soma das areas dos picos das caseinas (obtidas pela
analise dos géis pelo programa ImageQuanTL.

. Total do X area das
Amostra de Leite Privin Wi
Leite bovino 0% 10224
Leite bovino 1% 9648
Leite bovino 2,5% 9119
Leite bovino 5% 8659
Leite bovino 10% 7559
Leite bovino 20% 7419
Leite bovino 30% 7765
Leite bovino 50% 7214

A andlise da média da area do pico da proteing -caseina foi possivel detectar a fraude a
partir de 20% de adigdo de soro pelo teste de Dunnett com nivel de significancia de 5%,
enquanto que pelas a.; e ag estatisticamente nao foi possivel detectar um nivel de fraude a
partir do qual a redugdo da area do pico das proteinas seja significativa considerando leite
bovino 0% como controle (Tabela 2).
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Tabela 2. Média das areas dos picos da proteinap -caseina das amostras em triplicata em
trés repetigoes.

Amostra de Leite Area proteina -

caseina
Leite bovino 0% 4730,0°
Leite bovino 1% 4458,0°
Leite bovino 2,5% 3478,0°
Leite bovino 5% 3550,0°
Leite bovino 10% 3469,3°
Leite bovino 20% 2782,0
Leite bovino 30% 3267,3
Leite bovino 50% 3239,3

*p<0,05

As proteinas do soro ndo foram analisadas, pois as bandas das mesmas ficaram muito
difusas no gel, o que comprometeu a andlise no software. Isso pode ser explicado pela
caracteristica da amostra de leite ser fluida, enquanto que Elizabeth et al. (2000)
trabalharam com amostras liofilizadas e mostrou que as proteinas do soro aumentaram com
a porcentagem de soro adicionado.

A técnica de SDS-PAGE tem sido utilizada para detectar soro de leite adicional em leite e
bebidas lacteas por meio da quantificagdo das proteinas do leite e do soro (ELIZABETH et
al., 2000) como também para a detecg&o do glicomacropeptideo (GALINDO-AMAYA et al.,
2006).

Conclusao

O perfil eletroforético das andlises dos géis de poliacrilamida com SDS-PAGE evidenciou
que a guantificagdo das caseinas, considerando a area dos picos, reduziu Com a Crescente
fraude de adicdo de soro ao leite bovino cru, o que pode ser percebido também com a
redugio da intensidade das bandas referentes as principais caseinas, mas as proteinas do
soro n&o mostraram resultados satisfatorios. Dessa forma, a técnica de SDS-PAGE foi util
para identificar e quantificar adulteragéo pela adigéo de soro em leite e derivados através da
analise da area dos picos das caseinas.
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