Sp 6080 P. 200

2013

SP-PP-6080

o &

V1 CONGRES OAMERICAND
E X1 3 ASILEIRO DE 23 a 2[3 Fluded Servanc H&M{EI

. HIGIENISTAS Absil de 2013 Geramado - RS

DE ALIMENTOS

\ SO OSES

Q_UANTIFlCAQﬂO DAS PROTEINAS TOTAIS PELA ESPECTROFOTOMETRIA UV:
METODO DE BRADFORD EM LEITE CAPRINO ADULTERADO COM LEITE BOVINO

QUANTIFICATION OF TOTAL PROTEINS BY UV SPECTROPHOTOMETRIC:
BRADFORD ASSAY OF ADULTERATION IN CAPRINE MILK WITH ADITION OF COW
MILK

Alessa Siqueira de Oliveira dos SANTOS', Debora Cristina JESUS?, Vaneida Maria
MEURER% Anténio Silvio EGITO?, Marco Antdnio Moreira FURTADO?®, Marta Fonseca
MARTINS

'Embrapa Gado de Leite
2Eetudante de Graduagao em Zootecnia - UFPR
3Universidade Federal de Juiz de Fora - UFJF

Palavras-chave: Leite; Analise de proteinas; Método de Bradford; Espectrofotometria UV.
Introdugao

As proteinas no leite s@o representadas pelas caseinas e soroproteinas. As caseinas
representam cerca de 80% das proteinas totais do leite e s@o constituidas essencialmente
pela osi.caseina (os-CAS), use-caseina (as-CAS), f-caseina (B-CAS) e k-caseina (x-CAS).
As soroproteinas representam cerca de 20% das proteinas totais do leite sendo constituidas
principalmente  pela a-lactalbumina (a-LA), p-lactoglobulina (p-LG), soroalbumina e
imunoglobulinas em menores quantidades as quais se encontram soluveis (DALGLEISH &
MORRIS, 1988). Muitos estudos mostram que a quantificagéo de proteina & muitas vezes
necesséaria antes de processar as amostras de proteina para o isolamento, a separagao e a
analise por metodos cromatograficos, eletroforéticos e imunoquimicos em diversas areas do
conhecimento.

No doseamento das proteinas totais do leite e produtos lacteos os métodos mais utilizados
sio o método de Kjeldahl (HELRICH, 1990), os métodos por fixagdo de corante
(principaimente o Negro de Amido) e a espectrofotometria no infravermelho (IV) €
ultravioleta (UV). Os métodos espectrofotométricos séo os mais utilizados (GROVES et al,
1968). A espectrofotometria no UV apresenta vantagem de ndo destruir as amostras e ser
bastante rapido (PACE et al., 1995). Porém, algumas amostras complexas, por possuirem
substancias distintas, podem absorver na regiao do ultravioleta tornando os resultados
pouco precisos (STOSCHECK, 1990). O método que realiza ligagao do corante Coomassie
Brilliant Blue (CBB) as proteinas, conhecido como método de Bradford € comumente
utilizado para determinag&o de proteinas em alimentos (BRADFORD, 1976). Este método &
baseado na absorgao de luz produzida pelo resultado da interagdo entre o corante CBB e as
macromoléculas de proteinas que contém aminoacidos de cadeias laterais e aromaticas. Em
pH baixo, a forma vermelha do corante & convertida na forma azul quando ocorre @
interacéo entre proteinas de alto peso molecular e o CBB, provocando o deslocamento do
equilibrio do corante para forma anidnica absorvendo fortemente na regido de 595 nm. Esta
técnica @ muito reprodutivel e rapida com relativa sensibilidade e especificidade (ZOR &
SELINGER, 1996). A vantagem do meétodo de Bradford & que o reagente se liga a proteinas
através de trés tipos de interagoes: eletrostatica, onde a arginina (aminoacido basico)
interage com o grupo sulfato (carga negativa) do reagente, a interagao dos anéis aromaticos
do reagente com anéis aromaticos dos aminoacidos, como o triptofano, e finalmente, a
interagao fraca do reagente com aminoacidos polares que tem grupamentos R hidrofobicos,
tais como anel aromatico da tirosina (COMPTON & JONES, 1985; SPLITTGERBER &
SOHL, 1989; OWUSU-APENTEN, 2002).

Existem muitos estudos para a determinagéo de proteinas comparando sensibilidade,
custos, robustez, interferentes e linearidade dos diferentes métodos espectrofotometricos,
mas nao foram encontrados na literatura especializada estudos comparativos da linearidade
do método de Bradford para quantificagdo de proteinas totais em misturas de leite de
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diferentes espécies. A Legislagdo do Ministério da Agricultura (Art. 879 RIISPOA) considera
um tipo de adulteragéo o emprego de substancias de qualquer qualidade tipo e espécies
diferentes da composicdo normal do produto sem prévia autorizagdo do D..P.O.A. A
legislagéo julga como fraude as operagdes de manipulagdes e elaboragdes executadas com
a intengao deliberada de estabelecer falsa impressao aos produtos fabricados.

A adulterag&o e fraude no leite de cabra além de poder prejudicar as particularidades de

queijo que utilizam a matéria prima de leite caprino, podem causar grandes danos a salde
de criangas em tratamentos de alergia ao leite de vaca.

Considerando que a mistura do leite de espécies diferentes é um tipo de fraude, o presente
trabalho se propds a avaliar através da linearizagdo da curva de calibragdo obtida pela
proteina padrao do leite (3-CAS) a quantificagdo das proteinas totais em amostras de leite
de cabra fraudadas com porcentagens crescentes de leite bovino (0; 2; 4; 6; 8; 10; 50 e
100% v/v) utilizando o método de Bradford com leitura no UV.

Material e métodos

Preparagdo das simulagdes de fraudes de leite caprino com leite bovino: o leite cri de
caprinos da raga Saanen foi coletado de um animal e mantido em refrigeragdo. Da mesma
forma, procedeu-se a coleta do leite bovino da raga Holandesa. No laboratorio, os leites das
duas espécies foram misturados em diferentes proporgbes observando as seguintes
concentragoes: 0; 2; 4, 6; 8, 10; 50 e 100% v/v, sendo que 0% corresponde ao leite de cabra
puro e 100% o leite de vaca puro.

Preparag&o da curva de calibragéo com a proteina padrao: a solugdo do reagente Bradford
(Bio-Rad Protein Assay, Hercules, Califérnia) foi preparada conforme preconizagdo do
fabricante. A proteina padrao B-CAS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) foram preparadas
em seis diluigdes em agua ultra pura (Ultrapure Milii-Q; Millipore Corp., Bedford, MA, USA),
com as seguintes concentragées: 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,5 e 2,0 mg/mL. Considerando o
método regular conforme recomendagdo do fabricante, as amostras foram preparadas na
proporgdo de 1:50, pipetou-se 4 pL de cada diluigdo das proteinas padrdo em microtubos e
adicionou 200 pL do reagente Bradford com posterior agitagédo no vortex. Apos 5 minutos, as

medidacs de ahsorhadncias 2 598 nm foram realizadas em esp.eﬂi‘lrnfnh"‘\mntm (Nancl’\rﬁn ND-
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1000 Technologies, Wilmington, USA) no médulo “Protein Bradford” utilizando somente o
reagente Bradford como branco.

Determinagéo espectrofotométrica das proteinas totais do leite: foram utilizadas simulagdes
de amostras de leite de caprino fraudadas leite bovino cru proveniente de vaca Holandesa
na diluicéo de 1:50 com agua ultra pura. Em seguida, adicionou-se 4 L da diluicdo em 200
KL do reagente Bradford e posterior agitagdo no vortex. Apés 5 minutos, as medidas de
absorbancias a 585 nm foram obtidas no espectrofotémetro ultravioleta utilizando somente o
reagente Bradford como branco. Dada as concentragdes das amostras pelo software do
espectrofotdmetro foi utilizado o programa Excel para produzir a curva de calibragdo e
determinar o coeficiente de correlagao linear (R?).

Resultados e Discusséo

Os sinais de absorbancia obtidos por determinagao espectrofotométrica por ultravioleta
foram correlacionados com as concentracbes da proteina padréo resultando na curva
analitica de calibragdo, a qual gerou uma equacdo de regresséo linear: Y=0,0277x+0,0003
com coeficiente de correlagéo maior que 0,98, mostrando linearidade do método para
estimar a quantidade de proteina das amostras testadas.
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Figura 1. Curva de calibragdo com a proteina padréo B-Caseina

A tabela 1 evidencia os resultados quantitativos pelo método de Bradford da concentragao
da proteina total quantificada no espectrofotémetro e estimada através da equagdo de
regressao linear com coeficiente de correlacdo linear acima de 0,98.

Concentracéo de
proteina (ug/mL)
estimada

Concentracao de proteina
Amostras de leite (mg/mL) total (pg/mL) quantificada no
espectrofotéometro

Cru de Vaca Individual 1694,16 1743,68

Tabela 1. Quantificagdo por espectrofotometria UV (Método de Bradford) das proteinas
totais de leite de cabra adulterado com leite de vaca em diferentes concentragbes.
*Porcentagem de Adigdo Leite de Vaca

De acordo com os dados expostos na tabela 1, a quantificagéo de proteinas totais (ug/mL)
aumentou com a adi¢ao do leite de vaca a partir de 2% quando comparada a concentracéo
observada no leite puro de cabra, porém o aumento da concentracdo das proteinas totais
néo apresentou linearidade crescente mediante a porcentagem crescente de fraude. A
concentragéo obtida para o leite cru de vaca resultou em 68% a mais que a concentragéo do
leite de cabra, o que pode ser explicado pela literatura de GREPPI et al. 2008 quando
descreve que a composigao das proteinas totais do leite de vaca possui concentragédo entre
32-34 g/L versus 28-32 g/L do leite de cabra. As proteinas do soro comrespondem 5.8-6.5 g/L
do leite de vaca e 5.5-6.5 do leite de cabra. As fragbes de caseinas sdo as maiores
representantes da proteina totais com 26-37 g/L do leite de vaca e 22-28 g/L do leite de
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cabra. Um grande numero de estudos cientificos demonstra que a proteina do leite de 200
especies de mamiferos pode variar de 1% até 20% (GREPPI et al., 2008). Essa variagdo
pode ser explicada pela diferenga de gendtipos de cada espécie e raga, periodo de lactagao,
saude do animal, alimentagao, intervalo entre as ordenhas, estag&o do ano e clima.

O leite de cabra vem sendo muito utilizado devido suas propriedades bioquimicas de melhor
digestibilidade e menor alergenicidade comparado ao leite bovino (RIBEIRO & RIBEIRO,
2001), por isso a mistura de leite e/ou proteinas lacteas de diferentes espécies se torna um
grande problema de saude publica. As importantes propriedades do leite caprino gera um
aumento da demanda do produto. Portanto & preciso investimentos da industria e politicas
publicas em producdo de tecnologia e maior fiscalizagdo da composigido desse tipo de
produto para proporcionar maior seguranga aos consumidores.

Conclusao

O método de Bradford mostrou eficiéncia para guantificacéo de diferentes concentragées de
proteinas totais de leite de cabra e do leite de vaca. Portanto essa técnica de
espectrofotometria pode ser utilizada como um método preliminar, auxiliando outros
métodos convencionais de andlise de fraude de leite de cabra adulterado com leite de vaca,
pratica de carater fraudulenta incentivada pelas flutuacdes sazonais na disponibilidade do
leite de cabra e de ovelha e o prego mais elevado comparativamente ao leite de vaca.
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