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A substituicdo do leite caprino pelo leite bovino & uma pratica fraudulenta
realizada pelo produtor e pela industria de laticinios. As oscilagdes sazonais e a
menor produgédo do leite caprino, em conjunto com o prego mais baixo do leite
bovino sdo os principais motivos para esta adulteragdo. Assim determinar a
qualidade do leite caprino tem grande importancia, por razdes econémica e de
salide publica, pois é utilizado em substituicdo ao leite de vaca por lactantes,
criangas e idosos que apresentam problemas de digestibilidade e alergia (PESIC
etal., 2011).

As caseinas representam cerca de 80% do nitrogénio total do leite e consiste em
quatro fragdes us-caseina, us,-caseina, p-caseina e r-caseina. As soroproteinas
representam cerca de 20% do nitrogénio total do leite sendo constituidas
principalmente  pela  o-lactalbbumina, [f-lactoglobulina,  soroalbumina e
imunoglobulinas em menores quantidades (SGARBIERI, 2005).

Nos ultimos anos diferentes métodos de analise das fragbes proteicas (técnica
eletroforéticas, imunologicas e reagdes de polimerase PCR) foram desenvolvidos
e sao utilizados para identificacdo de leites de diferentes espécies e produtos
lacteos (VELOSO et al, 2002). Entre as técnicas eletroforéticas, o gel de
poliacrilamida com ureia (ureia-PAGE) apresenta melhor mobilidade eletroforética
das fragdes proteicas. A vantagem do método de uréia-PAGE comparado com
outros métodos de gel de poliacrilamida é a nitidez da identificagéo da os-caselna
bovina com migragédo mais rapida no leite bovino do que a ug-caseina do leite
caprino (EGITO et al., 2008).

Segundo a IN 37/2000-MAPA, a mistura do leite de espécies diferentes & um tipo
de fraude/adulteragéo, por isso, o presente trabalho se propds a avaliar por meio
da técnica de uréia-PAGE a simulagéo de fraude em proporgdes crescentes (0; 2;
4; 6; 8; 10; 50 e 100% v/v) de adulteragdo de leite caprino com adigéo de leite
bovino para avaliar o perfil eletroforético das proteinas do leite caprino e bovino.

Materiais e métodos

O leite caprino foi coletado em um Capril de criag@o de raga Saanen localizado na
Zona da Mata de Minas Gerais e 0 leite bovino no Complexo de Gado Puro do
Campo Experimental José Henrique Bruschi da Embrapa Gado de Leite (Coronel
Pacheco - MG). Foram preparadas simulagdes de fraude de leite caprino com
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adicéo de leite bovino na proporgao crescente de 0%; 2%; 4%; 6%:; 8%; 10%; 50%
e 100% viv.

Para avaliagdo do perfil eletroforético pelo método ureia-PAGE das proteinas
realizou a eletroforese em condigbes redutoras com ureia em sistema de
eletroforese vertical (mod. Z352802-1EA Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA). O
protocolo seguiu 0 modelo modificado por Pereira, 2003 com gel de empilhamento
na concentragdo de 4% e gel de separagdo a 10%. Em seguida, 30 pL das
amostras foram dissolvidas em 1 mL do tamp&o contendo 0,75% de TRIS-HCI,
49% de ureia, 0,7% de pB-mercaptoetanol, 0,15% de azul de bromofenol em agua
destilada seguidas de aquecimento e centrifugacdo. Foram aplicados 30 ulL de
amostras no gel para analise. A fonte foi regulada para a corrida no gel de
empilhamento em 250 V e no gel de separagéo em 280 V por 3 horas. Apos a
corrida, o gel foi corado em solugdo de 0,1% de azul de Comassie R-250 com
50% de etanol e 2% de acido tricloroacético durante a noite e a descoloragéo foi
feita em solugdo com 25% de metanol, 10% de acido acético, 65% de agua
destilada. O géis foram escaneados em escaner convencional e analisado no
programa ImageQuanTL (GE Healthcare Life Science).Todas as amostras de
simulagées de fraudes foram aplicadas em triplicada com trés repetigdes de géis.
A analise estatistica foi realizada pelo teste de Dunnett com nivel de significancia
de 5%.

Resultados e Discussao

Os géis obtidos pela técnica ureia-PAGE apresentaram resultados satisfatérios,
sendo avaliados por comparagdo entre os geéis de diferentes proporgdes de
fraude. O perfil eletroforético das caseinas do leite de cabra foi diferente do perfil
eletroforético das caseinas do leite de vaca ao analisarmos as imagens dos géis
(Figuras 1 e 2). Foi possivel observar uma diferenca na migragéo eletroforética
das agq.caseinas da cabra e da vaca, onde a proteina do leite de cabra teve uma
migrag;ao eletroforética mais lenta do que a proteina do leite de cabra. Egito et al.
{2008) refataram gue as caseinas do leite de cabra apresentam um peifil
eletroforético mais complexo do que o leite humano, de vaca e de camela. A
caseina do leite caprino apresenta menor intensidade de carga negativa que a
bovina, o que pode justificar a diferenca de mobilidade das caseinas caprinas em
relagdo as bovinas no gel de eletroforese em condigbes alcalinas (PEREIRA,
2003).

A identificagéo de fraude em amostras de misturas de leite fluido pode ser
detectada a partir da adigado de 2% de leite bovino (Figura 2A), quando apareceu
uma banda com mobilidade eletroforética similar a agy-caseina do leite de vaca
puro (Figura 2A, circulo). Ao analisar o gel no programa especifico o dado Rf
referente a migragdo da banda foi Rf=0,34 para a wus-caseina caprina e Rf=0,38
para a ugi-caseina bovina. VELOSO et al. (2002) utilizaram a metodologia de
ureia-PAGE em misturas de leite ovino com bovino e evidenciou fraude em
porcentagem igual e acima de 5% de adigdo, 0 mesmo aconteceu quando
analisou misturas de leite caprino com leite bovino. Ja EGITO et al. (2006), com a
mesma técnica, evidenciaram resultados similares ao deste trabalho ao detectar a
adigao de 2,5% de leite bovino, mas em amostras de caseinas.

A banda referente a ag-caseina bovina aumentou a intensidade de cor com
aumento da concentragdo de leite bovino adicionado ao leite caprino. Assim a
identificagdo das misturas de leite de espécie bovino com caprina pode ser
realizada pelo aparecimento ou ndo da banda com mobilidade eletroforética mais
rapida, caracteristica da ag-caseina do leite de vaca. Através do teste de Dunnett
por comparagboes multiplas com nivel de confianga de 90% para ass-caseina
caprina foi possivel detectar uma diferenca entre as médias de expressdo das
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proteinas totais (%) a partir do nivel de 10%, enquanto que para a -caseina
bovina foi a partir do nivel de 50%.
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Figura 1. Eletroforese em gel de poliacrilamida ureia-PAGE comparando o perfil
proteico do leite caprino com adigdo de leite bovino. A. 1,2,3 leite de cabra cru
0%; 4,5,6- adigdo de 6%, 7,8,9-adicdo de 50%; 10,11,12 leite de vaca cru 100%.
B. 1,2,3 leite de vaca cru 100%, 4,5,6-adigdo de 50%; 7,8,9 leite de cabra cru 0%;
10,11,12- adi¢do de 4%.
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Figura 2. Eletroforese em gel de poliacrilamida ureia-PAGE comparando o perfil
proteico do leite caprino com adicdo de leite bovino. A. 1,2,3 leite de vaca cru
100%; 4,5,6- adi¢ao de 10%, 7,8,9-adigao de 2%; 10,11,12-adigao de 6%. B. 1,2,3
leite de cabra cru 0%, 4,5,6-adigdo de 6%; 7,8,9 leite de vaca cru 100%; 10,11,12-
adicéo de 10%.

Conclusao:

A partir dos resultados obtidos, a técnica de ureia-PAGE mostrou ser uma
metodologia eficiente e precisa na detecgéo de adulteracéo de leite de cabra com
adigdo de leite de vaca em amostras de fraude de leite fluido. Considerando que
no Brasil a importancia da autenticidade dos alimentos estd cada vez mais
relacionada com a satde humana. A técnica demostrou ser rapida, de baixo custo
e segura e como nao existe método oficial para detectar esse tipo de fraude, a
mesma pode auxiliar érgdos fiscalizadores para andlise de fraude de leites e
derivados das espécies relacionadas.
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