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RESUMO

Pela legislagdo brasileira o leite em pd ndo pode conter solidos de soro de leite. As autoridades
competentes enfrentam dificuldades no controle desse tipo de fraude, apesar de diversos métodos terem
sido estudados e propostos para detectar a adulteragdo. Neste estudo foi realizada a caracterizagio do leite
em pd, utilizando-se a técnica de eletroforese adaptada, para determinar adulteragdo em amostras de leite
em po contendo diferentes concentragdes de soro (2%, 4%, 6%, 8% e 10%) e pelos perfis protéicos. Foi
empregada a técnica de SDS-PAGE com modifica¢des nos procedimentos de conservagao dos géis apds
preparo, tempo entre preparo e aplica¢do, voltagem e corrente na fonte eletroforética, tempos de revelagdo
e secagem, obtendo-se géis com resultados satisfatorios quando analisados por meio de software Image
Quant TL. A técnica de SDS-PAGE adaptada foi eficiente para avaliar as caracteristicas das amostras de
leite em po e de soro em po separadamente. Houve possibilidade de identificar a adi¢do de soro de leite,
porém sem discernimento da correlagdo entre o nivel de adi¢do e a quantidade de soro adicionada. A
SDS-PAGE modificada mostrou bom desempenho na caracterizagao de proteinas de leite em p6, de soro
de leite em pd e de suas misturas.

Palavras-chave. eletroforese, proteinas, adulteragdes, SDS-PAGE.

ABSTRACT

According to the Brazilian legislation the sterile pasteurized milk and the milk powder should not
contain cheese whey solids. Although several methods have been studied and proposed for detecting this
adulteration, it has been hard to be controlled by the competent authorities. This study characterized the
milk powder by using a modified electrophoresis technique for determining the adulteration of milk powder
samples containing different concentrations of whey (2%, 4%, 6%, 8% and 10%), and by analyzing the protein
profiles. Modifications in the SDS-PAGE technique procedures were done on the prepared gel preservation,
the time between preparation and application, the electrophoretic source current and voltage and on the gel
developing and drying time, which produced an satisfactory effect on the final results. The adapted technique
showed to be efficient for characterizing the milk powder and whey powder samples separately. Addition of
whey was identified, but the correlation between the adulteration level and the added amount of whey could
not be determined. The adapted SDS-PAGE technique showed a suitable performance for assessing the milk
protein powder, whey powder and its blended products characteristics.

Keywords. electrophoresis, proteins, adulteration, SDS-PAGE.
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INTRODUCAO

A qualidade do leite consumido ¢ uma
constante preocupacdo de técnicos, autoridades e
demais profissionais nacionais e internacionais, ligados
a area de saude, laticinios e dos consumidores!. O soro
de leite em po6 tornou-se um importante componente
de muitos produtos formulados. O aproveitamento
deste sub-produto deve ser incentivado a fim de que se
possa usufruir do seu consideravel valor nutricional e,
preservar a natureza do impacto ambiental representado
pela eliminagdo do mesmo sem o adequado tratamento®.
Contudo, sua adi¢do aos produtos comercializados com
a denominacdo de leite em pé constitui fraude contra a
economia popular’. Devido ao preco reduzido do soro
com relagdo ao leite, e a complexidade destas misturas,
essa pratica é alvo atrativo de adulteracdes®.

Varios métodos tém sido desenvolvidos
para a deteccdo desse tipo de fraude: composicio de
aminodcidos (cistina e cisteina; acido aspartico, alanina
e prolina); relagdo entre constituintes (relaciao nitrogénio
soroproteico/nitrogénio caseinico); método crioscopico;
observacio  microscopica com luz  polarizada;
imunoenzimatico; cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE); determinacido do acido sidlico livre;
entre outros™®. A adi¢do fraudulenta de soro ao leite é
normalmente detectada e quantificada pela determinacio
do CMP (Caseinomacropeptideo). As caseinas do leite de
vaca sdo compostas por aproximadamente 50% a-caseina
(incluindo a as1-caseina e a -caseina), 30% de B-caseina,
15% de k-caseina e 5% de y-caseina e as proteinas do
soro de leite sdo constituidas de f3-lactoglobulina e
a-lactoalbumina, albumina do soro bovino, lactoferrina,
imunoglobulinas e glicomacropeptideos’. A caseina ¢
uma fosfoproteina que estabele ligacdes com o calcio,
o que lhe confere certa estabilidade, motivo pelo
qual nao coagula no ponto de ebulicdo do leite’. A
a-lactoalbumina desnatura-se a 65,2 °C, em pH 6,7,
sendo 90% da desnaturacio revertida com resfriamento,
essa alta capacidade de renaturar-se explica sua aparente
resisténcia térmica''. A desnaturagdo da B-lactoglobulina
édependentedotempodeexposi¢doatemperatura. Acima
de 70 °C ocorrem extensivas alteragdes de conformacio,
com exposicdo de grupos SH e NH,. Sofre desnaturagio
de polimerizagao irreversivel com a formagédo de ligagoes
S-S intermoleculares'?.

O Caseinomacropeptideo (CMP) é um
polipeptideo resultante da quebra da ligacao peptidica da
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k-caseina entre os aminodcidos 105-106 (fenilalanina-
metionina). Desta cisdo, forma-se o paracaseinato de
calcio (1-105), hidrofdbico e insolavel, pela agregacdo
das micelas de caseina, e o caseinomacropeptideo (106-
169), hidrofilico e soluvel, que permanece no soro**. O
CMP ¢ liberado pela a¢do da quimosina durante a fase
primaria da coagulagdo do leite e por se tratar de um
componente especifico do soro e que deve estar ausente
no leite, 0 CMP é um excelente indicador da presenca de
fraude por adicéo de soro ao leite®.

Métodos que utilizam eletroforese capilar tém sido
utilizados com sucesso na identificagdo e quantifica¢do
deste CMP em leite’*'*. Em experimentos conduzidos
por Olieman e Riel”, utilizou-se CLAE em coluna de
fase reversa (CLAE-FR) para estudar o comportamento
da protedlise extensa no leite, causada por bactérias
psicrotroficas. Alvin'® fez um estudo da influéncia da
qualidade do leite nos resultados do método de CLAE-FG
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia por Filtracao
em Gel), quando utilizado para detectar soro adicionado
neste produto, e concluiu que os resultados positivos,
quando ha presenca de CMP, podem ser interpretados
como adi¢do de soro ao leite, ou como provenientes
da detec¢do de produtos de degradagao protéica do
leite de péssima qualidade. O maior incoveniente da
determinagao do CMP ¢ a atividade proteolitica de
enzimas termorresistentes liberadas por bactérias
psicrotroficas em leite cru e a plasmina que permanece
ativa no leite, pois estas podem acarretar liberagio e
surgimento de certa quantidade de CMP e outro peptideo
denominado “pseudo-CMP”, devido a capacidade das
enzimas proteoliticas de hidrolisar a caseina em locais
parecidos com os locais hidrolisados pela quimosina'’.
Deste modo, toda andlise baseada na identificacio de
CMP pode apresentar resultados falso-positivos, quanto
a adicdo de soro de leite ao leite. Este pseudo-CMP pode
diferir do CMP por um unico aminoacido (metionina
terminal no CMP, residuo 106 — alanina terminal no
pseudo-CMP, residuo 107)*%.

A legislacao brasileira estabelece que o leite em p6
devera conter somente as proteinas, agucares, gorduras
e outras substancias minerais do leite e nas mesmas
proporgdes relativas deste, sendo aceitos como aditivos
unicamente a lecitina, atuando como emulsionante,
e alguns anti-umectantes’®. Em concentragdes de
até 30 mg/L de CMP, o leite podera ser destinado ao
abastecimento direto. Quando o indice de CMP no leite
estiver entre 30mg/L e 75mg/L, este podera ser destinado
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a produgdo de derivados lacteos, e acima de 75mg/L,
podera ser destinado a alimentag¢do animal ou & industria
quimica em geral®.

Outro método capaz de detectar a presenga de CMP
em leite pasteurizado e leite em p¢ foi desenvolvido por
Vilela®, utilizando eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE) para realizar a separacido e densitometria, para
quantificagdo. Embora a metodologia apresente alta
sensibilidade (0,5% de soro de leite adicionado), o tempo
total de analise pode ser considerado longo, além de exigir
condicdes especiais de andlise. Entretanto, esta apresenta
muitas vantagens em relagio aos diversos métodos
que tém sido estudados e propostos para a deteccido da
adulteracdo do leite com soro de leite, especialmente
no que diz respeito ao custo dos materiais em geral,
necessidade de especialistas qualificados dedicados ao
método e custo dos equipamentos’.

O objetivo deste trabalho foi a adaptagdo de uma
metodologia de eletroforese para determinar adulteragao
de leite em pd com diferentes concentragdes de soro, por
meio da verificagdo dos perfis protéicos.

MATERIAL E METODOS

Seguiu-se a metodologia proposta por
Laemmli*, com algumas adaptagdes, devido a demora
na corrida do processo cldssico e & ma resolucdo das
bandas quando reveladas. As amostras de leite em po
foram adquiridas nos mercados da cidade de Juiz de
Fora - MG entre agosto e dezembro de 2009, sendo
analisadas seis diferentes marcas. O soro de leite em po

foi adquirido de fornecedor industrial. Em laboratdrio,
foram produzidas, cinco amostras fraudulentas,
misturando-se soro de leite em p6 nas concentragdes
de 2%, 4%, 6%, 8% e 10% ao leite em po, sendo 100g a
quantidade de mistura final preparada. O leite em pd e 0
soro de leite em p6 foram reconstituidos a 12% em agua
destilada. Adicionou-se em microtubo, 24 ul de cada
amostra reconstituida e 1 mL de tampdo da amostra
(4,0 mL de agua destilada; 1,0 mL de Tris-HCl 0,5 mol/L
em pH 6,8; 0,8 mL de glicerol; 1,6 mL SDS 10% m/v; 0,4
mL de 2-mercaptoetanol; 0,2 mL de azul de bromofenol
2% m/v). As amostras, ap0os a dissolucio no tampéao de
amostra, foram submetidas a 1000 °C por 5 minutos e
centrifugadas em temperatura ambiente por 15 minutos
a 12.500 x g. Utilizaram-se marcadores de baixa massa
molecular (Amersham Biosciences - Buckinghamshire,
Inglaterra), aplicados nos pogos de nimeros 2 e 13 e
padrdes a-caseina, 3-caseina e k-caseina de leite bovino
(Sigma Chemical Co.,St. Louis, MO, EUA) - aplicados,
respectivamente, nos pocos de numeros 3, 4 e 5 de
cada gel. Os pogos dos extremos dos géis nao foram
utilizados. A seguir, foram aquecidos a 40 °C por 1
hora, sendo armazenados a -20 °C aproximadamente
no proprio recipiente. Como marcadores moleculares
foram utilizados fosforilase b, albumina bovina,
ovoalbumina, anidrase carbdnica, inibidor de tripsina
e a-lactoalbumina, variando de 14.400 Da a 97.000 Da.
Os géis de separagdo e empilhamento foram preparados
utilizando-se as solugdes descritas na Tabela 1.

Estas solugbes foram misturadas nas
quantidades descritas e em seguida, colocadas nos

Tabela 1. Composigdo dos géis de poliacrilamida utilizados para eletroforese de proteinas das amostras de leite

em po, soro de leite em po e suas misturas

Componentes Gel de separacio  Gel de separagio  Gel de separagio Gel de
P 12,5% 15,0% 15,5% Concentragio

Acrilamida/Bis 12,5 mL 15 mL 15,5 mL 1,5 mL

(sol. estoque 30%)

Tampao *Tris-HCl

1,5 mol/L pH 8,8 7,5 mL 7,5 mL 7,5 mL 2,5mL

**SDS 10% m/v 0,3 mL 0,3 mL 0,3 mL 0,1 mL

Agua destilada 9,4 mL 6,9 mL 6,4 mL 5,9 mL

Persulfato de 0,3 mL 0.3 mL 0,3 mL 0,05 mL

amonio

*+*TEMED 30 uL 30 ulL 30 uL 20 uL

*TRIS = tris (hidroximetil) aminometano
**SDS = dodecil sulfato de sédio
HTEMED = tetrametiletilenodiamina
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moldes de vidro, até atingir a altura de 9,5 cm na placa.
Uma fina camada de butanol foi colocada sobre esta
solugdo, evitando-se assim a forma¢ao de um menisco
cdncavo, efeito provocado pela tensdo superficial do gel.
Apos a preparagdo dos géis, as placas foram fixadas em
cuba vertical (modelo Z35280-2, Sigma Chemical Co.
St. Louis, MO, EUA). Nos reservatorios das cubas, foi
colocado tampao Tris-glicina, pH 8,3, diluido 1:5. Foram
aplicados volumes que continham aproximadamente
30pg de proteinas. Fixou-se a voltagem em 60 V para
o gel de empilhamento, com corrente livre e, 120 V
para o gel de separagdo, mantendo a corrente livre. Ao
término da corrida, os géis foram imersos em solugao
fixadora por 40 minutos. Em seguida, foram colocados
em solucdo corante, por uma noite. A descoloragao,
onde se utilizou 500 mL de metanol, 200 mL de
acido acético e agua destilada até completar 1000 mL
de solugdo, transcorreu por 2 horas, até a completa
evidenciacao das bandas. Os géis foram imersos em
solugdo de secagem por 15 minutos e secos pelo método
do bastidor Alfenas*. Cada gel analisado corresponde
a um tratamento, em duplicata, tendo em vista que
o equipamento possibilitar a corrida simultinea de
dois géis. As imagens dos géis foram escaneadas e
posteriormente analisadas pelo software Image Quant
TL V2005 da Amersham Biosciences. Apos a andlise,
o programa fornece dados sobre a distancia percorrida
pela fracdo de proteina em fungdo da distancia total,
o que aqui foi denominado “mobilidade eletroforética
relativa’, massa molecular (expressa em kDa) e volume
de cada fracdo protéica analisada. A drea da banda
eletroforética entdo é vista como uma curva gaussiana.
Algumas proteinas-padrdo de massas moleculares
conhecidas sdo usadas para a confec¢do de uma reta no
grafico de peso molecular versus mobilidade relativa,
apds a incubacdo em SDS e f3-mercaptoetanol e a
eletroforese desnaturante. A partir desta reta é possivel
estimar a massa molecular de uma proteina qualquer,
submetida concomitantemente a mesma eletroforese®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se que, as massas moleculares
na faixa da p-lactoglobulina e a-lactoalbumina
ficaram prejudicadas nos géis de separagdo com
concentracdes de 12,5% e 15% de acrilamida, néo
permitindo a adequada caracterizagdo das proteinas
do soro. Deste modo, ndo foram executadas avaliagbes
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Figura 1. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 15,5%. A.
padrao de massa molecular; B. a-caseina; C. p-caseina; D. k-caseina;
E. amostra de leite em p6 1; FE. amostra de leite em pd 2; G. amostra de
leite em po6 3; H. amostra de leite em pé 4; I. amostra de leite em po 5;
J. amostra de leite em pé 6; K. soro de leite em pé padrao; L. padriao
de massa molecular

densitométricas dos géis nestas concentragdes. Os géis
de concentragdo 15,5% de acrilamida possibilitaram
a analise correta pelo software especifico, gerando
valores de mobilidade eletroforética relativa e massas
moleculares das respectivas fracoes protéicas. Os
pogos de E até ] da Figura 1 representam perfis tipicos
de leite em po, de acordo com trabalhos conduzidos
em condi¢des similares? .

As fragdes caseinicas aparecem na seguinte
ordem crescente de mobilidade eletroforética: aa; B
e k-CN. Esta sequéncia concorda com os valores médios
das massas moleculares das fragdes obtidas, onde os
maiores picos de mobilidade eletroforética relativa, para

Figura 2. Densitogramas de eletroforese em gel de poliacrilamida
na presenga de dodecil-sulfato de sédio (SDS-PAGE) relativos as
amostras de leite em pd
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as fragoes caseinicas, devem ser correspondentes a a-CN,
B-CN e k-CN (Figura 2) nesta ordem.

No presente trabalho, as bandas correspondentes
a a e a, encontram-se agrupadas em uma tnica faixa
densitométrica, correspondente a a-caseina cujo pico é o
mais expressivo.

De acordo com Farrell Jr. et al.?>, as massas
moleculares das mais importantes fracdes caseinicas
estdo na faixa de 19,00 a 25,00 kDa. Neste experimento,
elas parecem migrar até a faixa préxima ou maior que
30,00 kDa, o que demonstra que as caseinas exibem
comportamento anormal nestas condig¢des. Isto pode ser
justificado pela ligagdo em proporgdes variadas ao SDS
pelas diferentes fracoes caseinicas ou pela interacio entre
as fragOes caseinicas separadas.

A avaliacdo destes resultados mostra que os
perfis das amostras de leite em pd apresentaram minimas
variagdes, principalmente nas fragdes caseinicas,
permitindo assim sua caracterizagao. Embora os valores
das massas moleculares detectadas sejam maiores que
os descritos na literatura, sua sequéncia concorda com
o perfil eletroforético das caseinas, ja que os padrdes
apresentaram valores semelhantes.

A Figura 3 apresenta o perfil eletroforético das
amostras de leite em pd, misturadas com soro, permitindo
a identificagao dos perfis tipicos de leite em p6 (pogo E),
soro de leite em po (pogo K) e misturas (pocos F a ).
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Figura 3. Perfil eletroforético das amostras deleite em po, adulteradas
com soro, obtido por eletroforese em gel de poliacrilamida na
presenga de dodecil-sulfato de s6dio (SDS-PAGE). Gel de separagiao
com 15,5% de poliacrilamida. A. padrio de massa molecular;
B. a-caseina; C. B-caseina; D. k-caseina; E. leite em pé padréo; F.
mistura de leite em pé com 2% de soro em po; G. mistura de leite em
p6 com 4% de soro em pd; H. mistura de leite em pé com 6% de soro
em pd; 1. mistura de leite em p6 com 8% de soro em po; J. mistura de
leite em pé com 10% de soro em pd; K. soro de leite em p6 padrio;
L. padrao de massa molecular
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Figura 4. Densitogramas de eletroforese em gel de poliacrilamida
na presenca de dodecil-sulfato de sédio (SDS-PAGE) relativos ao
soro em po e suas misturas ao leite em pd. De acordo com Dzurec
e Zall*, o tratamento térmico sofrido pelo leite em pd pode induzir
associagdo entre proteinas do soro, como entre a-lactoalbumina e
B-lactoglobulina, o que é verificado pela presenga de unica banda
na regido destas proteinas®. Estudos mostram que, por meio de
aquecimentos mais severos, a desnaturagdo de soroproteinas ocorre
por associagdo entre proteinas do soro ou com micelas de caseina,
podendo justificar o perfil observado®

Com relacido ao soro (linha k), as bandas que
apresentam mais alta coloragdo e, consequentemente,
concentragio, parecem se referir as fracdes lactoferrina,
representada pelo pico de ntimero 1, soro albumina
bovina, representada pelo pico de numero 2,
B-lactoglobulina e a-lactoalbumina, representadas
pelo pico de nimero 3 no respectivo densitograma da
amostra (Figura 4).

Ao avaliar as amostras de leite em p6 adicionadas
de quantidades crescentes de soro em po, observa-se
que nio ha semelhanca entre o padrio de leite em po e
as amostras de fraude, onde era esperado um aumento
dos picos densitométricos nas fracdes protéicas do soro,
como [-lactoglobulina e a-lactoalbumina, ndo ocorrendo
este acréscimo. Este fendmeno pode ser justificado
por diversos fatores como a ma homogeneizagao das
amostras durante o preparo, solubilidade do soro em p6
inferior a solubilidade do leite em pd, temperatura de
dissolugéo das amostras ndo ideal, aliquota retirada nao
representativa da amostra ou a dispersdo nio uniforme
do p6 em solucdo. O trabalho realizado por Vilela®
utilizando técnica SDS-PAGE similar a apresentada,
mostrou-se eficaz na detecgdo de fraude em leite por
adi¢do de soro em pd. Entretanto, as amostras foram
tratadas previamente, de modo a realizar a determinacéo
a partir do glicomacropeptideo.
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CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste

trabalho, conclui-se que:

Na técnica de SDS-PAGE, entre as concentragdes
de acrilamida testadas no gel de separacao, a que
apresentou melhor resolu¢io das bandas protéicas
foi a de 15,5%.

As amostras de leite em pd sdo semelhantes quanto
aos perfis eletroforéticos, possibilitando sua
caracterizacio eletroforética, onde os picos de maior
expressdo foram os correspondentes a a-caseina,
3-caseina e k-caseina.

O perfil eletroforético do soro em pd, apresentou
unica banda na faixa de B-lactoglobulina e
a-lactoalbumina, provavelmente justificada pelo
tratamento térmico empregado na secagem do
soro.

Nas condig¢oes analiticas empregadas, o método
SDS-PAGE possibilitou apenas a visualizacdo
da presenca do soro, entretanto, nido se revelou
eficiente no estabelecimento de uma boa correlacdo
entre o nivel da adulteracdo e a quantidade de soro
adicionado.
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