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INTRODUCAO

O leite € um fluido viscoso secretado pelas glandulas mamarias e considerado o Unico alimento
gue atende as necessidades nutricionais e metabolicas do recém-nascido de cada espécie, por conter
diversos nutrientes, tais como proteinas, lipideos, carboidratos, sais minerais e vitaminas
(SGARBIERI, 2004; EDITORA INSUMOS, 2013).

No Brasil, devido a pecuaria bovina, a fonte mais expressiva de leite para alimentacdo humana
tem sido o leite de vaca (EDITORA INSUMOS, 2009). Segundo a Organizagdo Mundial de Salde
(OMS), o consumo de leite bovino é de cerca de 210L/habitante/ano. A producao brasileira de leite
é capaz de fornecer cerca de 170 litros de leite/habitante/ano (BRASIL-MAPA, 2014).0s avancos
nas técnicas relacionadas a producdo, processamento e distribuicdo de leite tém favorecido o seu
consumo pelo ser humano, particularmente o leite de origem bovina (SILVA, 1997).

O leite bovino é composto de agua (87,3%), lactose (4,9%), gordura (3,5 a 3,8%), proteinas
totais (3,3 a 3,5%), minerais (0,7%) e vitaminas (SGARBIERI, 2004).No soro do leite bovino, as
proteinas somam aproximadamente 20% das proteinas totais, sendo 80% delas representadas pelas
caseinas (ANTUNES, 2003). Entre as proteinas do soro de leite bovino, destacam-se as seguintes:
&#946;-lactoglobulina (18,4 — 36,8 kDa), um dos principais peptideos, &#945;-lactoalbumina (14,2
kDa), albumina sérica bovina (BSA — 66 kDa), lactoferrina (~80 kDa) e imunoglobulinas (150 —
1.000 kDa), entre outras (HARAGUCHI et al, 2006; ALMEIDA et al, 2013).

A classificacdo e a designacdo dos tipos de leite sdo determinadas por normas do Ministério da
Agricultura, 06rgdo que estabelece os padrbes de ordenha, transporte, beneficiamento e
armazenamento do leite e também define os padrdes de analise e os métodos utilizados para avaliar
cada tipo de leite (EDITORA INSUMOQOS, 2009).

O leite bovino industrializadopode se apresentar sob trés formas: po, fluido e condensado
(EDITORA INSUMOS, 2009). Os leites industrializados, principalmente os de origem bovina e os
do tipo fluido séo utilizados, muitas vezes, como complemento ao leite materno ou como unica
fonte de nutrientes para algumas criancas, mas também como alimento e fonte de nutrientes para
adultos.
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Dada sua importancia em fases nutricionais distintas na nutricdo humana, este trabalho teve por
objetivo analisar o perfil proteico do soro de leites bovino in-natura e bovino industrializado por
meio de eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE, para verificar semelhancas ou diferencas
proteicas entre eles.

MATERIAL E METODOS

As amostras de leite bovino in natura provenientes das racas Jersey/Zebu foram doadas por uma
propriedade particular no interior do municipio de Bozano (RS) e as das ragas Holandesa e Jersey
pelo Instituto Regional de Desenvolvimento Rural (IRDeR) de ljui (RS). Os animais estavam em
periodo de lactacdo entre 3 e 12 meses e ndo estavam amamentando. As amostras foram
armazenadas a -20°C até serem utilizadas no experimento.As amostras de leite bovino
industrializado UHT, do tipo integral padronizado, foram adquiridas em mercados da cidade de ljui
(RS) no més de outubro/2015, tendo sido analisadas trés marcas distintas. As amostras foram
processadas logo ap6s a compra.

Um volume de 500&#956;L de cada amostra foi submetido a centrifugacdo (ALC&#61650;,
Micro Centrifugette&#61650; 4214) a 13.000 rpm por 30 minutos a temperatura de 12°C *
2&#8304;C, para retirar a porcdo lipidica e eventuais restos celulares. Para precipitacdo da caseina,
0 sobrenadante obtido foi acidificado com &acido acético 2% até atingir pH 4.2, e mantido em
repouso em refrigerador durante a noite. A seguir, aliquotas de 1500 &#956;L colocadas em
microtubos foram centrifugadas a 10.000 rpm por 15 minutos a temperatura de 12°C + 2&#8304;C
para remoc¢ado da caseina; o sobrenadante obtido teve o pH ajustado para 7.0 com NaOH 1.0M. O
sedimento contendo caseina ndo foi utilizado.

As amostras de soro de leite foram analisadas através de eletroforese em gel de
poliacrilamidal2%sob condic¢fes desnaturantes, seguindo o método descrito por Laemmli (1970).
Para a montagem e a corrida eletroforética dos géis foi utilizado o sistema Mini-protean Il TETRA
CELL® (Bio-Rad), seguindo os procedimentos determinados pelo fabricante.Os géis SDS-PAGE
foram submetidos a corrida em temperatura ambiente por aproximadamente 45 minutos com
voltagem fixa em 200 V e corrente aberta e em seguida foram corados com CoomassieBrilliant
Blue G-250.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises em SDS-PAGE (Figura 1) mostraram perfis muito similares com bandas proteicas
variando de 14 a 100 kDa em todas as amostras de leite analisadas.
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Figura 1. Perfil comparativo de proteinas de amostras de soro de leites bovino in natura e industrializado. M. Marcador
de massa molecular; LBJ/Z. Leite bovino Jersey/Zebu; LBJ. Leite bovino Jersey; LBH. Leite bovino Holandesa; LIA.
Leite industrializado A; LIB. Leite industrializado B; LIC. Leite industrializado C.

O perfil eletroforético das amostras de leite bovino in natura (Figuras 1, linhas LBJ/Z, LBJ e
LBH) foi bastante similar nas trés amostras analisadas, mostrando a presenca de duas proteinas de
alta intensidade de aproximadamente 14 e 18 kDa, correspondendo a &#61537;-lactoalbumina e
&#946;-lactoglobulina. A &#946;-lactoglobulina, com massa molecular em torno de 18,4 — 36,8
kDa, é a proteina mais abundante no leite bovino e ndo é encontrada no leite humano. J& &#61537;-
lactoalbumina, cuja massa molecular é de aproximadamente 14,2 kDa, é considerada a segunda
proteina mais abundante no leite bovino (HARAGUCHI et al., 2006).

Outras trés proteinas com massa molecular em torno de 50, 66 e 80 kDa aparecem com
intensidade bastante similar e uma outra, de aproximadamente 25 kDa, com intensidade menor
também foi constatada (Figura 1, linhas LBJ/Z, LBJ e LBH); suas massas moleculares
correspondem a cadeia pesada das imunoglobulinas, a albumina sérica bovina (BSA), a lactoferrina
e & cadeia leve das imunoglobulinas, respectivamente.

No leite bovino estdo presentes quatro das cinco classes de imunoglobulinas (1gG, IgA, IgM e
IgE), cujas massas moleculares variam de 150 a 1.000 kDa. A IgG é a principal imunoglobulina do
leite bovino, ocupando cerca de 80% do contelldo imunoglobulinico total e a Gnica que permanece
no leite mesmo apos a fase de colostro (HARAGUCHI et al., 2006).

As cadeias pesada e leve das imunoglobulinas se separam quando em condigdes desnaturantes,
sendo observado, portanto, apos a eletroforese em gel de poliacrilamida, a presenca de duas bandas
com massas moleculares equivalentes a 50 e 25 kDa, respectivamente (HARLOW et al., 1988 apud
PENHA et al., 2010).

A BSA ¢ uma proteina com massa molecular em torno de 66 kDa e representa cerca de 10% das
proteinas do soro do leite bovino, enquanto que a lactoferrina, considerada um glicoproteina
multifuncional devido a sua habilidade de desempenhar varios papeis bioldgicos, apresenta uma
massa molecular que varia de 78 a 80 kDa (ALMEIDA et al., 2013).
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A anélise eletroforéticados perfis proteicos das trés amostras de leite bovino industrializado (LI)
mostrou um resultado bastante similar. As bandas de 14 e 18 kDa, correspondentes as proteinas
&#61537;-lactoalbumina e &#946;-lactoglobulina, apresentaram intensidade similar a observada
nas amostras de leite in natura, o que reflete a abundancia de ambas proteinas no leite bovino
(HARAGUCHI et al., 2006). Também ¢é possivel visualizar a presenga da BSA (66 kDa) e da
lactoferrina (~80 kDa) na amostra LIB, porém em intensidade muito baixa quando comparada as
amostras de leite in natura. Ja nas amostras LIA e LIC, a presenca de ambas as proteinas é quase
imperceptivel. Além disso, foi também possivel observar a presenca de uma banda de
aproximadamente 25 kDa, que provavelmente corresponde a cadeia leve da imunoglobulina. Na
amostra LIB essa se apresentou com intensidade semelhante a observada nas amostras de leite in
natura, porém na amostra LIA essa mesma banda apareceu com menor intensidade e quase nédo foi
detectavel na amostra LIC. Esses resultados evidenciam que os processos pelos quais o leite €
industrializado podem reduzir os niveis de algumas proteinas (SAADE et al., 2007).

CONCLUSAO

Concluimos que o perfil eletroforético do leite bovino in natura foi semelhante nas trés amostras
analisadas, com bandas proteicas com massas moleculares similares as descritas na literatura.
Também, o perfil das amostras de leite bovino industrializado apresentou poucas bandas proteicas,
provavelmente devido aos processos fisicos e quimicos utilizados durante o preparo do leite, 0s
quais podem reduzir os niveis de algumas proteinas. Diante disso, a utilizacdo de leite
industrializado como fonte de alimentodeve ser avaliada, principalmente para criangas, uma vez que
o0 processamento industrial pode causar alteracGes no contetdo nutricional desse alimento.

Palavras-chaves.Proteinas do soro, eletroforese, SDS-PAGE.
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