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APRESENTACAO

A obra “Gestdo do conhecimento, tecnologia e inovagéo” aborda uma série
de livros de publicacdo da Atena Editora, apresentando, em seus 23 capitulos, os
novos conhecimentos para Administracdo nas areas de Gestdo do conhecimento,
Tecnologia e Inovacao. Estas areas englobam assuntos de suma importancia para o
bom andamento de projetos e organizacoes.

O tema Gestao do Conhecimento € um assunto que vem evoluindo a cada dia
por causa de sua pratica ser vital em todas as areas e departamentos, uma vez que
gerenciar o conhecimento de forma eficaz traz beneficios para qualquer area.

Os temas Tecnologia e Inovacdo vem sendo cada vez mais pesquisados em
funcao da necessidade da busca constante pela pratica desta tematica, seja em busca
de solugdes ou de lucro.

Os estudos em Gestao do Conhecimento, Tecnologia e Inovacgao estdo sempre
sendo atualizados para garantir avancos nao apenas em organizagdes, mas na
humanidade. Portanto, cabe a n6s pesquisadores buscarmos sempre solucdes e
novas formas de inovar e gerenciar.

Este volume dedicado a Administracao traz artigos que tratam de temas que vao
desde a area de saude, quimica, até sistemas e tecnologias.

Aos autores dos diversos capitulos, pela dedicacao e esfor¢cos sem limites, que
viabilizaram esta obra que retrata os recentes avancgos cientificos e tecnolégicos nas
areas de Inovacéo e Gestao, os agradecimentos dos Organizadores e da Atena Editora.

Por fim, desejo que este livro possa colaborar e instigar mais estudantes e
pesquisadores na constante busca de novas tecnologias para a area de Administracao
e, assim, garantir incremento quantitativos e qualitativos na producéo de alimentos
para as futuras geracdes de forma sustentavel.

Gabriella de Menezes Baldao
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CAPITULO 23

PERFIL ELETROFORETICO DE PROTEINAS DE
LEITE BOVINO IN NATURA E INDUSTRIALIZADO

Taisson Kroth Thomé da Cruz
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM)

Santa Maria — RS
Inaiara Rosa de Oliveira

Instituto Federal de Educacgao, Ciéncia e
Tecnologia Farroupilha (IFFar)

Santo Augusto — RS
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Universidade Federal de Fronteira Sul (UFFS)
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RESUMO: O leite é um fluido viscoso secretado
pelas glandulas mamarias e considerado o
unico alimento que atende as necessidades
nutricionais e metabdlicas do recém-nascido
de cada espécie, por conter diversos nutrientes
tais como proteinas, lipideos, carboidratos,
sais minerais e vitaminas. Neste trabalho foi
analisado 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 as semelhancas
ou diferencas proteicas presentes nestes
leites sendo eles tdo importantes em fases
nutricionais distintas de adultos humanos. A
analise eletroforética das amostras de leite
bovino in natura mostrou a presenca de varias

Gestéao do Conhecimento, Tecnologia e Inovagéao

bandas proteicas tipicas e de intensidades
variadas, enquanto que o perfil das amostras de
leite bovino industrializado apresentou poucas
bandas de proteinas, provavelmente devido a
influéncia dos processos utilizados durante o
preparo desse tipo de leite.

PALAVRAS-CHAVE: Proteinas do soro,
eletroforese, SDS-PAGE, quantificacdo de

proteinas.

ABSTRACT: Milk is a viscous fluid secreted by
the mammary glands and considered the only
food that meets nutritional and metabolic needs
of the newborn for each species, because it
contain many nutrients such as proteins, lipids,
carbohydrates, minerals and vitamins. In this
study we analyzed the whey protein profile of
bovine in natura milk and industrialized milk by
polyacrylamide gel electrophoresis SDS-PAGE,
to verify the similarities or differences protein
present in these milks are they so important
in distinct nutritional stages of human adults.
Electrophoretic analysis of samples of bovine
in natura milk showed the presence of several
typical protein bands and different intensities,
while the profile of processed bovine milk
samples showed little protein bands, possibly
due to the influence of processes used during
the preparation of this type of milk.

KEYWORDS: Whey proteins, electrophoresis,
SDS-PAGE, quantification proteins.
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11 INTRODUCAO

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

No Brasil, devido a pecuéria bovina, a fonte mais expressiva de leite para
alimentacao humana tem sido o leite de vaca (EDITORA INSUMOS, 2009). Segundo
a Organizagdo Mundial de Saude (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).

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: 3-lactoglobulina (18,4 — 36,8 kDa),
um dos principais peptideos, a-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).

As proteinas do soro de leite bovino podem executar diversas fun¢des biologicas,
que incluem: reparacao celular, construcéo e reparacéo de musculos e 0ssos, geracao
de energia, atividades imunoestimulantes, protecdo do sistema cardiovascular e
também acao antimicrobiana e antiviral (SGARBIERI, 2004; HARAGUCHI et al., 2006).

Os avancos nas técnicas relacionadas a produgao, processamento e distribuicéo
de leite tém favorecido o seu consumo pelo ser humano, particularmente o leite de
origem bovina (SILVA, 1997).

A classificacdo e a designacéo dos tipos de leite sdo determinadas por normas
do Ministério da Agricultura, 6érgao que estabelece os padrées 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 INSUMOS, 2009).

O leite bovino industrializado pode se apresentar sob trés formas: pé, fluido
e condensado. O leite em p6 é tratado termicamente, desidratado e apresenta boa
qualidade microbiolégica. O leite fluido é classificado em trés tipos A, B e C, os quais
podem ser integral (teor de gordura original), padronizado (3% de gordura), semi-
desnatado (0,6 a 2.9% de gordura) e desnatado (maximo 0,5% de gordura). E o leite
condensado é ultrapasteurizado ou pasteurizado, desidratado parcialmente e contém
acucar (EDITORA INSUMOS, 2009).

Os leites industrializados, principalmente os de origem bovina e os do tipo fluido
sao utilizados, muitas vezes, como complemento ao leite materno ou como Unica fonte
de nutrientes para algumas criangas, mas também como alimento e fonte de nutrientes
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para adultos.

Dada sua importancia em fases distintas da 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.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras de leite

As amostras de leite bovino in natura provenientes das ragas Jersey/Zebu foram
doadas por uma propriedade particular no interior do municipio de Bozano (RS) e das
racas Holandesa e Jersey pelo Instituto Regional de Desenvolvimento Rural (IRDeR),
Augusto Pestana (RS). Os animais estavam em periodo de lactacdo que variava de
3 a 12 meses e nao estavam amamentando. As amostras foram armazenadas em
freezer -20°C, até serem utilizadas no experimento.

As amostras de leite bovino industrializado UHT, do tipo integral padronizado,
foram adquiridas nos mercados da cidade de ljui (RS) no més de outubro/2015, sendo
analisadas trés marcas distintas.

2.2 Preparo do soro dos leites humano, bovino in natura e industrializado

Um volume de 10 ml de cada amostra, dividido em aliquotas de 500 mL, foi
submetido a centrifugacao (ALC®, Micro Centrifugette® 4214) a 13.000 rpm por 30
minutos a temperatura de 12°C + 2°C, para retirar a porcao lipidica e eventuais restos
celulares. Para retirada da caseina, o sobrenadante obtido foi acidificado com acido
acético 2% até atingir pH 4.2, e mantido em repouso a 4°C durante a noite para a
precipitacdo da caseina.

A seguir, a caseina precipitada foi removida por centrifugacdo a 10.000 rpm por
15 minutos a temperatura de 12°C + 2°C, o sobrenadante obtido teve o pH ajustado
para 7.0 com NaOH 1.0M. O sedimento contendo caseina néo foi utilizado.

2.3 Analise quantitativadas amostras

Os ensaios de quantificacdo das proteinas do soro dos leites foram realizados
seguindo o método descrito por Bradford (1976). A determinacdo da concentracao
proteica foi feita a partir da curva padrdao com BSA (0,1 mg/mL) e a leitura
espectrofotométrica foi realizada a 595 nm, utilizando-se o espectrofotdmetro
(Pharmacia Biotech Ultraspec 2000).
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2.4 Analise eletroforética das amostras de leite bovino in natura e bovino

industrializado

As amostras de soro de leite foram analisadas através de eletroforese em gel de
poliacrilamida, sob condi¢des desnaturantes, seguindo o método descrito por Laemmli
(1970). Para a montagem e a corrida eletroforética dos géis, foi utilizado o sistema
Mini-protean || 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. Apos a
corrida os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue G-250.

Para acompanhar a identificacdo das bandas proteicas foi utilizado o marcador
molecular SDS-PAGE Molecular Weight Standards Low Range (Bio-Rad™), contendo
as seguintes proteinas: 97,4 kDa — Fosforilase b; 66,2 kDa — Albumina sérica bovina;
45kDa — Ovoalbumina; 31kDa — Anidrase carbénica; 21,5 kDa — Inibidor de tripsina;
14,4 kDa — Lisozima.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinacéao quantitativa das amostras de leite

Na tabela 1 constam os dados de quantificacdo das proteinas do soro de leites
bovino in natura e bovino industrializado.

Amostras de leite Concentracao proteica (mg/mL)
Leite bovino in natura (Jersey/Zebu) 5.345
Leite bovino in natura (Jersey) 5.365
Leite bovino in natura (Holandesa) 5.065
Leite industrializado (marca A) 4.649
Leite bovino in natura (marca B) 4.835
Leite industrializado (marca C) 4.725

Tabela 1: Dados de quantificacdo via espectrofotdbmetro das amostras de leites bovino in natura
e bovino industrializado.

Neste estudo foi determinada a quantificacdo de proteinas do soro de trés
amostras de leite bovino in natura. Os resultados obtidos mostraram uma concentragcao
cuja variacédo foi de 5.065 a 5.365 mg/mL de proteinas. Geralmente, o leite bovino
possui uma concentracdo de proteinas trés vezes maior que a do leite humano, em
torno de 4%, dos quais 80% correspondem a caseina e 20% de proteinas do soro.
Esse percentual pode sofrer variagcdes em funcéo da raca do gado, da racao fornecida
e do pais de origem do animal (HARAGUCHI et al.,2006). Porém, nossos resultados
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refletem apenas a concentracéo do conteudo proteico presente no soro do leite, uma
vez que a fragdo contendo as caseinas nao foi utilizada.

Em relacdo a quantificacdo das proteinas das amostras de leite bovino
industrializado, os resultados foram bastante similares. A concentracao entre as trés
amostras (A, B e C) variou de 4.649 a 4.835 mg/mL. Estes valores, quando comparados
com os obtidos com as amostras de leite in natura, revelam que o leite industrializado
pode apresentar uma reduc¢ao do seu conteudo proteico, o que poderia ser explicado
pela adicdo de alguns compostos tais como a agua e substancias conservantes, que
normalmente fazem parte da composicéo desses leites, e que poderiam interferir na
concentracao proteica.

3.2 Determinacéo do perfil eletroforético das amostras de leites bovino in natura
e industrializado
As andlises 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.

M LBJZ LBJ LBH LIA LB LIC

v abmndie S i T et
i ——
97,4 kDa o , «— L actoferrina
662kDa = S Beh
adeia pesada das
LR «<—Cadeia pesada d
45 kDa - imunoglobulina
31kDa Sl et «——Cadeia leve das

, imunoglobulinas
21 5kDa - «—P-lactoalbumina
o : : .. : «——o-lactoalbumina
14,4kDa — ‘
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 (Figura 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 a-lactoalbumina e (3-lactoglobulina. A B-lactoglobulina, com massa
molecular em torno de 18,4 — 36,8 kDa, € a proteina mais abundante no leite bovino
e nao é encontrada no leite humano. J4 a-lactoalbumina, cuja massa molecular € de
aproximadamente 14,2 kDa, € 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
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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 a cadeia leve das imunoglobulinas,
respectivamente.

No leite bovino estdo presentes quatro das cinco classes de imunoglobulinas
(IgG, IgA, IgM e IgE), cujas massas moleculares variam de 150 a 1.000 kDa. A 1gG
€ a principal imunoglobulina do leite bovino, ocupando cerca de 80% do conteudo
imunoglobulinico total e a Unica 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
condi¢cOes desnaturantes, sendo observado, portanto, apds 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 é 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).

A analise eletroforética dos 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 a-lactoalbumina e B-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
€ possivel visualizar a presenca 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 € 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 néao foi detectavel na amostra LIC. Estes
resultados evidenciam que os processos pelos quais o leite é industrializado podem
reduzir os niveis de algumas proteinas (SAADE et al., 2007).

41 CONCLUSOES

A partir das analises realizadas, podemos concluir que as concentracdes
proteicas entre os leites foram similares, porém ligeiramente mais baixa nos leites
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industrializados, o que enfatiza a n&o utilizagcdo deste leite como unica fonte de
nutrientes para recém-nascidos, a menos que seja por prescricdo médica.

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