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RESUMO
As proteinas do leite sdo conhecidas pelo seu alto valor nutricional, incluindo propriedades
funcionais amplamente exploradas pelas industrias de alimentos. O presente estudo teve por
objetivo desenvolver um método de obtencdo de leite e derivados (leite, creme, manteiga e
leitelho) ricos em imunoglobulina por meio da separagdo de fases por gravidade e verificar a
particdo de imunoglobulinas nestes produtos. A detec¢do de imunoglobulinas foi realizada pelo
perfil eletroforético das proteinas usando a técnica de gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Com
o método utilizado foi possivel identificar a concentracdo de imunoglobulina na porc¢do
gordurosa do leite que permaneceu em repouso durante 24 horas a 4°C, em contraste com o
creme obtido por meio de desnatadeira centrifuga. No creme do leite cru obtido pelo desnate por
centrifugacdo encontrou-se 1,56% de IgG, no creme do leite cru apds separacdo por gravidade
encontrou-se 4,46%, no creme do leite pasteurizado do desnate por centrifugacdo obteve-se
0,60% e no creme do leite pasteurizado apds separacdo por gravidade 8,14% de IgG. Apds a
inversdo de fase do creme, a particdo de imunoglobulina ocorreu na manteiga e no leitelho.
Portanto, é possivel obter fracdo de creme com maior concentragdo de imunoglobulina, sendo

necessarios estudos adicionais para processamento em escala.

Palavra chave: leite, Imunoglobulinas, proteinas, gordura, eletroforese.



ABSTRACT
Milk proteins are known for their high nutritive value and functionality. The objective of the
current study was the development of a method to obtain milk and derivatives fractions with
high immunoglobulin concentration, based on gravity (milk, cream, butter and buttermilk).
Immunoglobulin detection was done by SDS-PAGE. The richest fraction of Immunoglobulin
was found in cream after gravity separation from raw milk at 4°C during 24 h, compared to the
cream obtained by centrifuge separation. In the cream of the raw milk obtained by the centrifuge
separation was found 1,56% of IgG, in the cream of the raw milk kept 24 hours without
agitation, was 4,46%. The cream obtained using centrifuge separation from pasteurized milk
contained 0,60% of IgG, while cream obtained from pasteurized after 24 hours without agitation
was 8,14%. After cream phase inversion, immunoglobulin partition occurred in the butter and
whey butter. Therefore, it is possible to obtain cream fraction with high immunoglobulin

concentration, but further studies are necessary for process scale up.

Key words: milk, immunoglobulin, proteins, fat, electrophoresis.



1. INTRODUCAO

O leite é considerado um dos alimentos mais completos da natureza e o Unico que supre as
necessidades dos recém-nascidos de cada espécie nos primeiros meses de vida. E excelente
fonte de proteina, gordura, carboidratos e minerais bem como componentes imunomoduladores,
incluindo as imunoglobulinas (Igs) (Cakebread, 2015). A composicdo e caracteristicas do leite
sdo de grande importincia para se produzir derivados lacteos de boa qualidade e

consequentemente melhorar o rendimento econdmico na industria de laticinios.

Com o advento de novas tecnologias, particularmente as tecnologias de membranas e com
novas descobertas sobre a importancia e a funcionalidade das proteinas do leite tem havido um

forte incremento das pesquisas procurando intensificar o uso destas proteinas (Bounous, 1997).

As proteinas do leite sdo classificadas em trés fracdes nitrogenadas: caseinas, que representam a
maior parte dos constituintes (78%); soro de leite ou proteinas séricas (17%) e a fracdo de
nitrogénio ndo proteico (5%). Também fazem parte da fracdo proteica do leite, as membranas
proteicas dos glébulos de gordura, assim como uma grande variedade de enzimas e hormonios

(Sgarbieri, 2004).

Dentre as proteinas séricas, incluem-se a-lactalbumina, B-lactoglobulina, soroalbumina e as
imunoglobulinas. No soro de leite bovino predomina a B-lactoglobulina, que praticamente nio
ocorre no leite humano (Sgarbieri, 2004). As caseinas e proteinas do soro sdo amplamente
utilizadas devido ao seu valor nutricional, ampla aplicacio industrial e baixo valor econdmico
(Sgarbieri, 2005). As proteinas do soro, B-Lg (beta-lactoglobulina), a-La (alfa-lactalbumina),
BSA (albumina de soro bovino), imunoglobulinas, lactoferrina e lactoperoxidase apresentam
propriedades potencialmente imunomoduladoras. Estas podem ser aproveitadas com grande

vantagem em produtos nutrac€uticos ou antimicrobianos (Marques et al., 2009).

As proteinas do soro do leite geralmente sdo obtidas em laboratério ou na industria a partir da
producdo de queijos. O soro possui diversas aplicacOes, sendo utilizado como matéria-prima
para varios produtos, entre eles, soro em pod, proteina do soro, ricota, lactose, dcido latico e
alimentos como concentrado proteico (CPS) e isolado proteico do soro (IPS), podendo estes

serem obtidos com baixo custo (Pacheco, 2005).
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As proteinas do soro de leite sdo altamente digeriveis e rapidamente absorvidas pelo organismo,
estimulando a sintese de proteinas sanguineas e teciduais, razdo pela qual alguns pesquisadores
classificaram essas proteinas como proteinas de metabolizagdo rdpida (fast metabolizing
proteins), muito adequadas para situacdes de estresse metabdlico em que a reposicdo de
proteinas no organismo se torna emergencial (Sgarbieri, 2004). As principais func¢des bioldgicas
dessas proteinas incluem: reparacdo celular, construcdo e reparacdo de miisculos e 0ssos,
geracdo de energia, essencial para quem pratica atividades fisicas, além de outros beneficios que
estao ligados a processos metabdlicos do corpo, como atividade imunoestimulante, protecdo ao

sistema cardiovascular e atividade antimicrobiana e antiviral (Fox, 1998; Sgarbieri, 2005).

De acordo com Sgarbieri (1996), o colostro bovino, primeiro produto da glandula mamadria é
muito rico em proteinas (19,20%), sendo 2,6% de caseina e 16,6% de imunoglobulinas. Existem
muitos produtos alimentares funcionais baseados em produtos lacteos incluindo produtos a base
de colostro, valorizados pelo seu alto contetido de IgG (Cakebread, 2015). Entretanto, a

separacdo de Igs do leite ainda € um processo dificil de ser obtido comercialmente.

Uma das principais caracteristicas do leite de vaca quando armazenado a frio e sem agitacdo € a
répida ascengdo dos glébulos de gordura e formacdo de uma camada de creme na sua superficie
(Euber e Brunner, 1984). Esse processo era muito utilizado para obtengdo de gordura antes da
invencdo da desnatadeira (Ma e Barbano, 2000), e ainda é usado em alguns laticinios, por

exemplo no norte da Italia, para produgéo de queijo.

Na industria, a desnatadeira resolveu o problema de transformar um processo descontinuo de
desnate com baixo rendimento, em um processo continuo de maximo rendimento. Entretanto, o
processo descontinuo tem sido investigado nos tdltimos anos por causa da possibilidade da
remocao de alguns elementos do leite, a exemplo das células somaticas e de microrganismos

(Ma e Barbano, 2000) e, potencialmente, de imunoglobulinas.

2. OBJETIVOS

- Desenvolver um método de obtencdo de imunoglobulinas do leite por meio de separagdo por

gravidade, inversdo de fase de emulsdo gordura/dgua e concentragéo;
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- Quantificar as fragdes com maior teor de imunoglobulinas;

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 COMPOSICAO DO LEITE

O leite possui vdrios componentes como gordura, proteinas, carboidratos, pequenas quantidades
de minerais, substincias hidrossoliveis, tracos de enzimas e 4gua, sendo esta o componente
mais abundante (Tronco, 2010). A composi¢do do leite (Quadro 1) varia de acordo com a
espécie, raca, idade, individualidade, alimentagdo, tempo de gestacdo, intervalo entre ordenhas,

e muitos outros fatores (Fox, 1998; Taffarel et al., 2015).

Quadro 1. Composic¢do centesimal média do leite de vaca

Constituinte Teor % (m/m)
Agua 85,4 — 87,7
Gordura 3,4-5,1
Proteinas 3,3-3,9
Lactose 49-5,0
Cinzas 0,68 -0,74

Fonte: Swaisgood (1996).

O teor de dgua dos produtos lacteos varia de 2,5 a 94% e geralmente € o componente principal
em peso na maioria dos produtos lacteos. O teor de umidade dos produtos incluindo leite,
creme, sorvete, iogurte e a maioria dos queijos, juntamente com a temperatura e o pH, sdo de

grande importancia para a tecnologia de alimentos (Fox, 1998).

A maior variabilidade composicional do leite é exibida pela fracdo lipidica. Devido ao valor
econdmico da gordura do leite, os criadores selecionam os animais que produzem leite com
maior porcentagem deste constituinte (Swaisgood, 1996). A gordura do leite € formada na sua
maior propor¢do por triglicerideos (97-98%) (Tronco, 2010), enquanto o restante sdo pequenas
quantidades de esterdis, acidos graxos livres, fosfolipidios, entre outros componentes. O

tamanho do glébulo de gordura no leite é de aproximadamente 2-10um de didmetro
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(Swaisgood, 1996). Os gldbulos de gordura encontram-se protegidos por uma fina membrana de
natureza proteica, na qual ficam associados fosfolipidios, proteinas e outras substincias. A
homogeneizacdo destréi parcialmente essa membrana protetora, o que provoca maior

sensibilidade da gordura aos processos de hidrélise e oxidagao (Tronco, 2010).

A lactose € um carboidrato encontrado somente no leite (Swaisgood, 1996), sendo uma
importante fonte de energia. A lactose encontra-se em solug¢do verdadeira na fase aquosa do
leite. Trata-se de um dissacarideo formado por glicose e galactose (Tronco, 2010). A
concentracdo de lactose no leite varia devido a fatores como raga, fatores de individualidade,
inflamacao e infec¢do do dbere e, principalmente, devido a fase da lactacio, momento em que a

lactose pode diminuir progressivamente e significativamente (Fox, 1998).

O leite bovino contém cerca de 3,5% de proteina. A concentracdo aumenta durante a lactacio,
especialmente durante os primeiros dias pds-parto (Figura 1) (Fox, 1998). As proteinas do leite
constituem ingredientes dos mais valorizados pelas suas excelentes propriedades nutritivas,
tecnolégicas e funcionais. Suas propriedades derivam da composicdo dos aminodcidos que
atendem a maioria das exigé€ncias fisiolégicas do ser humano (Sgarbieri, 2005). Estas proteinas
sdo subdivididas em caseina (80%) e proteinas do soro (20%). A caseina é definida como uma
substancia coloidal complexa, associada ao cdlcio e ao fésforo, podendo ser coagulada pela acdo

de acidos, coalho e/ou alcool (Tronco, 2010).

Figura 1. Alteracdes na concentragdo de Proteinas totais (A ), caseina (®)

e proteinas do soro (m) do leite bovino durante o inicio da lactagio

201

Proteinas (%)
=)
L

0 T T —
0 10 20 30
Dias pés parto

Fonte: Fox, 1998
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3.2 PROTEINAS DO SORO DO LEITE

Cerca de 20% da proteina total do leite bovino pertence a um grupo de proteinas geralmente
referidas como soro ou proteinas do soro (Fox, 1998). As proteinas do soro do leite apresentam
uma estrutura globular contendo algumas pontes de dissulfeto, que conferem um grau de
estabilidade estrutural (Haraguchi et al., 2006). Em comparag¢do com as caseinas, a influéncia
que as proteinas do soro apresentam sobre as propriedades fisico-quimicas do leite é pequena.
Durante o tratamento térmico tornam-se importantes e nas temperaturas superiores a 80° C, as
proteinas do soro se desnaturam (Tronco, 2010). As fracdes do soro podem ser divididas de
acordo com a sua concentracdo em proteinas majoritarias, que correspondem a -lactoglobulina,
a-lactalbumina, albumina do soro bovino (BSA), imunoglobulinas, glico-macropeptideos
(GMP), proteoses e peptonas e proteinas minoritdrias como a lactoferrina e a lactoperoxidase

(Haraguchi et al., 2006).

A B-lactoglobulina representa aproximadamente 50% do teor total de proteina do soro de leite
bovino. Esta proteina se liga ao cdlcio e ao zinco e sua sequéncia apresenta homologia

sequencial parcial com determinadas proteinas capazes de ligar retinol (Marques et al., 2009).

A o-lactalbumina representa aproximadamente 25% do teor total de proteina do soro de leite
bovino. Setenta por cento da proteina encontrada em leite humano tem as mesmas
caracteristicas da proteina do soro e a a-lactalbumina representa 41% desta fracdo de proteina.
A adigdo de a-lactalbumina tem sido defendida como forma de humanizar férmulas infantis e
criar outros produtos para pessoas que consomem ou podem ingerir apenas quantidades

limitadas de proteinas lacteas (Marques et al., 2009).

A albumina sérica e as imunoglobulinas sao consideradas proteinas menores ou secunddrias por
estarem presentes em quantidades muito pequenas. A albumina sérica liga dcidos graxos e
outras moléculas pequenas. As imunoglobulinas incluem IgGl, 1gG2, IgM e reforcam a
imunidade. As imunoglobulinas sdo encontradas no colostro em concentracdes maiores do que

em leite comum (Marques et al., 2009).

As imunoglobulinas, juntamente com a lactoferrina, lactoperoxidase e lisozima sdo de grande

importancia por formarem um sistema antimicrobiano, sendo encontradas no leite e no colostro.
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As imunoglobulinas do leite permanecem quase que integralmente no soro e continuam a
desempenhar fun¢do importante, ndo somente no sistema gastrointestinal, mas sistematicamente
em todo o organismo. IgG, B-Lg, a-La e BSA sdo proteinas séricas predominantes no colostro e
no leite bovino (Sgarbieri, 2004). As quantidades relativas das principais proteinas do soro de

leite bovino sdo mostradas no quadro 2.

Quadro 2. Distribui¢@o das principais proteinas de soro de leite bovino

p-lactoglobulina 3,2
a-lactalbumina 1,2
Imunoglobulinas 0,7
Albumina sérica bovina (BSA) 0,4
Lactoferrina 0,1

Total 5,6

Fonte: Adaptado de Sgarbieri (2005).

Um dos assuntos mais promissores em relacio as proteinas do soro é a capacidade das mesmas
em aprimorar as defesas antioxidantes e reduzir a carga de oxidantes do organismo. Mesmo
agindo de forma indireta, os compostos do soro, como imunoglobulinas, enzimas (lisozima e
lactoperoxidase) e lactoferrina participam da imunidade passiva contra infec¢des no limen
intestinal, como também podem contribuir para a reducdo de cargas oxidantes geradas durante

os processos inflamatérios (Marques et al., 2009)

Alguns autores relataram em suas pesquisas que as proteinas do soro acido possuem atividades
anticancerigenas em humanos (Marques, et al. 2009) e que as fontes proteicas a-lactalbumina e
B-lactoglobulina podem ser eficazes no retardamento do cancer de c6lon em ratos jovens
(Prates, 2002). Os pesquisadores Stott e Lucas (1989) sugeriram que as imunoglobulinas,
obtidas a partir do "pool"” do leite de vacas, exercem melhor efeito contra vdrios patégenos do

que o colostro de apenas uma vaca.
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Estudos realizados por Mclntosh ef al. (1995), Mclntosh et al. (1998) e McIntosh e Le (2001)
indicam que as proteinas do soro atuaram de maneira mais eficaz contra o aparecimento e
crescimento de tumores de cdlon induzidos em roedores do que as demais proteinas testadas.
Por essa razdo, a aplicacdo dessa drea de interesse decorre da oportunidade de se obter fragdo
proteica e produtos inéditos com alto potencial de fornecer protecdo contra doengas,

especialmente em humanos (Sgarbieri, 2004).

3.3 IMUNOGLOBULINAS

As imunoglobulinas constituem uma familia de proteinas de elevado peso molecular e que
apresentam propriedades fisicas, quimicas e imunolégicas diversas. Elas ocorrem no soro
sanguineo e em outros fluidos corporais, estando em elevada concentra¢do no colostro e servem

para transmitir imunidade passiva aos recém-nascidos (Sgarbieri, 2005).

Existem trés tipos de imunoglobulinas presentes no colostro: IgG, IgM e IgA . Cada uma tem
uma funcdo: a IgG tem a funcdo principal de identificar e destruir patégenos. A IgM serve
como primeira linha de defesa nos casos de septicemia e a IgA protege as mucosas, como a
parede do intestino, ligando-se a parede intestinal e evitando a adesdo de possiveis patégenos a

mucosa (Bolzan et al., 2010).

A estrutura bdsica de uma imunoglobulina consiste numa estrutura semelhante a Y que tem duas
cadeias pesadas idénticas e duas cadeias leves idénticas. A molécula de imunoglobulina é
mantida em conjunto por duas ligagdes dissulfeto na regiio da dobradica. Uma ligacdo
dissulfeto também liga a cadeia leve e pesada (Parham, 2009). E possivel que estas ligacdes
dissulfeto na molécula de imunoglobulina sejam destruidas pelo calor, ocorrendo mudancgas
conformacionais dentro da molécula de imunoglobulina, fazendo-a perder a sua atividade (Geer,

2014).

A classe de imunoglobulinas G, ou IgG compreende 80-90% do total de imunoglobulinas no
inicio do colostro bovino (cerca de 50 gL™). A partir da ordenha do primeiro dia apés parto, a
IgG representa mais de 90% do valor total de Ig (Elfstrand et al., 2002). Essas imunoglobulinas

expressam atividades multifuncionais, incluindo lise celular por ativagdo da sequéncia do
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complemento, melhora a fagocitose de microrganismos, e age ligando-se a locais especificos
sobre as superficies da maioria dos agentes ou produtos infecciosos, inativando-os ou reduzindo
a infeccdo (El-Zahar, 2015). A imunoglobulina G estd envolvida na resposta imune secunddria e

tem mais especificidade em relagdo a antigenos especificos (Hurley e Theil, 2011).

A imunoglobulina A é o principal anticorpo encontrado nas secre¢des mucosas. A
imunoglobulina M estd envolvida na primeira resposta imunitiria quando um antigeno é

detectado e, portanto, tem menor especificidade (Hurley e Theil, 2011).

O leite é processado em escala industrial em uma ampla gama de produtos de consumo,
incluindo leite liquido, iogurtes, queijos, cremes, leite em p6. Como em todos os produtos
alimentares manufaturados, a seguranca dos consumidores é de suma importancia. Para
produtos lacteos isso € assegurado principalmente por meio do uso de tratamentos térmicos,
com vdrias combinagfes de temperatura e tempo prescritas para inativar a deterioracdo e as
bactérias patogé€nicas no leite cru. O leite também € submetido a aquecimento durante
operacdes, por exemplo, separacdo, evaporacdo térmica e secagem por pulverizagao,
dependendo do produto a ser fabricado. Contudo, as imunoglobulinas estio entre as proteinas de
leite mais termoldbeis. A exposi¢do a operacdes de calor, pressdo ou alteracdo do pH pode

afetar esta proteina e, em tltima anélise, a sua atividade de anticorpos (Cakebread, 2015).

3.4 ANALISE DE PROTEINAS - ELETROFORESE

O perfil proteico das fragdes de imunoglobulinas pode ser obtido por metodologias como
eletroforese SDS-PAGE. A eletroforese SDS-PAGE ¢ usada para separar misturas complexas
de proteinas e também pode servir para purificar as proteinas para utilizacio em outras

aplicacoes (Gallagher, 2006).

E uma técnica bioquimica versatil, relativamente simples, répida e de grande poder informativo.
Consiste na migracdo de moléculas ionizadas na mesma direcdo, as quais se repelem
mutuamente mantendo sua estrutura e propriedades intactas, possibilitando assim a separacgdo
em vdrias fragdes (Brammer, 2001). Nestas andlise se usa o detergente dodecil sulfato de sédio

(“sodium dodecyl sulfate”, SDS). Basicamente, a proteina ¢ desnaturada por aquecimento na

20



presenca de 2-mercaptoetanol, que rompe as ligacdes dissulfeto e os polipeptidios adquirem a
carga negativa do SDS. A separagdo no gel di-se unicamente pela diferenca dos pesos
moleculares (Brammer, 2001). Ap6s a montagem do aparato, tanto o topo como a base do gel
sdo imersos em solugdo tampao apropriado, o qual é importante para manter constante o estado
de ionizacdo das moléculas que estdo sendo separadas. Qualquer variagdo no pH pode afetar a

carga liquida e portanto a mobilidade da particula (Wilson, 2010).

Para Sgarbieri (1996), a eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) pode ser conduzida com
a proteina em sua forma nativa (eletroforese simples) ou com a proteina desnaturada pela acio
de dodecil sulfato de sodio (SDS). Por este motivo, tal técnica € também conhecida como SDS-
PAGE. A eletroforese € uma técnica que permite a separacao de diferentes tipos de proteinas em
um suporte que, normalmente, pode ser acetato de celulose, gel de agarose ou em gel de

poliacrilamida

A eletroforese em poliacrilamida atua por dois principios: exclusdo molecular, devido a
porosidade caracteristica do gel e migracdo no campo elétrico devido a diferenca na densidade
de cargas de cada proteina. Em meio alcalino, grande parte das proteinas apresentam cargas
negativas e, quando aplicado um campo elétrico, ocorre a migracdo das mesmas para o polo
positivo em diferentes velocidades, dependendo também de suas propriedades fisicas, densidade
de cargas, tamanho e forma molecular, de modo que torna possivel a separacdo da amostra em

diferentes fragdes proteicas (Sgarbieri, 1996).

4. MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DE REALIZACAO DO EXPERIMENTO

O experimento foi realizado no Laboratdrio Piloto de Laticinios, no Laboratério de Anédlise da
Qualidade do Leite (LabUFMG)', no Laboratério de Andlises fisico-quimicas I do
Departamento de Tecnologia e Inspecdo de Produtos de Origem Animal e no Laboratério de
Virologia do Departamento de Medicina Preventiva da Escola de Veterinaria da Universidade

Federal de Minas Gerais (EV-UFMG).

" Acreditado ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005
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4.2 COLETA DAS AMOSTRAS

As amostras de leite cru, obtidas de tanque de expansdo, foram coletadas na Fazenda
Experimental da Escola de Veterinaria da UFMG, localizada no municipio de Igarapé, Minas
Gerais durante os meses de agosto a novembro. Foram realizadas quatro repeticdes, utilizando-
se 50 litros de leite em cada repeticdo, obtidos e distribuidos em dois recipientes, previamente
sanitizados com cloro a 200 ppm. Antes da coleta, foi ligado o agitador do tanque por 10

minutos.

4.3 OBTENCAO DE DERIVADOS DO LEITE

No Laboratério Piloto da UFMG, 50 litros de leite foram homogeneizados por agitagdo por 5
minutos. Foram retiradas amostras em duplicata, que foram acondicionadas em frascos com
comprimido de bronopol para as andlises de composicio do leite e contagem de células
somadticas (CCS) no equipamento CombiScope FTIR 400® (SomaScope e LactoScope FTIR,
Delta Instruments, Drachten, Holanda) e em frascos com comprimido de azidiol para andlise de
contagem bacteriana total (CBT) no equipamento eletronico Bactoscan FC® (Foss, Hillerod,
Dinamarca). Uma terceira aliquota, sem conservantes, foi coletada em frascos para andlise de

perfil proteico.

Cerca de 12,5 litros de leite cru foram colocados em recipiente de aco inoxiddvel e deixado em
repouso por 24 horas, em camara fria a 4°C + 2°C. O restante do leite foi aquecido em tanque
de aco inox de camisa dupla. Ao atingir 40°C, 12,5 litros de leite cru foram transferidos para a
desnatadeira de inox (Marca Casa das Desnatadeiras - Modelo 36-GR), produzindo creme de
leite e leite desnatado. O restante do leite (25 litros) foi pasteurizado por 30 minutos a
temperatura de 62 - 65°C, sob agitac@o. Deste leite pasteurizado, 12,5 litros foram colocados em
recipiente plastico de 650 mm de altura x 360 mm de largura, previamente higienizado, e
deixado em repouso por 24 horas em camara fria a 4°C + 2°C. Foram retiradas amostras em
duplicata, que foram acondicionadas em frascos com comprimido de bronopol para as andlises
de composicdo e contagem de células somaticas (CCS) do leite no equipamento CombiScope
FTIR 400® (SomaScope e LactoScope FTIR, Delta Instruments, Drachten, Holanda) e em
frascos com comprimido de azidiol para andlise de contagem bacteriana total (CBT) no

equipamento eletrdnico Bactoscan FC® (Foss, Hillerod, Dinamarca). Uma terceira aliquota foi
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coletada em frascos sem conservantes, para andlise de perfil proteico. Os frascos para andlise
de perfil proteico foram mantidos congelados até a realizacdo das andlises. O restante do leite
pasteurizado foi resfriado a 40°C e desnatado, gerando creme obtido do leite pasteurizado e
gerando leite desnatado. Foram retiradas amostras em frascos de 40 ml para anilises
composicionais e andlises do perfil proteico para o creme de leite cru e para o creme de leite
obtido a partir do leite pasteurizado. Os cremes de leite obtidos foram colocados em frascos
identificados, tampados, resfriados e armazenados em geladeira (8°C + 2°C) por 24 horas para

posterior producio da manteiga.

Os cremes foram retirados da geladeira e colocados em batedeira comercial para producdo de
manteiga. A primeira batecio durou aproximadamente oito minutos, para a quebra da emulsio,
com a separacdo do leitelho, que foi coletado em frascos de 40 ml para anélises de composicdo e
perfil proteico. Apds a retirada do leitelho foi adicionada 4gua gelada potdvel e microfiltrada
(filtro com espessura de 205 um) para lavagem da manteiga. Esta etapa foi repetida por trés
vezes, sempre drenando o liquido. Ao final, a manteiga foi malaxada e depois coletada em
frascos de 40 ml para andlises de composi¢ao e perfil proteico. Esse processo foi repetido para o

creme de leite obtido a partir do leite cru e para o creme obtido a partir do leite pasteurizado.

Ao final das 24 horas de repouso, foi retirada a fracdo gordurosa do leite dos recipientes
plasticos com auxilio de concha de inox, dentro da camara fria. Retirou-se um volume
correspondente a 10% do volume total do leite na parte superior. Com auxilio de uma pipeta foi
feita coleta de uma fragdo restante do leite, ao fundo do recipiente. As amostras foram coletadas
em frascos de 40 ml para andlises composicionais e de perfil proteico da fracdo gordurosa
(creme por gravidade) obtida a partir dos leites cru e pasteurizado e do leite desnatado (por

gravidade) obtido a partir de leite cru e pasteurizado.

Os cremes obtidos foram colocados em batedeira para producdo de manteiga. Apds a quebra da
emulsdo o leitelho foi coletado em frascos de 40 ml para andlises de composicido e perfil
proteico. Apds a retirada do leitelho, 300 ml de dgua gelada foram usados para lavagem da
manteiga. Essa operacao foi repetida por 3 vezes, sempre drenando o liquido apés o periodo de
agitacdo. Ao final, a manteiga foi malaxada e depois coletada em frascos de 40 ml para anélises
de composicao e perfil proteico. Esse processo foi repetido para o creme de leite obtido a partir

de leite cru e para o creme de leite obtido a partir de leite pasteurizado.
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Todas as amostras coletadas foram mantidas congeladas até a realizacdo das analises (Figura 2).

Figura 2. Esquema experimental: Quatro repeti¢des

Leite cru
(Fazenda)

Leite cru

Past. o
62 - 65°C
30 min

Separacao por
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Centrifugacao
(desnatadeira)

Leite desnatado.
com alto teor de Ig

Creme com alto teor
de Ig

Batecao para
inversao de
fase

Manteiga com Leitelho com
alto teor de Ig alto teor de Ig

O Composicional (FTIR)

OEtapa com demanda analitica (composicional e eletroforese)
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4.4 ANALISES FISICO-QUIMICAS

As andlises foram realizadas em triplicata, seguindo o que preconiza a IN 68 de 12 de dezembro
de 2006 do Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento (Brasil, 2006). Foi realizada a
determinacdo de gordura, umidade, proteina e acidez tituldvel. O teor de gordura foi analisado
pelo método butirométrico (Método B para andlise de creme, Método C para andlise de leite
desnatado e leitelho, Método F para andlise de manteiga). O teor de proteina foi determinado
pelo método de microKjeldahl. Os sélidos totais (EST) foram determinados por diferenca entre
os componentes solidos e a umidade, sendo esta determinada pelo método gravimétrico. A
acidez tituldvel foi obtida por titulagdo com solucdo Dornic. A avaliacdo de eficiéncia do
tratamento térmico foi verificada por meio da deteccdo de atividade das enzimas fosfatase
alcalina e peroxidase. Todas as amostras foram descongeladas logo antes da realizacdo das

analises.

4.5 ANALISE DE PERFIL PROTEICO POR ELETROFORESE SDS-PAGE

A andlise de perfil proteico foi desenvolvida pela metodologia de eletroforese em gel de
poliacrilamida-sédio dodecil sulfato (SDS-PAGE), no Laboratério de Virologia no
Departamento de Medicina Preventiva da Universidade Federal de Minas Gerais (EV-UFMQG),
de acordo com a metodologia desenvolvida por Laemmli (1970) e Fonseca (2005), com

algumas modifica¢des. O protocolo utilizado esta representado no ANEXO 1.

A eletroforese continua foi realizada em equipamento da BIO-RAD (Mini- PROTEN®Tetra
System) com uma fonte também da BIO-RAD Modelo Power PAC 300. As placas de corrida

continham 10 pogos para deposicdo de amostra em cada.

As amostras foram descongeladas em banho maria a 37°C, por 10 minutos. Foi feita a dilui¢do
de 20 pl da amostra (leite e derivados) em 20 pl de dgua destilada. O microtubo foi
homogeneizado em aparelho Vortex e uma aliquota de 10 pl da amostra foi adicionada em
microtubo juntamente com 30 ul de Tampao de amostra na concentracio de 2x. O microtubo foi
colocado em termobloco (VHD) por 10 minutos a 100°C. A SDS- Page foi realizada com gel de
separacdo com gradiente de 8%. Foi feita a aplicacdo do gel de separacdo na placa de vidro e

aguardou-se a polimerizacdo. Apds a polimerizagdo completa, em torno de 30 minutos, foi
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aplicado o gel de concentragdo, preparado a 4%, em cima do gel de separacdo e colocado o
pente pldstico para formagdo dos pogos. Apds a solidificagdo e retirada do pente foi feita a
montagem da cuba de eletroforese, acrescentando o tampao de corrida até o volume indicado na
cuba. O pH do tampao de corrida foi corrigido para 8,3 (£0,2). Depositaram-se em cada pogo 5
pl da amostra, além de 5 pl de Padrdo de corrida (BenchMArk™ ) e 5 pl de padrao de IgG
Bovina (SIGMA).

A corrida eletroforética foi realizada a 150 V, com mA livre. A variacdo da amperagem foi
acompanhada durante o processo, diminuindo ao longo do mesmo. O inicio foi sempre com 40
mA. O aquecimento do sistema também foi observado e a corrida foi realizada até que as

amostras alcangassem o final do gel.

Ap6s a corrida realizou-se a desmontagem do equipamento e retirada do gel com auxilio de uma
espatula de pléstico, o gel foi colocado em Solucdo de fixacdo por 20 minutos, seguido por

imersdo em solucdo corante por 40 minutos e, finalmente descoloragao por 15 horas.

A conservacgdo dos géis foi feita pela secagem dos mesmos entre duas folhas de papel celofane.
Ap6s a secagem dos géis suas imagens foram obtidas por um scanner acoplado ao computador.
As imagens dos géis foram analisadas pelo software Image J (National Institute of Mental
Health, Bethesda, Maryland).

Figura 3. Equipamento para eletroforese modelo BIO RAD
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os teores dos componentes do leite e derivados e perfil proteico foram analisados por meio de

estatistica descritiva das quatro repeticoes.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COMPOSICAO FISICO QUIMICA

Pelo processo descontinuo (repouso) a porcentagem de gordura no leite desnatado foi sempre
alta, maior que 0,5%, enquanto que na desnatagdo feita por desnatadeiras centrifugas a
porcentagem de gordura que permaneceu no leite desnatado foi menor que 0,5%. Este fato pode
ser observado na Tabela 1, que traz os resultados encontrados nas andlises de gordura do leite

desnatado.

Tabela 1. Teor de Gordura (g/100g) do leite desnatado obtido a partir do desnate centrifugo em
desnatadeira e do leite desnatado obtido apds repouso sob refrigeracdo por 24h (n=4)

Amostra Repeticao 1 Repeticdo 2 Repeticdo 3 Repeticao 4
Leite desnatado de leite cru 0,13 0,2 0,13 0,17
(desnatadeira)

Leite desnatado de leite 0,23 0,2 0,26 0,23
pasteurizado (desnatadeira)

Leite semidesnatado de leite cru 1,93 1,6 1,76 1,9
(repouso sob refrigeracao, 24h)

Leite semidesnatado de leite 1,46 2,1 1,3 2,2
pasteurizado (repouso sob

refrigeracio, 24h)

Embora no presente estudo a denominagcdo do produto obtido do repouso seja de leite
desnatado, segundo a IN 62 (Brasil, 2011) o leite que possui teor de gordura entre 0,6% e 2,9%

¢ considerado leite semidesnatado, entdo terd que ser denominado de semidesnatado.

A fosfatase alcalina é muito usada na indudstria para controlar a pasteurizacdo do leite, pois a
desativacdo desta enzima é tomada como condicdo de pasteurizacdo eficiente, pois comprova
que o leite atingiu temperatura e tempo suficiente para a destrui¢do da bactéria patogénica mais

resistente (Ordéiiez, 2005). A fosfatase alcalina foi negativa em todas as amostras, indicando
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que foram adequadamente pasteurizadas. A prova de peroxidase comprovou que o bindmio

tempo x temperatura de pasteurizagdo foi adequado.

As médias dos valores encontrados para as andlises fisico quimicas do leite e seus derivados

estao apresentadas nas Tabelas 2, 3,4, 5 e 6.

Tabela 2. Resultado médio das andlises fisico-quimicas do leite cru e pasteurizado pelo método FTIR.

Componente

Amostra
Leite cru

Leite pasteurizado

Gordura

g/100g
Média

3,71
3,79

DP
0,22
0,54

Proteina

g/100g
Média

3,34
3,65

DP
0,12
0,20

DP = desvio padrio

Umidade
g/100g

Média

87,64
86,66

DP
0,37
0,57

Solidos totais

g/100g
Média DP
12,36 0,37
13,34 0,57

De acordo com a IN 62 (Brasil, 2011) os parametros fisico-quimicos devem estar de acordo com

os padrdes de qualidade. Para o leite cru o teor de gordura deve ser no minimo 3,0% e o de

proteina total minimo de 2,9 %. Os valores encontrados estdo dentro do padrao da normalidade.

Tabela 3. Resultado médio da composic¢do quimica do leite desnatado e semidesnatado obtidos por meio
de centrifugacdo por desnatadeira e por repouso

Componente

Amostra
Desnatado de leite
cru por desnate
Desnatado de leite
pasteurizado por

desnate

Semidesnatado de l.

Cru do repouso

Semidesnatado de 1.

Past. Do repouso

Gordura

(g/100g)
Média DP
0,16 0,03
0,23 0,02
1,80 0,15
1,77 0,45

Proteina

(g/100g)
Média DP
3,41 0,13
3,79 0,15
3,53 0,15
3,69 0,13

Umidade

(g/100g)
Média DP
90,37 0,24
89,74 0,52
88,88 0,28
87,61 0,57

Solidos totais Acidez
(g/100g) (g/100g)
Média DP Média DP
9,64 0,24 0,21 0,05
10,26 0,52 0,18 0,02
11,12 0,28 0,17 0,01
12,39 0,57 0,18 0,02
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Para o leite desnatado como j4 foi dito anteriormente o teor de gordura ndo deve ser superior a

0,5% segundo a IN 62 (Brasil, 2011). Quando esse valor estd entre 0,6 e 2,9% o leite é

considerado semi desnatado. A acidez deve estar entre 0,14 € 0,18%.

Tabela 4. Resultado médio das andlises fisico quimicas do creme de leite obtido por meio de

centrifugacio por desnatadeira e por repouso

Componente Gordura Proteina
(g/100g) (g/100g)

Amostra Média DP Média DP

Creme de leite cru por 45,83 3,19 2,02 0,18

desnate

Creme de leite 52,88 4,59 2,00 0,23

pasteurizado por

desnate

Creme de leite cru 18,88 3,43 3,16 0,23

repouso

Creme de leite 17,55 3,68 3,36 0,25

pasteurizado repouso

Umidade Solidos totais Acidez

(g/100g) (g/100g) (g/100g)
Média DP Média DP Média DP
38,27 12,53 61,73 12,53 0,13 0,01
41,12 3,09 58,88 3,09 0,24 0,25
74,73 5,39 25,27 5,39 0,16 0,05
76,13 6,20 23,87 6,20 0,12 0,02

O Regulamento de identidade e qualidade do creme de leite, definido pela Portaria 146 (Brasil,

1996) estabelece que o teor de gordura para esse produto deve ser de 20,0 a 49,9%. Cremes de

baixo teor, ou semi creme ou leves possuem quantidade de gordura de 10 a 19% e os cremes de

alto teor de gordura possuem mais de 50%. A Acidez maxima permitida € de 0,2%. Os cremes

de leite que foram obtidos pela desnatadeira apresentaram teor de gordura normal. J4 os cremes

que foram separados apds o repouso sdo considerados cremes leves. Isso pode ser justificado

uma vez que a eficiéncia de separacdo do creme pelo processo da desnatadeira é maior do que

quando ¢ feito o repouso.

Tabela 5. Resultado médio das anélises fisico quimicas da manteiga obtida por meio de centrifugacdo por

desnatadeira e por repouso

Componente Gordura
(g/100g)
Amostra Meédia DP
Manteiga de leite cru 67,88 9,14
Manteiga de leite 69,13 11,61

Proteina

(g/100g)

Média
1,24
0,84

DP
0,32
0,55

Umidade Sélidos totais
(2/100g) (g/100g)
Média DP Média DP
32,61 6,54 67,39 6,54
32,05 10,22 67,95 10,22
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pasteurizado

Manteiga de leite cru 76,30 3,84 1,34 0,64 21,62 6,78 78,38 6,78

repouso

Manteiga de leite 76,72 2,44 1,36 0,41 24,18 5,50 75,82 5,50

pasteurizado repouso

De acordo com o regulamento de identidade e qualidade da manteiga, definido pela Portaria 146

(Brasil, 1996) o teor de gordura da manteiga deve ser no minimo de 82%. A média de todas as

amostras produzidas estd abaixo desse valor por ter sido obtido de um processo laboratorial. A

umidade mixima deve ser de 16%. Porém a alteracdo no teor de gordura também levou a

alterac@o no teor de umidade, com grande variacdo entre as amostras que pode ser identificado

pelo desvio padrio.

Tabela 6. Resultado médio das andlises fisico quimicas do leitelho obtido por meio de centrifugacio por

desnatadeira e por repouso

Componente Gordura Proteina Umidade Sélidos totais Acidez
(g/100g) (g/100g) (g/100g) (/100g) (g/100g)

Amostra Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP

Leitelho de leite 1,54 0,16 3,22 0,32 91,30 5,11 8,70 5,11 0,18 0,04

cru

Leitelho de leite 1,43 0,34 3,15 0,45 89,61 7,53 10,39 7,53 0,19 0,06

pasteurizado

Leitelho de leite 1,54 0,26 2,57 0,55 91,20 2,62 8,80 2,62 0,18 0,04

cru repouso

Leitelho de leite 1,29 0,18 2,82 0,57 92,31 3,57 7,70 3,57 0,17 0,01

pasteurizado

repouso

O produto leitelho ndo possui padrido de identidade e qualidade na legislagdo brasileira. Por se
tratar de um subproduto da manteiga, utilizou-se como padrdo para comparagdo os padrdes de
um leite semidesnatado com teor de gordura entre 0,5 a 2,9%. Todos os produtos analisados

estavam dentro desse padrao.

30



O periodo de repouso de 24 horas a 4°C foi eficiente para separagdo de imunoglobulinas. Em
estudos realizados por Caplan (2013) a separagdo por gravidade durante 22 h a 4°C produziu
separacao de gorduras, bactérias e células somadticas. A separacdo por gravidade € facilitada por
glébulos de gordura maiores e quanto maior o tamanho do glébulo de gordura, mais elementos

presentes no leite serdo carreados.

Ma e Barbano (2000) afirmaram que hd uma significativa influéncia entre tempo e temperatura,
durante a separacdo por gravidade, na distribuicdo dos glébulos de gordura do leite. Depois de
duas horas de repouso ja foi possivel separar a parte gordurosa, porém foi observado que esse

fato ocorreu melhor quando mantido a 15°C do que a 4°C.

5.2 PERFIL PROTEICO — ELETROFORESE

O processo de identificacdo de imunoglobulinas foi feito através do método de eletroforese em
gel de poliacrilamida SDS-PAGE. Para a quantificacdo utilizou-se o software Image J, que
elabora um grafico de acordo com as bandas formadas na imagem do gel. Os valores fornecidos
sdao dados em porcentagem. Conforme pode ser observado na tabela 7, foi possivel detectar a
presenca de imunoglobulinas em todos os produtos. Porém, no creme de leite que foi obtido por
armazenagem de leite cru em camara fria (4°C+2°C), sem agitacdo, a quantidade de
imunoglobulinas foi maior, tanto para o leite cru quanto para o leite pasteurizado, evidenciando
dessa forma que as imunoglobulinas sdo carreadas pela gordura quando armazenado sem

agitacao.
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Tabela 7. Deteccdo de imunoglobulinas pelo método de eletroforese em gel de poliacrilamida em leite,

leite desnatado/semidesnatado, creme de leite, manteiga e leitelho utilizando-se o software Image J.

Produto Imunoglobulina G (%)
Leite cru Leite cru Leite Leite pasteurizado
desnatadeira repouso pasteurizado repouso
desnatadeira
Leite integral 2,14 2,21
Leite desnatado/ 1,48 1,70 1,57 4,25
semi desnatado
Creme de leite 1,56 5,46 0,60 8,14
Manteiga 3,82 6,95 5,34 6,19
Leitelho 0 10,12 0 6,49

A separacgdo por gravidade de gordura, células sométicas e bactérias, pode ser possivel devido a
interacdes com as imunoglobulinas nativas bovinas (Caplan et al; 2013). Euber e Brunner
(1984) relataram que as imunoglobulinas nativas no leite estdo envolvidas na aglutinacdo e
aglomeracdo dos globulos de gordura, que ocorrem durante a separacdo por gravidade da
gordura do leite. As imunoglobulinas também podem se ligar a bactérias vidveis, esporos e
células somadticas, assim como a gordura. A separagdo por gravidade ndo sé remove
parcialmente a gordura, como também pode remover uma alta porcentagem dos microrganismos

presentes no leite cru (Ma e Barbano, 2000).

No gel de eletroforese da manteiga foi possivel identificar a maior porcentagem das
imunoglobulinas no produto do repouso, evidenciando que as imunoglobulinas sdo carreadas
com a gordura. J4 no leitelho foi possivel demonstrar que pelo menos parte da fracdo de
imunoglobulina pode ter sido perdida no leitelho, jd que foi possivel identificar essa proteina
nas repeti¢cdes de repouso.

As figuras 4, 5 e 6 mostram os graficos gerados pelo software e o gel que foi utilizado para o
produto creme de leite, manteiga e leitelho, respectivamente.
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Figura 4. Grificos gerados pelo programa Image J e gel de eletroforese SDS — PAGE a 8%
com mudanga na coloracdo para leitura no software para creme de leite
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Figura 5. Grificos gerados pelo programa Image J e gel de eletroforese SDS — PAGE a 8%

com mudanca na coloragdo para leitura no software para manteiga
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Figura 6. Grificos gerados pelo programa Image J e gel de eletroforese SDS — PAGE a 8%
com mudanga na coloracio para leitura no software para leitelho
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Em estudo realizado por Marques (2011), as bandas correspondentes a osi € os2 encontram-se
agrupadas em uma unica faixa densitométrica, correspondente a a-caseina cujo pico € o
mais expressivo. Isso também pode ser observado nesse estudo, onde os picos de caseina foram

os mais evidenciados e em muito dos graficos agruparam-se.
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Diferente do que propoés Kamoun et al. (2003) em que a determinagdo das fragdes proteicas por
eletroforese foi realizada apenas com leite desnatado, no presente estudo, além do leite
desnatado, utilizou-se leite integral, creme de leite, manteiga e leitelho nas andlises,

evidenciando ndo ter ocorrido interferéncia da gordura no processo.

Segundo Elfstrand (2002), o tratamento pelo calor a 72°C durante 15s resulta numa perda de 10-
30% de Ig, enquanto que o tratamento UHT (138°C, 4s) e evaporagdo destroi a maior parte da

atividade de Igs no leite.

O aproveitamento dos componentes do leite bovino, na forma de ingredientes nutritivos e
funcionais pode ser utilizado na formulagdo de produtos com propriedades especiais. Dentre os
produtos que poderao ser produzidos a partir do leite estdo: manteiga e creme de leite com altos

niveis de Imunoglobulinas.

Devido ao fato do método de eletroforese utilizado apresentar resultado apenas
semiquantitativo, ndo foi possivel visualizar pequenas diferencas entre os tratamentos que
pudessem ser detectadas quantitativamente, de maneira mais detalhada. Desta forma, sugere-se,

para estudos futuros, a determinacdo das imunoglobulinas por cromatografia.

6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho conclui-se que:

e O método de separacdo por gravidade foi eficiente para se obter maior concentracdo de
imunoglobulinas na porcio gordurosa do leite.
e Através do método de separacdo de proteinas (Eletroforese) foi possivel quantificar as

fragdes de imunoglobulina nos diferentes produtos estudados.
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8. ANEXO1

Gel para Eletroforese de Proteinas do Leite

PREPARO DO GEL:

1. Monte o suporte do gel de acordo com o protocolo do equipamento.

2. Faga um teste adicionando dgua na placa de vidro, para verificar se existe algum

vazamento.

3. Preparar as solucdes dos géis de separacdo e concentracdo em tubos tipo Falcon de 15

ml e com auxilio de pipetas descartdveis.

Gel de Separacao

7,5% 8% 10% 12% 12,5% 15%
Sol A 2,5 ml 2,6 ml 3,34 ml 4,0 ml 4,17 ml 5,0 ml
Sol B 2,5 ml 2,5 ml 2,5ml 2,5 ml 2,5ml 2,5 ml
SDS 10% 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml
Agua dd 4,85 ml 4,65 ml 4,0 ml 3,35 ml 3,16 ml 2,34 ml

Dearear 15 minutos.

PSA 10% 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul
TEMED Sul Sul Sul Sul Sul Sul

* Quanto maior o PM da proteina menor a concentragdo do gel.

** Formulacao suficiente para 2 géis.

4. Aplicar o gel de separacdo na placa de vidro e aguardar polimerizar.

Gel de Concentracao

3,0% 4,0%
Sol A 1,0 ml 1,3 ml
Sol C 2,5 ml 2,5 ml
SDS 10% 0,1 ml 0,1 ml
Agua dd 6,4 ml 6,1 ml
Dearear por 15 minutos.
PSA 10% 50 pul S50 pl
TEMED 10 pl 10 pl
5. Aplicar o gel de concentragdo em cima do gel de separacdo, colocar o pente pléstico
com cuidado para ndo haver formacdo de bolhas;
6. Aguardar a polimerizagao;
7. Retirar o pente plastico com cuidado e montar a cuba de eletroforese.

8. Acrescentar o tamp@o de corrida 1X até o volume maximo indicado, incluindo entre as

placas de vidro.
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9.

10.

Aplicar de 5 pl das amostras de proteina nas canaletas e o marcador de peso molecular

conforme recomendagdes do fabricante.

Correr a 150 V para melhor separacio das bandas.
PREPARO DAS SOLUCOES:

Solucido A

Acrilamida..............cccoeveviiinnnn. 292 ¢
Bis-acrilamida............cooeennn.. 0,8 ¢g

Agua miliQ........cooovvivereieiiennn, 70 ml

* Filtrar e armazenar em frasco escuro na geladeira, tempo maximo 1 més.

Solucdo B Tris HCI1 1,5M, pH 8,8

* Ajustar o pH com HCI puro para 8,8. Armazenar na geladeira a 4°C.

Solucao C Tris HC1 0,5M, pH 6,8

* Ajustar o pH com HCI puro para 6,8. Armazenar na geladeira a 4°C.

SDSa10%
Sodiumduodecylsulfato........ 10,0 g
Agua miliQ.......cocovvveeeann, 100 ml

* Armazenar a temperatura ambiente.

Tampao de amostra 2X

Soluc@o C.....oovvveveeneiricienieenee, 1,2 ml
Glicerol......uuuuvveeieieineeeeeeeeeeeennn., 1,0 ml
SDS 10%...cccuveiieieiieieeeeenne. 2,0 ml
Agua miliQ........ooovviveivieeiennn, 4,8 ml

Azul de bromofenol 0,5%......... 0,5 ml
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* Armazenar a temperatura ambiente.

Tampido de amostra 2x ................ 10 ml
2 - mercaptoetanol.........c..ceceeueen. 525 ul

Tampao de Corrida 5X

TrIS e 45¢
GlCINA. i 21,6 ml
SDS. e 1,5 ml
Aguadd.....ccooeeieiiiiiie, 300 ml

Homogeneizar. Na hora do uso completar com 3 partes de dgua destilada

* Armazenar na geladeira.

PSA a10%
Persulfato de amonio................ 10 gou 10 pug
Aguadd......cooooeeiee, 100 ml ou 100 pl

* Armazenar as aliquotas em tubos tipo eppendorf no freezer e descongelar no

momento do uso.

Preparo das amostras de proteina

1. Diluir as proteinas 1:3 em tampao de amostra 2X. Levar em Termobloco por 10

minutos a 100°C. Esperar esfriar antes de aplicar na canaleta.

Solucao de Fixacao

40% de metanol

10% de Acido tricloroacético

50% de dgua

Solucio de Coloracéao

Comassie Blue R250........... 1,25¢g
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