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Métodos para Separacao das Proteinas do Leite
Methods for Separation of Milk Proteins

Resumo

As autoras estudaram e discorreram sobre o prin-
cipais métodos de separacao das proteimas do leite
(cromatografia, eletroforese ¢ ensaios imunold-
gicos), téenicas analiticas que desempenham um
papel de extrema importancia no controle de qua-
lickade de produtos Kicteos, Par tanto, uma revi
sio de diversas pesquisas referentes ao assunto é
apresentada como embasamento tedrico do tra-
halho, Nocontexto da dissertagio, busca-se uma
posicao conclusiva acerca dos métodos de mnor
resolugio e viabilidade para tal analise.
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Abstract

The antors stacdied and they talked about the mann
methods for separation of milk proteins
{chramatography, electrophoresis and immune
essiys Loanulyteal techmigues that take on i ole
of extremely importance in the quality’s control of
milky products, To do this, a review of many
rescarches that refer to the subjeet is presented as
a theoretical basis of the work, In the context of
the dissertation, it seeks a conclusive position abotl
the methods more Feasible and with best resolution,
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Introducio

O leite consiste numa emulsio de gorduras em
deua, estabilizada por uma dispersao coloidal de
proteinas em solugio de sais mincrais, vitaminas ¢
peptideos, com pH varando de 6.5 a6,7. A gran-
de diversidade das proteinas presentes no leite,
assim como sua importncia funcional e nutncional,
explicamo elevado interesse no estudo da com-
posicao desta fragio Hictea.

A caseina. uma losfoproteina obtida por
acidificacio do leite desnatado em pH cquivalen-
te ad 6a 200 C, € aprincipal proteina do leite ¢
ccorre cm guatro sublipos principas.: a-caseina
(5050, b-caseina (33%), d-caseina (5%:) ¢ a k-
cascimt ( 15%). As proteinas que permanecemen
solugio apos precipitagio e separagio da caseina
constituem o soro, sendo representadas por: a-
lactoalbumina e b-lactoglobulina, que
correspondem a 70-80% das proteinas do soro,
¢ em menor proporgho, soroalbuming,
imunoglobuling, lactoferring e tmnsferrini

O diferente comportamento das caseinas e das
proteinas séricas, devido as suas diferengas ¢s-
truturais, permite sua separacao, identificagio ¢
posterior quantificagio. Os métodos analiticos
mais utilizados nestes processos sio os
cromatogrificos. os eletroforéticos e os
nmunologicns:

Os métodos de separagio, identificagio ¢
quantificagio das proteinas do leite voltam-se
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amilise de polimorfismos, & avaliagio da extensio
dos trtamentos Iénnicos aplicados aos laticinios,
adeterminagiio de adulteracoes em leites e deri-
vados, ¢ i detecgiio de peptideos derivados da
protedhise que ocorre nestes produtos. Esta revi-
sio di énfase i descricio dos principais métodos
de separaciio das proteinas do leite.

Meétodos de Separaciio das Proteinas do Leite

1- Meétodos Cromatogrificos

A cromatografia é uma téenica fisico-quimica de
separagao dos componentes quimicos de uma
amostra (solutos), baseada na migragio diferen-
cial destes solutos a0 longo de duas fases que
mtegram o sistema cromatogrifico: a fase movel ¢
afase estaciondria, Durante a eluiciio dos solutos,
estabelecem-se interagoes quimicas entre estes e
a fase estaciondria (eletrostitica e imovel), o que
permite ou ndo aretengio dos solutos nesta fase.
Dentre os métodos cromatogrificos mais utiliza-
dos para separagio e identificagio das proteinas
do leite inclui-se a cromatografia liquida de alw
pressao por permuta ionica, a cromatografia li-
quida de alta pressio em fase reversa, ¢ a
cromatogralia liguida por exclusio molecular.

L1 - Cromatografia liquida de alta pressao
por permuta ionica

Este método cromatogrilico. o mas utilizado na
separagio de proteinas doleite, baseia-se no pro-
cesso quimico de troca de fons entre a fase estaci-
ondriae o meioeluente. Sua fase estacionina € for-
mada por trocadores i6nicos (moléeulas que retém
ions por afimdade quimica) ligados covalentemente
amatniz da coluna cromatogrifica. Estes trocado-
TS rOCm Seus [0ns por outros ions presentes no
meio formado pela fase mavel (que define o card-
ter elérico dos solutos da amostra) e pela amostra
(com solutos de carga elétrica compativel ao tro-
cador da fase estaciondria). Os rocadores idnicos
classificam-se em: rocadores anionicos (apresen-
tamearga elétnca positiva, e, portanto, retéme tro-
caminions): e trocadores cationicos (apresentam
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cargas elétricas negativas, e, portanto, retéme tro
cam citions). A fase movel eluente deste sistema
cromatogrifico deve conter ions de carza elétrica
compativel aos trocadores da fase estaciondnia,
porém de pouca afinidade a estes trocadores, que
o5 adsorverao apenas durante a eluiciio inicial da
fase movel, em auséneia da amostra. A amostraem
anilise deve ser preparada na fase movel eluente
paradefinigao da carga elétrica de seus solutos, e
entio, sereluida ao longo da coluna. A medida que
ocorre a eluigio da fase movel com os solutos da
amostra, os ions retidos aos trocadores, por apre-
sentarem menor afinidade, vio sendo substituidos
pelos solutos iGnicos da amostra, que apresentam
maior afinidade quimica ao trocador. Para isolar o
soluto desejado na coluna, deve-se eluir a fase
mdvel contendo fons de maior afinidade ao troca-
dor do que os ions que provavelmente se
adsorveram ao trocador. Apds a eluigao destes ions,
¢, portanto, separagio ¢ isolamento do soluto de-
sejado, que permanece retido na coluna, deve-se
eluira fase movel contendo ions de maor afinidade
a0 trocador do que os solutos a ele adsorvidos,
para que estes sejam recolhidos no elumo. Em se-
guida, a coluna deve ser regenerada com o eluente
inicial. Na tabela abaixo, encontram-se os estudos
da separaciio das protefnas do leite por
cromatografia de permuta idnica,

Tabela | = Cromatogralia por permuota ionica aplicada b
aniilise das proteinas do leie
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1.2 = Cromatografia Liguida de Alta Pressio
em Fase Reversa

A cromatografia liquida de alta pressao baseia-se
na clui¢iio de uma fase movel submetida a alta
pressio, torando a separacio dos solutos muito
mais ripida e eficiente. Na cromatografia liquida
de alta pressiio em fase reversa, a fase estacioni-
ria € apolar, s6lida ou liquida, enquanto que a fase
mavel € polar e liguida. A cromatografia em fase
reversa permite separar as caseinas, as proteinas
do soro e peptideos derivados. Os solutos, por-
tanto, vio sendo separados por ordem de polari-
dade: os mais polares (contendo maior nimero
de cargas elétricas) sio eluidos de modo mais ri-
pido, enquanto que os menos polares viio sendo
retidos na coluna. Os estudos de separagao das
proteinas do leite por cromatografia liquida de alta
pressio por fase reversa encontram-se sucinta-
mente descritos na tabela abaixo.

Tabela 2 - Cromatografia liquida de alta pressiio por fase

reversa aplicada d andlise das proteinas do leite.
Aplicagio T Condigies de Compastos
Anilise Separados

Separaghodas | Colura HPLC d¢ fase revera Oy, gradiente | as,, fl, sy ¢ | Sngeet |

Feferincia |

castinas em | socriteo de doido millusrsodtico em dgua | ¢- cassings, ¢ | Al (1991)
leaic, being em 0, 1% & Sl triflsoracéisog em fragmentos & |
pddesnatado ¢ | acetonitnla 0,1%. Amostraprepanadaem | yodepoe |
Casgunalos | uréia 4,58 ¢ 0,1% & mercaploctanal aEinm | |
lertificagha | Coluna HiPore RP-313 (Hio-Rad Labsi ¢ | Pocaseing ¢ | Visser ot al,
danova | précoluna Cyy,, pradients s misturs dc Al alent R
Vilanls atonitrilo, dgua ¢ dondo

penetica da i | srfusractico] | 00S00; | ) acctoaitnbs,

Cascing iz.g.u rtﬂ:m&x?tﬂlcu:m B0 0T 1
Separagio ¢ Colena de fase revenia Oy, pradiemte de | wyn, - | Bobe etal,
quantificslo mistera de scetondtrils, dgus ¢ cacima, a-lag | (1998)

ilas progeinas | ilorcitico ms proporgdes: 100cS00:1 |3-|E
dolgie | (wrvente Ap e B00c 10001 (solveate )

1.3 - Cromatografia por Exclusio Molecular
Este método cromatogrifico baseia-se no proces-
s0 mecinico de exclusiio molecular para separar
0s solutos da amostra, A coluna cromatogrifica
deste sistema ¢ formada por particulas solidas
uniformes, contendo poros de diimetros também

uniformes. A fase moével € liquida e elui por entre

05 poros da fase estaciondria, arrastando consigo
os solutos da amostra. Os solutos de pequeno
diiimetro ficam retidos nos poros da fase estacio-
nana enguanto que os de diiimetro maior siao eli-
minados dos poros, saindo da coluna por exclu-
Uma das maiores dificuldades da
cromatografia por exclusio molecular € a detecgio

S0,
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e avaliacio do tamanho das micelas de caseina,
em virtude da proximidade de seus pesos
maoleculares. Por outro lado, é utilizada com su-
cesso no isolamento de proteinas menores, pre-
sentes no soro do leiie (STRANGE et al., 1992).
Contudo, as semelhancas de peso molecular das
proteinas do sorodas varias espécies impedem a
utilizacao desta técnica na identificacio de virios
tipos de leite.

2 - Métodos Eletroforéticos

A eletroforese consiste numa técnica fisico-qui-
micaempregada na separacio de solutos e estru-
turas coloidais, baseada na migragio de particu-
las eletricamente carregadas em solugio, quando
submetidas a um campo elétrico. Qualquer parti-
cula ou molécula carregada pode se mover nes-
sas condigoes, e conseqiientemente, podem ser
separadas, desde que possuam diferentes cargas
elétricas. A separacio eletroforética das particu-
las pode ser realizada em meio liquido ou num
suporte inerte, que nao interfira na migragio des-
tas particulas. A diferenga de potencial elétrico
aplicada ao sistema eletroforético € produzida por
dois eletrdodos de cargas opostas, gue sio intro-
duzidos na solugio contendo as particulas carre-
gadas. As particulas com carga elétrica positiva
migram emdire¢iio ao eletrodo de carga negativa
(catodo), enquanto que as particulas com carga
elétrica negativa migram em diregio ao eletrodo
de carga positiva (anodo). A eletroforese desem-
penhou e continua a desempenhar um papel mui-
to importante no estudo das proteinas do leite,
tendo sido utilizada na investigacio de suas vari-
antes genéticas. A principal vantagem do método
de eletroforese € a de permitir a separagio, a
quantificacao ¢ a identificagao simultancas das di-
ferentes proteinas de uma mistura. Apos a sepa-
ragiio, as diferentes bandas resultantes podem ser
identificadas com corantes, como azul de
Coomassie ou nitrato de prata. Estes permitem,
nao s6 uma identificagiao gqualitativa dos grupos
de proteinas, mas também uma quantificacio
aproximada através de um densitometro, ajusta

do ao comprimento de ondas correspondente i
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absorcio do corante.

2.1 - Eletroforese em Gel

Uim dos metodos eletroforéticos ulilizados na se-
paragio das proteinas € a eletroforese em gel de
poliacrilamida. O tamanho dos poros do gel de
poliacrilamida mais utilizado para macromoléculas
permite separar proteinas de 15 000 a 250 000
Daltons. Este tipo de suporte separa tanto pelo
tamanho do poro como por carga elétrica, Os tra-
balhos que usaram os métodos eletroforéticos em
gel aplicados i andlise das proteinas do leite, po-
dem ser vistos na tabela abaixo.

Tabela 3 - Métodos eletroforéticos em gel apli-
cados aandlise das proteinas do leite.

Aplicagdn Condigies de Andlse | Compostos | Referéncia
|Sepursdos |
Deteceda de lene de Ged de poduenlamsda com Proteinas | Amdgoet
vacaadicionados | wepdo Treghciraap 83 | doSom al,
yoecijns de beite de {199l
el
Deteccho de caseinas | Gel de polucrtamida com Pcticina | Mayere
Povinasers letie e | Lol supeniar ide o N3 Misrner
derfvadon acettsamido - Jaminoetane 1993
sulfnics {ACES) 4limM ¢ i
8 e um tampdo mferior de
pinidia 200mb ¢ pH 3.2
Detennimagio das Gel ile pelisrilamista com Proteinas | Casperef
proteinas do soroem | solupdode fiaclie meandle | do Som ok
leite decabra ¢ acido ickoroacético (1995
avilka |

2.2 - Eletroforese Capilar

A eletroforese capilar ¢ uma iéenica analitica ver-
sitil e sensivel que apareceu no final dos anos 80,
Sua aplicagio caracteriza-se por reduzidos tem-
pos de analise, pequenas quantidades de amosira
¢ haixos custos, A eletroforese capilar tem prova-
do ser umi iéenica eficiente na andlise das proteinas
do leite. Existem diversos trabalhos que descre-
vem sua utilizagio na andlise de polimorfismos das
proteinas do leite, na avaliagio da extensio dos
tratamentos termicos dos laticinios, nadeteccio
de adulteragoes ¢ de peptideos derivados das
proteinas durante a protedlise no leite e em seus
denivados. Na tabela abaixo, encontram-se
resumidamente descritos os trabalhos que empre-

S

L

sam i eletroforese capilar na andlise das protei-

nas doleie.

Tabela 4 - Métodos de eletrotorese capilar aph-
cada d andlise das proteinas do leite

Aplicacin Condighes de Andlie | Compaitos | Beferncia|
Separadn
Sermragie dprowimn do | Colunacapilerde whion fandidy, | gej | Camueodt
etiede difemes speen e | selventt lanpio citato de sadin | el | al
detieya de hete boviss em Mkl com procinzs do | (1996]
kel pgine & 0vieo meuEadmuproplochense s
{MHPCY % e i
Ideatificagio das prosengs | Cobea capilee de metil-silinieady | gy | Catome
wicsdodotboviaoe | wolvenic mdo borato M, | Rz AR | 4
caprinn e determinacha do | pkR. YT a0 tampdn bocato | ekt {1999}
feste bovim e besle ¢ yuese el
cxing

3- Métodos Imunolégicos

(s ensaios imunologicos sdo téenicas analiticas
freqiientemente utilizadas na inddstria alimenticia
para separacao, identificacao e quantificagao dos
componentes alimentares ¢ de agentes
contaminantes presentes nos alimentos. Esses
métodos foram aplicados inicialmente na identifi-
cagao e quantificacio de proteinas especificas em
concentragoes muito baixas, A aplicagio destes
métodos na separacio das proteinas do leite deve-
se aantigenicidade destes compostos, o que lhes
permite a4 conjugagio com anticorpos especificos.
As proteinas do soro do leite sao extremamente
antigénicas, o que possibilita sua deerminagaio poe
iéenicas imunoldgicas usuais, como a
imunodifusio, o método ELISA ¢ os ensaios
rachoimunoldgicos. A determinacio das caseinas,
apesar de bastante vidvel, € mais dificil, jd gue
estits proteinas sdo pouco antigénicas e encon-
tram-se na forma de agregados (GRAPPIN ¢
RIBADEAU-DUMAS, 1992}, A principal fina-
lidade da deteccao das proteinas do leite por meio
de ensaios imunologicos € verificar possivels adul-
teragoes no leite e em seus denvados. Os primei-
oS ensaios imunologicos baseavam-se em ensai-
os nidlioimunologicos que utilizavam marcadores
radioativos conjugados a anticorpos ou antigenos,
Contudo, em virtude da elevada capacidade
destrutiva dos marcadores radioativos no orga-
nismo humano, estes compostos foram substitui-
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dos por enzimas, desencadesndo o desenvolvi
mento dos snsaos IMunoenzmaticos, gue se tor-
nuram mais aceitaveis em andhises de alimentos.
Os ensalos imunoenzimdticos sio mais simples,
hartos e niis sensiveis, devido i especificidade
dus reagoes antigeno — anticorpo. Dois tipos de
anticorpos sio utilizados nos ensaios imunologicos:
anticorpos mono e policlonais, Os anticorpos
policlonmis correspondem a uma mistura de
anticorpos, cada um produzido contra umepitopo
diferente doantigeno. Cada um dos anticorpos
presentes nesta mistura tem afinidade e
especificidade pelo epitopo responsivel por sua
proxducao. Anticorpos policlonais sio preparidos
atrnvés da imunizacio de animais com nm
antigeno, seguida pela retirada do sangue ¢ purifi-
cagio do soro par remogiao dos anticorpos
mespecificos. Os anticorpos moneclonais sio
aqueles secretados por hibridomas (células hibn-
das resultantes da fusio de células tumorais com
células secretoras de anticorpos), Para a sua ob-
tengio efetua-se a imunizagao de um animal e
postenior retiradn do bago (6rgdo onde se con-
centramas eélulas imunocompetentes, estimula-
dhs durmnte aimunizagiio). As células do bago sio
misturzkis ds cclulas de miclomas (lumores) e fun-
didas para formagio dos hibridomus, Em seguida
¢ necessano fazer a selegio do hibndoma. que
produz o anticoro desejado, procedendo-se com
sua clonagem, Os clones assim oblidos séo, por-
tanto, uia linhagem celular capuz de produzir
anticorpos em grande quantidade ¢ de alta
especificidade.

31 =Método ELISA

Truta-se de um métodio imunoenzimidlica, gue uti-
lizan como marcadnres enzims cromogenicas (res-
ponsavers por catalisar reagoes que resuliam no
desenvolvimento de cor) conjugadas a anticomos
ot antigenos. Nos testes imimoenzinuaticos nmdos
reagentes esti adsorvido & superficie de uma ma-
tnz sGhida, como esferas de policstireno, A reagio
¢ baseadu na ligagio nao covalente e reversivel
divantigeno com o anticorpo especifico, no gual
um deles ¢ marcado com uma enzima

>>>

cromegémci, As enzimas mis utilizadas paraesta
finalidade sio o fosfirase alcaling ¢ a peroxidase.
Para o desenvolvimento de cor sio adicionados
substratos especificos 3s enzimus marcadoras.
Durante a reagio entre a enzimi ¢ seu substrato
oeorme o desenvolvimanto de cor, cuja intensida-
de pode ser observada visualmente ou medida
com espectrofotametos espeviais, Entre os viin-
08 Hpos de estes imunoenzimatcos, dors sio mas
comumente empregados: o tipo competitivo e o
tipo nio competitivo (em sanduiche). No méto-
do compelitivo, o antigeno di amostra compete
com o antigeno marcado com a enzim, adiciona-
dio o mistur reagente, pelos sitios de ligagao com
o anticorpo lixo na matriz solidi. A presenca de
antigeno no amostra dimumu a quantidade de sii-
os de ligagilo dos anticorpos da matriz dispon(-
vers a0s antizenos marcados que serfio postenor-
mente adicionados. Desta forma a concentragiio
do antigeno marcado torna-se baixa. o que reduz
a ocorréncia de reagoes cromogénicas. Conse-
qilentemente, lem-se que a concentragio do
antigeno amostral ¢ inversamente proporcional
intensidade dacor desenvolvida, No método em
sanduiche, o antigeno deve ter pelo menaos dois
sitiosde ligacio com o anticorpo. Inicialimente fae-
s¢ a adsorgiio do anticorpo i matniz solid. seaui-
da pela adigio da amostra e de um conjugado
constituido de um anticorpo marcado com uma
enzimi. Completa-se a reagiio com a adicio do
substrato para esta enzima, Neste tipo de reagho
aconcentragho do antigeno amoestral ¢ diretamente
proporcional dintensidade da cor desenvolvida

Diversos tipos de ELISA tém sido aphicados no
doscamento das proteinas do soro do leite ¢ das
caseinas, prncipalmente com o objetivo de se
detectar adulteragdes dos produtos lacteos. Dois
métodos ELISA (ecompetitivo e em sanduiche)
foram desenvolvidos por Garcia et al, (1991 ) para
detectar pequenas adulteragies de leite de vaca
no lente de ovelha. Em ambos foram utilizados,
anueorpos policlonas contra as proteinas do sorm
do leite da vaca, conjugados com i biotime. Uina
ver que a hioting ¢ uma pequena molécula, a sua
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ligacio aos anticorpos nao prejudica i associi-
¢iio antigeno-anticorpo, mantendo a especificidade
do anticorpo para o antigeno, o que poderia nio
acontecer quando umacneima se fixa dirctamente
a0 anticorpo. Além disso, a conjugagcio da biotina
com anticorpos ¢ um procedimento muito mais
simples, originando produtos mais estaveis do que
os complexos enzima-anticorpo. A biotina é um
co-fator de vdrias enzimas, que s6 se tornam ati-
vas em presenga da vitamina. Portanto, apos a
adigiio do anticorpo ou do antigeno conjugado i
biotina, se adiciona enzimas cromogénicas que
utilizam a vitamina B , como co-fator. Em segui-
da, adiciona-se o substrato da enzima, para o
desenvolvimento de cor. Os estudos que empre-
gam o método ELISA na anilise de proteinas do
leite podem ser vistos resumidamente na tabela
abaixo.

Tabela 5 - Méwdo ELISA aplicado na andlise das
proteinas do leite.

— Aplgagan Anlipeno i Helerencia |
Picteggho e peoiginas o | [Llarsiiglnlulina naivae | Waww ot il . 1 150
levie ale vos mativis e dimsiniads

T T
inwtha e cabr
Dietarcpion ale leive e cabus | cmeing de lede de cubis

o feiee do shorlba
Pherewgms ik leime e vara ¢
CaRcinElin EE gugnp be

walnig & e g

|

Hara et al . (1)

yaseina boviea CMxhimaal (W7

Conclusao

A cromatografia, a eletroforese e os ensaios
imunologicos sio as iéenicas mais adequadas para
a separagiio das diferentes proteinas do leite e de
produtos licteos. Os métodos cromatogrificos
apresentam uma elevada reprodutibilidade dos
resultados e permitem recolher facilmente os com-
postus separados para andilises posteriores, As-
st 50 0s mais utilizados para a separagao das
proteinas. A principal vantagem das técnicas
eletroforéticas € a de permitir simultaneamente
separagao, identificacio e quantificagao das pro-
teinas do leite. A combinagao de baixos custos,
tempo de andlise reduzido e pequeno volume da
amostra [azem da eletroforese capilar um instru-
mento importante na andlise das proteinas do lei-
te. Os métodos ELISA sio cada vez mais utiliza-

OMRIR:
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dos na analise de produtos alimentares devido @
sua sensibilidade e ao seu reduzido tempo de and-
lise, podendo vir a desempenhar um importante
papel no controle de autenticidade dos produtos
Licteos. Os ensaios imunoligicos serio centamente
s utihizados naandhise do lette quando estive-
rem disponiveis comercialmente, anticorpos mais
baratos ¢ especificos.
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