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RESUMO

Um tipo muito comum de adulteragcdo em produtos de origem animal é a adi¢do de
matéria-prima de outras espécies sem existir a presenca da informacao da mistura na
embalagem dos produtos, o que consiste em fraude alimentar. O objetivo desse trabalho
foi a realizacdo da avaliacdo de ricotas produzidas por meio da eletroforese para
detectar a presenca de soro de leite de vaca em ricota de bufala. As amostras de ricotas
foram produzidas exclusivamente com soro bubalino e soro bovino, com inclusoes
crescentes do soro bovino ao bubalino (10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% e
90%), em 10 repeticdes de cada formulacao, totalizando 165 amostras de ricotas. Foi
realizada eletroforese por SDS-Page. Os dados obtidos através da separagédo das
proteinas foi comparado com o marcador para determinar a presenca das proteinas do
leite das espécies em estudo. A técnica SDS-PAGE mostrou-se eficiente na separacao
e identificacao das fracoes proteicas das espécies em estudo. As amostras 100% soro
de bufala T1 e 100% soro de vaca T11 foram utilizadas como referéncia pois possuem
marcadores distintos, as fracdo de lactoferrina (Lf) e imunoglobulina (Ig) presente no
tratamento T11 e ausente no T1 sao visiveis a partir de 10% de concentracao T2.
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DETECTION OF BOVINE SERUM IN BUFFALO RICOTTA BY MEANS OF
ELECTROPHORETIC STUDIES

ABSTRACT
A very common type of adulteration in products of animal origin is the addition of raw

materials from other species without information about the mixture on the product
packaging, which constitutes food fraud. The objective of this work was to evaluate
ricottas produced using electrophoresis to detect the presence of cow's milk whey in
buffalo ricotta. Ricotta samples were produced exclusively with buffalo serum and bovine
serum, with increasing inclusions of bovine and buffalo serum (10%, 20%, 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 80% and 90%), in 10 repetitions of each formulation, totaling 165 ricotta
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samples. SDS-Page electrophoresis was performed. The data obtained through the
separation of proteins was compared with the marker to determine the presence of milk
proteins from the species under study. The SDS-PAGE technique proved to be efficient
in separating and identifying the protein fractions of the species under study. The
samples 100% T1 buffalo serum and 100% T11 cow serum were used as reference
because they have different markers, the fraction of lactoferrin (Lf) and immunoglobulin
(Ig) presentin the T11 treatment and absent in T1 are visible from 10 % T2 concentration.
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INTRODUGAO

A ricota é classificada como um queijo magro com teor de gordura entre 10 e
25% e umidade superior a 55% (BRASIL, 1996). A ricota € um queijo de massa mole,
produzida através da albumina de soro de queijos e adicionado de até 20% do seu
volume em leite, produzida por meio da coagulagcédo das proteinas do leite que agora
estdo no soro pela acidificagdo através de um acidulante, como o acido latico (CAMINI
et al.,, 2014). A adicao fraudulenta de soro de leite bovino na fabricacdo da ricota
bubalina é considerada como um meio pelo qual a industria aumenta de forma
inadequada seus lucros com o produto, visto que a adicdo de soro de leite bovino que
€ mais disponivel no mercado e possui um menor custo reduz a utilizagcdo do soro
bubalino que possui maior valor devido a escassez do mesmo (CERQUAGLIA et al.,
2011).

O sistema eletroforético em SDS-PAGE tem sido utilizado mundialmente como
ferramenta padrao para anélise de proteinas em laboratérios, desde sua consolidagao
em 1970 por Laemmli (HAGIWARA, 2022). No decorrer dos anos, a poliacrilamida
destacou-se como o material de escolha para ser usada como meio de suporte para a
eletroforese de proteinas, devido a suas caracteristicas fundamentais: clareza 6ptica,
incluindo transparéncia ultravioleta (280 nm); neutralidade elétrica, devido a auséncia
de grupos carregados; e a disponibilidade em uma ampla variedade de tamanhos e
poros (GUPTA, 2019).

De acordo com Gongalves et al. (2016), os métodos eletroforéticos oferecem
boas informacdes para estudos de proteinas do leite e s&o utilizados para diferenciar e
identificar o leite de varias espécies, sendo a SDS-PAGE uma das técnicas mais
utilizadas para este objetivo.

METODO

As ricotas foram elaboradas com inclusdo crescente do soro bovino ao bubalino
com 11 tratamentos. O tratamento 1 (T1) e o tratamento 11 (T11) sdo compostos
respectivamente de 100% soro de leite de bufala (SLB) e de vaca (SLV), do T2 ao T10



houve inclusao crescente de soro bovino em detrimento ao bubalino (10%, 20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80% e 90%), que foram analisadas com diferentes tempos de
refrigeracéo (0, 15 e 30 dias).
A fabricag&do da ricota foi realizada conforme as metodologias descritas por
Kamel et al. (2013) e Hanna (2015). O processo iniciou-se com o aquecimento do soro
a 65°C e correcao da acidez com bicarbonato de sodio (Casalab, Belo Horizonte, Brasil).
Posteriormente, adicdo de leite (18-20%) sob agitacdo lenta e constante até atingir
85°C, quando houve a acidificacdo com acido latico, na propor¢cdo de 1mL/L, com
aquecimento sob agitacao lenta até 90°C. A coalhada ficou em repouso por 10 - 20
min. para que ocorra floculacdo. Em seguida, ocorreu a retirada do floculo, que foram
enformado e pesado. Ao final do processo, as amostras foram embaladas a vacuo e
mantidas sob refrigeracdo a 42C + 2°C e retiradas nos tempos 0, 15 e 30 dias para
analise. Sendo 10 repeticoes de cada formulacéo, totalizando 165 amostras de ricotas.
A caracterizacao eletroforética foi realizada segundo a metodologia de Egito et
al. (2006), por meio da técnica em gel de poliacrilamida em condicbes desnaturantes
com adicado de Dodecil Sulfato de Sodio (SDS). Foram produzidos géis de separagao
com 15% de poliacrilamida (Sigma, St. Louis, MO, EUA) em 0,38 Mol-L-1 de tampéao
Tris-HCI (Vetec, Duque de Caxias, RJ, Brasil), pH 8,8, contendo 0,1% (p/v) SDS
(Cromoline, Diadema, SP, Brasil) e géis de concentragcdo/empilhamento de 5% (p/v)

poliacrilamida em 125 mmol/L de tampé&o Tris-HCI, pH 6,8.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os padrées SDS-PAGE na presenca de um agente redutor evidenciaram nas
amostras produzidas a presencga das proteinas tipicas do soro de leite: lactoferrina (Lf),
albumina sérica bovina (BSA), imunoglobulina (lg) e B-lactoglobulina (B- Lg) (Figura 1).
Também foi percebido a presenca de caseinas, a-caseina e [B-caseina, nas amostras
de ricota, uma vez que é utilizado leite na sua producéo.

Figura 1. Perfil eletroforético (SDS-PAGE) das amostras de ricotas produzidas com diferentes
tratamentos T1-T11 (0%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% e 100% SLV) em
diferentes tempos de armazenamento (a) 0 dias; (b) 15 dias e (c) 30 dias. M: Padrao de peso
molecular. a-CN = a-caseina; B-CN = B-caseina; k-CN = k-caseina; BSA= albumina do soro
bovino; 1g: imunoglobulina; Lf= lacto e B-Lg= B-lactoglobulina.
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As amostras 100% SLB (T1) e 100% SLV (T11) foram

referéncias, pois possuem padrao eletroforético diferenciado para cada espécie, a

utilizadas como

exemplo da fracao de lactoferrina (Lf) e imunoglobulina (Ig) presente no tratamento T11
(bovino) e ausente no T1 (bufala) (Figura 1). Entdo, a medida que se aumentou os
percentuais de SLV para elaboracdo de ricota, ocorreram pequenas alteracées na
estrutura de Lf e Ig das amostras (Figura 1 a, b, c).

Estudos ja demostraram que o tratamento térmico promove a formacdo de
aglomerados entre as proteinas do soro e entre estas e as caseinas (VASBINDER et
al.,, 2004; QIAN et al.,, 2017). Essas interacdes levam & agregacgédo irreversivel de
proteinas em complexos proteicos de tamanho molecular variavel dependendo das
condi¢des de aquecimento e da composigao proteica (SALVATORE et al., 2014). Nos
géis foi possivel observar bandas em torno de 116,2 kDa, indicando possivelmente a
presenca de agregados proteicos (Figura 1 a).

A a-La tem maior resisténcia a desnaturagao térmica e sustenta até 95°C, no
entanto, sua interagdo com a B-Lg aumenta a desnaturagdo. A a-La é capaz de realizar
ligagbes para estabilizar sua conformagédo porem a redugao dos cations promove um
aumento na sensibilidade da a-La a desnaturagao térmica (TARHAN et al., 2021). Esses
fatores podem explicar a auséncia das bandas de a-La (714 kDa) nos géis das ricotas
produzidas (Figura 1 a, b e c).

CONCLUSOES

A eletroforese por SDS-PAGE mostrou-se eficiente para diferenciar as fragdes
proteicas entre bovinos e bubalinos, com a ocorréncia de proteinas especificas para as
espécies estudadas.
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