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032 - USO DA TECNOLOGIA DE ELETROFORESE MICROFLUIDICA “LAB-ON-
A-CHIP” PARA ANALISES DAS PROTEINAS DO LEITE EM FRAUDES DE LEITE
CAPRINO COM LEITE BOVINO!
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Introducado: A substituicio do leite caprino pelo leite bovino é uma pratica fraudulenta
quando ndo especificada para o consumidor. A fraude no leite de cabra pode causar grandes
danos a saude de criancas em tratamentos de alergia ao leite de vaca. Nos dltimos anos
diferentes métodos de analise das fragdes proteicas foram desenvolvidos e sdo utilizados para
identificacdo de leite de diferentes espécies em produtos lacteos. O objetivo do trabalho foi
avaliar a tecnologia da eletroforese microfluidica “lab-on-a-chip” para a detec¢@o da fraude
do leite de cabra pela adi¢do de leite de vaca a partir do perfil eletroforético das proteinas do
leite caprino e bovino. A vantagem deste método quando comparado a técnica convencional é
a otimizacdo das andlises somado a ndo manipulagdo de reagentes toxicos.

Material e Métodos: O leite caprino foi coletado no Capril de criagdo de raga Saanen e o
leite bovino no Complexo de Gado Puro do Campo Experimental José Henrique Bruschi da
Embrapa Gado de Leite (Coronel Pacheco - MG). As simulacdes de fraude de leite caprino
com adicdo de leite bovino foram preparadas na propor¢io crescente de 0; 2; 4; 6; 8; 10; 12,
15, 20; 50 e 100 v/v. A eletroforese microfluidica foi realizada no equipamento da Agilent
2100 Bioanalyzer utilizando o kit “Protein 80”. A metodologia foi realizada sobre condigSes
redutoras como descrito pelo fabricante com adaptacdes de protocolo para separacdo de
proteinas do leite. Para essa andlise utilizou-se amostras fraudadas de leite fluido cru.

Resultados e Discussao: Com base nos resultados evidenciados na Figura 1A e B, o método
permitiu uma rdpida separacdo das principais caseinas do leite caprino e bovino. O
eletroferograma do leite caprino mostrou um padrdo de proteinas diferente do leite bovino.
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Figura 1. Eletroferogramas evidenciando o perfil densitométrico no método lab—on-a-chip: (A): leite
caprino puro (vermelho), leite caprino com 20% de adi¢d@o de leite bovino (azul) (B): Adicdo de 50%

(verde) sobreposi¢do da B-CN caprino com bovino; 2. a-CN bovina (seta fina); 3. o-CN bovina; 4. k-
CN bovino (seta grossa). .

Na Fig.1A, a linha vermelha representa o leite de cabra puro e a linha azul representa o leite
caprino adicionado de 20% de leite bovino, sendo que, o pico 1 que indica a sobreposi¢io da
B-CN caprina e bovina, maior proteina encontrada no leite caprino, a 3-CN representa 1/3 do
total das caseinas bovinas e 2/3 das caseinas caprinas, o pico 2 indica a a-CN bovina, o pico
3 a o-CN caprina e o pico 4 a k-CN do leite bovino. Na Fig.1B, a linha verde representa o
leite caprino adicionado de 50% de leite bovino. Analisando a sobreposi¢do dos
eletroferogramas nas fig.1A, B, a mistura de leite de diferentes espécies foi determinada pelo
aparecimento do pico 2 (seta fina) que representa a a-CN do leite da vaca com 37,5 kDa, a
qual migra primeiro que a o-CN do leite caprino com 39,2 kDa e o pico 4 (seta grossa) que
evidencia a k-CN do leite bovino, a qual apresentou massa molecular maior (Tabela 1) do que
descrita pela técnica de eletroforese convencional que € relatada de 19-24 kDa. A k-CN do
leite caprino ndo foi demonstrada, fato que é explicado pelo fabricante diante da caracteristica
das caseinas de formarem agregados, ou ainda outras propriedades quimicas como
glicosilagd@o, padrao de fosforilagao ou hidrofobicidade que influencia na estrutura da proteina
e na interacdo com o gel matrix durante a separacdo. A B-caseina do leite bovino e caprino
migraram na mesma posicao (sobreposi¢do dos picos), por isso apresentaram massa molecular
semeihanie (Tabela 1).

Tabela 1. Leite de cabra e vaca puro. Massa molecular (kDa) e tempo de corrida (segundos)
das caseinas determinados pela eletroforese microfluidica (Bioanalyzer)

Caseinas Cabra Corrida Vaca (kDa) | Corrida (seg)
(KDa) (seg)
B-CN 33,2 29,87 33,8 30,04
o-CN 39,2 31,81 37,5 31,25
k-CN --- 44,8 33,62

Conclusoes: A tecnologia de eletroforese microfluidica “lab-on-a-chip” identificou fraude a
partir da adi¢do de 20% de leite de vaca em leite caprino.
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