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INTRODUCAO

As técnicas de separacdo e quantificagio das proteinas do leite podem fornecer
informagdes importantes a respeito das propriedades fisico-quimicas de diferentes
sistemas lacteos, auxiliando no aperfeigoamento tecnologico da produgdo de derivados
mais estaveis, que apresentem melhor qualidade e tempo de vida de prateleira mais
prolongado.

Atualmente, a identificacdio e quantificagdo das proteinas do leite sdo feitas por
diferentes técnicas de separagdo como, por exemplo, eletroforese em gel de
poliacrilamida, eletroforese capilar, cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e
espectrometria de massa (CREAMER, 1991: COSTA et al., 2008).

As vantagens e desvantagens de cada técnica sdo discutidas por diferentes
autores que destacam se estas precisam ser aperfeigoadas, melhorando a confiabilidade
dos resultados. Com relagfio as principais vantagens apresentadas, a automatizagao € o
limite de detec¢do sdo os mais citados. Entretanto, o alto consumo de reagentes tOXIcoSs
que sio posteriormente descartados e o longo preparo das amostras sdo as desvantagens
que cada técnica apresenta (ANDREWS, 1983; CREAMER, 1991; BORE et al., 1998).

Recentemente, a técnica Iab—on-a-chip (eletroforese em chip) foi desenvolvida
para a separagio e quantificacdo de proteinas, DNA e RNA. Esta técnica tem sido
recomendada devido aos bons resultados encontrados em comparagao as demais. As
principais vantagens estdo no tempo de preparo das amostras (~ 30 min/chip),
quantidade de reagentes utilizados, em torno de 0,5 mL/chip e no limite de detecgdo
capaz de medir nanogramas de material em microlitros de amostra (WU, 2008,
ANEMA, 2009).

O objetivo do trabalho foi testar a metodologia lab-on-a-chip para a
identificacio e quantificacdo das principais fragdes protéicas do leite cru no
sobrenadante de amostras ultracentrifugadas.

MATERIAL E METODOS

Foi analisada uma amostra de leite obtida de um tanque de refrigeragdo do
rebanho experimental da Embrapa Gado de Leite (Coronel Pacheco/MG). Um volume
de 500 mL de leite foi coletado em frasco estéril, que foi mantido sob refrigerag@o e
encaminhado ao laboratério. Apés um periodo de armazenamento de 4 horas em
refrigerador convencional (4°C) foram retiradas quatro aliquotas de 35 mL. As aliquotas
foram ultracentrifugadas, em quadruplicata, a 40.000 x g a 20°C por 60 minutos (Sorvall
Centrifuges acoplada ao rotor A-841, EUA). Apos a ultracentrifugagdo, o precipitado ¢
o sobrenadante foram separados para andlise do perfil protéico. O perfil protéico foi
determinado pela metodologia de lab-on-a-chip utilizando o equipamento Agilent 2100




Bioanalyzer (Agilent Technologies GmbH, Waldbronn, Alemanha) e o Protein 80
LabChip Kit (Agilent Technologies). Fragdes das proteinas o-caseina, B-caseina, k-

caseina, o-lactoalbumina e B-lactoglobulina (Sigma-Aldrich/St. Louis, MO, EUA)
foram utilizadas como padrdes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados na Figura 1 mostram os eletroferogramas (FU:
unidade de fluorescéncia) de acordo com o peso molecular (KDa) e o tempo de
migragdo (FU x kDa; FU x Tempo) dos padrdes individuais de a-caseina, B-caseina, a-
lactoalbumina e B-lactoglobulina, e da amostra de leite. De acordo com o aumento do
tempo de corrida € possivel observar que a B-caseina (Fig 1: D1 e D2) migra mais
rapido seguida pela o-caseina (Fig 1: C1 e C2), B-lactoglobulina (Fig 1: Bl e B2) ¢ a-
lactoalbumina (Fig 1: Al e A2), respectivamente. Nao foi possivel obter informacéo
sobre o padrdo da k-caseina como também foi observado no trabalho de Anema (2009).
Com relagdo a andlise da amostra de leite é possivel observar separacio entre os sinais
correspondentes as proteinas a-lactoalbumina e f-lactoglobulina (Fig 1: E1 e E2, sinais
I e 2) e uma sobreposi¢do entre os sinais correspondentes a o-caseina e B-caseina (Fig
I: E1 e E2, sinais 3 e 4 respectivamente). A Tabela 1 mostra os resultados da
quantificagdo das proteinas dos padrdes e da amostra de leite, bem como os pesos
moleculares encontrados e a porcentagem de cada uma das fragdes proteicas.

Comparando os resultados apresentados com os encontrados por Anema (2009)
verificou-se que ¢ possivel reproduzir com confiabilidade a separagdo e a quantificacio
das principais fragdes protéicas presentes no leite empregando a metodologia de /lab-on-
a-chip. As fragdes a-caseina, f-caseina, o-lactoalbumina e B-lactoglobulina presentes no
leite foram separadas com alta resolu¢do e quantificadas com boa reprodutibilidade
entre os chips e desvio padrdo aceitavel (~ 10%).

CONCLUSAO

Os resultados mostraram que a metodologia de /ab-on-a-chip ¢ uma alternativa
viavel para a separagdo e quantificagdo das principais fragdes protéicas do leite
apresentando alta resolu¢do e boa reprodutibilidade. além de ser rapida e utilizar
quantidades minimas (pL) de amostra e reagentes apresenta limite de detecgdo em
ng/uL.
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Figura 1. Eletroferogramas obtidos em fungéio do tempo de migragio e respectivos
pesos moleculares por meio da anélise de proteinas-padrdo (Al e A2 = u-lactoalbumina;
Bl e B2 = B-lactoglobulina; C1 e C2 = a-caseina; D1 e D2 = B-caseina) e uma amostra
de leite (E1 e E2 = sobrenadante do leite ultracentrifugado).

Tabela 1. Determinagio e quantificagdo das fragdes protéicas (a-la, B-lg, a-cas, p-cas)
presentes na amostra de leite ultracentrifugado.

Padrio Amostra

Fragdes Peso Tempo Porcentagem Peso Tempo  Porcentagem
Molecular (s) (%) Molecular (s) (%)
(kDa) (kDa)

I o-la 12,2 22 81,4 10,0 22 6,9

2 B-lg 15,0 24 85,9 13,1 23 15,5

3 o-cas 29,3 29 80,9 25,7 27 22,8

4 B -cas 39.9 32 66,9 30,0 29 274
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