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Introduciio: O consumo per capita de leite no ano de 2011 foi em torno de 128 litros no
Brasil, incluindo seus derivados (leite em pd, queijos, requeijdo, iogurte, leite fermentado e
outros produtos licteos). De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento, 0 queijo é o produto que apresenta maior volume de produgdo dentre 0s
derivados. A fabricacdo de um quilo de queijo consome dez litros de leite e recupera-se de
nove a dez litros de soro. Nesse contexto, surge um problema mundial da adulterag@o de leite
fluido e em pé pela adicdo intencional de soro de leite. Isso ocorre em consequéncia do baixo
valor comercial do soro, do reduzido aproveitamento em derivados e subprodutos lacteos e do
alto custo para o seu descarte devido s exigéncias legais. A incorporag¢do indevida do soro no
leite de consumo, se ndo discriminada no rétulo, constitui fraude, uma vez que subtrai
elementos no leite genuino e em outros produtos. No presente trabalho o método “Lab-on-a-
chip” foi utilizado para a detec¢io de fraude de leite fluido bovino pasteurizado, simulada
pela adi¢do de soro de leite em niveis crescentes de concentragio. A técnica para a detecgio
foi baseada na quantificagdo das proteinas do leite (caseinas), e na andlise estatistica das dreas
estimadas sob os picos dos eletroferogramas obtidos nas anélises.

Material e Métodos: O leite bovino utilizado foi do tipo pasteurizado. O soro de queijo foi
obtido por meio da precipitacdo enzimatica com renina a partir do leite cru. A simulagdo de
fraude foi realizada com adicio de soro de queijo ao leite nas seguintes concentragdes: 0; 1,0;
2,5; 5; 10; 20; 30; 50 e 100% (v/v) em amostras de leite pasteurizado. A eletroforese
microfluidica foi realizada no equipamento Bioanalyzer 2100 da Agilent, utilizando o kit
“Protein 80" sobre condi¢des redutoras, conforme descrito pelo fabricante com adaptagdes de
protocolo para separacio de protefnas do leite. O Kit utilizado permite separar proteinas de
massa molecular de 5 a 80 kDa, sendo, portanto, ideal para a separa¢io da maioria das
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protefnas do leite. A massa molecular das protefnas € automaticamente estimada pelo software
baseado no tempo de eluigio e em fun¢do do marcador interno (ladder).

As amostras foram analisadas em triplicata e duas repeti¢des por meio da ANOVA e do Teste
de Dunnett, para comparar o nivel 0% (controle) com os demais tratamentos (niveis de 1 a
50% de adicdo de soro). As andlises estatisticas foram realizadas no sofiware estatistico R.

Resultados e Discussao:
A massa molecular estimada pela técnica de eletroforese microfluidica das proteinas do soro

sdo mais préximas das estimadas pela técnica convencional de SDS-PAGE do que as
estimativas obtidas para as caseinas (Tabela 1). A ordem de elui¢io no método “Lab-on-a-
chip” das casefnas foi B-CN primeiro, 0;-CN em segundo € a k-CN por dltimo, por isso a
massa molecular da x-CN pela técnica de eletroforese microfluidica foi mais que o dobro da
referenciada pela técnica convencional. No entanto esse feito € satisfatério, pois se a k-CN
apresentasse a massa molecular esperada de 19 kDa, isso poderia sobrepor com a B-LG. De
um modo geral, todas as casefnas migraram com um peso molecular mais alto do que o
observado na técnica convencional fato que pode ser explicado pelo fabricante diante da
caracteristica das caseinas de formarem agregados, ou ainda outras propriedades quimicas
como glicosilagdo, padrdo de fosforilagdo ou hidrofobicidade que influencia na estrutura da
proteina e na interagd@o com o gel matrix durante a separagao.

Tabela 1. Leite de vaca. Estimativas da massa molecular das principais proteinas do soro e
das caseinas obtidas pela técnica eletroforese microfluidica.

i ; Massa molecular (kDa) Massa molecular (kDa)
Flen Proteinas i crofluidica SDS-PAGE

1 o-LA 1241 14,2

2 B-LG 18+1 18,4

3 B-CN 32+1 24,1

4 0, -CN 37+1 23,6

5 Kk-CN 46+1 19,0
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Figura 1. Eletroferogramas das casefnas e das proteinas do soro pelo método lab-on-a-chip das caseinas e das
proteinas do soro. A. Leite puro: 1. o-lactoalbumina, 2. B-lactoglobulina, 3. B-caseina, 4. oy,-caseina, 5. k-
caseina; B, Leite + 1% soro; C. leite + 2,5% soro; D. Leite + 5% soro; E. Leite + 10% soro; F. Leite + 20% soro;
G. Leite + 30% soro; H. Leite + 50% soro
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Conclusdes: A andlise estatistica da varidvel “drea sob o pico”, obtida a partir dos
eletroferogramas construidos pela técnica de eletroforese microfluidica, foi eficaz na detecgio
de fraude do leite pela adigdo de soro de queijo. Pela andlise das concentragdes das caseinas o
e B do leite, foi possivel a detec¢do de fraude a partir do menor nivel de adulteragio, da
adi¢do de 1% de soro. Na andlise da xk-CN, a detec¢ao foi possivel a partir do nivel de 20%.
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