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RESUMO

O leite € um alimento de grande relevancia na alimentacdo humana. Nao obstante,
dos diferentes setores da industria alimenticia, o setor de laticinios destaca-se por
estar entre 0s mais expressivos economicamente no Brasil. O leite de vaca, o mais
consumido, pode ser substituido pelo leite de cabra principalmente porque este
apresenta maior digestibilidade e baixo potencial alergénico. No entanto, uma pratica
fraudulenta consiste na adulteracao do leite caprino com leite bovino. Dentre alguns
fatores que contribuem para tal, estdo o menor rendimento na producéo de leite de
cabra, em conjunto com o preco mais baixo do leite de vaca. O presente estudo
objetivou avaliar as técnicas de eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de
ureia (UREIA-PAGE) e eletroforese microfluidica lab-on-a-chip, a fim de caracterizar
o perfil proteico do leite de cabra e vaca e estabelecer técnicas rapidas e eficientes
para deteccao de fraude no leite de cabra. A deteccédo da fraude no leite de cabra
por adicdo do leite de vaca foi testada pelo perfil eletroforético das proteinas usando
os dois métodos citados acima. Os dois métodos avaliados mostraram que a fracédo
Os; - caseina bovina pode ser utilizada como um marcador para detec¢do desta
fraude. Com a técnica de UREIA-PAGE foi possivel detectar a presenca da as;.
caseina do leite bovino a partir de 2% de leite bovino adicionado ao leite caprino.
Entretanto com a técnica lab-on-a-chip s6 foi possivel detectar a partir de 20% de
adicdo. Pelo método de eletroforese microfluidica foi possivel visualizar o perfil
proteico do leite das diferentes espécies (bovino e caprino) tracando seus
respectivos perfis eletroforético, com disponibilizacdo rapida dos resultados. O que
permite uma investigacdo de fraude de leite para laboratérios de rotina por meio de
um meétodo rapido, ja que todo o procedimento dura cerca de 4 horas e permite um
grau de automacdo maior. Devido a necessidade de técnicas eficientes, rapidas,
automatizadas para atender a demanda da industria de laticinios e dos 6rgaos de
fiscalizacdo, faz-se necessario o aperfeicoamento da técnica lab-on-a-chip com o
intuito de melhorar seu desempenho e aplicabilidade, possibilitando a deteccéo de

niveis mais baixos de fraude.

Palavras-chave: Andlise de proteina do leite, eletroforese microchip, gel de
poliacrilamida, adulteracgéo.



ABSTRACT

Milk is a food of great relevance in human nutrition. In addition, among the different
food industries in Brazil, the dairy industry is one of the economically expressive.
Cow's milk was be substituted for goat's milk in any situation. The goat’s milk
presents better digestibility and low allergenic potential. However, it is common
adulteration of goat milk with cow’s milk. Some factors like low income of goat milk
and the lower price of cow’s milk contribute for this kind of fraud. The present study
aimed to evaluate polyacrylamide gel electrophoresis techniques in presence of urea
(UREA-PAGE) and microfluidic lab—on—a—chip, in order to characterize the protein
profile of milk in the different species goat and cow. In addition, establish faster and
efficient techniques for fraud detection in goat’s milk. The fraud detection in goat’s
milk by the addition of cow milk was analyzed using the electrophoretic profiles of the
proteins by the polyacrylamide gel electrophoresis methods UREA-PAGE and
microfluidic lab-on-a-chip electrophoresis. Both studded methods showed the as; —
casein bovine as a marked for this fraud detection. The UREA-PAGE techniques
detected the bovine’s milk as;- casein from 2% of cow milk added to caprine milk.
However lab-on—a-chip technique detected bovine’s milk ag;- casein from 20% of
addition. The microfluidic electrophoresis in microchip allowed the separation of the
milk’s proteins from the both species tracing their respective electrophoretic profiles
with fast results availability; this method has great relevance in milk's fraud
investigations in routine labs. The use of lab-on-a-chip has resulted in the rapid
procedures as the run time is about four hours. Due to the need for automated, fast
and efficient techniques to attend the dairy industry and the regulatory agencies
request, it's necessary the development of the lab-on-a—chip technique in order to

improve their performance and applicability.

Keywords: Milk proteins analysis, Microchip electrophoresis, Urea polyacrylamide gel
electrophoresis, adulterations.
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1 INTRODUCAO

A industria de alimentos representa um importante papel na economia
brasileira, sendo uma das mais tradicionais estruturas produtivas existentes no pais
(LOPES, SANTOS e CARVALHO, 2012). Dentre os diversos setores da industria
alimenticia, o de laticinios destaca-se entre um dos quatro com maior faturamento
no Brasil. Neste sentido, a producédo de leite esta caminhando de sistemas menos
produtivos para sistemas de producdo com animais de maior produtividade e,
obviamente, envolvendo processos tecnologicos mais sofisticados (CARVALHO,
2002).

A relevancia do leite percebida como ganho na economia pode ser associado
ao fato de que se trata de um alimento de grande importancia na alimentacao
humana, devido ao seu elevado valor nutritivo como fonte de proteinas, lipideos,
carboidratos, minerais e vitaminas, fornecendo importantes nutrientes para uma vida
saudavel (SANTOS et al., 2011).

O leite produzido por diferentes espécies, como vacas e cabras, apresenta
composicdes distintas apesar de ambos, consistirem, basicamente, em uma
emulsdo de gordura em solugdo aquosa, contendo varios elementos dissolvidos,
como a lactose e minerais; e outros em forma coloidal, como os compostos
nitrogenados (RIBEIRO e RIBEIRO, 2001).

O leite de vaca destaca-se como o0 mais frequentemente consumido. De acordo
com os dados do ultimo censo do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica -
IBGE (2011), a producéo de leite bovino dobrou no pais em 20 anos. Levando-se em
consideracdo dados mundiais, o leite bovino equivale a 82,9% de todo o leite
produzido e o leite de cabra, em terceiro lugar, corresponde a 2,3% desse montante
(EMBRAPA GADO DE LEITE, 2012).

No entanto, em muitos casos, 0 leite de vaca precisa ser substituido na
alimentacdo pelo leite de cabra, a fim de beneficiar individuos intolerantes e/ou
alérgicos ao leite de origem bovina, sendo recomendado por orientacdo médica
neste sentido. Os beneficios do leite de cabra incluem a maior digestibilidade e o
baixo potencial alergénico em relacdo ao leite de vaca (HAENLEIN, 2004; PARK,
1994).

No entanto, uma pratica fraudulenta consiste na adulteracdo do leite caprino

com leite bovino. Dentre alguns fatores que contribuem para tal procedimento, estéo
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o menor rendimento na producéo de leite de cabra, em conjunto com o preco mais
baixo do leite de vaca. Portanto, a determinacdo da qualidade deste produto tem
grande importancia, tanto por razdes econdmicas, quanto de saude publica. O
controle deste tipo de adulteracdo exige a disponibilidade e padronizacdo de
métodos analiticos seguros que permitam vigilancia constante pelos 06rgéos
competentes (PESIC et al., 2011a).

Algumas técnicas permitem a identificacdo da mistura de leites de diferentes
espécies, em especial a adicdo de leite de vaca ao de cabra. Dentre elas, estdo
métodos baseados na determinacdo da atividade enzimatica (xantina-oxidase) e na
identificacdo de diferencas entre as fracdes proteica e gordurosa, incluindo a
presenca de B-caroteno. No entanto, os métodos que consideram as diferencas nas
fracOes proteicas parecem ser 0s mais confiaveis e envolvem diferentes processos
analiticos, tais como os métodos imunoldgicos, eletroforéticos e cromatograficos
(CENACHI, 2012).

Sabendo-se que o Brasil é o maior produtor de leite de cabra da América do
Sul (IBGE, 2010) e devido a importancia deste produto para o consumidor, 0
presente estudo objetivou avaliar as técnicas de eletroforese em gel de
poliacrilamida na presenca de ureia (UREIA-PAGE) e eletroforese microfluidica lab-
on-a-chip, a fim de investigar e estabelecer técnicas rapidas e eficientes para

deteccao de fraude no leite.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A IMPORTANCIA DO LEITE NA ALIMENTACAO

O ser humano é o unico mamifero que consome leite durante toda a sua vida.
Logo apds o nascimento, o leite materno constitui o primeiro alimento do bebé e é
essencial para seu crescimento e desenvolvimento organico e funcional. Ao longo
dos anos, o leite continua na dieta de grande parte dos individuos, ainda que em
menores porgdes (ELWOOD et al., 2008).

Diante dos inumeros beneficios do leite para a saude, algumas estratégias
visam incentivar o consumo deste produto e de seus derivados, (PEREIRA et al.,
2009). Neste aspecto, ressalta-se, o fato deste alimento tratar-se de uma fonte rica
em célcio, mineral fundamental para boa formacdo dos ossos (BUZINARO,
ALMEIDA e MAZETO, 2006). Para a maior parte dos individuos, a principal e mais
conhecida fonte alimentar de célcio é o leite e seus derivados. Nos Estados Unidos
72% do célcio total ingerido proveem destas fontes (GERRIOR e BENTE, 2004).

No Brasil, Muniz, Madruga e Arautjo (2012) demonstraram por meio de um
estudo de base populacional, que o consumo diério de leite e/ou derivados estava
associado as caracteristicas demograficas e socioeconémicas da populacdo, sendo
maior entre as mulheres e quase duas vezes maior entre os idosos, quando
comparados aos mais jovens (20 a 29 anos de idade). Os autores explicam este
fendbmeno alimentar devido a individuos mais velhos terem formado seu habito
alimentar em um periodo no qual o consumo de alimentos processados e bebidas
acucaradas eram menos frequentes.

Assim, sabe-se que a ingestdo de quatro copos, o correspondente a 240 mL
de leite, é o suficiente para atingir as recomendacdes nutricionais para individuos
acima de 50 anos. Neste sentido, os produtos lacteos se destacam por
apresentarem alta biodisponibilidade de calcio relacionada com o conteudo de
vitamina D, também presente nestes alimentos e a presenca de lactose que
aumenta a sua absorc¢do no intestino (BUENO e CZEPIELEWSKI, 2008; PEREIRA
et al., 2009).

No entanto, apesar da importancia deste alimento como fonte de diversos
nutrientes, nem todos podem consumi-lo normalmente. Medeiros (2004) ressalta que

individuos com o diagnostico de intolerancia a lactose necessitam de cuidado
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especial para manterem a ingestdo adequada de calcio. Pessoas intolerantes a
lactose do leite de vaca, também serdo intolerantes ao leite de cabra. Nestes
individuos, a lactose permanece no intestino sem ser digerida e é causa do
aparecimento de varios sintomas, como a formacao de gases, diarreia, nauseas e
cOlicas abdominais (RIBEIRO e RIBEIRO, 2001).

Outro problema relacionado a individuos intolerantes a lactose consiste em
caréncia de calcio na alimentacdo. A hipétese de deficiéncia deste mineral
relacionada ao baixo consumo de leite é reforcada pelos resultados de Medeiros
(2004) que encontrou baixo nivel de calcio entre criancas que consumiam dieta
isenta de leite de vaca e derivados.

Além disso, Bueno e Czepielewski (2008) explicam que, como o pH do leite é
alcalino, o calcio se mantém em suspenséo pela formacdo de caseinato de calcio,
de citrato de célcio e de um complexo com a lactose. Assim, a lactose, caseinato e
citrato presentes no leite e derivados parecem explicar a melhor absorcao de célcio
destas fontes se comparados a outros alimentos. Porém, além do calcio, outros
nutrientes presentes neste alimento também sao de fundamental importancia para a
manutencdo da saude em diferentes fases da vida (PEREIRA et al., 2009).

A lactose desempenha importantes funcdes biologicas, entre as quais
estimulacdo do crescimento das bifidobactérias e suplementacdo de galactose - um
nutriente essencial a formacdo dos galactolipios cerebrais (MALDONADO et al.,
1998).

Por fim, sabe-se que os beneficios gerados pelo consumo de leite e derivados
se estendem ao passo que os estudos avancam. Individuos que se alimentam de
leite regularmente apresentam menores riscos de desenvolverem doencas
cardiovasculares, osteoporose e alguns tipos de neoplasias (TSUDA et al., 2000;
PRENTICE, 2004; PARODI, 2007; ELWOOD e GIVENS, 2010; LAMPE, 2011; XU et
al., 2013).

2.2 Caracteristicas fisico-quimicas do leite

A densidade e a temperatura de congelamento do leite sédo duas propriedades
fisicas importantes na verificacdo de sua qualidade. A densidade relaciona-se a

guantidade de sdlidos totais diminuindo a medida que se adiciona agua no leite e o
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ponto de congelamento ou ponto crioscopico, por sua vez, permite descobrir a
quantidade de 4gua adicionada (BRASIL et al., 1999).

Sendo assim, a densidade do leite depende de dois fatores principais: teor de
matéria seca e teor de matéria graxa, enquanto o ponto de congelamento do leite é
uma de suas caracteristicas menos variavel, estando ligado a concentracdo dos
componentes soluveis em agua (FOOD SCIENCE, 2009). Ambos os parametros
podem ser Uteis para verificar a ocorréncia de fraudes, como desnate prévio e
adicao de agua (SANTOS et al., 2011).

Com relacao ao ponto de congelamento, (Brasil et al. 1999) descrevem que a
lactose e os sais contribuem por cerca de 75 a 80% da diminuicdo do ponto de
congelamento total, sendo o restante influenciado por outros constituintes
hidrossoltuveis como calcio, potassio, magnésio, lactatos, fosfatos, ureia, dioxido de
carbono, entre outros.

Entre os fatores que podem alterar o ponto de congelamento do leite s&o
citados: raca, periodo de lactacdo, estacdo do ano, alimentacdo, doencas
inflamatorias (ex. mastite), ingestdo de &agua pelo animal, leite ordenhado em
diferentes periodos do dia, clima, concentracbes altas de detergentes e
desinfetantes, acidez e pH do leite (MENDES et al., 2010).

Outro aspecto util, de acordo com Andrade et al. (2001) e que tem implicacéo
nas caracteristicas fisico-quimicas do leite é a contagem de células somaticas
(CCS). Esta consiste em uma boa forma de acompanhar o estado sanitario do
animal, além de indicar possiveis reducfes na producdo de leite. O termo células
somaticas inclui diferentes elementos celulares normalmente presentes no leite,
desde células de defesa do organismo a células epiteliais de descamacédo. Entre os
fatores que podem provocar aumento na CCS, as mastites, sobretudo as

bacterianas, sdo 0s mais importantes.

2.3 Composicao do leite

2.3.1 Gorduras

A fracdo lipidica é considerada como aquela que apresenta a maior

variabilidade dentre os constituintes do leite. A composicdo da mesma €
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influenciada, em grande parte, pela dieta do animal, além de variar também entre
ordenhas e entre animais distintos (FENNEMA et al., 2010).

A gordura do leite € composta essencialmente por glicerideos e esteroides
(RIBEIRO e RIBEIRO, 2001). As gorduras contém &cidos graxos essenciais ao
organismo e atuam auxiliando na absor¢cdo das vitaminas lipossoluveis. O
componente lipidico do leite € formado por uma complexa mistura, sendo o0s
triglicerideos, os lipideos mais importantes (98%) (GONZALEZ e CAMPOS, 2003).

Alguns beneficios associados aos componentes lipidicos presentes no leite

estdo descritos no quadro abaixo (Quadro 1).

Quadro 1 - Principais componentes graxos do leite e suas funcdes bioldgicas.

COMPONENTES FUNC;AO ATRIBUIDA
Acido Gama-amino-butirico Anti-hipertensivo
Acido Butirico Eliminacdo de células cancerosas do célon

Previnem enfermidades coronarianas e ataques cardiacos
Desenvolvimento da retina e do cérebro; Prevencao de
disfunc¢des autoimunes; Prevencéo de doenca de Crohn
Prevencéo de cancer de mama, célon e prostata
Regulacéo da presséo arterial

Prevencéo de artrite reumatoide

Acidos graxos 6mega 3

Inibicdo de cancer
Acido Linolénico Conjugado Inibicdo de aterosclerose
Melhoramento do sistema imunolégico; Antimutagénico

Regulacéo do comportamento celular; Controle do cancer de
célon

Reducéo das lipoproteinas de baixa densidade

Aumento das lipoproteinas de alta densidade

Esfingolipidios da membrana

Produtos metabodlicos de triglicérides

o Atividades antimicrobianas e antivirais
e fosfolipidios

Prevencdo contra enteropatdgenos
Efeito protetor contra Ulceras gastricas; Defesa contra
Listeria

Acidos graxos de cadeia curta e
fosfolipidios

Fonte: GOZALEZ, DURR e FONTANELLI, 2001.

Os lipideos desempenham um papel importante na qualidade do leite e de
outros alimentos porque contribuem com caracteristicas importantes, como a textura,
0 sabor, o enriquecimento nutricional e a densidade calérica. A estabilidade fisica
destes compostos se faz de grande importancia para a qualidade do alimento, uma
vez que muitos deles comportam-se como dispersdes/emulsdes, sendo
termodinamicamente instaveis. Desta forma, para que se efetuem mudancas na
composicdo de lipideos o conhecimento de suas propriedades quimicas e fisicas é
fundamental para a garantia de producdo de alimentos de alta qualidade
(FENNEMA, 2010).
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2.3.2 Proteinas do leite

As proteinas do leite desempenham um papel tecnoldgico consideravel na
producdo de produtos lacteos (SLACANAC et al., 2004).As principais proteinas do
leite, s@o as caseinas e as proteinas do soro. No entanto, Lourenc¢o (2000) descreve
ainda, a presenca de proteinas das membranas dos glébulos de gordura, bem como

enzimas e fatores de crescimento.

2.3.2.1 Caseinas

As caseinas sao fosfoproteinas contendo namero variavel de radicais fosfatos
ligado a serina (P-Ser), concentrados em diferentes regides das cadeias
polipeptidicas, originando nas moléculas, regides mais hidrofilicas ou mais
hidrofébicas (carater anfifilico). Deste modo, sdo mais suscetiveis a protedlise e
difundem-se mais rapida e fortemente em interfaces do que as proteinas do soro de
leite (SWAISGOOD, 1982; WONG et al., 1996; BUNNER, 1977).

A separacdo por eletroforese da caseina total do leite bovino revela a
presenga de proteinas de migragao rapida, fora da zona de migragao da 3-caseina,
designadas caseinas as. Estas sao agrupadas em duas familias as; € asy. A as; €
constituida por duas proteinas, caseinas asp € as;, cujas sequéncias de aminoacidos
das estruturas primarias sao idénticas. A caseina as; € a principal e, por isso, esse
grupo é referido como as. A familia as, tem cinco membros (asp, 0s3, Os4, Oss € Ose),
cujas mobilidades eletroforéticas se situam entre as caseinas as; e B (SGARBIERI;
2005).

As caseinas B representam entre 30 e 35% do total das caseinas. S&o
sensiveis ao calcio, formando suspensdes coloidais ao invés de precipitarem como
as caseinas as; e as; (MIKHEEVA et al., 2003). Sob temperaturas abaixo de 8°C ou
em meios de pH elevado, ocorre a dissociacdo das caseinas  em mondmeros. Ja
em temperaturas elevadas e pH préximo da neutralidade, ocorre a formacédo de
polimeros em forma de contas (O’'CONNELL; FOX, 2000).

De acordo com Sgarbieri (2005), a familia das caseinas B € constituida de um
membro principal com, no minimo, sete variantes genéticas e oito pequenos

fragmentos proteicos, formados por hidrélise enzimética do componente principal. A
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diferenciac@o das variantes pode ser feita por eletroforese em gel de ureia &cida, de
acordo com a mobilidade.

Corassin et al. (2013) explicam que a estrutura primaria da caseina B é
suscetivel de hidrolise pela protease plasmina, uma enzima endogena do leite
classificada como uma proteinase alcalina, produzindo fragmentos peptidicos
referidos na literatura como caseinas y, que permanecem nas micelas, além de
pequenos fragmentos que se difundem para a fase liquida (soro), constituindo uma
parte da fracado proteose-peptona.

A caseina Kk, em virtude de suas caracteristicas estruturais e da localizacido de
suas moléculas na superficie das micelas, atua como estabilizadora dessas
particulas, ndo permitindo a precipitacdo das caseinas sensiveis ao calcio por acao
dos sais de calcio do leite. Para Fox e Brodkorb (2008), a k-caseina pode estabilizar
até 10 vezes o seu peso das caseinas célcio-sensivel (as1, dsz € B) pela da formagao
de micelas, pois sao sollveis na presenca deste ion e corresponde a
aproximadamente 12% da caseina total.

A solubilidade da caseina k nao é afetada pela presenca do calcio. A regiao
da sequéncia priméria da para-k-caseina, por ser de natureza apolar, orienta-se para
o interior das micelas e interage, por meio de grupos hidrofébicos, com as caseinas
aS e B dispostas no nucleo da micela, ao passo que o glicomacropeptidio (GMP),
em virtude de sua polaridade, orienta-se para a fase soro, interagindo com a agua.
Essas interacdes da sequéncia primaria da caseina Kk estabilizam as micelas no leite
(SGARBIERI; 2005).

Todas as caseinas séo sintetizadas na glandula mamaria, enquanto algumas
proteinas do soro (p.ex., imunoglobulinas, transferrina e soroalbumina) chegam ao
leite procedentes do plasma. Proteinas do soro como a a-lactoalbumina, [-
lactoglobulina e lactoferrina também tém origem na glandula mamaria) (ORDONEZ
et al., 2005).

De acordo com Egito et al. (2006), o perfil eletroforético em presenca de ureia
das caseinas do leite de cabra parece ser mais complexo que o de leite de vaca e
de outras espécies, com diferencas sensiveis nas migracoes eletroforéticas entre
bandas (Figura 2). No caso do leite de vaca observa-se uma banda da caseina as; e
uma banda da caseina B, enquanto no de outras espécies, varias bandas
caracterizam cada uma das duas caseinas, como mostraram Visser et al. (1982) e
Eqgito et al. (2006).
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Figura 1 - Perfil eletroforético de migracdo das principais proteinas do leite de
diferentes espécies. CNe-caseina de égua. CNv-caseina de vaca. CNh-caseina
humana.CNc-caseina de cabra. CNp-caseina de porca. CNca- caseina de camela.
Fonte: EGITO et al., 2006.

2.3.2.2 Proteinas do soro

As proteinas do soro representam cerca de 20% das proteinas do leite e
constituem-se por proteinas globulares, tais como a B-lactoglobulina (9,5% do
nitrogénio total do leite), a-lactoalbumina (3,5%), imunoglobulinas (2%),
soroalbumina - BSA (1%) e, também, proteosepeptonas, lactoferrina, transferrina e
enzimas (SGARBIERI, 1996; ORDONEZ et al., 2005).

A influéncia das proteinas do soro sobre as propriedades fisico-quimicas do
leite € pequena, entretanto, possuem grande valor nutricional, devido ao alto teor de
aminoacidos sulfurados (cisteina e metionina), por serem fonte de aminoacidos
essenciais, terem elevada digestibilidade, além de inimeras aplicagdes industriais
(SGARBIERI, 2005). De acordo com Farrel et al. (2004), a lactoferrina constitui uma
outra familia de soroproteinas especificas de ligacao de ferro que ocorre no leite.

As soroproteinas ndo sdo fosforiladas, portanto, tém menor estabilidade
térmica e solubilidade ao ion calcio (CHEFTEL, 1989). Dentre elas, a a-

lactoalbumina é uma metaloproteina que liga um atomo de calcio por molécula, o
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que lhe confere maior estabilidade térmica. Assim, as proteinas do soro podem ser
classificadas, em ordem decrescente, da seguinte maneira: a-lactoalbumina > f3-

Lactoglobulina > soroalbumina bovina > imunoglobulinas (ORDONEZ et al., 2005).

2.3.3 Lactose

A lactose constitui o principal carboidrato do leite, sendo a importante fonte de
energia para o lactente. Presente no leite de diferentes mamiferos, a lactose pode
alcancar até 10 % do teor total dos constituintes deste produto. Além disso, €
considerada uma molécula prebiodtica, pelo fato de favorecer o desenvolvimento de

bifidobactérias e aumentar a absorcao de célcio e vitamina D (PERRONE, 2011).

2.4 Leite de vaca

Segundo o Regulamento de Inspec¢do Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal (RIISPOA), entende-se por leite, sem outra especificacdo, o produto
oriundo da ordenha completa, ininterrupta, em condi¢cdes de higiene, de vacas
sadias, bem alimentadas e descansadas (BRASIL, 2008). Assim como em outros
tipos de leite, os principais componentes do leite bovino sdo: agua, proteinas,
gorduras, lactose, vitaminas e sais minerais (DOLABELLA, 2012).

A agua € o componente presente no leite em maior quantidade (87%), onde
se encontram dissolvidos, suspensos ou emulsionados os demais componentes
(FERNANDES e MARICATO, 2010).

Tendo em vista o perfil proteico, a propor¢cdo entre proteinas do soro e
caseinas pode variar em funcdo da raca, da alimentacao fornecida e das condi¢des
ambientais (HARAGUCHI, ABREU e DE PAULA, 2006). Contudo, o leite de origem
bovina contém, da mesma forma que os leites das demais espécies, a fracdo das
caseinas mais abundante em relacdo as proteinas do soro (LACROIX et al., 2006).

As proteinas também consistem nos principais alérgenos encontrados no leite
de vaca. Dentre elas, Ribeiro e Ribeiro (2001) citam a B-lactoglobulina - que né&o
aparece no leite materno, a a-lactoalbumina e a albumina sérica. Destas, a -

lactoglobulina é citada por Del Valet al. (1999) como a principal.
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J& com relacdo as gorduras, o leite de vaca contém, em média, 35 g de
gordura/litro, dos quais aproximadamente 98% séo triglicerideos e os 2% restantes
sao diglicerideos, monoglicerideos e acidos graxos livres. Destes ultimos,
predominam os saturados, que formam de 60 a 70% dos triglicerideos, enquanto 0s
insaturados correspondem de 25 a 30% do total. Os 4cidos graxos de cadeia curta,
responsaveis pelo aroma caracteristico do leite, sdo o butirico e o caproico. Com
relacdo ao colesterol, sua quantidade no leite integral €, em média, 14 mg/100 mL
(BRASIL, 2008; ARAUJO, 2011). A gordura presente no leite forma glébulos que
ficam suspensos como em uma emulsdo, cujos didmetros variam de 1 a 10 microns.
No leite de vaca, apenas 10% destes glébulos tém tamanho inferior a 1,5 micron (LE
JAOUEN, 1981).

A lactose € um dissacarideo composto por glicose e galactose, porém néao
pode ser absorvida como tal, necessitando ser hidrolisada por acdo da lactase
intestinal. E responsavel pelo seu sabor adocicado e corresponde em média a 50%
dos solidos desengordurados (MALDONADO et al., 2008).

Diversas vitaminas e minerais encontram-se neste alimento (PARK et al.,
2007). Uma relagdo mais detalhada entre os principais nutrientes encontrados no
leite de vaca e cabra pode ser vista no Quadro 2.

Quadro 2 — Quantidade de minerais e vitaminas presentes no leite bovino e caprino.

CONSTITUINTES
PRESENTES EM 100 mL LEITE BOVINO LEITE CAPRINO

Minerais

Célcio (mg) 122 185
Fésforo (mg) 119 121
Potassio (mg) 152 181
Magnésio (mg) 12 16
Cloro (mg) 100 150
Sadio (mg) 58 41
Enxofre (mg) 32 28
Vitaminas

A (Ul 126 185
Tiamina (mg) 0,045 0,068
Riboflavina (mg) 0,16 0,21
Acido Pantoténico (mg) 0,32 0,31
Acido folico (ug) 5,0 1,0
Vitamina By, (L) 0,357 0,065
Vitamina Bg (MmQ) 0,042 0,046
Vitamina D (mg) 2,0 2,3
Vitamina C (mg) 0,94 1,29

Fonte: PARK et al., 2007 (Adaptado pelo autor).
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2.5 Leite de cabra

A exploracdo dos caprinos para a producdo de leite é narrada desde a
mitologia grega, tendo sido Zeus alimentado com leite de cabra. A exploracdo dos
caprinos para fornecimento de leite tem se expandido, pois, além de ser considerado
um produto de alto valor nutritivo, os caprinos tém a capacidade de se adaptar as
condicbes criatorias variaveis, facilitando a criacdo destes animais por familias de
baixa renda, e a populacdo em geral, com uma melhoria do nivel nutricional da dieta
(RIBEIRO e RIBEIRO, 2001).

Em torno de 74% do rebanho mundial de caprinos encontra-se difundidos nas
regides tropicais e aridas. No Brasil, cerca de 90% do rebanho caprino encontra-se
na regido Nordeste, principalmente na zona semiarida (DUBEUF et al, 2004).

Segundo Chapaval et al. (2006) e Mendes et al. (2007), a preferéncia do leite
de cabra pelos consumidores é atribuida as suas caracteristicas nutricionais e sua
alta digestibilidade frente ao leite de vaca. Este fato pode ser parcialmente explicado
devido a maior porcentagem (cerca de 28%) de glébulos de gorduras com tamanho
inferior a 1,5 microns presentes no leite de cabra (LE JAOUEN, 1981).

Ribeiro e Ribeiro (2001) completam esta assertiva de que a alta
digestibilidade do leite de cabra se deve a grande disperséo e reduzido tamanho dos
glébulos graxos, e as caracteristicas proprias de sua caseina, que, durante a
digestdo, forma coagulos menos resistentes e mais fridveis que os do leite de vaca,
desintegrados mais rapidamente pelas enzimas proteoliticas.

No entanto, produtos lacteos fabricados a partir do leite de cabra, bem como o
préprio leite, podem apresentar menor aceitacdo sensorial por individuos nao
habituados ao seu consumo (ALVES et al., 2008). Isso se deve ao sabor e ao odor
caracteristicos proporcionados pelo alto teor de acidos graxos de cadeia curta
(caproico, caprilico e caprico) (DELACROIX-BUCHET e LAMBERET, 2000).

Morand-Fehr et al. (2000) estudaram as caracteristicas do sabor do leite de
cabra e verificaram que as mesmas podem ser atribuidas a presenca de lipidios,
particularmente sob a forma dos acidos graxos de cadeia curta (caproico - C6:0,
caprilico - C8:0 e caprico - C10:0). Estes componentes estdo em quantidade trés
vezes maior no leite de cabra do que no de vaca e suas cadeias, quando rompidas,

ativam enzimas que liberam acidos graxos volateis de odores desagradaveis.
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2.5.1 Composicao e aspectos fisico-quimicos do leite de cabra

A composicdo e as caracteristicas fisico-quimicas gerais do leite de cabra
diferem do leite bovino e do humano, devido a sua alcalinidade, capacidade
emulsificante e propriedades terapéuticas na medicina e nutricdo humana (PARK et
al., 2007). Varios fatores, contudo, podem interferir na quantidade dos constituintes,
dos quais se destacam a raga do animal, o estagio de lactagéo, ciclo estral, cuidados
dispensados e ao estado de salude, a alimentacdo, as condicbes ambientais, as
estacdo do ano, entre outros (JARDIM, 1984).

Este tipo de leite apresenta algumas caracteristicas fisicas que o distinguem
do leite de vaca como sua acidez, ponto de congelamento e densidade (Tabela 1). A
acidez do leite de cabra fresco, por exemplo, € ligeiramente inferior a do leite bovino,
com 14° Dornic ou pH 6,4. No entanto, o leite termicamente tratado apresenta uma
elevacdo no pH, podendo superar o do leite de vaca (RIBEIRO e RIBEIRO, 2001;
HAENLEIN e WENDORFF, 2006). Sobre o ponto de congelamento, Cunha (2007)
descreve que o do leite de cabra é mais baixo que o leite de vaca, respectivamente
—-0,583°C e —0,555°C.

J4 a densidade varia entre 1,026 g/L a 1,042 g/L. Este valor ligeiramente
superior ao do leite de vaca justifica a maior viscosidade do produto e é a razéo por
apresentar indice de refracdo e ponto de congelamentos inferiores (WENDORFF,
2006).

Outro aspecto a ser considerado é com relacdo a cor do leite de cabra. A
coloracdo deste produto, que é branca pura, deve-se a auséncia de caroteno
(provitamina A), ao contrario do leite de vaca, cuja presenca desta provitamina lhe
confere aspecto mais amarelado (RIBEIRO e RIBEIRO, 2001).

As exigéncias estabelecidas pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA) quanto as caracteristicas fisico-quimicas do leite de cabra
estao descritas no Quadro 3.
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Quadro 3 - Requisitos legais relacionados as caracteristicas fisico-quimicas do leite

de cabra.
LEITE LEITE
REQUISITOS LEITE INTEGRAL SEMIDESNATADO DESNATADO
Gordura, % (m/m) Teor original 0,6-29 Maximo 0,5
Acidez, % éacido latico 0,13a0,18
Solidos nao-gordurosos, % Minimo 8,20
(m/m)
Densidade, g/L (a 15°C) 1,028 a 1,034
indice Crioscopico, °H -0,550 a -0,585
Proteina Total, % (m/m) Minimo 2,8
Lactose, % (m/v) Minimo 4,3
Cinzas, % (m/v) Minimo 0,70

Fonte: BRASIL, 2000 e 2011.

De acordo com a Instrugao Normativa N° 62 de 2011, que estabelece o padrao
de identidade e de qualidade do leite cru de vaca refrigerado, e de acordo com a
Instrucdo Normativa N° 37 de 2000 que estabelece o regulamento técnico de
producdo, identidade e qualidade do leite de cabra, os leites de cabra e de vaca
apresentam o mesmo intervalo de variagdo de densidade, variagdo de acidez
semelhante, valores minimos de gordura semelhantes, divergindo apenas quanto ao
indice crioscépico (BRASIL, 2000; BRASIL 2011). Desta forma, pela andlise dos
parametros fisico-quimicos de ambos o0s tipos de leite, sugere-se grande
similaridade entre eles, o0 que € questionado por alguns autores
(HADJIPANAYIOTOU, 1995; CENACHI, 2012).

Quanto a presenca de vitaminas e minerais no leite de cabra, um perfil mais

detalhado pode ser visto no Quadro 2.

Tabela 1 — Comparacao entre algumas caracteristicas do leite de cabra e do leite de
vaca.

CARACTERISTICAS LEITE DE CABRA LEITE DE VACA
Acidez (pH) 6,4 6,4-6,8

Ponto de congelamento —-0,583°C —0,555°C
Densidade (g/mL) 1,026 - 1,042 1,023 € 1,040
Coloracéo Branca Branca amarelada

Odor Caracteristico de cabra Suave
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2.6 FRAUDE EM ALIMENTOS

7

A fraude nos alimentos € um termo coletivo que abrange a substituicdo
deliberada, adicdo, adulteracdo ou falsificacdo de alimentos, ingredientes
alimentares, ou embalagens de alimentos com declaracfes falsas ou enganosas
feitas sobre um produto para ganho econdémico. Neste contexto, uma das praticas
que merece atencdo da industria de alimentos, do governo e das organizacdes de
padronizacdo € a fraude que conduz para o ganho econémico dos produtores de
alimentos, fabricantes, processadores, distribuidores ou varejistas e que também
pode afetar a satude da populacdo (MOORE; SPINK; LIPP, 2012).

A crescente preocupacédo com a fraude nos alimentos se deve pelo fato de a
industria alimenticia ser considerada como de grande impacto social devido a
finalidade do bem produzido: a alimentacdo. Assim, o consumidor tem cada vez
mais interesse sobre os processos que envolvem desde a procedéncia de matérias-
primas até a distribuicdo de seus produtos, com o intuito de se adquirir alimentos
mais seguros, com procedéncia e qualidade dos ingredientes garantidos e
elaborados segundo as boas praticas de fabricacdo (RICHARDS, 2002).

De acordo com Duque (2008), tudo isso faz com que as empresas do setor de
alimentos tenham de se adequar as exigéncias do consumidor final, uma vez que
entender os desejos e necessidades dos consumidores é fundamental para
compreender como as empresas devem trabalhar para atingir os seus propgsitos.

Para Moore, Spink e Link (2012) a fraude nos alimentos envolve aspectos,
sobretudo, financeiros. No entanto, Everstine, Spink e Kennedy (2013) ressaltam
gue algumas adulterac¢des resultam em uma mudanca de identidade e ou pureza do
produto original pela substituicdo de um produto similar, diluicdo ou modificacdo do
mesmo, podendo impactar no valor nutricional do alimento ou expor o consumidor a

substancias indevidas.

2.6.1 Fraude no Leite

Segundo o levantamento de fraudes em alimentos realizado por Moore, Spink
e Link (2012), as fraudes alimentares mais frequentes ocorreram no azeite de oliva,

no leite, no mel, em sucos de frutas (laranja e maca) e no café. Neste caso, as
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fraudes em leites e derivados s6 eram menores que aquelas no azeite (MOORE;
SPINK; LINK, 2012) (Figura 1).

Outros

22% Azeite

24%

Sucos de fruta
12%
Leite
14%

Adocantes
8%
Temperos
11%
Produtos lacteos

45

came;/ \Flavorizantes naturais
1% 4%

Figura 2 - Principais alimentos alvos de fraudes. Fonte: MOORE; SPINK; LINK, 2012
(Adaptado pelo autor).

As oscilagbes sazonais e a menor producao do leite caprino, em conjunto com
0 preco mais baixo do leite bovino sédo os principais motivos para esta adulteracao.
Assim determinar a qualidade do leite caprino tem grande importancia, por razdes
econbmicas e de saude publica, uma vez que o leite de cabra é uma alternativa para
a utlizacdo por lactantes, criancas e idosos que apresentam problemas de
digestibilidade e alergia frente ao leite de vaca (PESIC et al., 2011).

Assim, a necessidade nacional de grandes volumes de leite de boa qualidade
faz com que a pecuéria leiteira se torne um nicho altamente competitivo. Com o
propésito de oferecer produtos lacteos de alta qualidade, impele-se a progressiva
adaptacao deste importante segmento as exigéncias do mercado consumidor. Uma

das estratégias para estimular e assegurar a qualidade da matéria-prima, em
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diversos paises é o pagamento diferenciado para produtores que fornecam leite com
teores mais elevados de gordura e proteina, além de outros parametros de
qualidade considerados essenciais (OLIVEIRA, 2011).

Portanto, a busca de métodos eficientes que atendam a demanda dos
produtos de origem animal de qualidade torna-se cada vez mais importante, ao
passo que a producdo e processamento de alimentos mais elaborados e com
certificacdo de qualidade garantida avanca rapidamente (RAYNAL-LJUTOVAC et al.,
2008; CHAPAVAL et al., 2006).

2.7 METODOS PARA ANALISE DE LEITE

Algumas técnicas usadas no controle de qualidade do leite, inclusive no leite
de cabra, consistem na separacdo e quantificacdo das proteinas, sendo de suma
importancia na pesquisa de laticinios. Em alguns casos, a identificacdo e a
nomenclatura destas proteinas sdo baseadas em sua separacdo por técnicas
eletroforéticas (ANEMA, 2009 e EGITO et al.,2006).

A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) destaca-se como uma
importante técnica para andlise do leite e seus derivados. Esta técnica pode ser
realizada em meio alcalino, usando agentes redutores ou em meio isoelétrico
(PATEL et al., 2007).

Outra técnica importante é a de PCR que permite localizar um pequeno
fragmento de DNA numa complexa mistura de moléculas mais ou menos
fragmentadas e replica-lo milh6es de vezes, permitindo a sua posterior identificacédo
(FAIRCHILD, LEE e MAURER, 2006). Deste modo, é possivel identificar as espécies
componentes dos diferentes produtos alimentares. No caso especial da fraude do
leite de cabra com leite de vaca, permite a identificacdo deste ultimo em produtos
onde deveria apenas haver o leite de cabra (EGITO et al., 2006).

Cromatografia liqguida de alta performance (CLAE), eletroforese capilar e
ensaios imunolégicos também sao técnicas usadas com sucesso para separacao e
quantificacdo de proteinas do leite, do soro. Em geral, boas correlacdes tém sido
observadas quando estes varios métodos sdo comparados. Cabe ressaltar que cada

método tém suas vantagens e desvantagens e nao existe uma técnica que
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empregada sozinha possa fornecer todas as informacdes sobre as proteinas do leite
(ANEMA, 2009; PATEL et al., 2007).

No entanto, Anema (2009) alerta para uma das desvantagens de boa parte
das técnicas de separacdo: o tempo requerido para preparacdo das amostras,
realizacdo da separacdo das proteinas e integracao final e quantificacdo de
componentes proteicos individuais presentes na amostra. Além disso, muitas destas
técnicas exigem grandes volumes de tampdes e solventes que podem ser caros e
toxicos.

Enfim, na prética, as proteinas totais lacteas sdo, com frequéncia,
determinadas por espectrofotometria por radiacao infravermelha, enquanto que, as
fracbes proteicas podem ser determinadas por meio de diferentes técnicas
eletroforéticas que permite estabelecer as diferentes fracbes proteicas (FONSECA;
SANTOS, 2000; FARREL JR. et al., 2004).

2.7.1 Métodos para quantificacdo de proteinas totais

O desenvolvimento de metodologias e estudos comparativos de técnicas
espectrofotométricas para a determinacao de proteinas totais sempre foi de grande
interesse e utilidade para profissionais de diferentes areas, desde a induastria de
alimentos, até laboratdrios de analises clinicas, entre outros (ZAIA; ZAIA; LICHTIG,
1998).

As proteinas do leite sdo muito valorizadas pelas suas excelentes
propriedades nutritivas, cuja composicdo em aminoacidos atende a maioria das
exigéncias fisiolégicas do ser humano; e também propriedades tecnoldgicas e
funcionais. Estas ultimas derivam de suas caracteristicas fisico-quimicas resultando
propriedades funcionais de grande interesse tecnolégico como: solubilidade,
absorcéo e retencdo de dgua e de gordura, capacidade emulsificante e estabilidade
das emulsbes, capacidade espumante e estabilidade de espuma, geleificacao,
formacdo de filmes comestiveis e biodegradaveis, formacdo de microparticulas,
melhoria nas propriedades sensoriais e na aceitagcado dos produtos (MODLER, 2000;
WONG et al., 1996).
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Dentre os métodos para quantificacdo de proteinas totais, Zaia, Zaia e Lichtig
(1998) destacam como os mais utilizados o do biureto, o de Lowry, o de Bradford, o

de Smith e o de absorcao de proteinas no ultravioleta.

2.7.1.1 Método de Bradford

O método de Bradford € uma técnica usada para a quantificacdo de proteinas
totais de uma amostra e surgiu com as vantagens de eliminar a maioria dos
problemas envolvidos com outros procedimentos para a mesma finalidade, de ser
facilmente utilizado para processar grandes numeros de amostras, bem como ser
adaptavel a automacédo (BRADFORD, 1976).

Este método é baseado na interacdo entre o corante Coomassie Brilliant Blue
BG-250 e macromoléculas de proteinas que contém aminoacidos de cadeias laterais
basicas ou aromaticas. No pH de reacéo, a interacdo entre a proteina de alto peso
molecular e o corante BG-250 (vermelho) provoca o deslocamento do equilibrio do
corante para a forma aniénica (azul), que absorve fortemente em 595 nm (ZAIA;
ZAIA; LICHTIG, 1998).

O complexo proteina-corante é bastante especifico sendo util para mensurar
a quantidade de proteina na amostra. A ligagcdo do corante as proteinas € um
processo muito rapido (aproximadamente 2 minutos) e o complexo proteina-corante
permanece disperso em solucdo por um tempo relativamente longo
(aproximadamente 1 hora), tornando assim o processo muito rapido e ndo exigindo
tempo critico para o ensaio (BRADFORD; 1976).

Existem poucas substancias que sao interferentes no método de Bradford.
Estes interferentes normalmente reagem com as proteinas impedindo a reacdo com
0 corante BG-250 ou reagem com o corante, complexo este que apresenta maior
absorbancia. Os métodos de eliminacdo destes interferentes variam conforme o
caso. Contudo, um método eficaz consiste na precipitacdo das proteinas com acido
tricloroacético. O Quadro 4 mostra os interferentes mais comuns ao método de
Bradford (ZAIA; ZAIA; LICHTIG, 1998).
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Quadro 4 — Principais interferentes no método de Bradford.

INTERFERENTES INTERFERENCIA
Ureia Fornece resultado falso positivo, acima de 45 g/L.
Cloreto de Sédio Fornece resultado falso negativo, acima de 1 M
Cloreto de Potéassio Fornece resultado falso negativo, acima de 1 M

A larga banda de absor¢cdo em 650 nm, devido a reagéo
entre o corante e os detergentes, interfere na banda em 595
nm, resultando em falso positivo.

Detergentes (Tween-20
entre outros)

Polifendis e polifendis Reagem com as proteinas impedindo a formacao do
oxidases complexo das mesmas com o corante BG-250.
Glicerol Provoca falso positivo.

Lipideos Causam turbidez na amostra

Fluoreto Diminui a absor¢do da amostra.

Fonte: ZAIA; ZAIA; LICHTIG (1998) (Adaptado pelo autor).

2.7.2 Método para separacao de proteinas

A composicao proteica do leite pode ser determinada por diferentes técnicas,
dentre elas a eletroforese, que constitui uma técnica bioquimica versatil,
relativamente simples, rapida e de grande poder informativo. Baseada na migracao
de moléculas ionizadas na mesma direcdo, que se repelem mutuamente mantendo
sua estrutura e propriedades intactas, a eletroforese possibilita a separacdo das

mesmas em varias fragdes (BRAMMER, 2001).

2.7.2.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese € uma técnica que permite a separacao de diferentes tipos de
proteinas em um suporte que, normalmente, pode ser acetato de celulose, gel de
agarose ou em gel de poliacrilamida (SGARBIERI; 1996; GONZALEZ, 2003). Para
Sgarbieri (1996), a eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) pode ser conduzida
com a proteina em sua forma nativa (eletroforese simples) ou com a proteina
desnaturada pela acdo de dodecil sulfato de sédio (SDS). Por este motivo, tal
técnica é também conhecida como SDS-PAGE.

Kamoun et al. (2006) exemplificam que a determinacéo das fragbes proteicas
por eletroforese pode ser realizada com leite total desnatado ou, ainda, a técnica

pode ser usada para purificar as proteinas, ou seja, extrai-la a partir de uma mistura
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complexa. Entretanto, para esta Ultima aplicacdo, é fundamental conhecer a
quantidade da proteina pesquisada em relacdo as outras proteinas e dispor de um
meétodo que permita dosar todas as proteinas do meio.

A eletroforese em poliacrilamida atua por dois principios: exclusdo molecular,
devido a porosidade caracteristica do gel e migracdo no campo elétrico devido a
diferenca na densidade de cargas de cada proteina. Em meio alcalino, grande parte
das proteinas apresentam cargas negativas e, quando aplicado um campo elétrico,
ocorre a migracdo das mesmas para o polo positivo em diferentes velocidades,
dependendo também de suas propriedades fisicas, densidade de cargas, tamanho e
forma molecular, de modo que torna-se possivel a separacdo da amostra em
diferentes fracdes proteicas (SGARBIERI, 1996; GONZALEZ, 2003).

2.7.2.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de ureia (UREIA-PAGE)

Egito et al. (2006) descrevem a técnica de eletroforese em gel poliacrilamida
na presenca de ureia, técnica também designada como UREIA-PAGE, como um
método eficiente para identificacdo de adulteracdo do leite de cabra com leite de
vaca. Neste estudo, os autores ainda propuseram uma modificacdo do método
referente a preparacdo e a separacdo das caseinas, bem como coloracédo rapida
com aguecimento do gel, possibilitando a obtencéo de resultado rapido e seguro.

Entre as técnicas eletroforéticas, a UREIA-PAGE destaca-se por apresentar
melhor mobilidade eletroforética das fracBes proteicas. A vantagem do método,
comparado com outros métodos de gel de poliacrilamida, é a nitidez da identificacao
da agi-caseina bovina com migracdo mais rapida no leite bovino do que a os;-
caseina do leite caprino. Isso porque cada espécie possui um perfil de UREIA-PAGE
caracteristico, como uma impressao digital (EGITO et al., 2006).

2.7.2.3 Eletroforese microfluidica Lab-on-a-chip

Uma das técnicas mais recentes desenvolvida para a separagdo e
quantificacdo de proteinas, bem como de DNA e RNA, denomina-se eletroforese
microfluidica lab-on-a-chip (WU, QIN e LIN, 2008).
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Para proteinas, o0 método microfluidico tem sido relatado como uma excelente
alternativa ao método tradicional SDS-PAGE. Em adicdo, tal técnica utiliza pouca
guantidade de amostras e reagentes (0,5 mL/chip). Desta forma, gera pouca
quantidade de produtos quimicos téxicos que precisam ser descartados por
trabalhar com volumes minimos de todos os reagentes. Além disso, € muito Uutil nos
casos onde as amostras sdo extremamente caras ou escarcas (ANEMA, 2009).

Os tempos de migracdo sdo padronizados com a massa molecular de
marcadores estabelecidos como padrdes internos, e as massas moleculares
calculadas a partir de uma curva padrdo criada a partir da variacdo das massas
moleculares. No mais, a técnica microfluidica utilizando o chip é uma versdo em
miniatura de SDS-PAGE e, como tal, todos os passos envolvidos na eletroforese
convencional (preparacdo do gel, carreamento da amostra, separacdo, coloracao,
descoloracdo e deteccdo) sado executados dentro do dispositivo, em cerca de 60
minutos. Além disso, a técnica permite a separacdo e quantificacdo de proteinas,
sob condi¢cfes desnaturantes (como o SDS) na auséncia ou na presenca de agentes
redutores (WU, QIN e LIN, 2008; ANEMA, 2009).

Por fim, estudos demonstraram a utilidade deste método na analise de
proteinas do leite e derivados, bem como para investigar adulteracdes por adicédo de
leite proveniente de diferentes espécies (WU, QIN e LIN, 2008; ANEMA, 2009).

2.7.3 Métodos Moleculares

Nas ultimas décadas, o desenvolvimento e a aplicacdo das técnicas de
marcacgao molecular induziram transformag6es consideraveis em diversos ramos da

Ciéncia (RAFALSKI, 2002). Além disso cada uma destas técnicas tém seus
dominios de aplicac&o, principios e custos bem caracterizados (BOREM e CAIXETA,
2006).

Os métodos moleculares, também designados de meétodos de marcacao
podem ser reunidos em duas grandes categorias: os marcadores do tipo analise de
restricdo de fragmentos polimorficos ou RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism, em inglés) e os marcadores baseados no método de PCR (CARRER,
BARBOSA E RAMIRO; 2010).
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A RFLP, de acordo com Griffiths et al. (1999) é uma técnica da primeira
geracdo de marcadores, baseia-se na variabilidade presente em sequéncias de
nucleotideos do DNA gendmico apds digestdo por enzimas de restricdo. Apos a
digestdo do DNA, um grande numero de fragmentos com tamanhos variados é
gerado e, em seguida, séo hibridizados a uma sonda de DNA para a identificacao de
fragmentos homologos. MutagBes nos locais de restricdo e/ou delecbes/insercdes de
um fragmento de DNA na regido reconhecida pela sonda sédo responsaveis pelo
polimorfismo detectado (CARRER, BARBOSA E RAMIRO; 2010).

No método do PCR, quando dois primers se ligam em distancias que variam
entre 200 e 2000 pb um do outro, em fitas opostas do DNA, a regido delimitada entre
ambos é amplificada. O polimorfismo detectado se deve a mutacfes tanto nas
regibes amplificadas, como nos locais de fixagdo dos primers. Os principais
marcadores sdo baseados nas técnicas Randomly Amplified Polymorphic DNA
(RAPD), Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) e em microssatélites ou
Simple Sequence Repeat (SSR) (CARRER, BARBOSA E RAMIRO, 2010).

A técnica RAPD consiste na amplificacdo ao acaso de fragmentos de DNA
onde a utilizacdo de um unico primer curto (10 pb) permite que o polimorfismo seja
representado pela amplificacdo de diversos pontos do genoma de primers nao
especificos (WILLIAMS et al., 2001).

A AFLP é a analise conjunta da presenca de polimorfismo nos locais de
restricdo enzimatica e na hibridizacéo utiliza, simultaneamente, enzimas de restricao
para clivagem do DNA e amplificagdo por PCR dos fragmentos obtidos na digestéo.
E a combinacdo enzima de restricdo e primers que permite a identificacdo de
polimorfismo entre individuos (MUELLER e WOLFENBARGER, 1999).

Os marcadores microssatélites ou SSR sao descritos por Hayden et al. (2008)
como aqueles constituidos de sequéncias repetidas em arranjos lineares de 1 a 6
nucleotideos, encontradas dispersas em todo o genoma. O autor explica que a
andlise da variacdo entre individuos é realizada por meio de amplificagdo em PCR,
utilizando primers especificos construidos nas regides que flanqueiam os
microssatélites. E o par de primers (senso e antissenso) do microssatélite que
constitui o marcador.

Outras técnicas de marcacdo molecular estdo sendo desenvolvidas e
utilizadas, porém ainda em menor escala quando comparadas a RAPD, AFLP e SSR

e suas variaveis. Todas essas técnicas sdo baseadas na aplicacdo em géis e, de
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uma maneira geral, sdo trabalhosas e de custo elevado (CARRER, BARBOSA E
RAMIRO; 2010).

Complementarmente, Malorny et al. (2003) concluiram que a introducdo do
PCR em pesquisas laboratoriais tem sido considerada uma alternativa para 0s
métodos tradicionais. Rapidez, bom limite de detecc¢éo, seletividade e potencial para
otimizagdo sdo as maiores vantagens deste método. Entretanto, algumas como o
custo do alto investimento tecnologico, a necessidade de aprovacdo oficial e

regulamentos e instrucdes padronizadas ainda impedem seu amplo uso.

2.7.4 Deteccao de misturas de leite de vaca e cabra

Segundo Veloso et al. (2002a), com o objetivo de garantir a genuinidade dos
produtos a base do leite de cabra, alguns marcadores de autenticidade quimicos e
bioldgicos, tem sido utilizados a partir de diferentes metodologias analiticas. No
entanto, devido a grande variedade de produtos com caracteristicas microbiologicas
e bioguimicas distintas e, ainda, devido aos diferentes fatores que podem afetar os
processos pelos quais o leite e seus derivados passam antes do consumo, 0S
resultados obtidos podem néo ser aplicados para diferentes tipos de alimentos.

Para Ramos (1984), as metodologias analiticas para andlise do leite e
derivados pode ser dividida em dois grupos: um baseado na determinacdo da
composicdo em gordura, e outro na composi¢cao em proteinas do leite. Grande parte
dos métodos baseados na composicdo de proteinas do leite utilizam métodos
cromatograficos, técnicas imunoldgicas, reacdo da polimerase em cadeia, e técnicas
eletroforéticas. No entanto, neste campo os métodos eletroforéticos e imunolégicos
tém-se mostrado mais vantajosos e adequadas para avaliar a qualidade e
autenticidade dos produtos alimentares contendo leite e/ou proteinas lacteas
(VELOSO et al., 2002a; EGITO et al., 2006).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil eletroforético das proteinas do leite
caprino e do leite bovino e suas misturas pela metodologia de eletroforese
microfluidica lab-on-a-chip e confrontar os resultados com a metodologia

convencional de eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de ureia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Detectar fraude no leite de cabra por adicdo do leite de vaca pelo perfil das
proteinas usando eletroforese microfluidica lab-on-a-chip;

e Detectar a fraude no leite de cabra por adicéo do leite de vaca pelo perfil das
proteinas usando o método UREIA-PAGE;

e Comparar os métodos de eletroforese em gel de poliacrilamida citados

anteriormente com a eletroforese lab-on-a-chip.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAS DE LEITE CAPRINO E BOVINO

As amostras de leite de cabra fresco da raga Saanen foram provenientes da
Leiteria Cabriola no municipio de Coronel Pacheco, Minas Gerais, enquanto as de
leite de vaca da raca Holandesa foram obtidas no Sistema de Gado Puro do Campo
Experimental José Henrique Bruschi (CEJHB), da Embrapa Gado de Leite, em
Coronel Pacheco (MG). As mesmas foram coletadas nos meses de agosto de 2012
e fevereiro de 2013.

As amostras foram transportadas em frascos plasticos acondicionadas em
caixas térmicas com gelo, sendo posteriormente armazenadas a -80°C até o
momento daa andlises. As determinacfes analiticas foram realizadas no Laboratério
de Pesquisa em Alimentos da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal de
Juiz de Fora (UFJF) e no Laboratério de Genética Molecular da Embrapa Gado de
Leite, Juiz de Fora (MG).

4.2 PREPARO DAS AMOSTRAS COM DIFERENTES NIVEIS DE SIMULACAO DE
FRAUDE

As amostras foram descongeladas lentamente em banho de gelo, em seguida
as amostras foram preparadas nas seguintes proporc¢des crescentes de leite de vaca
em relacdo ao de cabra: 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 20, 35, 50, 100% (v/v). Sendo o

leite de cabra puro (0%) e leite de vaca puro (100%).

4.3 QUANTIFICACAO DAS PROTEINAS DAS AMOSTRAS DE LEITE PELO
METODO DE BRADFORD

A quantificacéo das proteinas foi realizada pelo método de Bradford utilizando
o kit Bio-Rad Protein Assay (Hercules, CA, EUA). A leitura das absorbancias foi
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realizada em espectrofotometro (NanoDrop® ND-1000) no modulo “Protein
Bradford”.

Para obtencdo de uma curva de calibracdo foi utilizado, como proteina
padrdo, a albumina de soro bovino (BSA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA),
diluida em &agua ultrapura. As concentracdes de BSA utilizadas foram: 0,0; 0,2; 0,4,
0,6; 0,8; 1,0; 1,5; 2,0 mg/mL. Para o preparo destas solugdes pipetou-se 4 uL de
cada uma das concentracdes da proteina padrdo em microtubos e adicionou-se 200
ML do reagente Bradford diluido em agua ultrapura (1:5 v/v).

Em seguida, os padrdes foram homogeneizados em um agitador de tubos tipo
vortex e procedeu-se as medidas de absorbancias. Como “branco” foi usado o
reagente de Bradford puro.

As amostras contendo diferentes proporcfes de leite de cabra e de vaca
foram diluidas em agua ultrapura na proporcéo de 1:25 (v/v). Posteriormente foram
misturadas com o reagente Bradford, sendo 4 pL de amostra e 200 pyL do reagente
(1:50 v/v) e entdo, submetidas a leitura no espectrofotbmetro. Foi construida uma
curva de calibracdo pelo método de regresséao linear utilizando o programa Excel a
partir da medida de absorbancia de crescentes concentracdes da proteina padréo
para posterior analise do coeficiente de correlacéo (R?).

4.4 METODO DE ELETROFORESE MICROFLUIDICA LAB-ON-A-CHIP

As amostras de leite utilizadas nesta andlise foram as mesmas descritas
anteriormente no item 4.2 Preparo das amostras.

No entanto, outra amostra contendo uma mistura das proteinas padrées de
leite bovino (osi-caseina, B-caseina, k-caseina, B-lactoglobulina, a-lactoalbumina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) foi preparada na concentracdo de 1 mg/mL para

cada padréo, a qual foi denominada “mix de proteina”.

4.4.1 Preparo das amostras

As amostras de simulacdes de fraudes foram diluidas no tampéo para

separacao de proteina (SEP) preparado com ureia (6M), citrato de sédio (20mM),
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acido citrico (0,1M),0,05% de hidroximetilpropilcelulosa, em pH igual a 3, na
proporcdo 1:25, a fim de que a concentracao final das amostras analisadas fosse
igual a 3.000 ng/uL, ajustando-as, deste modo, a faixa qualitativa do método lab-on-
a-chip (6 a 4.000 ng/uL) indicada pelo fabricante. O “mix” de proteinas também foi

diluido em agua ultrapura.

4.4.2 Eletroforese Microfluidica

Para separacgédo das proteinas e identificacdo dos niveis de fraude foi utilizado
o método de eletroforese microfluidica em chip do sistema Agilent 2100 Bioanalyzer
Agilent Technologies, Waldbronn, Alemanha) associado aos reagentes do kit Protein
80 (Agilent Technologies), conforme protocolo para execugdo dos procedimentos
fornecido pelo fabricante.

Os reagentes que compunham o kit consistiam em uma solucao de gel matriz,
um marcador de peso molecular de proteina de 5 a 80 kDa (Ladder), uma solugéo
desnaturanteproteina, solucdo de descoloracdo, chip especifico para analise de
proteina, tubos coletores com coluna/filtro. A preparacdo dos reagentes e do chip foi
feita conforme procedimento do método lab-on-a-chip fornecido pelo fabricante.

Antes de iniciar os procedimentos todos os componentes do kit e amostras

foram deixados a temperatura ambiente por 30 minutos.

4.4.2.1 Preparo do gel Dye Mix e Solucdo de Descoloragéo

A solugéo de Protein 80 dye concentrate foi misturada em vortex por 10 seg. e
centrifugada pelo mesmo tempo em minicentrifuga. Desta solugcdo, 650 pL foram
transferidos para um outro microtubo com filtro descartavel (fornecido pelo kit) e
entdo centrifugados a 2500 x g por 15 minutos.

Posteriormente, 25uL da solugdo Protein 80 dye concentrate foram
adicionados no tubo contendo Protein 80 gel matrix e misturada em um agitador de
tubos. A solucdo foi homogeneizada por 10 segundos no vortex e centrifugada por
15 segundos. O gel matrix e o gel dye concentration forma uma mistura homogénea

cuja validade é de quatro semanas e rendimento suficiente para utilizar em nove
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chips. O gel dye concentration foi armazenado protegido da luz até o momento de
preparo do chip.

A solucao de descoloragdo (SD) foi preparada transferindo 650 yL de Protein
80 gel matrix para um novo microtubo coletor com filtro, o qual foi centrifugado em
2500 x g por 15 minutos. Descartado a coluna. O tubo coletor contendo a SD foi
armazenado a 4°C o momento de preparo do chip. Esta solugéo é suficiente para 25

chips e tem validade de quatro meses.

4.4.2.2 Preparo da Solucao de Desnaturacao

A desnaturacdo das proteinas das amostras foi realizada sob condi¢es
redutoras utilizando solucdo de Ditiotreitol (DTT). Para evitar seu
descongelamento/congelamento, a solu¢cdo Protein 80 sample buffer foi dividida e
armazenada a -20°C. Essa solucao foi aliquotada em 40 pL e deixada a temperatura
ambiente por 10 minutos. A solugéo tampéao foi homogeneizada por 10 segundos em
agitador de tubos e centrifugada por 15 segundos em minicentrifuga. A seguir, foram
adicionados 1,4 yL de DTT aos 40 uL da Protein 80 sample buffer, homogeneizada
por 5 segundos em agitador de tubos e centrifugada por 15 segundos em
minicentrifuga.

ApGs o preparo, a solugéo foi armazenada a 4°C até o momento do uso.

4.4.2.3 Preparo das amostras e marcador de peso molecular (Ladder)

Em cada 4pL (0,018 mg/mL) de amostra foram adicionados 2 pL de solugao
desnaturante, seguindo-se a homogeneizacdo e centrifugacdo das mesmas em
minicentrifuga por 15 segundos.

Para um segundo microtubo foram transferidos 6 yL do Ladder. As amostras
e 0 Ladder foram desnaturados por 5 minutos a 95°C e depois colocadas em banho
de gelo por 10 segundos. Em seguida, foram centrifugados em minicentrifuga por 15
segundos.

Seguindo-se o protocolo do fabricante, foram adicionados 84 pL de agua
ultrapura aos tubos com as amostras e com o Ladder e entdo, procedida a

homogeneizagédo dos mesmos em agitador de tubos.
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4.4.2.4.Aplicacdo das Amostras e Reagentes no Chip

A aplicacdo das amostras e reagentes no chip foi orientada pelo esquema
demonstrado na Figura 3, com a indicacdo dos poc¢os para a distribuicdo dos

reagentes e das amostras.

B

;c
Figura 3 - Representacao dos pocos e canais de um chip lab-on-a-chip do sistema
Agilent 2100 Bioanalyzer para anélise de proteinas. G1 a G4 - gel / corante matriz;
DS - solucdo de descoloragédo; S1 a S10 amostras de leite; L- Ladder. As setas

indicam: (A) - canal de separacéo, (B) - posicao de descoloracéo e (C) - posicéo da
janela de deteccdo. FONTE: ANEMA (2009). (Adaptado pelo autor).

Nos pocos identificados como G1, G2, G3 e G4 foram aplicados 12 pL de Gel-
Dye mix. O poc¢co G1 foi utilizado para aplicacdo de pressédo de ar fornecido pelo
equipamento (Chip Priming Station) por uma seringa que auxiliou na distribuicdo do
Gel-Dye mix pelos canais dentro do chip. Além disso, 12 uL de solug¢éo descolorante
foram aplicados no poco DS. Nos pocos S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8, S9 e S10,
foram aplicados 6 pL de cada uma das amostras. O poco L foi utilizado para o
padrdo de peso molecular, adicionando-se 6 pyL da solucdo de Ladder. Todo o

procedimento esta demonstrado na Figura 4.



46

Figura 4 - Aplicacdo das amostras no chip do equipamento Chip Priming Station.

A — Microchip e Chip Priming Station; B — Aplicacédo de 12 yL do Gel-Dye; C —
Pressdo do embolo da seringa para baixo na alavanca; D — Repouso por 60
segundos e, em seguida, liberagcdo da alavanca. O embolo movimenta-se até a
marca de 0,3 mL; E — Apds 5 segundos, o embolo € levado lentamente até a posicao
de 1 mL, removido o excesso e aplicacdo de gel nos outros pocos; F- Aplicacdo das
amostras nos po¢os do microchip.

Todas as amostras foram aplicadas em triplicata nos chips com trés
repeticdes de cada chip seguindo o delineamento estatistico em bloco incompleto e

desbalanceado.

4 4.2.5 Leitura do Chip no Agilent 2100 Bioanalyzer

O chip foi colocado no aparelho (Agilent 2100 Bioanalyzer) (Figura 5) em um
cartucho especifico para proteina. Com o fechamento da tampa, houve o correto

encaixe dos eletrodos aos pocos do chip.
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Figura 5 - Equipamento Agilent 2100 Bioanalyze.

Utilizando-se o programa 2100 Expert Software, as amostras foram
identificadas e o inicio da eletroforese foi acionado. A corrida eletroforética e a leitura
das informacfes duraram cerca de 30 minutos.

A migracao das proteinas no gel foi observada pela da area dos picos e peso
molecular disponiveis com imagem do gel e eletroferograma produzidos pela
fluorescéncia das proteinas e do marcador de peso molecular. Assim, 0s picos
obtidos na eletroforese foram produzidos pelo software. Ap6s a corrida, o chip foi
retirado do equipamento e descartado. Os eletrodos foram higienizados com chip de

limpeza proéprio do sistema.

45 METODO DE ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA EM
PRESENCA DE UREIA (UREIA-PAGE) E DODECIL SULFATO DE SODIO (SDS-
PAGE)

O método de eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizado em condicdes
redutoras com dodecil sulfato de sédio (SDS) e ureia (UREIA-PAGE) pelo sistema
de eletroforese vertical (mod. Z352802-1EA Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA),
conforme descrito por Pereira (2003),e Egito (2006) com modificacdes.

A sequéncia de analise ap0s o preparo das amostras envolveu as seguintes
etapas: preparo dos géis, aplicacdo das amostras, corrida, revelacdo, conservacgao,
fotodocumentacdo e analise em gel (Image Quant TL V2005 da Amersham
Biosciences-Buckinghamshire, England).
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Todas as amostras foram aplicadas em triplicata nos géis com trés repeticdes
de cada gel seguindo o delineamento estatistico em bloco incompleto e

desbalanceado.

4.5.1 Preparo das amostras para andlise pelo método UREIA-PAGE

O preparo das amostras para andlise consistiu em dissolucdo da amostra em
solucdo tampdo, na proporcdo de 15 pL (0,135 mg/mL) para 500 uL (1:34),
respectivamente. Para o preparo do tampao, utilizou-se TRIS (6,2 mM), ureia (0,82
M), HCI (12,6 mM), b-mercaptoetanol (0,024 M), azul de bromofenol (2,24 mM). O
pH foi ajustado para 9,0 em seguida, aqueceu-se a 40°C em banho-maria por 1
hora. A seguir, o tampao foi centrifugado a 10.000 X g em temperatura de 5°C por
10 minutos, Apos preparadas as amostras foram aplicadas no gel imediatamente.

Utilizou-se como padréo o leite de cabra puro 0% e o leite de vaca puro 100 %.

4.5.2 Preparo dos géis

Para preparo dos géis, placas de vidro foram montadas conforme instrucdes
do fabricante, formando sanduiches, separadas por espacadores, fixadas com
prendedores e encaixadas no suporte de uma cuba de modo a evitar vazamentos do
tampédo do eletrodo no momento da corrida. Cada um dos geéis utilizados foi

preparado isoladamente.

4.5.2.1 Preparo do gel de separacao

O gel de separacéo foi preparado na concentracdo de 10% (m/v) a partir da
solugdo estoque de acrilamida/bisacrilamida (0,56 M/0,013 M) em tampao de
TRIS/Ureia/HCI (0,26 M/ 3,2 M/ 0,9 M) diluido em 100 mL de agua destilada, em pH
8,9. A polimerizacéo do gel foi feita com a adicdo 30 mL de tetrametiletilenidiamina
(TEMED) e 300 mL de persulfato de amonia (0,1g/mL), adicionado no momento da
preparo.

A seguir, a solugéo foi vertida no interior de uma placa, lentamente, até um

altura 2 ou 3 cm da extremidade superior da mesma. Na sequéncia, adicionou-se
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butanol, com auxilio de uma pipeta, pelas extremidades das placas até total
cobertura da superficie do gel para eliminacdo de bolhas e nivelamento do gel. Ao
fim deste processo, aguardou-se cerca de 30 minutos até a completa polimerizacéo
do gel e o butanol foi retirado com o uso de papel filtro secando-se a superficie do

gel.

4.5.2.2 Preparo do gel de empilhamento

O gel de empilhamento foi preparado na concentracdo de 6% (m/v) a partir da
solugdo estoque de acrilamida/bisacrilamida (0,56 M/0,01 M) em tampao de
Tris/Ureia/HCI (0,03 M/2,5M/0,7M) diluido em 100 mL de agua destilada, em pH 7,6.

Os catalizadores foram adicionados na concentracdo de 10 mL de TEMED e
60 mL de persulfato de aménia (0,1g/mL) colocado no momento do preparo. A
solucao foi vertida até a extremidade superior da placa. O pente que forma os pocos
para a aplicacdo das amostras foi inserido. Procedeu-se a preparacdo de um gel de
cada vez. Aguardou-se cerca de 30 minutos até a completa polimerizacdo do gel. O

tampéo do eletrodo foi diluido na proporcédo de cinco vezes.

4.5.2.3 Aplicacdo das amostras e corrida eletroforética

Os pentes foram retirados e 0s pocos formados guarnecidos com solugao
tampéao de corrida preparado com Tris/Glicina (0,12 M/ 0,97 M) diluido em 1000 mL
de agua purificada (solucdo estoque). Esta solucéo foi diluida 5 vezes no momento
de uso, utilizando o sistema tamp&o descontinuo descrito por Laemmli (1970), com
modifica¢des, conforme descrito a seguir.

Foram injetados 30 pL de amostra por pogo. A montagem da cuba inferior foi
completada, retirando-se o conjunto de placas com os géis do suporte usado na
montagem e encaixando-o na cuba inferior. Dentro das cubas superior e inferior foi
inserido o tampao de eletrodo ou corrida. A tampa do conjunto foi encaixada,
atentando-se para a conexao dos eletrodos.

A voltagem de corrida no gel de empilhamento foi fixada em 250 V e a
corrente em 70 mA, acionada o inicio da corrida. A seguir, aguardou-se que a linha

azul, formada pelo marcador de corrida (azul de bromofenol), ultrapassasse a linha
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do gel de separacao e a voltagem foi regulada para 280 V para a de corrida no gel
de separacao a corrente em 40 mA. A variacdo de amperagem foi acompanhada
durante a corrida, diminuindo ao longo da mesma. O aquecimento do sistema
também foi observado e a corrida foi realizada sob-refrigeracéo (cerca de 6°C) até

gue as amostras alcancassem o final do gel (cerca de 4 horas).

4.5.2.4 Revelacao dos géis

Apos o término da corrida eletroforética, foi feita a revelacdo dos géis em
duas etapas. Na primeira, os géis foram mantidos a temperatura ambiente por 12
horas em uma solugcao corante e fixadora, contendo Coomassie Brilliant Blue R-250
(1,17 mM), metanol (1,23 M), acido tricloroacético (12,2 mM) diluidos em 100 mL de
agua purificada.

Na segunda etapa, os géis foram retirados da solucdo corante e fixadora e
mantidos a temperatura ambiente em uma solucdo descorante, preparada com
metanol (0,74 M) e acido acético (0,13 M) diluidos em 100 mL de agua purificada.

A conservacdao dos géis foi feita em solucdo contendo glicerol a 10% em agua
destilada seguida pela secagem dos mesmos entre duas folhas de papel celofane,

conforme descrito por Alfenas e Brune (1998).

4.5.3 Preparo das amostras para analise pelo método SDS-PAGE

As amostras para analise foram dissolvidas em solucdo tampéo, na proporcao
de 15 pL (0,135 mg/mL) para 500 uL (1:34), respectivamente. Para o preparo do
tampao, utilizou-se tampao Tris/HCL (0,5 M/ 11 M) em pH 6,8; 80 uL glicerol; 1,6 mL
SDS 10% m/v; 40 uL de B-mercaptoetanol; 20 uL de azul de bromofenol 4,0mL de
agua destilada em seguida, aqueceu-se a 95°C em banho-maria por 5 minutos. A
seguir, foi centrifugado a 12.500 x g em temperatura ambiente por 15 minutos. Apos
preparadas, as amostras foram analisadas imediatamente. Como padrdo utilizou o
marcador de peso molecular Novex Protein (10 kDa, 15 kDa, 20 kDa, 30 kDa, 40
kDa, 50 kDa, 60 kDa, 80 kDa, 110 kDa, 160 kDa) e das proteinas o padrdo (ows;-
caseina, pB-caseina, k-caseina, B-lactoglobulina, a-lactoalbumina (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA).
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4.5.3.1 Preparo do gel de separacao

O gel de separacéo foi preparado a 12,5% com: acrilamida/bisacrilamida (2 M/
0,02 M) em tampéao Tris/HCI (1,5 M) pH 8,8;7,5mL;300uL SDS 10% m/v; e agua
destilada 9,45 mL; 300uL de persulfato de amoénio(0,1g/mL); 30uL de TEMED.

Seguindo o protocolo como descrito em “4.5.2.1. Preparo do gel de separagao’.

4.5.3.2 Gel de Empilhamento

O gel de Empilhamento foi preparado a 4,9% com: acrilamida/bisacrilamida
(2M/ 0,02 M) em: acrilamida/bisacrilamida (2 M/ 0,02 M) em tampé&o Tris/HCL (0,5 M/
11 M) em pH 6,8 1,25 mL; 50 yL SDS 10% m/v e 2,95 mL agua destilada; 30 uL
persulfato de aménio(0,1g/mL); 20 yL TEMED seguindo o protocolo como descrito

em “4.5.2.1. Preparo do gel de separagao.”

4.5.3.3 Aplicacdo das amostras e corrida eletroforética

Os protocolos utilizados nesta andlise foram os mesmos descritos
anteriormente no item “4.5.2.3 Aplicagdo das amostras e corrida eletroforética”. Os
pentes foram retirados e os poc¢os formados, guarnecidos com solucdo tampéo de
corrida preparado com Tris/Glicina/SDS (0,3 M/2,87M/0,052M) em agua destilada
suficiente para 3 L (solucdo estoque, pH 8,3). Esta solucao foi diluida 5 vezes no
momento do uso, utilizando-se o sistema tampao descontinuo descrito por Laemmli
(1970) com modificacdes, conforme descrito.

Sendo assim, foram injetados 30 yL de amostra por pogo. A voltagem de
corrida no gel de empilhamento foi fixada em 80 V e a corrente em 40mA, acionada
no inicio da corrida. No gel de separacao, a voltagem foi regulada para 200 V e a
corrente em 20 mA. A variagdo de amperagem foi acompanhada durante o
processo, diminuindo ao longo do mesmo. O aquecimento do sistema também foi
observado e a corrida foi realizada sob-refrigeracédo (cerca de 6°C) até que as
amostras alcancassem o final do gel (cerca de 5 horas).
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4.5.3.4 Revelagdo dos géis

Apos o término da corrida eletroforética no equipamento para eletroforese
(SIGMA modelo Z235280-2) (Figura 6), foi feita a revelacdo dos géis em trés etapas.

Na primeira, os géis foram mantidos por 30 minutos em solucéo fixadora a
temperatura ambiente contendo 160 mL de metanol, 80g &cido tricloroacético P.A.
em agua destilada suficiente para 400 mL de solucao final.

Na segunda etapa, os sistemas foram mantidos a temperatura ambiente por
12 horas em uma em solug&o corante contendo 1 g de azul brilhante de Comassie
(Comassie Blue R-250); 400 mL de metano; 100 mL de acido acético e 500 mL de
agua destilada.

Na terceira etapa, os géis foram retirados da solucdo corante e mantidos por
12 horas em solucdo descorante a temperatura ambiente preparada com 500 mL de
metanol; 200 mL de acido acético e agua purificada suficiente para 1.300 mL.

A conservacao dos géis foi feita em solucdo contendo glicerol a 10% em agua
destilada seguida pela secagem dos mesmos entre duas folhas de papel celofane,

conforme descrito por Alfenas e Brune (1998).

Figura 6 - Equipamento para eletroforese SIGMA modelo Z35280-2.

4.5.3.5 Analise das imagens

ApoOs a secagem dos géis suas imagens foram obtidas por um scanner
acoplado ao computador. Em seguida, as mesmas foram analisadas pelo software
(Image Quant TL V2005 da Amersham Biosciences-Buckinghamshire, Inglaterra), a
partir do qual foram obtidos os dados da mobilidade eletroforética relativa de cada

fracdo (banda) proteica identificada.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas duas metodologias analiticas executadas (lab-on-a-chip e UREIA-PAGE),
a ag1-caseina constituiu um importante parametro molecular para a deteccao de leite
de vaca adicionado ao leite de cabra. Isso porque tal fracdo é maior
guantitativamente no leite bovino que no leite caprino e tem maior mobilidade
eletroforética (FURTADO, 1983; SGARBIERI, 2005; SALEM, 2009). Deste modo,

este foi o parametro utilizado para avaliar os dois métodos.

5.1 QUANTIFICACAO DAS PROTEINAS TOTAIS PELO METODO DE BRADFORD

As absorbéancias da proteina padrdo BSA obtidas por espectrofotometria
foram correlacionadas com as crescentes concentracdes preparadas. Usando estas
determinacdes foi construida uma curva de calibracdo, cuja equacéo de regressao
linear foi y=0,0481x+0,0044, com coeficiente de correlacdo (R?) de 0,98 (Figura 7).
Desta forma, demonstrou-se que o método foi linear para a quantidade de proteina

presente nas amostras em estudo.

0,120
0,100 /
0,080

0,060 /
0,040 /
. y = 0,0481x + 0,0044
R? = 0,9895
0,020 /

0,000 0 T T T T 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

Absorbancia a 595 nm

Concentragdo da Proteina padrdo BSA (mg/mL)

Figura 7 - Curva de calibracdo da proteina padrédo BSA obtida pelo método de
Bradford.
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A média das concentracfes das proteinas totais, obtidas pelo método de
Bradford, foram 901,41 pg/mL(UREIA-PAGE e SDS/PAGE) e 450 ug/mL(lab-on-a-
chip) e as geradas pela curva padrdo da proteina BSA, apresentaram correlacdo
entre o aumento da concentracao de proteina e o0 aumento das absorbancias.

As concentracdes das amostras foram corrigidas pelo fator de diluicdo a que
foram submetidas (1:25). Os valores quantificados foram utilizados para orientar os
calculos de diluicdo das amostras a fim de ajustar a faixa qualitativa do método lab-
on-a-chip.

5.2 SEPARACAO E ANALISE DO PERFIL ELETROFORETICO DAS PROTEINAS
DO LEITE CRU CAPRINO, LEITE CRU BOVINO E SUAS MISTURAS PELO
METODO LAB-ON-A-CHIP.

5.2.1 Determinacdo Qualitativa

A massa molecular das proteinas do leite foi determinada com base no tempo
de migracao das proteinas do marcador de peso molecular padréo fornecido no kit
Protein 80 (Agilent Technologies), o qual é inserido no chip em cada analise. Os
perfis eletroforéticos das caseinas padrao (Figura 8), do leite de cabra puro (Figura
9), do leite de vaca puro (Figura 10) foram evidenciados, bem como a sobreposicéo
leite de vaca e leite de cabra (Figura 11).

O eletroferograma apresentado na Figura 8 apresenta 0s picos em ordem de

migracao das caseinas: 3-caseina, a-caseina e a k-caseina.
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Figura 8: Perfil da corrida eletroforética do padrdo de caseinas visualizado no
eletroferograma pela tecnologia lab-on-a-chip. B-CN, as;-CN, e k-CN.
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Figura 9 - Perfil da corrida eletroforética de amostra de leite de cabra visualizado no
eletroferograma pela tecnologia lab-on-a-chip. a-LA, B-LG, B-CN e as:-CN caprina .
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Figura 10 - Perfil da corrida eletroforética de amostra de leite de vaca visualizado no
eletroferograma pela tecnologia lab-on-a-chip.a-LA, B-LG, B-CN, as;-CN bovina, k-
CN bovina .
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Figura 11 — Sobreposicao dos eletroferogramas de amostras de leite de cabra puro
(linha vermelha) e leite de vaca puro (linha azul), comparando as diferencas entre as
amostras.

O método de eletroforese microfluidica em chip gera representacfes graficas
denominadas eletroferograma. Os resultados foram disponibilizados em
eletroferogramas descritos abaixo (Figura 12). Neste painel podemos observar a
mudanca do perfil eletroforético do leite de cabra para o do leite de vaca na medida
em que aumenta a adi¢ao de leite de vaca no leite de cabra.
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Figura 12 - Eletroferograma de amostra de leite de cabra puro e de misturas
crescentes de leite bovino no leite caprino utilizando a tecnologia lab-on-a chip. A -
Leite de cabra puro. B - Leite de cabra contendo 2% de adig&o de leite de vaca. C -
Leite de cabra contendo 4% de adi¢céo de leite de vaca. D - Leite de cabra contendo
6% de adicdo de leite de vaca. E - Leite de cabra contendo 8% de adicao de leite de
vaca. F - Leite de cabra contendo 10% de adicéo de leite de vaca. G - Leite de cabra
contendo 12% de adicdo de leite de vaca. H - Leite de cabra contendo 15% de
adicao de leite de vaca. | - Leite de cabra contendo 20% de adicao de leite de vaca.
J - Leite de cabra contendo 35% de adicdo de leite de vaca. K - Leite de cabra
contendo 50% de adicdo de leite de vaca. L - Leite de vaca puro. 1 - a-
lactoalbumina do leite caprino e bovino, 2 - B-lactoglobulina (variante A e B) do leite
caprino e bovino, 3 - B-caseina do leite caprino e bovino, 4 - as;.caseina caprina, 5 -
Os1- caseina bovina, 6 - k-caseina bovina.

Nos eletroferogramas no painel | da Figura 12 observa-se o aparecimento do
pico da area da as1 caseina bovina representada pela seta preta. Assim como a
presenca da k-caseina bovina indicada pelo pico sinalizado com a seta preta no
painel J da Figura 12.

As analises das amostras de leite bovino, leite caprino e suas misturas em
proporcdes crescentes foram realizadas pela técnica de eletroforese capilar

microfluidica com fluorescéncia induzida por laser, lab-on-a-chip. O método
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conduzido com o uso de condi¢cdes redutoras permitiu a rapida separacdo das
proteinas do soro (a-LA, B-LG, variantes A e B) e das caseinas (as1-CN, B-CN
variantes e k-CN) na faixa de peso molecular entre 5 a 80 KDa.

Os eletroferogramas apresentados nas Figuras 12 evidenciaram que a [3-
caseina foi a primeira das caseinas a migrar na tecnica estudada. Esta migracéo
eletroforética microfluidica da B-caseina nos leites de cabra e vaca gerou peso
molecular e tempo de migracdo semelhantes. No leite de cabra cru os dados do
eletroferograma mostraram peso molecular (PM) de 33,2kDa com tempo de
migracdo de 30,14 (s) (Tabela 2). Entretanto, durante a andlise dos dados, foi
observado um pico proximo da [(-caseina com peso molecular (PM) 31,4 kDa e
tempo de migracédo igual a 29,5 (s), que se manteve presente até o nivel de 8% de
adicao de leite de vaca no leite de cabra. Furtado (1983a) e Salem (2009) relataram,
em seus estudos, a presenca destes dois picos que chamaram de variantes (B; e
B2), utilizando o método em gel de poliacrilamida em SDS. Sgarbieri (2005) define
estas variantes como sendo mutacfes que ocorrem na estrutura primaria das
caseinas em que um ou mais aminoacidos foram substituidos por outros na
sequéncia primaria da cadeia polipetidica

A B-CN bovina apresentou peso molecular de 33 KDa e o tempo de migracao
30,13 (s)(Tabela 2). Assim na sobreposicao do eletroferograma (Figura 12), os picos
da B-caseina caprina e B-caseina bovina se sobrepdem, o que esta de acordo com
outros trabalhos (VELOSO, et al 2002b; PARDO e NATALUCCI, 2002).

Tabela 2 - Comparacdo das massas moleculares (KDa) das principais caseinas e
proteinas do soro em analise referentes ao leite caprino e bovino, estimadas pelo
método lab-on-a-chip.

Proteinas Cabra Vaca
Caseinas do Massa TgmpoNde Massa Molecular T‘?mpoﬂe

; Molecular Migracao (s) Migracéo (s)
Leite (KDa)

(KDa)

o-LA 12,4 22,37 12,9 22,05
B-LG 18,2 23,23 18,5 24,4
B-caseina 33,2 30,14 33 30,13
ag;.caseina 40,4 32,39 37,3 31,46
K-caseina -- 43,7 33,46

A proteina as;.CN do leite de vaca apresentou PM de 37,3 KDa e tempo de
migracéo de 31,46 (s), enquanto que a das;-CN do leite de cabra possuia PM de 40,4
KDa e tempo de migracao 32,39 (s) (Tabela 2). Assim, a ds;-.caseina bovina possui
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menor mobilidade eletroforética por apresentar o tempo de migragdo menor que o da
a agi.caseina caprina. Segundo ANEMA(2009) esta caracteristica da ag;-caseina
bovina se deve ao tamanho hidrodinamico adquirido pelas caseinas em condi¢cbes
eletroforéticas. Este aumento do tamanho hidrodinAmico torna as caseinas
eletricamente mais carregadas negativamente em condi¢des alcalinas em SDS.

A k-caseina foi identificada no eletroferograma somente no leite bovino com
peso molecular 43,7 kDa e tempo de migracao 33,46 (s), ndo sendo encontrada no
leite caprino. O peso molecular da k-CN mais alto do que o observado no SDS
convencional também foi relatado nos estudos do Anema (2009).

Nitsche (2011) explicou que esta proteina poderia sobrepor a B-LG, caso
apresentasse o PM esperado de 19 kDa (Tabela 3) como na técnica de SDS-PAGE
tradicional. Mas o elevado peso molecular de 42 kDa, obtido pela técnica
microfluidica para k-CN, pode ser explicado pela sua tendéncia de formar agregados
tais como glicosilacdo, padrédo de fosforilacdo e, acima de tudo, caracteristica de
hidrofobicidade que influencia na estrutura da proteina e na interagdo com o gel
matriz durante a separacéo, aparentando um peso molecular maior do que o obtido
por outras técnicas (CREAMER e RICHARDSON,1984; ANEMA,2009; NITSCHE,
2011).

Tabela 3 - Comparacao do peso molecular das principais proteinas do leite entre as
técnicas SDS-PAGE e lab-on-a-chip.

Caseinas do Leite Pesp MoIeCl_JIar . R Pes_o Molecular X
Estimado Microchip (kDa) Estimado SDS (kDa)

a-LA 12 14,2

B-LG 18 18,4

-caseina 29 24,1

ag;.caseina 33 23,6

Kk-caseina 42 19,0

Fonte: ANEMA (2006) %, BUFFONI et al. (2011)%,FARRELL JR et al. (2004)"

As proteinas usadas como indicador de fraude foram as caseinas as; € K-
caseinas. A asi-caseina foi escolhida em razdo da diferenca de sua massa
molecular no leite caprino em relacdo ao leite bovino e por apresentar maior
mobilidade eletroforética. Ja a k-caseina, se deve ao fato de que no chip ser

possivel visualiza-la somente no leite bovino.
Com relacdo as proteinas do soro, 0 método permitiu a eluicdo semelhante

entre a-LA e B-LG para os leites das diferentes espécies. O peso molecular
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encontrado para a-LA foi de 12,4 kDa (leite caprino) e 12,9 kDa (leite bovino). Deste
modo, os pesos moleculares nao diferenciaram dos encontrados no experimento e
os relatados na literatura (Tabela 2 e 3). O tempo de migracdo para a a-LA foi de
22,37(s) para leite caprino e 22,05 para leite bovino (Tabela 2).

Buffoni et al (2011) separaram e quantificaram as principais proteinas do soro
de leite de bufala pelo método de lab-on-a-chip, RP-HPLC e espectrofotometria de
massa. Nas amostras, utilizando-se a técnica microfluidica em chip, os resultados
encontrados para a-LA e B-LG em relacdo ao tempo de migracéo foram semelhantes
ao encontrado neste estudo.

Entretanto, ocorre o aparecimento de um pico préximo a B-LG no leite bovino
e misturas com pesos molecular de 16 kDa. Sgarbieri (2005) e Anema (2009), em
suas citacoes, relataram a existéncia de uma variante desta proteina denominada [3-
LG A e B-LG B com peso molecular préximo ao encontrado neste experimento.

Pesic et al. (2011a, 2011b), ao estudarem o leite de diferentes espécies e
suas misturas, utilizaram o método de eletroforese em gel de poliacrilamida nativo.
No native-PAGE verificaram o aparecimento de duas bandas menos intensa no leite
de cabra e de ovelha referentes as variantes 3-LG A e B-LG B que se intensificavam
com a progressiva adicdo de soro de leite bovino. Nos densitogramas observaram
gue os picos referentes as variantes B-LG A e -LG B aumentaram com o crescente
aumento de soro de leite bovino.

Nesta técnica foram realizadas analises com as simulacbes de fraudes
descritas anteriormente e mais 0s niveis de 12 e 15%. Estes niveis foram
acrescentados para verificar se haveria alteracdes qualitativas e estreitar a faixa
analitica. Entretanto ndo foi observada diferenca em relacdo as demais, quando se
analisou os géis visualmente e os eletroferogramas. Realizou-se também a extracdo
de caseinas das amostras de leite caprino, leite bovino e das misturas, com o intuito
de concentra-las para melhorar a sensibilidade do método e evidenciar a k-caseina

do leite caprino, mas nenhuma diferenca qualitativa foi observada.
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5.2.2 Determinacao Quantitativa

Os resultados das fracdes proteicas de interesse foram analisados utilizando
as informagOes quantitativas individuais geradas nas corridas pelo software Agilent
2100 Expert. Assim, foram gerados dados da area dos picos e porcentagem (%)
total de proteinas, analisadas pelo método estatistico SPSS versdo 20.0. Os dados
foram tabulados entre a porcentagem (%) total de proteinas e 0s niveis de mistura
de leite bovino com caprino para gerar a equacao de regressao linear (Tabela 4 e
Figura 13).

Tabela 4 - Regresséao linear entre a porcentagem total (%) de proteinas e 0s niveis
de mistura de leite bovino com caprino.

Proteina Equacdo de Regressao n R re p
a-LA Y= 4,21 - 0,15x 9 0,009 0,003 0,000
B-LG Y= 4,21 - 0,15x 9 0,057 0,068 0,000
B-CN Y=74,502 — 22,971x 9 0,706 0,498 0,000
a-CN vaca Y=-1,356 + 18,744x 4 0,986 0,973 0,000
a-CN cabra Y=4,464 — 2,869x 8 0,322 0,104 0,000
K - CN vaca Y=-0,172 + 2,697x 3 0,788 0,621 0,000

A equacdo de regressao linear gerada ao plotar os dados entre a
porcentagem total e 0s niveis crescentes de mistura de leite caprino com leite
bovino, para anadlise das proteinas [-caseina caprina e a [B-caseina bovina
apresentou um coeficiente de correlacdo R=0,706, R?=0,498, expressando baixa
linearidade devido aos pontos dispersos na curva (Tabela 4 e Figura 16).

O mesmo observou-se ao plotar os dados entre a area dos picos e 0s niveis
de adicdo de leite bovino no leite caprino, um coeficiente de correlagdo R=0,645
R?=0,416 (Tabela 5). Esta correlacdo justifica a sobreposicdo das proteinas em
guestdo, que apresentaram 0S pesos moleculares e tempo de migracao
semelhantes.

A a-caseina no método lab-on-a-chip mostrou resultados estatisticamente
significativos para a as;-caseina bovina e ag;-caseina caprina. Sendo assim, o
experimento apresentou curva e equacdo de regressdo linear caracteristica para
cada fragdo. Para a ag;-caseina caprina, o coeficiente de regressao linear foi de
R=0,322, R2= 0,104 (Tabela 4) e R=0,433 e R?=0,188 (Tabela 5). Estes valores de
coeficiente de regressao linear foram baixos distantes de um, demonstrando que

esta proteina tem pouca linearidade com pontos dispersos na curva e resultados
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estatisticos menos significativos. O fato de o valor de n (nUmero de amostras
analisadas) para a proteina ag;-caseina caprina ser um valor alto (n=8), com R?
baixo, corrobora a informacdo de que esta proteina é menos significativa, nao
contribuindo como uma proteina indicadora para este tipo de fraude. (Tabela 4 e
Tabela 5).
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Figura 13 - Demonstracao grafica da regresséo linear obtida pela porcentagem total
(%) de proteinas e os niveis de mistura de leite bovino com caprino. A - a-
Lactoalbumina do leite caprino e bovino, B - B-lactoglobulina do leite caprino e
bovino, C - [-caseina do leite caprino e bovino, D - as; caseina bovina, E - ag
caseina caprina, F - k - caseina bovina.
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Os dados relativos a fragdo agi-caseina bovina geraram uma equacao de
regressao linear entre a porcentagem total (%) de proteinas e os niveis de mistura
de leite bovino com resultados positivos. Estes valores de coeficientes de regressao
R=0,986, R?=0,973 foram mais préximos de um, determinando a maior linearidade
da as;-caseina bovina dentre as caseinas estudas.

O mesmo perfil foi observado para regresséao linear entre a da area dos picos
e 0s niveis de mistura de leite bovino com leite caprino que teve coeficiente de
regressdo linear R=0,966 e R? =0,932. A as-caseina bovina foi a caseina que
apresentou os melhores resultados, a melhor reta, os pontos mais alinhados e
significancia estatistica (p=0,000) (Tabela 5).

Tabela 5 - Regresséao linear entre a area dos picos e 0s niveis de mistura de leite
bovino com caprino.

2

Proteina Equacéo de Regresséo n r r p
a-LA Y=6,66 - 1,65x 9 0,058 0,069 0,000
B-LG Y=19,69 - 3,84x 9 0,172 0,183 0,000
B-CN Y=157,343 — 78,621x 9 0,645 0,416 0,000
a-CN vaca Y=-2,956 + 35,575x 4 0,966 0,932 0,000
a-CN cabra Y=10,502 — 10,607x 8 0,433 0,188 0,000
K-CN vaca Y=-0,239 + 5,372x 3 0,701 0,491 0,000

A k-CN foi a fracao identificada no leite bovino ndo sendo evidenciada no leite
de caprino (Tabela 4 e 5). Na analise estatistica, apresentou um coeficiente de
correlacdo R=0,788, R?=0,621 para a porcentagem total (%) de proteinas e os niveis
de mistura de leite bovino com caprino e R=0,701, R?>=0,491 para area dos picos e
0s niveis de mistura de leite bovino com caprino. Assim, a curva teve pontos
alinhados com boa linearidade (Figura 14). As proteinas do soro de leite caprino e
bovino mostraram um comportamento semelhante. A regressao linear entre a
porcentagem total (%) de proteinas e os niveis de misturas de leite bovino com leite
caprino indicou coeficiente de correlagao R=0,009 e R2=0,003 para a-LA, R=0,057 e
R?=0,068 para B-LG. O mesmo aconteceu na regressao linear entre a area dos picos
e 0s niveis de mistura de leite bovino com caprino onde apresentou coeficiente de
variacdo préximo de R=0,058 e R?=0.069 para a-LA, R=0,172 e R?=0,183 para B-
LG.
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Figura 14 - Demonstracao grafica da regressao linear entre a area dos picos e 0s
niveis de mistura de leite bovino com caprino. A - a-lactoalbumina do leite caprino e
bovino, B - B-lactoglobulina do leite caprino e bovino, C - as;- caseina bovino. D - -
caseina do leite caprino e bovino. E - as;. caseina caprina, F - k—caseina bovina.

A analise de regressao dos dados apresentados nas Figuras 15 e 16 e nas
Tabelas 4 e 5 revelaram uma estreita correlacdo entre os percentuais de leite bovino

adicionados no leite caprino e nas proporc¢des relativas as principais proteinas dos
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leites individuais. Os valores elevados dos coeficientes de correlacdo indicam que o
meétodo lab-on-a-chip pode ser uma boa ferramenta para detectar a presenca da as;-
caseina bovina no leite caprino adicionado de leite bovino.

Tanto para a porcentagem de proteinas totais, quanto para os dados da area
dos picos, todas as proteinas se mostraram correlacionadas, sendo que em ambos
0s casos a proteina as;-caseina da vaca € a que apresentou o melhor ajuste e maior
correlacdo com as duas variaveis (porcentagem de proteinas totais e area dos
picos).

Com o aumento da adi¢ao do leite bovino no leite caprino as faixas frontais da
proteina a-LA apresentaram uma pequena oscilacdo em suas médias, entre 3,67 a
4,66. O mesmo ocorreu para as proteinas B-LG e B-CN, porém com intervalos um
pouco maiores, de 3,86 a 6,47 para a primeira e de 48,34 a 76,86 para a segunda
(Tabela 6).

Tabela 6 - Média de porcentagem (%) de proteinas obtidas a partir de diferentes
misturas de leite caprino/bovino.

Adic&o a-LA B-LG a-LA+ B-LG B-CN

0% L.Cabra 3,67 + 0,40 3,86+ 0,71 7,53+ 1,11 76,86 + 3,75
2% bovino 4,17 + 0,41 5,96 + 0,29 10,13+ 0,70 73,08 + 2,03
4% bovino 4,66 + 1,33 4,74 + 1,48 9,4+2,81 69,06 + 10,36
8% bovino 4,62 +0,87 5,83+ 1,71 10,45 + 2,58 65,6 + 10,17
10% bovino 4,0 £0,52 6,47 + 0,19 10,47 +0,71 74,79 £ 2,15
20% bovino 3,87 + 0,68 5,32 +2,21 9,19 + 2,89 73,60 + 5,93
35% bovino 433+0,6 6,1+ 0,36 10,34 + 0,42 68,6 + 4,98

50% bovino 4,21+0,83 5,53 + 0,42 9,74 +1,25 67,06 + 5,67
100%L.Vaca 3,98 + 1,44 3,91 + 0,65 7,89 + 2,09 48,34 + 543

A proteina a-LA se mostra mais evidente com nivel de fraude de 4% do leite
bovino no leite caprino. A proteina B-LG se mostra mais evidente com 10% de leite
bovino no leite caprino (Tabela 6).

Conforme ja relatado anteriormente e demonstrado na Tabela 6, a proteina 3-
CN tem um comportamento diferente de outras proteinas, pois se mostra mais
evidente no leite caprino (0%) e menos no leite bovino (100%). Swaisgood (1995),
Greppi (2008) e Hinz (2012) relataram a diferenca da porcentagem da B-caseina

caprina e bovina. Sendo que a B-caseina aparece em maior proporcao no leite
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caprino. O mesmo ndo acontece com a ds;-CN e a B-LG que apresentaram-se em
maiores niveis no leite bovino. Sendo estas fracfes proteicas as mais alergénicas e
antigénicas, elas fazem do leite bovino um importante causador de alergia no
segmento mais sensivel da populacdo: as criancas (RIBEIRO e RIBEIRO, 2001;
SGARBIERI, 2005).

Analisando o gréfico apresentado na Figura 15, percebe-se, pela média da
area ocupada pelas proteinas, a forte presenca da proteina B-CN, tanto no leite
caprino e bovino puro, quanto nas simulacdes crescentes da adicdo de leite de vaca

ao leite de cabra.
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Figura 15 — Distribuicdo da média das areas ocupadas pelas proteinas utilizando
amostras de leite de cabra puro, leite de vaca puro e misturas crescentes de adicéo
de leite bovino ao leite caprino obtida pela tecnologia lab-on-a-chip. No gréafico de
barra com sobreposicdo, esta representada pela reta de cor verde a p-caseina
caprina e bovina. No eixo das abscissa a barra de cor azul representa a a-
lactoalbumina, a barra de cor marrom a lactoglobulina, a barra de cor azul escura
a a - caseina bovina, a barra de cor azul clara a a - caseina caprina, a barra de cor
laranja a k-caseina bovina.

O método lab-on-a-chip detecta a fraude a partir de 20% de leite bovino
adicionado ao leite caprino, com isso, pode-se evidenciar a presenca das proteinas
Os1-caseina bovina e k-caseina caprina na porcentagem de 20, 35 a 50 e 100%. A
fragdo proteica da as;.-CN do leite bovino na adicdo de 20% n&o apresentou uma

area maior que a as;.CN do leite caprino, mas a medida que se adicionou leite
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bovino, essa proteina ultrapassou a outra, e quando se teve 50% de leite bovino e
50% de leite caprino, a proteina as;-caseina do leite de vaca se mostrou mais
presente que a proteina as;-caseina do leite de cabra. Sobre a fragdo da k-caseina
bovina, observou-se o0 aumento da area na porcentagem de 35, 50% de adicéo,
100% (leite de vaca genuino).

Kaminarides e Koukiassa (2002) evidenciaram em seus experimentos
utilizando a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida para deteccéao de leite
bovino adicionado ao iogurte de leite de ovelha, a presenca no gel de uma banda
referente a para-k-caseina. Esta banda foi observada no gel do iogurte de leite
bovino puro e suas misturas ndo sendo evidenciadas nesta amostra de iogurte de
leite de ovelha puro. Os autores chamaram este pepetideo de marcadora de
deteccao de leite bovino adicionado ao iogurte de leite de ovelha.

Do mesmo modo, a k-caseina na técnica lab-on-a-chip pode ser considerada
como sendo a proteina marcadora para diferenciar leite de cabra de leite de vaca,
visto que, em tal método ela é detectada no leite bovino. No entanto, para a
deteccdo de fraude de leite caprino com leite bovino, 0 método apresentou
sensibilidade para a identificacdo de leite de vaca a partir de uma adicédo de 20%
com a detecc¢do da presenca as;.caseina bovina.

Buffoni, (2011), Anema, (2009) testaram a metodologia para separacédo de
proteinas de leite de diferentes espécies, obtendo separacdo satisfatoria para as
proteinas avaliadas. Além da vantagem da agilidade nas analises laboratoriais, o
método lab-on-a-chip ndo exige a exposicdo constante a reagentes toXxicos
comumente utilizados nos métodos convencionais, a analise dos dados é
automatizada, o que permite a obtencdo rapida de resultado e disponibilizam
informacdes qualitativas, quantitativas individuais das fracdes de interesse.

Considerando que a Unido Europeia estabeleceu como método de referéncia
a focalizacdo isoelétrica baseada na caseina-y para detectar a presenca de leite
bovino adicionado ao leite caprino e ovino (Commission Regulation, 1996) e que no
Brasil ndo existe método validado para detectar esse tipo de fraude, a tecnologia de

eletroforese microfluidica pode ser aplicada como um método de triagem.
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5.3. COMPARACAO DA SEPARACAO DAS PROTEINAS USANDO O METODO
TRADICIONAL EM GEL DE POLIACRILAMIDA EM PRESENCA DE DODECIL
SULFATO DE SODIO (SDS-PAGE) E A TECNOLOGIA LAB-ON-A-CHIP

Ao comparar o método tradicional em presenca de dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE) com o método lab-on-a-chip, o método de SDS-PAGE tradicional
fundamenta-se na migracdo das proteinas pela diferenca de massas moleculares
(ALFENAS,1998). Sendo assim, aquelas proteinas que tem o menor peso molecular,
terdo maior mobilidade eletroforética e eluirdo primeiro. Assim o método lab-on-a-
chip usa a eletroforese capilar microfluidica com fluorescéncia induzida por laser e
também baseia-se na migracdo das proteinas pela diferenca de massas
moleculares. O método eletroforese microfluidica em chip realiza a separacédo das
proteinas do leite tracando seu perfil eletroforético. Os resultados sao
disponibilizados com rapidez, tendo grande importancia nas investigacoes de fraude
de leite para laboratérios de rotina. O método microfluidico € uma excelente
alternativa ao meétodo tradicional SDS-PAGE, pois utiliza pouca quantidade de
amostra e reagentes, gerando pouca quantidade de produtos quimicos toxicos que
precisam ser descartado. A contaminacdo do ambiente ou o tratamento de seus
residuos é drasticamente reduzido. A andlise € rapida e automatizada. O
treinamento do pessoal técnico é facil (ANEMA, 2006; BUFFONI, 2011).

A Figura 16 apresenta o gel obtido com a técnica de SDS-PAGE para as
amostras de leite de vaca e cabra, além dos padrdes de proteinas lacteas (ag;-
caseina; B-caseina; e k-caseina; B-lactoglobulina; a-lactoalbumina) e o marcador de
PM.
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Figura 16 - Perfil eletroforético (SDS-PAGE) em gel de poliacrilamida (12,5%) das
amostras de leite de vaca, leite de cabra.1l- Marcador de peso molecular Novex
Protein, 2 - Leite de cabra puro, 3 - Leite de vaca puro, 4 - Proteina purificada a-
caseina de vaca, 5 - Proteina purificada p-caseina de vaca, 6 - Proteina purificada k-
caseina de vaca, 7 - Proteina purificada a-lactoalbumina de vaca, 8 - Proteina
purificada B-lactoglobulina de vaca. a-CN caprina, a-CN bovina, B-CN, k-CN, B-LG,
a-LA.

As principais proteinas lacteas a B-caseina e a-caseina na técnica lab-on-a-
chip e SDS-PAGE tradicional apresentaram massa molecular comparaveis nas duas
técnicas utilizadas. No entanto, a massa molecular para k-CN obtida foi mais
elevada na técnica lab-on-a-chip comparada com a técnica de SDS, conforme
observado nas Tabela 2, 3 e 7. NITSCHE, 2011 corrobora com esta afirmativa ao
relatar em sua pesquisa uma massa molecular para a k-caseina significativamente
maior (quase o dobro) na técnica eletroforética microfluidica que a obtida pela
técnica de SDS-PAGE tradicional.

A as;-caseina neste método confrontado com o gel de poliacrilamida em
presenca de ureia apresentou um comportamento diferente. A ds; caseina migrou
primeiro que a B-caseina no gel de UREIA-PAGE, no entanto no gel de SDS-PAGE
a caseina que migrou na frente foi a p-caseina. Sendo que nas duas espécies de
mamifero estudados a as; bovina migrou primeiro e com melhor visualizacdo os
métodos de UREIA-PAGE (EGITO, et al. 2006).
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Tabela 7 - Comparacao da massa molecular das principais proteinas do leite caprino
e bovino pelo método SDS-PAGE.

Proteinas do Leite Leite caprino Leite bovino Proteinas padréo
(KDa) (KDa) (KDa)

o-LA 12,34 12,56 12,87

B-LG 16,50 16,63 17,05

k-CN 26,21 25,72 27,35

B-CN 28,15 28,03 28,79

as1-CN 30,18 29,94 29,97

Cramer e Richardson (1984) atribuiram o comportamento anémalo da a ;-
caseina bovina ao aumento do tamanho hidrodindmico nas condi¢cGes
eletroforéticas. Este aumento deve-se a distribuicdo de carga em regides altamente
negativa. Considerando que estas regides carregadas negativamente,
especialmente em as;-CN, podem adotar uma conformacédo estendida em presenca
de SDS, assim tal proteina adquire um tamanho aparentemente aumentado e uma
migracdo mais lenta em condi¢cdes de SDS-PAGE, e migra depois da B-caseina o
gue explicaria 0 comportamento da as;-caseina bovina na técnica SDS-PAGE.

Salem et al (2009) revelaram que o padréo eletroforético pela técnica de SDS-
PAGE evidenciou que no leite de vaca, as caseinas foram separadas nas duas
maiores fracdes, as-CN com 56,5% e B-CN com 43,5% das caseinas totais.
Enquanto no leite de cabra, duas caseinas também foram separadas, mas a j-
caseina foi dominante, 70,2% quando comparada com a as-CN, 29,8%.

N&o foi notada diferenca na migracao eletroforética das principais proteinas
do soro como relatado no trabalho de Salem, (2009), que percebeu que a B-LG no
leite caprino foi mais rapida e a a-LA foi mais lenta quando comparado com as

respectivas do leite bovino.

5.4 ANALISE DO PERFIL ELETROFORETICO DAS PROTEINAS PELO METODO
EM GEL DE POLIACRILAMIDA EM PRESENCA DE DODECIL SULFATO DE
SODIO (SDS-PAGE) E EM PRESENCA DE UREIA (UREIA-PAGE).

As amostras analisadas neste método foram: O (Leite de cabra puro), 2, 4, 6,
8, 10, 20, 35, 50,100 v/v (Leite de vaca puro). A escolha do método eletroforético em

gel de poliacrilamida foi baseada na melhor separacéo e identificacdo das proteinas
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do leite de diferentes espécies. Ao comparar o perfil eletroforético das técnicas de
SDS-PAGE com o da técnica de UREIA-PAGE j& descrita por PEREIRA, 2003;
EGITO, 2006; SALEM, 2009, este ultimo método foi 0 mais favoravel.

A Figura 17 (A) mostra a mobilidade eletroforética das fracdes de caseinas no
gel de UREIA PAGE nos leites de vaca e de cabra. Esse método revelou a migracao
das trés bandas superiores com maior intensidade correspondendo a k-caseina, [3-
caseina (banda com maior intensidade) e ag;-caseina, onde a as; bovina tem maior
mobilidade, maior fator de retencdo que a ag; caprina. Nas fragdes das proteinas do
soro as bandas apresentam-se com pouca intensidade ou n&o sdo bem
evidenciadas neste método (URBAN, 2002; SALEM, 2009; HINZ, 2012).
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Figura 17 — Comparacéo do perfil eletroforético do leite de cabra e leite de vaca em
gel de poliacrilamida. A - Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida (10%) em
presenca de ureia das amostras de leite de cabra, leite de vaca e adicdes
crescentes de leite de vaca no leite de vaca. B- Perfil eletroforético em gel de
poliacrilamida (12,5%) em presencga de SDS das amostras de leite de cabra, leite de
cabra e adicdes de leite de vaca em leite de cabra. 1- Leite de cabra Cru (0%), 2 -
Leite de cabra com 2% de adicdo de leite de vaca. 3 - leite de cabra com 4% de
adicao de leite de vaca. 4 - Leite de cabra com 6% de adi¢cdo de leite de vaca. 5 -
Leite de cabra com 8% de adicéo de leite de vaca. 6 - Leite de cabra com 10% de
adicao de leite de vaca. 7 - Leite de cabra com 12% de adicao de leite de vaca. 8 -
Leite de cabra com 15% de adicéo de leite de vaca. 9 - Leite de cabra com 20% de
adicao de leite de vaca. 10 - Leite de cabra com 35% de adi¢cao de leite de vaca. 11 -
Leite de cabra com 50% de adicdo de leite de vaca. 12 - Leite de Vaca Cru. a-CN
caprina, a-CN bovina, B-CN, k-CN, y-CN.

A Figura 17(B) no gel de SDS-PAGE no leite de cabra vaca e misturas nao
apresentou uma boa resolucdo na separacdo das bandas eletroforéticas e o perfil

eletroforético ndo foi nitido como no método UREIA-PAGE.
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Na Figura 18 pode—se visualizar os perfis eletroforéticos dos leites de cabra
(A), de vaca (L) e das adicdes crescentes de leite bovino ao leite caprino de (B) a (K)

identificados nos densitogramas abaixo pelo método UREIA-PAGE.
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Figura 18 - Densitogramas do leite de cabra de amostras de leite de cabra
adicionado com leite de vaca em gel poliacrilamida UREIA-PAGE. A — Leite de cabra
puro. B — Leite cabra com 2% de adi¢céo de leite de vaca. C - Leite cabra com 4% de
adicao de leite de vaca. D - Leite cabra com 6% de adic&o de leite de vaca. E - Leite
cabra com 8% de adicdo de leite de vaca. F - Leite cabra com 10% de adicdo de
leite de vaca. G - Leite cabra com 12% de adicdo de leite de vaca. H — Leite de
cabra com 15% de adicdo de leite de vaca. | - Leite cabra com 20% de adi¢do de
leite de vaca. J - Leite cabra com 35% de adicdo de leite de vaca. K - Leite cabra
com 50% de adicdo de leite de vaca. L — Leite de vaca puro. 1 - B-CN, 2 - a-CN
caprina, 3 - a-CN bovina.

Os perfis obtidos nestas condi¢cdes tiveram densitogramas que revelaram
valores de massas moleculares das principais proteinas dos leites de cabra e de
vaca aceitavel quando comparadas as proteinas padrdes utilizadas como referéncia
na técnica (Tabela 7). .

Nestes géis foram usadas as simulagfes de fraudes descritas anteriormente e
mais 0s niveis de 12 e 15%. Estes niveis foram acrescentados por orientagdo
estatistica para enriquecer os resultados, mas, ndo foi observada diferenca

significativa com os demais resultados.
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5.5 PERFIL ELETROFORETICO DAS PROTEINAS PELO METODO EM GEL DE
POLIACRILAMIDA EM PRESENCA DE UREIA (UREIA-PAGE)

5.5.1 Determinacao Qualitativa

O método de UREIA-PAGE foi o mais apropriado para a deteccdo do leite de
vaca misturado ao leite de cabra, pois evidenciou com mais nitidez a migracao
rapida da caseina as1-CN bovina alcancando uma boa resolucdo na separagéo das
bandas eletroforéticas, demonstrando, inclusive, perfis eletroforéticos muito nitidos
para as triplicatas analisadas, provavelmente devido ao método ser baseado na
migracdo das proteinas sob a influéncia da massa molecular e da carga elétrica.
(PEREIRA, 2003).

A Figura 19 ilustra os perfis eletroforéticos das amostras obtidos pela
aplicacao desta técnica apresentados em seus géis de corrida. Os percentuais de
fraudes foram distribuidos nos géis em pocos conforme delineamento experimental
em bloco incompleto e desbalanceado. As amostras de referéncia utilizadas foram o

leite caprino genuino e o leite bovino genuino.
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Figura 19 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (10%) com ureia de amostras de
leite de cabra adicionado com leite de vaca

Leite de Cabra Cru (0%): a. 1-3, b. 10-12, c. 1-3, d. 10-12, f. 7-9, g. 1-3,i. 1-3

Leite de vaca Cru (100%): a. 10-12, b. 1-13, c. 10-12,d. 1-3,e. 1 -3, f. 1-3, g. 7-9,

h. 10-12,i. 10-12

Leite de cabra com 2% de adicéo de leite de vaca: b. 7-9, e. 7-9, h. 1-3
Leite de cabra com 4% de adicéo de leite de vaca: c. 4-6, d. 7-9, f. 10-12
Leite de cabra com 6% de adicéo de leite de vaca: a. 1-3, e. 10-12, e. 4-6
Leite de cabra com 8% de adicéo de leite de vaca: b. 4-6, d. 4-6, h. 7-9

Leite de cabra com 10% de adic&o de leite de vaca: c. 7-9, e. 4-6, g. 10-12
Leite de cabra com 20% de adicéo de leite de vaca: i. 7-9
Leite de cabra com 35% de adicéo de leite de vaca: i. 4-6
Leite de cabra com 50% de adic&o de leite de vaca: a. 7-9, f. 4-6, h. 4-6
B-CN , a-CN caprina, a-CN bovina .
No densitograma (Figura 18) do leite de cabra (A) e de vaca (L) observou-se a
presenca de um pico relativo a -CN com mobilidade similar nas duas amostras.
Mas, o pico referente a B-CN do leite de cabra, apresentou uma subdivisdo que

caracteriza as duas variantes desta proteina (3, € B, — CN) presentes no leite desta

espécie 0 que nao se observou no leite de vaca.
Estas variantes de B-CN caprina ja foram descritas em outros experimentos
baseados em SDS-PAGE e foram denominadas de (B;.CN e B,-CN com massa

molecular determinada em 26,6 kDa e 23,9 kDa, respectivamente, concluindo-se
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que ambas sao similares com relacdo a carga elétrica e & massa molecular
(FURTADO, 1983 a; SALEM, 2009).

A B-CN é o maior componente proteico do leite de cabra (70,2%), contra
(29,85%) para as;-CN. No leite de vaca foram descritas como 43,5% e 56,5%,
respectivamente (FURTADO, 1981; SALEM, 2009; SGARBIERI, 2005).

Nos géis de UREIA-PAGE apresentados na Figura 19 as -CN se sobrep6em
formando uma banda com uma coloracdo mais intensidade e menor mobilidade,
justificado pela menor carga e maior massa molecular. A mobilidade da fracdo
as1CN bovina e caprina sao distintas, nos densitogramas com picos caracteristicos a
uma distancia menor no leite de cabra e maior para o leite de vaca mostrando a
mobilidade levemente mais rapida da as;CN bovina. Hinz, (2012) estudando o leite
de diferentes espécies (vaca, camela, égua, bufala e cabra) em gel de UREA PAGE
observou que esta mobilidade difere entre as espécies. Mas a as;CN bovina
apresenta a maior mobilidade, seguida pela as;CN de camela, bufala e cabra.

Dessa forma, a distincdo entre as amostras é facilitada, podendo ser
efetuada, preferencialmente, pelo aparecimento ou ndo da banda com maior
mobilidade, caracteristica do leite de vaca, e que se apresenta em concentracdo
crescente (area do pico crescente ou cor da banda mais intensa) em leite de cabra
adicionado de quantidades também crescentes de leite de vaca.

Segundo Horne e Parker (1982), a caseina do leite caprino apresenta menor
intensidade de carga negativa que a bovina, mesmo com remocdo do calcio
(indicado como responsavel por esta menor intensidade de carga). Isso justifica a
menor mobilidade das caseinas caprinas em relacdo as bovinas no gel de
eletroforese em condi¢Bes alcalinas. Furtado (1983) e Salem (2009) destacam que o

componente de maior mobilidade eletroforética no leite caprino, designado a_ -CN,

representou uma propor¢do muito menor da caseina total quando comparada com

que a a_-CN bovina e tem também a menor massa molécula estimada 30,2 kDa. O

teor de caseina a_, variou, segundo alguns experimentos, em 29% das caseinas

7

caprinas (JAUBERT, 1992). Esta €, provavelmente, a causa destas variacbes
observadas nos perfis proteicos do leite de cabra.

A mobilidade da k-CN caprina, é descrita na literatura, como muito
semelhante a da B—CN, nem sempre aparecendo em eletroforese em pH alcalino.

Sendo necessario fazer um tratamento especifico para o isolamento desta fracao
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proteica. Quando este isolamento € realizado esta proteina, assim como peptideos
de baixo peso molecular sédo detectados em géis com bandas nitidas e visiveis como
descrito por Pardo e Natalucci (2002).

A auséncia, em leite de cabra, de qualquer componente com mobilidade

eletroforética similar a da a_,-CN bovina pode ser usado para detec¢ao de adi¢édo de

leite de cabra por leite de vaca. A as; CN utilizada pode ser, portanto, utilizada como
uma proteina marcadora de fraude.
Praticamente, todos os métodos eletroforéticos descritos para detectar

misturas de leites se basearam na maior mobilidade eletroforética no gel da a ,-CN

bovina em relacdo a caseina de maior mobilidade constituinte do leite de cabra, de
forma que a presenca desta fracdo se manifesta pela visualizacdo de um pico a
frente de todos os demais picos no densitograma de leite de cabra adicionado com
leite de vaca e ausente no densitograma tipico do leite de cabra genuino. Esta é a
mais Obvia diferenca entre os perfis eletroforéticos de proteinas caprinas e bovinas e
foi observada sobre gel de poliacrilamida contendo ureia que néo foi tdo evidenciado
na técnica de SDS-PAGE.

Os resultados obtidos da analise de amostras de leite de cabra adicionadas
de leite de vaca em diferentes percentuais, simulando as fraudes que se deseja
controlar pela aplicagdo desta metodologia, foram avaliados inclusive para definigéo
do limite minimo de deteccéo.

A observacdo dos géis e densitogramas permite indicar os perfis tipicos de
leite de cabra e leite de vaca, conforme simulacdes de fraudes 0% e 100%. Ao
avaliar as amostras de leite de cabra adicionadas de quantidades crescentes de leite
de vaca, pdde-se observar a transicdo gradual de um perfil similar ao leite de cabra
a partir do percentual de 2%. A partir dai, ocorreu similaridade crescente com o leite
de vaca, notada inicialmente pelo aparecimento de uma banda de coloragdo mais

intensa na regido da a_-CN bovino, que aumenta em funcdo do percentual

crescente de leite de vaca adicionado. No mesmo sentido, observou-se bandas de
coloracdo menos expressiva no gel do perfil do leite caprino. A deteccéo de fraudes
pela adicédo de leite de vaca ao de cabra pode ser entédo confirmada a partir de 2%.
Segundo Egito et al. (2006), detectaram a adic&o de leite de vaca ao leite de
cabra com um limite minimo de 2,5% de adi¢do sendo que em seu estudo utilizaram

técnicas de extracdo antes da realizacdo da eletroforese UREIA-PAGE e neste
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estudo foi utilizado o leite integral na realizagdo da eletroforese UREIA-PAGE sem
nenhuma extracao.

Salem et al. (2009) e Hinzet al. (2012), ao compararam o perfil eletroforético
das caseinas de diferentes espécies de mamiferos utilizando UREIA-PAGE,
corroboraram a informagcéo de que a adicdo de leite bovino ao caprino pode ser

detectada pela presenca da banda da ag,-CN no gel eletroforético.

5.5.2 Determinagéo Quantitativa

De acordo com a Tabela 8 e Figura 20, a andlise de avaliacdo dos dados
revelou valores elevados de coeficientes de correlacéo. A equacao de regressao
linear das porcentagens das fragdes proteicas (3-CN, as;-CN cabra e as;-CN vaca)

em relagdo ao total de caseina revelou consideraveis valores de correlacao.

Tabela 8 - Regresséo linear entre a porcentagem total (%) das caseinas e 0s niveis
de mistura de leite bovino com caprino.

Proteina Equacdo de regresséo n R R®> Valorp
B-CN Y=55,02 — 9,47x 10 0,466 0,22 0,000
a - CN cabra Y=43,53 — 60,77x 9 0,808 0,65 0,000

a - CN vaca Y=4,40 + 53,42x 9 0979 09 0,000
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Figura 20 - Demonstracédo grafica regresséao linear entre a porcentagem total (%)
das caseinas e os niveis de mistura de leite bovino com caprino. A - B-caseina, B -
a-caseina caprina, C - a-caseina bovina.

Demonstrou-se ainda que os picos de [B-CN caprina e bovina se
sobrepuseram, sendo o fator de retencdo (Rf=0,22 B-CN cabra e Rf=0,23 B-CN
vaca) dos mesmos bastantes proximos. Entretanto, observou-se um coeficiente de
correlacdo R=0,466, R?=0,22 com valores abaixo, mas com resultados
estatisticamente significativos (p=0,000).

Sendo a as;-CN que apresentou melhor correlagado é a as;-CN da vaca, por
apresentar um coeficiente de correlacdo R=0,98, R?=0,96, fator de retencéo Rf=0,43
estabelecendo linearidade entre a intensidade da banda e a porcentagem de adicao
crescente de leite bovino de 2 a 100%, tornando a sua concentragcdo diretamente
proporcional ao percentual analisados.

A elevada correlacdo desta fracdo proteica indica que a as;-caseina bovina
constitui um marcador eficiente para detectar e tracar o perfil eletroforético do leite
de vaca adicionado ao leite de cabra. Assim, a analise pelo método em gel de

poliacrilamida em presenca de ureia (UREIA-PAGE) apresentou bons resultados
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estatisticos, com precisdo para detectar pela andlise das caseinas a adi¢cao do leite
bovino ao leite caprino.

Conforme os resultados apresentados, a técnica UREIA-PAGE foi mais
sensivel para detectar adicdes a partir de 2% de leite bovino ao leite caprino em

relacdo a tecnica lab-on-a-chip.
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6 CONCLUSAO

e Concluiu-se que as amostras de simulagbes de fraude avaliadas neste
trabalho utilizando a tecnologia lab-on-a-chip detectou a presenca da caseina
a s; bovina com um limite minimo de deteccédo de 20% de adicédo de leite de
vaca ao leite de cabra e da k-caseina com um limite minimo de 35% de
adicao de leite bovino ao leite caprino.

e O método de eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de ureia
UREIA-PAGE), utilizando as mesmas amostras de simulagdo de fraude
estudadas na tecnologia lab-on-a-chip, teve o limite minimo de deteccdo em
2% de adicao de leite de vaca ao leite de cabra.

¢ Os dois métodos estudados eletroforese, microfluidica lab-on-a-chip e UREIA-
PAGE, tracaram o perfil eletroforético das caseinas e tiveram como marcador

de deteccéo de fraude a caseina as; bovina.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O método de eletroforese em gel de poliacrilamida UREIA-PAGE confrontado
neste estudo com a eletroforese microfluidica lab-on-a-chip apresentou um limite de
deteccdo menor. Assim é interessante que novas testes que utilizem o gel em
presenca de ureia como gel matrix introduzido no chip sejam feitos.

Considerando que a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida
tradicional teve sua condicdo redutora baseada na presenca de ureia e obteve
melhor resultado que a técnica de eletroforese lab-on-a-chip com um limite de
deteccdo mais baixo, faz-se necessario sugerir alteracdes nos reagentes do kit como
uma alternativa para melhorar sua sensibilidade uma vez que esta técnica se baseia
na reducédo das proteinas com SDS.

A eletroforese microfluidica lab-on-a-chip apresenta algumas vantagens
relevantes tais como rapidez, menor quantidade de residuos produzido durante a
analise, utilizacdo de menor quantidade de reagentes e automatizacdo comparada
com a eletroforese em gel de poliacrilamida tradicional SDS-PAGE e UREIA-PAGE
por estas razdes a continuagdo deste estudo deve ser realizada no intuito de
aprimorar esta tecnologia para diminuir o limite de deteccdo encontrado nesta
pesquisa.

A tecnologia lab-on-a-chip podera auxiliar a 6rgdos oficiais no controle da
qgualidade de alimentos lacteos e derivados na analise de fraude de leite de
diferentes espécies, como método de triagem utilizando como marcador a proteina

caseina as1-bovina.
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