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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade do uso de amostras de leite cru conservadas
com bronopol na pesquisa de soro de queijo por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Foram testadas duas temperaturas de armazenamento (7 ¢ 30° C) para as amostras
contendo bronopol. As amostras sem conservante (controle) foram mantidas sob congelamento
(-10° C). Todos os grupos foram testados quanto ao tempo de estocagem por até oito dias. A
cada grupo, foram adicionados cinco niveis de soro de queijo (0, 2, 5, 10 e 20%). Nao houve
diferenga (p > 0,05) entre os tratamentos, possibilitando concluir que € possivel utilizar
amostras de leite cru conservadas com bronopol para pesquisa de soro de queijo em leite por
CLAE. O tempo ¢ a temperatura de armazenamento ndo interferiram nessa metodologia de
pesquisa para amostras conservadas com bronopol, estocadas sob refrigera¢do ou a temperatura
ambiente por até oito dias.

Palavras-chave: leite cru, bronopol, deteccdo de soro, cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE).

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the viability of the use of raw milk samples conserved
with bronopol in the detection of cheese whey by High Performance Liquid Chromatography
(HPLC). The samples added by bronopol were stored in two temperatures (7 and 30° C) and the
control samples (without preservative) were kept under freezing. All the groups were tested for
the time of storage up to eight days. In each group were added five levels of cheese whey (0, 2,
5, 10 and 20%). There was no difference (p > 0.05) among the treatments thus, it is possible to
use samples of raw milk conserved with bronopol in the detection of cheese whey by HPLC. The
storage time and temperature did not interfere in this methodology for samples conserved with
bronopol stored cooled or at room temperature up to eight days.

Keywords: raw milk, bronopol, whey detection, high performance liquid chromatography
(HPLC).
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1. INTRODUCAO

Visando a melhoria da qualidade higiénico-
sanitaria do leite cru produzido no Brasil, o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) publicou, em
2002, a Instrugdo Normativa n° 51, que
estabelece padroes legais para o controle da
qualidade do leite brasileiro. Esses padroes
incluem composigdo fisico-quimica (teores
de gordura, proteina, lactose, so6lidos totais
e solidos nao gordurosos), contagem de
células somaticas, contagem bacteriana
total, crioscopia e  residuos de
antimicrobianos (Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento, 2002).

Para atender a essa norma, foi criada a Rede
Brasileira de Laboratorios de Controle da
Qualidade do Leite (RBQL) visando
analisar as amostras que as inddstrias de
laticinios, sob inspecdo federal, passaram a
coletar mensalmente de seus produtores.

As amostras, uma para composi¢do e
contagem de células somaticas, adicionada
do conservante bronopol e outra para
contagem  bacteriana, adicionada do
conservante azidiol, sdo coletadas nos
tanques de refrigeracdo de leite em cada
propriedade, normalmente, pelos motoristas
dos proprios caminhdes isotérmicos. Elas
sdo acondicionadas em caixas isotérmicas
com gelo reciclavel e  enviadas,
imediatamente, a um dos laboratorios da
RBQL.

A viabilidade do aproveitamento destas
amostras para efetuar a pesquisa de soro de
queijo em leite representaria um ganho
tanto econdmico quanto logistico para as
industrias e para os laboratorios envolvidos,
na medida em que possibilitaria a referida
analise sem a coleta de uma nova amostra, e
permitiria que a industria tivesse um
controle de seus produtores em relagao a
fraudes, pois, usualmente, a pesquisa de
soro ¢ realizada apenas em leite

beneficiado, coletado nas industrias pelos
fiscais do MAPA.

No caso de uma indlstria obter um
resultado insatisfatorio nesta analise, ndo
sendo a responsavel pela fraude, podera
entrar em contato com o laboratério da
RBQL que a atenda e solicitar a pesquisa de
soro no leite dos produtores que compdem
aquela linha onde foi coletada a amostra
para a produgdo daquele lote.

Portanto, os objetivos do presente trabalho
foram avaliar a viabilidade do uso de
amostras de leite cru contendo o
conservante bronopol para a pesquisa de
soro de queijo em leite por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) e verificar
se o tempo e a temperatura de
armazenamento dessas amostras interfere
nessa analise.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Leite e fraudes

Entende-se  por leite, sem  outra
especificagdo, o produto oriundo da
ordenha completa, ininterrupta, em
condi¢Oes de higiene, de vacas sadias, bem
alimentadas e descansadas. O leite de
outros animais deve denominar-se segundo
a espécie de que proceda (art. 475 do
Regulamento da Inspecdo Industrial e
Sanitaria de Produtos de Origem Animal,
RIISPOA) (Brasil, 1997). Segundo o artigo
543 do RIISPOA, é considerado fraudado,
adulterado ou falsificado, o leite que for
adicionado de quaisquer elementos
estranhos a sua composi¢ao (Brasil, 1997).

No mesmo sentido, a Lei Federal n® 8.078,
de 11/09/1990, dispde que sdo improprios
ao uso e consumo os produtos deteriorados,
alterados, adulterados, avariados,
falsificados, corrompidos, fraudados,
nocivos a vida ou a satde, perigosos ou,
ainda, aqueles em desacordo com as normas
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regulamentares de fabricacdo, distribuicdo
ou apresentagao (Brasil, 1990).

E ainda, vedado ao fornecedor de produtos
ou servicos, dentre outras praticas abusivas,
colocar no mercado de consumo qualquer
produto ou servico em desacordo com as
normas expedidas pelos orgdos oficiais
competentes ou, se normas especificas ndo
existirem, pela Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas ou outra entidade
credenciada pelo Conselho Nacional de
Metrologia, Normalizacdo e Qualidade
Industrial (Conmetro) (Brasil, 1990).

A adicdo de soro ¢ permitida em alguns
produtos como o creme de leite, a manteiga
comum (Ministério da Agricultura..., 2000),
os leites fermentados, as bebidas lacteas e
alguns queijos (Souza, 2002).

Segundo Branddo, a fraude com soro de
leite € comum e, em poucos dias, 0 soro se
mistura perfeitamente ao leite, podendo ser
detectado apenas por testes laboratoriais
caros, ao contrario do leite em pd, no qual a
fraude ¢ mais facilmente detectada. Em
Minas Gerais, foi detectado leite adulterado
em 21 amostras de 38 analisadas, sendo
que, em uma delas o teor de adi¢ao de soro
ao leite chegou a 60%. Para o consumidor,
a diferenca entre o leite puro e o fraudado ¢
imperceptivel para um grau de adicdo de
soro de até 20%, acima disto, o leite parece
aguado (Pesquisa ..., 2003).

Em uma blitz realizada pelo Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento
detectou-se a adicdo proibida de soro de
leite em 43% das 74 industrias analisadas
em 13 estados brasileiros. A fiscalizacdo do
orgdo apreendeu 162,9 toneladas de
produtos lacteos fora dos padroes. A
fiscalizacdo apreendeu também 3,18
toneladas de leite longa vida (UAT) e 1,9
toneladas de leite em po integral fraudadas
(Leite ..., 2003).

O Ministério Puablico Federal, por meio da
Procuradoria da Reptiblica em Pernambuco,
ofereceu dentincia contra oito pessoas
presas na chamada Operagdo Soro,
realizada em conjunto com o Departamento
de Policia Federal (DPF) e a Secretaria de
Defesa Agropecuaria (SDA) do MAPA. Os
denunciados foram presos sob acusagdo de
fraudar leite em po integral ha varios anos,
mediante a adi¢do de substancias como
maltodextrina, soro de leite, soro de queijo
em po, sacarose, amido e até soda caustica.
Para mascarar o teor minimo de gordura
exigido para o leite integral, o MAPA
acredita que era adicionada gordura vegetal
ao leite adulterado. Além de produzir
marcas proprias de leite, o grupo foi
acusado de falsificar varias marcas
tradicionais de leite integral (Miranda,
2004).

Com tais condutas, o consumidor ¢ lesado
de dois modos. Primeiro, pela ofensa aos
principios da transparéncia, da harmonia
das relagdes de consumo, da boa fé ¢ da
devida informagdo, na medida em que
permite a oferta do produto sem a indicagéo
de sua verdadeira composi¢do, e, portanto,
enganando os consumidores a ela sujeitos,
nas padarias e supermercados, mesmo que
ndo os tenha adquirido. Segundo, pela
ofensa a um dos principios basicos da
Politica Nacional das Relagdes de
Consumo, qual seja a defesa do interesse
econdmico dos consumidores, pois coloca
no mercado de consumo produto impréprio
ao uso e consumo e permite a sua revenda,
obtendo vantagem ilicita (Brasil, 1990).

2.2. Composi¢ao fisico-quimica e
caracteristicas microbiologicas do
soro lacteo

O soro lacteo é um derivado da fabricacdo
de queijos, caseinatos e seus derivados, que
se separa do coagulo durante a fabricagéo
convencional. Ele representa 80 a 90% do
volume de leite que entra na producao do
queijo, € possui, aproximadamente, 50 a
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55% dos constituintes do leite (Kosikowski,
1979). E um fluido opaco, amarelo
esverdeado, sendo a riboflavina (vitamina
B,) responsabilizada por essa coloragdo. A
lactose ¢ o componente presente em maior
porcentagem na por¢do soélida, sendo
responsavel pelo seu sabor adocicado.

Existem dois tipos de soro. O soro doce
(pH 5,9-6,6) ¢ originado na fabricagdo da
maior parte dos tipos de queijo, resultante
da coagulagdo enzimatica. O soro acido (pH
4,3-4,6) ¢ originado na fabricagdo de
queijos por coagulagdo acida, na qual além
da cultura lactica, também pode ser
adicionado 4cido lactico.

O soro de queijo contém cerca da metade
do extrato seco total do leite originalmente
utilizado para a sua  fabricacdo,
apresentando, em média, 6,35 a 6,50% de
solidos totais, sendo cerca de 4,85 a 4,90%
de lactose; 0,75 a 0,80% de proteinas
(principalmente albuminas e globulinas);
0,04 a 0,50% de gordura, além de sais
minerais (Kosikowski, 1979).

O valor nutricional do soro de queijo é de
grande interesse para as induUstrias de
alimentos. Com o auxilio de técnicas
modernas de separagdo, ele pode ser
transformado, de um descarte industrial em
um produto de muitas utilidades. O soro de
queijo tem sido processado visando a
obten¢ao de produtos como o soro em po e
a bebida lactea e diversas tecnologias estdo
sendo empregadas para a recuperagdao de

seus  componentes, com  posterior
transformagao em produtos
comercializaveis. Além disto, 0

aproveitamento do soro pode contribuir
para a reducdo dos problemas ambientais
causados pela sua eliminacao em efluentes
(Siqueira, 2000).

As mesmas proteinas e a lactose, que
conferem um alto valor nutritivo ao soro,
também sdo responsaveis pela alta demanda
bioquimica de oxigénio (DBO) que o torna

uma importante fonte de polui¢do através
de efluentes industriais (Teixeira, 2005).

Entretanto, resultados satisfatorios tém sido
obtidos com a utilizagdo do soro de queijo
na industria de panificacdo, confeitos,
sorvetes e sobremesas geladas. Um uso
relativamente novo para os so6lidos do soro
¢ como substrato, apds o enriquecimento
com substancias promotoras de
crescimento, para o preparo de culturas
lacticas. O soro pode ser utilizado como
ingrediente na fabricacdo de iogurtes e
produtos lacteos fermentados, permitindo a
otimizagdo da vida de prateleira e do perfil
da qualidade geral dos produtos (Siqueira,
2000).

Chiappini et al. (1995), citados por Siqueira
(2000), avaliaram 30 amostras de soro de
queijo minas frescal, e concluiram que o
mesmo apresentava condigdes
insatisfatorias na enumeragao de coliformes
totais e aceitaveis para coliformes fecais, e
baixa contagem de bactérias heterotroficas
aerobicas mesofilas e  psicrotroficas,
demonstrando condigdes higiénicas
satisfatorias de obtenc¢do do soro.

Os soros dos queijos prato, mussarela,
minas frescal ¢ minas padrdo, analisados
por Siqueira (2000), ndo estavam aptos para
utilizagdo na forma in natura, como
matéria-prima para a inddstria alimenticia,
devido as elevadas contagens de coliformes
totais, coliformes fecais e de
microrganismos mesofilos e psicrotréficos.
Os elevados teores de nitratos, nitritos e
aminas biogénicas encontrados limitavam o
seu aproveitamento.

Teixeira (2005) analisou soros de queijos
minas padrdo e mussarela em quatro das
cinco maiores regides produtoras de leite e
queijos de Minas Gerais € encontrou um
nivel de contaminagdo preocupante,
principalmente quanto aos resultados das
contagens de coliformes a 45°C e
Staphylococcus coagulase positiva, o que
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caracterizou o material como imprdprio
para consumo humano e utilizacdo
industrial.

2.3. Fraudes por adi¢ao de soro de
queijo em leite e metodologias de
pesquisa

O leite fraudado com soro de queijo, apesar
de ndo apresentar as mesmas caracteristicas
do leite genuino, ndo ¢ detectado por
técnicas de rotina de controle de qualidade
do leite, motivo pelo qual algumas técnicas
foram desenvolvidas com a finalidade
especifica de detectar este tipo de
adulteragdo. Esses métodos se baseiam,
principalmente, na alteracao da distribuicao
protéica original do leite provocada por
adi¢do de soro de queijo, examinando-se
esta distribuicdo nos niveis de nitrogénio,
aminodacidos e proteinas (Furtado, 1989).

Furtado e Wolfschoon-Pombo (1988)
aplicaram o teste de determinacdo do
numero de caseina, utilizando como base
um valor médio de fosforo caseinico
(0,85g/100g de caseina) e um fator Kjeldahl
(6,34) para chegar ao nimero de caseina
(nitrogénio caseinico/nitrogénio protéico)
na quantificacdo de soro de queijo
adicionado ao leite pasteurizado. Os autores
encontraram quatro das nove amostras
analisadas adulteradas com soro de queijo.

Alvim (1992) analisou, pelo método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia —
filtragdo em gel (CLAE — FG), amostras de
leite tipo C e leite em p6 comercializadas
em alguns estados do Brasil, e verificou que
parte desses produtos foram adicionados de
soro de queijo e/ou agua.

Segundo Alvim (1992), os métodos de
quantificagdo do acido sialico livre, do teor
total de sulfidrila, da  proporgao
cisteina/cistina, de aminoacidos, da
eletroforese em gel de poliacrilamida, do
método crioscopico e do numero de caseina
demandam excessivo trabalho laboratorial,

sdo demorados e apresentam limites
minimos de detec¢do quantitativa muito
elevados. O método CLAE — FG ndo ¢
capaz de detectar a adigdo de soro acido
e/ou do permeado ao leite pasteurizado,
mas confirma a auséncia de soro
proveniente de coagulag@o enzimatica.

Em se tratando da adi¢do de soro acido, sua
determinacdo ¢ das mais simples, por meio
da estimativa do teor em lactato, sendo o
método enzimatico o mais recomendado.
Ele consiste em oxidar o &cido lactico a
piruvato por acdo de nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD) na presenca de lactato
de hidrogenase (LDH) (Wolfschoon-
Pombo, 1984).

Van Riel e Olieman (1995b), observaram
que o pseudo-caseinomacropeptideo, em
que falta o residuo de metionina na porgéo
N-terminal, poderia ser separado do
caseinomacropeptideo (CMP), de forma a
prevenir resultados falso positivos para
alguns tipos de leitelho acido em po, por
meio da técnica de eletroforese de zona
capilar. Foi observado, também, que ha
uma deteccdo seletiva de CMP (variantes
genéticas A e B) versus pseudo-CMP
quando se usa um gradiente de acetonitrila
em agua/acido fluoroacético na
metodologia de CLAE — fase reversa (Van
Riel e Olieman, 1995a).

Recio et al. (1996) estudaram a atividade
proteolitica de enzimas de bactérias
psicrotroficas sobre a caseina de leite cru e
leite tratado em ultra alta temperatura, por
meio de eletroforese capilar, a fim de
caracterizar os produtos de degradagdo e
avaliar a possibilidade de distingui-los
daqueles devidos a agdo da quimosina sobre
a k-caseina. Os autores afirmaram que isto
pode dar origem a resultados falso positivos
quando a presenca de soro ¢ investigada
através de eletroforese capilar.

Dracz (1996) desenvolveu um método
imunoenzimatico para determinagdo de
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soro de queijo adicionado ao leite. Uma
vantagem do método desenvolvido em
relagdo ao método oficial (CLAE — FG) ¢
que permite analisar varias amostras ao
mesmo tempo, dispensando o uso de
equipamentos de alto custo, além de ser de
facil execugdo, possibilitando o uso
inclusive em plataformas de laticinios,
podendo ser utilizado para selecdo de
matéria-prima para a elaboracao de leite
UAT. Foi utilizado anticorpo policlonal que
apresentou titulo de 960 e foi capaz de
detectar até 1%, v/v, de soro de queijo
adicionado ao leite.

Urban et al. (1998) estudaram a separagao
por eletroforese em gel de poliacrilamida
do CMP liberado pela agdo da quimosina
sobre a «-caseina e concluiram que o
método permite detectar, em carater
qualitativo, a presenga de soro de queijo em
leite fresco e em po, em niveis superiores a
2% (m/v), e que o método nao apresenta
interferéncias causadas por outros peptideos
gerados por protedlise de Dbactérias
psicrotroficas  (Pseudomonas) em leites
resfriados.

Cartuyvels et al. (1999) apresentaram um
método simples e rapido de espectroscopia
para a quantificagcdo de soro em p6 em leite
em p6. O método ¢ baseado nas diferencas
em propor¢cdo de tirosina para triptofano
nas caseinas e proteinas do soro, e também
pode ser usado para calcular a proporgao de
proteinas do soro para proteinas totais do
leite em produtos lacteos. O método foi
descrito como confiavel, sensivel e de facil
execucdo. E, at¢é mesmo usando um
espectrofotdmetro simples, sem o modo de
scanner, & possivel demonstrar a presenga
de, pelo menos, 3% de soro em po6 em leite
em po.

Montafiez et al. (2000) testaram leite
desidratado de trés marcas comerciais
mexicanas por meio da técnica de
eletroforese em gel de poliacrilamida e
concluiram que as amostras ndo estavam

em acordo com as normas estabelecidas. De
108 amostras analisadas, 14,81%
continham CMP.

Souza et al. (2000) investigaram a
adulteracdo de bebidas lacteas distribuidas
no Programa Nacional da Merenda Escolar
(brasileiro), por meio da andlise de
eletroforese em gel de poliacrilamida, e
concluiram que o sistema desenvolvido,
seguido de andlise densitométrica, foi capaz
de identificar e quantificar adulteragdo por
adicdo de soro em misturas lacteas
complexas. Cerca de 49% das bebidas
lacteas sabor café e 29% das de sabor
chocolate, de um total de 58 amostras
analisadas por sabor, apresentaram
adulteracdo. O soro foi adicionado para
alcancar o total de proteinas especificado
nos rotulos.

Benitez et al. (2001) estudaram a presenca
de soro de queijo em leite em po por meio
da determinag¢do do CMP, por CLAE — FG.
Das 13 amostras importadas, analisadas em
Cuba, trés apresentaram concentragdes
detectaveis de soro de queijo, havendo
adi¢do maior ou igual a 1% (v/v).

Urban et al. (2002) estudaram a presenga de
CMP em leite fluido, cru e industrializado,
vendido na cidade do México, por meio de
eletroforese em gel de poliacrilamida. Os
autores encontraram 13,76% das amostras
de leite cru, 57,1% de leite pasteurizado, e
37,5% das amostras de leite UAT positivas
para a presenca de CMP em niveis maiores
que 2%, o que confirmou a adulteragdo com
soro de queijo.

2.4. Caracteriza¢ao do macropeptideo
liberado pela acdo da quimosina

As caseinas constituem um grupo de
fosfoproteinas especificas do leite, que se
caracterizam  por  apresentar  baixa
solubilidade em pH 4,6. Elas estdo na forma
de micelas representadas por particulas
interligadas, contendo maior propor¢ao de
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proteina e uma concentragdo consideravel
de célcio e de fosfato (Pinto, 2004).

A k-caseina ¢ a fragdo mais soluvel das
caseinas, na presen¢a de uma ampla faixa
de concentragio do ion calcio. Ela
representa cerca de 15% do total das

Q K-caseina

Nucleo
hidrofébico

caseinas, atuando como agente estabilizador
da micela, ¢é constituida por um
polipeptideo de 169 aminoacidos, com, pelo
menos, um grupo fosfato e uma porcdo
glicidica variavel (Walstra e Jenness, 1984,
citados por Furtado, 1989 e Dracz, 1996).
Sua estrutura esta ilustrada na Figura 1.

-~ (Grupo fosfato

B, 051 € o -caseinas

Figura 1 — Desenho esquematico da micela de caseina
Fonte: http://www.public.iastate.edu/~cfford/Caseinmicelle2.jpg

Quando o agente coagulante atua sobre a
caseina, especificamente na ligagdo 105-
106  (Phe-Met) da  seqiiéncia  de
aminoacidos da K-caseina, um
macropeptideo  hidrofilico (aminoacidos
106 a 169) ligado ao 4cido N-
acetilneuraminico (NANA), ¢ removido e
passa para o soro, enquanto que a outra
parte (aminoacidos 1 a 105) da k-caseina,
juntamente com outras fragcdes da caseina e,
sob a influéncia de ions Ca™', formam o gel
denominado para-x-caseinato (Wolfschoon-
Pombo, 1984).

O polipeptideo liberado durante a fase
primaria da coagulacdo pela agdo da
quimosina sobre a k-caseina ¢ formado a
partir de uma seqii€ncia de cerca de 64

aminoacidos, a quarta parte dos quais sdo
hidroxiaminoacidos, regularmente
distribuidos. Todos os carboidratos estdo
ligados covalentemente a este peptideo,
assim como o unico grupo fosfato. O perfil
dos aminodcidos e o seu conteudo em
acucares tornam o CMP fortemente polar e,
como conseqiiéncia, ele fica solivel no soro
apods a separacdo da massa (Lopez-Fandifio
e Ramos, 1992). A eclevada estabilidade
térmica do CMP se deve ao elevado teor de
acido sialico em sua estrutura (Chernova et
al., 1988, citados por Alvim, 1992 ¢ Dracz,
1996).

Este macropeptideo hidrofilico, resultado

da acdo da renina sobre a k-caseina, era
denominado glicomacropeptideo (GMP),
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por ser a Unica fragdo da caseina contendo
glicideos em sua estrutura (Alais, 1984).
Mas, cerca de 40% da xk-caseina ndo ¢
glicosilada (Vreeman et al., 1986 citados
por Dracz, 1996). A «-caseina ¢
heterogénea, apresentando duas variantes
genéticas, A e B, podendo o teor de
carboidratos na molécula variar de 0 a 15%

Micela de caseina

e, como ha a possibilidade de se obter
fragmentos com auséncia glicidica, o
peptideo terminal pode ser chamado de
macropeptideo ou caseinomacropeptideo
(CMP) (Guinee e Wilkinson, 1992, citados
por Fukuda, 2003), e estd ilustrado na
Figura 2.

Submicela de caseina

Ntcleo hidrofébico

-~ Camada “peluda” de CMP
Superficie

enriquecida de

K-caseina

®  Grupo Cay(POy)s

Figura 2 — Desenho esquematico de detalhe da micela de caseina
Fonte: http://www.foodsci.uoguelph.ca/deicon/casein.gif

O CMP conttm a porgcdo C-terminal
(aminoacidos 106 a 169) e o para-k-
caseinato, um residuo de baixa solubilidade,
¢ constituido pela por¢do N-terminal
(aminoacidos 1 a 105) (Alvim, 1992).

2.5. Métodos oficiais de deteccao da
fraude por adicao de soro de queijo
em leite

Segundo Wolfschoon-Pombo (1984), ha
varias formas de verificar a adulteracdo de
leite em p6 com soro em péd ou leitelho em
po: determinagdo fotométrica do teor de
acido sialico livre, determinagdo
cromatografica de glicomacropeptideos,
determinacdo polarografica de
cistina/cisteina, observa¢do microscopica
em luz polarizada e determinagdo do teor
em fosfatideos. Mas, os mais indicados para
a avaliagdo qualitativa e quantitativa de
fraude em leite em p6 sdo os métodos

polarograficos e de cromatografia liquida
de alto desempenho.

2.5.1. Método de dosagem do acido
sialico livre

A determinacdo pelo método do 4cido
sidlico, cujo nome quimico ¢ acido N-
acetilneuraminico (NANA) foi muito
utilizada na década de 80. O NANA ¢ um
componente natural do leite, que se
encontra ligado a proteina, especialmente
na fracdo caseinica, formando parte da k-
caseina, junto com outros carboidratos (N-
acetilgalactosamina e galactose)
(Wolfschoon-Pombo, 1984). Sua
composi¢do estrutural estd ilustrada na
Figura 3.
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COoOH

Figura 3 — Composicdo estrutural do acido sialico
Fonte: www.chori.org/.../Pictures/Figl _moe.jpg

Na detec¢do de soro em leite em po,
primeiro solubiliza-se o p6 mediante adigdo
de 4gua e precipita-se a proteina com acido
tricloroacético (TCA). O macropeptideo,
originalmente contido no soro, ficarda em
solucdo no filtrado caso o leite em po tenha
sido adicionado de soro, e no precipitado
encontrar-se-a0 as proteinas do leite em po.
Para o isolamento do 4&cido sialico, ¢
necessario precipita-lo no filtrado de TCA,
mediante adi¢do de acido fosfotiingstico
(AFT). Apods duas lavagens com etanol e
secagem, o NANA ¢ liberado mediante
hidrolise acida e centrifugagdo, sendo
determinado no  sobrenadante = com
resorcinol (Wolfschoon-Pombo, 1984).

Determinando-se dessa forma o teor de
acido sialico na amostra, pode-se
facilmente calcular a quantidade de soro
adicionado, através da formula:

% soro em p6 =(Z—Y) x 100
W

Em que: Z refere-se ao valor determinado
na amostra;

Y representa o valor médio de
NANA no leite em po;

W representa o valor médio de
NANA no soro em po6 (Wolfschoon-
Pombo, 1984).

Segundo Furtado (1989), a utilizacdo deste
método no Brasil exige, primeiramente, um
conhecimento prévio do teor de acido
sialico livre do leite, leite em pod e soro da

producdo nacional, seus valores médios e
variagdes. E preciso conhecer, também, os
parametros tecnoldgicos, como o efeito dos
diversos tipos de tratamento térmico a que o
leite estd sujeito durante o processo de
desidratagao, que podem influir na dosagem
do NANA.

De acordo com Potgieter (1985), citado por
Furtado (1989), investigagoes
demonstraram que este método €
influenciado por quantidades residuais de
lactose, que ndo ¢ eliminada completamente
na preparagdo da amostra, sendo que uma
adi¢do de 50 a 100 pg/mL no sobrenadante
(livre de lactose) resultou em um aumento
de 2,7 a 16% no contetdo de acido sialico
determinado.

Panetta et al. (1987) conduziram estudos
com 75 amostras de 29 rebanhos leiteiros
no estado de Sao Paulo visando verificar a
eficacia do método de detecgcdo de adicdo
de soro de queijo que apresentou baixa
especificidade (75%) e elevada
sensibilidade (100%). Os autores relataram
ainda que a presenca de bactérias
psicrotroficas, as condi¢des de manejo e,
particularmente, o periodo de lactacdo
podem interferir nos resultados.

Polak e Bradley Jr. (1994) descreveram um
método simples e sensivel, baseado na
deteccdo de acido sialico envolvendo uma
reacdo de coloragdo com o reagente de
Ehrlich. A coloragdo roxa formada com
adicao de 1% de soro de creme em creme
fresco foi claramente visivel, até mesmo
para olhos nao treinados. O procedimento
facilitou a detec¢do de  pequenas
quantidades de soro de creme em creme
fresco, antes ou depois da fabricacdo da
manteiga. No entanto, de acordo com
Furtado (1989), o método ndo é confiavel
para amostras de leite refrigerado por um
periodo superior a 48 horas, no qual a
protedlise desencadeada por bactérias
psicrotroficas pode, eventualmente, liberar
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da fragdo protéica o NANA, induzindo um
resultado falso positivo.

Segundo Fukuda (2003), o método da
ninidrina acida utilizando-se a
espectrofotometria na regido visivel do
espectro, a 470 nm, para a determinagdo
quantitativa de acido sialico livre ou ligado
ao glicomacropeptideo da «-caseina na
pesquisa de fraude de adi¢do de soro de
queijo ao leite fluido, além de ser de facil
execugdo, tem se mostrado eficiente na
rotina laboratorial.

De acordo com a Instru¢do Normativa n°
22, de 14 de abril de 2003 (Ministério da
Agricultura ..., 2003), a identificacdo de
acido sialico livre e ligado a glicoproteina
do leite ¢é considerada como Método
Analitico Oficial Fisico-Quimico para
Controle de Leite e Produtos Lacteos.

2.5.2. Cromatografia

A cromatografia ¢ um método fisico-
quimico de separagdo dos componentes de
uma mistura, realizada através da
distribuicao destes componentes entre duas
fases, que estdo em contato. Uma das fases
permanece estacionaria enquanto a outra
move-se através dela. Durante a passagem
da fase movel sobre a fase estacionaria, os
componentes da mistura sdo distribuidos
entre as duas fases, de tal forma que cada
um dos componentes ¢ seletivamente retido
pela fase estacionaria, resultando em
migragdes diferenciais destes componentes
(Collins, 1988).

Os termos “cromatografia”,
“cromatograma” e “método
cromatografico” sdo atribuidos ao botanico
russo Mikhael Semenovich Tswett que, em
1906, os utilizou em dois trabalhos
descrevendo suas experiéncias na separacao
dos componentes de extratos de folhas e
gema de ovo, nos quais usou colunas de
vidro recheadas com varios solidos,
finamente divididos, e arrastou o0s

componentes com éter de petroleo. O nome
deriva das palavras gregas chrom (cor) e
graphe (escrever), embora o processo nao
dependa da cor, exceto para facilitar a
identificacdo dos componentes separados
(Collins, 1988).

A cromatografia liquida em coluna se
divide em dois grupos: a cromatografia
liquida classica, feita em colunas de vidro,
sob pressdo atmosférica, com o fluxo da
fase movel devido a forca da gravidade; e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia, que
usa colunas metalicas e pressdes de fase
movel elevadas, obtidas com auxilio de
uma bomba de alta pressdo (e, por isto,
também ¢ chamada de cromatografia
liquida de alta pressdo) que pode empurrar
a fase movel com vazdo mais rapida
(resultando em outro nome: cromatografia
liquida de alta velocidade). Sugere-se,
como nome preferido desta técnica,
cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), devido a sua caracteristica mais
importante, que ¢ a elevada eficiéncia
atingida na separagdo (Collins, 1988).

Segundo Wolfschoon-Pombo (1984), a
mistura de leite em pd com soro em po
também pode ser detectada e quantificada
através da CLAE, utilizando o método
sugerido pelos holandeses van Hooydonk e
Olieman (1982). Esse método ¢ baseado na
determinacdo do teor de CMP na amostra
suspeita.

Neste método, faz-se a reconstituicao do pd
(11% m/m) em agua; 39 gramas dessa
solugdo sdo coagulados em 50 mL de
quimosina (10mg quimosina/50g de agua) a
31°C. Apdés um periodo determinado,
removem-se as proteinas (caseinas e
soroproteinas) mediante adicdo de acido
tricloroacético numa concentracdo final de
8%; 15uL do filtrado sdo injetados
automaticamente no aparelho de CLAE e,
apos 40 minutos, obtém-se o cromatograma
completo. Como branco usa-se leite em po
puro, e seguem-se todas as operagdes da
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marcha analitica, excetuando a adi¢do do
coalho (Wolfschoon-Pombo, 1984).

De acordo com Wolfschoon-Pombo (1984),
a repetibilidade do método é muito boa,
principalmente devido ao pré-tratamento
das amostras, que ndo requer muitas
operagdes. Um coeficiente de variacdo
menor que 2%, e independentemente do
teor em CMP das amostras, pode ser
esperado.

O método de CLAE foi originalmente
desenvolvido para acompanhar a agdo da
quimosina no leite e também pode ser
utilizado para determinar a atividade
proteolitica de coalhos comerciais e
substitutos (Wolfschoon-Pombo, 1984). A
reagdo da hidrolise da «x-caseina pela
quimosina ¢ a primeira etapa da coagulacao
do leite para fabricacdo de queijos pelo
processo enzimatico (Dracz, 1996).

O limite de deteccdo dessa técnica ¢ de
0,8% de solidos totais de soro adicionado a
leite desnatado e leitelho desnatado em po
(Olieman e van den Beden, 1983 citados
por Wolfschoon-Pombo, 1984).

O CMP possui carater hidrofilico, devido a
polaridade conferida pelos seus
constituintes; estabilidade térmica elevada,
devido ao elevado conteudo de acido sialico
em sua estrutura; peso molecular de

aproximadamente 8.000 Daltons, podendo
ser separado de outros peptideos e proteinas
por meio de colunas de CLAE - FG.
Contrariamente, o residuo para-k-caseinato
apresenta carater hidrofobico (Alvim,
1992).

A quantificagdo do CMP parece ser um dos
métodos mais recomendaveis para se
quantificar a adicdo de soro de queijo ao
leite. Esta determinagdo pode ser feita por
eletroforese, e quantificada tanto por
densitometria como por CLAE (Alvim,
1992).

Segundo Alvim (1992), experimentos
conduzidos por Olieman e van Riel (1989),
visando o desenvolvimento de um método
preciso para a detecg¢do de solidos do soro,
demonstraram que a presenga de falsos
resultados positivos, em leite em pd e
leitelho em pd, pode ser detectada por
CLAE em coluna de fase reversa. O limite
de detecgdo foi de 0,2% de sélidos de soro
em po6 (m/m), sendo o método considerado
como oficial pelo Mercado Comum
Europeu, em 1990.

Lopez-Fandifio ¢ Ramos (1993) fizeram
uma revisdo sobre os métodos de detecgao
da presenca de soro de queijo em produtos
lacteos, cujo resumo se apresenta no
Quadro 1.

20



Quadro 1 — Principais métodos cromatograficos utilizados para deteccdo de
caseinomacropeptideo em produtos lacteos

Técnica Preparag@o
cromatografica Fase Eluentes Detecgao Amostra da amostra Objetivo Referéncia
estacionaria
Exclusdo TSK 2000 0,10 M 205 nm Leite em Precipitagdo Detectar a adi¢ao de Olieman e
molecular SW KH,PO4 po de proteinas soro van den
0,01 M com TCA Bedem
K,HPO, 8% (1983)
0,15M
Nast4
Exclusdo TSK 2000 0,10 M 205 nm Leite cru Precipita¢ao Determinar protedlise Mottar et
molecular SW KH,PO4 de proteinas al. (1985)
0,01 M com TCA
K,;HPO, 8%
0,15M
Nast4
Exclusdo TSK 2000 0,10 M 205 nm Leite e Precipitacdo Detectar a adi¢ao de De Vilder
molecular SW KH,PO4 nata de proteinas Soro et al.
0,01 M inoculadas com TCA (1988)
K,HPO, 8%
0,15M
NaHSO4
Exclusdo TSK 2000 0,10 M 205 nm k-caseina Precipitacdo Determinar a cinética | Vreeman et
molecular SW KH,PO,4 tratada de proteinas da reagdo al. (1986)
0,01 M com com TCA
K,HPO, colaho 3,7¢12%
0,15M
NaHSO4
Exclusdo TSK 2000 0,10 M 205 nm Leite e Precipitacdo Caracterizagdo do Morr e Seo
molecular SW KH,PO4 caseinato de proteinas | caseinomacropeptideo (1988)
0,01 M tratados com TCA
K,HPO4 com 8%
0,15M coalho
NaHSO4
Fase reversa Ultrapore a)0,15M 210 nm Leite e Precipitacdo Caracterizagdo do Morr e Seo
RPSC NaCl-HCl, caseinato de proteinas | caseinomacropeptideo (1988)
pH 2,1 tratados com TCA
b) CH;CN com 8%
coalho
Fase reversa Ultrapore a) 0,01 M 210 nm Leite e Precipita¢ao Caracterizagdo do Morr e Seo
RPSC TFA caseinato de proteinas | caseinomacropeptideo (1988)
b) 0,01 M tratados com TCA
TFA em com 8%
CH;CN coalho
Fase reversa Ultrapore a) 0,1% 210 nm Leite em Precipitacao Detectar a adigdo de Olieman e
RPSC TFA em po de proteinas Soro van Riel
15% com TCA (1989)
CH;CN 2% 8%
isopropanol
b) 0,1%
TFA em
30%
CH;CN

Fonte: Adaptada de Lopez-Fandifio e Ramos (1993)
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Continuagdo do Quadro 1

Técnica Preparagao
cromatografica Fase Eluentes Deteccao Amostra da amostra Objetivo Referéncia
estacionaria
Fase reversa Protein Plus a) 0,1% 210 nm Leite em Precipitagdo Detectar a adi¢éo de Olieman e
TFA em po de proteinas soro van Riel
15% com TCA (1989)
CH;CN:2% 8%
isopropanol
b) 0,1%
TFA em
55%
CH;CN:2%
isopropanol
Fase reversa Spherisorb a) 0,11% 205 nm Leite em Precipita¢ao Detectar a adigdo de Imbert
ODS 2 TFA em po de proteinas soro (1988)
20% com TCA
CH;CN 4%
b) 0,10%
TFA em
60%
CH;CN
Fase reversa Zorbax a) 0,1% 205 nm Leite em Precipitacdo Detectar a adi¢éo de Imbert e
Protein Plus TFA em po de proteinas Soro Grenier
15% com TCA (1990)
CH;CN:2% 4%
isopropanol
b) 0,1%
TFA em
55%
CH;CN:2%
isopropanol
Fase reversa Ultrabase a)0,1% 214 nm Caseinato | Precipitagdo Fracionamento do Léonil e
Cis TFA tratado de proteinas | caseinomacropeptideo Moll¢é
b) 0,04% com com TCA livre de agucares (1990)
TFA em coalho 12% (analise
60% da fragdo
CH;CN insoluvel)
Fase reversa Vydac 218 a) 0,1% 214 nm Leite Inativagio Detectar o Léonil e
TP 54 TFA tratado daenzimae | caseinomacropeptideo Mollé
b) 0,02% com preicpitagdo (1991)
TFA em coalho das
80% proteinas a
CH,;CN pH 4,6
Intercambio Mono S HR 0-1,5M 214 nm Leite Inativagio Estudar a agdo do Léonil e
catidnico 5/5 NaCl em 20 tratado da enzima e coalho Moll¢
mM KCI-HI com preicpitagdo (1991)
coalho apH 4,6

Fonte: Adaptada de Lopez-Fandifio e Ramos (1993)
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2.6. Ocorréncia de proteolise como
fator interferente na pesquisa de soro
em leite

E importante considerar a protedlise
causada por microrganismos psicrotroficos,
que podem estar presentes no leite, como
um problema real, decorrido de sua
granelizagao.

A proteolise no leite pode ocorrer devido a
acdo de enzimas nativas, como a plasmina;
por enzimas adicionadas, principalmente
durante a fabricagdo de queijos, como, por
exemplo, a renina ou por enzimas
produzidas pela microbiota presente, que
pode contaminar o leite através de ordenha
realizada em condigdes inadequadas de
higiene ou pelos utensilios mal lavados
utilizados durante a sua coleta ou por falta
de habitos higi€énicos adequados por parte
do ordenhador (Fukuda, 2003).

As proteases produzidas por bactérias
psicrotroficas podem tornar o leite instavel
ao calor, provocar a coagulacdo durante a
pasteurizacdo, a geleificacdo do leite UAT,
o desenvolvimento de varios sabores e
odores indesejaveis, a redugdo do
rendimento na produgdo de queijos e a
ocorréncia de textura anormal em alguns
tipos de queijos (Pinto, 2004).

Algumas proteinases, principalmente as
produzidas por Pseudomonas fluorescens,
sdo termorresistentes, ¢, dependendo da sua
concentracdo inicial no leite, podem
degradar a x-caseina, originando peptideos
com peso molecular semelhante ao do CMP
(Alvim, 1992).

Alvim (1992) relatou que, a partir de 48h de
estocagem a 4° C, o leite cru inoculado com
Pseudomonas fluorescens (FTPT 0595) ja
apresentava  ocorréncia de  reagdes
proteoliticas, com conseqiiente liberagdo de
peptideos com volume hidrodindmico
semelhante ao do CMP, correspondente a

adi¢do de 0,8% de soro de queijo. A
atividade proteolitica foi crescente, ao
longo do periodo de estocagem, quando foi
encontrado até 26% de indicativo de
presenca de soro, quando estocado a 10° C
e inoculado com Pseudomonas fragi (FTPT
0596).

Segundo Alvim (1992), as enzimas
produzidas pelos microrganismos do género
Mucor possuem especificidade pela ligagdo
105-106 da «-caseina, semelhante a da
renina. Shammet et al. (1992), citados por
Dracz (1996), estudaram a atividade
proteolitica sobre a k-caseina de algumas
enzimas utilizadas para coagular o leite,
como quimosina e enzimas originadas de
Mucor miehei e da  Cryphonectria
parasitica. As analises por CLAE — fase
reversa dos produtos da hidrélise revelaram
que essas enzimas hidrolisam a k-caseina
de maneira diferente. Além da formacédo do
CMP, observou-se uma extensa hidrolise
ndo especifica sobre a k-caseina e para k-
caseinato no procedente do M. miehei.

Alvim (1992) ndo observou resultados que
indicassem que bactérias usadas como
fermentos lacticos sdo capazes de hidrolisar
a K-caseina na mesma ligagdo especifica
para a renina e interferir no método.

A Instru¢do Normativa n°® 22, de 14 de abril
de 2003 (Ministério da Agricultura ...,
2003), oficializou a deteccdo de
caseinomacropeptideo (CMP) por
cromatografia liquida de alto desempenho,
método da filtracdo em gel como Método
Analitico Oficial Fisico-Quimico para
Controle de Leite e Produtos Lacteos.

Recentemente, foi publicada a Instrucdo
Normativa n° 68, que tornou oficiais os
métodos analiticos fisico-quimicos para
controle de leite e produtos lacteos,
determinando que sejam utilizados nos
Laboratorios Nacionais ~ Agropecuarios,
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revogando a Instrugdo Normativa n° 22
(Ministério da Agricultura ..., 2006).

De acordo com a Instru¢do Normativa n°
69 (Ministério da Agricultura ..., 2006),
somente quando o indice de CMP for de até
30 mg/L o leite podera ser destinado ao
abastecimento direto. Quando o indice de
CMP do Ileite estiver entre 30mg/L e
75mg/L  este poderda ser destinado a
producdo de derivados lacteos. Quando o
indice de CMP do leite estiver acima de 75
mg/L, este podera ser destinado a
alimentacdo animal, a indudstria quimica em
geral ou a outro destino a ser avaliado
tecnicamente, caso a caso, pelo
Departamento de Inspecdo de Produtos de
Origem Animal (DIPOA).

Em relagdo a Instrucdo Normativa n® 22
(Ministério da Agricultura ..., 2003), houve
mudancga no preparo da curva de calibragao
do equipamento de cromatografia, que
passa a ser obtida com padrdoes de CMP ao
invés de soro de queijo liquido. Isto torna o
método mais seguro, eliminando a
interferéncia da qualidade do leite utilizado
na preparagdo deste soro de queijo. O
resultado passou a ser expresso em
concentracdo de CMP em mg/L, no lugar
de porcentagem de soro.

2.7. O conservante bronopol

O bronopol (2-bromo-2-nitropropano-1,3-
diol) ¢ um composto quimico amplamente
utilizado como  antimicrobiano  em
cosméticos, medicamentos de uso externo,
xampus e outros produtos de higiene devido
ao seu poder bactericida (Wang et al,
2002). Sua composicdo estrutural esta
ilustrada na Figura 4.

HO

N, OH

0 Br

Figura 4 — Composicao estrutural do bronopol
Fonte:http://www.wuzhouchem.com/cataloged/ WWP
/biocide/bronopol.gif

Wang et al. (2002) desenvolveram uma
técnica de separacao por meio de CLAE —
fase reversa para determinacdo de bronopol
e seus produtos de degradagdo, e
observaram que o melhor  perfil
cromatografico é obtido quando a amostra ¢
dissolvida em metanol. Foi utilizada coluna
C18 com fase movel de metanol/agua/acido
ortofosforico e deteccdo no comprimento de
onda de 210 nm.

Portanto, ¢ esperado que ndo haja
interferéncia do bronopol na pesquisa de
soro de queijo em leite por meio de CLAE
— filtragdo em gel, com fase movel de
tampao fosfato e detec¢do no comprimento
de onda de 205 nm.

A metodologia utilizada para se detectar
misturas de leite de vaca, ovelha e cabra é
baseada na composi¢do em proteinas do
leite. Pereira (2003) avaliou métodos
eletroforéticos para deteccdo de fraudes
pela adigdo de leite de vaca ao leite de
cabra, ¢ ndo observou diferencas entre
amostras de leite cru com e sem adi¢do do
conservante bronopol.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta e preparo das amostras

Foram coletadas seis amostras de leite cru
provenientes de seis fazendas na regido de
Pedro Leopoldo, Minas Gerais, nos meses
de abril ¢ maio de 2006. As amostras foram
acondicionadas em caixa isotérmica
contendo gelo reciclavel e encaminhadas
ao Laboratério de Cromatografia do
Laboratorio de Analise da Qualidade do
Leite da Escola de Veterinaria — UFMG,
onde foram processadas.

Cada amostra, correspondente a dois litros
de leite, foi subdividida em 45 aliquotas de
40 mL. Destas, 15 foram compostas de
leite sem conservante e as outras 30
receberam, cada uma, um comprimido de
bronopol. Foram testados, nos dois grupos,
cinco niveis de adi¢do de soro de queijo (0,
2, 5, 10 e 20%). No grupo do bronopol,
foram testadas duas temperaturas de
armazenamento (7 e 30° C) e, no grupo
sem conservante, ou controle, as amostras
foram congeladas. Todas as amostras
foram armazenadas durante oito dias e
analisadas no segundo, quarto e oitavo
dias.

3.2. Preparo do soro de queijo

Foi adicionado 1 mL de coalho liquido
(poder coagulante 1:3.000) da marca Ha-La
em 500 mL de leite cru, de procedéncia e
qualidade conhecidas, e colocado em
banho-maria a 32°C. Apds 60 minutos, a
massa coagulada foi cortada, agitada e
dessorada. O soro foi coletado em
erlenmeyer de 500 mL e aquecido até
principio de fervura, visando a inativagdo
da enzima do coalho (Ministério da
Agricultura ..., 2003).

3.3. Preparo da curva de calibracio
do equipamento de cromatografia

Foi pesada uma aliquota de 20,00g de leite
sabidamente isento de soro em béquer de
50 mL para a amostra branca. Foram
pesadas aliquotas de 19,60; 19,00; 18,00 e
16,00g de leite isento de soro em béquer de
50 mL e acrescentadas aliquotas de 0,4;
1,0; 2,0 ¢ 4,0g do soro de queijo a cada um
deles, respectivamente. Obtendo-se, desta
forma, os padrdes de 0, 2, 5, 10 e 20% de
soro adicionado.

Apbés a pesagem do leite e do soro,
adicionou-se 10 mL de solugdo de acido
tricloroacético a 24%, sob agitacdo
constante, em um intervalo de 2 minutos.
Foi deixado em repouso por 60 minutos em
temperatura ambiente e filtrado, em papel
de filtro qualitativo, descartando as
primeiras gotas (Ministério da Agricultura
..., 2003). Foram injetados 20 uL de cada
filtrado no cromatografo (Shimadzu
CLASS VP 6.1) com coluna (Zorbax GF
250 Bioséries da Agilent) cujo principio de
separagao se baseia na exclusdo molecular,
com fluxo de fase movel de 1,5 mL por
minuto  (bombeamento isocratico de
solugdo tampdo fosfato pH 6,0) e deteccdo
por ultra-violeta no comprimento de onda
de 205 nm. Foi construido o grafico de
porcentagem de soro versus a intensidade
do sinal detector e calculada a reta de
regressao aceitando valores de R > 0,95.

Este procedimento foi repetido a cada
semana de analise, usando-se um leite de
procedéncia e qualidade conhecidas
(coletado na Fazenda Modelo da EV —
UFMG em Pedro Leopoldo), de acordo
com analises eletronicas das amostras,
realizadas no Laboratério de Analise da
Qualidade do Leite, pertencente 8 RBQL.

3.4. Procedimento de analise

Foram transferidos, com pipeta
volumétrica, 10 mL de cada uma das
amostras a serem analisadas para béquer de
50 mL. A amostra foram adicionados, com
auxilio de bureta, 5 mL de solu¢do de acido
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tricloroacético a 24%, sob agitacdo
constante, em um intervalo de 2 minutos.
Apos repouso de 60 minutos em
temperatura ambiente, a mistura foi filtrada
em papel de filtro qualitativo, tendo sido
descartadas as primeiras gotas. Foram
injetados 20 puL de cada filtrado no
cromatografo com fluxo da fase movel de
1,5 mL por minuto (Ministério da
Agricultura ..., 2003).

3.5. Calculos

O cromatograma da amostra foi comparado
com o da curva de calibracdo, sendo
identificado o pico com tempo de retengdo
semelhante. A porcentagem de soro na
amostra foi calculada por interpolagdo da
leitura do sinal na reta de regressédo do leite
adicionado de soro, utilizando a seguinte
equacdo, obtida pela injecdo dos padroes
da curva de calibracdo: y =ax +b
Em que: x = concentragdo em % de soro

y = altura do pico

a = inclina¢do da reta

b = intersec¢do com o €ixo y,

ou s¢ja,
% de soro = altura do pico —b
a

3.6. Analise estatistica

O delineamento utilizado foi inteiramente
casualizado, com o0s tratamentos em
esquema fatorial 5x3x3 e o calculo do
tamanho da amostra foi de acordo com
Sampaio (2002).

Foi feita a estatistica descritiva (médias e
desvios-padrdo) e os resultados foram
comparados por meio do teste ndo
paramétrico de Kruskal Wallis, utilizando-
se do software InfoStat da Universidade de
Cordoba, Argentina.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios de cada tratamento em
funcdo da porcentagem de soro de queijo
adicionada estdo demonstrados na Tabela
1.

Tabela 1 — Concentragdes médias de soro, obtidas por CLAE, em amostras de leite adicionadas de cinco
niveis de soro em fungdo da adicdo ou ndo de conservante, ¢ das temperaturas e tempos de

armazenamento
Porcentagem de soro adicionado
Tratamentos 0% 2% 5% 10 % 20 %
Controle, congelamento por 2 dias -0,13 % 1,58% 4,74* 9,85% 20,02 °
Controle, congelamento por 4 dias -0,08? 1,48? 4,49* 9,64% 19.45°
Controle, congelamento por 8 dias -0,18% 1,46% 4,48°% 9,42°% 19,60
Bronopol, 7° C por 2 dias -0,10°% 1,622 4,93% 10,07% 20,60
Bronopol, 7° C por 4 dias -0,11% 1,76% 4,82°% 10,172 20,91%
Bronopol, 7° C por 8 dias 0,05% 1,782 5,047 10,34% 21,30
Bronopol, 30° C por 2 dias 0,24°% 2,06° 5,09% 10,47% 23,26
Bronopol, 30° C por 4 dias 0,80° 2,26% 5,32% 10,39 23,25%
Bronopol, 30° C por 8 dias 1,67° 2,98° 5,95*% 11,18? 24,16

*Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Kruskal Wallis (p > 0,05)

De acordo com os dados contidos na Tabela
1, ndo houve diferenga (p > 0,05) entre os
tratamentos realizados, indicando que,
amostras adicionadas de bronopol e
armazenadas a 7 e 30° C por periodos de até
oito dias, podem ser analisadas por CLAE

para deteccdo de soro de queijo em leite
sem que ocorra alteragdo dos resultados
esperados quando comparados com a
recomendagdo do MAPA para o envio de
amostras (congeladas e sem conservante).
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Os resultados condizem com os
encontrados por Leite (2006), que concluiu
que amostras com conservante armazenadas
a 30° C podem ser analisadas, quanto a
contagem de células somadticas e
composi¢do centesimal até o quinto e
quarto dia, respectivamente, apos a coleta e
que quando as mesmas sao mantidas sob
refrigeracdo este tempo se estende para dez
dias.

Souza et al. (2005) encontraram resultados
semelhantes quando as amostras de leite cru
refrigerado  adicionadas de bronopol,
destinadas a contagem de células somaticas,
foram armazenadas em temperaturas de 27,
32 e 36° C, por periodos de um, trés, cinco
e sete dias. Em temperaturas de 27 e 32° C
os resultados ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa por até trés
dias de armazenamento, enquanto que a 36°
C houve diferenca nos resultados obtidos
apés o primeiro dia. Os autores também
relatam que, amostras armazenadas sob
refrigeragdo podem ser destinadas a analise
de contagem de células somaticas por até
sete dias apds a coleta.

De acordo com Cassoli (2005), amostras
adicionadas de bronopol armazenadas a 24°
C podem ser analisadas, quanto a
composi¢do centesimal, até o quinto dia
apés a coleta, e as armazenadas a 7° C
podem ser analisadas por até sete dias para
composi¢do centesimal e contagem de
células somaticas.

Sanchez et al (2005) armazenaram
amostras de leite de cabra, adicionadas de
bronopol, sob refrigeracdo durante 42 dias e
ndo observaram diferencas nos teores de
proteina e solidos totais durante todo o
periodo de estocagem.

Estes resultados indicam que no presente
estudo ndo houve crescimento bacteriano
nem producdo de enzimas proteoliticas, o
que causaria um aumento nos valores

encontrados, gerando resultados falso-
positivos.

Outro fato a ser considerado ¢ o perfil
cromatografico do conservante bronopol,
que ¢ detectado em coluna de fase reversa,
em amostra dissolvida em metanol e
utilizando-se fase movel composta por
metanol/agua/acido ortofosforico. Portanto,
ndo foi detectado no presente estudo, no
qual se utilizou coluna de exclusdo
molecular, preparo da amostra com acido
tricloroacético e a fase moével foi uma
solugdo tampao fosfato com pH 6,0.

A substituicdo do congelamento da amostra
pela adicdo do bronopol proporcionara
maior facilidade as industrias de laticinios
que desejam monitorar a possibilidade da
ocorréncia de fraudes por adicdo de soro ao
leite nas propriedades rurais. Este fato
resulta em prejuizo as industrias, pois estas
pagardo ao soro adicionado, valores
referentes ao pagamento do leite. Além
disso, em caso de coleta de amostras e
pesquisa da presenca de soro no leite
processado desta industria por parte da
Inspecdo Federal, esta podera ser autuada
pelo MAPA por fraude.

A possibilidade de armazenamento das
amostras adicionadas de bronopol, sob
refrigeracdo ou em temperatura ambiente
por até oito dias, ¢ um achado importante,
pois situagdes excepcionais, em que nao ¢
possivel analisar as amostras imediatamente
apés a chegada das mesmas aos
laboratorios, geram  dificuldades na
logistica, tanto para as industrias de
laticinios como para os laboratérios. Deste
modo, as amostras podem ser armazenadas
em uma ampla faixa de temperatura por um
periodo de tempo compativel com as
necessidades de coleta, transporte aos
laboratdrios e procedimento de analise, sem
comprometer a  confiabilidade  dos
resultados (Grafico 1, Grafico 2, Grafico 3
e Grafico 4).
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Grafico 1 — Médias das concentragdes de soro (%) em amostras de leite cru refrigerado, adicionadas de 2% de soro e
mantidas sob congelamento, a 7 ¢ 30°C, durante oito dias de armazenamento
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Grafico 2 — Médias das concentragdes de soro (%) em amostras de leite cru refrigerado, adicionadas de 5% de soro e
mantidas sob congelamento, a 7 e 30°C, durante oito dias de armazenamento

6,
IS
< g
2
8 4
(]
T
8 31 @ Controle
g N m Bronopol 7° C
S O Bronopol 30° C
Q
c 1
o
o

0,

2 4 8
Tempo (dias)

Grafico 3 — Médias das concentragdes de soro (%) em amostras de leite cru refrigerado, adicionadas de 10% de soro e
mantidas sob congelamento, a 7 e 30°C, durante oito dias de armazenamento
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Grafico 4 — Médias das concentragdes de soro (%) em amostras de leite cru refrigerado, adicionadas de 20% de soro e
mantidas sob congelamento, a 7 ¢ 30°C, durante oito dias de armazenamento
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Fukuda (2003), ao estudar o efeito do
congelamento em leite cru e o leite UAT
correspondente, observou um aumento dos
valores obtidos entre o leite cru ndo
congelado e o congelado por um dia, com
tendéncia a redugdo no decorrer do
armazenamento sob congelamento. Para o
leite UAT foi observada uma tendéncia de
queda suave e continua.

Estes resultados sdo preocupantes, visto que
parte das amostras analisadas no Brasil
permanecem sob  congelamento  por
extensos periodos de tempo, podendo
chegar a alguns meses de armazenamento
at¢é o momento de andlise das mesmas.
Nessa situagdo, valores subestimados da
concentracdo de soro em amostras de leite
fraudadas  podem  ser  detectados,
prejudicando o consumidor.

Portanto, os resultados obtidos no presente
trabalho representam um ganho para a
Inspe¢do Federal, para os laboratdrios e
para as industrias de laticinios, pois
permitem que seja utilizada para a pesquisa
de soro de queijo em leite fluido, amostras
de leite cru conservadas com bronopol em
substitui¢do ao congelamento.

5. CONCLUSOES

E possivel utilizar amostras de leite cru,
conservadas com bronopol por até oito dias,
na pesquisa de soro de queijo por meio da
CLAE.

Amostras adicionadas de bronopol podem
ser armazenadas por até oito dias a 7 e 30°
C sem que ocorram alteragdes dos
resultados obtidos na pesquisa de soro de
queijo em leite por meio da CLAE.

6. CONSIDERACAO FINAL

E necessario que se crie um Plano Nacional
de Prevencdo e Controle de Fraudes em
Leite, ou que se adicione este requisito
(auséncia de fraude por adicdo de soro de
queijo), nos Regulamentos Técnicos de
Identidade e Qualidade de Leite, pois, dessa
forma seria criada uma rotina de coleta de
amostras ¢ analise, o que ajudaria a reduzir
este tipo de fraude.
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8. ANEXOS

8.1 Cromatograma da curva de alibracdo (amostra branca)
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8.2 Cromatograma da curva de calibracio (amostra padrao de 2% de soro)
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8.3 Cromatograma da curva de calibracio (amostra padrao de 5% de soro)
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8.4 Cromatograma da curva de calibracio (amostra padrao de 10% de soro)
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8.5 Cromatograma da curva de calibra¢ao (amostra padrao de 20% de soro)
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8.6 Curva de regressao linear

CURVA DE LEITE FLUIDO

Preparada e injetada no dia 03/04/2006

LF (g) | Soro(9) LT (9) %Padrdes | Altura | RT/min
Branco 20,53 0,00 20,53 0,000 0 Nd
2% 19,59 0,40 19,99 2,001 19942 | 6,472
5% 19,01 0,99 20,00 4,950 32335 | 6,414
10% 18,03 1,99 20,02 9,940 57181 | 6,395
20% 16,01 3,99 20,00 19,950 104926 | 6,379
Y=AX+B A= 5049,9740 RA2= 0,9914
B= 5667,5206 R= 0,9957
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