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Resumo

A adulteragao de leites, fluido e em p6é, atraveés
da adigdo 1intencional de soro de queijo € um problema que vem
preocupando as autoridades nacionais e 1internacionais. Isso
ocorre em consequéncia do baixo valor comercial do soro e seu

reduzido aproveitamento em derivados ou sub-produtos.

Desde 1959 h4& citagdes de métodos para a detecgdo
dessa fraude, incluindo processos quimicos, enzimdticos e outros
mais complexos, como o CLAE. Muitos baseiam-se na pesquisa do
acido sidlico ou 4cido N-acetilneuraminico (NANA), um agucar
aminado ligado ao glicomacropeptideo da k-caseina, liberado pela
ag¢ao da quimosina (EC 3.4.23.4) durante a fabricagdao de queijos.
Esses métodos detectam o 4cido sidlico livre e, portanto, as
amostras de Tleite precisam ser submetidas a hidrélise 4cida a

gquente.

No presente trabalho objetivou-se adaptar e
padronizar o método da ninidrina A4cida para a determinag¢do
quantitativa direta de 4cido sidlico em leite fluido e soro
industrial.
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Elaborou-se protocolo partindo de amostras de
10 ml de leite ou soro, cujos resultados, além de maior rapidez
de obtengao, mostraram boa repetibilidade. O método mostrou-se
sensivel a adigdo de pequenas quantidades de soro, possibilitando

sua aplicagdo pratica.

0 teor médio de NANA observado foi de
2,71 * 0,83 pg/m] de leite certificadamente auténtico e de

42,35 * 6,60 Fg/m] de soro industrial.

A proposta de utilizagdo do método como um teste
de ‘"screening” permite a classificacdo do leite em categorias
como negativa, suspeita e positiva quanto a fraude por adigao de
soro, configurando variadas alternativas de interpretagdao na

dependéncia do rigor a ser empregado.
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Summary

Adulteration of fluid and powder milk through
intented addition of rennet whey is a problem which has been
worrying national and international authorities. Such fact occurs
due to the low commercial value of rennet whey and its reduced

utilization in derivatives and byproducts.

Since 1959 there has been quotations of methods
for detecting such fraud, including chemical, enzymatic and more
complex processes, as HPLC. A number of them are based on
researches regarding sialic acid or N-acetylneuraminic acid
(NANA), an amino sugar linked to glycomacropeptide of k-casein
and liberated by chymosin action (EC 3.4.23.4) during cheese
production. Such methods detect free sialic acid, therefore, milk

samples need to undergo heat acid hydrolysis.

The present study aimed at adapting and
standardizing the acidic ninhydrin reaction for direct
quantitative determination of sijalic acid in fluid milk and

rennet whey.



A protocol was elaborated from 10 ml samples,
which results showed good repeatabality, as well as great
rapidity in obtainment. This method presented itself sensitive to
addition of small amounts of whey, making its pratical

application possible.

The average content of NANA was 2.71 %+ 0,83 pg/m]
of certified authentic milk and 42.35 % 6.60'pg/m1 of rennet

whey.

The proposal of utilization of such method as a
screening test makes the classification of milk possible as
negative, suspicious and positive regarding the fraud by whey
addition, and it creates a range of interpretation alternatives

depending on the rigor to be applied.
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[. Introducao

O baixo valor comercial do soro obtido durante o
processo de fabricagdao de queijos, bem como o seuy nao
aproveitamento pela grande maioria das empresas de laticinios
estabelecidas no Brasil, torna-o um atrativo economicamente

viavel para a adulteragdo de leites fluido e em pé.

A detecgdo de soro de queijo adicionado ao leite
pasteurizado é de grande importdncia para o pais, pois sabe-se
que esse tipo de fraude vem sendo praticado ha anos

(WOLFSCHOON-POMBO & FURTADO, 1989).

Varios métodos para a determinag¢do quantitativa da
adigdo de soro de queijo ao leite de consumo tem sido estudados
por inumeros autores (WOLFSCHOON-POMBO,1984 ; LOKO, 1982; ORTIN &

SANCHEZ, 1990a; FURTADO, 1989).

No Brasil, alguns métodos tem sido adotados pelos
laboratérios oficiais e de referéncia. Atualmente estdo
implantadas (PORTARIA nQ 124 de 23/03/91 do Ministério da
Agricultura e Reforma Agréria) as metodologias para a detecgao

de &cido sidlico com o Reativo de Ehrlich e o de cromatografia



liquida de alta eficiéncia (CLAE). No entanto, a implantagdo
dessas metodologias torna-se impraticdvel nos laboratérios de
recepgao de matéria-prima e controle de qualidade dos produtos,
ao nivel das inddstrias de laticinios, pois o resultado do
primeiro, além de demorado, sofre varias interferéncias e o
segundo ¢ limitante pelo alto custo da maioria dos equipamentos
empregados e/ou a hecessidade de mao-de-obra altamente

qualificada (FURTADO & WOLFSCHOON-POMBO, 1988).

Na literatura sobre o assunto, além dos métodos
citados, dosagem de 4cido sidlico pelo reativo de Ehrlich e CLAE,
ha outras referéncias como os métodos de eletroforese,
polarografia, determinagdo do teor de fosfatideos e determinag¢ao
do teor de aminodcidos sulfurados. Porém, nenhum desses métodos
pode ser adequadamente utilizado como teste de rotina nas
inddstrias, isto &, nas plataformas de recepgao onde o leite é

selecionado.

A determinagdao do 4cido sidlico parece ser o
método mais apropriado para a detecg¢do da fraude em laboratédrios
industriais porque ndo requer mao-de-obra especializada nem

equipamentos sofisticados.

0 acido sidlico, cujo nome quimico é
dcido N-acetilneuraminico (NANA), é um agUcar aminado de baixo
peso molecular (309,28 Daltons) e componente da principal
glicoproteina do 1leite de vaca que é a kappa-caseina (MERCK

INDEX, 1983).

N



A fragao kappa-caseina é insensivel aos sais de
cadlcio e por isso é a grande responsdvel pela estabilidade
micelar da caseina. Ela é a fragdo protéica mais afetada quando
em presenga da enzima quimosina, que compde os coalhos utilizados

largamente na indUstria de queijos (JOLLES & FIAT, 1879).

Na fabricagdo de queijos, quando o coalho é
adicionado ao leite, ocorre uma hidrélise enzimatica especifica
na ligagdo peptidica PHE (105) - MET (106) da kappa-caseina, por
meio da qual o macropeptideo hidrofilico, contendo moléculas de
carboidrato (glicomacropeptideo-GMP) é removido da fragdo kappa-

caseina e passa para o soro (WOLFSCHOON-POMBO & PINTO, 1985).

As enzimas de microorganismos psicrotréficos, por
sua atividade proteolitica, desenvolvem atividade semelhante ao
coalho, levando a resultados falso-positivos na pesquisa do &cido

sidlico (WOLFSCHOON-POMBO & PINTO, 1985 : FOX, 1989).

O leite apresenta um nivel muito inferior de GMP
em comparagao com os soros de queijos (ORTIN & SANCHEZ, 1990a).
Assim uma determinagdo seletiva de 4cido sidlico permite a
detecgao de soro eventualmente presente em Jleite cru ou
pasteurizado (JOLLES & FIAT, 1979; WOLFSCHOON-POMBO & PINTO,

1985).

Um método novo para determinagdo de 4cido sidlico

livre e 1ligado a sialoglicoproteinas, usando como reagente a



ninidrina 4cida, foi descrito por YAO et alii (1989). O presente
trabalho visa adaptd-l1o a dosagem da glicoproteina do leite,
obtendo wuma economia de tempo na execugdo da pesquisa e
favorecendo o estudo das interferéncias ha prova, por ser um

teste espectrofotométrico simples e rapido na faixa de radiag¢do

visivel.



II. Obijetivos

Adaptar e padronizar método espectrofotométrico
para a determinagdo quantitativa direta de 4cido siadlico em
leites fluidos, com objetivo de implementd-1o como teste para a
detecgdo de possiveis fraudes por adigao de soro, tendo em vista

sua utilizagdo no contrdéle de qualidade industrial e por érgaos

governamentais de fiscalizagdo.



III. Revisao Bibliografica

1. PROTEI NAS DO LEITE

1.1. COMPOSICAO E NOMENCLATURA

No leite normal, o contetdo médio de proteinas &
de 30-35 g por litro. Cerca de 80% dessas proteinas encontram-se
sob a forma de complexos macromoleculares, contendo wuma parte
mineral (especialmente fosfato de cdlcio), conhecidas sob o nome
de micelas. As caseinas estdo presentes, fundamentalmente nesta
forma e contém ao redor de 8% de constituintes minerais (CHEFTEL
et alii, 1989). AQuase todas as caseinas sdo associadas com
cdlcio e fésforo em micelas de 20-300 um de diadmetro. As outras
proteinas do leite, chamadas "proteinas do soro" ou “proteinas
soluveis”, sd0 um grupo diverso incluindo a B-lactoglobulina, d-
lactoalbumina, soroalbumina e as imunoglobulinas. (WONG et alii,

1988).

As substéncias nitrogenadas contidas em 1 litro de

leite distribuem-se conforme Tabela 01.



Tabela 01. Composigao média das substancias nitrogenadas do leite.

Caseina Bruta 270¢g
, B-lactogiobulina 30
PROTEINAS Protideos Proteinas A-actoalbumina 1.2
335¢g do Albumina serica 0,4 629
aprox. Lactosoro Imunoglobulina 0,7
Protepeea-Peptonaa 0,6
Proteinas menores 0,3
Aminodcidos
Oligopeptideos
Nitrogénio N&o Protéico 169
Substancias Nitrogenadas Nao Protsicas
(uréia, acido Urico, creatina, etc.)

Fonte: Veisseyre (1588)

Originalmente, o Committee on the Nomenclature and
Methodology of Milk Proteins do American Dairy Science
Association (ADSA) definiu as caseihas como as fosfoproteinas
de leite cru desnatado que precipitam sob acidificag¢do a pH 4.6 a
ZOQC (JENNESS et alii, 1956) e as familias identificadas,
individualmente, por sua mobilidade eletroforética em gel de
poliacrilamida contendo uréia (WHITNEY et alii, 1976). Com o
conhecimento da homologia de suas estruturas primarias (sequéncia
de aminodcidos), tornou-se possivel classificd-las nas seguintes
familias: d—s1, d—sz, B e k-caseinas (EIGEL et alii, 1984). Sua
ocorréncia é na proporgdo de 3/1/3/1 (GRAPPIN et alii, 1985).
Sabe-se que nem todas as caseinas contém fésforo e que algumas
sdo encontradas no soro 4cido apés a remogao do precipitado

caséico (WONG et alii, 1988).



As cadeias peptidicas, cuja sintese ocorre na
gladndula mamé4ria, estdo programadas por um gen caracteristico,
pertencente a seis grupos principais: 4 para as caseinas (d§1,
dsZ’ B e k) e 2 para as proteinas sollveis ( B-lactoglobulina e
d-lactoalbumina). A sintese protéica nos ribossomos é seguida por
modificagdes pés-translacionais, tais como fosforilagdo e

glicosilagdo (CHEFTEL et alii, 1989).

As caseinas apresentam estrutura pouco ordenada

porque sao pobres em d-hélices (CHEFTEL et alii, 1989).

A caseina dg1s com peso molecular de
aproximadamente 23.600 Daltons (Da), & relativamente rica em
féosforo (8-9 Atomos por molécula), ndo contém glicideos e &
constituida por uma Unica cadeia polipeptidica com 199 residuos

de aminodcidos (EIGEL et alii, 1984;: VEISSEYRE, 1988).

O grupo dsz’ com 207 residuos de aminodcidos, de
peso molecular 25.230 Da, contém 10-13 4tomos de fésforo por
molécula, o que o torna o mais hidréfilo das caseinas. Sdo
componentes da familia déz-caseina: a dss que é um dimero
composto da dss e d§4, atualmente denominadas dsz—CN A-12 P e
dsz—CN A-11 P; dgs—CN, cuja nova nomenclatura é dsz—CN A-10 P e
dsZ—CN A-13 P (antiga déz—CN A) (EIGEL et alii, 1984; GRAPPIN et

alii, 1985).

A B-caseina é soluvel em presenga de céalcio.



Contém menos fésforo que a d's1 (4-5 4tomos por molécula) e esta
constituida por uma sé cadeia polipeptidica de 209 residuos de
aminodcidos, e peso molecular préoximo a 24.000 Da (VEISSEYRE,
1988). E a mais hidr6foba das caseinas e, estruturalmente,
apresenta cerca de 10% de d-hélices, 13% de estruturas B e 77% de
estrutura ndo ordenada (EIGEL et alii, 1984; CHEFTEL et alii,

1989).

A familia k-caseina (k-CN) encontra-se na forma
de wuma mistura de polimeros unidos por ligagdes dissulfidicas
intermoleculares, de peso molecular 19.000 Da e 169 residuos de
aminodcidos. Sua estrutura secundédria (Figura 0t) apresenta 5
regides ordenadas em d-hélices, 7 regidces em estruturas 8
(pregas) e 10 regides B em curvatura. E pobre em fésforo ( 1-2
atomos por molécula), fixa sébmente alguns ions de cdlcio e sua
solubilidade ndo é afetada por essa presenga. Possui um caréater
anfipolar: sua parte N terminal é hidr6foba , enquanto que a C
terminal contém uma ligagdo glicidica muito hidréfila (EIGEL et

alii, 1984; CHEFTEL et alii, 1989).

A k-CN é a fragdo insensivel ao c4lcio e o
principal componente afetado pela quimosina durante a primeira
fase do processo de coagulagdo do leite. Em condigdes hormais,
desempenha um importante papel na estabilizagdo da micela de
caseina (JOLLES & FIAT, 1979), impedindo a precipitagdo da(g e
B-caseina , em presenca de ions cdlcio (SHAMMET et alii, 1992a).
Variagdes na composigdo da k-CN modificam a estrutura e as

propriedades da micela global da caseina. A Kk-CN est4



diretamente implicada na estabilidade térmica do leite. Postula-
se que a extensao da sua glicosilagdo pode afetar a qualidade
industrial do leite (ROBITAILLE et alii, 1991a). Na k-CN, oS
pontos de ligagdao dos carboidratos sd0 os residuos de treonina,
nas posigdes 131, 133 e 135 ou 136 (EIGEL et alii, 1984). SAITO &
ITOH (1992) considera também, como residuos de unido a treonina-
142 e a serina-141 sendo que a k-CN é glicosilada ao acaso.
Segundo ROBITAILLE et alii (1991a), existem 5 possiveis sitios de

ligagdo para oligossacarideos, todos localizados na porg¢do GMP.

18 | 22 32
1 BT WYVW—
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40
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. Sitio de ataque da quimosina
. Parte glucidica

® w

Fonte: Cheftel et alii (1989)

Figura 01. Estrutura espacial da k-caseina.
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.Trabalhando com leite concentrado 1livre de
proteina de soro, aquecido & 135-1402C/15 minutos e centrifugado
a 100.000 g/t hora, AOKI & KAKO (1985) separaram a caseina
micelar da caseina sollvel. A k-CN representou 34% da fragdo CN-

sollvel.

A k-CN constitui, aproximadamente, 8 a 12% da
caseina integral (SAITO et alii, 1991) e como Unica
fosfoglicoproteina do 1leite, contém acima de 15% (PM/PM) de
carboidrato, sendo que uma significativa propor¢ao (30-40%)
consiste de um componente principal livre de aglcares e o
restante, 6 componentes secunddrios glicosilados em diferentes
graus (VREEMAN et alii, 1977). As estruturas dos componentes
secundarios da k-CN ndo estdo bem estabelecidos. Acredita-se que
sdo formas glicosiladas do componente principal (EIGEL et alii,

1984).

1.2. COAGULAGAO ENZIMATICA - ACAO DA RENINA

(QUIMOSINA — EC 3.4.23.4)

A renina ou quimosina (EC 3.4.23.4), enzima
predominante em coalho bovino, usada na fabricagdo de queijos,
cliva especialmente a ligagdo peptidica PHE-MET da K-CN (SHAMMET

et alii, 1992b).

A coagula¢do do leite comeg¢a quando essas enzimas
coagulantes hidrolisam a Kk-CN. Essa proteélise limitada

desestabiliza a micela e causa a sua agregagdao (SHAMMET et alii,
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1992a), sendo considerada o primeiro passo seguido pela formagdo

da estrutura de gel e a sinérese (LEONIL & MOLLE, 1991).

Durante a primeira fase da agdo da renina sobre a
k-CN bovina, a unido PHE (105)- MET (106) (Figura 02), é
especificamente cindida: forma-se uma parteiin3010ve1, a para-k-
CN (fragdao do substrato livre de agucar) que continua a compor a
micela (residuo 1 a 105 da k-CN) e uma parte soluvel & liberada,
contendo o caseinoglicopeptideo ou glicomacropeptideo (CGP, GMP
ou k-MP) (JOLLES & FIAT, 1979) onde todos os agucares da
molécula estdo Tocalizados (residuo 106 a 109) (SAITO et alii,
1991). O GMP permanece soltivel no soro e é separado da coalhada

durante a fabricagdo de queijos (SHAMMET et alii, 1992a,b).

1 10
PyroGlu - Glu - Gin - Asn - Gin - Glu - Gin - Pro - lle - Arg - Cys - Glu - Lys - Asp - Glu - Arg - Phe - Phe - Ser-Asp

21 30

Lys-lle- Ala- Lys- Pys-lie- Pro- lle - Gln - Tyr - Val - Leu - Ser - Arg- Tyr - Pro - Ser- Tyr- Gly - Leu

41 50

Asn - Tyr-Tyr- Gin- Gin - Lis~Pro-Val~Ala-Leu-lle-Asn-Asn-Gln-Phe-Leu-Pro-Tyr-Pro- Tyr

61 70

Tyr - Ala - Lys - Pro - Ala - Ala - Val - Arg - Ser - Pro - Ala - Gin - lle - Leu-GIn-Trp-Gin- Val- Leu- Ser

81 90

Asp - Thr - Val - Pro - Ala - Lys-Ser-Cys-Gln-Ala-Gm-Pro-Thr-Thr-Met-Na-Arg-His- Pro - His

101 1051 106 110

Pro - His - Leu - Ser - Phe - Met - Ala - lle - Pro- Pro - Lys - Lys - Asn - Gin - Asp - Lys - Thr - Glu - lle - Pro

121 130 138

Thr- le- Asn-Thr- lle- Ala- Ser- Gly- Glu- Pro- Thr- Ser- Thr- Pro - Thr - Thr - Giu - Ala - Val - Glu

Variante B lle

141 148 150

Ser-Thr-Val-Ala- Thr- Leu- Glu- Asp - Ser- Pro- Glu- Val - lle - Glu - Ser - Pro - Pro - Giu - lle - Asn
Variante 8 Ala

161 169

Thr - Val- Gin- Val- Thr- Ser - Thr - Ala - Val.OH

Fonte: Eigel et alii (1984).

Figura 02. Estrutura primaria da k-caseina.
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O termo glicomacropeptideo, historicamente, tem
sido usado desde 1959, apds caracterizag¢ao de peptideos isolados
da fragdo nitrogénio ndo protéico (NNP). Em 1956, ALAIS encontrou
2 grupos de peptideos, um deles, soluvel em acido
tricloroacético (TCA) 2% e eletroforeticamente heterogéneo.
NITSCHMAN et alii, em 1959, trabalhando com esse mesmo componente
enquadrou-o entre 6.000 & 8.000 Da de peso molecular, constatando
ligagdes com carboidratos, derivando dai sua nhomenclatura

(citados por BRUNNER &THOMPSON, 1959).

A sensibilidade Unica da 1ligacdo PHE-MET, a
hidrolise enzimdtica, tem despertado interesse. O dipeptideo
H-PHE-MET-OH ndo é sensivel, mas, no pentapeptideo H-SER-LEU-PHE-
MET-ALA-OME a ligagdo é hidrolisada. Invertendo-se as posigdes
dos residuos serina e leucina nesse peptideo para dar a correta
sequéncia da k-caseina, aumenta-se a susceptibilidade da ligagdao
PHE-MET & hidrélise pela quimosina. O comprimento do peptideo e a
sequéncia préxima ao sitio de clivagem sdo parametros importantes
na intera¢ao enzima-substrato. Serina-104 parece ser
particularmente importante e sua substituigdo por ALA no
pentapetideo torna a ligagdo PHE-MET muito resistente a4 hidrélise
pela quimosina. De fato, o peptideo representando a sequéncia
HIS98-LYS111 (ou LYS112) inclue todos 0s determinantes
necessarios, demonstrando que a sequéncia ao redor da ligagao
PHE-MET, em vez da prépria, compdem o sitio hidrolitico. A
sequéncia LEU103 - ILE108, que provavelmente existe como uma

estrutura estendida, encaixa o sitio ativo das proteinases
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dcidas. Os residuos hidrofébicos PHE105 e MET106, tanto quanto a

LEU103 e ILE108, sdo dirigidos as bolsas hidrofébicas ao longo do
sitio ativo, enquanto o grupo hidroxila da SER104 forma uma
ponte de H com algum complemento da enzima. A sequéncia 98 para
102 e 109-111 formam a "B-turn” préxima & borda do sitio ativo no
complexo enzima-substrato, sendo que essa conformagdao &
estabilizada pelos residuos de PRO nas posi¢des 99, 101, 109 e
110. 0Os 3 residuos de HIS (98, 100 e 102) e LYS111 estao,
provavelmente, envolvidos em pontes eletrostdticas entre enzima e

substrato (FOX, 1989).

Embora a hidrélise da k-caseina por outras
proteinases 4cidas que ndo a quimosina bovina seja estudada,
assume-se deralmente que todo o coalho comercial hidrolisa a
ligagdo PHE-MET. Entretanto, a agregagdo caracteristica das
micelas pelos coalhos substitutos difere daquelas tratadas pela
quimosina, indicando diferenga na extensdo ou especificidade da

hidrélise da k-caseina (FOX, 1989).

1.3. HETEROGENEIDADE E GLICOSILAGAO DA k-CASEI NA

A k—-CN bovina é heterogénea e esta caracteristica
pode ser atribuida tanto A variantes genéticas como também &
composigao do grupo carboidrato presente. Assim, por
cromatografia em DEAE-celulose, mostrou-se que a k-CN pode
ocorrer em fragdes livres ou ricas em agucares, possuindo o

mesmo esqueleto peptidico (JOLLES & FIAT, 1979).
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Duas variantes genéticas, designadas por A e B,
sd0 conhecidas. A k-CN A-1P difere da variante B por substituigao
do residuo de treonina por isoleucina na posi¢ao 136 e um residuo
de 4cido aspdrtico por alanina na posig¢ao 148. A variante A tende
a predominar. Em eletroforese alcalina em gel, na presenga de
mercapetanol e uréia, ambas as variantes mostram multiplas bandas

com a A possuindo maior mobilidade (EIGEL et alii, 1984).

O GMP da k-CN B é um peptideo unico, de peso
molecular 6.755 Da. Contém 64 aminodcidos (4 Asp, 11 Thr, 6 Ser,
10 Glu, 8 Pro, 1 Gly, 6 Ala, 6 vVal, 1 Met, 7 Ile, 1 Leu e 3 Lys),
sendo pobre em aminodcidos sulfurados e destituido de aminoacidos

aromaticos (Phe, Tyr e Trp), His e Arg (Tabela 02). A maioria

Tabela 02. Composigaio de aminoacidos do glicomacropeptideo (GMP) isolado do
soro de queijo em pé e da k- caseina.

RESIDUOS (mol de GMP)

AMINOACIDOS GMP GMP GMP GMP
Soro k-cassina  k-caseina  k-caseina
A-1P B-1P
Acido aspartico 5,0 5,0 50 40
Treonina 105 11,3 120 11,0
Serina 55 6,0 6,0 8,0
Acido glutamico 95 10,4 10,0 10,0
Prolina 75 81 80 80
Glicina 1.2 08 1,0 1,0
Alanina 52 45 50 60
Valina 53 53 6,0 6,0
Metionina 07 1.5 1,0 1,0
Isoleucina 55 58 8,0 7.0
Leucina 1.5 1,0 1,0 1,0
Lisina 27 31 3,0 30

Fonte: Saito et alil (18681)
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das variagoes genéticas que causam a heterogeneidade da k-CN
ocorre na regidao do GMP, que contém, também todas as ligagodes
covalentes de carboidratos e os grupos fosfatos da k-CN (SHAMMET

et alii, 1992b; KUMOSINSKI et alii, 1991).

Na Kk-CN somente 3 agUcares diferentes foram
identificados: galactose (GAL), N-acetilgalactosamina (GalNAc) e

dcido N-acetilneuraminico (NeuNac ou NANA) (JOLLES & FIAT, 1979).

O 4cido si4dlico ou 4cido N-acetilneuraminico
(NANA) pertence a familia dos aglcares aminados, contendo 9 ou
mais dtomos de carbono (Cy;H;gNO3) (Figura 03), de peso molecular
309,28 Da, distribuindo-se amplamente no reino animal (MERCK

INDEX, 1983).

Membros da familia do dcido sidlico ocorrem numa
variedade de tecidos, fluidos organicos, bactérias
(principalmente E. coli) e incorporados a4 proteinas conjugadas
(KABAT & MAYER, 1971). Os derivados do N-acetil, do 4cido N-0O-
diacetilneuraminico e o N-glicolil, incluem-se entre os 4cidos

sidlicos (WARREN, 1859).

Na Kk-CN, a estrutura secunddria dos segmentos
peptidicos préximo & ligagdao carboidrato-peptideo ¢é semelhante a
outras glicoproteinas, sendo a ligag¢do O-glicosidica Thr-GalNac
situada na "B-turn”. Essa observag¢do sugere que os carboidratos

da glicoproteina estdao na sua parte externa ("B-turn”), isto ¢,
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em espag¢o gdeometricamente bem definido e, consequentemente,
permitindo uma aproximag¢dao facil dos aglUcares durante a

biossintese das cadeias glucanas (JOLLES & FIAT, 1979).

CH-OH
N\
HOCH
[ O
o HOCH %
I C-OH
HO —C f
C =0
H l
H-C-H
|
HO~-C-—-H
on o n
NH—C ~ CHa .
” CH3C-N-C -H
o l
HO-C-H
Fonte: Wolfschoon - Pombo (1984) |
H-C-0OH
|
- M ou LIGAGAC AO PEPTIDEO ETC. H-C-0OH
l
H-—-C-—OH
l
H

Fonte: Warren (1959).

Fonte: Wolfschoon - Pombo (1984)

Figura 03. Estrutura quimica do Acido N-Acetilneuraminico (NANA).
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A porgao glicidica ndo é essencial a acao da
quimosina nem as propriedades estabilizantes da k-CN. No
entanto, os aguUcares retardam a acdo da enzima e a estabilidade
das misturas de dg e k-CN, em presenga de cdlcio, pode aumentar
com o aumento do teor de carboidrato da k-CN (JOLLES & FIAT,
1979). Por seus estudos, OISHI & YOKOYAMA (1982) concluiram que
a capacidade estabilizante da k-CN livre do &cido sidlico ndo
diminui quando comparada com a k-CN intacta. A remogao do NANA
diminui a susceptibilidade da k-CN & hidrélise por quimosina. Em
contraposig¢ao, KHALIFA et alii (1985a) afirmam que o 4cido

sidlico contribui para a estabilidade do complexo caseina.

Para SAITO & ITOH (1992) o papel das cadeias de
agucar nao estd completamente elucidado. O nivel de glicosilagdo
da k-CN ndo parece influenciar a capacidade estabilizante da
micela, mas a susceptibilidade & hidr&lise com quimosina diminui

quando o teor de carboidratos aumenta.

Em 1959, através de métodos cléssicos, quimicos e
enzimaticos, e também por espectrometria de massa, estabeleceu-se
a sequéncia detalhada de agUcares dos 2 principais carboidratos

(JOLLES & FIAT, 1979):

Trissacarideo NANA ---> Gal ---> GalNAc ---> Thr
Tetrassacarideo NANA ---> Gal ---> GalNac ---> Thr
NANA
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Atualmente, 0 conhhecimento dessas sequéncias
(Figura 04) ampliou-se, pois j4 se encontrou na k-CN quatro
cadeias de agUcares O-glicosidicos : 1 dissacarideo neutro, 2

isdmeros de trissacarideo &4cido e 1 tetrassacarideo a4cido (SAITO

& ITOH, 1992).

A GalNAcoH
B Galp1-3GalNACOH
C NANAc2-3Galp1-3GalNAcoH
NA
o
6
D Galp1-3GalNAcoH
NANA
2
a
6

E NANA@2-3Galf 1-3GalNAcoH

Fonte: Saito & itoh (1982).

Figura 04. Estrutura quimica completa das cinco unidades de carboidratos isoladas
de k - caselinas.

A composig¢do de carboidratos de 5 fragdes isoladas
por CLAE estd resumida na Tabela 03. O GalNAc foi detectado em
todas as fragdes. Isso sugere que todas as unidades de

carboidratos sao wunidas O-glicosidicamente a k-CN através do
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Tabela 03. Composicao de carboidratos de 5 oligossacarideos A a E, isolados de
k - caseina bovina.

Fragdes de Carboidratos
Residuos / mol

Aglcares

Identificados A B C D E
GalNACOH2 * 1 1 1 1 1
Gal  ** o 1 1 1 1
NANA *xx 0 o] 1 1 2

* - N-Acetiigalactosaminitol ~ ** - Galactosil  *** - N-Acetilneuraminil
Fonte: Saito & ltoh (1992)

GalNAc, em posigdo redutora-terminal com residuos treonina ou
serina. O NANA est4 contido nas fragdes C, D e E. Assim,
confirmou-se que a fragdo A é monossacariditol (neutra), a fragao
B dissacariditol (neutra), as fragdes C e D trissacariditol
(4cidas) e a fragdo E tetrassacariditol (4cidas) (SAITO & ITOH,

1992).

Na k-CN, a maioria dos carboidratos ocorrem como
tri ou tetrassacarideo contendo um aglUcar 4cido (NANA) como

grupo terminal (ROBITAILLE et alii, 1991a).

A caracterizagao das 5 unidades de carboidratos, A
a E, 1isoladas de k-CN e as porcentagens calculadas das

molaridades estdo resumidas na Tabela 04.



Tabela 04. Distribuicio de cada unidade de carboidrato ligada a k-caseina bovina
determinada pelo Método CLAE.

Unidades de Carboidratos

molf100 mol
k-Caselna Monossacar. Dissacar. Trissacar. Trissacar. Tetrassacar.
(reto) (ramificado)

a 0,8 61 21,2 256 46,3

b 07 83 138 17,8 533

c 08 32 163 135 662

d 08 57 188 17,8 56,6

e 1,0 80 21,8 17,6 51,8
Mediat S 087* 01 63t 18 184% 30 185* 39 560+ 868

Fonte: Saito & Itoh (1 882)

Para a k-CN, a média das 5 unidades de agucar, A,
B, C, D e E, foram 0,8 ; 6,3 ; 18,4 18,5 e 56%,
respectivamente. Assim, a cadeia tetrassacaridica predominou com
56% t+ 6,8 ( X + S ) do total de agucares. Por outro Tlado,
desse total, 7,1% corresponderam a agucares neutros e, a quase

totalidade, 92,9% , a aglUcares 4cidos ( SAITO & ITOH, 1992).

O teor de NANA da caseina bovina tem sido relatado
por varios autores e tem sido usado como um indice do teor de
k-CN em leite bovino desnatado. A liberagao de peptideos contendo
NANA , solldveis em 12% TCA, tem sido usada para acompanhamento da
cinética e extensdo do primeiro estdgio da a¢do da renina sobre a
caseina bovina. MORRISSEY (1973), trabalhando com leite de varias
espécies animais, cita como média para os bovinos, o teor de 17,7
mg/100 ml1 leite dos quais 14,2 mg foram encontrados na fracdo

caseina. Acompanhando a lactagdo desse bovinos, encontrou para
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amostras coletadas 3 dias apbés o parto, a média de 33,9 mg
NANA/100 ml. Esse resultado foi 2 vezes maior que o obtido para
amostras de leite em meio de lactag¢do (14,3 mg/100 ml). O teor de

21,8 mg/100 ml1 foi a média para leite de final de lactagdo.

Inicialmente elevado, o teor de NANA apresenta uma
pequena diminui¢do, nos primeiros 2-3 meses para em seguida
aumentar gradualmente até o final da lactagdo (GUERIN et alii,

1974; ROBITAILLE et alii, 1991a).

HOFI et alii (1982) também analisando leite de
varias espécies, encontraram que, para bovinos, o teor de NANA na
proteina total era de 16,90 mg/100 ml dos quais 74% estavam na
fragdo caseina mas que somente 50-55% do NANA da caseina foi

liberado como GMP pela a¢dao da quimosina.

Submetendo a fragdo k-CN, com diferentes teores
de 4cido sidlico, as temperaturas de 70, 85, 100, 120 ou 14090
por 5 minutos, KHALIFA et alii (1985b) observaram que a liberagdo
do NANA da k-CN aumentava proporcionalmente com a severidade do
aquecimento mas era menor nas fragdes ricas em NANA; & 120 e
1409C,respectivamente, cerca de 30 e 50% do 4cido sidlico soltvel

em pH 4,6 era liberado.

Un do métodos utilizados para monitorar a agdo
coagulante baseia-se na determinagdo do adcido N-acetil-
neuraminico, um indicador especifico da liberagdo do GMP. O

principal problema com a determinagdao do NANA & que ele n&ao
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apresenta-se, igualmente, em todas as moléculas, podendo até
mesmo estar ausente em alguns macropeptideos 1liberados pela
quimosina (LEONIL & MOLLE, 1991). Uma faixa de valores de 1,81~
2,5% foi relatado por MACKINLAY & WAKE para o teor de NANA da
k—-CN (citados por MORRISSEY, 1973) enquanto que para AOKI & KAKO
(1985) a k-CN soluvel contém 2,31 ¥ e a K-CN micelar 2,1% de

NANA.

ROBITAILLE et alii (1991a) estudaram pelo periodo
de um ano, 555 amostras de leite de 53 fémeas bovinas da raca
Holstein, analisando-as quanto ao teor de NANA, k-CN e células
somaticas (SCC). Os autores utilizaram o método colorimétrico do
dcido periddico-tiobarbital para quantificar o teor de NANA na k-
CN integral do leite. A aplicagdo de um teste comparativo wusando
NANA comercial demonstrou que no minimo 90% do NANA foi
efetivamente recuperado apés a hidrélise 4cida . Quando as
micelas de caseina foram coaguladas enzimaticamente pela
quimosina, antes da hidrélise acida, menos de 15% do NANA
original foi detectado no pellet da caseina, comprovando sua
associagao a fragdo GMP. A média do teor de NANA da caseina
dessas 555 amostras foi de 5.64 Mg/mg caseina, com uma faixa
variando de 2,1 a 11,2 Mg/mg. Quando expressa em termos de k—=CN,
0 valor médio para o teor de NANA foi 63 + 21 pg/mg k-CN com
variag¢do de 23 a 166 ug/mg. A distribuigdo da frequéncia do teor

de NANA na k-CN é apresentado na Figura 05.
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Figura 05. Histograma da distribuicio da frequéncia do teor de acido N-acetilneu-
raminico (NANA) da k-caseina bovina em 555 amostras de leite.

O teor médio de NANA na caseina obtido por

ROBITAILLE et alii (1991a),apresenta-se muito préximo ao relatado

por MORRISSEY (1973), de 6,0 ug/mg para Jleite de tanque de

armazenamento e levemente superior ao relatados por MARIER et

alii (1963), de 0,26 a 0,59 % do teor de caseina e 2,14% na

fragdao k-CN.

Em relagdo & fragdo k-CN, ROBITAILLE et alii
(1991a), obtiveram uma média de 63 * 21 Mg/mg  k-CN. Desses
valores deduziu-se a taxa de 4 mol NANA/mol k-CN (massas
moleculares: k-CN = 19 KDa; NANA = 309 Da), com um minimo de 1.4
mol/mol k-CN. A variagdo do teor de NANA na k-CN, observada entre
as amostras de leite, nao & somente devida ao teor de Kk-CN mas

também & eficiéncia da glicosilagdo dessa, durante o processo de



secre¢ao. A extensdo da glicosilagdo da k-CN & muito variavel
criando glicosilagdes diferentes em numero e ordem. Além disso,
amostras de leite podem ter diferentes teores de NANA na caseina.
MARIER et alii (1963) e MORRISSEY (1973), relataram variagdes no
teor de NANA na caseina integral devido a diferentes estdgios de
lactagao e entre fémeas. Entretanto, estes resultados devem ser
interpretados com cautela, pois é sabido que flutuam com fatores
genéticos e ambientais, ndo considerados, além do numero limitado

de amostras analisadas (ROBITAILLE et alii, 1991a).

Os multipicos do GMP (1 a 5), observados em CLAE,
sao, presumivelmente, provenientes da microheterogeneidade das
cadeias de aglUcar, especialmente o numero de residuos de NANA

(ROBITAILLE et alii, 1991a).

Por eletroforese e cromatografia de troca idnica,
técnicas baseadas na diferenga de carga elétrica, a variabilidade
da glicosilagdo da k-CN pode ser presumida. Assim, concluiu-se
que o teor de NANA da k-CN pode refletir a porcentagem total da

glicosilagao da k-CN em leite (ROBITAILLE et alii, 1991a).

Os resultados obtidos por ROBITAILLE et ailii
(1991a) mostraram que todos os fatores estudados (parigdo, dia do
teste, estdgio de lactagdo, fenbdtipo da K-CN, numero de <células
somaticas e variagao individual das fémeas) afetavam
significativamente (P < 0,01) o teor de NANA na k-CN. Observaram
ainda, uma diminui¢do dos valores de NANA com 0 aumento do numero

de partos e uma elevagdo significativa do teor de NANA para

nJ
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contagens celular somdtica superior a 200.000 células/ml.

Esta Ultima conclusdo coincide com a observagdao de
SINGH & GANGULI (1975), mostrando que o0 NANA tende a aumentar

somente durante a mastite clinica.

Quanto ao aspecto fenotipico, a separagao dos
animais produtores em 2 grupos diferentes (AA e AB) para a Kk-CN
evidenciou teores de NANA mais elevados nho grupo AB, sugerindo

que a variante B sofreria uma glicosila¢do mais eficiente.

Ao comparar vacas genotipadas AA x BB e AA Xx AB,
MARIANI et alii (1984) observaram que o tipo AA possui teor menor
de NANA na caseina total (0,37%) que o tipo BB (0,52%). NA

segunda relagdo encontrou 0,29% para AA contra 0O, 38% para AB.

Os resultados obtidos nesses estudos, levaram
ROBITAILLE et alii (1991a) a concluir que a variacgdo da
glicosilagao da k-CN foi refletida pelo teor de NANA da k-CN, e

significativamente afetada por fatores genéticos e ambientais.

ROBITAILLE et alii (1991b) encontraram, para leite
da ordenha da manhda, a concentragdo de 63,6 + 20.4 ug NANA/mg
kK-CN. Grandes variagdes foram observadas nos parametros estudados
(produgao, proteina, gordura, caseina, numero de caseina, SCC,
NANA/k-CN). Os efeitos dos fatores ambientais (parig¢do, estdgio e
lactagdo, SCC e estagdo da parigao) no rendimento e composigao do

leite estiveram de acordo com os resultados prévios obtidos para
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produgdo e composi¢do didria de leite. Neste estudo, o fendétipo
k-CN afetou significativamente (P < 0.05) o teor de proteina e
caseina. Demonstraram, ainda, que o grau de glicosilagdo da k-CN
estava associado ao rendimento da ordenha da manha e,
provavelmente com a produg¢do didria. Um aumento da glicosilagdo
da Kk-CN no leite de vacas Holstein foi seguido de um aumento da
produgdao de leite, sem nenhum efeito adverso hnos teores de
proteina, gordura e caseina. Entretanto, a relagao NANA/k-CN é
um parémetro quantitativo, amplamente varidvel sob condigd es
genéticas e ambientais dificultando sua definigdao para um animatl,
impedindo sua utilizagdo como uma marca bioquimica com o intuito
de predizer um desenvolvimento futuro de fémeas (ROBITAILLE et

alii, 1991b).

2. SORO

2.1. OBTENCAO, PRODUGAO E UTILIZAGAO

O soro é a porgdo aquosa do leite , separada do
codgulo durante a fabricagdo de queijos ou caseina. H4& dois tipos

de soro, doce e 4cido (SAITO et alii, 1991).

O soro 4&cido provém de queijos obtidos por
coagulagao 4cida, como o requeijdo e o "cottage-cheese". A
coagulagdo 4cida (abaixamento do pH ao ponto isocelétrico da

caseina, ao redor de 4,6) processa-se através da acidificagdo



microbiolégica por culturas l4aticas selecionadas, acidificacdo
artificial (por 4cidos comestiveis) ou contaminantes naturais

(OLIVEIRA, 1986).

O soro doce resulta da agdao da quimosina sobre o
leite, na produgdo de queijos curados como o Prato, Minas,
Chedar, Suig¢o, Gouda, etc.. A coagulagao enzimatica ocorre no pH
natural do leite, em torno de 6,6. E no soro doce que se inclue o

GMP (OLIVEIRA, 1986).

O soro é constituido, em média, de 6,5% de s61idos
totais, sendo 5% de lactose, 0,8% de proteina, 0,6% de cinhzas,
0,2% de NNP e 0,5% de gordura (HARPER & SEIBERLING, 1976). A
fragdo protéica, de alto valor bioldgico, é composta por
d-lactoalbumina e a B-lactoglubulina que compreendem cerca de
90% das proteinas do soro, imunoglobulinas, proteose-peptona e em

particular, o glicomacropeptideo (SAITO & ITOH, 1992)

Por ser rico em lactose, proteina, vitaminas e
minerais, o soro pode ser usado numa larga variedade de produtos,
tais como: ragdo animal, férmulas infantis, bebidas e confeitos

(SAITO & ITOH, 1992).

Apesar da caréncia protéica mundial, somente
pequena parcela da produgdo total de soro ¢é utilizada. No
entanto, o desenvolvimento de novos produtos e a preocupagdo com
a poluigdao ambiental deveréd provocar, futuramente, um aumento

substancial de seu aproveitamento (WEBB et alii, 1978).
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A produgao de queijos de 1985 e 1986, segundo
estatistica da Secretaria de Inspecdo de Produtos de Origem
Animal do Ministério da Agricultura (ANUARIOS ESTATfSTICOS, 1985
e 1986), girou em torno, de 153 e 173 mil toneladas,
respectivamente, originando, em média, cerca de 1,4 bilhdes de

litros de soro por ano.

2.2. DETECCAO DE FRAUDE POR ADIGCAO DE SORO

As autoridades sanitarias brasileiras e
internacionais preocupam-se com o adequado destino do soro
proveniente da fabricagdo de queijos. O soro por apresentar alto
valor nutritivo, representado por teores consideraveis de
albumina e sais minerais, em vez de ser descartado como ocorre em
larga escala, deveria ser industrializado. A maior preocupagao
das autoridades recai sobre a possibilidade, sempre presente, da
utilizagdo do soro para aumentar, fraudulentamente, o volume do
leite “in-natura", causando profundas alteragdes nas
caracteristicas originais do produto oferecido ao consumo
(PANETTA et alii, 1987). Na Europa e América do Norte, o
principal problema ¢é a adulteragdo de leite em po desnatado,
contrastando com a América Latina, onde o problema crescente & a
adigado ilegal do soro ao leite pasteurizado (WOLFSCHOON-POMBO &

FURTADO, 1989).

Pela Jlegislagdao brasileira, o artigo 543 do
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Regulamento de Inspe¢dao Industrial e Sanité4ria de Produtos de
Origem Animal - R.I.I.S.P.0.A.(1952) considera como fraude a

adigao de qualquer substincia ao leite.

A adigao de soro ao leite, apesar de ndo acarretar
problemas diretos ou imediatos a Saude Publica, contraria a Lei
nQ 8078 de 11/09/90 (Cédigo de Defesa do Consumidor), por ser
eénganosa, uma vez que nao é declarada em rotulagem. Essa mistura
leite e soro traz vantagens econdmicas, apenas para o fraudador,

nada beneficiando o consumidor.

As autoridades da Comunidade Econémica Européia
preocuparam-se em detectar essa possivel fraude de adicdo de
soro, procedente da fabricagdo de queijos, em leite em pé
desnatado ( JOURNAL OFFICIEL DES COMMUNAUTES EUROPEENES,
L.213/3-6) E REV. DA CEE 2188/1985). Para garantir a pureza do
leite desnatado em pé destinado a estocagem publica, a CEE,
através do Regulamento nQ 625/78 de 30/03/78 decidiu que este
tipo de leite ndo deve conter produtos estranhos, notadamente

leitelho e soro de leite (LOKO, 1982).

SADINI (1984), integrante da Commission Working
Group da CEE ,acrescenta que pela R625/78 toda partida de leite
em p6 desnatado deve ser de primeira qualidade e ser submetida ao
controle governamental dentro de um més apds a fabricagdo.
Atividades prévias desta comissdo, envolvendo 12 laboratérios,
no trabalho de exame de amostras de leite em pé desnatado com um

grupo béasico de andlises (umidade, gordura, proteina total e
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cinzas) resultaram na introdugao de um método oficial para
detectar soro no leite destinado a estocagem publica, prescrito
na Regulamentacdo da CEE 2188/81 para implantagdo em janeiro

de 1982.

SADINI & RAMPILLI (1985) salijentaram a urgéncia da
questdo referente ao leite em pé desnhatado liberado para
estocagem publica e ao leitelho em pé liberado para rag¢do animal
com pagamentos de subsidios. Diferentes aspectos foram levantados
quanto ao mercado desses produtos, nos paises europeus, como a
venda de leite em pé por intermédio de agéncias, a adogao de
subvengdes, comércio intracomunidades e o comércio com terceiros

paises.

Com este problema ocuparam-se também LECHNER &
KLOSTERMEYER (1981) na RepUblica Federal Alema, RAMPILLI &
SADINI (1984/85) na 1It4lia, LOKO (1982) na Franga, KONING &
ROOIJEN (1971) e OLIEMAN et alii (1983) na Holanda (citados por

WOLFSCHOON-POMBO, 1984).

2.2.2. EVOLUQAO DOS METODOS

Desde 1959, tem-se citagdes de metodologias para
a detecgdo de soro adicionado ao leite wutilizando o orcinol,
resorcinol, difenilalanina, Ehrlich, 4cido perclérico-
triptofano, 4cido hidrocloridrico, 4cido acetil sulflrico e

periodato-tiobarbitdrico (WARREN, 1959; KABAT & MAYER, 1971;
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JOURDIAN et alii, 1971). Esses métodos tem baixa especificidade e
nao podem ser aplicados em determinagdes diretas de &cido sidlico
em tecidos e outros materiais biolégicos. WARREN (1959),
adaptando o teste do 4cido tiobarbiturico, conseguiu aumentar a
formagdo de cor para 4cido sidlico, apés oxidagdao do periodato
com solugdo 4cida forte e extragdo da solugdo colorida final com
ciclohexanona. A absortividade molar obtida foi 12 vezes maior
que o método do resorcinol. O teste do 4cido tiobarbiturico foi
suficientemente sensivel para permitir a determina¢ao direta e

precisa do 4cido sidlico contido nos tecidos.

Para a determinagao de NANA livre, AMINOFF (1961)
trabalthou com o método do 4cido tiobarbitlrico modificado por
WARREN e com o método alcalino de EHRLICH. Para o método do Aacido
tiobarbitdrico encontrou, & 549 nm, a absortividade molar de 70,7
x 103 e para o método de Ehrlich, a 558 nm, 7,7 x 103, Para
ambos os métodos a absortividade molar foi diretamente

proporcional & concentrag¢do de A4cido sidlico.

De KONING et alii, em 1966 (citado por POTGIETER,
1985) descreveram um método para a detecg¢do de soro em pd em
leite em pS, baseado na presenga de 4cido neuraminico contido nho
GMP. Segundo esses autores, a adigdo de 2% ou mais de soro em péd
(obtido por secagem pelo sistema de atomizagdo) pode ser
detectado. Esse método torna-se limitado pelo fato de altas
temperaturas associadas a outros processos de secagem (tambor ou
rolo) liberarem parte do GMP. O método foi adaptado pela C.E.E.

para a detecgao de soro em leite em pd desnatado destinado ao uso
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publico.

A Tabela 05 mostra o impacto do aquecimento sobre

o nivel de 4cido sidlico:

Tabela 05. Efeito do tratamento térmico na concentragao de acido sialico em leite.

mg NANA / g CN integral

Xt s
Controle (leite crdl) ........coovevrnnnnn, 366% 0,16
Pasteurizac@o (71°CHS) ......c........... 359+ 012
Superaquecimento (85°C/10)............ 324t 012
Fervido (ponto de fervura) ............. 323+ 010
Esterilizacdo (1016/15) ..cccoovvvvenn., 296+ 011

Fonte: Arumughan et alii (1979)

A pasteurizagdo parece ndo alterar a integridade
da case%na, mas o teor de NANA diminui com o aumento da
temperatura. Esta diminuig¢do pode ser devido a liberagdo do GMP,
pois, como foi mais tarde demonstrado, este GMP 1liberado por
aquecimento €& similar em composigdo ao liberado pela agao da

o)

renina e esta liberagdo ocorre em temperatura abaixo de 502C

(ARUMUGHAN et alii, 1979).

KOONING & ROOIJEN (1971) desenvolveram um método
colorimétrico baseado na correlagdo entre o teor de aminoédcidos
sulfurados (cisteina e cistina) da caseina e da soroproteina do
leite. Essa relagao altera-se em casos de adigdo de soro de

queijo ao leite. Observaram que, independentemente do estado de



agregagdao da proteina, o método determinava a presenga de soro em
caseina co-precipitada e em misturas artificiais de leite em pé e
proteinas do soro. Isso porque pode-se considerar gque 0 conteudo
de cisteinatcistina da caseina e das proteinas do soro, em
valores médios de 0,26 e 3,06 respectivamente, perfazem uma
relagdao que resulta num fator praticamente constante. Na pratica,
promove-se a completa hidrélise da proteina seguida da reduc¢dao da
cistina & cisteina por reagdo com dithiothreitol, e determinagao
colorimétrica dessa com o reagente de GAITONDE (ninidrina 4cida).
A férmula wutilizada para a determinag¢do das proteinas do soro
foi:

X - 0,26
% Proteina Soro = x 100
3,06 - 0,26

onde: X = % de cisteina+cistina na CN co-precipitada

valor médio do teor de cisteina-cistina da CN integral

(o]
N

[o)]
1]

valor médio do teor de cisteina-cistina da proteina do

w
o
(o]
fl

SOro.

A % de proteina do soro adicionada era calculada

de acordo com a férmula:

X - 0,70
% de Adigao de Proteina de Soro = x 100
3.06 - 0,70
para: X = teor de cisteina+cistina da mistura
0,70 = média do teor de cisteina+cistina em 100% de proteina.

Usando a mesma relagao (KONING & ROOIJEN, 1971),
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isto ¢é, a diferenga entre os valores de cisteina-cistina na
caseina e fragao protéica do soro, MROWETZ & KLOSTERMEYER (citado
por POTGIETER, 1985 e por FURTADO, 1989) descreveram em 1976, um
método polarografico para determinagdo de 5% ou mais de soro em

pd em leite em péb.

Um progresso nessa técnica polarografica foi
enunciado, em 1981, por LECHNER & KLOSTERMEYER (1981). O teor de
cisteina-cistina da proteina foi estimada como a diferenga entre
0s picos do polarograma. A precisdao do método foi de 1,6% para
leite auténtico, com um coeficiente de variagao de 3,66% para
soro em pé (com alto teor de aminodcidos sulfurados). Estimativas
do teor de proteina do soro em misturas conhecidas de soro e
leite desnatado, em pés, mantiveram-se abaixo de 3% em relagao ao

valor real.

A regulamentagao 625/78 da CEE propde os métodos
de anédlise polarogrdfica do complexo cisteina-cistina, dosagem de
GMP e observagdo microscédpica em luz polarizada. Para estudar
certas influéncias nas metodologias citadas, principalimente
quanto ao envelhecimento do leite, LOKO (1982) classificou os
leites de mistura em 2 categorias: uma que chamou de "A" (de
qualidade superior, recepcionado na indUstria de transformag¢do
imediatamente apés a coleta, com uma populagao microbiana € 2 «x
105) e outra de "B" (leite recepcionado nas centrais de
secagem,geralmente apds trédnsito dentro de pelo menos uma unidade
de transformag¢do, com uma populagdo < 1P ). Amostras desses

leites foram cuidadosamente desnatadas a 37%C e depois mantidos



em tanques de refrigeragdo a 7Q C, durante o periodo

do teste (6 dias). Aliquotas destes leites foram desidratadas
diariamente e analisadas logo apés o processamento. As andlises
usadas foram: a dosagem de NANA livre, de acordo com o Journal
Officiel de Communauté Europeéne de 01/08/1981 (no L 213/3-6) e a
investigag¢do microscédpica segundo o método de J. MOL (citado por

LOKO, 1982).

Para leites de 48 h pés-ordenha, a dosagem de NANA
foi sempre inferior a 50 Mg/g leite em pd. Para leites de 72 h de
estocagem refrigerada, observou-se apés processamento um
acréscimo de 20% no teor de NANA livre, verificando-se, em
seguida uma diminuig¢do, tornando a elevar-se & partir de 120 h ,
chegando a 58% do teor inicial ao fim do experimento (144 h)

(LOKO, 1982).

Quanto & flutuagdo do teor de NANA, os leites "A"
e "B", apresentaram, praticamente a mesma progressao logaritmica,
levando LOKO a concluir como variag¢ado média, para um Jleite
ordenhado h& 96 h, um acréscimo de 50% em relagao ao teor

inicial.

A observagao microscépica a luz polarizada basei-
se na visualizagao de estruturas cristalizadas de leite em pé
desnatado em solventes. O processo de concentragdo do soro para
secagem provoca cristalizagdo dos sais de cédlcio e fésforo,
existentes no soro sob a forma coloidal. Isso ocorre dentro das

mesmas condi¢des de supersatura¢do e temperatura exigidos para a
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cristalizagdo da Tlactose, também presente no soro. Esses
cristais, em configuragdes diversas (aculeiformes, rosetas e
fragmentos refringentes), sdo evidenciados em preparagdes com
6leo de parafina (lactose) e com 1Tugol ou dimetilsulféxido

(cdlcio e fésforo).

No leite normal, nao ocorre a presenga desses
cristais. Quando encontrados, provém de possivel adig¢do de soro,
devendo-se, porém, considerar a obtencdo de estruturas nao

idénticas para processos de secagem diferentes.

A avaliagao microscOpica é rédpida e confidvel
apesar das dificuldades citadas. Por outro lado trata-se de um
bom método para a detecgdo da adigdo de produtos estranhos aos
pés, principalmente se realizada como prévia selegdo a fim de
evitar eventuais investigagdes mais complexas e onerosas (LOKO,

1982).

SERRINI et alii (1981) compararam 2 métodos
citados pela CEE. O método 1 envolve a precipitagdo, a pH 4,6, da
caseina de leite em pé desnhatado reconstituido mais a
precipitagdao de outras proteinas com 4cido tricloroacético (TCA)
12%, seguido de precipitagdao do GMP com 4cido fosfotungstico
(PTA) e liberagdo do NANA do GMP por hidrélise. A estimacdo do
complexo colorido NANA-4cido tiobarbitdrico é feita a 550 nm em
etanol. O método 2 omite a precipitagdo da caseina e estima o
NANA no complexo com resorcinol que & extraido com 4lcool

isoamilico, & 580 nm. O método 2, além de ser mais simples,
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forneceu wum coeficiente de variagdo de * 2,02% quando comparado
com 2,96% do método 1. Os autores citam, também que, amostras de
leite em pd desnatado, normalmente, contém 35-70 Mg de NANA/g na
forma de GMP. A adig¢do de 1% de soro em pé aumentaria esse valor

cerca de 10 ug/g.

Foram publicados, na 4rea da CEE, dois métodos
oficiais baseados, o primeiro na determinagcdo do 4cido si&lico
livre e o segundo , na determinagdo dos glicomacropeptideos (GMP)

por CLAE (ORTIN-RODRIGUES & SANCHEZ-ALGABA, 1990a).

O método analitico preconizado pelo Regulamento da
CEE (1981) baseia-se na determinagdo do 4cido sidlico 1liberado
pela ag¢ao do coalho. O GMP livre & separado da maior parte dos
componentes do leite, por precipitagdo com TCA e, apds filtragdo
¢ precipitado com 4cido fosfotuingstico (PTA). O 4cido sidlico &
liberado do precipitado por hidrélise, a guente, com 4cido
sulfarico diluido. Com resorcinol forma-se um composto colorido
que se mede & 580 nm por espectrofotometria (ORTIN-RODRIGUES &

SANCHEZ-ALGABA, 1990a).

Um protdétipo de aparelho para automatizagao da
detecg¢do de soro em leite em péd, pelo método GMP foi descrito por
LORENZ et alii (1982). O método baseava-se na precipitagcdo da
proteina e do GMP e consequente medi¢dao por turbidimetria. O

autor sugeriu sua utilizagao como "screening” em leite em pé.

Na Holanda, HOOYDONK & OLIEMAN (1982) relataram o



uso de CLAE para determinar a quantidade de GMP liberado pela
agdao da quimosina no leite, como método sensivel e facilmente
automatizado. A repetibilidade do método foi muito boa,
considerando a necessidade de pequenas quantidades de amostras
pre-tratadas. O TCA 12% foi utilizado para inativar a enzima e
precipitar seletivamente a caseina e as proteinas do soro. A
concentracgdo final de TCA 8% foi considerado ideal pois nao
provoca a precipita¢dao das proteinas do soro. Concentrag¢des
menores resultam numa remogdo insuficiente dessas proteinas e

concentragdes maiores precipitam inclusive o GMP.

OLIEMAN et alii (1983) citam como 1limite de
detecg¢do por CLAE, valores de 0,5% em amostras de leite alemdo e
0,8% para leite de outros paises do CEE. Afirmam também que 0s
resultados ndo foram influenciados pelo processo de secagem do
leite desnatado mas que resultados falso-positivos devem-se A

agdo das proteinases bacterianas no leite, antes da secagem.

MEHRENS & REIMERDES (1986) estimando, por CLAE, a
adigao de soro ao leite em péd desnatado apresentaram como limite
de detecgdo um minimo de 0,7%. Os autores consideraram a CLAE
mais especifico que a detecgdo do 4cido sidlico no filtrado de

TCA.

Para SADINI (1984), apesar do método descrito na

R.CEE n°®

2188/81 ser satisfatério para anédlises de leites em pé
desnatado fresco destinado a estocagem publica, a férmula,

baseada no teor de 4cido sidlico livre (ppm) e porcentagem de
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proteina, ndo é suficientemente eficaz para a detecg¢do de soro em
leite em pé desnatado utilizado para rag¢do animal. O procedimento
pode ser aperfeigoado pela introdug¢do de um terceiro paréametro,
chamado de teor de proteina do precipitado fosfotlngstico. Esse
N-fosfotungstico é obtido submetendo-se, ao processo Kjeldahl, o
residuo das precipitagdes das fragdes protéicas com o TCA 12% e
PTA 20%. Em paralelo a esse procedimento, determina-se
quantitativamente o teor de proteina total. A relagao R entre o
acido si4lico livre e o teor de proteina do leite no sedimento
fosfotuingstico pode ser assim calculado:

Acido Sialico livre (ppm)
R= 100 x

Teor de N fosf. x 6,38 (ppm)

Para leite desnatado em pb, o valor de R varia
entre 5 a 7, enquanto que para soro & sempre superior a 10 ( em

média 12).

POTGIETER (1985), na Africa do Sul, estudou o
método do &cido N-acetil-neuraminico implantado pela CEE em 1981,
onde o teor de 4cido sidlico de uma amostra suspeita é
determinado de duas maneiras, isto é, uma colorimétrica (valor
Z), wusando uma curva de calibragdo e outra determinando sua

relagao com o teor de proteina da amostra (valor Y).
A relagdo do NANA com o teor de proteina da
amostra (Y) é& determinada pela férmula:

Y = 40 + 3 ( X - 34)2
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sendo: X = % de proteina total determinada pelo método Kjeldahl.

A CEE sugere, como média, o valor de 40 ug NANA/g
de leite em pé para uma amostra contendo no minimo 34% de
proteina. No entanto, POTGIER (1985) encontrou para amostras de
leite contendo de 31 & 36 % de proteina, a variag¢dao de 50 a 90 Mg

NANA/g pé.

Esses valores Z e Y compdem a seguinte férmula
para a determinar a porcentagem de soro em pd presente em leite
em pé:

Z-Y

% de Soro em p6 = — x 100
1000

teor de 4cido sidlico da amostra determinado

onde: Z
colorimetricamente (ug NANA/g leite em pé)
Y = teor médio de 4cido sidlico livre na amostra
calculado em relagdo ao teor de proteina da
amostra ( ug NANA/g leite).

1000 teor representativo de 4cido sidlico no soro em pé.

1]

(RAMPILLI et alii, 1985).

O problema decorrente desse método é a indicagao
de resultados falso-positivos. Isso talvez ocorra pelo fato de
que os valores de 4cido sidlico testados por grama de leite em poé
exceda o valor da CEE de 40 ug/g para um minimo de 34% de
proteina que ¢é aplicado na conversdo da férmula ( POTGIETER

1985).
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A relagao entre o teor de 4cido sidlico e a
porcentagem de soro adicionado foi excelente (coeficiente de
correlagao = 0,996) mas a férmula da CEE para determinagdo desse
soro em po6 € precisa para a adi¢ao de até 20 % ( POTGIETER,

1985).

Embora esse método apresentasse excelente
repetibilidade (para amostras em quadruplicatas o coeficiente de
variagdao foi menor que 5%) , a reprodutibilidade foi muito pobre
quando foi aplicado nas mesmas séries de amostras em diferentes
dias. Isto pode ser explicado pela presenga de pequenas
quantidades de lactose residual nas amostras, que reagiriam com
resorcinol wusado na determinagdo do 4cido sialico (POTGIETER,

1985).

WOLFSCHOON-POMBO (1984) discute varias técnicas de
detecgdo de soro adicionado ao leite em pé6. O primeiro método
discutido é baseado na determinacdo do &cido sidlico (metodologia
da CEE), preconizando a férmula para calcular a quantidade de

soro adicionada ao leijte:

% de Soro em p6 =

onde: Z = valor de NANA determinado na amostra.
Y = valor médio de NANA no leite em pé.
W = valor medio de NANA no soro em pé.



Para a implantagdo dessa metodologia no Brasil, o
autor adverte sobre a necessidade de se conhecer profundamente o
teor de 4dcido sidlico no leite, soro, leite e soro em pé. Cita
como valor médio, para leite desnatado em péd, a faixa de 40-50
mg/g e que o soro em péd contém aproximadamente 10-20 vezes mais

dcido sidlico.

WOLFSCHOON-POMBO (1984) discute 3 outras
metodologias: a de CLAE utilizando o método dos holandeses van
HOOYDONK e OLIEMAN (1982); a da observa¢do microscépica de uma
suspensdo de produto, pelo método de MOL e LOKO (1982); a
determinagdo do teor caracteristico e diferente dos aminodcidos
sulfurados cisteina e cistina. Essa metodologias j4& foram
discutidas aqui. WOLFSCHOON-POMBO cita ainda a determinacdo do

teor de fosfatideos e do teor de lactato para soros &cidos.

WOLFSCHOON-POMBO & PINTO (1985) adaptaram o método
espectrofotométrico para detecgdo e quantificagdo de soro em
leite em péd, substituindo o reagente cromogénico original
(resorcinol) pelo reativo de Ehrlich (paradimetilbenzaldeido com
HC1 fumegante). Com isso vdrias etapas, como o uso de solucdo
tampao para extra¢do do 4cido sidlico liberado por hidrélise e/ou
a extragdo do crom6foro formado com resorcinol, foram
simplificadas, tornando o método qualitativo para leite fluido.
Mesmo na adaptag¢ao, a pesquisa é sobre o 4cido si&lico livre,
liberado da fragdo protéica, através de hidrélise 4cida (8090/40

minutos). Esse bindémio tempo/temperatura deve ser mantido para



evitar-se wuma significativa destruigdo do aglcar liberado. Este
método permite detectar a adigdo de 2% ou mais de soro em leite
fresco pasteurizado e em amostras de leite armazenadas, como
filtrados de TCA, por 3 semanas. Resultados falso-positivos foram
obtidos em amostras de leite pasteurizado refrigeradas por 3 dias
a 6% (ndo filtradas em TCA), porém isso nao ocorreu em leite

pasteurizado com 2 dias de estocagem a frio.

WOLFSCHOON-POMBO & PINTO (1985) consideraram
também, a possivel presenga de enzimas proteoliticas bacterianas
devido ao crescimentos de microorganismos psicrotréficos, do tipo

da Pseudomonas fluorescens, em leite cru resfriado e que teriam

agdo similar ao coalho. Proteases psicrotréficas por serem
termoresistentes hndao seriam inativadas durante o processo de
pasteuriza¢do (72—7@20/15—20 segundos). Tem-se como necessario,
para uma atividade proteolitica significante, populagdes > 106
ufc/ml. Proteinases de leucédcitos possuem a¢do semelhante mas sao

menos ativas que as proteinases bacterianas (FOX, 1989).

ATROSHI et alii (1986), ao estudarem rebanhos
sadios e mastiticos encontraram a média de concentra¢do de NANA
para vacas sauddveis de 51,43 + 4.8 pg/m] enguanto que para
animais mastiticos este valor correspondeu a 107.86 + 12.2
(p < 0,01). Em casos severos de mastites (todos os 4 quartos
positivos para bactéria e SCC > 3 x 10° células /ml  leite) a
concentragao de 4cido sidlico foi 4 vezes maior que a das
amostras de leite ndo mastiticos. Patologicamente ¢é muito

interessante a participa¢do do 4cido sidlico em sitios de ligagao

44



de bactérias, virus e outros agentes infecciosos, apesar que o

seu papel fisio-patoldégico ndo estd bem definido.

Ao acompanhar a lactag¢do de vacas sadias e
mastiticas, GAJDUSEK (1987) observou que a concentragdo de NANA
total foi minima no meio da Tactagdo, aumentando no final, sendo
que o0s teores madximos foram encontrados em vacas mastiticas.
Quanto aos teores de NANA ligado, foi minimo no meio da

lactagd o, enquanto que ao final, alcangou niveis mais elevados.

Em 1987, PANETTA et alii, avaliaram o método
proposto por WOLFSCHOON-POMBO & PINTO (1985). Setenta e cinco
amostras de leite de mistura foram submetidas & prova de soro,
contagem de bactérias psicrotré6ficas, prova de cloreto e
Whiteside. Concluiram que a sensibilidade da prova é de 100% para
a adigdo experimental de soro de queijo obtido por coalho, mas
possui baixa especificidade (75%) para ser adotada como método
fiscal para andlise de leite. Esta especificidade é alterada em
amostras suspeitas para cloreto e/ou Whiteside, bem como pelo
ndmero de psicrotréficos. Como a qualidade do leite pasteurizado
nao reflete as condigdes bacteriolédgicas do produto crd, a
presenga de proteinases termoresistentes, podem interferir no

produto empacotado, levando a resultados falso-positivos.

FURTADO & WOLFSCHOON-POMBO (1988) apresentaram um
novo método para a quantificagdo de soro de queijo adicionado ao
leite pasteurizado através da determinag¢do do numero de caseina.

As amostras de leite e soro sofrem um pré-tratamento (desnate em
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centrifuga refrigerada), para depois serem analisadas quanto ao
seu teor de fé6sforo total (PT), fésforo caseinico (PCAS), fésforo
soluvel em 4cido tricloroacético (PTCA), nitrogénio total (NT),

nitrogénio nao protéico (NNP) e nitrogénio protéico (Np).

De posse desses valores, o nUmero de caseina, que
nada mais ¢é que a porcentagem do nitrogénio caseinico no

nitrogénio protéico, pode ser calculado através da férmula:

Ncassico
N° de Caseina = x 100
Nprotéico
sendo: Nt = NNP = Np (g% na amostra)
Py - Pica = Pcas (9% na amostra)
(PCas 0,85 : 6,34) x 100 = Neas
onde: 0,85 = Pcas/1009 de caseina
6,34 = fator Kjehdahl de conversdao de N para proteina

Em casos de leite adulterado altera-se a relagao

N pela diminui¢do do teor relativo das

soroproteinico/Ncas
caseinas. Essa relagdo no leite auténtico é de 20/80. A adi¢ao de
soro de queijo diminui o nUmero de caseina do leite, como se

observa na Tabela 06.

DIRKS & REIMERDES (1988), da Commission Working
Group da CEE, conduzindo estudos paralelos na Alemanha,
Inglaterra e It4lia, opinaram que métodos para detecg¢do de soro

adicionado ao leite, baseados na determinagdo de 4cido sidlico
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ligado a gangliosideos, parecem nao ser inteiramente

satisfatérios devido a enorme variag¢ao do seu conteudo.

Tabela 06. Interferéncia da adi¢&o de soro no numero de caseina.

% de Soro N° de Caseina % de Soro N° de Caseina

Mistura Mistura
0 80,8 60 64,2
10 79,3 70 580
20 77,4 80 49,4
30 752 80 374
40 72,3 100 14,6
80 688

Fonte: Furtado (138%9)

ORTIN-RODRIGUES & SANCHEZ-ALGABA (1990a), na
Espanha, também estudando o método da CEE, aplicaram a seguinte

férmula tanto para leite lTiquido como para leite em pé desnatado:

C x 8
ug de Acido Sialico livre / g amostra = x 100
M x (ESD + 0,2)

onde: C = leitura da amostra na curva padrao em pg/g de 4cido

sidlico.
M = massa em g dos 50 ml de leite liquido.
ESD = % extrato seco desengordurado do leite Tiquido.
0,2 = teor convencional, em % de matéria gorda, correspon-

dente ao leite liquido desnatado.
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Aplicando a férmula anterior as misturas de Jleite
crd e soro submetidas ao método analitico recomendado pela CEE

(1981) obtiveram os resultados apresentados na Tabela 07.

Tabela 07. Valores de 4cido sialico (ug/g) estimados pelo método da CEE.

Amostra Utilizada Acido Siglico
HO/Q
Leite cru 65,0
Leite em po reconstituido 68,1
Leite com 20% de soro 2288
Leite com 40% de soro 4100
Leite com 60% de soro 404,9
Leite com 80% de soro 506,8
Soro liquido 6391

Fonte: Ortin-Rodriguez & Sanchez-Algaba (1990a)

O soro liquido e misturado ao leite foi aquecido a
70%¢ por 10 minutos, para inibir uma possivel agdo hidrolitica do

coalho residual do soro sobre o leite.

Trabalhando , também com amostras de leite UHT de
um mesmo lote, ORTIN-RODRIGUEZ & SANCHEZ-ALGABA (1990b)
submeteram-nas & determinagdo de 4cido sidlico (método da CEE).
As aliquotas foram tomadas considerando o tempo de fabricag¢do. Os
resultados obtidos encontram-se na Tabela 08. Ao estudarem o

fendmeno de precipitagdo de leite UHT que apresentava baixa
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acidez total, encontraram uma relagdo entre o conteldo de NANA

livre e a tendéncia para gelificag¢do.

Tabela 08. Determinagso de 4cido sialico em leite UHT de acordo com tempo de
fabricagdo (Método CEE).

Tempo de Fabricagao Acido Sialico
(dlias) Hs/g
1 30,60
18 61,70
28 121,30
47 151,58
157 387,50 *

*  Leite UHT gelificado
Fonte: Ortin-Rodrigues & Sanchez-Algaba (1990a)

ORTIN-RODRIGUEZ & SANCHEZ-ALGABA (1990b)
prosseguindo em seus estudos, procuraram correlacionar os niveis
de amoniaco e A4cido sidlico em leites UHT, verificando que esses

dois parametros estdo intimamente relacionados com o tempo que

transcorre entre a fabricag¢do e o armazenamento, em temperatura

ambiente, desse tipo de leite.

MOTTAR et alii (1991) encontrou, para 41 amostras
de leite, através ensaio colorimétrico em determinagao

enzimatica, a média de 9,0 + 4,0 mg/1 para NANA livre.

2.2.2. METODOLOGIA ANALf TICA OFICIAL

Preocupado com o problema de fraude de soro de

queijo em leite de consumo, o MINISTERIO DA AGRICULTURA E REFORMA
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AGRARIA, através da Portaria n2 124 de 23/09/91, aprovou e
oficializou os métodos analiticos, qualitativo e quantitativo, de
detecgdao de soro em leite, determinando o seu emprego em todas as
atividades desenvolvidas pela rede oficial do sistema coordenado
pela Divisdao de Laboratério Animal do Departamento Nacional de
Defesa Animal. As metodologias implantadas foram, respectivamente

0 método adaptado por WOLFSCHOON-POMBO & PINTO (1985) e a CLAE.

O Método Qualitativo de Detecgdo de Soro ao Leite
tem como principio a precipitagdo do 4cido sidlico contido no GMP
resultante da ag¢dao da renina sobre o leite. Para tanto, parte-se
da precipitagdo protéica das amostras de leite com acido
tricloroacético (TCA) 24% (tem-se na mistura 12%). Apés filtragao
qualitativa convencional, procura-se isolar o GMP da fragdo
soldvel em TCA (filtrado TCA), utilizando-se o} acido
fosfotlingstico (PTA) 20% como método seletivo. A mistura do
filtrado TCA e PTA é submetida a centrifuga¢do e o sobrenadante
obtido ¢é desprezado. Para evitar-se a interferéncia da lactose
presente no filtrado TCA é necessdrio que ela seja removida pela
eliminagdo do sobrenadante apés a precipitacdo com PTA e lavagem
com etanol; de outra forma, poderia mascarar os agucares
glicopeptideos e levar a um falso resultado (WOLFSCHOON-POMBO &
PINTO, 1985). O 4cido sidlico ligado ao GMP, entdo, ¢é 1liberado
através hidrélise 4cida a quente e detectado como croméforo
purpura apdés reagdo com o p-dimetilaminobenzaldeido. O leite
pasteurizado por ndo conter GMP livre n&ao desenvolve a cor

purpura (PORTARIA n2 124/ M.A.).
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O método da pesquisa do 4cido sidlico, conforme
recomenda¢des do Ministério da Agricultura, sempre deve ser feito
em paralelo com um leite sabidamente genuino. Essa técnica ndo &
vdlida para soro obtido por precipitacdo 4&cida e os resultados
negativos para 4cido sidlico nem sempre significam auséncia de

SOro.

A Detecgdo de Soro de Leite por Cromatografia
Liguida de Alta Eficiéncia (CLAE) - Método da Filtragao em Gel
também determina a quantidade de GMP em leite filtrado apds
tratamento com TCA. Seguindo metodologia de CLAE convencional,

calcula-se o fator de resposta R do pico do GMP. O pico do GMP é:

Pico do GMP = P / A
onde: P = quantidade de soro de um ponto da curva padrao
A = 4rea ou altura do pico do GMP obtida no mesmo ponto
da curva padrdo.
O cédlculo da quantidade de soro na amostra é:
¥ S = R x Aa
onde: S = porcentagem de soro (P/P) na amostra

R = fator de resposta do pico do GMP

Aa = 4rea ou altura do pico do GMP da amostra

O Ministério da Agricultura recomenda que de 0 a
16% o coeficiente de correlagdo da curva padrdao tem que ser
superior a 0,9900. Se ocorrer a presenga do equivalente a mais de

1% de soro, determinado a partir da curva padrdo nos picos com o
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mesmo tempo de retengdo do GMP, a prova serad considerada

positiva.

3. PESQUISA DIRETA DE NANA EM MATERIAIS BIOLJGICOS

( METODOLOGIA DA NINIDRINA ACIDA )

YAO & UBUKA (1987) desenvolveram uma nova técnica,
para determinar a concentragao de acido sidlico em
sialoglicoproteinas contidas no liquido ascitico formado pela

introdugdo de células tumorais na regido peritoneal de ratos.

O método baseia-se na reag¢do do 4cido sidlico com
© reagente 2 de GAITONDE, isto é , a ninidrina adcida, que produz
uma cor estdvel com uma absor¢do maxima a 470 nm. A curva padrao
€ Jlinear na faixa de 5-500 nmol de NANA por 0.9 ml de reagao de
mistura. Esta reag¢do mostrou-se especifica somente para 4cido
sidlico entre vdrios acglcares e derivados de aglUcares testados.
Alguma interferéncia foi notada nesse método, pela cisteina,
cistina e triptofano, embora as suas absorgdes maximas difiram da
do 4&cido sidlico (560, 489 e 385nm respectivamente). Em seus
experimentos, YAO & UBUKA (1987) eliminaram essas interferéncias
com o uso de pequena coluna de resina de troca idnhica. Como teste
comparativo utilizaram o método do periodato-resorcino]l e O 4cido

sidlico foi isolado de fluido peritoneal ascitico de ratos.

A determinagdo dos d4cidos sidlicos Tlivres foi

desenvolvida de acordo com o método de GAITONDE (1967), para



pesquisa de cisteina, com as seguintes modificagdes : a4 0.3 ml da
solugao da amostra (contendo 5-500 nmol de NANA) acrescentou-se
0.3 ml de 4cido acético glacial e 0.3 m1 de ninidrina adcida
(reagente 2). A mistura de reagdo é aquecida em banho-maria
fervente por exatamente 10 minutos e apés resfriada em banho de
gelo, mede-se a absorvancia & 470 nm. O tempo de de aquecimento é
importante j4 que a absor¢do a 470nm aumenta proporcionalmente
com o tempo de incubagdo acima de 10 minutos e vai aumentando
gradualmente, até alcangar o maximo ao redor dos 30 minutos. O
desenvolvimento da cor aos 10 minutos corresponde,
aproximadamente, a 75% da dos 30 minutos. Acima de 10 minutos, a
absorvéncia, para um tempo de incubagao definida, foi constante
entre determinagdes desenvolvidas ao mesmo tempo. No entanto, o
rendimento de cor, em reagées com tempo mais prolongado tendem a

variar como mostra a Figura 06.

Com o tempo de aquecimento de 10 minutos, adotado
como procedimento padrdo, o desenvolvimento da cor foi bastante
estavel (YAO & UBUKA, 1987) . A diminuig¢do na absorvancia foi
menor que 4% apés 3 horas a OQ, 162 ou 37%. A absortividade
molar do &cido N-acetilneuraminico, nas condigdes dos testes,

foi de 6.64 x 103

A sensibilidade da rea¢ao foi bastante alta e
comparavel ao da reagdo do periodato-resorcinol, largamente
usada. Os valores obtidos por este GUltimo método foram levemente
inferiores Aaqueles obtidos pelo metodo desenvolvido por YAOQO &

UBUKA (1987), além do que, este é muito mais simples e o tempo
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Figura 06. Efeito do tempo de aquecimento na produgéo de cor na reagao da ninidri-
na acida com o acido N-acetilneuraminico.
requerido, em todo o processo, & menor que a metade do utilizado

pelo do periodato-resorcinol.

YAO et alii (1989) descreveram o mesmo método da
ninidrina 4cida modificado para a determinagdo direta de 4cidos
sidlicos ligados & glicoproteinas. A rea¢do de mistura foi
alterada para 3.0 ml (1.0 ml da solugdo da amostra, 1.0 ml de
acido acético glacial e 1.0 m1 de ninidrina 4cida). Novamente
esta técnica foi comparada com a do periodato-resorcinol e também
outras proteinas foram a ela submetidas. Os resultados

encontrados (absorvdncia de 0,122 para uma concentra¢do de 50
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nmol), indicaram que a reag¢dao da ninidrina &cida é especifica ndo
somente para 4cidos sidlicos livres como também para ligados. A
unica proteina que reagiu com a ninidrina 4cida foi a fetuina que
numa concentragao de 500 ug acusou uma absorvancia, a 470 nm, de

0,292.

A curva padrdo da fetuina pela reagao da ninidrina
dcida e pelo método do periodato-resorcinol foi praticamente a
mesma. A sensibilidade de ambos os métodos foi igual. A
estabilidade da cor produzida pela reagdo de ninidrina 4&cida
manteve-se estdvel, no minimo por 3 horas, a temperatura

ambiente.

Este método foi aplicado para a determinagao de
dcido sidlico em liquido peritoneal de ratos da mesma maneira que

foi aplicado para fetuina.

4. FRACIONAMENTO DE PROTEI NAS

Segundo CHRISTENSEN et alii (IDF nQ 261/1991) h4
diferentes técnicas de fracionamento quimico dos compostos
nitrogenados do leite, cuja escolha depende da finalidade

requerida.

0 fracionamento das substancias nitrogenadas

totais do leite, conforme ASCHAFFENBURG & DREWRY (citados por
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VEISSEYRE, 1988), pode ocorrer pela acidificagdo & pH 4.6 ou pela
adigao de solugdes como o sulfato de sédio ( N%SK%) e A4cido

tricloroacético (TCA) 12%.

Ao acidificar-se o leite com 4cido acético 10%,
até o seu ponto isoelétrico (pH 4,6) obtém-se um precipitado
formado por caseinas e peptideos de alto peso molecular. A fragdo
solivel a pH 4,6, muito heterogénea, & composta por 10-23% do
teor de N soluvel. Quando essa fracao é submetida a Na, SO 12%
precipita as proteoses-peptonas, restando soldveis as proteinas

lactoalbumina e imunoglobulina e o NNP.

Quando se acrescenta ao leite uma solucdo de
Na2804, ocorre a precipitagdo das caseinas, imunoglobulinas e
proteoses-peptonas. A albumina e o NNP continuam solldveis nho
filtrado. Esse mesmo filtrado quando acidificado a pH 2 separa a
d-lactoalbumina e scroalbumina da parte sollvel que contém a B-

lactogliobulina e o NNP.

Para se precipitar as proteinas totais ,
separando-as do NNP e oligopeptideos, o fracionamento cléssico &
com TCA. Diferentes concentragcdes de TCA tem sido estudadas: 2%,
2,5% e 12% - esses valores referem-se 3 ¥ de TCA na solugdo
final. Estudos com concentra¢des mais baixas demonstraram que
25% do N total é soluvel em TCA 2% sendo que aproximadamente 10%
da fragdao N-soluvel precipita. Com TCA 2,5% conseguiu-se 29% do N
total. O wuso de SDS-PAGE demonstrou que o TCA 2.0% precipita

grandes peptideos. A frag¢dao solldvel contém pequenos e médios
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peptideos e aminodcidos. Num estudo de solubilidade de peptideos
em vdrias concentragées de TCA, YVON et alii (citado por
CHRISTENSEN et alii, 1991) encontraram que somente 6 dos 75
peptideos identificados derivando da dg1, B e k-caseina eram
insoluveis em alguma das concentragdes de TCA (2 &4 12 %) enquanto
39 eram completamente solluveis em todas as concentra¢des de TCA
usadas. A solubilidade de 30 peptideos diminuiu com o aumento da
concentragdo de TCA. A cadeia dos peptideos variou de 2 a 63
residuos de aminodcidos. Experimentos mostraram que 44 - 64% do N
soluvel & pH 4.6 o era também em TCA 12%. A fragao soluvel em 12%
TCA contém pequenos peptideos (2-20 residuos de aminodcidos)
enguanto que médios e grandes peptideos sdo encontrados no
precipitado. YVON et alii (citado por CHRISTENSEN et alii, 1991)
observaram que, independentemente de outros paréametros, a

hidrofobicidade dos peptideos influenciou na solubilidade em TCA.

0 percentual encontrado de precipitagao
proteina/peptideo com etanol 70% é o mesmo que com TCA 12%
enquanto que o fracionamento dos componentes nitrogenados com
acido sulfosalicilico ndo & frequentemente usado (CHRISTENSEN et

alii, 1991).

O fracionamento com 4gua tem sido largamente usado
para queijos e como parametros operacionais utiliza-se a
quantidade da amostra, temperatura e a duragao de homogeneizacao,
para se obter um porcentual maior dos compostos nitrogenados na
fragdao soluvel em 4gua. Estudos eletroforéticos em gel mostraram

que a fragdo sollvel contém proteinas do soro, peptideos de baixo
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peso molecular provenientes da hidrdlise da caseina e aminodcidos
lTivres. A fragdo ndo sollvel em &gua contém caseinas e produtos
de alto peso molecular da hidrdlise da caseina (CHRISTENSEN et

alii, 1991).

Fracionando-se com CaC12 em solugao a 0.037 M
pode-se solubilizar 35% do N total. Os componentes obtidos nas
fragdes ndo soluveis sdo,aparentemente, idénticos com as
proteinas e peptideos das fragdes ndo solluveis em 4gua e a pH 4.6

(CHRISTENSEN et alii, 1991).

Ha outros tipos de fracionamento, por exemplo, com
NaCl 5% (solubiliza caseina e produtos hidroliticos da caseina)
ou com cloroformio-metanol, wusado para isolar peptideos
hidrofébicos correspondentes aos peptideos amargos em queijos

(CHRISTENSEN et alii, 1991).

O fracionamento com 4cido fosfotingstico & um
método muito seletivo em relagdo a pesos moleculares e Gtil para
subfracionamento da frag¢do soluvel em 4gua. Somente peptideos de
baixos pesos moleculares (< 600 Da) e aminodcidos sao extraidos.
A fragdo solivel em PTA 5% contém proteinas e peptideos

com PM > 600 Da (RANK, 1985).

1
83}



IV. Material e Métodos

1. MATERIAIS

1.1. Vidrarias, Utensilios e Outros

- Frascos plasticos de boca larga para coleta de amostras de
leite e soro;

- Pipetas graduadas de 5 e 10 ml;

- Pipetas automdticas para 0.1, 0.5 e 1.0 ml;

- Beckers de 50 e 100 mil;

- Tubos de ensaio e de centrifuga;

- Cubetas para espectrofotometria;

- Bast4do de vidro e funil;

- Papel de filtro qualitativo;

- Bico de Bunsen e tela de amianto:

Observagao: Toda a vidraria utilizada, bem como frascos
de coletas encontravam-se quimicamente higienizados quando do

seu uso.
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1.2. EQUIPAMENTOS

- Banho-Maria - Fanem

- Centrifugador Excelsa-2 - Fanem - mod 205-N

- Centrifuga Refrigerada - IEC- B-20A

- Centrifuga Refrigerada Spin VI - Incibrés

- Balanga Semi-Analitica - OWA - Labor

- Balanga Micronal - B-6000

- Espectrofotdmetro - Spectronic 70 (Bausch & Lomb)

- Espectrofotébmetro - Micronal - B-380

- Estufa de Secagem e Esterilizagdo com circulagdo ativa
Fanem - mod 320-SE

- Agitador Magnético com aquecimento - Corning

- Freezer e Geladeira comerciais

~ Destilador - Fanem - mod 724/2-1

~ Deionizador - Permution

1.3. REAGENTES

- Acido Si4&lico (N-acetylneuraminic Acid) Type IV, 95%,
Sinthetic, LOT 98 FO 652 / A-2751 - Sigma Chemical CO.

- Ninidrina (Merck,Riedel)

- Acido Cloridrico P.A. (Ecibra, Nuclear, Merck,Reagen)

- Acido Acético Glacial ( Merck)

- Acido Tricloroacético 24% (Merck, Vetec)

- Acido Sulflrico 0.1 N (Reagen)

- Acido Fosfotungstico 20% (Sinth)

Observag¢ao: A solugdo de 4cido fosfotungstico foi armazenada em
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frascos de cor ambar e sempre tomou-se a precau¢dao de trabalhar
com prepara¢des recentes a fim de evitar alteragdes que podem
ocorrer, com o passar do tempo, como o escurecimento da solugao
e formagao de depdsitos. Quando isto ocorre o PTA deve ser
descartado e nova preparacdo efetuada.

- Etanol 95% (Ecibra, Merck)

- Solugdo de p-dimetilaminobenzaldeido a 5% (p/v) (Reagen)

- Acetona (Merck)

NINIDRINA ACIDA: Reagente 2 de GAITONDE

1,0 ¢ de ninidrina, 16 ml de 4cido cloridrico P.A.,

24 m1 de 4cido acético glaciatl.

REAGENTE de EHRLICH:

solug¢do de p-dimetilaminobenzaldeido a 5% (p/v) em partes

iguais de 4cido cloridrico fumegante e &dgua destilada.

2. AMOSTRAS

2.1. ACONDICIONAMENTO

As amostras foram coletadas em frascos pléasticos
ou de vidro, de boca larga, com tampas, bem 1igienizados e
transportadas até o laboratério, devidamente identificadas e

acondicionadas em caixa isotérmica com gélo.
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Os latdes de onde coletou-se as amostras, quando o
teste a ser realizado assim o exigisse, foram identificados para

coleta posterior, na plataforma do laticinio.

As amostras eram submetidas, pelo menos, a
primeira fase do teste (precipitacdao protéica com TCA 24% e

filtragao), imediatamente apés a coleta.

2.2. COLETA

- LEITE CRU AUTENTICO: As amostras foram coletadas nas
proprias fazendas produtoras de leite , durante a ordenha
matutina. Dependendo da produgdo e/ou da etapa do trabalho, a
amostra representou um "pool” do leite produzido por varios
animais, isto &, uma amostra por latdo, ou do total dos latdes da

propriedade.

~ LEITE CRU DE PLATAFORMA : As amostras foram coletadas durante
a recepgao dos latdes nas plataformas de 3 laticinios da regiao
de Barretos/SP. As amostras foram tomadas ao acaso, representando
um "pool"” por produtor ou tomadas dos latdes identificados nas

fazendas.

O hordrio de coleta variou das 10 as 12 horas e o
leite foi deixado em temperatura ambiente até a coleta do ultimo
produtor (no dia), simulando o mesmo tempo de transporte para

todas as amostras. Da coleta até o inicio do teste, as amostras



foram guardadas sob refrigeragdo.

- SORO INDUSTRIAL: Das queijarias da regido de Barretos/SP,
coletou-se quantidades variadas de soro, sempre da produgdo de

queijos do dia.

Os soros foram obtidos da produg¢do de queijos de
coagulag¢do enzimdtica, e que ndao sofreram adicdo de sal e/ou
corante & massa durante seus processamentos. A maioria dos soros

foi proveniente de queijos tipo mussarela e minas.

As amostras de soro industrial foram submetidas a
temperatura de 80QC por 15 minutos em banho-maria, para
inativagao da enzima do coalho. As amostras assim processadas
foram analisadas no mesmo dia ou foram subdivididas,

identificadas e congeladas para uso posterior.

- LEITE ADICIONADO DE SORO: Para varias etapas do experimento,
fez-se necessdria a simulagdao de fraude do leite e, para tanto,
adicionou-se porcentagens previamente estabelecidas (1, 2, 5, 10
e 20%) de soro industrial a leites crd auténticos. A mistura
leite e soro assim obtidas, foram imediatamente submetidas ao

teste.

- LEITE PASTEURIZADO: Trabalhou-se com 2 tipos de leite
pasteurizado, dependendo do objetivo. Quando o objetivo era obter
resultados para elaboragdo de uma distribuig¢do amostral, o Jleite

pasteurizado (tipo B ou C) foi coletado nas usinas beneficiadoras
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da regido de Barretos/SP, em suas embalagens originais e
comerciais, obedecendo-se seus prazos de validade. Quando o
objetivo era comparar leite cru com leite pasteurizado, este foi
obtido diretamente das torneiras de coleta dos pasteurizadores A&

placas.

- ACIDO SIALICO: O produto sintético foi adquirido do Laboratério

Sigma com a finalidade de construir as curvas-padrao.

0 sal foi hidratado com dgua destilada deionizada,
elaborando-se uma solugao estoque na concentragdao de 294 Mg de
acido sidlico/ml. Parte desta solugdo estoque foi congelada em
tubos de ensaio hermeticamente fechados para elaboragdo posterior

de outras curvas-padrdo.

3. METODOS

3.1. ADAPTAGAO DA TECNICA DA NINIDRINA ACIDA

A cada 10 ml de amostra de leite foram acrescidos,
sob agitagdo, 10 m] de TCA 24%. Apds homogeneiza¢do e repouso de
30 minutos, a mistura foi filtrada. Tomou-se 10 ml desse
filtrado TCA em tubos de centrifuga e adicionou-se 1 ml de PTA
20%. Esta nova mistura foi submetida a uma centrifugacdao de 3.500

rom (ou 2000 g) por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado



cuidadosamente, evitando-se perda do sedimento que foi dispersado
com ajuda de bastdao de vidro em 4 ml de 41cool etilico g95%. O
bastao foi enxaguado com 2 ml de 4lcool etilico. Procedeu-se a
nova centrifugagao de 3500 rpm durante 10 minutos. Novamente
utilizou-se somente o precipitado, ao qual foi adicionado 2 ml
de 4&cido acético glacial e 1 ml de ninidrina dcida. Apdbs
homogeneizagdo, foi submetido & banho-maria fervente, por exatos
10 minutos. Houve desenvolvimento de cor, variando do amarelo
claro ao marrom-amarelado. A solugado de mistura foi entdo
resfriada & temperatura ambiente, em banho de dgua gelada e
levada a leitura da absorvéancia espectrofotométrica, no
comprimento de onda de 470 nm. As leituras foram transformadas em
concentragao (ug NANA/m1 amostra), utilizando-se a curva padrao

previamente elaborada com 4cido sidlico puro.

3.2. CURVA PADRAO

Elaborou-se 2 curvas padrdo em periodos distintos
e ambas partiram da mesma solugdo estoque de 294 Mg de acido

sidlico/ml.

Diluiu-se com 4gua destilada a solugdo estoque a
uma solu¢dao de trabalho de 98 ug NANA/m1, de onde foram tomadas
10 aliquotas, em duplicatas, sendo a inicial de 100 p1 e
crescentes de 100 1 cada, até atingir 1000 ul, representando

concentragdes que variaram de 9.8 a 98 Mg NANA., Todas as
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aliquotas tiveram seus volumes igualados, com &gua destilada, até
0 total de 1 ml. Acrescentou-se a cada tubo 1 ml de acido acético
glacial e 1 ml de ninidrina 4cida. Apbés banho-maria fervente , por
10 minutos, e resfriamento, procedeu-se a uma corrida
espectrofotométrica, na faixa de 400 a 600 nm, identificando-se

que a absorgdao mdxima ocorreu no comprimento de onda de 470 nm.

Estabelecido o comprimento de onda ideal, efetuou-
se a Jleitura da absorvancia a diferentes concentra¢des para a

confecgao da curva padrao.

3.3. METODO OFICIAL SEGUNDO PORTARIA NO 124 /MA

Adicionar 25 ml de TCA 24% a4 25 ml da amostra de
leite, sob agita¢do. Deixar em repouso por 30 minutos e filtrar.
Transferir para o tubo de centrifuga, 25 ml do filtrado,
adicionar 1 ml de PTA 20%, misturar bem, deixar em repouso por 10
minutos e centrifugar por 10 minutos a 3.000 rpm. Descartar o
sobrenadante liquido e lavar o sedimento com 4 ml de etanol a 95%
usando um bastdo de vidro para dispersar o precipitado. Lavar o
bastdo de vidro com 1 a 2 ml de etanol e centrifugar novamente
por 10 minutos a 3.000 rpm. Descartar o etanol, evitando perda de

precipitado e secar o sedimento por 35-4092C por 30 minutos.

Adicionar ao sedimento seco, 3 ml de acido
sulfurico 0,1N usando um bastao de vidro para disperséd-lo. Lavar

0 bastdao de vidro com 1ml de 4cido sulflrico 0.1 N, recolher a
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solugdo de lavagem, fechar o tubo de centrifuga e incubar em

banho-maria rigorosamente a 802C por 40 minutos.

Apbés resfriar a temperatura ambiente, pipetar 2m)
do sobrenadante e transferir para tubo reagente com tampa
rosquedvel, cuidando para ndo arrastar o precipitado. Adicionar
0,5 ml do regente de EhtrTich preparado no momento do uso. Fechar
0 tubo e coloca-lo em 4gua fervente por 30 minutos; resfriar em
banho de gelo até a temperatura ambiente. O nivel da dgua no
banho-maria fervente deve ser inferior ao da tampa do tubo, para
evitar contaminagdo. O desenvolvimento de cor purpura indica a

presenga de soro na amostra.

A cor purpura pode ser mais evidenciada pela
adigao de 2 ml de acetona e agitagao do tubo. Teste negativo
desenvolve coloragdo amarelo palha (pdlido) & ligeiramente rosa.

Pode ser realizada leitura espectrofotométrica a 565 nm.

3.4. VARIAVEIS ESTUDADAS

- PRECIPITAQAO: Para o estudo desta varidvel fez-se precipitag¢des
individuais, isto é, da mesma amostra de leite tomaram-se 8
aliquotas de 10 ml que receberam , sob agitagao, 10 m)] de TCA 24%
cada uma. Apés 30 minutos, cada aliquota foi filtrada, seguindo
separadamente toda a metodologia. Os resultados foram comparados
com os obtidos quando se misturou 80 ml do leite a 80 ml de TCA

24%. Apdés repouso de 30 minutos e filtragao, tomou-se 8



aliquotas de 10 ml! do filtrado em TCA e & partir deste ponto

seguiu-se normalmente a técnica de YAO et alii (1989).

- PASTEURIZACAO: Para a compara¢ao do teor de 4cido sidlico em
leite cri e leite pasteurizado, coletou-se amostras de leite cru
junto a tanques reguladores de nivel constante (TRNC) de
pasteurizadores & placas. Esperou-se o tempo necessadrio para o
percurso do leite no equipamento (variou de 2 a 2.5 minutos) e
procedeu-se a tomada de amostra do leite pasteurizado , na
torneira de <coleta do pasteurizador, assegurando assim que as
andlises correspondessem ao mesmo leite, em seu estado crd e

pasteurizado.

- CONDIGOES DE TRANSPORTE: Para se verificar a ocorréncia de
variagdes entre o leite recém-ordenhado e o leite que chega as
plataformas, tomou-se amostras nas fazendas do Jleite recém
ordenhado, que foi 1levado ao Jlaboratdrio, imediatamente. Os
latdes, devidamente identificados na fazenda foram transportados
normalmente, pelas 1linhas de leite, até o estabelecimento
receptor. Ao chegarem nas plataformas, entre 10 e 12 horas, nova
coleta de amostras foi efetuada nos mesmos latdes. Os resultados

das duas coletas foram comparados.

4. ANALISES ESTATISTICAS

Parte dos resultados foram submetidos & ané4lises

de variédncia e ao teste de Tukey (comparagdo de médias),



utilizando-se o programa computacional ESTAT, desenvolvido pelo
Departamento de Ciéncias Exatas da UNESP - Campus de Jaboticabal.
Utilizou-se também andlises de blocos casualizados, ajustando-se,

em alguns casos, andlises de regressao das médias obtidas.

As distribuigdes amostrais analisadas pelo

programa computadorizado ESTATGRAPH, foram ajustadas & uma curva

de distribuig¢do normal e ao método "“Box and Whisker Plot".
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V. Resultados e Discussao

1. ADAPTAGA'O DO METODO

1.1 DEFINIGAO DO METODO

Todos os métodos para a determinagdo de 4cido
sidlico o fazem passando pela etapa de isolamento da
glicoproteina ou, mais especificamente, o GMP onde se encontra o
NANA. Grande parte dos métodos usam a hidrélise 4&cida para

separar o 4cido sidlico do GMP,

Em sintese, nos métodos cldssicos, os passos para
a determinagao de 4cido sidlico seguem praticamente a mesma ordem
técnica. Filtra-se wuma mistura de leite e TCA 24%, em volumes
iguais; ao filtrado acrescenta-se PTA 20% que, apds
centrifugag¢do, forneceré um residuo. Esse residuo,
convenientemente lavado com etanol para a eliminagdo da lactose,
€ submetido a4 hidrélise 4cida & quente para a libera¢do do 4&cido
sidlico. A complexagao com croméforos especificos produz um

desenvolvimento de cor que pode ser medido, levando a



determinagdo do teor de NANA.

Na técnica descrita por YAO et alii (1989), para a
determinagao da concentragao de dcido sidlico em
sialoglicoproteinas contidas no liquido ascitico formado pela
introdugdo de células tumorais na regido peritoneal de ratos,
alguns pontos foram passiveis de maior ateng¢do, quais sejam: 19)
A ndo necessidade de realizar-se a hidrélise &acida a quente. 29)
O desenvolvimento da cor ocorrendo mais rapidamente. Esses dois
fatos abreviam praticamente 2a metade, o tempo de execu¢do da
prova. 39) A especificidade do método para sialoglicoproteinas,
uma vez que Varios dos possiveis interferentes foram testados
(proteinas, peptideos, aminodcidos e acglcares). 49) 0 elevado

coeficiente de absortividade molar obtido para o 4cido si&lico

puro.

Dentro dos propésitos de adaptag¢do da técnica a
leite e derivados, varios estudos preliminares tornaram-se
necessarios. Dentre os métodos expostos para precipitagao
protéica, optou-se pelo T.C.A. 24%, em quantidades 1iguais ao
leite, a fim de obter-se uma concentragdo de 12% na solugdo
final. Como o interesse primordial estava ho isolamento do GMP,
peptideo de 6755 Da, langou-se mao do PTA 20%, recomendado por
WOLFSCHOON- POMBO & PINTO (1985), a fim de se conseguir um
subfracionamento da fragdo soluvel em TCA 24%. Decididos esses

pontos, fez~se ainda pequenos ajustes quantitativos.
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WOLFSCHOON-POMBO & PINTO (1985) discutindo sobre
a tomada de aliquota para o] método que estavam
adaptando (p-~dimetilaminobenzaldeido), e que mais tarde foi
oficializado, verificou que 25 ml do filtrado TCA apresentava
uma aprecidvel quantidade de GMP. Usando 10 ml1 do filtrado, a
sensibilidade do método era ligeiramente reduzida. Com a
finalidade de obter um volume sufuciente de filtrado, recomendou

a mistura de 25 ml de leite com 25 ml de TCA 24%.

Partindo-se de 25 ml de leite, conforme a
metodologia oficial e omitindo-se a hidrdlise 4cida a quente,
verificou-se que a quantidade de residuo obtida, apds execugao da
técnica com o reagente de GAITONDE (ninidrina 4cida), promoveu
uma intensidade de cor muito elevada, fazendo-se necesséaria a sua
diluigédo em etanol para a realizag¢do da leitura

espectrofotométrica.

Esses resultados conflitantes, provavelmente,
deram-se A& maior especificidade da ninidrina 4cida para com as
sialoglicoproteinas que o croméforo usado ho método oficial e por
WOLFSCHOON-POMBO et alii (1985) , além da elevada absortividade
molar, refletindo-se diretamente na leitura espectrofotométrica,
isto é, na interagdo com a ninidrina 4cida, menores quantidades
de 4cido sidlico sdo suficientes para conferir cor e obter-se

uma leitura.

Em vdrios ensaios preliminares, para adapta¢do da
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metodologia de YAO et alii (1989), usando diversos volumes de
leite, chegou-se a conclusdo que 10 ml do filtrado seriam
suficientes para executar a andlise, uma vez que atendia a LEI DE
BEER, isto é, o ideal para a leitura espectrofotométrica de uma
solugao é que a transmitdncia seja de 37% (correspondendo a uma
absorvdncia de 0,4343) , mas o erro relativo numa analise, nao
serd muito importante num intervalo de transmitdncia entre 15 e
65%, ou seja, absorvéncia entre 0.2 e 0.8. O volume de 10 ml
de amostra resulta numa absorvancia, a 470 nm, nesse intervalo

recomendado por BEER (EWING, 1977).

Esse menor volume do filtrado acarreta também
menor volume da amostra e, consequentemente, menor gasto em
reagentes como o TCA e somente a utilizag¢do de vidrarias comuns
em Tlaboratdrios industriais, além do que, uma média préxima ao
limite inferior da absorvancia recomendada, facilitaria a leitura
dentro do mesmo intervalo (BEER), caso uma amostra de leite

esteja fraudada com soro de queijo.

Em seguida, houve a necessidade de verificar-se a
influéncia do volume do PTA, uma vez que, no método oficial, para
cada 25 ml de filtrado de TCA utiliza-se 1.0 ml de PTA 20%. Como
a técnica aqui proposta parte do uso de 10 ml de filtrado, varios
ensaios foram realizados com esse objetivo. Em 14 amostras de
leite foram utilizados 0.5 e 1.0 ml de PTA 20%. Os resultados
encontrados estao na Tabela 09 e os mesmos foram analisados em

delineamento de blocos casualizados.
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Tabela 09. Comparagao da utilizagio de quantidades diferentes de 4cido fosfotings-
tico 20% em amostras de leite e em misturas de leite e SOro.
Quadro em Absorvancias.

Amostra PTA X Ccv
%

0,5 mi 1,0mi
1 0135 0,133 0134 1,06
2 0142 0,151 0152 083
3 0162 0146 0154 7,35
4 0169 0168 0168 0,00
5 0187 0187 0187 0,00
6 0222 0194 0,208 9,52
7 0,267 0258 0262 243
8 0325 0,338 0,331 278
9 1,750 1,722 1,736 1,14
10 0152 0174 0163 9,54
1 0,543 0,560 0,551 218
12 0132 0108 0120 13,56
13 0,230 0211 0220 611
14 1,868 1,654 1,761 8,60

F =164 NS

Legenda: PTA - Acido F osfotingstico 20%
X  -Média de Absorvéncia
CV - Cosficiente de Variagao
NS - Neo Significativo (P < 0,05)

Os resultados apontaram que 93% dos coeficientes
de variagao foram menores que 10% ( CV< 5% para 57% das amostras,
5<CV<10 para 36% das amostras), enquanto que apenas 1 amostra
(7.0%) acusou CV > 10%. Pela andlise de varidncia pode-se afirmar

que ndo houve diferenga significativa, ao nivel de 5% de

probabilidade, entre os tratamentos.

Em vista desses dados e considerando a facilidade
de manuseio laboratorial resolveu-se, como medida de

padronizagao, wutilizar sempre 1.0 ml de PTA 20% para 10.0 ml de
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filtrado TCA.

Como mencionado anteriormente, agucares como a
galactose, frutose, manose, manitol, N-acetil-D-glucosamine, N-
acetil-D-galactosamine e outros, foram testados por YAO & UBUKA
(1987), sem apresentar alteragdes na prova, apesar de que, em
relagdo ao leite, interessa apenas a lactose. Entdo, submeteu-se
uma solugdao de lactose 5% ao método da ninidrina &cida, obtendo-
se uma absorvéncia, a 470 nm, de 0,321. Para evitar-se a
interferéncia da lactose na prova, procurou-se eliminéd-la,
lavando-se o residuo obtido com etanol 95%, conforme metodologia

classica e recomenda¢do do método oficial.

O residuo livre de lactose foi entdo submetido &

metodologia recomendada por YAO et alii (1989).

Em decorréncia da capacidade das cubetas do
espectrofotdmetro, foi necessdrio atingir um volume de 3 ml da
solugao de mistura e para tanto acrescentou-se 2 ml de 4cido
acético glacial e 1 ml da solugdo de ninidrina 4cida que & o
reagente cromogénico da reag¢ao. A solugdo final assim formada,
sob forte aquecimento (banho-maria fervente), em exatos 10
minutos, desenvolve uma coloragao que pode ser lida em

comprimento de onda de luz visivel.

Quanto as interferéncias, citadas por GAITONDE
(1967) e YAO & UBUKA (1987), que ocorrem pela presenga da

cisteina, cistina e triptofano, pode-se observar que no GMP do
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leite esses aminodcidos estdo ausentes, além do que, aminodcidos
e peptideos livres, possivelmente presentes ha fragao nitrogenada
soluvel em TCA, sdo eliminados quando da precipitagao com PTA,

uma vez que permanecem soluveis e sao descartados.

Sabe-se que a ninidrina reage quimicamente com os
aminodcidos, interagindo com o grupo NH,, o que permite a sua
determinagao colorimétrica. A reagdo ocorre a quente e em pH 4,55
e conduz a formagdao de complexos de cor azulada ou violeta.
Em pH < 4 ou > 6 esta reagdao nao produz cor (CHEFTEL et alii,
1989). Isto garante maior seguranga sobre a especificidade da
reagao para 4cido sidlico, pois com o reagente de GAITONDE, ha
desenvolvimento de coloragdo variando do amarelo ao marron, em

condi¢des de pH bem abaixo de 4.0, mais especificamente 1,6.

GAITONDE (1967) recomenda que a ninidrina 4cida
seja preparada antes do uso, mas ndao sendo um reagente de facil
preparagao, pela dificuldade de dissolugdo dos cristais de
ninidrina, e que demanda 30 a 40 minutos, para que isto ocorra,
fez-se alguns testes para verificar a vida Util desse reagente
quando armazenado em frasco ambar, bem vedado e mantido sob
refrigeragdo. Em fung¢do da pequena variagdo observada, optou-se
por preparar o) reagente semanalmente, ou no maximo,

quinzenalmente, estocando-o nas condi¢des descritas.

Com todos esses aspectos, citados acima, bem

padronizados, a técnica foi entdo definida conforme Figura 07.



1. Quantidades iguais de leite e solugdo TCA 24%.
Agitagdo. Repouso por 30 minutos.

2. Filtragao.

l 3. Duplicatas: 10 m! filtrado + 1 ml acido Fosfotingstico 20%.
Centrifugar a 3500 rpm / 10 minutos.

Descartar sobrenadante.

4. Residuo + 6 mi de etanol (Redissolver com bastéo).
Centrifugar a 3500 rpm / 10 minutos.
Descartar o sobrenadante.

5. Adicionar ao residuo seco 2 ml de acido acético glacial e
1 mi do reagente de ninidrina acida.
Aquecer em banho-maria fervente (100°C / 10 minutos).

6. Resfriar atemperatura 7. Leitura espectrofotométrica
ambiente. a 470 nm contra branco.
Referir a curva padrio.

5'

Figura 07. Determinagao de Acido Sialico (NANA) em leite.



1.2. ESTUDO DE PRECIPITAGAO

Na execug¢ao da prova, as aliquotas, para as
duplicatas ou triplicatas, poderiam ser tomadas do préprio leite
ou do filtrado TCA. A fim de avaliar uma possivel alteragao nos
resultados, comparou-se essas duas maneiras de se tomar
aliquotas, denominando-as de precipitagao individual e conjunta.
Na precipitagdao individual, as aliquotas sdo tomadas da amostra
de leite e na precipitagdo conjunta sdo tomadas do filtrado TCA.

Para este teste utilizou-se 6 amostras diferentes de leite.

Cada amostra de leite foi submetida as duas
formas de precipitacdo (individual e conjunta). Para cada
precipitagao individual, tomou-se 8 aliquotas de 10 ml de leite
que receberam separadamente 10 ml de TCA 24% . Para cada
precipitagdo conjunta tomou-se 60 m]l de leite acrescidos de 60
m]l de TCA 24%. Todas as misturas foram homogeneizadas, repousaram
30 minutos e foram filtradas, obtendo-se assim, para cada
precipitagao individual, 8 filtrados distintos e, para cada
precipitagdo conjunta, um filtrado Gnico de onde se retirou 8
alfiquotas de 10 ml cada. Portanto para cada amostra de leite,
seguiram o teste, normalmente, 16 aliquotas de 10 ml de filtrado
TCA. Os resultados encontrados foram submetidos a andlises de

varidncia e estdo expostos na Tabela 10.

Segundo os conceitos estatisticos o Quadrado Médio

de Tratamentos (QMT) mede ao mesmo tempo as diferengas entre os



Tabela 10. Comparagao entre tipos de precipitagao.

REPETICOES

x|
-

Amostra PPT

| 0148 0153 0137 0,138 0151 0116 0179 0118 0,144
1 027 NS
C 0160 0172 0,148 0177 0,129 0164 0,126 0118 0,149

! 0104 0105 07104 0092 0077 0092 0,079 0,071 0,090
2 1.08 NS
C 0075 0104 0092 0,118 0098 0087 009 0106 0.097

| 0098 0094 0102 0110 0123 0097 0129 0120 0,109
3 0,69 NS
C o118 0108 0095 0121 0119 0113 0123 0114 0114

| 0086 0079 0098 0098 0092 0105 0071 0091 0,090

4 0,18 NS
(o 0104 0101 0087 008 009 0087 0,085 - 0,092
| 0,286 0,240 0243 - - - - - 0,272

5 5,81 NS
C 0217 0234 0229 0,212 - - - - 0,223
| 0125 0153 0,137 07117 - - - - 0,133

6 049 NS
C 0,116 0141 0116 - - - - - 0,125

Legenda : PPT - Tipos de Precipitagao X - Média Aritmética
I - Precipitagao Individual C - Precipitagao Conjunta

NS - Nao Significativo (P < 0,05)

tratamentos e o efeito do acaso que estd sempre presente, e o}
Quadrado Médio do Residuo (QMR) mede o efeito do acaso. O
guociente entre o QMT e o QMR determina o valor de F que estaré
tdo mais préximo de 1,0 quanto menor for o efeito dos
tratamentos aplicados. Havendo efeito dos tratamentos, espera-se
gque o valor de F seja maior que 1.0, uma vez gque ©O numerador

encerra, além da variagdao do acaso, a varia¢ao dos tratamentos,



ao passo que o denominador encerra apenas a variagao do acaso.
Para um julgamento objetivo desse valor de F, consulta~se tabelas
apropriadas onde se entra com o0s numeros de graus de liberdade
(G.L.) do QMT e do QMR, para probabilidade de 1 ou 5%. Isto
significa dizer que, sendo verdadeira a hipdtese de nulidade,
isto é, na auséncia de efeitos de tratamentos, s6 em 1 ou 5% dos
casos, a andlise de varidncia desse ensaio, daria o va or de F
acima do encontrado na tabela; Togo em 99 ou 95% 10s casos, o
valor de F obtido, deveria ser inferior ao da tabela. Quando o
valor de F obtido no experimento for inferior ao limite de 1 ou
5%, considera-se (ue o resultado ndo foi significativo, isto &,
que ndo se comprovaram diferengas entre os tratamentos (GOMES,

1984).

Como pode ser observado na Tabela 10, todos os
valores de F obtidos nos ensaios foram inferiores aos indicados
nas tabelas , tanto para 1 quanto para 5% de probabilidades, ou
seja, mostraram-se ndo significativos, concluindo-se, portanto,

que ndo h4 diferengas entre os tratamentos analisados.

Na o havendo diferenga entre 0os tratamentos
estudados, pode-se afirmar que ndo hé4 diferenga estatistica
significativa entre as duas maneiras de se efetuar a precipitagdo
do leite, decidindo-se pela menos trabalhosa, ou seja,
precipitagdo conjunta com a devida tomada de duplicatas ou

triplicatas do filtrado TCA.



1.3. CURVA PADRAO

Foram realizadas duas curvas padrdo distintas,
partindo-se de uma solugao de 4cido sidlico puro, na concentracgdo
de 98 pg de NANA/ml1. Tomou-se aliquotas crescentes em 100 M,
obtendo-se a faixa de 100 a 1000 Ul desta solugao, completadas

para 1,0 ml com 4gua destilada deionizada.

As solugdes de Acido sidlico assim elaboradas
foram acrescidas de 4cido acético glacial e ninidrina A4cida,

perfazendo um total de 3,0 ml de solugao de mistura, conforme

Tabela 11.

Tabela 11. Quadro Demonstrativo da construgéo da Curva Padréo para o método da

ninidrina acida.

Pontos da  Solugao Agua Dest AcAcético Ninidrina  Volume Conc.Final

Curva Ac.Sidlico Deionizada Glacial Acida Final Ac.Sidlico

o) > (1) (mi) (m) m) (g
1 100 900 1 1 3 98
2 200 800 1 1 3 18.6
3 300 700 1 1 3 26,4
4 400 600 1 1 3 392
5 500 500 1 1 3 430
6 600 400 1 1 3 588
7 700 300 1 1 3 68.6
8 800 200 1 1 3 784
] 800 100 1 1 3 882
10 1000 0 1 1 3 88.0

Obs.: *Amdoswmoagepgml ** Acido Sidlico na amostra



O valor de r , obtido por regressao linear, para

as duas curvas padrdo foram, respectivamente, 0.9984 e 0.9999.

Obtendo-se a média das absorvancias das duas
curvas padrao (Tabela 12) e calculando-se a sua regressao linear,
tem-se 0 valor de r igual a 0.9996 com a equagao da

reta y = a + bx sendo a = 0,0201 e b = 0,0109 (Figura 08).

Tabela 12. Leitura espectrofotométrica a 470 nm dos Padrdes e respectivas médias.
Equagao da reta das determinagdes.

Concentrr CURVAS PADRAO

Ac. Sidlico Absorvéncias X
Hgfamostra
l I
98 0,111 0122 0,117
196 0,234 0,239 0, 237
284 0,345 0,351 0, 348
38,2 0,451 0,460 0, 4586
480 0,499 0,563 0, 531
588 0,654 0,680 0, 667
68,6 0,748 0,783 0, 766
784 0,857 0,890 0, 874
882 0,840 1,008 0,974
88,0 1,037 1,130 1, 084
r 0,8984 0,8993 0, 9996
a 0,0249 0,0147 0, 0201

b 0,0104 00113 0, 0108
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Figura 08. Curva Padrao de Acido Siélico para o método da ninidrina 4cida.
(Média de 2 curvas).
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A absortividade molar calculada para esta curva
padrao média foi de 1,06 x 1c¢# enquanto que a encontrada por YAO
& UBUKA (1987) foi de 6.64 x 103. Essas diferengas talvez sejam
devidas a dois fatores. O primeiro seria o grau de pureza do
dacido sidlico que, no presente caso, foi de 95%, pofém para
confecgao das solugdes das curvas padrao os ~dlculos foram
reportados para 100%. YAO & UBUKA (1987) ndo fazem mengao a esse
fato ( a SIGMA possui uma série de Acidos Sidlicos, de diferentes
fontes, variando entre 60 e 98% de pureza). O segundo fator,
provavelmente, seria o tempo real de aquecimento. YAO & UBUKA
(1987) extipulam exatos 10 minutos em banho-maria fervente. Na
adaptagao da técnica, os tubos de ensaio com as solu¢des foram
colocados em becker com &gua em temperatura ambiente e este
conjunto é que foi levado ao aquecimento, levando as solugdes a
se aquecerem juntamente com a 4gua do banho, sendo que o tempo
somente comegou a ser contado efetivamente a partir da fervura, o

que, possivelmente, eleva o tempo global de aquecimento.

Em corridas espectrofotométricas conseguiu-se
reproduzir os dados de YAO & UBUKA (1987), ou seja, obter a
absorvancia mdxima, no comprimento de onda de 470 nm, como pode
ser visto na Figura 09. Numa melhor visualizag¢do ponto a ponto,
ao redor da regiao de médxima absorvadncia (Figura 10) certifica-se
que mesmo a variabilidade de 2%, normal entre diferentes
aparelhos fotométricos, ndo altera o comprimento de onda &timo

para leitura.
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Figura 09. Corridas Espectrofotométricas para determinagéo de acido siélico pelo
método da ninidrina acida.
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Figura 10. Variagéo ponto a ponto na proximidade do comprimento de onda de leitura
para determinagéo de Acido sidlico pelo método da ninidrina acida.



YAO & UBUKA (1987) encontraram uma linearidade na
curva padrac na faixa de 5 a 500 nmol de NANA/0.9 ml de mistura
de reagdao. Em 19839, YAO et alii obtiveram uma curva padrao que
foi linear na faixa de 20 Mg a 3 mg de proteina/3ml de mistura de
reagao. No presente trabalho obteve-se, para 3 ml de solugdo
final, uma linearidade entre 9,8 a 98,0 Mg de NANA, que foram as
concentragdes testadas e que, nessas condigdes enquadraram-se
perfeitamente na faixa de maior exatiddo fotométrica para as

leituras de absorvancia, em obediéncia a Lei de Beer.

1.4. ESTUDO DOS PARAMETROS DE PRECISAO DO METODO

1.4.1. Repetibilidade da Prova

A repetibilidade descreve a precisdo de um dado
metodo no que se refere a testes desenvolvidos em materiais
idénticos, em pequenos intervalos, num Unico Tlaboratério, com
mesmo operador e mesmos equipamentos. Para se mensurar essa
precisdao ou repetibilidade determina-se o valor médio dos
resultados de uma série de andlises. Para condi¢des de 6tima
repetibilidade, o coeficiente de variagao desses valores deve
ser menor ou ijgual a 5%. (TOLLE et alii, 1981). Para metodologias
que analisam materiais bijolégicos considera-se como boa uma
variagao de até 10%. Sabe-se que o leite é um material bioldgico

muito heterogéneo, decorrente da variabilidade individual da



fémea produtora, das diferengas sazonais, das diferengas de

alimentagdo, diferengas entre racgas, numero de pari¢dao , etc.

Definido o método fez-se necessario conhecer a sua
repetibilidade. Para tanto, analisaram-se 31 amostras de leite em

duplicatas e 13 amostras em quadruplicatas.

Das 31 amostras, 17 (54.8%), apresentaram um
coeficiente de variagdo menor que 5%, 9(29%) com 5< CV <10% e 5
(16.2%) com ~CV>10% entre as duplicatas. Portanto, 83.8% das

amostras tiveram uma variagdo menor que 10% (Tabela 13).

Das 13 amostras, as quadruplicatas apresentaram um
CV < 5% em 5 amostras (38.46%), 5 < CV < 10 em 5 amostras
(38.46%) e CV > 10% em 3 amostras (23.1%). O total de amostras
qQue se enquadrou numa variagao menor que 10% foi de 76.9%.
Possivelmente, o numero menor de amostras com menos de 10% de
variagao nas quadruplicatas seja explicado pelo numero menor de

amostras de leite submetidas a este tratamento (Tabela 14),

A variabilidade das repeti¢des em duplicatas para
a mesma amostra de leite foi de 8.08% enquanto que para as

quadruplicatas foi de 7.54%

Pode-se dizer que a variabilidade do método para
duplicatas e/ou quadruplicatas & praticamente a mesma, ou seja,
para a mesma amostra de leite, a varia¢ao em relag¢do & media &,

aproximadamente, de 8%.
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Tabela 13. Teste de Repetibilidade do método da ninidrina acida para duplicatas.

Absorvédncia

Amostra X s CcV
%
1 2

1 0,132 0,134 0133 0,00141 1,06
2 0,147 0,147 0,147 0 0,00
3 0,149 0177 0,163 0,01979 1214
4 0,168 0,163 0,166 0,00354 214
) 0,147 0,165 0,156 0,01273 816
6 0,132 0,132 0,132 0 0,00
7 0,133 0,154 0,144 0,01485 10,35
8 0,202 0,238 0,220 0,02546 11,57
9 0,244 0,258 0,251 0,00889 3,94
10 0121 0125 0,123 0,00283 230
11 0,163 0,176 0,170 0,00918 5,42
12 0,174 0,183 0,178 0,00636 3,56
13 0,183 0,137 0,145 0,01131 7,80
14 0,185 0,164 0,175 0,01485 8,51
15 0,240 0,249 0,245 0,00636 2,60
16 0,201 0,201 0,201 0 0,00
17 0,181 0,202 0,182 0,01485 7.75
18 0,188 0,186 0,183 0,00919 477
19 0,135 0,135 0,135 0 0,00
20 0,174 0,134 0,154 0,02828 18,36
21 0,201 0,184 0,193 0,01202 6,24
22 0,103 0,100 0,102 0,00212 208
23 0,129 0,128 0,129 0,00071 0,55
24 0,176 0,160 0,168 0,01131 6,73
25 0,241 0,237 0,239 0,00283 1,18
26 0,424 0,373 0,399 0,03606 8,05
27 0,147 0,170 0,158 0,01626 10,26
28 0,082 0,088 0,085 0,00424 499
29 0,083 0,085 0,084 0,00141 1,68
30 0,076 0,077 0,077 0,00071 0,93
3 0,161 0,125 0,143 0,02546 17,80

ANALISE DE VARIANCIA : CV = 808%

Legenda: X - Média de Absorvancia
s - Desvio Padrio
CV - Cosficiente de Variagao
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Tabela 14. Teste de Repetibilidade do método da ninidrina 4cida para quadruplicatas.

Absorviédncia

Amostra 3(- 3 CcCV
%
1 2 3 4
1 0,188 0,191 0,194 0174 0,187 0,00891 476
2 0,174 0,217 0,176 0,195 0,191 0,02004 10,52
3 0201 0200 0189 0166 0188 001627 8,61
4 0257 0275 0262 0215 0252 002597 10,30
5 0250 0232 0253 0233 0242 001104 4,56
5 0237 0217 0237 0233 0231 000952 412
7 0,202 0,235 0,240 0,230 0,227 0,01699 7.49
8 0251 0207 0262 0254 0244  0,02477 1017
S 0,230 0,205 0,238 0,214 0,222 0,01497 6,75
10 0,217 0,234 0,229 0212 0,223 0,01023 4,59
11 0,128 0,155 0,136 0,134 0,138 0,01167 8,44
12 018 0195 018 0180 0188  0,00624 333
13 0,138 0,133 0,146 0,153 0,142 0,00843 6,65
ANALISE DE VARIANCIA: OV = 754 %

Legenda : X - Média de Absorvdncia

s - Desvio Padrao

CV% - Cosficients de Variag3o

A mesma andlise de varidncia permite concluir

que

a variabilidade das duplicatas de uma amostra de leite é 20 vezes

menor que a variabilidade entre leites e 7 vezes menor em caso de

quadruplicatas.

A adaptagao

trabalhos de YAO

et

alii

proposta

(1989),

para

com

uma

leite,

baseada

variag¢ao de

nos

8%,

enquadra-se como um método que apresenta boa repetibilidade e que

andlises efetuadas em duplicatas sdo satisfatérias e confidveis.
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1.4.2. Efeito da adi¢do de soro

A fim de conhecer-se o comportamento do método em
casos de leites adulterados com soro, organizou-se um experimento
com esse objetivo. O teste foi realizado em 10 amostras de Teites
auténticos diferentes e em varias amostras de soros industriais,
descongeladas no momento do uso. Simulou-se no laboratério,
fraudes de <cada amostra de leite com 5, 10 e 20% de soro de
queijo, volumetricamente. Tomou-se duplicatas do mesmo filtrado
TCA, para cada mistura de leite e soro. As médias obtidas,
configuradas em blocos casualizados, foram analisadas e estdo

expostas na Tabela 15.

Tabela 15. Resposta do método da ninidrina 4cida para amostras de leite adiciona-
das de 5, 10 e 20% de soro. Resultados em Absorvancia.

LEITE + SORO
AMOSTRA SORO

0 5% 10% 20%

1 0,201 0,270 0,407 0,555 2184
2 0,182 0,256 0.315 0,477 2,184
3 0,183 0,299 0,380 0,601 2,381
4 0,135 0,237 0,303 0,599 2,381
5 0,193 0,337 0,467 0,543 2117
6 0,102 0,243 0,332 0,469 2117
7 0,129 0,260 0,305 0,524 1,818
8 0,168 0,238 0,261 0,422 1,918
9 0,239 0,362 0,417 0,529 2,022
10 0,398 0,476 0,570 0,662 2,022
X 0195°  0,298° 0376® o538 2124
s 0,082 0,076 0,093 0,07 0,165
CV% 421 25,4 24,7 132 7.8
F = 14046 ** (P <001

** Existe diferenga altamente significativa entre os tratamentos ao nivel de
1% de probabilidade.

A B, C, D : Médias seguidas ds letras diferentes, diferem significativaments

entre si, pelo teste de Tukey, ac nivel de 5% de probabilidade.
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Pode-se concluir, entdo, que para os tratamentos
apresentados (adigdo de 0, 5, 10 e 20% de soro) o método da
ninidrina dcida respondeu positivamente acusando diferenga
significativa entre eles. Ajustando uma andlise de variancia da
regressao nas médias obtidas para melhor observar o efeito da
adigdo de soro no leite, obtém-se a seguinte equagdo de primeiro
grau: y = 0,20364 + 00,0169 x, para um F = 420,11 (P< 0,01) e
r = 0,9985. Numa predigao linear, as médias, para O, 5, 10 e 20%
de adigao de soro sdo, respectivamente: 0,204 , 0,288 , 0,373 e
0,542. A comparagdao das médias obtidas com os dados da predig¢ao

pode ser visualizada na Figura 11.
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Figura 11. Efeito da adicdo de 5, 10 e 20% de soro de queijo em amostras de leite.
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Conhecendo-se a média de absorvédncia do Jleite
(0,195) e do soro (2,124) e também a porcentagem com que eles
contribuiram na composigao das amostras fraudadas, pode-se,
matematicamente, conseguir um valor que seria o0 esperado para
cada adigdao de soro. Comparando-se esse valor esperado com o que
foi obtido no experimento construiu-se a Figura 12, onde se
visualiza, claramente, a pequena diferenga entre os dados
citados, salientando-se que essa variagdao foi bem menor para as

adi¢gdes menores de soro, como 5 e 10%.
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Figura 12. Comparagso entre resultados esperados e obtidos para a adigdo de soro
a amostras de leites auténticos. Média de 10 experimentos.



A andlise desses resultados permite verificar que
a variagao entre os valores esperados e os obtidos para a adigdo
de 5% de soro ao leite foi de 2,3%, para a adigao de 10% foi de
3,2% enguanto que para 20% foi de 7,9%. Portanto, a resposta do
método A& adicdo de 5, 10 e 20% de soro em 10 amostras de leite

auténtico apresentou—-se com uma variag¢do abaixo de 8,0%.

Assim, de ambos os modos, verifica-se claramente
que a variabilidade observada entre o esperado e o obtido foi

sempre menor que a variabilidade inerente ao préprio método.

1.4.3. Sensibilidade da Prova

Trabalhou-se com 5 amostras de leites auténticos
diferentes e amostras de soro de queijos descongeladas no momento
do uso. Para saber-se qual o nivel de adigdao de soro que o método
seria capaz de detectar, preparou-se misturas de leite e peqguenas
quantidades de soro, ou seja, 1, 2, 3, 4 e 5% de soro. Para cada
mistura foram tomadas quadruplicatas do filtrado TCA. As médias

das quadruplicatas compdem a Tabela 16.

Pelos dados expostos, observa-se que hd diferenga
entre os tratamentos mas que ela s6 é significativa, em relagao
ao leite que deu origem & mistura, a partir de 2% de adigao de

soro. Numa andlise de varidncia da regressao das médias obtidas,
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Tabela 16. Teste de Sensibilidade do método da ninidrina 4cida para pequenas
quantidades de soro adicionado ao leite. Resultados em Absorvancia.

ADICAO DE SORO AO LEITE

AMOSTRA LEITE SORO
1% 2% 3% 4% 5%
1 0,158 0,156 0,174 0,208 0212 0,242 1,870
2 0,085 0,083 0117 0,126 0,134 0,139 1,688
3 0,084 0,107 0123 0,148 0,148 0,169 1,688
4 0,078 0,108 0118 0,127 0,193 0177 1,697
5 0,143 0,128 0,168 0,205 0,225 0,227 1,697
X 0,108% 0,119 0,140°° 0,163%¢ o0182%% (1911 1,748
8 0,038 0,024 0,028 0,041 0,04 0,043 0,124
CV% 354 20,4 1.9 25,1 21,9 223 7.1

F= 2271 ™ (P<001)

** Existe diferenga altamente significativa entre os tratamentos ao nivel de 1% de probabilidade.
AB,C,D,E: Médias seguidas de pelo menos 1 letra igual néo diferem significativamente entre
si pelo Teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidads.

temos wuma equag¢ao de primeiro grau (y = 0,1063 + 0,0177 x), com
um r igual a 0,9913. As médias, para a adigao de 0, 1, 2, 3, 4 e
5¥ de soro, segundo a predigao linear sdao: 0,106, 0,124,
0,142, 0,159, 0,177 e 0,195. A comparagao entre esses dados

e as médias obtidas no experimento é visualizada na Figura 13.

A sensibilidade do método & adi¢do de pequenas
porcentagens de soro leva a um aspecto prdtico que é a sua

capacidade de detectar fraudes sutis em leite fluido.

~J
i



0.2

0.18

A

b

8

o 0-16-

r

v

a

N 0.14

c ’
i ’
a

o

-

N
1

0.1 T i 1 I
o 1 2 3 4 6

% Adicao de Soro

" Resultado obtido --+-Fredigao

Figura 13. Teste de Sensibilidade do método da ninidrina 4cida frente & adigéo de
pequenas quantidades de soro de queijo.

2. ESTUDO DE ALGUMAS VARIAVEIS

2.1. DIFERENCIAGCAO ENTRE LEITES COLETADOS NA FAZENDA E NA

PLATAFORMA INDUSTRIAL

Nesta fase, procurou-se avaliar se o tempo

decorrido entre a ordenha e a entrega do leite ao laticinio, como
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também, se o préprio percurso (traduzido por um transporte em
latdes que, além da agitagdao constante, recebe a incidéncia de
raios solares e outras ocorréncias rotineiras nesse tipo de
atividade) alteraria o teor de NANA do leite. Assim comparou-se
amostras de leite coletadas logo apds a ordenha com amostras do
mesmo leite quando da sua chegada a plataforma de recepg¢do na

inddstria.

Os resultados desse delineamento de blocos

casualizados encontram-se expostos e analisados na Tabela 17.

Tabela 17. Pesquisa de 4cido sialico em amostras de leite coletadas na fazenda e na
plataforma industrial.

Local de Coista Local de Coleta
AMOSTRA  FAZENDA PLATAFORMA | AMOSTRA FAZENDA PLATAFCRMA
1 0138 0,141 18 0,103 0,108
2 0118 0128 17 0,258 0,244
3 0,170 0,588 18 0,118 0138
4 0,142 0,178 19 108 0,114
5 0,087 01314 20 0,084 C 085
S 0,094 0128 21 0,100 0,088
7 0,080 0,103 22 0107 0,143
8 0,080 0,064 23 0,104 0,108
9 0,098 0,151 24 0,167 0,200
10 0,075 0,101 25 0,188 0,180
11 0,123 0180 26 0,140 0,398
12 0113 0,128 27 0,085 0,131
13 0,098 0,123 28 0,103 0,182
14 0128 0,234 29 0,087 0,140
15 0,088 0,118
X 01174 01843
F= 9801 "™ (P<00)

** Existe diferenca significativa entre os tratamentos ao nivel de 1% de probabilidade.
A, B. Médias seguidas de letras diferentes, diferem significativaments entre s pelo Tests de Tukey,
ao nivel de 1% de probabilidade.
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A média de absorvadncia para as 29 amostras
submetidas ao tratamento 1 foi de 0,117, enquanto que, para o
tratamento 2 foi de 0,164. Pelo teste de Tukey pode-se verificar
que hé interferéncia dos tratamentos , isto é, tudo gque o Jleite
sofre durante o trajeto da fazenda ao 1laticinio ( agitac¢do,
aumento de temperatura, desenvolvimento microbiano, etc...) devem
provocar uma certa hidrélise protéica com liberagdo provavel do
GMP, responsdvel pelo aumento do teor de NANA nas amostras.
Assim, nesse <caso, em termos médios observou-se um aumento
aproximado de 40,2% na absorvédncia, valor bastante elevado e

responsavel pela significadncia da diferenga demonstrada.

2.2. INTERFERE NCIA DA PASTEURIZACAO SOBRE O TEOR DE

ACIDO SIALICO

Na literatura, varios autores citam a temperatura
como fator de modificagao do teor de NANA. Para confirmar esses
dados elaborou-se um experimento onde seria possivel comparar

dados de leite cru com dados desse mesmo leite pasteurizado.

Os resultados submetidos & avaliagdo estatistica

(blocos casualizados) estdo expostos na Tabela 18.

As médias de absorvancias encontradas foram para
leite cru de 0,170 e para 1leite pasteurizado 0,159,

correspondendo, em termos de concentrag¢do, & 2,75 e 2,55 pg/m] de
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Tabela 18. Pesquisa de acido sialico comparando amostras de leite cru e pasteurizado.

AMOSTRA
CRU PASTEURIZADO
1 0,198 0,156
2 0,164 0,138
3 0170 0,189
4 0,156 0,144
S 0,138 0,139
] 0,138 0,118
7 0,172 0,189
8 0,170 0,178
9 0,184 0,166
10 0,182 0,188
11 0,163 0,182
12 0,197 0,192
13 0,186 0173
14 0,150 0,140
18 0,178 0,163
16 0,174 0,157
X 0,170" 0,158°

F = 85 * (P < 0,085

*Existe diferenga significativa entre os tratamentos ao nivel de 5%
de probabilidads

A B: Médias seguidas ds letras diferentss diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey ac nivel de 5% de probabilidade.

amostra. O teste de Tukey revela que h4d diferenga na taxa de
dcido sidlico entre leite criu e pasteurizado, observando-se,

nesse caso, um decréscimo.

ARUMUGHAN et alii (1973) encontrou para leites
que continham em média 3,66 * 0,16 mg NANA/g CN integral, uma
ligeira diminuigao quando pasteurizados a 7190 / 15 minutos. Essa

diferenga a menor aumentou progressivamente com a submissao do
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leite a temperaturas mais altas. KHALIFA et alii (1985b)
trabalhando com temperaturas variando de 70 a 1409C observou que

a liberagao de NANA aumenta concomitantemente com a severidade do

tratamento.

Portanto, a ligeira diminuicdo do teor de NANA
encontrada no experimento €& similar & observada por ARUMUGHAN et

alii (1979) (Tabela 05).

3. COMPARACAO ENTRE O METODO PROPOSTO E A METODOLOGIA OFICIAL

3.1. CURVA PADRAO PARA O METODO OFICIAL

O método oficial é uma prova qualitativa, porém
com a adigao de acetona pode-se levd-l1o & uma leitura

espectrofotométrica no comprimento de onda de 565 nm.

A fim de comparar quantitativamente o método
proposto com o oficial, confeccionou-se, para esse Ultimo, uma
curva padrdao partindo-se de uma solugdo de 4cido sidlico na
concentragao de 294 ug/ml. A quantidades varidveis dessa solugdo,
além de se elevar o volume para 1,0 ml com 4gua deionizada,
adicionou-se 2,0 ml de H2804 0,1 N, 0,5 ml de regente de

Ehrlich e 2,0 ml de acetona, tendo um volume final de 5,5 ml.
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A reta obtida por regressdao linear pode ser

visualizada na Figura 14. A equagao da reta encontrada

foi y = 0,029186 + 0,001940 x com um coeficiente de <correlagdo

de 0,9994.

1.2
Ninidrina acida

r = 0,8998
y =0,0201 +0,0109 X

O
(2]
1

Oficial
r=0,9994
y = 0,029 + 0,0019 X

P—-O0>B< 0BT
[®]
o
1

o
'S
1

0.2 1

O 1 T i i 1] T ! 1 1
O 10 20 30 40 50 80 70 80 80 100
He NANA na amostra

—— Método proposto — Método oficial

Figura 14. Comparagéo entre curvas padr3~ segundo metodologia oficial e a da nini-
drina acida.

E interessante notar que para as mesmas
concentragdes de 4cido sidlico, como por exemplo: 29,4 ug na
amostra, através do método oficial obtém-se uma absorvancia de

0,094 contra 0,329 do método proposto. Outros exemplos podem ser
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facilmente comparados pelos dados apresentados. Essa diferenga
decorre da baixa absortividade (a!M3/Mly 45 método oficial.
Assim, a'M9/Ml  cajculada para o método oficial foi de 11,96
enhquanto gue a calculada para o método proposto foi de
34,23, ou seja, para uma mesma concentragdo, a resposta do método
proposto foi de 2,86 vezes maior, isto sem contar que, para o
método oficial a quantidade de amostra necessaria quando aplicada
ao leite €& 2,5 vezes maior. De outro modo, usando-se a
absortividade molar (EM'a@r) calculada para os dois métodos,
verifica-se a mesma correlagao, ou seja, 5565 nm = 4,04 x 103 e a

- 4
E470 nm = 1,06 x 104,

3.2. COMPORTAMENTO DOS METODOS

3.2.1. Frente a8 adigao de soro

A 10 amostras de leites auténticos diferentes,
simulou~-se fraudd-las com 2, 5 e 10% de soro industrial (v/v),
submetendo-se cada mistura a determinag¢do de 4cido sidlico pelas
técnicas proposta (partindo-se de 10 m1 de filtrado TCA) e
oficial (pesquisando sobre 25 ml de filtrado). Os valores obtidos

em absorvancias estao na Tabela 19.



Tabela 19. Comparag#o entre médias de absorvancias (duplicatas) para amostras de
leites adicionadas de soro e submetidas & determinagao de 4cido sidlico
pelos métodos da ninidrina 4cida e oficial.

ADICAO DE SORO AO LEITE
AMOSTRA LEITE 2% 5% 10% SORO

vy o v o Yy o Y © Yy 0
1 0,278 0,085 0311 0,093 0427 0115 0612 0,171 2949 0,594
2 0228 0,077 0,263 0098 0335 0098 0430 0,142 2,963 0,569
3 0,280 0,088 0291 0113 0,385 0,110 0,508 0,153 2,963 0,569
4 0,262 0118 0,356 0,124 0,452 0,163 0545 0,179 2,937 0,740
5 0192 0,078 0,227 0,093 0281 0111 0,369 0,150 2403 0,635
6 0,198 0,086 0,243 0,088 0281 0,115 0,381 0,148 2,403 0,635
7 0208 0,079 0,219 0,089 0,277 0119 0,421 0,139 2403 0,635
8 0,304 0,101 0,374 0,125 0,607 0,190 0,831 0,241 3416 0,678
9 0186 0,064 0216 0,088 0277 0123 0422 0183 3416 0678
10 0,167 0,054 0,237 0,087 0,368 0,127 0,505 0,187 3416 0678
Media 0,230 0,083 0,274 0101 0,369 0,127 0,502 0,169 2927 0,641
3 0,047 0,018 0,057 0,014 0,106 0,028 0,138 0,031 0,414 0,054

CV% 20,63 21,50 20,87 14,38 2867 21,99 27,59 1818 1415 848

Legenda: Y = Método proposto (adaptagao do Metodo de YAO et alii, 1989)
O = Método Oficial (Ministerio da Agricultura)

Estes mesmos valores podem ser visualizados na

Figura 15.
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Figura 15. Comparagao entre técnicas da ninidrina acida e oficial. Resposta & adi¢éo
de soro ao leite.

Pelo método proposto, pode-se observar que a
resposta espectrofotométrica é bem maior que a do método oficial
para amostras de leite idénticas, mesmo partindo-se de
quantidades diferentes de filtrado. Nota-se, também, que a
inclinagao da reta é maior para o método proposto, sugerindo uma
melhor resposta ao aumento do teor de soro adicionado. Esses
aspectos confirmam os resultados anteriormente discutidos em

termos de resposta espectrofotométrica no Item 3.1..
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3.2.2. Comparagao ponto & ponto

Com os dados da Tabela 19, construiu-se a Figura
16, de maneira que as duas metodologias fossem comparadas ponto a
ponto, desde o leite auténtico, até a adi¢ao de 10 ¥ de soro para
todas as amostras. Desse modo, garantiu-se que ambos os métodos

estariam estimando a mesma variavel em condigdes diferenciadas.

1
0.8
M
é
t
0
d 08 -
0
P
r
o
p 04
o
8
t
(o}
0.2 4
0 T T L T
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25

Método Oficlal

Figura 16. Comparagao ponto a ponto entre as absorvancias obtidas para as mesmas
amostras de leite pelos métodos da ninidrina acida e oficial.
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A equagao da reta foi y = - 0,046773 + 3,24962 X,
para um r = 0,9282. Elevando-se o valor de r ao quadrado,

confirma-se que 86% da variabilidade é explicada pela regressao.

3.2.3. Compara¢do geral dos métodos

Feita a caracterizagdao individual do comportamento
dos métodos, para cada uma das situagOes analisadas, e partindo-
se da premissa que ambos os métodos quantificam a mesma
substéancia (NANA) em circunsténcias e procedimentos
diferenciados, procurou-se, através de andlise estatistica

quantificar as possiveis igualdades ou diferengas.

Assim, 0s mesmos dados da Tabela 19 foram
submetidos a andlise fatorial 2 x 4, sendo Ay e A2 0os métodos,
respectivamente, proposto e oficial e By. By, Bg e B4
respectivamente, leite auténtico e adicionado de 2%, 5% e 10% de
soro de queijo, com dez repetigdes dentro de <cada Fator B,
considerando-se que essas repetigdes referem-se a diferentes

amostras de leite.

Combinando-se esses fatores ponto a ponto hnuma

andlise de variéncia, pode-se afirmar com 99% de segurancga que:

12) Existe difereng¢a entre os métodos (F= 210,0764) na

quantificagao da resposta a substadncia analisada.
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20) Existe diferenga entre as adi¢gdes de soro (F= 26,1556),
independentemente do método e, pelo teste de Tukey, a
variagao torna-se significativa somente a partir da

adi¢cdo de 5% de soro.

3Q) Com um F= 7,2390, a andlise demonstra que h& interacao

entre método e fraude e esta depende do método empregado

No estudo das interag¢does entre os fatores A e B

pode-se:

a) Afirmar com 99% de seguranga que ha diferenga
significativa entre as distintas adi¢des de soro dentro
do método proposto, porém, esta confiabilidade reduz-se

para 95% em relagao ao método oficial.

b) Afirmar com 99% de seguranga que hé& uma diferenga
significativa e valor de F crescente quando se analisa a
interferéncia das adi¢des de soro independentemente do

método analisado.

Estimando-se estatisticamente os desdobramentos

dos fatores A e B, pode-se ter varias compara¢des:

1Q) TESTE DE TUCKEY PARA MEDIAS DE B DENTRO DE Ay
O método proposto nao apresenta diferenca entre as
médias para o leite auténtico e a adigao de 2% de soro, porém

diferencia-se dessas e entre si as médias para a adigao de 5 e
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10% de soro.

2Q0) TESTE DE TUCKEY PARA AS MEDIAS DE B DENTRO DE Ao
O método oficial ndao detecta diferengas significativas
entre o leite auténtico e as adi¢des de 2% e 5% de soro.
Concluindo, pode-se afirmar que s6 hd diferenca significativa

entre o leite auténtico e 10% de adi¢do de soro.

3Q) TESTE DE TUCKEY PARA AS MEDIAS DE A DENTRO DE B:
Comprovando andlises de situagdes anteriores,
verificou-se, nesse caso, que as médias obtidas pelos distintos
métodos para todas as adigdes de soro diferiram

sighificativamente.

Essas mesmas conclusdes foram confirmadas pelo
delineamento em blocos casualizados onde o possivel efeito dos
blocos (repetig¢des) & minimizado. Assim, a Figura 15 sintetiza as

regressdes obtidas para cada método.

4, DISTRIBUIGAO AMOSTRAL

Definidos os parametros de adaptagdo do método,
visando sua aplicagdo pratica a rotina de determinagao de
possiveis fraudes por adigdo de soro a leites fluidos, tornou-se
necessdrio conhecer-se o0s universos amostrais b&dsicos, quais

sejam, para leites considerados normais ou auténticos e para soro
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industrial, wuma vez que esse é o elemento utilizado para a

pratica da fraude.

A literatura demonstra que apenas parte da
k-caseina é glicosilada. Demonstra, também, que essa glicosilagao
é altamente variavel, genotipica e fenotipicamente,
principalmente em fung¢dao da raga, estdgio de lactagdo, numeros de
partos, etc... Pela padronizagao do método, busca-se o GMP livre,
que, como € de se esperar, também est4d sujeito a mesma
variabilidade, ou a uma variabilidade parecida, uma vez que o0s

fatores de liberagdo do GMP ndo sdo0 necessariamente 0OS mesmos.

Existem duas maneiras bdsicas de obter-se 0
universo amostral auténtico: primeiro, buscando-se na origem,
amostras de leite recém-ordenhado de animais normais e
clinicamente sauddveis e, segundo, obtendo-se essas mesmas
amostras na plataforma de recepgao de industrias de laticinios,
embora nessa Ultima, incorpora-se os fatores de tempo p&s-ordenha
e condigoes de transporte (j4 comentados no item 2.1.), apesar
de, na totalidade, ambos constituirem-se em amostras de conjunto

de animais.

Na prdatica, dentro dos objetivos de definigao e
padronizag¢ao do método, sua aplicabilidade justifica-se,
principalmente, para as andlises de 1leite recebido nas
plataformas das industrias de laticinios, almejando-se que o
teste constitua-se num "screening” de autenticidade do leite

recebido quanto as possiveis fraudes por adigdo de soro.
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Como essas amostras sao diferentes e face a
literatura mostrando que vdrios fatores interferem na liberagdo
do GMP, optou-se, inicialmente, por obter-se distribuigoes
amostrais independentes ou separadas, facilitando a sua

comparagao.

4.1. LEITE CRU AUTENTICO

As amostras coletadas no ponto de origem, isto é,
na proépria fazenda produtora, durante a ordenha da manh&d, s&ao
seguramente isentas de qualquer substéncia que ponham em davida a
sua autenticidade. Essas amostras foram acondicionadas e
transportadas até o laboratério, de maneira que a elas nao fossem
somados todos aqueles interferentes jd4 citados, comuns ao
transporte de latdes por caminhdoes de linhas de leite. Ao todo,

foi possivel constituir uma distribuigdao com 114 amostras.

Como pode ser observado no Histograma de
Frequéncia (Figura 17), os resultados foram ajustados & uma curva
de distribuigdao normal, cuja média de absorvadncia foi de 0,168,
com um desvio-padrdo (s) de 0,0655 e coeficiente de variag¢ao (CV)

de 38,9%, com o objetivo de definir os pontos de corte.
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AUTENTICO

Figura 17. Histograma de Frequéncia para resultados em absorvancia de 114 amos-
tras de leite cru auténtico.



Aplicando-se o método “"Box and Whisker Plot"’ do
programa “Statgraph” (Figura 18), temos que 25% dos valores
situaram-se abaixo da absorvéncia 0,124, 50% até 0,155, 75% até

0,210 e 95% até 0,283.

Figura 18. Representagéo dos resultados de 114 amostras de leite cru auténtico.
(Método "Box and Whisker Plot" ).
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4.2. LEITE CRU DE PLATAFORMA

Nesse grupo estao incluidas todas as amostras
coletadas na plataforma durante a recep¢ao do leite, formando um
conjunto representado por leite transportado em latdes, oriundo
de produtores de uma mesma regidao, bem como de leite transportado
em caminhdes-tanques reunindo produtores de outras regides,
resultando, portanto, na mistura de um nUmero bem maior de

produtores.

Esse grupo foi constituido por 213 amostras de
leite, com absorvdncia média de 0,263, s = 0,157 e CV de
59,7%, ajustado também & uma curva de distribuigdo normal,

conforme Histograma de Frequéncia (Figura 19).

Utilizando-se o mesmo método computacional, a
distribui¢ao dos resultados (Figura 20) ficou assim estabelecida:
até a absorvéancia 0,162 engloba-se 25% dos resultados , até
0,217 atinge-se 50% , até 0.300 estao 75%, sendo que até 0,437

estao 95% deles.

Isso confirma o que foi discutido no item 2.1.
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Figura 19. Histograma de Frequéncia para resultados em absorvancia de 213 amos-
tras de leite cru de plataforma.
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Figura 20. Representagso dos resultados de 213 amostras de leite cru de plataforma.
(Método "Box and Whisker Plot" ).
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4.3. SORO

Em 56 amostras de soro industrial analisadas, o
teor médio de NANA foi de 42,35 Pg/m] de soro. Estatisticamente,
0 intervalo determinado com dois desyios—padr€o sobre a média
observada projetou o intervalo de 28,4 a 56,3 Hg/ml  de soro
industrial, entretanto o menor valor observado foi 36,5 ug/ml e o
maximo 70,5 Mg/ml1, embora esse Ultimo constituiu uma ocorréncia
isolada,isto ¢é, um valor Unico que ndo mais se repetiu. Os

resultados dessas amostras estdo agrupados na Tabela 20.

O teor de NANA livre observado para o leite cru
auténtico foi de 2,71 ug/mi. No soro, o teor de NANA Tlivre
apresenta, em média, 15,63 (13,5-26,0) vezes maior que no leite.
Por outro lado, isso demonstra que, sempre em termos médios para
as amostras analisadas, cerca de 6,49% do total de NANA 1liberado
pela renina (quimosina) durante a coagula¢do enzimatica do leite
para a fabricagao de queijos, encontra-se livre no leite, antes
da utilizagao da enzima. Considerando-se os valores obtidos para
o Tleite de plataforma tem-se que 10,5% do NANA é liberado sem

agao da renina.
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Tabela 20. Absorvancias de 56 amostras de soro de queijo submetidas a pesquisa
para acido sialico segundo método da ninidrina acida.

AMOSTRA  ABSORVANCIA AMOSTRA  ABSORVANCIA AMOSTRA ABSORVANCIA

1 2,775 20 2,038 39 3,864
2 2,237 21 2,180 40 2184
3 2012 22 2134 41 2,280
4 2,607 23 2,204 42 2117
5 2,405 24 2,302 43 2,022
6 2015 25 2,056 44 2,378
7 2,506 26 2,164 45 2117
8 2,450 27 2,044 46 2184
9 2,490 28 2,082 a7 2124
10 2812 29 2120 48 2149
11 2,854 30 2,080 49 2,626
12 2,042 31 2100 50 2,326
13 2119 32 2,140 51 2,250
14 2,088 33 2146 52 2,949
15 2126 34 2,070 53 2,963
16 2,096 35 2172 54 3416
17 2170 36 2,048 55 2,937
18 2118 37 2018 56 2,403
19 2132 38 2,934

Média de Absorvancia = 2328 (42,35 g NANA/mI)

Desvio Padrdo = 0,380

Coeficients de Variagao = 16,24 %

4.4. PROPOSIGAO DE APLICABILIDADE DO METODO COMO TESTE

DE " SCREENING " EM PLATAFORMA

Para esse propésito resolveu-se englobar todos os
dados obtidos nos diversos experimentos, tendo como justificativa
que varios leites <chegam a plataforma logo apés a ordenha,
levados pelos préprios produtores, portanto em melhores condigdes
de transporte, em tempo e percurso menores e na maioria da vezes
protegidos da incidéncia solar.

0 Histograma de Frequéncia (Figura 21) foi



Frequencia

PLATAFORMA E AUTENTICO

Figura 21. Histograma de Frequéncia para resuitados em absorvancia de 327 amos-
tras de leite cru.
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elaborado com 327 dados em absorvancia. A média obtida foi 0,230,
com s = 0,1398 e CV = 60,8%, ajustando-o & uma distribuigao
normal. Os limites médximos de absorvancia para as faixas onde se
encontram 25, 50, 75 e 95% dos resultados sdo: 0,142, 0,192,

0,267 e 0,450 respectivamente (Figura 22).

Assim, quantitativamente, esses valores de
absorvancia correspondem a: 2,23 Mg de NANA/m]1 de leite para até
25% das amostras; 3,15 pg/ml para 50% das amostras; 4,53 pg/m]
para até 75% das amostras e, finalmente, 7,89 pg/ml para até 95%
das amostras. No soro, o teor de NANA 1livre apresenta-se
11 (9,5-18,3) vezes maior que no leite, considerando-se a média
de 3,85 ug/ml. Desse modo, ao nivel de plataforma e para a regidao
estudada, verifica-se, com 95% de seguranga, que, valores acima
de 7,89 ug de NANA/m1 constituiram-se em ocorréncias raras, cuja
frequéncia foi inferior a 2,3% do total dos resultados, de vez
que a distribuig¢ao normal tende a infinito em dire¢des opostas.
Na pratica, para amostras coletadas em plataformas de recepg¢ao de
laticinios, espera-se entdo que, no maximo 2,3% dos resultados
possam situar-se ligeiramente acima dessa concentrag¢ao de 7,89 pa

de NANA/m1 de leite.

Por outro lado, recorrendo-se a outras medidas de
tendéncia central que nao simplesmente a média aritmética, onde o
efeito de possiveis valores anormalmente baixos ou elevados é
matematicamente minimizado, verifica-se que a mediana situou-se
em A = 0,192 (3,15 Hg NANA/m1 de leite); a média geométrica em

A= 0,201 (3,32 M9 NANA/m1 de leite); e a moda, isto é, o valor

119



- }—‘ I.. ame o0 b oo mi bbb+ 4+ + + + .

Figura 22. Representagio dos resultados de 327 amostras de leite cru.
(Método "Box and Whisker Plot™ ).



de maior frequéncia na distribuig¢do, situou-se em A = 0,149 (2,37
pe NANA/m1 de leite). Comparados com o valor da média aritmética
das 327 amostras, A = 0,230 (3,85 Fg/m]) verifica-se que todas as
demais medidas situaram-se abaixo desse valor, reafirmando o
raciocinio global de que, para a situag¢ao estudada, a
probabilidade da ocorréncia de valores acima de A = 0,450 para
leite de plataforma ¢é realmente muito pequena. Entretanto,
utilizando-se os dados da distribuigao e levando a englobar quase
que 100% dos resultados (99,73% com trés desvios-padrao), obtem-
se um valor aproximado de A = 0,600 (10,64 H9 NANA/m1 de leite)
que, embora seja possivel e pertencente a4 distribuig¢ao normal,
ocorrera com uma frequéncia praticamente insignificante em

condigdes normais.

A definigdo do método objetiva a detecg¢do de
possiveis fraudes executadas sobre leite normal, conforme
anteriormente referido. Uma fraude por adigcdao de soro pode, tanto
ser sutil quanto grosseira, todavia a tendéncia do fraudador é a
de aproveitar-se da oportunidade e, consequentemente, tendendo ao
exagero para assim tornar-se economicamente Vvidvel. Nesse
aspecto, uma fraude sutil contribuird muito pouco na elevagao do
teor de NANA livre e, dependendo do teor inicial de NANA livre no
leite que sofreu a fraude, poderd situar—-se dentro de valores

considerados normais.

Assim, torna-se necessdria a definigao de pontos
de <corte visando a aplicabilidade do método, como em qualquer

outra situagao. Esses pontos de <corte devem principalmente,
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diferenciar um valor chamado negativo, isto &, normal ou nao
fraudado, de um valor chamado de positivo ou fraudado. Ndo ha
dificuldade na definigao desses dois valores, pois, ao verificar-
se a distribui¢ao, pode-se afirmar que, com enorme probabilidade
(99,73%), valores de A superiores a 0,600 (10,64 pg/m]) sao
positivos e, Qque valores inferiores a esse pertencem a
distribui¢do e, portanto, seriam negativos. Todavia, tendo em
conta a enorme variabilidade do teor de NANA livre para o Jleite
considerado normal (plataforma) e a prépria variabilidade da
contribuigao do soro industrial, verifica-se uma ampla regido de
resultados que, ou teriam um teor mais elevado de NANA livre ou
que tenham sido fraudadas mais sutilmente. Esses resultados
referem-se a valores compreendidos entre 75% (A = 0,267) e 100%
(A = 0,600) da distribui¢do, onde 0os universos amostrais de
fraudado e ndao fraudado mais se sobrepdem. Frente a resultados
dessa natureza, nada pode ser afirmado categoricamente sem a
andlise de outras condigdes inerentes, podendo, no maximo,

engquadra-los como suspeitos.

Considerando que a metodologia estd sendo proposta
como um “"screening’’ de plataforma, que é o local onde se
seleciona toda a matéria-prima que entra numa indudstria, o leite
quando enquadrado na categoria de suspeito, deve receber um
tratamento especial que ndo a simples condenagao mas também ndo
ser considerado absolutamente negativo. Faz~-se necessario
levantar a histéria de resultados desse leite ou quando isso nao
for possivel, acompanhid-l1o sistematicamente dai em diante. Para

leites entregues em latdes, provenientes diretamente de



produtores, torna-se facil constatar a existéncia de causas
interferentes como mastite, dia de ordenha, acondicionamento e
transporte do produto. No entanto, isso torna-se 1impraticével
quando o leite recebido provém de um outro estabelecimento,
transportado em caminhdes-tanque, resfriado h4 Vvarias horas,
oferecendo condig¢des para o crescimento de microorganismos
psicrotréficos proteoliticos, embora nesse caso tenha um fator
positivo que é a mistura de grande numero de produtores o que faz

com gue o resultado das an4dlises tendam a se aproximar da média.

Baseado em tudo que foi exposto e como proposigao
de interpretagao pratica do método para andlise do leite em
plataforma, sugere-se classificar os 1leites em: negativo,

suspeito e positivo, conforme Tabela 21.

Tabela 21. Interpretagio Pratica do método da ninidrina 4cida para analise de leite
em plataforma industrial (Proposigao).

Categoria Absorvancia * Concentragéo
470 nm Hg Nana livre/mi leite
Negativo < 0,300 < 514
Suspeito 0300 <« A < 0,600 514 < C < 1064
Positivo > 0,600 > 10,64

Legenda: A = Absosrvdncia C = Concentragao
* Proposlqﬁo de valores com ajustes aproximacios.

,,_
N
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Essa proposigao reflete um minimo de 80% de
eficiéncia para o teste assim definido. Chegou-se a esse valor
langando mao do Coeficiente Global do Teste - CGT (CORTES, 1993),
associagao estatistica que leva em consideragao dois parémetros
fundamentais no estabelecimento da validade de um método, a
sensibilidade e a especificidade, como pode ser observado na

Tabela 22.

Tabela 22. Qualificagio do teste proposto de ninidrina 4cida para determinago de
acido sialico como "screening" de plataforma, utilizando os resultados de
fraude intencional de 5, 10 e 20% de adigao de soro a leites auténticos.

CONDIGAO DA AMOSTRA

Resultado
do Teste TOTAL
Fraudada Nao Fraudada
Positivo + Suspeito 38 2 40

Negativo 12 18 30

38
Sensibilidade do teste (verdadeiros positivos) = x 100 = 76,0%

50



18

Especificidade do teste (verdadeiros negativos)

x 100 = 90,0%
20

56

CGT - Eficiéncia do teste para a proposi¢ao x 100 = 80,0%

70

Esses indices poderao ser modificados a medida que
se aumentar o universo amostral e com isso alterar os limites de
cada uma das categorias, principalmente, diminuindo a faixa de
variagao para os leites suspeitos e também na dependéncia da

intengcdao dos controles oficiais.



VI. Conclusoes

Decorrente dos objetivos propostos, os resultados

do presente trabalho permitem a obtengao de algumas
conclusdes inerentes a duas hipdbdteses fundamentais, quais
sejam: primeira, a adaptagao e padronizag¢ao do método

espectrofotométrico simples e répido para a determinagao
quantitativa de 4&4cido sidlico em leite fluido e soro doce
industrial e, segunda, a possibilidade de, como consequéncia,
implementar um teste de plataforma objetivando a detecg¢ao de

possiveis fraudes por adig¢ao de soro. Assim, respectivamente:

A. - Quanto ao método:

A.1. - Realizou-se a adaptagdao e padronizagao do método
da Ninidrina Acida (Reagente 2 de Gaitonde) para a determinag¢ao
espectrofotométrica quantitativa de a4cido sidlico em leite fluido
e Soro, na regidao visivel do espectro, a 470 nm, culminando pela

definigdo do protocolo mostrado na pagina 77 .
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A.2.- O método mostrou-se exato e preciso. Em
condigdes ideais, exibiu um r = 0,9996 (r2= 0,9992) e equagao
y = 0,0201 + 0,0109 X. A precisao, estimada por ensaios de
repetibilidade, apresentou coeficiente de variagao menor que 8%

para duplicatas e de 7% para quadruplicatas.

A.3. - Frente a adigao de soro, mostrou-se para uma
situagcao ideal, com leite certificadamente auténtico, sensivel a
pequenas variagdes, ao redor de 2% de adig¢ao, elevando-se para
5% de adigdo para leites de plataforma; observou-se ainda, boa
repetibilidade configurada por variabilidade sempre menor que a

inerente ao préprio método.

A.4. - Aliado a essas caracteristicas, o método
configurou-se de fdcil execugdao, com grande possibilidade de
utilizagao rotineira por ndao envolver materiais e equipamentos
sofisticados ou mao de obra qualificada, além de reduzir
praticamente & metade, 0 tempo de obtengdo dos resultados, quanhdo
comparado aos demais métodos que necessitam da hidrélise 4cida a
quente. O resultado de uma amostra é obtido em tempo ligeiramente

superior a 60 minutos.

B. - Quanto ao Teste de plataforma:

B.1. - Preliminarmente , observou-se que o teor de

dcido siadlico difere significativamente (P< 0,05) entre leite
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recém-ordenhado e o que chega Aas indUstrias de laticinios.

Verificou~se também, a interferéncia da pasteurizagao nesse teor.

B.2. - Comparado ao método oficial, o método proposto,
além de mais simples e rdpido, promove uma resposta quantitativa
muito superior, com sensibilidade cerca de sete vezes maior para
uma mesma quantidade de 4cido sidlico, que é facilmente
comprovada pela andlise da Figura 14 e pela comparagdao dos
coeficientes de extingao dos comprimentos de onda

correspondentes.

B.3. - A aplicagao do método a 114 amostras de leite
auténtico, resultou num teor médio de 2,71 + 0,83 Mg de A4cido
sidlico livre por ml de leite. Para 56 amostras testadas de soro
industrial, observou-se uma média de 42,35 + 6,60 ug de NANA/mI1,
que, em termos médios, revelou-se 15,6 vezes o teor de NANA livre

do leite auténtico.

B.4. - A ampliagdo do universo amostral do leite para
327 amostras, incluindo os resultados de plataforma,
resultou numa elevagao do teor médio de NANA livre
para 3,85 * 2,20 ug/mil, evidenciando também, uma enorme

variabilidade.

B.5. - Das inter-relagdes estatisticas, pode-se definir

uma proposi¢ao de teste rdpido de " screening " para a deteccgao

de fraude por adigdao de soro ao leite, classificando as amostras
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em trés categorias em fungdo dos resultados, quais sejam:

negativas, suspeitas e positivas.

B.6. - Da aplicagao do teste assim definido a um total
de 70 amostras, entre ndo fraudadas (20) e fraudadas (50) com 5,
10 e 20% de soro, observou-se uma especificidade de 90% e uma
sensibilidade de 76%, configurando-se numa eficiéncia de 80%

para o teste proposto.
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