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RESUMO

PEREIRA, Danielle Braga Chelini. Utilizacdo de técnicas de eletroforese em
gel de poliacrilamida na identificacio da adico de leite de vaca ao leite de
cabra. Lavras: UFLA, 2003. 124p. (Dissertacdo — Mestrado em Ciéncia dos
Alimentos)*

O presente trabalho foi conduzido com o intuito de avaliar métodos
eletroforéticos para detecg¢do de fraudes pela adi¢ao de leite de vaca ao leite de
cabra, incluindo sua aplicagdo na rotina dos laboratérios de analise de alimentos,
definicdo das condi¢gdes de amostragem e o preparo das amostras para analise.
Os métodos avaliados foram técnicas de eletroforese em gel de poliacrilamida
em condi¢des ndo desnaturantes (native-PAGE), desnaturantes (SDS-PAGE) e
na presenca de uréia (UREA-PAGE). As amostras analisadas eram provenientes
da regido de Juiz de Fora, MG e compreenderam leites individuais, provenientes
de diferentes ragas, diferentes propriedades produtoras e leite de conjunto, leites
conservados com Bronopol® (2-bromo-2-nitropropano-1,3-diol), leite cru,
pasteurizado, UHT e em po. Observou-se que a metodologia mais aplicavel foi
UREA-PAGE, uma vez que permitiu uma diferenciagdo mais clara entre os
perfis dos leites genuinos das espécies pesquisadas, além da maior rapidez e
menor nimero de etapas analiticas (fase de revelacdo). Nao foram observadas
diferencas entre amostras de leite cru com e sem adicdo do conservante
Bronopol®. Adicdes de leite de vaca ao de cabra foram executadas nas
proporgdes de 0,1% a 44,44%, tendo sido identificadas, por analise visual dos
densitogramas obtidos, a partir de 4,76%. O método mostrou-se adequado a
deteccao de misturas e a determinagdo quantitativa pode ser testada por meio dos
recursos da densitometria. Este trabalho espera contribuir para a indica¢do do
parametro mais adequado a identificag@o de fraudes pela mistura de leite de vaca
ao de cabra e da técnica analitica a empregar neste sentido, uma vez que as
legislagdes pertinentes, em ambito municipal, estadual ou federal, preconizam o
controle desta adulterac@o, sem, contudo, definir a metodologia a ser empregada.

* Comité Orientador: Marco Antdénio Moreira Furtado (Orientador) —
UFJF, Luiz Ronaldo de Abreu (Co-orientador) — UFLA.



ABSTRACT

PEREIRA, Danielle Braga Chelini. Detection of cow’s milk and goat’s milk
mixtures by polyacrylamide gel electrophoresis techniques. Lavras: UFLA,
2003. 124p. (Dissertation — Master Program in Food Science)*

This work evaluated electrophoretic techniques for detection of frauds of
goat milk with addition of cow milk aiming to use the technique in the routine of
the laboratories of food analysis. Also, it was defined the conditions of sampling
and preparation of samples for analysis. The evaluated methods were techniques
of polyacrylamide gel electrophoresis under non-denaturing conditions (native-
PAGE), denaturing (SDS-PAGE) and with urea (UREA-PAGE). The milk
samples were from the region of Juiz de Fora, MG and included individual milk
from different races, different producing properties and bulk milk, milk
conserved with Bronopol® (2-bromine-2-nitropropano-1,3-diol), raw milk,
pasteurized, UHT and dry milk. It was observed that the methodology most
applicable was UREA-PAGE, because it was faster and differentiated more
clearly the profiles of genuine milk of the searched species. Differences between
raw milk samples had not been observed with and without addition of the
preservative Bronopol®. Additions of cow milk to goat milk were done at the
ratios of 0.1% to 44.44%. Visual analysis of the densitograms identified a
minimum 4.76% cow milk addition. The method revealed adequate to the
detection of mixtures and the quantitative determination can be tested through
the resources of densitometry. This work can contribute for the indication of the
parameter to detect fraudulent addition of cow’s milk to goat’s milk and of the
analytical technique to use in this direction, since that the pertinent regulations,
in municipal, state or federal scope propose the control of this adulteration,
without however defining the methodology to be used.

* Guidance Committee: Marco Antonio Moreira Furtado (Adviser) —
UFJF, Luiz Ronaldo de Abreu— UFLA.
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1 INTRODUCAO

O valor nutritivo de um alimento ¢ definido pela concentragdo, balango
e biodisponibilidade dos nutrientes fornecidos, e pela presenca ou ndo de
componentes toxicos e/ou antinutricionais. Com relagdo ao leite, sua qualidade
nutricional ¢ amplamente conhecida e sua importancia, bem como a dos
derivados lacteos, na alimentacdo humana bastante destacada; ¢ fonte de macro
€ micronutrientes essenciais para o crescimento, desenvolvimento ¢ manutencao
da saude, e constitui uma das principais fontes de proteinas na alimentagdo de
animais jovens e humanos de todas as idades.

Apesar da grande predomindncia da pecuaria leiteira bovina e,
conseqiientemente, de conhecimento cientifico sobre o leite de vaca, ha que se
destacar a utilizagdo de leites provenientes de outras fémeas mamiferas na
alimentacdo humana, seja na forma fluida (in natura) ou como derivados
(queijos, iogurte, entre outros), por razoes diversas (comercial, nutricional,
social, econdmica, tecnologica, cultural e geografica). O mercado atual
preocupa-se em disponibilizar grande variedade de produtos adequados a
interesses cada vez mais particulares dos consumidores, o que se observa
também no setor lacteo, pela crescente oferta de produtos especificos para certos
nichos de mercado. Os consumidores buscam produtos lacteos diferenciados,
com padrao de qualidade e com apelo dos mais saudaveis.

Quanto ao leite de cabra, sua inser¢do na alimentagdo humana apresenta
inimeras vantagens, como o baixo teor de colesterol, alto valor protéico, alta
digestibilidade e altos teores de acidos graxos de cadeia curta. E recomendado,
ainda, para pessoas idosas, doentes, convalescentes e criangas, e especialmente
para individuos que apresentam alergia ao leite de vaca, reconhecida numa

freqiiéncia de 0,3% a 7% em criangas, sobretudo nos primeiros anos de vida.



O leite de cabra (Capra hircus) foi introduzido na alimentacdo humana
quando este animal foi domesticado por povos ndmades da Asia e do Oriente
Meédio, por volta de 8000 a.C. Os caprinos tém a mesma origem evolutiva dos
bovinos (Guimardes, 1993; Fiesber et al.,, 1999; A CAPRICNOCULTURA,
2002).

Nos paises em desenvolvimento, a caprinocultura e a producao de leite
de cabra desempenham importante papel econdmico-social, como fonte de
proteina na alimentacdo e de renda para as familias, viabilizando a pequena
propriedade rural e promovendo a fixagdo do homem no campo, representando,
freqliientemente, o animal de opcdo em programas sociais. Entretanto, os
sistemas de producdo variam desde criagdes de subsisténcia em pequenos
criatérios nas areas rurais ou periferias de grandes cidades, até criatorios
comerciais bem organizados, com grande estrutura de producdo e, na maioria
das vezes, dedicando-se também ao beneficiamento e comercializagdo dos
produtos.

O leite de cabra apresenta uma série de peculiaridades que o tornam,
além de excelente opc¢do do ponto de vista nutritivo, boa alternativa
mercadologica, observando-se a crescente oferta de produtos de leite de cabra,
disponibilizados comercialmente como diferenciados, e de trabalhos cientificos
avaliando as caracteristicas ¢ potencialidades deste alimento. A legislacdo
federal, por meio da Instrucdo Normativa 37/2000, do Ministério da Agricultura,
Pecuaria ¢ Abastecimento, fixou recentemente as condigdes de produgdo, a
identidade e os requisitos minimos de qualidade do leite de cabra destinado ao
consumo humano.

Considerando esta crescente valorizagdo do produto, que chega a atingir
precos cinco vezes mais altos que os similares obtidos com leite de vaca, ¢ a
semelhanga com relagdo a composi¢cdo geral do leite destas espécies, pode-se

prever a freqiiente ocorréncia de adulteracdo pela adicdo de leite de vaca ao leite



de cabra, corroborada ainda por outros fatores, como a sazonalidade,
descentralizagdo ¢ pequena producdo, caracteristicas do leite de cabra. A
ocorréncia de adulteragdo de qualquer natureza implica, além de abuso contra a
economia do consumidor, em danos significativos a satide publica, contrariando
o Cédigo de Defesa do Consumidor (Prefeitura....., 1990) e a legislagdo vigente
(Brasil, 2000). Esta constitui uma preocupagdo em varios paises, apesar das
legislagdes brasileiras ndo indicarem metodologias especificas a adotar para a
deteccdo das misturas. O controle deste tipo de adulteragdo implica na
disponibilidade de métodos analiticos seguros que permitam vigilancia constante
dos orgaos de fiscalizagao.

Dentre as metodologias disponiveis para identificagdo da mistura de
leites de diferentes espécies, particularmente a adi¢do de leite de vaca ao de
cabra, destacam-se as que se baseiam na determinacdo da atividade enzimatica
(xantina-oxidase), e na identificacdo de diferencas nas fragdes protéicas e
gordurosa, incluindo, nesta ultima, o teor de [J-caroteno. Entre estas avaliagdes,
aquelas que consideram as diferengas nas fragdes protéicas parecem ser as mais
adequadas e podem ser executadas por diferentes processos analiticos, como os
métodos imunologicos, eletroforéticos e cromatograficos.

O presente trabalho objetivou avaliar o emprego da eletroforese em gel
de poliacrilamida (PAGE), seguida de densitometria, com trés variagdes
metodologicas. Sao elas a avaliagdo das proteinas em seu estado nativo (native-
PAGE), em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE) ou em presenca de uréia
(UREA-PAGE) para a detec¢do desta adulteragdo, com base nas diferencas
existentes na distribuicao protéica, particularmente das fragdes caseinicas, entre
os leites de cabra e vaca, bem como a definicdo da seqiiéncia analitica a ser
implementada, para rebanhos da regido de Juiz de Fora,MG, avaliados durante o
ano de 2002. Também foram avaliadas as diferencas entre amostras individuais

de leite de cabra, ragas caprinas e rebanhos bovinos e caprinos, e a influéncia das



condi¢des de amostragem e da conservagdo a frio e dos processamentos sobre a

metodologia escolhida.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia do leite de cabra no contexto atual
2.1.1 Rebanho e producio

Segundo dados da Food and Agriculture Organization of The United
Nations (FAO), a produ¢ao mundial de leite de cabra em 2002 foi de 12.696.556
toneladas (contra 11.824.241 toneladas em 1996, observando-se ligeiro
acréscimo ano a ano) e¢ o rebanho mundial ¢ de 146.677.731 cabecas (era
composto por 138.613.587 cabecas em 1996). A média de produgdo por animal
totaliza 866 hectogramas. Em comparagdo com o leite de outras espécies
mamiferas, os nimeros demonstram que o rebanho caprino aparece em terceiro
lugar, seguindo o bovino e 0 ovino. A mesma tendéncia é observada quanto ao
rebanho destinado a producdo de leite, composto por 146.677.731 animais
(aproximadamente 24%), num total mundial de 606.380.210 cabecas; a
producgdo de leite de cabra corresponde a 2% do somatorio de 597.682.139
toneladas produzidas mundialmente, contadas as cinco principais espécies
leiteiras. Portanto, apresenta-se em terceiro lugar, seguindo o leite bovino e o
bubalino, e a frente em producao de ovelhas e camelas.

O Brasil, com uma producdo de 138.000 toneladas, é o vigésimo maior
produtor mundial de leite de cabra, embora possua o oitavo maior rebanho, com
4.600.000 cabegas em producdo de leite. O rendimento da produgdo, em
hectogramas por animal, ¢ de 300, sendo o qiiinquagésimo quinto melhor do
mundo. A producdo em relacdo a populacao do pais, no ano de 2002, foi de 0,79
toneladas de leite de cabra para cada 1.000 habitantes. Apesar do aumento no
rebanho caprino nacional de 1996 a 2002, o nimero de cabegas em produgdo
leiteira caiu ligeiramente, bem como a produgdo de leite.

O Brasil ¢ o principal produtor de leite de cabra na América do Sul,

contribuindo com cerca de 76% do total produzido (que ¢ de 181.940 toneladas).



No Brasil, o rebanho bovino é seguido pelo ovino, com o caprino
aparecendo em terceiro lugar. Mas, com relagdo a producdo ¢ nimero de cabecas
em producdo de leite, s6 estdo disponiveis dados sobre os rebanhos bovino e
caprino (BRASIL, 2003a; FAO, 2003).

Os dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
indicam, pelo Censo Agropecuario de 1995-1996, que a produgdo de leite de
cabra no Brasil foi de 21,9 milhdes de litros. A maior parte deste total ¢
proveniente da regido nordeste (cerca de 70% do total), da qual os estados da
Bahia (com ampla vantagem), Pernambuco e Ceara sdo os maiores produtores.
A regido sudeste ¢ a segunda em termos de produgdo de leite caprino, com cerca
de 21% do total (4,63 milhdes de litros), com destaque para o estado de Minas
Gerais (2,06 milhdes de litros ou 45% da producdo, além do maior rebanho da
regiao), seguido pelo estado de Sdo Paulo. O rebanho caprino brasileiro, de
11.894.587 cabegas em 1990, manteve-se com pequena oscilacdo até 1995,
apresentando queda expressiva no ano de 1996 e demonstrando discreta

elevagdo desde entdo, atingindo 9.537.439 cabecas em 2001 (IBGE, 2003).

2.1.2 Caracteristicas da caprinocultura leiteira e mercado do leite de cabra

A caprinocultura leiteira é recente no Brasil, com grande dispersdo
geografica (Richards et al., 2001). O nimero de cabegas nido reflete inteiramente
a quantidade de leite produzida, uma vez que a criagdo de cabras ¢
freqlientemente desenvolvida também para exploragdo de carne e couro.

Além disso, podem ser apontadas diferencas expressivas nesta atividade
nas diversas regides do pais. O sudeste parece experimentar uma evolugao mais
répida no setor, em razao da organiza¢ao da cadeia produtiva, do processamento
industrial e da garantia de comercializacdo do leite e seus derivados. Guimaraes
(1993) destaca que a regido centro-sul tem desenvolvido tecnologias de

produgdo de queijos e implantacdo de um mercado eficiente de leite in natura.



Embora concentre cerca de 90% do rebanho caprino nacional, o
nordeste tem sido noticiado como uma regido cuja producdo leiteira e,
principalmente, a contribui¢do no total de leite comercializado, t€ém sido bem
menos representativas (Thomasi, 2002) e onde a caprinocultura (uma de suas
principais atividades agricolas) ndo se caracteriza como uma atividade comercial
bem organizada. A criacdo de cabras vem sendo implementada e organizada
como programa governamental na regido, em fun¢do de representar uma boa
alternativa de melhoria na nutrigdo das populagdes mais pobres e de
diversificacao das atividades rurais (Pereira Filho, 2001; Thomasi, 2002; Guarda
& Carneiro, 2002). Por outro lado, o setor industrial j4 demonstra interesse em
adquirir boa parte da produgdo (Pereira Filho, 2001; Thomasi, 2002; Guarda &
Carneiro, 2002).

A produgdo de leite de cabra tem sido implementada como alternativa
de desenvolvimento agropecuario ¢ conseqiiente fixacdo do homem no campo
também na microrregido de Juiz de Fora (Almeida et al., 2001).

O potencial de demanda, mesmo considerando a clientela para o leite de
cabra como um publico diferenciado, ¢ apontado por alguns autores como o
dobro da produgdo atual (IBGE, citado por Thomasi, 2002; Costa, 2003) e os
inumeros produtos de leite de cabra sdo de grande aceitagdo no mercado, tanto
nacional como internacional (Richards et al., 2001; Guarda & Carneiro, 2002;
Carneiro, 2002).

A oferta de leite de cabra no mercado brasileiro chega a 6,1 milhdes de
litros de leite por ano. O mercado estd subdividido em venda de leite fluido
(93%), venda de leite em pd (4%) e venda de queijos, doces e iogurtes (3%).
Apesar da expansdo e da verticalizagdo da caprinocultura, obstaculos
importantes ao aumento no consumo de leite de cabra ainda estdo por ser
vencidos em relagdo aos consumidores, secularmente acostumados a utilizar a

carne e o leite bovinos como alimentos basicos (Richards et al., 2001). Também



ha caréncia de legislagdo sobre o tema (Hashimoto & Antunes, 1992), o
que s6 mais recentemente vem sendo modificado.

Embora, na regido sudeste, seja destacado o consumo leite de cabra
UHT e em po6 (Pereira Filho, 2001), a comercializagdo do leite de cabra fluido
ainda ocorre de forma predominantemente clandestina, sem qualquer tipo de
controle de qualidade. Esta situagdo pode ser atribuida também ao fato de
existirem poucas op¢des no mercado de produtos industrializados por laticinios
tradicionais, dadas a sazonalidade e descentralizacdo da produgdo ¢ o pequeno
volume obtido, com producdo por animal de cerca de 2,5 litros, em média
(Gomes et al., 1997; Almeida et al., 2001). A producdo de leite é, assim,
insuficiente em quantidade e continuidade do fornecimento para atender a
demanda da industria laticinista, ja que, devido as particularidades inerentes aos
caprinos, a producdo de leite é sazonal, apresentando assim periodos de safra e
entressafra bem definidos durante o ano. A atividade industrial tem custo
operacional alto para o beneficiamento da matéria-prima, exigindo para isto um
volume maior de leite para uma escala de produgdo compativel com a
rentabilidade do produto. Com o proposito de minimizar o problema da
sazonalidade e diminuir os custos de producdo, tem-se processado o leite no
criatério por pasteurizagdo lenta e congelado para estocagem (Guimardes, 1993).
A produgdo de derivados pode ser considerada uma alternativa, visto a dilatagdo
do prazo de validade do produto.

A grande importancia industrial do leite de cabra esta ligada a
fabricagdo de queijos finos (Bonassi, 1987). Mas, vem se destacando uma
crescente disponibilizacdo no mercado de outros produtos industrializados,
como leite pasteurizado, leite esterilizado, em pd e achocolatado (inclusive
adicionados de vitaminas), iogurtes (Andrade et al., 1999) e produtos
fermentados, doces (Laguna et al, 1998) e ricota (Medeiros et al., 2001).

Associado a i1sso, vém sendo realizados um numero cada vez maior trabalhos



avaliando a qualidade, composicdo e aspectos tecnoldgicos dos produtos
descritos, bem como a viabilidade de outros, como os probioticos e concentrados
protéicos (Lampo & Caroppo, 1980; Ramos & Juarez, 1985; Hashimoto &
Antunes, 1992; Rueda et al., 1992; Mayer et al., 1997; Andrade et al., 1999;
Almeida et al., 2000; Laguna et al., 2000; Neves et al., 2000; Richards et al.,
2001; Silva et al., 2001; Travassos et al., 2001; Silva et al., 2002). Alguns
produtos praticamente ainda ndo apresentam referéncias da fabricacdo em escala
industrial, como manteiga (em razao das dificuldades relacionadas a separacao
de creme e a cor muito branca pela caréncia de caroteno), leite evaporado e
condensado, ¢ sorvetes (Bonassi, 1987).

A elaboracdo quase sempre artesanal e as propriedades particulares do
leite de cabra tornam seus produtos derivados, especialmente os queijos finos,
diferenciados e muito valorizados comercialmente como produtos sofisticados.
Dessa forma, ha preocupagdo, particularmente nas regides de producdo
tradicional (paises europeus, como Franca, Itdlia e Portugal), em proteger a
denominagdo do produto e restringir a regido geografica em que pode ser
produzido e, conseqiientemente, seus ingredientes e etapas classicas de
fabricagdo. Busca-se, assim, evitar as alteracdes de suas caracteristicas
consagradas pela banalizacdo e industrializagdo, especialmente se considerarmos
a tendéncia da industria atual de, em fungdo do aumento da produtividade, tornar
os produtos cada vez menos tradicionais (padronizados, processados,
aromatizados, analogos) ¢ adequados para uso como ingrediente em lugar da
degustagdo direta. Isto torna de extrema importancia a autenticidade destes
queijos (Portugal in site: queijos, 2001; Seabra, 2003; Roteiro dos queijos de
cabra, 2003)



2.1.3 Valor alimentar e consumidores especiais

O consumo de leite de cabra tem tido um aumento progressivo devido a
seu elevado valor nutritivo, boa digestibilidade e, principalmente, indicagdes
terapéuticas para individuos que apresentam alergia ao leite de vaca, em especial
recém-nascidos e criancas. Segundo a Federa¢do Internacional de Laticinios
(FIL-IDF), em 1983, metade da populagdo mundial estava consumindo leite de
cabra, incluindo as classes de maior poder aquisitivo. Tem sido observado
aumento na procura ¢ no consumo do leite de cabra e seus derivados,
principalmente queijos (Furtado & Wolfschoon-Pombo, 1978; Silva et al., 1993;
Almeida et al., 2001). Segundo a FAO, o consumo mundial de leite de vaca esta
estabilizado, enquanto o de cabra subiu 6,1% em cinco anos (Cabra marcada
para render, 1997).

A relacdo entre a quantidade de nutrientes fornecidos pelo leite de cabra
e a quantidade requerida na alimentagdo de criangas ¢ satisfatoria quanto a
proteinas, calcio, fosforo, tiamina (vitamina B,), riboflavina (B,), pantotenato
(Bs), retinol (vitamina A) e niacina (B;). Entretanto, apresenta—se deficiente
quanto a ferro, acido ascorbico (vitamina C), calciferol (D), cobalamina (B,),
piridoxina (Bg) e folato (By). Tanto o leite de cabra quanto o de vaca sdo
igualmente deficientes nas vitaminas C e D, devendo ser suplementados com
concentrados para criangas. Os teores de vitamina A sdo superiores no leite de
cabra e, além disso, as cabras convertem fisiologicamente todo o caroteno em
vitamina A, conferindo ao leite a coloracdo esbranquicada pela auséncia deste
pigmento (Fisberg et al., 1999). O leite de vaca contém mais piridoxina, folato e
vitamina By, e satisfaz as necessidades infantis adequadamente, enquanto a
caréncia dessas ultimas no leite de cabra tem sido implicada na chamada anemia
do leite de cabra.

Tem sido confirmado que o teor de folato do leite de cabra ¢ muito mais

baixo (cerca de 10 vezes) que o do leite de vaca ou humano. Detectou-se, no
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leite de cabra, uma soroproteina que liga-se ao folato, apresentando-se na
propor¢do de cerca de 12 pg/mL. Trata-se de uma glicoproteina com cerca de
22% de carboidrato, que pode ligar-se a 9,2 ug de acido folico por mg de
proteina (Jenness, 1980; Bonassi, 1987). Um experimento demonstrou que a
assimilacdo de calcio por ratos foi ligeiramente maior a partir do leite de cabra
do que do leite de vaca. A riqueza do leite de cabra em potassio e cloreto (cerca
de uma vez e meia a mais que no leite de vaca, segundo Jaubert, 1992) tem sido
apontada como desvantajosa nutricionalmente para criancas (Jenness, 1980).

Embora os leites caprino, bovino e humano apresentem variagdes quanto
as proporgdes e tipos de proteinas presentes, a composi¢ao total em aminoacidos
da mistura de proteinas ¢ bastante similar, de forma que os trés apresentam um
balango satisfatorio de aminoacidos essenciais, igualando ou excedendo as
quantidades requeridas para cada um deles (Jenness, 1980).

Alguns acidos graxos, como o linoléico e o araquiddnico, sdo essenciais
a dieta humana, ja que ndo sdo sintetizados no organismo. Um minimo de 0,1%
da quantidade total de energia ingerida deve ser proveniente destes acidos. Tanto
o leite de vaca quanto o de cabra apresentam concentragdes adequadas destes
acidos para criangas, apesar da concentragdo ser levemente mais elevada na
gordura do leite de algumas cabras. Em ambos, o acido linoléico fornece cerca
de 1% das calorias totais (Jenness, 1980).

Além de seu valor nutritivo, o leite de cabra apresenta outras
caracteristicas relevantes, como a hipoalergenicidade. De acordo com varios
trabalhos, ¢ reconhecida a existéncia de alergia ao leite de vaca em criangas, em
uma freqiiéncia de 0,3% a 7,0 %, sobretudo nos primeiros anos de vida. As
proteinas podem ser apontadas como fatores etioldgicos, particularmente a
caseina, a-lactalbumina e B-lactoglobulina (Furtado, 1981).

Na maioria dos trabalhos, os pediatras afirmam que o leite de cabra pode

ser usado como substituto para hipersensibilidade ao leite de vaca (Jenness,
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1980; Park, 1993; Fisberg et al., 1999). Algumas particularidades deste leite
podem elucidar o mecanismo pelo qual se obtém o controle da alergia. As
proteinas do soro (o-lactalbumina e [B-lactoglobulina) do leite de cabra sdo
imunologicamente diferentes das do leite de vaca, apesar de alguns trabalhos
demonstrarem que as cinco principais proteinas do leite de cabra (k-caseina, -
caseina, og-caseina, o-lactalbumina e [-lactoglobulina) apresentam grande
semelhanga com suas homoélogas no leite de vaca. O leite de cabra ndo apresenta
um homologo da oy -caseina, a mais abundante proteina do leite de vaca. A B-
caseina ¢, quantitativamente, o principal componente do leite de cabra,
representando 60% da proteina deste leite ¢ apenas 30% da caseina do leite de
vaca (Jenness, 1980). A caseina do leite de cabra contém mais glicina, menos
arginina ¢ menos aminoacidos sulfurados (principalmente metionina) do que a
do leite de vaca (Maree, 1978, citado por Furtado, 1981), o que mostra que
existem diferengas entre estas proteinas.

De fato, a seqii€ncia dos residuos de aminoacidos das proteinas esta
determinada geneticamente. As diferencas na seqiiéncia de aminoacidos de uma
proteina nas distintas espécies bioldgicas e inclusive na mesma espécie siao
conseqiiéncia de mutagdes nos codons de DNA ocorridas ao longo do curso
evolutivo (Walstra & Jenness, 1987).

Apesar de haver extensa reagdo imunologica cruzada as proteinas do
leite de cabra e vaca, ha casos de alergia ao leite de vaca que ndo foram
suspensas pela substitui¢do por leite de cabra, e enteropatia cronica que foi
curada por esta substituicdo. Apesar da diferenca no contetdo de oy -caseina
entre os leites de vaca e cabra, ndo se avaliou se alergias a esta proteina ocorrem
em humanos e, se ocorrem, se estas podem ser curadas pela substitui¢do do leite
de vaca por cabra (Jenness, 1980). A boa tolerancia do uso do leite de cabra se
traduz positivamente quando a alergia as proteinas do leite de vaca se manifesta

em sintomas gastrintestinais ¢ de vias aéreas superiores menos intensas. Os
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autores concordam que, apesar dos excelentes beneficios do leite de cabra, casos
de reagdes cruzadas entre proteinas homoélogas do leite de vaca podem ocorrer.
O leite de cabra vem sendo utilizado em casos de inapeténcia, repulsa, célicas,
vOmitos, problemas de sono, comportamentos pos-prandiais inadequados e
eczemas, relacionados ou agravados pela ingestao de leite de vaca (Fisberg et
al., 1999).

Também o consumo de leite pode gerar desconforto ou dificuldade de
digestdo associada a gordura, no que se refere a seu teor ¢ tamanho dos
globulos, além do tipo de acido graxo presente (Furtado, 1981). A grande
digestibilidade do leite de cabra, quando comparado ao leite de vaca, torna-o
muito recomendado por médicos e nutricionistas para pessoas idosas, doentes,
convalescentes e criangas (Furtado & Wolfschoon-Pombo, 1978; Silva, 1998,
citado por Silva et al., 2001; Richards et al., 2001; Costa, 2003), e esta associada
a diferencas na gordura e na estrutura dos globulos de gordura entre esses leites.
O tamanho dos globulos de gordura varia na mesma propor¢do, de 1 a 10 um.
Porém, o leite de cabra apresenta maior propor¢do de pequenos globulos,
favorecendo o ataque das lipases digestivas devido & maior area de exposigéo.
Esta diferenca pode ser ainda maior, de acordo com as diferentes ragas bovinas
(Walker, 1968, citada por Furtado, 1981; Jenness, 1980).

Park (1993) indica que os didmetros médios dos globulos de gordura nos
leites de cabra e vaca foram reportados como, respectivamente, 3,49 e 4,55 um.
Entretanto, ndo se podem encontrar evidéncias experimentais de que o leite de
vaca homogeneizado, com globulos de gordura reduzidos a 1 - 2 um, seja
digerido mais rapidamente que o leite ndo homogeneizado (Jenness, 1980).
Richards et al. (2001) destacam que o leite de cabra, devido a sua composi¢ao
particular e caracteristicas fisico-quimicas, ¢ de alta digestibilidade e pode ser
utilizado por individuos com algumas deficiéncias enzimaticas ou problemas

alérgicos decorrentes do consumo de leite de vaca. Jenness (1980) destaca que o
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tamanho dos globulos de gordura na dieta ndo parece ser limitante para o ataque
das lipases em presenca de sais biliares no intestino.

A distribuigdo dos acidos graxos também difere entre os leites caprino e
bovino, apresentando, o primeiro, cerca de 20% dos acidos graxos de cadeias
carbonicas curta e média (4 a 12 carbonos, englobando acido butirico, caproico,
caprilico, caprico e laurico, saturados). Ja no leite de vaca estes correspondem a
10% a 20% dos acidos graxos. As lipases atacam mais rapidamente as ligagdes
éster formadas com acidos graxos de cadeia curta do que com os de cadeia
longa, de forma que esta diferenca parece contribuir para uma digestdo mais
rapida da gordura (Jenness, 1980), além dos acidos graxos de menor massa
molecular ndo atingirem a grande circulagdo, indo ter direto ao figado pela veia
porta (Alais, 1974, citado por Furtado, 1981). A distribui¢ao da gordura no leite
de cabra ¢ mais uniforme que no leite de vaca em diferentes temperaturas, tanto
devido ao tamanho menor dos globulos, quanto devido a auséncia de
“aglutinina”, uma euglobulina aglutinante que provoca o agrupamento dos
globulos de gordura quando o leite de vaca ¢ resfriado.

Uma questdo sempre considerada ¢ a possibilidade das proteinas do leite
de cabra serem digeridas mais rapidamente ¢ seus aminoacidos absorvidos mais
eficientemente que os do leite de vaca. De fato, o leite de cabra forma uma
coalhada mais leve, suave, fina, macia e friavel, quando acidificado,
provavelmente devido a pequena ou inexistente quantidade de o -caseina neste
leite, que parece ser atacada mais rapidamente pelas proteases estomacais,
embora ndo haja evidéncias experimentais deste fato. A retencdo de nitrogénio,
entretanto, foi constatada ser menor em criangas alimentadas com leite de cabra
que com leite de vaca em um estudo. A coalhada leve do leite de cabra também
pode ser uma vantagem na dieta de adultos que sofram de distarbios

gastrintestinais ou ulceras (Jenness, 1980; Furtado, 1981). Costa (2003) relata
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que a coalhada obtida do leite de cabra tem perfeita digestdo em um curto
espaco de tempo.

O tamanho das micelas de caseina varia consideravelmente dentro e
entre as espécies. Estas parecem ser menores no leite de cabra do que no leite de
vaca (50 e 75 nm, respectivamente). A freqiiéncia de distribuicdo do diametro
das micelas aparentemente varia com o estagio de lactacdo (Le Jaouen, 1981,
citado por Guimaraes, 1993). Jenness (1980) ressalta que, no leite de cabra, uma
pequena parte das micelas de caseina possui cerca de 200 nm de diametro,
sedimentando-se facilmente ¢ a maioria possui didmetro menor que 80 nm, ¢
concorda que a propor¢do de micelas pequenas ¢ muito maior que no leite de
vaca. Conforme Jaubert (1992), o tamanho médio das micelas caprinas ¢
superior ao das bovinas. Contudo, os autores consultados nesta revisao destacam
unanimemente uma larga distribuicdo de tamanho e a presenga de numerosas
micelas de pequeno tamanho (40 nm) ao lado de particulas grosseiras com
didmetro excedendo até 250 nm.

Fisberg et al. (1999) reportaram que houve diferencas significativas na
ingestao lactea, quando comparados leite de cabra e vaca. Os volumes médios de
aceitacdo do leite de cabra, em p6 ¢ UHT, foram duas vezes superiores aos do
leite de vaca. A aceitabilidade do leite e produtos de leite de cabra esta associada
a suas caracteristicas sensoriais. Guimardes (1993) indica que o leite de cabra
caracteriza-se pelo aroma e sabor sui generis, agradaveis ou desagradaveis ao
paladar humano, dependendo dos habitos alimentares e da forma de consumo:
leite, queijo, leites fermentados e outros. Na utilizagdo do leite de cabra para
producdo de queijos, o sabor e 0 aroma sdo os fatores mais importantes para o
consumidor, como na Franca e Noruega; mas, para a maioria dos outros
produtos, principalmente no leite fluido, a presenca do “flavour” ¢ indesejavel.
Sua presenga esta relacionada a varios fatores, como os genéticos ¢ ambientais,

sendo mais proeminente no creme e manteiga. No leite desnatado e soro de leite,
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encontrou-se “flavour” menos pronunciado que no leite integral. Quantidades
significativas de acidos graxos volateis foram encontradas em leite com forte
sabor. Os principais acidos graxos volateis em queijos com sabor proeminente
foram os de cadeia curta (C4, a Cyp). Encontrou-se também uma correlagdo
positiva entre atividade de lipase e o sabor e aroma.

De acordo com Le Jaouen (1981, citado por Guimaraes, 1993), leite de
cabra fresco, ordenhado e conservado higienicamente, ndo apresenta cheiro nem
sabor mais forte que o leite de vaca, mas pode apresentar gosto caracteristico se
produzido por cabras com baixa produgdo e que sdo alimentadas com forrageiras
de odor acentuado. A presenga do reprodutor proximo as cabras em lactagao

também pode ser um fator externo responsavel pelo “flavour” do leite de cabra.

2.2 Controle de qualidade
2.2.1 Importéancia do controle de qualidade de leite de cabra

O controle de qualidade do leite de cabra apresenta a mesma
importancia que o atribuido a qualquer outro produto do setor lacteo ou
alimentar. Deve, principalmente, avaliar e assegurar a qualidade, detectando
inclusive fraudes ou outros problemas que depreciem suas propriedades, e
orientar a produgdo e industrializacdo deste produto. A composicdo fisico-
quimica do leite determina a viabilidade de sua transformacdo em diversos
derivados, interferindo no rendimento industrial, estabilidade frente aos
tratamentos térmicos, durabilidade, caracteristicas sensoriais ¢ aceitacdo pelo
consumidor. Pela sua importancia na dieta de adultos e principalmente de
criangas, a genuinidade e a boa qualidade bacterioldgica do leite de cabra sdo
imprescindiveis (Penna et al., 1999; Almeida et al., 2000).

Fatores como o tempo de lactagdo, a raca dos animais, o periodo de
ordenha ¢ o clima da regido afetam a composi¢dao do leite caprino, conforme

conclusao de uma pesquisa extensiva desenvolvida na regido leiteira de Goiania.
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Os resultados obtidos, conforme os autores, sdo diferentes dos de outras regides
e daqueles estabelecidos pelo regulamento regional do estado do Rio de Janeiro
(Tanezini et al., 2000) . Os autores defendem ainda que se evite a exploracdo
empirica do produto, planejando racionalmente a produgdo e o processamento
tecnologico para obtengao de rendimento mais elevado, maior margem de lucro,
avaliacdo de custos e melhoria da qualidade de produtos derivados.

A revisdo de literatura mostra que os queijos produzidos com leite
caprino sdo os mais pesquisados daqueles derivados do leite. Os demais
derivados sdo trabalhados, analisados e avaliados usando técnicas conhecidas
para o leite bovino. No entanto, nem sempre o emprego destas técnicas &

possivel ou desejavel para o leite caprino (Tanezini et al., 2000).

2.2.2 Fraude do leite de cabra por adicio de leite de vaca

O leite de cabra esta, como todo leite, sujeito a varios tipos de fraudes.
Algumas sdo relativamente comuns e de facil verificagdo, como a adigdo de
agua ou substancias conservadoras e reconstituintes (Dias et al., 2002).

A produgdo comercial de leite caprino como uma especialidade e um
produto de alto preco (cerca de 2,5 vezes mais alto que o leite de vaca, conforme
Almeida et al., 2001) traz consigo um potencial de adulteragdo pela adicdo leite
bovino, sendo, inclusive, relativamente freqiiente utilizar a mistura com este
ultimo para a fabricagdo de queijos. A substituicdo do leite de ovelhas e cabras
por leite de vaca é uma pratica fraudulenta na industria lactea. Desconsiderando
o uso cuidadoso de culturas starter preparadas em leite de vaca, as principais
razdes para esta adulteragdo sdo, além do aspecto econdmico citado, o
rendimento muito menor do leite de ovelhas e cabras, respectivamente, e o fato
do leite de vaca estar disponivel durante todo o ano em quantidades suficientes.

Para desencorajar este potencial de adulteracdo, vigilancia severa deve

ser implementada para detectar estas misturas no leite caprino (Szijarto & van
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de Voort, 1983). Os objetivos deste controle abrangem também a garantia da
genuinidade de queijos que, em sua denominagdo de origem, incluem como
matéria-prima leite de cabra. Por causa da regulamentacdo especifica da Unido
Européia referindo-se a compensagdo monetaria e reembolso, a declaragdo de
fraude em queijos ¢ de interesse econdmico para importadores.

Desta forma, a identificagdo da espécie da qual o leite ¢ proveniente
representa um problema consideravel para analistas de alimentos e autoridades
fiscais, que tém que garantir que o leite e derivados ndo foram adulterados e
foram rotulados fielmente (Mayer et al., 1997). Furtado (1983) também destaca
que, por razdes éticas, ¢ desejavel assegurar que o leite de cabra oferecido para
consumo seja livre de misturas com leite de vaca. A ocorréncia de adulteragoes
de qualquer natureza implica, além de abuso contra a economia do consumidor,
em danos significativos a satde publica, contrariando o cédigo de Defesa do
Consumidor ¢ a legislagdo brasileira vigente (Almeida et al., 2001). Segundo a
base conceitual do Programa Nacional de Alimentacdo e Nutricdo, acdes
voltadas a garantir a seguranca alimentar e nutricional da populac@o viabilizam
a pratica ao direito humano a alimenta¢do e nutri¢do, extrapolando o setor
saude e alcangando um carater intersetorial (BRASIL, 1999).

De acordo com varios trabalhos, o leite de cabra e¢ o leite de vaca
apresentam caracteristicas fisico-quimicas ¢ de composi¢do bastante similares, o
que dificulta a deteccdo de adulteragdes com leite de vaca pela aplicagdo de
métodos de rotina. Para garantir a genuinidade deste produto, ha necessidade de
métodos analiticos que possibilitem o controle deste tipo de adulteracgdo.
Entretanto, tais métodos ndo estdo definidos pelos orgdos responsaveis pela
fiscalizagdo e garantia da qualidade do produto (Almeida et al., 2001). Ha
necessidade de métodos rapidos e eficientes, que possam ser usados para
controle de rotina do leite recebido pela industria para detectar a mistura de leite

de diferentes espécies (Ramos & Juarez, 1985; Molina et al., 1999).
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2.2.3 Métodos aplicaveis 4 deteccio de mistura de leites de diferentes
espécies

Nos ultimos anos, muitas técnicas analiticas para deteccdo de misturas
de leite de diferentes espécies tém sido desenvolvidas e usadas (Furtado, 1983a;
Ramos & Juarez, 1985; Mayer et al.,, 1997). Apesar dos muitos trabalhos
dirigidos a estudar métodos de analise para detectar a adulteragdo de leite de
cabra com leite de vaca, atualmente se segue investigando nesta linha com o
objetivo de detectar misturas de espécies em produtos lacteos, particularmente
em queijos (Ramos & Juarez, 1985). Muitos métodos tém sido recentemente
publicados, como atualizagdes em métodos imunologicos ou técnicas baseadas
em DNA. Por outro lado, ha poucos estudos aplicados a determinagdo de altas
percentagens de adulteracdo (Molina et al., 1999).

Ramos & Juarez (1985) avaliaram a sensibilidade e as limitagdes de
métodos imunologicos, cromatograficos, eletroforéticos, etc. Concluiram que
alguns destes, apesar de altamente sensiveis, apresentavam limitacdes aplicativas
ou, até mesmo, técnicas, como alto custo, dificuldade de execugdo e demora na
obtencao de resultados.

Bret (1968), citado por estes autores, classifica os métodos de detecgao
descritos na literatura segundo os procedimentos analiticos utilizados. Assim,
descreve os métodos quimicos como pouco precisos, 0s bioldgicos (mais
antigos) como apresentando dificuldades quanto a preparacdo de anti-soros
especificos e os fisico-quimicos como aqueles que, a primeira vista, apresentam
maiores vantagens. Outra avaliacdo agrupa os métodos de andlise segundo se
baseiem na composi¢do graxa ou protéica. Os primeiros sdo muito variados,
tendo sido utilizados tradicionalmente os indices de acidos graxos volateis
soluveis e insoluveis, sobretudo o indice de Polenske. Mais recentemente, foram

utilizados métodos cromatograficos para o estudo da composicdo em dacidos
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graxos e, concretamente, uma série de relacdes de acidos que mostram menor
faixa de variagdo que os valores dos acidos graxos individuais.

Entre os métodos baseados na analise das fragdes protéicas, destacam-se
os métodos eletroforéticos e imunoldgicos. Alguns autores t€ém estudado o
diagrama eletroforético das soroproteinas para detectar a mistura de espécies,
mas, tendo em conta as alteragdes que sofrem estas proteinas durante os
tratamentos térmicos € a baixa propor¢do em que se encontram em produtos
como o queijo, o estudo das caseinas sobre distintos suportes tem sido o que
apresenta maior interesse. Os métodos imunologicos aplicados a diferenciacao
de proteinas de leite de distintas espécies tém sido destacados como alternativas
mais rapidas e de facil execugdo se comparadas aos métodos eletroforéticos. As
dificuldades para a obtencao de soros especificos foram superadas por completo,
podendo-se hoje adquirir no mercado produtos testados em diferentes
laboratorios (Ramos & Juarez, 1985). Mayer et al. (1997) citam também

métodos cromatograficos baseados na analise de fragdes protéicas.

2.2.3.1 Xantina-oxidase

Entre os diversos métodos disponiveis para determinar a presenca de
leite de vaca em queijo de leite de cabra, Lampo & Caroppo (1980) citam o teste
de Monget, teste qualitativo baseado na determinagdo da atividade de xantino-
oxidase. A xantina-oxidase apresenta atividade muito menor (cerca de 10 vezes,
em média) no leite de cabra que no de vaca; o baixo conteudo de xantina-
oxidase em leite de cabra ndo parece ser devido a caréncia de molibdénio
(Jenness, 1980; Ramos & Juarez, 1985). Este método, porém, apresenta algumas
falhas, tendo sido sugeridas modifica¢des, como a medicdo do conteiido em
xantino-oxidase por espectrofotometria. Aplica-se a leite cru e pasteurizado
(maximo 75 °C/20 s) e a queijos frescos unicamente (Ramos & Juarez, 1985). E

possivel evidenciar 2% de mistura, tendo sido patenteado na Franga (1979). O
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método se baseia na capacidade da enzima xantino-oxidase de oxidar a vanilina
a acido vanilico e que este ultimo vem a ser revelado com uma solugdo de 2,6-
dibromoquinona-4-clorimida, que gera uma coloragdo azul, extraida com
butanol e quantificada por leitura espectrofotométrica a 650 nm.

Entretanto, Almeida et al. (2001), avaliando o método, concluiram que
ndo se apresentou adequado para a deteccdo segura de adulteragdes nas
condigdes testadas. Contudo, pode ser indicado como método de triagem, com
confirmagdo das amostras suspeitas por testes complementares, ja que se
observou uma consideravel variagdo no teor ou atividade da enzima, tanto no
leite de cabra como no de vaca da regido avaliada, mesmo considerando-se
apenas leite de conjunto.

Apesar das amostras de leite de cabra apresentarem quase sempre
valores sensivelmente menores que os do leite de vaca, concordando com os
diversos dados constantes na literatura, os valores encontrados para amostras
auténticas de alguns dos rebanhos pesquisados de leite de cabra apresentam
interse¢do com os valores encontrados para leite de vaca. Esta variagdo natural
refor¢a a necessidade de realizagdo de provas complementares para as amostras
que apresentarem absorbéancia acima da média encontrada (0,074). Amostras que
apresentarem valores abaixo da média podem ser consideradas livres de
adulterag@o. Conclui-se que os métodos mais recomendados seriam aqueles que
menos sofrerem influéncia de fatores relacionados a variagdo de composicdo

natural do leite e/ou aspectos tecnoldgicos relacionados ao processamento deste.

2.2.3.2 Gordura

com base nas diferengas na distribuicao de acidos graxos entre os leites
caprino ¢ bovino, ¢ possivel detectar misturas por métodos cromatograficos, mas
sempre em proporcdes ndo inferiores a 15%-20%, devido a sua ampla faixa de

variagdo por fatores genéticos, ambientais e manejo alimentar.
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A gordura do leite de cabra apresenta importante diferenga em relagdo
ao leite de vaca, compondo-se de cerca de 18% dos acidos graxos de cadeia
curta (4 a 10 carbonos). Isso representa o dobro de seu teor no leite de vaca
(Furtado & Wolfschoon-Pombo, 1978; Gomes et al., 1997), caracterizando o
sabor e aroma tipicos do leite ¢ dos queijos produzidos com leite de cabra,
particularmente os maturados por mofos lipoliticos. Segundo Le Jaouen (1981),
citado por Guimardes (1993), os acidos graxos de cadeia curta (C4 a Cyg)
representam 15% de todos os &cidos graxos no leite de cabra, comparados com
9% do leite de vaca. J4 LeMens (1985), citado pela mesma autora, relata que o
leite de cabra contém praticamente duas vezes mais acidos graxos volateis
insoliveis que o leite de vaca (16,6% contra 8%). Os principais acidos graxos
sd0 o caproico, o caprilico e o caprico, sendo que estes trés acidos graxos
volateis conferem o “flavour” caracteristico ao leite de cabra.

Jaubert (1992) destaca que a diferenca entre os leites das duas espécies
esta essencialmente na propor¢do mais elevada do acido caprilico (Cg) e caprico
(Cio) do leite de cabra. Quantidades ligeiramente maiores de acidos de cadeias
curtas ¢ médias (de quatro a quatorze carbonos) foram encontradas na gordura
do colostro que na gordura do leite apos este periodo (Jenness, 1980). No inicio
da lactag@o, a composicdo dos acidos graxos apresenta-se diferente: a proporgao
de Cg a Cy4 é mais baixa e Cigo ¢ Cyg.; € maior. Estudos demonstram que, por
meio de uma dieta apropriada no que diz respeito a administragdo de gordura, a
gordura do leite pode ser produzida com grandes diferencas em termos de
composicao e propriedades (Jenness, 1980; Pinto et al., 2000).

Estes métodos sdo aplicdveis a queijos com avancado grau de
maturagao, ja que as modificagdes na matéria graxa, salvo em queijos maturados
por mofos, sdo mais escassas que as alteragdes protéicas. Nao sdo uteis quando a
adulteragdo se da com emprego de leite desnatado. A andlise dos 15 principais

acidos graxos parece ser melhor para distinguir os leites, mas uma série de
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relagdes (como Cy4./Cis € C11/Cyo.1 € a presenca dos acidos graxos de cadeia
curta; Cj0.0/Cs0) € a determinagdo individual de todos os acidos presentes tém
sido propostas (Ramos & Juarez, 1985; Bonassi, 1987).

Loewenstein et al. (1980), citados por Bonassi et al. (2000), consideram
que a membrana do glébulo de gordura do leite de cabra ¢ menos estavel que a
do leite de vaca, o que faz com que seja mais susceptivel as mudangas de aroma
¢ sabor relacionados a lipolise. O teor de acidos graxos livres no leite de vaca
recém-ordenhado situa-se em torno de 0,25 miliequivalentes por 100 g de
matéria graxa. Bonassi et al. (1996) obtiveram valores da ordem de 0,60 a 1,09
miliequivalentes por litro de leite em acidos graxos livres, com média 0,84, para
leite de cabra.

A determinagdo dos indices de Polenske e Reichert-Meissl pode ser
usada. Estes indices referem-se, respectivamente, aos teores de acidos graxos
caprilico e caprico, ¢ aos acidos graxos volateis soluveis em agua, apos
saponificagdo da amostra (Brasil, 1981). Seus valores sdo apresentados por
Bonassi (1987): Polenske, para cabra de 2,8 a 3,1 e vaca de 1,8 a 2,8; Reichert,
para cabra de 26,1 a 28,6 e para vaca de 26 a 28; relacdo indice de
Polenske/indice de Reichert x 100 para cabra de 30 a 40, e para vacade 8 a 15.

Um método baseado na auséncia do B-caroteno em leite de cabra foi
sugerido, mas ndo foi capaz de detectar a adicdo de leite de vaca desnatado

(Furtado, 1983a).

2.2.3.3 Proteinas

A matéria nitrogenada do leite constitui componente de extrema
importancia, qualquer que seja a espécie, tanto do ponto de vista nutritivo
quando tecnologico (Bonassi et al., 1996). As diferencas mais marcantes entre os

leites caprino e bovino sdo, em grande parte, devido as proteinas (Guimaraes,

1993).

23



As proteinas do leite bovino sdo as de origem animal ha mais tempo e
em maior quantidade consumidas pelo homem. Também, pela facilidade de seu
isolamento, s30 as mais estudadas e das quais se conhece a estrutura primaria de
quase todas as suas fragdes. E considerado o sistema protéico alimenticio mais
caracterizado e as principais fragdes de interesse utilizadas freqlientemente como
padrio (especialmente a caseina) ou referéncia para estudos e avaliacdo de
outras proteinas alimentares (Furtado, 1999).

O leite bovino contém cerca de 5,3 gramas de nitrogénio por
quilograma, dos quais aproximadamente 95% estdo na forma de proteinas
(nitrogénio protéico) e 5% como nitrogénio ndo protéico. Em média, 80% do
nitrogénio protéico sdo constituidos por caseinas e 20% por soroproteinas
(Walstra & Jenness, 1987).

As caseinas sdo consideradas um grupo de fosfoproteinas especificas do
leite, apresentando baixa solubilidade em pH 4,6, a 20°C. Quase toda a caseina
apresenta-se na forma de micelas e inclui quatro tipos de cadeias polopeptidicas:
Os1, g2, P € K, além de alguns derivados formados por. proteodlise destas cadeias
(Walstra & Jenness, 1987).

O Quadro 1 apresenta um resumo das principais proteinas do leite, seu
teor no leite de vaca e a massa molecular, indicando inclusive a abreviatura

sugerida para cada fracao.
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QUADRO 1 Resumo das principais fragdes protéicas do leite bovino
Proteina e sua abreviatura | Concentragio no leite | Massa molecular
sugerida desnatado (g/litro) (kDa)
o5 — caseina (o — CN) 12a15 22,068 a 23,724
0ls» — caseina (o — CN) 3a4 25,230
B — caseina (B-CN) 9all 23,944 a 24,092
Kk — caseina (k-CN) 2a4 18,363 a 19,039
B — lactoglobulina (B-LG) 2a4 18,205 a 18,286
a-lactoglobulina (a-La) 0,6a1l,7 14,147 a 14,175
Soroalbumina (SA) 0,4 66,267

Fonte: Eigel et al. (1984)

A distribuicdo de nitrogénio no leite de cabra foi 0,7% a 0,8% de
nitrogénio total (Ntotal), 0,5% a 0,6% de nitrogénio caseinico (Ncaseinico),
0,1% a 0,2 % de nitrogénio de soroproteinas ¢ 0,03% a 0,05% de nitrogénio do
nitrogénio-ndo-protéico. O numero de caseina (Ncaseinico/Ntotal) variou de 70
a 74 até 77 a 78, de forma que a maioria dos estudos demonstra que o
Necaseinico representa menor por¢do do Ntotal em leite de cabra que em leite de
vaca. Mas, alguns trabalhos também indicam valores similares para os leites das
duas espécies. Essas diferencas podem ser causadas pela aplicagdo de métodos
analiticos diferentes (Jenness, 1980). Bonassi et al. (1996) citaram que o leite de
cabra é mais pobre em proteinas que o de vaca (28,18 g/1000 g contra 31,1
g/1000 g), o mesmo ocorrendo com a caseina, razdo pela qual o leite caprino
apresenta rendimento em queijo ligeiramente menor que o leite bovino. Prata et
al. (1998), trabalhando com a raga Saanen na regido sudeste do Brasil por um
ano, encontraram, pelo método Kjeldahl, que 90,83% do nitrogénio total
correspondem a proteina verdadeira e 9,17% a frac@o nitrogenada nio-protéica.

Da proteina verdadeira, 81,82% (ou 74,31% do total) correspondem a fracdo
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caseinas ¢ 18,18% (ou 16,51% do total) as demais proteinas remanescentes no
soro apos a precipitagdo desta. Os teores médios obtidos foram 2,97% para
proteina verdadeira, 2,43% para caseina, 0,54% para proteinas do soro ¢ 0,30%
para o nitrogénio ndo-protéico.

O contetdo protéico varia bem menos do que o contetido lipidico e isto
parece estar muito mais relacionado a fatores genéticos do que ambientais.
Entretanto, no final da lactagdo, ha um evidente aumento do teor protéico (Le
Jaouen, 1981, citado por Guimaraes, 1993).

De acordo com Jenness (1980), as cinco principais proteinas do leite de
cabra, a-lactoalbumina, B-lactoglobulina, k, [ € oy caseinas assemelham-se
muito a seus homologos no leite de vaca. O leite de cabra carece de um
homologo da o — caseina bovina, a mais abundante proteina do leite de vaca.

Conforme Parkash & Jenness (1968), citados por Guimaraes (1993), as
principais diferencas entre o leite de cabra e o de vaca estdo nas fragdes de
caseina. Estas se distinguem percentualmente em numero de residuos de
aminodcidos e em padrdes eletroforéticos, sobretudo em relacdo a oy caseina,
que no leite de vaca se encontra em teores bem elevados e praticamente
inexistem no leite de cabra. LeMens (1985), citado pela mesma autora, indica
que a média do contetido de as caseina é de 21,2% no leite de cabra contra 40%
no leite de vaca e que o conteudo de [ caseina é de 67,4% e 43,3%,
respectivamente.

A «x-caseina (k-CN) foi a primeira caseina do leite de cabra cuja
seqiiéncia total de aminoacidos foi determinada. Esta difere da k-CN do leite
bovino por conter 171 contra 169 residuos de aminoacidos e também pela
inser¢do de valina e histidina nas posi¢des 132 e 133, ocupadas por serina e
treonina em leite bovino. Assim como no leite bovino, as posi¢des 105 e 106 sdo
ocupadas por fenilalanina e metionina. A renina (quimosina) hidroliza a

molécula entre estes dois residuos, produzindo os fragmentos chamados para-«-
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caseina (residuos de 1 a 105) e caseinomacropeptideo (106 a 171). Ha 19
diferengas na seqiiéncia de aminoacidos do caseinomacropeptideo (CMP) e
apenas 8 na da para-x-caseina entre os leites de vaca e cabra (Jenness, 1980). O
CMP caprino apresenta dois grupamentos fosfato nas posi¢des 151 e 168 e o
bovino apresenta apenas um (Jaubert, 1992).

A B-caseina (B-CN) é o maior componente protéico do leite de cabra em
termos quantitativos. Ja foram isolados dois tipos de PB-CN caprina,
representando a banda eletroforética mais proeminente desta caseina. Estes tipos
apresentam a mesma seqiiéncia de aminoacidos, mas diferem por apresentarem
5 ou 6 grupos fosfato, sendo chamados B-CN I e II (Jenness, 1980). Contém 207
residuos de aminoacidos, em lugar dos 209 da similar bovina. E rica em residuos
de prolina (33, ou 16%), a parte N-terminal da molécula (residuos 1 — 21), que
apresenta uma grande proporcao de residuos acidos; € particularmente polar, ao
passo que o restante da molécula ¢ fortemente hidrofébico, o que lhe confere um
carater anfifilico pronunciado. A acdo da plasmina nas caseinas das duas
espécies ¢ muito similar (Jaubert, 1992).

O componente de maior mobilidade (mais rapido) da caseina caprina na
eletroforese em sistemas alcalinos representa uma propor¢do muito menor da
caseina total que a ag-caseina bovina. Este componente ¢ similar em
composi¢do a menor caseina bovina, designada oy, — caseina. Uma diferenga
principal entre o, € o -caseinas € uma ponte dissulfito na primeira e auséncia
completa de dissulfito ou tiol nesta Ultima; oy e ag-caseinas bovinas tém
cadeias polipeptidicas com, respectivamente, 199 (como sua homoéloga caprina,
segundo Jaubert, 1992) e 207 residuos de aminoacidos; as seqiiéncias de
aminoacidos diferem marcadamente. Apesar da caréncia de dados de cabras

individuais, parece haver completa caréncia de og-caseina no leite de cabra. Ja
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foram detectadas duas formas polimorficas de os-caseina em exames
eletroforéticos de amostras de leite de cabra (Jenness, 1980).

A estrutura primaria da caseina o5 B caprina foi estabelecida,
mostrando 88% de similaridade com sua homologa bovina; as variantes A, B ou
C variam, em numero de residuos de serina fosforilados, de 7 a 9, mas as trés
possuem um sitio de fosforilagdo multiplo constituido por cinco grupamentos
fosfoserilicos consecutivos, da posi¢do 64 a 68. As homoélogas bovina e caprina
sdo semelhantes na auséncia de cisteina,. Nota-se igualmente a existéncia de
uma regido hidrofila (46-77), contendo oito residuos fosfoserilicos € numerosos
residuos acidos (acido glutamico e aspartico). A ag-caseina caprina contém
208 residuos de aminoacidos, diferindo da bovina por, no maximo, 26 residuos.
E rica em residuos de lisina (24) e apresenta dois residuos de cisteina proximos,
nas posigdes 37 e 41 da cadeia. O exame da seqiiéncia de aminoacidos leva a
supor a existéncia de 9 a 11 residuos fosfoserilicos, contra 13 da proteina
bovina (Jaubert, 1992).

Os peptideos formados das caseinas caprinas e ovinas pela acdo de
proteases sdo menos amargos que os da caseina de vaca. Destes, os provenientes
da oy -caseina (as-CN) s@o os mais amargos. Isto sugere que o menor sabor
amargo em queijos de leite de cabra e ovelha do que nos de leite bovino deve-se
a menor concentragdo de os-CN, ou total auséncia desta, nestes queijos
(Jenness, 1980).

A auséncia, em leite de cabra, de qualquer componente com mobilidade
eletroforética similar a da ay-CN bovina pode ser usada para deteccdo de
adulteragdo de leite de cabra por leite de vaca. Foi demonstrado que a partir de
1% de adicdo, a adulteracdo ja pode ser detectada por este método (Jenness,
1980).

A caseina bovina contém oy, 0.5, B € K -caseina na razdo aproximada de

4:1:3:1, mas esta relacdo ainda nao foi definitivamente estabelecida para leite de
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cabra. Perfis eletroforéticos indicam que o contetdo de o-caseina ¢ muito
menor que o de -CN, mas os resultados s@o conflitantes. A k-CN ndo é bem
separada da B-CN nas corridas eletroforéticas usuais. Jaubert (1992), realizando
a avaliagdo quantitativa das caseinas caprinas em HPLC de fase reversa, mostrou
que a micela é composta de caseinas o4, Os, P € K nas proporgdes de
11:11:62:16, enquanto as propor¢des citadas na revisdo bibliografica deste
mesmo trabalho sdo 1:2:5:2; caracteriza a caseina caprina, comparando a sua
homologa bovina, por suas dimensdes e grau de mineralizagdo superiores e
hidratacdo inferior. Os resultados obtidos tendem a validar o modelo de estrutura
micelar bovina proposto por Schmidt e permitem confirmar o papel
determinante das ligacdes de natureza eletrostatica e hidrofébica que mantém a
integridade das micelas.

A micela de caseina ¢ fortemente mineralizada, apresentando baixa
hidratagdo. O efeito destas alteracdes ¢ uma redugdo na estabilidade térmica do
leite de cabra (comparativamente ao leite de vaca). Apos resfriamento, este leite
tem ainda menor resisténcia ao aquecimento, devido a dissociagdo da B-caseina,
em funcdo do baixo teor de as;-caseina (Gomes et al., 1997).

Assim, as micelas de leite de cabra parecem diferir marcadamente em
muitos aspectos das do leite de vaca e estas diferengas sdo provavelmente
atribuidas a falta de a,;-CN no leite de cabra (Jenness, 1980).

Os métodos imunoldgicos, baseados em reagdes de precipitacdo
antigeno-anticorpo, por sua sensibilidade e especificidade, se prestam
particularmente bem ao controle de misturas de leites de varias espécies. A
adicdo de 2% de leite de vaca ao de cabra pode ser revelada por técnicas deste
tipo e alguns métodos sdo capazes de diferenciar também o leite fresco do
reconstituido. A reacdo imunoldgica pode acontecer com as proteinas soliiveis
menos abundantes do leite, como imunoglobulinas e lactoalbuminas. Os imuno-

soros sdo comercializados atualmente na forma de kits de detecgdo. O método ¢
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de facil realizacdo, pode ser semiquantitativo (por avaliagdo da intensidade da
linha de precipitacdo) ou quantitativo. Tem sido aplicado inclusive na detec¢io
de misturas em queijos, pois 0 processo proteolitico pode ndo afetar o resultado,
até mesmo em produtos com elevados indices de maturagdo. Portanto, pode ser
de utilidade como método de controle em queijarias. Por outro lado, como a
técnica se baseia na reagdo das soroproteinas lacteas com o anti-soro especifico,
se estas proteinas tiverem sido desnaturadas a reagdo sera negativa.

A aplicagdo em leite esterilizado de vaca e em queijos fundidos de vaca
da resultados negativos. Técnicas imunoquimicas, que combinam a imunologia e
a eletroforese, tém sido descritas, detectando concentracoes de 1% a 5% de leite
de vaca em leite de cabra (Ramos & Juarez, 1985). Um método muito especifico
de deteccdo de caseina bovina tem sido descrito usando imunoblotting com
anticorpo policlonal contra p-caseina bovina ou B-lactoglobulina. Foi
determinado um limite de detec¢@o de 0,1% para deteccdo imunologica de leite
de vaca em queijos de cabra utilizando a fracdo y-caseina bovina (Mayer et al.,
1997).

Dos métodos fisico-quimicos utilizados para a investigagdo de misturas
de espécies, as técnicas eletroforéticas apresentam limites de sensibilidade
comparaveis aos métodos biologicos e ndo requerem a utilizacdo de reativos
especiais, ainda que se empreguem instrumentais mais ou menos sofisticados.
As duas maiores vantagens do método eletroforético sdo a ndo necessidade de
nenhuma preparagdo da amostra, em muitos casos, € a possibilidade de estimar o
grau de adulteragdo (Szijarto & van de Voort, 1983).

A aplicacdo de eletroforese de caseinas e proteinas do soro ao estudo de
misturas de leite de vaca com cabra e ovelha foi capaz de detectar quantidades
inferiores a 1% de leite de vaca adicionado por observagdo visual e 0,1% por
medidas fotométricas das fragdes protéicas obtidas. A detecgdo de leite de vaca

em queijos industrializados se viu dificultada pela degradagdo das caseinas.
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Também foi estudado o uso de eletroforese em acetato celulose (Ramos &
Juarez, 1985). Um método simples e direto, usando discos de gel de
poliacrilamida, foi desenvolvido para determinagdo semiquantitativa da
adulterag@o de leite caprino com leite bovino em teores menores que 5%. Este
método ¢ usado correntemente na monitorizagdo de rotina da adulteragao
acidental ou ndo do leite de cabra na provincia de Ontario, Canad4 (Szijarto &
van de Voort, 1983).

A diferenca entre os perfis eletroforéticos de proteinas caprinas e
bovinas foi observada sobre gel de poliacrilamida ou gel de amido, podendo
detectar-se 1% de mistura com ambos os suportes, da mesma forma que em géis
alcalinos contendo uréia (Furtado, 1983; Ramos & Juarez, 1985; Szijarto & van
de Voort, 1983).

Recentemente, foram utilizadas técnicas mais sofisticadas, como
focalizacdo isoelétrica (separacdo de proteinas pelo ponto isoelétrico) sobre
camadas finas de gel de poliacrilamida com uréia, diferenciando as proteinas do
leite de vaca no leite de ovelha ou cabra pela y-caseina presente no leite bovino e
ndo no das outras espécies. A avaliacdo densitométrica permite detectar niveis
de 2% ou 1%, sendo também aplicada a queijos comerciais; o método parece
muito interessante, embora tenha que se ter em conta que as y-caseinas sdo
produtos minoritarios € que varios autores tém estabelecido que estas podem
formar-se por degradacdo proteolitica da B-caseina. Pode-se entdo concluir que
os métodos eletroforéticos sao de grande utilidade para estudar misturas de leites
de forma quantitativa (Ramos & Juarez, 1985).

As andlises eletroforéticas tém sido desenvolvidas sobre as fragdes o -
caseina, P-caseina, y-caseina, mas também sobre a fragdo para-k-caseina. O
método de referéncia na Unido Européia (1996) para a deteccdo de leite e
caseinato de vaca em queijos feitos do leite de outras espécies ¢ a eletroforese

em foco isoelétrico de y-caseina apds quebra por plasmina. Usando dois padrdes
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de leite como referéncia (com 0% e 1% de leite de vaca), as amostras sdo
julgadas positivas se as caseinas bovinas y, € y; estiverem iguais ou maiores que
o nivel encontrado no padrdo de 1% (cabra ou ovelha). O limite de deteccao ¢
menor que 0,5% (Mayer et al., 1997).

Eletroforese capilar foi usada para separar e analisar a fragdo caseinica
em misturas de leites de vaca, cabra e ovelha. As diferencas nos perfis
eletroforéticos dos leites integrais de cada espécie permitiram a identificacdo e
quantificagdo do leite de cada espécie em mistura de duas ou trés espécies
diferentes. O erro na quantificacdo foi inferior a 2,4% em todos os casos.

Ja havia sido sugerido o uso de eletroforese capilar para determinacao
das porcentagens do leite de diferentes espécies em uma mistura, mas a
determinagdo quantitativa em misturas ternarias ndo havia sido possivel, devido
a complexidade do perfil eletroforético obtido. Molina et al. (1999) avaliaram a
aplicacdo da eletroforese capilar como um método rapido, altamente
reprodutivel e quantitativo para a determinacdo de misturas contendo altas
porcentagens de leites de vaca, cabra e ovelha, mediante a analise de suas
fracdes caseinicas usando modelos estatisticos especificos. O trabalho permitiu
concluir que as diferengas nos perfis eletroforéticos das fragdes caseinicas de
leites genuinos de cada espécie podem ser usadas para selecdo dos diferentes
picos caracteristicos da presenca destes tipos de leites nas misturas, que serdo
usados para identificar e determinar as propor¢des misturadas. Os resultados
obtidos, por serem quantitativos e reprodutiveis, permitem analisar misturas
padrao para calibragdo do sistema e depois analisar misturas desconhecidas. Nos
métodos  eletroforéticos  convencionais, faz-se necessario  analisar
simultaneamente as misturas-padrao e as misturas desconhecidas, todas as vezes,
para obter resultados reprodutiveis. A avaliacdo dos tempos de migracdo mostra
coeficiente de variacdo baixo (0,2%), permitindo uma facil identificagdo das

principais caseinas de cada espécie.
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Técnicas cromatograficas tém sido largamente utilizadas para
isolamento de proteinas lacteas e metodologias de alta performance sdo, agora, a
base de varios métodos bastante exatos de analise (Strange et al., 1992). A
cromatografia liquida de alta performance em fase reversa (RP HPLC), assim
como a cromatografia de exclusdo de ions, tem sido usada para separar
soroproteinas de leites de diferentes espécies. A separagao de caseinas dos leites
bovino, caprino e ovino, usando procedimentos em HPLC, também tem sido
descrita. Em alguns casos, o método quantitativo é necessario para identificacao
dos percentuais de leite de cada espécie em queijos em que se permite a mistura
de leites, como alguns na Austria. Métodos de determinagio de y-caseina (apds
acdo da plasmina) e para-k-caseina por eletroforese com focalizagdo isoelétrica
ou HPLC de exclusdo de cations foram avaliados, ndo sendo efetivos para a
quantificacdo de misturas de leites de diferentes espécies em queijos. Embora o
método cromatografico seja mais rapido, facil e preciso na determinacdo dos
percentuais de mistura, o eletroforético é mais vantajoso para a analise de muitas
amostras, ja que permite avaliar um niimero maior delas simultaneamente, o que
¢ particularmente util para métodos de controle. Entretanto, a determinag¢ao dos
percentuais de cada espécie requer avaliagdes densitométricas demoradas dos

géis de amostras de composi¢ao desconhecida (Mayer et al., 1997).

2.2.4 Legislacao brasileira

Diante da auséncia de uma legislacao federal, até ha pouco tempo, para
o leite caprino, alguns estados brasileiros, como o Rio de Janeiro, Ceara, Sao
Paulo e Distrito Federal, elaboraram normas oficiais especificas para a producao
e comercializagdo deste leite. O estado de Pernambuco, por meio de uma
legislagdo de produtos agropecudrios, normatiza em parte a sua produgdo e
comercializagdo (Leite et al., 1999). Penna et al., em 1999, destacavam que o

estado de Minas Gerais estava em fase final de redagdo do seu documento.
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Almeida et al. (2001) indicaram que a regulamentacdo da produgdo e
comercializagdo do leite de cabra pasteurizado por microusinas ocorreu na
cidade de Juiz de Fora, de forma pioneira, com a implantagdo da legisla¢do
municipal, em 1995. Tanezini et al. (2000) ressaltavam a importancia de uma
legislagao especifica no estado de Goias, ou em ambito federal, tendo em vista a
emergente importancia e o incremento da caprinocultura no estado, para o
controle de qualidade do leite, a fim de evitar prejuizos e erros de interpretacao
de valores.

O Ministério da Agricultura ¢ do Abastecimento, por meio de sua
Secretaria de Defesa Agropecudria, estabeleceu a Portaria 56 (cabra), de
07/12/1999, Regulamento Técnico de producgdo, identidade e qualidade do leite
de cabra. Mais recentemente, pela Instrucdo Normativa n.°37, de 31 de outubro
de 2000, o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leite de Cabra.

Estas normas estabelecem metodologias analiticas para o controle de
qualidade do leite de cabra, sua periodicidade e os padrdes fisico-quimicos e
microbiologicos a serem seguidos, proibindo a mistura com leites de outras
espécies ou classificando o produto assim adicionado como fraudado ou
falsificado. Entretanto, nem mesmo a recente legislacio implementada pelo
governo federal prevé metodologia especifica para o controle desta adulteragdo.

Segundo Almeida et al. (2001), uma das dificuldades encontradas, tanto
no ambito municipal quanto no estadual e federal, ¢ a caréncia de recursos
destinados ao controle de qualidade de alimentos. Este fator limita a agdo dos
orgdos nestas esferas a utilizarem métodos de baixo custo que possibilitam
apenas o controle de qualidade de rotina.

O presente trabalho tem como objetivo avaliar técnicas eletroforéticas
convencionais, que possam ser implementadas em laboratérios ou institutos de
pesquisa e fiscalizagdo, para deteccdo de fraudes do leite de cabra pela adi¢do de

leite de vaca, permitindo controlar este tipo de adulteragao.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Planejamento experimental

Com o objetivo geral de avaliar a aplicagdo de técnicas eletroforéticas
para o controle de fraudes de leite de cabra pela adi¢do de leite de vaca, o
planejamento experimental adotado abrangeu duas etapas distintas.

Na primeira, foram conduzidas trés variagdes analiticas da eletroforese
em gel de poliacrilamida (PAGE): native-PAGE, ou eletroforese em gel de
poliacrilamida de amostras em condigdes ndo desnaturantes; SDS-PAGE, ou
eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes, empregando
amostras tratadas com SDS (dodecil sulfato de soédio, detergente aniénico), e
UREA-PAGE, ou eletroforese em gel de poliacrilamida de amostras tratadas
com uréia. As amostras foram constituidas de leite de cabra, leite de vaca e leite
de cabra com adigdes de leite de vaca. Os objetivos desta primeira etapa
incluiram a sele¢do, dentre as técnicas indicadas acima, da mais adequada a

detecgdo da fraude, a implementagdo da técnica selecionada e a verificagdao da

influéncia de processamentos (térmico e desidratacdo), e do Bronopol® (2-
bromo-2-nitropropano-1,3-diol), agente muito utilizado para conservagdo de
amostras de leite, na metodologia selecionada.

Na segunda etapa, a variagdo analitica selecionada e implementada na
fase anterior foi aplicada para a definicdo dos perfis eletroforéticos dos leites
genuinos de vaca e cabra, e para a determinacdo do limite minimo de detec¢ao

da técnica selecionada.

3.2 Local e instituicdes envolvidas
O Nucleo Industrial do Centro Tecnoldgico — Instituto de Laticinios
Candido Tostes, da EPAMIG, em Juiz de Fora, MG, forneceu as amostras de

leite de cabra para a primeira fase do experimento e as amostras de leite de vaca
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empregadas em todo o trabalho. As amostras de leite de cabra empregadas na
segunda fase foram coletadas em trés capris nos municipios de Coronel Pacheco,
Piau e Tabuleiro, MG, proximos a cidade de Juiz de Fora, MG. As amostras de
produtos processados foram adquiridas no comércio local.

As determinacdes analiticas foram realizadas no Laboratorio de
Pesquisa em Alimentos da Faculdade de Farmécia e Bioquimica da
Universidade Federal de Juiz de Fora (FFB - UFJF) e as avaliagdes
densitométricas no Laboratério de Biotecnologia e Fisiologia Vegetal da

EMBRAPA — Gado de Leite, ambos em Juiz de Fora, MG.

3.3 Primeira etapa
3.3.1 Amostras

Leite cru de cabra e de vaca foi coletado semanalmente, compondo
duas amostras de leite de conjunto para o leite de cabra, ¢ quatro ou seis
amostras também de conjunto de leite de vaca. Essas amostras foram fornecidas
pelos produtores e trazidas no caminhdo de coleta, tendo sido conservadas em
frascos de vidro ou plastico resistente, com tampa, sob refrigeragdo (em banho
de gelo para transporte e, posteriormente, em geladeira), até o momento da
analise. Também foram coletadas amostras de leite de vaca de cinco tanques de
expansdo comunitarios, acondicionadas e conservadas da mesma forma.

Na comparagdo entre as metodologias testadas, foram empregadas
também amostras de leite de cabra adicionadas de leite de vaca, nas seguintes
propor¢des: 4,8 mL de leite de cabra mais 0,2 mL de leite de vaca (4%); 4,5 mL
de leite de cabra mais 0,5 mL de leite de vaca (10%); 4,0 mL de leite de cabra
mais 1,0 mL de leite de vaca (20%); 2,5 mL de leite de cabra mais 2,5 mL de
leite de vaca (50%) e 1,0 mL de leite de cabra mais 4,0 mL de leite de vaca

(80%).
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As amostras de leite pasteurizado, de vaca e de cabra, foram obtidas
pelo tratamento das amostras de leite cru coletadas em laboratorio, utilizando-se
o processo de pasteurizacdo lenta (60° a 65°C por 30 minutos, em banho-maria;
a temperatura minima atingida durante o tratamento foi 58°C, e o resfriamento
até temperatura ambiente ocorreu naturalmente). Amostras de leite UHT e em
po, também de vaca e cabra, integrais, foram adquiridas no comércio local.

Para avaliagdo da influéncia da conserva¢ao com Bronopol® (2-bromo-
2-nitropropano-1,3-diol), as amostras coletadas de leite cru, de vaca e de cabra,
foram adicionadas deste conservante na propor¢ao de 38 mg (dois comprimidos)
para 60 mL de amostra. As amostras submetidas a este tratamento ndo foram
conservadas a frio.

Também foi avaliada a influéncia da conservagdo da amostra sob
refrigeracdo, tendo sido examinadas amostras de leite de cabra recentes (dois
dias apos a coleta) e conservadas em geladeira por, pelo menos, nove dias antes
da preparagdo para analise.

O Fluxograma 1 descreve a primeira etapa da fase experimental..
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Fluxograma 1 Diagrama do planejamento experimental, primeira etapa
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A preparacdo das amostras para analise envolveu sua dissolugdo em
solugdo tampdo de amostra, cuja composicdo depende da metodologia adotada,
na propor¢ao de 10 mg ou 30 pL de amostra, respectivamente, em p6 ou fluida,
para 1 mL do tampao apropriado, seguida de aquecimento e centrifugacao, em
condi¢des adequadas para cada técnica testada. Apos preparagdo, as amostras
foram analisadas imediatamente, conservadas em geladeira ou congeladas em
freezer até o momento da analise. Outras seqiiéncias de preparagdo foram

testadas nos ensaios preliminares para implementagao das metodologias.

3.3.2 Metodologia

A seqiiéncia de analise, ap6s a preparagdo das amostras, envolveu as
seguintes fases: preparacdo dos géis, injecdo das amostras, corrida, revelagdo e
conservacao.

Foi usado equipamento em sistema vertical (slab) de placas, modelo
HOEFER SE 600, marca Amersham Pharmacia Biotech (San Francisco, CA,
USA), com fonte modelo EPS 301, da mesma marca. Os géis foram preparados
cumprindo-se a seguinte seqiiéncia:

e as placas de vidro foram montadas conforme instru¢des do fabricante,
formando um “sanduiche” com as placas separadas pelos espagadores molhados
em pequena quantidade de agua destilada, com auxilio do “spacer mate” e da
régua para medir a espessura do gel; as placas foram fixadas com os prendedores
e encaixadas no suporte, com auxilio dos parafusos, sobre as borrachas de
nivelamento; quando preparado apenas um conjunto de placas, a placa acrilica
foi encaixada num dos slots, fixada pelos prendedores;

e 0 encaixe da cuba de tampao superior foi testado, procedendo a ajustes
nas placas, se necessario, até obter um encaixe perfeito, evitando vazamentos do

tampao de eletrodo no momento da corrida;
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e a solucdo do gel de separagdo foi preparada, na concentracdo
desejada, pela mistura dos componentes indicados conforme a técnica adotada,
adicionando, por ultimo, o TEMED e o persulfato de aménio;

e a mistura preparada foi vertida no interior de uma das placas,
vagarosamente, até uma altura que permitisse uma sobra de aproximadamente 2
a 3 cm na placa (proximo do segundo parafuso de cima para baixo dos
prendedores). Procedeu-se a preparagdo de um gel de cada vez;

e 0 volume da célula foi completado com agua destilada, adicionada
muito lentamente, de preferéncia com auxilio de uma seringa com agulha;

e aguardou-se cerca de 30 minutos até a completa polimerizagao do gel;

e a agua destilada adicionada foi descartada e o residuo seco com papel-
filtro;

e procedeu-se a preparagdo da solucdo do gel de empilhamento,
adicionando, por tltimo, 0 TEMED e o persulfato de amonio;

e a mistura preparada foi transferida para o interior de uma das placas,
vagarosamente, até uma altura que permitisse uma sobra de, no maximo, 1 cm
na placa (acima do primeiro parafuso dos prendedores). O pente que forma os
pogos para a inje¢do das amostras foi inserido, iniciando a colocagdo por uma
das laterais e tendo o cuidado de ndo permitir a formagao de bolhas. Procedeu-se
a preparacdo de um gel de cada vez;

e aguardou-se cerca de 30 minutos até a completa polimerizagdo do gel;

e 0 tampdo do eletrodo foi diluido na propor¢do de cinco vezes,
preparando-se um volume de 3 L para a cuba inferior e 500 mL para a cuba
superior. A solugdo da cuba inferior pdde ser aproveitada algumas vezes, mas a
da cuba superior foi preparada imediatamente antes do uso;

e 0s pentes foram retirados ¢ os pocos formados guarnecidos com

solucdo tampao de corrida da cuba superior, com auxilio de uma pipeta;
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e as amostras foram aplicadas nos pocos: a quantidade de amostra
injetada foi de 20 pL por pogo, tendo sido testadas outras quantidades (10, 30 e
40 pL), sempre retirados da parte mais central dos tubos. Simultaneamente,
procedeu-se a identificagdo dos pogos;

e a cuba do tampdo superior foi encaixada sobre as placas com os géis,
com auxilio dos parafusos proprios;

e dentro da cuba inferior foram vertidos 3 L de tampao de eletrodo ou
corrida e encaixado o trocador de calor (que contém o eletrodo inferior) nas
ranhuras proprias;

e a montagem da cuba inferior foi completada, retirando-se o conjunto
de placas com os géis do suporte usado na montagem ¢ encaixando-o na cuba
inferior, sobre o trocador de calor;

¢ 0 volume restante de tampao de corrida superior foi transferido para a
respectiva cuba, de forma bem lenta;

e a tampa do conjunto foi encaixada, atentando para a conexd@o dos
eletrodos, os fios destes ligados a fonte, e a fonte a tomada, de preferéncia por
meio de um estabilizador de voltagem;

e a fonte foi regulada para a voltagem de corrida no gel de
empilhamento (depende da técnica empregada), a amperagem para o maximo de
200 mA, sendo, entdo, acionada para o inicio da corrida;

e aguardou-se que a linha azul formada pelo marcador de corrida (azul
de bromofenol) ultrapassasse a linha do gel de separagdo, e a voltagem foi
regulada para a de corrida no gel de separagdo, mantendo-se a regulagem da
amperagem;

e a variagdo de amperagem foi acompanhada durante a corrida
(observou-se redugcdo com o tempo). No método UREA-PAGE, também o
aquecimento do conjunto foi observado, ligando-se a circulacdo de agua pelo

trocador de calor ou procedendo a corrida em geladeira, se necessario;
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¢ quando o marcador de corrida atingiu cerca de 1cm do limite inferior
da placa, para as técnicas de native-PAGE e SDS-PAGE, ou saiu da placa para o
tampao de eletrodo, no método UREA-PAGE, o processo foi terminado,
desligando-se a fonte;

e a tampa do conjunto foi retirada e, em seguida, as placas contendo os
géis, que se encontram fixadas a cuba superior;

e 0 conjunto foi desmontado, abrindo-se os ‘“sanduiches”
cuidadosamente, com auxilio do lado afilado da régua de medicdo do gel que
compde o conjunto, permitindo que o gel permanecesse sobre uma das placas de
vidro. O gel de empilhamento foi descartado, o gel identificado e transferido
para uma cuba contendo o fixador (native-PAGE E SDS-PAGE), ou a solugdo
corante (UREA-PAGE);

e a seqiiéncia de fixacdo, coloragdo e descoloragdo apropriada foi
seguida em fungdo da técnica adotada;

e 0os géis foram transferidos para uma cuba contendo solucdo
conservante de glicerol 10% v/v adicionada (UREA-PAGE) ou ndo de solucao
fixadora (native-PAGE E SDS-PAGE), conforme a técnica adotada.

Os géis revelados foram analisados por densitometria no aparelho
modelo GS — 700 (BIO-RAD, Hercules, CA, USA), utilizando-se o software
Molecular AnalystTM/PC, versao 1.4, da mesma marca, conforme instru¢des de
seus respectivos manuais que acompanham o equipamento. A intensidade dos
sinais (bandas ou pontos) ¢ diretamente proporcional a concentracao da fragao
protéica identificada por seu Re e, na representacdo grafica, ¢ dada pela
intensidade da coloracdo do corante e pela area do pico relativo a banda no

densitograma (representa a absorbancia obtida com uma fonte de luz branca).
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3.3.2.1 Método native-PAGE

A preparagdo dos géis (4,5% de acrilamida para o gel de empilhamento
e 12,5% para o gel de separagdo) foi executada segundo metodologia classica
(Laemmli, 1970), com adaptacdes. Os géis foram corados pelo método descrito
por Merril (1990), com adaptagdes. As técnicas foram baseadas no protocolo
para SDS-PAGE, com substitui¢ao deste detergente e do 2-mercaptoetanol por

agua destilada.

a) Preparacdo das solugdes
Acrilamida/Bis
Foram dissolvidos 146 g de acrilamida e 4 g de N,N,N,N — metileno

bisacrilamida (BIS) em 4gua destilada suficiente para 500 mL de solugao.

Tampao TRIS — HCI 1,5 mol/L, pH 8,8

Foram dissolvidos 54,45 g de tris (hidroximetil) metil amina (TRIS) em
aproximadamente 150 mL de agua destilada, o pH ajustado para 8,8 com
solucdo de HCI 1 mol/L e o volume completado com agua destilada suficiente

para 300 mL.

Tampao TRIS — HCI 0,5 mol/L, pH 6,8

Foram dissolvidos 6 g de TRIS em aproximadamente 60 mL de agua
destilada e acrescentados 2,86 mL de HCI p.a. Procedeu-se ao ajuste do pH para
6,8 com solu¢ao de HCI 1 mol/L e completou-se o volume com agua destilada

suficiente para 100 mL.
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Persulfato de amonio
Pesou-se 0,5 g de persulfato de amonio p.a., acrescentando 4,5 mL de
agua destilada e dissolvendo pela agitagdo do frasco. Esta solugdo, em razdo de

sua instabilidade, foi preparada no momento do uso.

Azul de bromofenol 0, 5 % m/v
Foram dissolvidos em agua destilada suficiente para 40 mL, 0,2 g de

azul de bromofenol.

Tampao de amostra
Foram misturados 6,0 mL de agua destilada, 1 mL de tampao TRIS —
HCI 0,5 mol/L (pH 6,8), 0,8 mL de glicerol e 0,2 mL de azul de bromofenol

0,5% m/v, procedendo a preparagdo desta solucdo no momento do uso.

Tampao de eletrodo (ou de corrida), pH 8,3, solucdo estoque (5 vezes
concentrada)

Foram dissolvidos 45 g de TRIS e 216 g de glicina em agua destilada
suficiente para 3 L de solucdo; esta solugdo foi armazenada em geladeira. No
momento da corrida, 300 mL da solugdo estoque de tampao de corrida foram

diluidos para 1.200 mL em agua destilada.
Solucio fixadora

Foram dissolvidos em 4gua destilada suficiente para 400 mL de solugdo

final, 160 mL de metanol e 80 g de acido tricloroacético p.a.
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Solucio corante
Misturou-se, até dissolugdo completa, 1 g de azul brilhante de Comassie
(Comassie Blue R-250, Cy4sH44N30;S;,Na, massa molecular 825,99), 400 mL de

metanol, 100 mL de acido acético R e 500 mL de agua destilada.

Solug¢io descorante
Foram dissolvidos 500 mL de metanol e 200 mL de acido acético R em

1.300 mL de agua destilada.

Glicerol 10% v/v
Foram dissolvidos 100 mL de glicerol em agua destilada suficiente para

1.000 mL de solugao.

b) Preparacdo das amostras
As amostras, ap6s dissolucdo na solugdo tampao de amostra, foram
submetidas a banho-maria 95°C por 5 minutos e centrifugadas, em temperatura

ambiente, por 15 minutos a 12.500 x g.

¢) Preparacdo dos géis
Gel de empilhamento
e (0,75 mL de acrilamida/Bis
e 1,25 mL de tampao TRIS — HCI 0,5 mol/L pH 6,8
¢ 2,95 mL de agua destilada
e 20 uL de TEMED

e 30 pL de persulfato de aménio

45



Gel de separacao
Os géis de separagdo foram preparados em diferentes concentragdes,
conforme as proporg¢des de seus componentes. No Quadro 2, estdo descritos os

volumes empregados nas metodologias adotadas.

A fonte foi regulada, inicialmente, para a voltagem de corrida no gel
de empilhamento (60 V), a amperagem para o maximo de 200 mA e ligada,
iniciando-se a corrida. Quando a linha azul formada pelo marcador de corrida
(azul de bromofenol) ultrapassou a linha do gel de separagdo (cerca de 40
minutos depois), a voltagem foi novamente regulada, desta vez para a de corrida
no gel de separagao, ou seja 120 V, mantendo-se a regulagem da amperagem.

Apbs a corrida, os géis foram mantidos na solugdo fixadora por uma
hora e transferidos para uma cuba contendo solugdo corante. Permaneceram
imersos nesta por trés horas, sendo entdo transferidos para outra cuba contendo
solucdo descorante. A imersdo no descorante foi mantida overnight (cerca de 12
horas) ou até atingir a coloracdo adequada e, finalmente, os géis foram

transferidos para uma cuba contendo solu¢do conservante de glicerol 10% v/v.

QUADRO 2 Preparacgédo dos géis de separagdo em diferentes concentragdes para

procedimentos de native-PAGE

Componente Gela 12,5 %
Acrilamida/Bis 12,5 mL
Tampao TRIS — HCI 1,5 mol/L pH 8,8 7,5 mL
Agua destilada 9,75 mL
Persulfato de amo6nio 0,30 mL
TEMED 30 uL
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3.3.2.2 Método SDS — PAGE

A cletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (concentracdes de
4,5% de acrilamida para o gel de empilhamento e 7%, 10%, 12,5%, 15% e
17.5% de acrilamida para o gel de separagdo) foi executada segundo
metodologia classica (Laemmli, 1970), com adaptagdes. Os géis foram corados

pelo método descrito por Merril (1990), com adaptagdes.

a) Preparacdo das solucdes

As solugdes sdo preparadas conforme descrito para o método native-
PAGE, sendo necessario modificar apenas o tampdo de amostra e o tampao de
eletrodo (ou de corrida), pH 8,3, solugdo estoque (cinco vezes concentrada).
Além disso, mais uma solugdo, dodecil sulfato de sodio (SDS) 10% m/v, precisa

ser preparada.

Tampao de amostra

Misturar 4,0 mL de agua destilada, 1 mL de tampao TRIS — HCI 0,5
mol/L (pH 6,8), 0,8 mL de glicerol, 1,6 mL de SDS 10% m/v, 0,4 mL de 2-
mercaptoetanol ¢ 0,2 mL de azul de bromofenol 0,5% m/v, procedendo a

preparacdo desta solugdo no momento do uso.

Tampao de eletrodo (ou de corrida), pH 8,3, soluciao estoque (cinco vezes
concentrada)

Dissolver 45 g de tris (hidroximetil) metil amina (TRIS), 216 g de
glicina e 15 g de SDS p.a. em agua destilada suficiente para 3 L de solugdo e
armazenar em geladeira. No momento da corrida, diluir 300 mL da solucdo

estoque de tampao de corrida para 1.200 mL em agua destilada.
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Dodecil sulfato de s6dio (SDS) 10% m/v
Dissolver 10 g de dodecil sulfato de soédio (SDS) em agua destilada em
quantidade suficiente para 100 mL. Esta solugdo deve ser armazenada em

temperatura ambiente.

b) Preparagdo das amostras
As amostras, apos dissolu¢do na solu¢do tampao de amostra, foram
submetidas a banho-maria a 95°C por 5 minutos e centrifugadas, em temperatura

ambiente, por 15 minutos a 12.500 x g.

c) Preparacdo dos géis
Gel de empilhamento
e 0,75 mL de acrilamida/Bis
e 1,25 mL de tampao TRIS — HCI 0,5 mol/L pH 6,8
e 50 pL de SDS 10% m/v
e 295 mL de agua destilada
e 20 uL de TEMED

e 30 pL de persulfato de aménio

Gel de separacio
Os géis de separagdo podem ser preparados em diferentes
concentragdes, conforme as propor¢des de seus componentes. No Quadro 3,

estdo descritos os volumes empregados nas metodologias adotadas.
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QUADRO 3 Preparacdo dos géis de separagdo em diferentes concentragdes para

procedimentos de SDS-PAGE

Componente Gela7% |Gelal0 % |Gelal12,5% |Gelal5% |Gelal7,5%
Acrilamida/Bis 7 mL 10 mL 12,5 mL 15 mL 17,5 mL
Tampao TRIS —| 7.5mL 7,5 mL 7,5 mL 7,5 mL 7,5 mL
HCl 1,5 mol/L

pH 8,8

SDS 10% m/v 0,30 mL | 0,30 mL 0,30mL | 0,30 mL | 0,30 mL
Agua destilada 15,00 mL | 12,00 mL | 9,45mL | 6,90 mL | 4,40 mL
Persulfato de| 0,30 mL | 0,30 mL 0,30 mL | 0,30 mL | 0,30 mL
amonio

TEMED 30 uL 30 uL 30 uL 30 uL 30 uL

A fonte foi regulada, inicialmente, para a voltagem de corrida no gel

de empilhamento (60 V), a amperagem para o maximo de 200 mA e ligada,

iniciando-se a corrida. Quando a linha azul formada pelo marcador de corrida

(azul de bromofenol) ultrapassou a linha do gel de separagdo (cerca de 40

minutos depois), a voltagem foi novamente regulada, desta vez para a de corrida

no gel de separagdo, ou seja 120 V, mantendo a regulagem da amperagem.

Apds a corrida, os géis foram mantidos na solugdo fixadora por uma

hora, e transferidos para uma cuba contendo solugdo corante. Permaneceram

imersos neste por 3 horas, quando foram transferidos para outra cuba contendo

solucdo descorante. A imersdo no descorante foi mantida overnight (cerca de 12

horas) ou até atingir a coloracdo adequada e, finalmente, os géis foram

transferidos para uma cuba contendo solugdo conservante de glicerol 10% v/v.
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3.3.2.3 Método UREA-PAGE

A eletroforese em gel de poliacrilamida com uréia (4% de acrilamida
para o gel de empilhamento e 7%, 8,5% e 10% para o gel de separagdo) foi
executada segundo método adaptado Andrews (1983). Os géis foram corados

diretamente pelo método baseado em Blakesley ¢ Boezi (1977).

a) Preparacdo das solugdes:
Acrilamida/Bis
Foram dissolvidos 40 g de acrilamida e 2 g de N,N,N,N — metileno

bisacrilamida (BIS) em 4gua destilada suficiente para 100 mL de solugao.

Tampao do gel de empilhamento

Foram dissolvidos 4,15 g de tris (hidroximetil) metil amina (TRIS), 150
g de uréia e 2,2 mL de HCI p.a. em agua destilada suficiente para 500 mL, e o
pH ajustado para 7,6.

Tampao do gel de separacio
Foram dissolvidos 32,15 g de TRIS, 192,85 g de uréia e 2,86 mL de HCI
p.a. em agua destilada suficiente para 500 mL de agua destilada e o pH ajustado

para 8,9.

Persulfato de amonio
Pesou-se 0,5 g de persulfato de amonio p.a., acrescentando-se 4,5 mL de
agua destilada e dissolvendo pela agitacdo do frasco. Esta solugdo, em razdo de

sua instabilidade, foi preparada no momento do uso.
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Tampao de corrida ou tampao do eletrodo
Foram dissolvidos 15 g de TRIS e 73 g de glicina em agua destilada
suficiente para 1 L; no momento do uso, esta solugdo foi diluida para um volume

cinco vezes maior (total de 5L).

Tampao de amostra
Foram dissolvidos 0,75 g de TRIS, 49 g de uréia, 0,4 mL de HCI p.a.,
0,7 mL de 2-mercaptoetanol e, aproximadamente, 0,15 g de azul de bromofenol

em agua destilada suficiente para 100 mL de solugdo.

Solucio corante

Dissolveu-se 1 g de azul brilhante de Comassie R-250 em 500 mL de
agua destilada e adicionou-se igual volume de acido sulfurico 1 mol/L. Apos
repouso overnight (cerca de 12 horas), a solugdo foi filtrada em algodao
hidrofilo e misturada ao filtrado, na propor¢do 9+1, hidroxido de potassio 10
mol/L. Foi, entdo, adicionada massa suficiente de acido tricloroacético para

formar uma solucdo 12% (m/v).

b) Preparacdo das amostras
As amostras, ap6s dissolucdo na solugdo tampao de amostra, foram
submetidas a banho-maria a 40°C por 1 hora e centrifugadas, em temperatura de

5°C, por 10 minutos a 10000 x g.

¢) Preparacao dos géis
Gel de empilhamento
e (0,78 mL de acrilamida/Bis;
e 7,04 mL de tampdo do gel de empilhamento;

¢ filtrou-se em papel-filtro Whatman 44ou equivalente;
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e acrescentaram-se 10 uL de TEMED e 60 pL de persulfato de

amonio.

Gel de separacio
Os géis de separagdo foram preparados em diferentes concentracdes,
conforme as propor¢des de seus componentes. No Quadro 4, estdo descritos os

volumes empregados nas metodologias adotadas.

QUADRO 4 Preparacdo dos géis de separacgao em diferentes concentragdes para

procedimentos de UREA-PAGE

Componente Gela 7% Gel a 8,5% Gel a 10%
Acrilamida/Bis 6,3 mL 7,8 mL 9 mL
Tampdo do gel de|31,25 mL 29,8 mL 28,5 mL
separagdo

Quando do preparo das solugdes de acrilamida, as quantidades
adequadas da acrilamida/Bis e do tampao foram misturadas, conforme técnica
descrita e a mistura filtrada em papel-filtro Whatman 44 ou equivalente,
acrescentando, em seguida, TEMED e persulfato de aménio. Durante a filtragao
do gel de separacdo, procedeu-se a preparagdo da solugdo de persulfato de
amoénio e, durante a filtracdio do gel de empilhamento, o descarte da agua
destilada adicionada ao gel de separagdo e secagem do residuo com papel-filtro,
conforme metodologia geral descrita acima (item 3.3.2).

A fonte foi regulada, inicialmente, para a voltagem de corrida no gel
de empilhamento (250 V) e para a amperagem de 200 mA (maximo), e acionada
para iniciar a corrida. Quando o marcador de corrida (azul de bromofenol)

ultrapassa a linha do gel de separagdo (cerca de 20 minutos depois), a voltagem
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¢ ajustada para a de corrida no gel de separagdo, ou seja 280 V, mantendo-se a
regulagem da amperagem e marcando 4:40 minutos no timer.

Para revelagdo das bandas nos géis, estes foram corados em solucdo de
Comassie Blue R-250, por periodos de, no minimo, 12 horas. O excesso de
corante, quando necessario, era retirado com agua destilada. Apds revelagao, os
géis foram armazenados em solucdo de glicerol 10% v/v, adicionada de cerca de
50 mL de metanol ou solucdo fixadora dos protocolos anteriores (em 500 mL de

solucdo de glicerol) no frasco de armazenamento.

3.4 Segunda etapa
3.4.1 Amostras

Foram coletadas amostras de leite de cabra de ragas variadas (Saanen,
Toggemburg, Parda Alpina, Parda Vermelha), durante a ordenha da manha, de
cabras individuais, em frascos de vidro com tampa e conservadas a frio (em
banho de gelo, e posteriormente em geladeira) até o momento da preparagdo
para analise. Foram coletadas trés amostras por propriedade, totalizando nove
amostras individuais. As coletas foram acompanhadas pela analista, garantido
sua genuinidade.

As coletas de leite de vaca compuseram 4 ou 6 de amostras de conjunto,
enviadas pelos produtores, trazidas no caminhdo de coleta a granel e
conservadas sob refrigerag¢do até o0 momento da preparacdo para analise.

A preparagdo das amostras envolveu a selecdo das mesmas. Foram
separadas as amostras individuais das cabras e preparadas amostras de conjunto,
com quantidades iguais de cada amostra individual, representando as
propriedades visitadas, as ragas e uma amostra de conjunto total (misturando
partes iguais de todas as amostras individuais). Quanto ao leite de vaca, também
foram separadas amostras compostas pelo leite de cada produtor, e uma amostra

de conjunto, misturando partes iguais das amostras de cada um dos produtores.
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Foram feitas adi¢Ges de leite de vaca ao leite de cabra. A 1 mL de leite
de cabra (amostra de conjunto, ou seja, mistura de partes iguais dos leites de
cada animal coletado) foram adicionados, com auxilio de microsseringa tipo
Hamilton Co. (Reno, Nevada), capacidade para 100 uL e precisdao de 1 uL, leite
de vaca nas seguintes quantidades: 0,001; 0,005; 0,008; 0,01; 0,02; 0,05; 0,1;
0,2; 0,3; 0,5 ¢ 0,8 mL (também amostra de conjunto, composta por volumes
iguais das amostras provenientes de cada produtor). Os percentuais de adi¢ao
correspondentes sdo, respectivamente, 0,10; 0,50; 0,79; 0,99; 1,96; 4,76; 9,09;
16,67; 23,08; 33,33; 44,44.

O Fluxograma 2 sumariza o planejamento experimental, descrevendo as

amostras analisadas pelo método UREA-PAGE.
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Fluxograma 2 Diagrama do planejamento experimental, segunda etapa
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3.4.2 Padrdes utilizados

Marcadores de peso molecular (LMW calibration kit for SDS
eletrophoresis) da Amersham Pharmacia Biotech (Buckinghamshire, England)) e
padrdes de caseina (o-caseina, B-caseina e k-caseina de leite bovino) da Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA) também foram aplicados, respectivamente
nos penultimos pogos de cada lado e nos pogos centrais dos géis. Além disso,
nos pogos mais externos foram aplicadas amostras em branco, contendo
exclusivamente tampao da amostra submetido ao mesmo tratamento
(aquecimento e centrifugacdo) que as amostras preparadas.

A preparagdo dos padrdes foi feita da seguinte forma: o conteudo dos
frascos (576 ug) dos marcadores de peso molecular foi diluido em 200 pL de
solucdo tampdo de amostra e os padroes de caseina foram preparados pela
dissolugdo de 1 a 2 mg de padrdo em 1 mL de tampao de amostra. A seguir,
foram submetidos a aquecimento a 40°C por 1 hora, em banho-maria. O
marcador de peso molecular ¢ composto de fosforilase b (mutsculo de coelho),
massa molecular 97.000, albumina (soro bovino), massa molecular 66.000,
ovoalbumina (ovo branco de galinha) 45.000, anidrase carbonica (eritrécito
bovino) 30.000, inibidor de tripsina (soja) 20.100 e o-lactoalbumina (leite
bovino) 14.400. Os padrdes de caseina contém: os-caseina, aproximadamente
85%; no minimo, 70% de proteinas (biureto); B-caseina, minimo 90%, salt free

¢ k-caseina, minimo 80%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao das variagdes analiticas da técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE)

Os géis obtidos empregando-se a técnica native-PAGE alcangaram
muito baixa resolu¢do na separac¢ao das bandas eletroforéticas, tanto para leite de
cabra quanto para leite de vaca, demonstrando, inclusive, perfis eletroforéticos
muito diversos para as duplicatas analisadas, provavelmente devido a influéncia
de impurezas. Dessa forma, ndo foram executadas avaliagdes densitométricas
dos géis e a técnica ndo foi aplicada para amostras de leite de cabra adicionadas
de leite de vaca.

Os géis obtidos pelas técnicas de SDS-PAGE e UREA-PAGE
apresentaram resultados satisfatorios nos ensaios preliminares, tendo sido
avaliados comparativamente. As Figuras 1 a 6 ilustram os perfis eletroforéticos
das amostras obtidos pela aplicagdo destas técnicas, apresentados em seus géis
de corrida e respectivos densitogramas, com os dados da analise efetuada por
meio do software do densitdometro. A Figura 7 agrupa os densitogramas das
amostras de leite de cabra e vaca obtidos pelas técnicas SDS-PAGE e UREA-

PAGE, para facilitar a comparagao.
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A. Leite de cabra cru - duplicata 1

B. Leite de cabra cru - duplicata 2

C. Mistura 4% de leite de vaca ao leite de cabra - duplicata 1

D. Mistura 4% de leite de vaca ao leite de cabra - duplicata 2

E. Mistura 10% de leite de vaca ao leite de cabra - duplicata 1

F. Mistura 10% de leite de vaca ao leite de cabra - duplicata 2

G. Mistura 20% de leite de vaca ao leite de cabra - duplicata 1

H. Mistura 20% de leite de vaca ao leite de cabra - duplicata 2

I. Mistura 50% de leite de vaca ao leite de cabra - duplicata 1

J. Mistura 50% de leite de vaca ao leite de cabra - duplicata 2

K. Mistura 80% de leite de vaca ao leite de cabra - duplicata 1

L. Mistura 80% de leite de vaca ao leite de cabra - duplicata 2

M. Leite de vaca cru — triplicata 1

N. Leite de vaca cru — triplicata 2

O. Leite de vaca cru — triplicata 3

FIGURA 1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) com SDS de amostras
de leite de cabra, leite de cabra com adigoes de leite de vaca e leite de
vaca.
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FIGURA 2 Densitogramas obtidos a partir do gel de corrida (15%) pela técnica
SDS-PAGE de amostras de leite de cabra, leite de cabra com adigoes
(%) de leite de vaca e leite de vaca.
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Leite de cabra cru — duplicata 1

Leite de cabra cru — duplicata 2

Leite de vaca cru — duplicata 1

Leite de vaca cru — duplicata 2

Mistura 80% de leite de vaca ao leite de cabra - duplicata 1
Mistura 80% de leite de vaca ao leite de cabra - duplicata 2
Mistura 50% de leite de vaca ao leite de cabra - duplicata 1
Mistura 50% de leite de vaca ao leite de cabra - duplicata 2
Mistura 20% de leite de vaca ao leite de cabra - duplicata 1
Mistura 20% de leite de vaca ao leite de cabra - duplicata 2
Mistura 10% de leite de vaca ao leite de cabra - duplicata 1
Mistura 10% de leite de vaca ao leite de cabra - duplicata 2
Mistura 4% de leite de vaca ao leite de cabra - duplicata 1
Mistura 4% de leite de vaca ao leite de cabra - duplicata 2
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FIGURA 3 Eletroforese em gel de poliacrilamida (7%) com uréia de amostras de
leite de cabra, leite de cabra com adigdes de leite de vaca e leite de
vaca.
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FIGURA 4 Densitogramas obtidos a partir do gel de corrida (7%) pela técnica
UREA-PAGE de amostras de leite de cabra, leite de vaca e leite de
cabra com adi¢des (%) de leite de vaca.
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Leite de cabra cru — duplicata 1

Leite de cabra cru — duplicata 2

Leite de vaca cru — duplicata 1

Leite de vaca cru — duplicata 2

Mistura 80% de leite de vaca ao leite de cabra - duplicata 1
Mistura 80% de leite de vaca ao leite de cabra - duplicata 2
Mistura 50% de leite de vaca ao leite de cabra - duplicata 1
Mistura 50% de leite de vaca ao leite de cabra - duplicata 2
Mistura 20% de leite de vaca ao leite de cabra - duplicata 1
Mistura 20% de leite de vaca ao leite de cabra - duplicata 2
Mistura 10% de leite de vaca ao leite de cabra - duplicata 1
Mistura 10% de leite de vaca ao leite de cabra - duplicata 2
Mistura 4% de leite de vaca ao leite de cabra - duplicata 1
Mistura 4% de leite de vaca ao leite de cabra - duplicata 2
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FIGURA 5 Eletroforese em gel de poliacrilamida (10%) com uréia de amostras
de leite de cabra, cabra com adi¢des de vaca e vaca.
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FIGURA 6 Densitogramas obtidos a partir do gel de corrida (10%) pela técnica
UREA-PAGE de amostras de leite de cabra, leite de vaca e leite de
cabra com adigoes (%) de leite de vaca.
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FIGURA 7 Comparagao dos densitogramas obtidos para leite de cabra e leite de
vaca pelas técnicas SDS-PAGE ¢ UREA-PAGE.
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A mobilidade eletroforética (posi¢do das bandas protéicas) das fracdes
caseinicas obtidas na Figura 1 depende exclusivamente de suas massas
moleculares. Isso porque representa os perfis eletroforéticos das amostras de
leite de cabra, de vaca e misturas, obtidos em gel de poliacrilamida em
condigdes desnaturantes, ou seja, com adi¢do de SDS (dodecil sulfato de sddio,
detergente anidnico).

Os perfis obtidos nestas condi¢des podem ser avaliados levando-se em
conta os dados da literatura sobre as massas moleculares e proporgdes médias
das fragdes protéicas caracteristicas dos leites de cabra e de vaca. Os pogos A e
B representam amostras genuinas de leite de cabra e as trés bandas superiores
correspondem, provavelmente, as fragdes 3-CN (banda mais escura) e a-CN (o
e dgp - CN). Ja os pogcos M, N, O, nos quais foram injetadas triplicatas de
amostras de leite de vaca genuino, parecem demonstrar duas bandas principais
relativas a a-CN e B-CN.

Para o leite de vaca, trabalhos conduzidos em condi¢des similares
(Basch et al., 1985; Strange et al., 1992) indicam que as fragdes caseinicas
aparecem na seguinte ordem crescente de mobilidade eletroforética: o, o, B €
«k — CN. Esta seqiiéncia concorda com os valores médios das massas moleculares
das fracdes e, considerando-se seus teores, as bandas coradas mais fortemente e,
conseqiientemente, os maiores picos de absor¢do obtidos nos densitogramas,
devem ser correspondentes a a,-CN, (B + «)-CN e a,-CN, nesta ordem.

De acordo com Basch et al. (1985), as massas moleculares das mais
importantes fragdes caseinicas estdo na faixa de 19 a 25000 kDa, mas, neste
sistema, elas parecem migrar até faixa proxima ou abaixo (ou seja, migram
mais) que a anidrase carbdnica (massa molecular 30000 kDa), o que demonstra
que as caseinas exibem comportamento anormal nestas condig¢des. Isto pode ser
justificado pela ligagdo em proporc¢des variadas ao SDS pelas diferentes fragdes

caseinicas ou pela interag@o entre as fragdes caseinicas separadas. Strange et al.
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(1992) também destacam comportamentos andmalos das proteinas do leite em
SDS-PAGE, destacando que foi observada mobilidade menor para o,-CN em
relacdo a B-CN, que apresenta massa molecular pouco maior. Apesar de ambas
ligarem-se a mesma quantidade de SDS, a o -CN apresenta um tamanho
inesperadamente grande.

Com relagdo ao leite de cabra, a banda que apresenta mais alta
concentracdo refere-se ao somatorio (B + k )-CN e as fragdes o5 € O
apresentam migragdes especificas de acordo com suas variantes genéticas,
conforme os trabalhos de Jaubert & Martin (1992).

Os pogos C a L representam injegdes de leite de cabra adicionado de
percentuais crescentes de leite de vaca e observa-se uma transicao gradual de
perfil similar ao do leite de cabra até uma similaridade bem maior com o leite de
vaca, & medida que o percentual de adicdo sobe de 4% para 80%. A avaliacdo
comparativa dos densitogramas B (identificado como cabra, representando uma
amostra genuina deste leite) e N (identificado como vaca, apresentando o perfil
do leite de vaca) revela diferencas nos perfis eletroforéticos. Mas, a
concentracdo dos picos numa mesma faixa de mobilidades relativas, ou seja, 6
picos entre 60 e 120 mm para o leite de cabra e 5 picos entre 60 e 120 mm para
leite de vaca, fornece menor diferenciacdo entre os leites das duas espécies que
aquela obtida avaliando os densitogramas das amostras analisadas pela técnica
UREA-PAGE, como se pode observar nas Figuras 3 a 6 e ainda mais claramente
na Figura 7. Além disso, o maior nimero de bandas no gel obtido pela técnica
SDS-PAGE (Figura 1), se comparado com os géis da técnica UREA-PAGE
(Figuras 3 e 5), bem como a identificag@o mais facil das alteragdes obtidas nos
perfis das misturas, considerando-se ordem crescente de adi¢des de leite de vaca,
indica ser esta Ultima técnica mais apropriada e de avaliagdo menos complexa

para detecgdo de leite de vaca adicionado ao de cabra.
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Considerando-se as principais bandas obtidas nos pocos A ¢ B (leite de
cabra) e C ¢ D (leite de vaca), na Figura 3, observa-se que o leite de cabra
apresenta, nesta ordem, B-CN, o,-CN e o leite de vaca B-CN e a-CN, como os
picos mais expressivos. Os pogos de E a N representam leite de cabra adicionado
de porcdes decrescentes de leite de vaca (80% a 4%). Pode ser observada a
transicao gradual de 1 para 2 picos relativos a B-CN e o aumento na intensidade
de cor da banda com mobilidade da a,-CN de cabra, a medida que diminui o
percentual de mistura, da mesma forma que a intensidade da banda referente a
o51-CN do leite bovino se reduz no mesmo sentido. Isso pode ser comprovado
pelas alturas (areas) dos picos relativos obtidos nos densitogramas.

A comparacao dos perfis eletroforéticos dos leites de cabra (poco B,
identificado como cabra no densitograma) e de vaca (poco D, identificado como
vaca no densitograma) indica a presenca de um pico relativo a B-CN com
mobilidade similar nas duas amostras. Mas, o pico do leite de cabra
apresentando uma subdivisdo que caracteriza os dois tipos desta proteina
presentes no leite desta espécie, o que ndo se observa no leite de vaca, e as
mobilidades das fragdes o sdo distintos, com picos caracteristicos a uma
distancia menor no leite de cabra (60 a 75 mm para o pogo B neste gel) e maior
para o leite de vaca (préximo de 80 mm). Dessa forma, a distingdo entre as
amostras ¢ facilitada, podendo ser efetuada, preferencialmente, pelo
aparecimento ou ndo da banda com maior mobilidade, caracteristica do leite de
vaca, e que se apresenta em concentracdo crescente (area do pico crescente ou
cor da banda mais intensa) em leite de cabra adicionado de quantidades também
crescentes de leite de vaca.

Este fato, além da maior facilidade e rapidez de execucdo da técnica,
permitiu selecionar o método UREA-PAGE como o mais adequado a detecgdo
da adi¢do de leite de vaca ao de cabra, apesar das intensidades de coloracao

obtidas por SDS serem mais fortes e a conservacdo dos géis em glicerol ser
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favorecida (ndo ha necessidade de utilizacdo de substdncias com capacidade
conservante). As Figuras 3 e 6 representam os géis de uréia com diferentes
concentra¢des de poliacrilamida. A inje¢do das mesmas amostras ¢ a realizacdo
das corridas em ambos os géis simultancamente revelam apenas diferencas nos
valores absolutos das distancias, em mm, em que as bandas foram detectadas.

Segundo Horne & Parker (1982), a caseina do leite caprino apresenta
menor intensidade de carga negativa que a bovina, mesmo com remo¢ao do
calcio (indicado como responsavel por esta menor intensidade de carga). Isso
justifica a menor mobilidade das caseinas caprinas em relacdo as bovinas no gel
de eletroforese em condigdes alcalinas. Destaca-se ainda que o componente de
maior mobilidade eletroforética no leite caprino, designado a-CN, representa
uma propor¢do muito menos da caseina total que a a,;-CN bovina.

Em gel alcalino, a B-CN migra em duas bandas, correspondentes a 3; e
B2 — CN, que diferem no grau de fosforilagdo; as o,—CN migram a frente da «-
CN, mas nao sdo bem separadas em géis alcalinos, segundo o trabalho de
Jaubert & Martin (1992).

A avaliagdo de amostras de leite de cabra de rebanho misto,
pasteurizadas e de leite de vaca nas mesmas condigdes, apds precipitacdo das
caseinas, por eletroforese em gel de poliacrilamida 9% (tampao pH 8,3), revela
que as caseinas B do leite de cabra e de vaca possuem a mesma mobilidade
eletroforética. Mas, a B-CN caprina ¢ caracterizada por dois picos distintos, ao
passo que somente um pico ¢ visivel na regido da B-CN bovina. Estas duas -
CN foram descritas em outros experimentos € sua massa molecular determinada
(24500), concluindo-se que ambas sdo similares a B-CN bovina com relagdo a
carga elétrica e massa molecular.

A k-CN caprina ndo apareceu no densitograma apresentado, tendo sido

descrito na literatura que sua mobilidade ¢ muito parecida com a da f—CN, nem
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sempre aparecendo em eletroforese em pH alcalino. As B-CN sdo o principal
componente protéico do leite de cabra (81,9% dos picos, contra 16,9% para o, -
CN). As quantidades no leite de vaca foram descritas como 42,13% e 54,4%,
respectivamente (Furtado, 1983b; Ramos & Juarez, 1985; Szijarto & van de
Voort, 1983).

Varia¢es na mobilidade eletroforética, principalmente das fragoes oy ©
Kk, tém sido detectadas quando comparados leite de cabra e de vaca por
eletroforese (Furtado, 1983). A auséncia, em leite de cabra, de qualquer
componente com mobilidade eletroforética similar a da o-CN bovina pode ser
usada para deteccao de adulteragdo de leite de cabra por leite de vaca, tendo sido
demonstrado que, a partir de 1% de adicdo, ja pode ser detectado por este
método (Jenness, 1980).

Praticamente todos os métodos eletroforéticos descritos para detectar
misturas de leites se baseiam na maior mobilidade eletroforética no gel da -
CN bovina em relagdo a caseina de maior mobilidade constituinte do leite de
cabra, de forma que a presenga desta fragdo se manifesta pela visualizagdo de
um pico a frente de todos os demais picos no densitograma de leite de cabra
fraudado com leite de vaca, ausente no densitograma tipico do leite de cabra
genuino. Esta ¢ a mais Obvia diferenga entre os perfis eletroforéticos de
proteinas caprinas e bovinas e foi observada sobre gel de poliacrilamida e gel de
amido, podendo detectar-se 1% de mistura com ambos os suportes, da mesma
forma que em géis alcalinos contendo uréia. Bonassi (1987) admite que a adi¢ao
de 5% a 10% de leite bovino ao caprino pode ser detectada pela presenca da
banda da o,-CN no gel eletroforético (Furtado, 1983a; Ramos & Juarez, 1985;
Szijarto & van de Voort, 1983).
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4.2 Avaliacao do perfil eletroforético de amostras de leite de cabra e vaca
pelo método UREA-PAGE

O método UREA-PAGE, seclecionado em func¢do dos resultados
apresentados no item anterior, foi empregado para avaliacdo dos perfis
eletroforéticos de diferentes amostras de leites de cabra e de vaca. O intuito foi o
de detectar possiveis diferengas nestes perfis que comprometessem os resultados
das deteccoes de fraudes. Foram avaliadas amostras de leite de vaca de
diferentes produtores. Quanto ao leite de cabra, as amostras foram compostas de
leites individuais, de diferentes racas e de diferentes propriedades (criatorios).
As amostras foram consideradas genuinas em virtude do acompanhamento da
coleta.

Foram injetados também padrdes de caseina bovina (a-CN, B-CN e x-
CN) e de peso molecular para orientacdo na avaliagdo dos resultados, e amostras
em branco (somente o tampao da amostra, submetido ao mesmo tratamento dado
as amostras) para detecgdo de possiveis interferentes analiticos.

Os géis obtidos, bem como os respectivos densitogramas, sdo
apresentados nas Figuras 8 a 15, nas quais foi mantida a escala de uma régua
lateral para melhor avaliagdo das distancias percorridas pelas bandas, ou seja,

das mobilidades das fragdes protéicas estudadas.
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FIGURA 8 Eletroforese em gel de poliacrilamida (10%) com uréia de amostras
de leite de vaca por produtor e leite de cabra individuais e padroes de
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Amostra de leite de vaca - produtor 1
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Padrao de a-caseina bovina
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Padrio de k-caseina bovina

Amostra de leite de vaca - produtor 5
Amostra de leite de vaca - produtor 6
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Amostra de leite de cabra 2
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a, B e k-CN bovinas.
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FIGURA 9 Densitogramas obtidos a partir do gel de corrida (10%) pela técnica
UREA-PAGE, de amostras de leite de vaca de seis produtores e dos

padrdes de a, e ¥ - CN bovinas.
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FIGURA 10 Densitogramas obtidos, a partir do gel de corrida (10%) pela
técnica UREA-PAGE, de amostras de leite de cabra de dois

animais e dos padroes de a, ¢ k¥ - CN bovinas.

73



ZrASCDmONMEUAE R

Padrio de peso molecular

Amostra de leite de cabra 3
Amostra de leite de cabra 4
Amostra de leite de cabra 5
Amostra de leite de cabra 6
Padrio de k-caseina bovina
Padrio de B-caseina bovina
Padrido de a-caseina bovina
Amostra de leite de cabra 7
Amostra de leite de cabra 8
Amostra de leite de cabra 9
Amostra de leite de cabra 9
Padrdo de peso molecular

FIGURA 11 Eletroforese em gel de poliacrilamida (10%) com uréia de amostras
individuais de leites de cabra, e dos padroes de o, B e k-CN

bovinas.
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FIGURA 12 Densitogramas obtidos a partir do gel de corrida (10%) pela técnica
UREA-PAGE, de amostras de leite de cabra de sete animais e dos
padrdes de a, B e k¥ - CN bovinas.
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FIGURA 13 Eletroforese em gel de poliacrilamida (10%) com uréia de amostras

de leite de cabra por propriedade e raca, e leite de conjunto e de
padrdes de a, B e k - CN bovinas.
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FIGURA 14 Densitogramas obtidos a partir do gel de corrida (10%) pela técnica
UREA-PAGE, de amostras de leite de cabra de trés criatorios e dos
padroes de a, ¢ k¥ - CN bovinas.
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FIGURA 15 Densitogramas obtidos a partir do gel de corrida (10%) pela técnica
UREA-PAGE, de amostras de leite de cabra de quatro racas
diversas e dos padroes de a, B ¢ ¥ - CN bovinas.
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A avaliacdo destes resultados mostra que os perfis das amostras de leite
de vaca apresentaram algumas variagdes. Entretanto, estas ndo foram verificadas
nas fracOes protéicas mais marcantes, em termos de teor e aplicabilidade para
avaliag@o das adi¢Ges ao leite de cabra. Assim, avaliando-se os perfis obtidos e
seus densitogramas (Figuras 8 e 9), observa-se que as bandas relativas a B-CN
(primeira banda escura, localizada proximo de 6 cm na Figura 8) e a a,-CN
(proxima de 9 cm, caracterizada por duas bandas, na mesma Figura) aparecem
em todas as amostras analisadas, embora sejam notadas algumas diferencas,
particularmente na intensidade, em outras fragdes protéicas, por exemplo
localizadas logo acima da B-CN e da a-CN.

Quanto as amostras de leite de cabra avaliadas, observa-se a presenga
das fragdes principais, ou seja, da P-CN, constituindo-se dos dois picos
caracteristicos e da fragdo de maior mobilidade (a,-CN) em todas as amostras
analisadas. Entretanto, observam-se claramente as diferencas quanto ao nimero
de bandas componentes desta fracdo de maior mobilidade.

O componente de maior mobilidade (mais rapido) da caseina caprina na
eletroforese em sistemas alcalinos representa uma propor¢do muito menor da
caseina total que a oy -caseina bovina. Apesar da falta de dados na literatura
sobre amostras individuais de leite de cabra, parece haver completa caréncia de
o) caseina no leite de cabra. Ja foram detectadas duas formas polimoérficas de
o-caseina em exames eletroforéticos de amostras de leite de cabra. Utilizando-
se a determinagdo pelos grupos terminais especificos, encontrou-se que menos
de 25% da caseina caprina sdo do componente o (Jenness, 1980). Jaubert
(1992) cita que o teor de caseina o, varia, segundo alguns experimentos, de 0%
(20% das 400 amostras analisadas) a 18,8% das caseinas caprinas. Esta ¢,
provavelmente, a causa destas variagdes observadas nos perfis protéicos do leite

de cabra.
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Entretanto, comparando-se os densitogramas de todas as amostras de
leite de vaca com os padrdes de caseina bovina, pode-se observar que, em
nenhuma das amostras pesquisadas, apesar das variagdes observadas, houve
coincidéncia de bandas de caseina caprina com a fragdo a;-CN bovina. Dessa
forma, a avalia¢ao da presenga ou auséncia deste componente eletroforético para
deteccdo de fraude de leite de cabra por adigdo de leite de vaca ndo esta sujeita a
variagcoes em fun¢do das diferencas entre amostras individuais, ou de diferente

propriedades e racas, nas condi¢des estudadas.

4.3 Avaliacao de amostras de leite de cabra adicionadas de leite de vaca pela
técnica UREA-PAGE

Os resultados obtidos da analise de amostras de leite de cabra
adicionadas de leite de vaca em diferentes percentuais, simulando as fraudes que
se deseja controlar pela aplicagdo desta metodologia, foram avaliados inclusive
para defini¢ao do limite minimo de adi¢cdo que pode ser detectado.

Foram injetados também padrdes de caseina bovina (a-CN, B-CN e x-
CN) e de peso molecular para orientagdo na avaliagdo dos resultados e amostras
em branco (somente o tampao da amostra, submetido ao mesmo tratamento dado
as amostras) para detecgdo de possiveis interferentes analiticos.

Os géis obtidos, bem como os respectivos densitogramas, sio
apresentados nas Figuras 16 a 19, nas quais foi mantida a escala de uma régua
lateral para melhor avaliagdo das distancias percorridas pelas bandas, ou seja,

das mobilidades das fragdes protéicas estudadas.
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FIGURA 16 Eletroforese em gel de poliacrilamida (10%) com uréia de amostras
de leite de cabra por propriedade, de conjunto e com adi¢Ges de
leite de vaca, e padrdes de o, f e k-CN bovinas.
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FIGURA 17 Densitogramas obtidos a partir do gel de corrida (10%) pela técnica
UREA-PAGE, de amostras de leite de cabra de conjunto e com
adi¢des (%) de leite de vaca, e padrdes de o, B e kK — CN bovinas.
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Padrao de peso molecular

Leite de vaca de conjunto

Leite de cabra adicionado de 44,44% de leite de vaca
Leite de cabra adicionado de 33,33% de leite de vaca
Leite de cabra adicionado de 23,08% de leite de vaca
Padrdo de k-caseina bovina

Padrdo de B-caseina bovina

Padrio de a-caseina bovina

Leite de cabra adicionado de 16,67% de leite de vaca
Leite de cabra adicionado de 9,09% de leite de vaca
Leite de cabra adicionado de 4,76% de leite de vaca
Leite de cabra adicionado de 4,76% de leite de vaca
Padrao de peso molecular
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FIGURA 18 Eletroforese em gel de poliacrilamida (10%) com uréia de amostras
de leite de vaca de conjunto, leite de cabra com adigdes de leite de
vaca, e padroes de a, 5 e k-CN bovinas.
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FIGURA 19 Densitogramas obtidos a partir do gel de corrida (10%) pela técnica
UREA-PAGE, de amostras leite de cabra com adic¢des (%) de leite
de vaca, de leite de vaca, e padrdes de o, B e kK — CN bovinas.
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A observagdo dos géis e densitogramas apresentados permite indicar os
perfis tipicos de leite de cabra e leite de vaca, conforme citados no item 4.1. O
perfil do leite de cabra mostra os picos de B-CN (subdividido em dois, em
funcdo dos dois tipos desta fragdo protéica que apresenta) e de os-CN (com
algumas subdivisoes, caracterizando os tipos o € O, porém, com mobilidade
menor que a fracdo o, -CN bovina). O do leite de vaca mostra a fracdo -CN em
posicdo similar a sua homdloga caprina, porém, constituida de uma tinica banda
(ou pico sem subdivisao) e sua fracdo o -CN bem a frente da a;-CN caprina. A
analise em conjunto dos padrdes de caseina bovina permite confirmar a
identificagdo das fragdes protéicas.

Ao avaliar as amostras de leite de cabra adicionadas de quantidades
crescentes de leite de vaca, pdde-se observar a transicdo gradual de um perfil
muito similar ao leite de cabra até o percentual de 1,96%. A partir dai, ocorre
similaridade crescente com o leite de vaca, notada inicialmente pelo
aparecimento de um pico caracteristico na regido da o,;-CN bovina a partir de
4,76% de adi¢do, que aumenta em fungdo do percentual crescente de leite de
vaca adicionado. No mesmo sentido, observa-se descaracterizagdo (bandas de
coloragdo menos expressiva no gel e picos com menor area nos densitogramas)
do perfil do leite caprino.

A deteccdo de fraudes pela adicdo de leite de vaca ao de cabra pode ser
entdo confirmada pelo aparecimento do pico caracteristico da o -CN bovina, em
sua distancia ou mobilidade eletroforética caracteristica, a partir de 4,76% de
adic@o, ja que a diferencga nas outras fragdes protéicas € bem menos expressiva.

Szijarto & van de Voort (1983) indicam que a mais 6bvia diferenca entre
os leites de cabra e vaca na eletroforese em gel de poliacrilamida em pH alcalino
(8,9) esta na fragdo o -CN, ja que a homologa bovina apresenta mobilidade

eletroforética maior que a caprina. Destacam ainda o uso desta fragdo para
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detectar adulteragdes a partir de 5% de adi¢do, pelo aparecimento da banda
caracteristica de o,-CN bovina nas amostras caprinas avaliadas, indicando a
possibilidade de deteccdo em niveis ainda mais baixos (1,5% de adi¢do) pela
injecdo de maiores concentragdes de amostra no gel de corrida.

Furtado (1983), em experimento conduzido em condigdes similares,
indica que o perfil eletroforético do leite de cabra apresenta duas bandas fortes
na regido da B-CN, que totalizaram 81% da area total do densitograma obtido; a
posicdo desta fracdo, quando analisadas amostras de leite de cabra com adic¢Ges
crescente de leite de vaca até 100% (ou seja, até leite de vaca genuino), indica a
mesma mobilidade. Este resultado foi confirmado por outros autores, tendo sido
destacado que a massa molecular de cada uma das B-CN caprinas ¢ de 24.500
kDa, assemelhando-se a homologa bovina neste aspecto, bem como com relagdo
a carga liquida. O percentual de B-CN detectado no leite de vaca foi de 42,13%
da area total do densitograma. O autor também destaca a menor mobilidade
eletroforética da fragdo a,-CN caprina em relagdo a bovina, que confirma os
resultados obtidos por outros trabalhos citados. Essa fracdo, quando se
comparam as amostras de leite de cabra e vaca, caracteriza a principal banda
nesta regido dos géis (e densitogramas) de ambas as amostras, mas, a propor¢ao
que representa € inferior no leite de cabra que no de vaca (16,9% contra 54,4%).

A auséncia, no leite caprino, de qualquer componente com mobilidade
da a5-CN bovina torna possivel detectar adulteracdo de leite caprino com leite
bovino. Entretanto, com adulteracdo crescente de 5% a 50%, uma banda frontal
crescente com a mesma mobilidade da a-CN bovina vai se tornando aparente e
sua area ¢ diretamente proporcional ao percentual de adi¢do testado. Adi¢des de
5% ou mais de leite bovino ao leite de cabra pasteurizado podem ser detectada
spela avaliacdo da presenca de o4 -CN bovina por métodos eletroforéticos.

Bonassi (1987) também admite que a adicdo de 5% a 10% de leite bovino ao
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caprino pode ser detectada pela presenca da banda da ay-CN no gel

eletroforético.

4.4 Influéncia da conservacio das amostras com Bronopol® e a frio, e dos
processamentos — térmico e desidratacio — sobre os perfis
eletroforéticos obtidos

4.4.1 Conservacio das amostras com Bronopol®

Foram avaliadas, simultaneamente, amostras de leite de cabra e de vaca
conservadas com 2-bromo-2-nitropropano-1,3-diol (Bronopol®), com o objetivo
de avaliar possiveis interferéncias dessa substancia nos perfis eletroforéticos que
pudessem comprometer os resultados analiticos. Esta substancia foi avaliada em
funcdo de sua aplicacdo na conservacdo de amostras enviadas para analises,
sobretudo instrumentais, em institutos de pesquisa localizados estrategicamente,
além de ter seu uso recomendado pela American Public Health Association
(APHA, 1992).

As Figuras 20 a 23 apresentam os perfis eletroforéticos obtidos em géis
de corrida com diferentes concentragdes de poliacrilamida e os respectivos
densitogramas, nos quais foi mantida a escala de uma régua lateral para melhor
avaliag@o das distancias percorridas pelas bandas, ou seja, das mobilidades das

fragdes protéicas estudadas.

87



Leite de vaca cru — produtor 1

Leite de vaca cru — produtor 2

Leite de vaca cru — produtor 2

Leite de vaca cru — produtor 3

Leite de vaca cru — produtor 4

Leite de vaca cru — produtor 5

Leite de vaca cru — produtor 6

Leite de vaca cru — produtor 6 adicionado de Bronopol®
Leite de cabra cru — produtor 1/amostra 1 adicionado de Bronopol®
Leite de cabra cru — produtor 1/amostra 1

Leite de cabra cru — produtor 1/amostra 2

Leite de cabra cru — produtor 1/amostra 3

Leite de cabra cru — produtor 2/amostra 1

Leite de cabra cru — produtor 2/amostra 2

Leite de cabra cru — produtor 2/amostra 3
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FIGURA 20 Eletroforese em gel de poliacrilamida (7%) com uréia de amostras
de leite de vaca por produtor e de leite de cabra individuais, frescas
e conservadas com Bronopol®.
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Leite de vaca cru — produtor 1

Leite de vaca cru — produtor 2

Leite de vaca cru — produtor 3

Leite de vaca cru — produtor 4

Leite de vaca cru — produtor 5

Leite de vaca cru — produtor 6

Leite de vaca cru — produtor 6 adicionado de Bronopol®
Leite de cabra cru — produtor 1/amostra 1 adicionado de Bronopol®
Leite de cabra cru — produtor 1/amostra 1

Leite de cabra cru — produtor 1/amostra 2

Leite de cabra cru — produtor 1/amostra 3

Leite de cabra cru — produtor 2/amostra 1

Leite de cabra cru — produtor 2/amostra 2

Leite de cabra cru — produtor 2/amostra 3

ZZOASCZOM@mOOER

FIGURA 21 Eletroforese em gel de poliacrilamida (10%) com uréia de amostras
de leite de vaca por produtor e de leite de cabra individuais, frescas
e conservadas com Bronopol®.
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FIGURA 22 Densitogramas obtidos a partir dos géis de corrida (7% e 10%) pela
técnica UREA-PAGE, de amostras leite de vaca e de cabra, frescas
e conservadas com Bronopol®.
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Comparando-se os perfis das amostras frescas e conservadas com
Bronopol®, pode-se observar que os perfis mantém-se rigorosamente sem
alteragdes nas duas situagdes. As amostras de leite de vaca e de cabra
empregadas foram as mesmas e os densitogramas demonstram as mesmas
caracteristicas descritas no item 4.2.

A avaliacdo dos géis em duas concentragdes distintas apenas indica
diferencas nos valores absolutos das distancias percorridas por cada banda. Mas,
a relagdo entre essas distdncias permanece constante, de forma que, mesmo
considerando diferentes resolugdes de separagdo, nao foi detectada nenhuma
altera¢do nos perfis eletroforéticos quando as amostras foram adicionadas deste

conservante.

4.4.2 Conservacio das amostras a frio

Foram avaliadas amostras de leite de cabra frescas e conservadas a frio
(em geladeira por pelo menos 9 dias), com o objetivo de avaliar possiveis
interferéncias dessa conservacdo nos perfis eletroforéticos que pudessem
comprometer os resultados analiticos. Considerando-se que a técnica empregada
pode ser influenciada por protedlise das caseinas, alterando seu comportamento
eletroforético, deve-se ter em conta que a conservacdo a temperaturas baixas
pode favorecer o desenvolvimento do grupo das bactérias psicrotroficas,
produtoras de enzimas proteoliticas.

As Figuras 24 e 25 apresentam o gel de corrida e os respectivos
densitogramas obtidos, nos quais foi mantida a escala de uma régua lateral para
melhor avaliagdo das distancias percorridas pelas bandas, ou seja, das

mobilidades das fragdes protéicas estudadas.
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Leite de vaca — tanque comunitario 1

Leite de vaca — tanque comunitario 1

Leite de vaca — tanque comunitario 2

Leite de vaca — tanque comunitario 3

Leite de vaca — tanque comunitario 3

Leite de vaca — tanque comunitario 4

Leite de vaca — tanque comunitario 5

Leite de vaca — tanque comunitario 5

Leite de cabra — produtor 1, refrigerado por 9 dias

Leite de cabra — produtor 1, refrigerado por 9 dias

Leite de cabra — produtor 2, refrigerado por 9 dias

Leite de cabra — produtor 2, refrigerado por 9 dias

Leite de cabra — produtor 1, fresco

Leite de cabra — produtor 1, fresco

Leite de cabra — produtor 2, fresco

FIGURA 23 Eletroforese em gel de poliacrilamida (7%) com uréia de amostras
de leite de vaca de cinco tanques de expansdo comunitarios, ¢ de
leite de cabra de dois produtores (refrigerado e fresco).

OZZrA-rIOTEON®
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FIGURA 24 Densitogramas obtidos a partir do gel de corrida (7%) pela técnica
UREA-PAGE, de amostras de leite de cabra fresco e refrigerado.
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A observagdo dos perfis eletroforéticos obtidos e respectivos
densitogramas ndo demonstra diferengas quanto a posicdo das bandas protéicas
da amostra analisada, seja fresca ou conservada a frio. Observa-se o mesmo
padrdo ja descrito para leite de cabra (item 4.2), embora diferengas nas alturas
dos picos possam ser detectadas.

Entretanto, a deteccdo de fraude de leite de cabra com leite de vaca nao
parece ser afetada por tratar-se de avaliacdo qualitativa dos densitogramas. Ou
seja, a indicagdo da adi¢do de leite de vaca ao de cabra se da pela presenga ou
ndo de pico caracteristico na regido da fragdo o -CN bovina, de forma que,
ainda que a atividade proteolitica de microrganismos psicrotroficos (ou outros
agentes) altere a concentragdo das fracdes protéicas originais e dé origem a
residuos de cadeias polipeptidicas menores, s6 haveria interferéncia na avaliagdo
das fraudes se a alteragdo eliminasse totalmente a a,,;-CN bovina ou tornasse seu
teor inferior ao limite de deteccdo do método ou, ainda, se a cadeia polipeptidica
originada apresentasse comportamento similar a esta fracéo.

Os métodos eletroforéticos sdo considerados muito seguros para
misturas de leite de vaca, cabra e ovelha, mas ndo tanto para queijos maturados.
Isso porque, nos processos proteoliticos que tém lugar na maturacgdo, as caseinas
se degradam, a sensibilidade do método diminui e a interpretacdo dos resultados
¢ muito mais dificil. O problema ¢ menor em queijos ndo proteolisados, tendo
sido adotado um método para detectar ¢ dosar leite de vaca em leite de cabra e
em queijos “Saint Maure” e “Chabichu”, obtendo-se resultados satisfatorios até
15 a 20 dias de maturagdo. A sensibilidade do método permite detectar um
minimo de caseina de vaca correspondente a adicdo de 1,5% a 2% de leite de
vaca ao de cabra, antes da preparacdo do queijo. Este método ¢ utilizado
oficialmente na Franca para analises de queijo de cabra. A proporcédo de leite de
vaca ¢ avaliada a partir do valor de caseina o, mas, como este valor pode variar

no leite, estudos demonstram que o método apresenta uma imprecisao de 26%
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em leites individuais, porém, apenas 10% em leites de grandes misturas, como ¢
0 que se encontra na pratica. Em outro experimento, conseguiu-se detectar 5%
de leite de vaca em queijos frescos de cabra, preparados em laboratorio sem
adi¢do de fermento. A deteccdo de leite de vaca em queijos industrializados se
viu dificultada pela degradagdo das caseinas (Ramos & Juarez, 1985).

A limitagdo da aplicacdo destas técnicas a queijos maturados sugere que
a presenca de microrganismos psicrotréficos em leite possa apresentar efeitos
similares.

Leite et al. (1999), avaliando a contagem de psicrotroficos no leite de
cabra cru na regido de Florestal, MG, encontraram um predominio deste tipo de
microrganismo na flora total do leite. Estes microrganismos sdo capazes de
secretar proteases e lipases termoestaveis que, mesmo em baixas concentragdes,
podem hidrolisar as proteinas do leite, causando geleificagdo no leite UHT.
Contagens de psicrotroficos superiores a 5 x 10° ufc/mL sido requeridas para que
alteragOes sensoriais sejam detectadas no leite, devido a produgdo e agdo de
lipases e proteases. Os resultados demonstram que, em alguns meses do ano, as
médias superaram a faixa de 10° ufc/mL. Segundo Ferreira et al. (1992), a
presenca de psicrotroficos em leite de cabra deve ser monitorada levando-se em
conta que as atividades proteoliticas e lipolitica destas bactérias podem ser até
mais deletéria neste leite do que no de vaca, devido as diferencas

composicionais.

4.4.3 Processamento térmico e desidrataciao

Foram avaliadas amostras de leite de cabra e de vaca cru, pasteurizado,
em p6 e UHT (Ultra High Temperature), com o objetivo detectar possiveis
limitagdes da técnica estudada decorrentes da alteracdo dos perfis eletroforéticos

pelo processamento.
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As Figuras 25 e 26 apresentam o gel de corrida e os respectivos
densitogramas obtidos, nos quais foi mantida a escala de uma régua lateral para
melhor avaliacdo das distancias percorridas pelas bandas, ou seja, das

mobilidades das fragdes protéicas estudadas.
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Leite de cabra UHT

Leite de vaca UHT

Leite de cabra em po

Leite de cabra em po

Leite de vaca em po

Leite de vaca em po

Leite de cabra pasteurizado

Leite de cabra pasteurizado

Leite de cabra cru

Leite de cabra cru

Leite de vaca pasteurizado

Leite de vaca pasteurizado

Leite de vaca cru

Leite de vaca cru

. Leite de vaca cru

FIGURA 25 Eletroforese em gel de poliacrilamida (8,5%) com uréia de
amostras de leite de cabra e de vaca submetidas a diferentes
tratamentos térmicos.
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FIGURA 26 Densitogramas obtidos a partir do gel de corrida (8,5%) pela
técnica UREA-PAGE, de amostras de leite de cabra e de vaca
submetidas a diferentes tratamentos térmicos (UHT, po,
pasteurizado e cru).
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A avaliag@o das amostras demonstra que os perfis eletroforéticos obtidos
com leite cru e pasteurizado ndo diferiram, mas ha varia¢do no comportamento
das amostras em po e que sofreram processamento UHT, principalmente nestas
primeiras. Entretanto, apresentaram similaridade nas posi¢cdes das bandas
eletroforéticas, o que se pode perceber, tanto pela observagdo do gel como dos
densitogramas. Isto sugere que o método proposto para deteccdo de fraude de
leite de cabra pela adicdo de leite de vaca, baseado na presenca ou auséncia da
fracdo o,;-CN bovina, pode ser valido também para amostras processadas,
embora sejam necessarios estudos mais aprofundados neste sentido.
Provavelmente, modificacdes na técnica de preparacdo das amostras poderdo ser
uteis para melhorar a resolug@o de separacao das bandas protéicas.

Furtado (1983) indica a adogdo deste método para deteccdo de
adulteracdo no leite pasteurizado.

Segundo Ramos & Juarez (1985), os métodos eletroforéticos sao validos
também para estudar leites que tenham sofrido tratamentos térmicos intensos,

uma vez que a fragdo estudada (as caseinas) ndo ¢ afetada.
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5 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que:

*a técnica de UREA-PAGE apresentou a melhor resolugdo, rapidez e
praticidade entre os métodos testados para detec¢ao de fraude de leite de cabra
pela adicdo de leite de vaca;

mos leites de cabra e vaca apresentam perfis eletroforéticos
diferenciados, especialmente com relacdo a a-caseina, cuja banda, no leite de
vaca, exibe mobilidade eletroforética maior que sua homologa no leite de cabra,
apresentando também concentragdo mais expressiva, nas condi¢cdes estudadas. A
posicdo alcancada por esta fracdo caseinica na corrida eletroforética foi sempre
diferenciada entre os leites das duas espécies;

»as amostras de leite de vaca ndo diferiram entre si quanto aos perfis
eletroforéticos, em termos de rebanhos nem de tanques de expansdo
comunitarios, quando analisadas pelo método selecionado;

mas amostras de leite de cabra apresentaram diferencas nos perfis
eletroforéticos, consideradas amostras individuais, rebanhos e racas, mas ndo
apresentaram a fragdo correspondente & de maior mobilidade da caseina bovina;

*a adi¢do de leite de vaca ao leite de cabra fez variar o perfil
eletroforético no sentido da presenga e intensidade da banda de a-caseina
bovina, demonstrando que, quanto maior a quantidade adicionada, maior a
concentracao observada desta fracdo protéica na amostra, avaliada em funcdo de
sua densidade eletroforética por meio da area do pico especifico no
densitograma. Adigdes minimas de 4,76% de leite de vaca ao de cabra puderam
ser identificadas pela avalia¢do visual dos densitogramas;

eas amostras de leite de cabra e vaca ndo apresentaram diferengas nos
perfis eletroforéticos em fungdo do uso de Bronopol® e conservagdo a frio, nas

condi¢des avaliadas;
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eas amostras de leite de cabra e vaca apresentaram diferengas no perfil
eletroforético em funcgdo do processamento UHT e po, sob as condi¢des em que

o experimento foi desenvolvido.
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TABELA 1 A Parametros fisico-quimicos médios obtidos por diversos autores

Parametros fisico-q

uimicos de qualidade

Trabalho D Umid. | Gordura| EST | ESD | PTN pH Lact. | Cinz. | Acidez | DPC
Autor/ano (g/ mL) (%) (%) (% ) (% ) (%) (%) (%) (%) (°mH)
Parkash, 1968# - - 3,0a | 11,30 - 29a - 3.8a 0,69 a - -
55 |als,0 4,6 5.0 |
Le Jaouen, 1972° - - 3,36 | 11,50 | -- 12,90 -- - - — —
Dozet, 1973° -- -- 3,07 | 11,95 9,12 | 3,51 -- - 1088 -- --
Jaquen, 1974+ | 1,03000 | 9140 - 11,60 | 8,20 | 3,00 -- 450 (0,70 -- -
Furtado, 1978* | 1,03500 | 8542 | 4,60 | 14,58 | 10,11 |3,70| 6,65 -- -- -- --
Furtado, 1978 | 1,03100 | 8588 | 4,69 | 14,12 | 9,43 |3,95| 6,57 | 4,72 |0,77|0,1770| -558
Jenness, 1980 - - [3,07a|ll,5a] -- 25’9(?; -- |4,01a 0675;83 -- --
7,76 | 21,55 ' 6,3 i
Andrade, 1982* | 1,03250 | 8520 | 4,79 | 14,80 | 9,77 | 4,43 -- -- -- - --
Aratijo, 1986* | 1,03600 | 86,71 | 4,05 | 13,29 | 9,24 |4,16| 6,59 -- - - -
Janior, 1992* | 1,03190 | 88,36 | 3,02 | 11,64 | 8,67 | -- 6,60 -- -- -- --
Rueda, 1992 - - 0,47 | 9,79 - 13,84 -- 4,68 (0,77 -- -
Ferreira, 1992 | 103900 - 4,76 | 13,73 | 8,96 |4,21| 6,57 -- -- |0,1866 | -
Silva, 1993 1,03100 -- 3,67e |1241e| _ 33759766 6,51e |4,40¢e 0,78 |0,1800| _-
4,38 | 1372 706,61 | 4,60
Guimarées, 1993 - - 4,60 ¢ - - - 6,73 - -- |0,138a -
037! 0,19°
Tronco, 1996* -- 87,00 | 4,00 | 13,00 | 9,00 |3,70 -- -- - - -
Bonassi, 1997 | 1,03105 | 8722 | 3,47 | 12,18 | 8,71 [4,11| 6,65 | 4,33 |0,77|0,1600| -580
Egito, 1997* | 1,03200 | 85,57 | 5,11 | 14,43| 9,29 |3,48| 6,72 -- - - -
Pereira, 1997* | 1,03153 | 87,51 | 3,66 | 12,49 | 8,82 |3,50| 6,70 -- -- -- --
....continua......
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TABELA 1 A, Cont.

Parametros fisico-quimicos de qualidade

Trabalho Dis Umid. | Gordura| EST | ESD | PTN pH Lact. | Cinz. | Acidez | DPC
Autor/ano | (g/mL) | OO | 0 | (5 | (%) | V) (%) | C& | (%) | (mH)
Gomes, 1997 | 1,03000 - 2,70 | 11,03 | -- - | 6,62 -- -~ |0,1460| _-
Laguna, 1998* | 1,03070 | 86,96 | 4,24 |13,06| 8,80 | 3,0 | 6,80 -- -- -- --
6
Prata, 1998 | 1,03240 | 88,49 | 3,74 |11,51| 7,77 |297| 6,65 | 4,35 |0,74|0,1611| -574
Behmer, 1999%* | 1,03850 | 88,17 | 6,86 | 11,83 | -- - - - - - .
Laguna, 1999 | 1,03000a | 85,10a [ 2,654 | 11,10a | 844a |266a| 6,81 a | 3,63 a | 0-782 | 0.1385a [ -5365a
103200 | 8883 | 555 | 1489 | 930 | 3B | g1 | 3¢ 209 0.1704 | _s46,5
Penna, 1999 | 1,02900 | -- 3,60 | 11,80 | 8,20 {2,70| -- - - |0,1410| -564
Merin, 2000* -- 87,52 | 3,95 |12,48 | 8,53 |3,33 -- - - -- -
Almeida, 2000* | 1,02827 [ 8839 | 3,58 [ 11,61 | 8,03 | -- - I I -
Tanezini, 2000 | 1,0300 - 13,09a|1224| -- |3,41|6,56a |4,75a|080a]0150a | 565
0,84 0,1600
3,13 6,58 | 4,78
Almeida, 2000 | 1,02393a | __ 2,54a | 928a | 6,74a | __ . . —_ | 014%a | 5024
1,03163 428 | 1329 | 9,01 0IT8 1  s6p
Richards, 2001a | 1,02600 a _ 3,96a [1208a|785a| - |6,59a _ | 01482a _
0,1998
1,02800 438 1223 | 819 6.77
Cordeiro, 2001 - _— 3,07a|1093a] __ 2,69 a - 410a| -- - -
458 | 1323 32! 4,77
Dias, 2002 | 103100 a | 87.9361 | 390a | 109299 | 6.8299 |2500a| 6,3220a | __ _ _ _
1,03800 | 28907 | 4,20 a a | 29336 65025
12,0639 | 7,8639
Silva, 2002 | 1,03070a | __ 3,0a [1021a[7,07a|267a _ 3,954 |070a | 01267a [ 560 5
3,02 0,77 | 0.1426
1,03390 3.9 12,03 | 818 4.43 630
Castro, 2002 - -- 3,20 - - 12,73 -- - - - -

Fonte: Bonassi, 1987; Furtado & Wolfschoon-Pombo, 1978; Jenness, 1980;

Rueda et al., 1992; Ferreira et al., 1992; Silva et al., 1993b; Guimaraes, 1993
Bonassi et al., 1997; Gomes et al., 1997; Prata et al., 1998; Laguna et al., 1999

123

b

b




Penna et al., 1999; Tanezini et al., 2000; Almeida et al. 2000; Richards et al.,

2001a; Cordeiro, 2001; Dias et al., 2002; Silva et al., 2002; Castro et al., 2002.

# - citado por Guimardes, 1993

© - citados por Prata et al., 1998

+ - citado por Bonassi, 1987

* - citados por Dias et al., 2002

'_ leite desnatado

2. esta amplitude de variag@o abrange os dados obtidos em todo o experimento,
ou seja, em leite cru e pasteurizado, conservado congelado por até 90 dias.
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