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RESUMO

O objetivo deste experimento foi comparar trés métodos analiticos para determinagdo de soro em leite cru
refrigerado: cromatografia liquida de alta eficiéncia, ninidrina &cida e colorimétrico adaptado. Foram coletadas
100 amostras de leite cru refrigerado de tanques de expansdo. Estas, quando submetidas & anélise pelo método
da ninidrina acida, apresentaram 10 (14,7%) amostras negativas e 58 (85,3%) positivas. O teor médio de acido
sidlico encontrado na técnica da ninidrina foi de 5,58ug/mL, com valor mais frequente de 2,70ug/mL. Das 68
amostras negativas pela cromatografia liquida de alta eficiéncia, duas foram positivas (2,94%) e 66 (97,06%)
negativas, quando analisadas pelo método colorimétrico. A frequéncia relativa de amostras positivas foi de
32%, com a CLAE apresentando a maior média de soro (14,37%), seguida do método colorimétrico (5,28%) e
0 da ninidrina &cida (3,12%). A técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia diferiu dos métodos de
ninidrina &cida e colorimétrico, enquanto os métodos da ninidrina e colorimétrico ndo diferiram entre si,
podendo ambos serem utilizados como metodologias de triagem. Entre as trés técnicas, a cromatografia liquida
de alta eficiéncia foi a metodologia mais sensivel na detec¢do e quantificagcdo do soro em leite cru refrigerado.

Palavras-chave: CLAE, método da ninidrina acida, método colorimétrico, GMP/CMP, fraude
ABSTRACT

The objective of this study was to compare three analytical methods to determine serum in refrigerated raw
milk. High-performance liquid chromatography (HPLC), acidic and colorimetric ninhydrin methods were
applied. A collection of 100 samples of raw milk from cooled expansion tanks took place. The results showed
that 10 samples (14.7%) were negative and 58 (85.3%) were positive for the acidic ninhydrin method. The
mean sialic acid content found in the ninhydrin technique was 5.58ug/mL, with a more frequent value of
2.70ug/mL. From all 68 HPLC negative samples, two were positive (2.94%) and 66 (97.06%) negative to the
colorimetric method. The relative frequency of positive samples was 32%, HPLC had the highest mean serum
levels (14.37%), followed by the colorimetric method (5.28%) and acid ninhydrin (3.12%). The high-
performance liquid chromatography method was different from the acid and colorimetric ninhydrin methods.
The ninhydrin and colorimetric methods were not different from each other, both of which could be used as
screening methodologies. Among the three techniques, HPLC was the most sensitive methodology for the
detection and quantification of serum in refrigerated raw milk.

Keywords: HPLC, ninhydrin acid method, colorimetric method, GMP/CMP, fraud

INTRODUCAO produto. Uma fraude tem merecido atencdo

especial por implicar a incorporagdo de proteinas

Ao se analisar a qualidade do leite, alguns fatores do soro em leite cru, leite em po, queijos, leite

devem ser considerados. Entre eles, sdo as UHT “ultra high temperature” e leite

fraudes que normalmente visam a aumentar o pasteurizado (Closs e Souza, 2011; Mareze e
tempo de vida de prateleira ou o rendimento do Marioto, 2015).
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Embora o valor nutricional da proteina do soro
seja alto, a adicdo de soro ao leite precisa ser
especificada com clareza, pois, caso contrario, é
considerada fraude. A adicdo fraudulenta
dessa proteina & normalmente detectada e
quantificada por meio da determinacdo do
caseinomacropeptideo (CMP) (Sharma et al.,
2013). Esse polipeptideo, um componente
especifico do soro obtido ap6s a coagulacdo do
leite pela renina, deve estar ausente no leite em
condicGes normais (Prata e Prata, 2012). Caso
ocorra a presenca de mais de 1% de soro
determinado pela técnica CLAE, de acordo com
a legislacdo, a prova sera considerada positiva
(Brasil, 2006).

Durante a fabricagdo do queijo, ocorre a hidrélise
da k-caseina do leite, no sitio de clivagem entre
0s aminodcidos Phegs - Met;g. Com a clivagem,
hd a liberagdo da para-k-caseina, que
permanece na coalhada, e de um peptideo
terminal de 64 aminoacidos, denominado
glicomacropeptideo (GMP), também chamado de
caseinomacropeptideo (CMP) ou ainda de
caseinoglicomacropeptideo (CGMP), que ¢
removido com o soro. O CMP carreia todos os
acUcares da x-caseina, sendo um desses o &cido
sidlico ou N-acetilneuraminico (NANA). Ha
possibilidade de obtencdo de fragmentos com
auséncia glicidica, e, nesse caso, 0 peptideo
terminal é designado de CMP. A fracdo glicidica
do CMP é referida também como GMP e a
determinacdo desse &cido em soro doce reflete a
concentragdo de CMP presente no leite (Veloso
et al., 2002).

O elevado interesse no estudo da composicdo da
fracdo glicidica reside na importancia
nutricional, funcional e na grande diversidade
das proteinas presentes no leite, 0 que tem
resultado em acentuado desenvolvimento de
métodos analiticos, os quais incluem teécnicas
que permitem ndo sO a quantificagdo mas
também a separacdo e a identificacdo das
proteinas do leite.

Atualmente, os métodos oficiais para deteccéo de
soro no leite compreendem o0 método
guantitativo que utiliza a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) (Brasil, 2006). Essa
técnica é internacionalmente aceita para
identificar e quantificar tanto o CMP (Fukuda et
al., 2004) quanto o método qualitativo,
utilizando-se o reativo de Ehrlich para a
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determinacdo qualitativa do &cido sialico (Brasil,
2006). Entretanto, essas técnicas sdo caras,
dificeis de serem executadas e requerem méao de
obra especializada.

Outros métodos tém sido descritos para a
deteccéo e quantificagdo do CMP, entre os quais,
os cromatograficos (Andrade et al., 2014; Noni
et al., 2005), em particular a cromatografia de
exclusdo molecular, a CLAE em fase reversa
(reversed-phase high-performance liquid
chromatographic) (Andrade et al., 2014) e a
cromatografia de troca idnica (Dias et al., 2009).
A eletroforese capilar de zona com uma coluna
hidrofilica de silica fundida foi também utilizada
com sucesso (Bremer et al., 2008). Outros
métodos usados s80 a espectroscopia por
absorcdo (Miralles et al., 2003) e os
imunoldgicos (Veloso et al., 2002).

Visando a determinagdo quantitativa de &cido
sialico (NANA) no leite, Fukuda et al.
(1996) validaram o método espectrofotométrico
mediante 0 emprego da técnica da ninidrina
cida. Tal metodologia, de acordo com Fukuda et
al. (1996; 2004), pode ser utilizada como
substituta das demais na detec¢do da adicdo de
soro em leite. Esses autores ressaltam que o teor
de CMP ou de 4cido sidlico em leite e seus
derivados tem atuado como um importante
marcador das agdes proteoliticas. Somente no
ano de 2006, por meio da Instrucdo Normativa n°
68, de 12 de dezembro, foi aprovada a utilizacdo
da ninidrina 4cida para a determinagdo
quantitativa de acido sialico livre e ligado a
glicoproteina do leite como técnica oficial do
Ministério da  Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (Mapa) (Brasil, 2006; Marques et
al., 2011).

A fim de trabalharem na rotina com uma técnica
mais rapida, simples, facil e econdmica, que ndo
necessita de mao de obra especializada, Oliveira
et al. (1998) propuseram uma adaptacdo ao
método qualitativo para detecgdo de soro no leite
adotado pelo Mapa (Brasil, 1991), que foi
denominado de método colorimétrico adaptado.
A adaptacdo consistiu em ndo utilizar o reativo
de Ehrlich, cuja finalidade era liberar o &cido
sidlico ligado ao CMP, usado como marcador
para o soro, por meio de uma hidrélise acida e,
em sequéncia, detectado como um cromoforo
plrpura apos a reacao com p
dimetilaminobenzaldeido.
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Considerando o exposto, propds-se 0 presente
trabalho com o objetivo de comparar trés
metodologias: CLAE, ninidrina 4cida e método
colorimétrico adaptado, na determinagdo de soro
em leite.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido em parceria
com uma industria de laticinios do estado de
Goias, submetida a inspecdo  sanitaria
permanente do Servico de Inspecdo Federal
(SIF). Foram coletadas 100 amostras de leite cru
refrigerado em tanques de expansdo, a uma
temperatura média de 5,5°C, de 24 propriedades
rurais, com tempo meédio de estocagem de 48
horas.

Para a coleta, procedeu-se a homogeneizacao do
leite por cinco minutos e a ambientacdo do copo
coletor. Foram coletadas aliquotas de 100mL de
leite, as quais, em seguida, foram transferidas
para frascos, que foram previamente lavados e

sanitizados com alcool a 70%. Apds a coleta, as
amostras foram devidamente identificadas e
acondicionadas em caixas isotérmicas contendo
gelo reciclado. Imediatamente depois, foram
transportadas ao Centro de Pesquisa da Escola de
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal
de Goias (CPA/EVZ/UFG) e armazenadas a -
18°C até o momento das analises.

As analises pelos métodos da ninidrina éacida e
colorimétrico adaptado foram realizadas em
espectrofotdbmetro  Perkin  Elmer  Lambda
25UV/VIS com faixa de espectro de 190 a
1.100nm, com kit software L610 — 0109, UV
Winlab (STD), versdo 5.15 Rev. C, com lampada
de tungsténio e deutério.

Para a determinacdo e a quantificagdo do CMP,
adotou-se a metodologia descrita em Brasil
(1991). Para determinacéo percentual do teor de
soro pela técnica da CLAE, fez-se uma curva
padrdo com leite genuino de procedéncia
conhecida (Fig. 1).
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Figura 1. Curva padréo para determinagdo percentual do soro em leite cru refrigerado

Para obtencdo da curva, o leite foi adulterado
com soro de leite de composi¢cdo padrdo, nas
proporgdes de 5%, 10%, 15% e 20% (Brasil,
1991). O soro de queijo utilizado na elaboracdo
da curva padrdo foi obtido ap6s a adicdo do
coalho em pdé e subsequente coagulacdo da
caseina em leite genuino, coletado na fazenda da
EV/UFG momentos antes das analises.
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Para o preparo da amostra, 22mL de leite foram
tratados com 10mL da solugcdo de 4&cido
tricloroacético (TCA) a 24%, seguindo-se
incubacdo a 25°C/60min em banho-maria, em
repouso. Apos esse periodo, realizaram-se duas
filtragdes: a primeira em filtro qualitativo
(papel-filtro Whatman n°40), descartando-se
aproximadamente 5mL do filtrado, e a segunda
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em filtro MILLIPORE de 0,45um (MILLEX
LCR com membrana PTFE modificada para
filtracAo de solventes orgénicos e aquosos
0,45um, 13mm, néo esterilizada).

A determinacdo cromatografica foi realizada
com a injecdo de 20uL do filtrado no
cromatografo (GILSON 118 UV/VIS), que
operou em vazdo de ImL/min, e a deteccdo foi
feita na faixa do UV-VIS, em comprimento de
onda de 205nm, com a linha de base ja
devidamente estabilizada. A corrida
cromatografica foi realizada em aparelho de
cromatografia liquida de alta eficiéncia
(GILSON), com uma bomba isocratica (GILSON
306), com injetor automatico ASTED — XL da
marca GILSON, looping de 200uL e coluna
Zorbax GF-250 Biosséries da Agilent de 9mm de
didmetro interno por 250mm de comprimento.

A fase estacionaria da coluna foi composta por
particulas esféricas de silica, modificadas na
superficie por zircOnio estabilizado, e a fase
ligada composta por monocamada molecular
hidrofilica, com diametro de poro de 150A°. A
solugdo da fase movel usada na separagdo
constituiu um padrao fosfato com pH6 dissolvido
em 1000mL de &gua destilada (deionizada).

Foi construido um grafico de porcentagem de
soro “versus” a intensidade do sinal do detector,
ou altura do pico, calculando-se a equacdo da
reta de regressdo, tendo sido aceitos valores de
r>0.95. O cromatograma da amostra foi
comparado com o do leite adicionado de soro e,
em seguida, identificou-se 0 pico com 0 mesmo
tempo de retengdo do soro, calculando-se o
percentual de soro na amostra por interpolagéo
da leitura do sinal na reta de regressdo do leite
adicionado de soro. A prova foi considerada
positiva quando a presenca de soro foi superior a
1% (Brasil, 1991).

Adotou-se a metodologia descrita por Oliveira et
al. (1998), que se baseia na leitura da opacidade
causada pelo residuo de &cido sialico em
espectrofotdmetro na regido visivel do espectro,
a 520nm.

Para determinacdo percentual do teor de soro
pela técnica colorimétrica, fez-se uma curva
padrdo com leite genuino de procedéncia
conhecida. Para o seu preparo, o leite foi
adulterado com soro de queijo de composicdo
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padrdo nas proporcdes de 1%, 2%, 5%, 10% e
20% (Brasil, 1991; Brasil, 2006). O soro de
queijo utilizado na elabora¢do da curva padréo
foi obtido apés a adicdo do coalho em po e
subsequente coagulacdo da caseina em leite
genuino, coletado na fazenda da EVZ/UFG
momentos antes das analises.

Paralelamente, foi preparada uma amostra
“branco”, utilizando-se leites crus genuinos
coletados na fazenda da EVZ/UFG durante a
ordenha matutina, sendo seguidos todos os
passos ja descritos para extracdo da amostra.

Foram transferidos, para um béquer de 250mL,
10mL da amostra de leite e adicionados, sob
cuidadosa agitacdo, 10mL de solucdo do &cido
tricloroacético (TCA) a 24%. Deixou-se a
solucéo em repouso por 30 minutos, seguindo-se
a filtragdo em papel-filtro (Whatman n° 40) e a
transferéncia de 15mL do filtrado para tubo
cobnico de 35mL, com adicdo de 0,5mL de
solucdo de &cido fosfotlngstico a 20%. Apds a
adicéo do &cido deixou a solugdo em repouso por
10 minutos, realizando, em sequéncia, a agitacdo
do tubo e a leitura da absorbéncia em
espectrofotdmetro, utilizando-se comprimento de
onda de 520nm.

O resultado final foi obtido por comparag&o entre
os valores encontrados nas amostras de leite
coletadas nos tanques de expansdo, e a curva
padrdo previamente estabelecida. A prova foi
considerada positiva quando o soro foi detectado
em percentual igual ou superior a 3%.

Foi adotada a metodologia descrita por Fukuda et
al. (1996). Para a construcdo da curva padréo,
preparou-se uma solucdo estoque contendo
294ug de acido sidlico/mL. A partir dessa
solucdo, por dilui¢do, foi preparada uma solugdo
de trabalho contendo 98ug de &cido sialico/mL,
de onde foram retiradas 10 aliquotas, em
duplicatas, sendo a inicial de 0,01mL e a final de
1mL, representando concentragBes que variaram
de 9,8 a 98ug de acido sidlico. Os volumes das
aliquotas foram completados para 1mL com agua
destilada. Adicionou-se, em cada tubo, 1mL de
acido acético glacial e 1mL de solucdo de
ninidrina acida (2,2 — Dihydroxy 1,3 indanedione
— CgHgO, — SIGMA Grade). Os tubos foram
colocados em banho-maria por 10min, sendo, em
seguida, esfriados em temperatura ambiente em
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banho de gelo. Em seguida, foi realizada a leitura
a 470nm, para construcdo da curva padro.

A cada 15mL de leite, foram acrescidos, sob
agitacdo, 15mL de &cido tricloroacético (TCA) a
24%. Apds homogeneizacdo e repouso por
30min, a mistura foi filtrada em papel-filtro
(Whatman n° 40). Do filtrado, foram
retiradas aliquotas de 10mL, em duplicata, e
adicionou-se, a cada uma delas, 1mL de &cido
fosfotlingstico a 20%. Seguiu-se centrifugacdo a
3.500rpm/10min, desprezou-se cuidadosamente
0 sobrenadante e dispersou-se o sedimento com
4mL de alcool etilico 95%, com o auxilio de um
bastdo de vidro, que foi enxaguado com 2mL do
alcool. Procedeu-se a uma nova centrifugacao
por 10min/3.500rpm. Desprezou-se novamente 0
sobrenadante e adicionaram-se, ao residuo,
2mL de &cido acético glacial e ImL do reagente
de ninidrina  acida.  Posteriormente &
homogeneizagdo, a mistura foi aquecida em
banho-maria fervente por 10min. Ap6s o
desenvolvimento de cor, que variava de amarelo-
clara a marrom-amarelada, a solucdo foi
resfriada em agua gelada até atingir a
temperatura ambiente. Em seguida, fez-se a
leitura da absorbancia a 470nm.

O espectrofotébmetro foi calibrado com o
“branco”, e as leituras foram transformadas em
concentragdo de 4&cido N-acetilneuraminico
(NANA) ou &cido sidlico (ug/mL), utilizando-se
a curva padréo elaborada com &cido sialico puro.
O resultado final foi obtido por comparagdo da
leitura da absorbéncia da amostra com a curva
padrédo de &cido sialico e expresso em pug/mL.

Com os resultados obtidos, realizou-se a
ANOVA com posterior comparagdo das médias
pelo teste de Tukey, com 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 100 amostras de leite cru refrigerado,
coletadas em tanques de expansdo, em 68% néo
foi detectada a presenga de soro pela técnica
da CLAE. Estas, quando submetidas a
analise pelo método da ninidrina A&cida,
apresentaram teor médio de &cido sidlico de
5,58ug/mL+5,70pug/mL. A moda, ou seja, o valor
de maior frequéncia na distribuicdo, situou-se em
2,70ng/mL NANA, e os valores minimo e
maximo encontrados foram de 1,96ug/mL e
48,63ug/mL, respectivamente.
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O valor mais frequente quando se empregou a
técnica da ninidrina 4cida (2,70ug/mL) esta de
acordo com o teor médio para leite auténtico
detectado por Fukuda et al. (1996) e com o
recomendado na Instru¢cdo Normativa (IN) 68,
que oficializou a técnica de deteccdo do acido
sidlico livre e ligado a glicoproteina do leite.
Segundo a Normativa, amostras de leite cru
auténtico  apresentam  teor médio  de
2,71ug/mL+0,83ug/mL de acido sialico (Brasil,
2006). Das 68 amostras negativas pela CLAE e
analisadas pelo método da ninidrina, apenas
14,7% foram classificadas como leite auténtico,
enguanto 85,3% como leite fraudado.

Dentre as amostras consideradas fraudadas pelo
método da ninidrina &cida, verificou-se teor
maximo de soro de 48,63ug/mL, resultado
superior ao teor médio de &cido sialico em
amostras de soro industrial, que é de 42,35ug/mL
(Fukuda et al.,1996; Brasil, 2006), podendo
chegar a um valor méaximo de 70,5pg/mL
(Fukuda et al., 1996).

De acordo com a interpretacdo pratica
do método da ninidrina &cida realizada por
Fukuda et al. (1996) para analise de leite cru em
plataforma, o valor médio detectado de
5,58ug/mL+5,70ug/mL de NANA, no presente
trabalho, estd classificado na categoria de
suspeito, uma vez que o resultado encontra-se
dentro do intervalo de 5,14<C<10,64pg de
NANA livre/mL. A autora ressalta ainda que a
deteccdo da adicdo de soro no leite é considerada
negativa quando os valores sdo <5,14ug de
NANA livre/mL de leite e positiva quando
>10,64pg de NANA livre/mL de leite. O valor
médio encontrado no presente experimento
(5,58ug/mL) assemelha-se ao encontrado por
Fukuda et al. (1996) para leite cru refrigerado, de
6,93ug/mL  de NANA, estando, portanto,
incluido na faixa de categoria considerada
suspeita de fraude por adicdo de soro. Esse valor
de 5,558ug/mL, com desvio padrdo de
15,70pg/mL, implicaria a suposicdo de conduta
duvidosa do produtor, uma vez que as amostras
foram coletadas em tanques de expansdo. No
entanto, devem-se considerar outros fatores, a
temperatura do leite armazenado em tanques de
expansdo, 0 tempo de armazenamento e a
higienizacdo dos tanques. Assim, o teor de
NANA em leites com mais horas de estocagem
sob refrigeracdo, bem como obtidos sob
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higienizacdo  precaria, pode  apresentar
multiplicacdo de microrganismos psicrotroficos,
0 que acarreta certa hidrolise proteica com
posterior liberacdo do CMP, que, segundo
Fukuda et al. (1996), sdo os responsaveis pelo
teor de acido sialico nas amostras.

O leite enquadrado na categoria suspeita segundo
Fukuda et al. (1996) deve receber um tratamento
diferenciado, ndo podendo ser condenado e
tampouco considerado negativo. O ideal seria, se
possivel, fazer rastreamento e acompanhamento
sistematico de todo o ciclo de producdo, do
acondicionamento e do transporte desse leite.

No caso da adi¢do fraudulenta do soro de queijo
em leite, o fraudador pode proceder de duas
formas. Uma delas é mediante a adicdo de
quantidades infimas de soro, o que caracteriza
uma fraude sutil, que pouco contribuird para o
aumento do teor de 4cido  sidlico.
Consequentemente, a fraude ndo serd detectada
devido aos valores situarem-se em niveis
considerados normais. Por isso, sugerem-se
considerar como padrdo os valores médios
estabelecidos pela legislacdo. A outra maneira de
enganar o consumidor é por meio da adigdo
grosseira do soro. Nesta, a intengdo do fraudador
é adicionar uma quantidade maior de soro, que
tende ao exagero, visando-se lucros cada vez
mais altos (Fukuda et al., 1996).

Ainda em relagdo as 68 amostras negativas pela
CLAE, duas foram positivas (2,94%), quando
analisadas pelo método colorimétrico adaptado.
Nesse caso, ressalta-se que 66 amostras (97,06%)
podem ser consideradas como leite genuino.
Tendo como base esse resultado, pode-se afirmar
que o método colorimétrico foi o que mais se
aproximou da técnica CLAE em termos de
sensibilidade, quando comparado com o0 da
ninidrina acida (14,70%).

No presente estudo, foram encontradas 32
amostras positivas para presenca de soro pelo
método da CLAE. A média de soro foi de
14,37%, superior, portanto, as médias detectadas
pelos métodos colorimétrico adaptado (5,28%) e
da ninidrina acida (3,12%).

A CLAE apresentou valores minimo e maximo
de 0,44% e 41,36%, o método colorimétrico de
0,02% e 14,51%, e a ninidrina &cida de 0,69% e
9,82%. Ao se compararem 0s métodos, verifica-
se que houve diferenca significativa (P<0,01)
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entre eles, tendo 0 método da CLAE apresentado
maior sensibilidade na deteccdo de soro de
queijo que os métodos colorimétrico adaptado e
da ninidrina &cida. Portanto, a CLAE possui
melhor  capacidade em distinguir  duas
concentragdes proximas, ou seja, apresenta
melhor “sensibilidade”. A CLAE constitui uma
metodologia validada e empregada como método

oficial pelo Mapa (Brasil, 1991; Brasil,
2006) na deteccdo e quantificacdo do
caseinomacropeptideo no leite, além de

internacionalmente reconhecida. Comparando a
média do teor de soro obtida pelo método
colorimétrico (5,28%) com a do método da
ninidrina 4cida (3,12pg/mL), observam-se que a
sensibilidade foi a mesma.

Ao se compararem 0s resultados obtidos por
meio das técnicas CLAE, colorimétrico adaptado
e da ninidrina acida, nas 100 amostras
analisadas, observa-se diferenca significativa
(P<0,01) entre eles (Tukey 5%). Nota-se que a
média geral “quantitativo” de deteccdo de soro
nas amostras avaliadas da CLAE (4,59%) difere
(P<0,05) da ninidrina é&cida (1,66%) e do
colorimétrico (1,89%). Por outro lado, as médias
obtidas pelos métodos da ninidrina e
colorimétrico ndo diferem entre si (Tab. 1).

Comparando-se os trés métodos de deteccdo de
soro em leite, tendo como base a média da
concentragdo de soro nas 100 amostras
analisadas, verifica-se que as metodologias
diferiram entre si, CLAE (4,59+9,58),
colorimétrico (1,86+3,27) e da ninidrina &cida
(1,66+2,20) e seus respectivos desvios. Néo foi
encontrada comparacdo dos trés meétodos na
literatura consultada, porém Hernandez et al.
(2009) analisaram 60 amostras de leite cru pelo
Stick cGMP e os resultados obtidos foram
comparados pela CLAE e pelo método
colorimétrico do 4&cido sidlico. Os resultados
obtidos pelos trés métodos foram semelhantes,
sendo soro de queijo encontrado em 75% das
amostras.

Os valores minimos e maximos obtidos por meio
dos métodos CLAE, colorimétricos e da
ninidrina foram de 0% e 41,36%, 0% e 14,51%,
0,20% e 9,82%, nessa ordem. As médias,
juntamente com os valores minimos e maximos
para cada metodologia, estdo apresentadas na
Fig. 2.
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Tabela 1. Médias e desvio padrdo dos resultados das analises de soro “quantitativo” em leite pelos

métodos da ninidrina acida, colorimétrico e CLAE

Percentual médio de soro identificado pelos métodos

Ninidrina acida
1,66%2,20a

Colorimétrico
1,86+3,27a

CLAE
4,59+9,58b

Médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem entre si (Tukey, 5%).
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Figura 2. Representacdo gréafica da comparag8o entre as metodologias para deteccdo e quantificacdo de
soro no leite, por meio das médias, valores minimos e maximos.

Pode-se inferir, com base no desvio padrdo, que
houve uma variabilidade entre a média amostral
e a verdadeira média entre cada metodologia,
principalmente, entre a CLAE e as demais
técnicas. Diante dos dados obtidos, juntamente
com os valores minimos e maximos para cada
método, CLAE (0% e 41,36%), colorimétrico
(0% e 14,51%) e da ninidrina acida (0,20ug/mL
e 9,82ug/mL), observa-se que, apesar de a CLAE
diferir dos demais métodos, o colorimétrico
adaptado e o da ninidrina acida ndo apresentaram
diferenga significativa. Admite-se, portanto, que
0 método colorimétrico adaptado e o da ninidrina
acida séo ferramentas eficientes e de suma
importancia na triagem de amostras destinadas a
andlise laboratorial para detecgdo de soro em
leite cru, corroborando Fukuda et al. (1996), que
relataram ser o método da ninidrina acida um
teste para “screening” na classificagdo do leite
recebido pelas industrias de laticinios.

Closs e Souza (2011) detectaram o teor de CMP
pelo método cromatografico e pelos métodos
espectrofotométricos na regido do visivel que
utilizam a ninidrina acida e o reativo Erlich para
quantificacdo do 4cido sialico. Os autores
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detectaram que os métodos espectrofotométricos
apresentaram  coeficientes de  correlagdo
superiores a 0,97 com o método cromatografico
estabelecido pela legislagéo brasileira vigente.
Com base na quantidade de amostras que
apresentaram CMP elevado, Fukuda (2003)
relatou que o congelamento das amostras pode
afetar os resultados do teor de CMP, tanto pela
metodologia CLAE, quanto pela ninidrina &cida.
A autora sugere o envio do filtrado de TCA, em
vez da amostra congelada.

Em 2004, Fukuda e colaboradores indicaram a
técnica da ninidrina &cida para determinagdo
quantitativa do acido sialico em leite e 0 método
colorimétrico para a deteccdo e a quantificagdo
do CMP como técnicas substitutas da CLAE
pelos seguintes motivos: facil execucdo, rapidez
e eficiéncia na deteccdo rotineira da adigdo
fraudulenta de soro de queijo ao leite fluido.
Fukuda et al. (2004) sugerem que a CLAE,
metodologia sofisticada de alta sensibilidade,
preciséo e acurécia, seja utilizada em caso ddbio
e em contraprova, por Ser um processo Oneroso,
demorado, trabalhoso e que requer méo de obra
qualificada. Somam-se a isso 0 custo da
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manutencdo e o tempo de vida Util das colunas
cromatograficas.

Atualmente, existem varias metodologias
disponiveis para analise quantitativa do soro,
como, por exemplo, a técnica da cromatografia
em fase reversa (Thoma et al., 2006), que,
segundo os autores, constitui ferramenta eficiente
na detecc¢do das principais proteinas do soro e do
CMP. Porém, a CLAE por exclusdo molecular —
SEC metodologia utilizada neste trabalho, vem
sendo consagrada pela sua eficiéncia e
sensibilidade.

De acordo com a IN69 de 13 de dezembro de
2006, que instituiu critério de avaliacdo da
qualidade do leite in natura, os leites que
apresentarem indices de CMP de até 30mg/L
devem ser destinados ao abastecimento direto, 0s
que estiverem entre 30mg/L e 75mg/L, enviados
a producdo de derivados lacteos, e acima de
75mg/L, encaminhados para alimentacdo animal
e/ou industria quimica (Brasil, 2006). Assim,
observa-se a classificacdo das amostras, quanto a
quantidade de CMP, avaliadas pelas técnicas
CLAE, de ninidrina e colorimétrico adaptado
(Tab. 2).

Tabela 2. Percentual de amostras de leite cru refrigerado quanto ao teor de CMP

Colorimétrico

Quantidade de CMP (mg/L) CLAE Ninidrina acida adaptado
<30 31,25 50,00 37,50
>30a <75 6,25 37,50 37,50
>75 62,50 12,50 25,00

Pesquisadores tém citado a ocorréncia de soro de
gueijo em amostras de leite e derivados lacteos.
Oancea (2009), ao utilizar o Stick cGMP para
deteccdo de soro de queijo em amostras
comerciais de leite, observou a presenca de altos
teores de CMP em 70% das amostras
investigadas. Almeida et al. (2006) avaliaram 40
amostras de leite cru coletadas no estado de
Goias, mantidas armazenadas por 24 e 48 horas,
e verificaram que 100% das amostras analisadas
guanto a presenca de CMP apresentavam
resultados negativos. Closs e Souza (2011)
detectaram aumento do teor de CMP ao longo do
periodo de armazenamento. Portanto, esse fator
deve ser considerado para separar um leite
fraudado de um com atividade proteolitica.

CONCLUSAO

De acordo com os resultados encontrados,
concluiu-se que a CLAE é a metodologia de
maior sensibilidade na determinacdo do soro de
queijo em leite, e os métodos de ninidrina &cida e
colorimétrico adaptado sdo os mais empregados
na triagem tendo em vista a deteccdo e a
quantificacdo de soro de queijo em leite.
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