UFRRJ
INSTITUTO DE TECNOLOGIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA
DE ALIMENTOS

TESE

Determinacio de Adulteracio por Adicao de Leite Bovino em Queijo
Bubalino

Sabrina da Silva Dias

2012



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA
DE ALIMENTOS

DETERMINACAO DE ADULTERACAO POR ADICAO DE LEITE
BOVINO EM QUEIJO BUBALINO

SABRINA DA SILVA DIAS

Sob orientagdo do Professor
D.Sc. Ronoel Luiz de Oliveira Godoy

e Co-orientagdo da Professora
D.Sc. Rosana Colatino Soares Reis

Tese submetida como requisito parcial
para obtencdo do grau de Doutor em
Ciéncias, no Programa de Pos-
Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, Area de Concentracdo em
Tecnologia de Alimentos.

Seropédica, RJ
Marco, 2012



664
D541d

Dias, Sabrina da Silva, 1984-

Determinacdo de adulteracdo por adigéo
de leite Dbovino em queijo Dbubalino /
Sabrina da Silva Dias - 2012.

95 f£. : 1il.

Orientador: Ronoel Luiz de Oliveira
Godoy.

Tese (doutorado) - Universidade Federal

Rural do Rio de Janeiro, Curso de Pobs-
Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos.

Bibliografia: f. 80-95.

1. Tecnologia de alimentos - Teses. 2.
Leite bubalino - Teses. 3. Queijo - Teses.
I. Godoy, Ronoel Luiz de Oliveira, 1951-.
IT. Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro. Programa de Pés-Graduagdo em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. III.
Titulo.




UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO

INSTITUTO DE TECNOLOGIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE
ALIMENTOS

SABRINA DA SILVA DIAS

Tese submetida como requisito parcial para obtengcdo do grau de Doutor em Ciéncias, no
Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, area de Concentracao
em Tecnologia de Alimentos.

TESE APROVADA EM: 26/03/2012

Ronoel Luiz de Oliveira Godoy (DSc.) EMBRAPA
(Orientador)

Marco Antonio Sloboda Cortez (D.Sc.) UFF
(Membro)

Helena Souza Torquilho (D.Sc.) IFRJ
(Membro)

Elisa Cristina Modesto (D.Sc.) UFRRJ
(Membro)

Renata Gualhardo Borguine (D.Sc.) EMBRAPA
(Membro)



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me conceder a gracga de alcancar mais este degrau.

Aos meus pais, Olindina Francisca da Silva Dias e Jorge José Dias, e irmao, Leonardo José
da Silva Dias - pelo amor e confianga dedicados todo o sempre. Obrigada por cada dia em que
vocés acreditaram que eu conseguiria chegar ao final.

Ao meu marido e amigo de todas as horas, André Mendes da Cruz, pela paciéncia nas horas
de auséncia, por todo carinho e por me incentivar sempre.

Ao meu orientador, Ronoel Luiz de Oliveira Godoy, pela confianga e orientagdo em cada
etapa do trabalho.

A minha co-orientadora, Rosana Colatino Soares Reis, pelo incentivo, confianca e auxilio
antes e durante a tese.

Ao amigo, Sidney Pacheco, pela continua ajuda e atencdo em cada etapa da tese.

Aos meus amigos, Carolina Cunha, Ana Cristina, Daniel Filisberto, Claudio Bobeda pela
amizade e pela contribui¢do em cada ano deste doutorado.

Aos funciondrios e amigos do CTAA, Luzimar, Manuela, Renata pela paciéncia e
colaboragdo na parte pratica da tese.

A todos os amigos que conquistei nessa fase da minha jornada, que nossa amizade dure para
sempre.

A Coordenagio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pela concessdo
da bolsa de estudos.



“O que importa ndo é a vitéria, mas o

esforco, Nao é o talento, mas a

vontade, Ndo é quem vocé é, mas quem
»

quer ser.

Willian Douglas



RESUMO

DIAS, Sabrina da Silva. Determinacdo de adulteracdo por adicdo de leite bovino em
queijo bubalino. 2012. 95p. Tese (Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
Ciéncia dos Alimentos). Instituto de Tecnologia, Departamento de Tecnologia de Alimentos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

O leite de bufala apresenta um alto valor nutritivo e ¢ uma excelente matéria-prima para o
preparo de produtos lacteos, apresenta maiores teores de gordura, proteina, extrato seco total e
alguns minerais, em relacdo ao leite bovino. Porém, as flutuagdes na disponibilidade de leite
de espécies diferentes da bovina, e o pre¢o mais elevado em comparagdo ao leite bovino,
fazem surgir o incentivo para a adulteracdo de queijos tradicionais. A adi¢do fraudulenta de
leite de bovino em queijos elaborado com leite bubalino levara a perda nutricional e
econdmica para o consumidor. No nosso pais, nenhuma legislagdo atualmente relata técnica
para essa fun¢do, sendo assim, existe a necessidade de se desenvolver uma metodologia
pratica e confiavel para determinagdo de adulteragcdes desta natureza. Dessa forma, o estudo
teve como objetivo otimizar e validar método de ensaio para dosagem de beta-caroteno como
forma de determinar adulteracdo em mozzarella elaborada com leite bubalino, uma vez que,
segundo a literatura, diferencgas fisiologicas do bufalo em relagdo aos bovinos ocasionam uma
maior conversdo de carotendides provenientes da alimentacdo com forrageiras em retinol, o
que levaria a coloracdo branca dos derivados de origem bubalina, devido a auséncia quase
total de carotendides na sua constituicdo. As andlises foram realizadas na Embrapa
agroinduistria de alimentos no laboratério de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
utilizando amostras preparadas somente com leite bubalino e/ou misturadas com leite bovino
para identificacdo e quantificacdo de beta-caroteno, como marcador de autenticidade, e a
quantificacdo de retinol nesses derivados aos 60 dias e 200 dias apds a pari¢do, avaliando se o
periodo de lactagdo e o teor de gordura poderiam influenciar nos resultados. Para garantir a
confiabilidade dos resultados foram realizadas andlises dos parametros de validacdo de acordo
com os documentos de orientagdo recomendados por ANVISA e INMETRO, além da
verificacdo da eficiéncia do método de ensaio utilizando amostras comerciais de queijos. Os
resultados de validagdo para os métodos de ensaio mostraram que os métodos eram seletivos,
sensiveis e lineares para as andlises de beta-caroteno e retinol. Indicaram nao haver diferenca
significativa (p<0,05) nas quantidades de retinol, beta-caroteno e gordura no queijo e leite,
respectivamente, nos periodos de lactagdo avaliados, ndo havendo dessa forma influéncia
direta sobre o método de ensaio, e de acordo com os resultados da verificagdo da eficiéncia o
método se mostrou confiavel e eficiente para a determinagdo de adulteragdo de queijos
elaborados com leite bubalino na regido do Rio de Janeiro.

Palavras-chave: Leite Bubalino; Pr6-vitamina a; Queijo.



ABSTRACT

DIAS, Sabrina da Silva. Determination of adulteration for bovine milk addition in
bubalino cheese. 2012. 95p Thesis (Doctor in Sciences and Food Technology). Institute of
Technology, Department of Food Technology, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2012.

Buffalo milk has a high nutritional value and is an excellent element for the preparation of
dairy products, has higher levels of fat, protein, total solids and some minerals, compared to
bovine milk. However, fluctuations in the availability of milk from species other than cattle,
and the higher price compared to bovine milk, give rise to the incentive for adulteration of
traditional cheeses. The fraudulent addition of bovine milk in cheese made with buffalo milk
will lead to nutritional and economic loss to the consumer. In our country, legislation
currently no reported technique for this function, therefore, a need exists to develop a
practical and reliable determination of such tampering. Thus, the study aimed to optimize and
validate the test method for determination of beta-carotene as a way to determine adulteration
in mozzarella made with buffalo milk, since, according to the literature, physiological
differences Buffalo for bovine animals cause a greater conversion of carotenoids from feeding
fodder to retinol, which would lead to staining of the white buffalo derivatives of origin, due
to the almost complete of carotenoids in their constitution. Analyses were carried out at
EMBRAPA Food Technology in the laboratory of High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) using samples prepared only with buffalo milk and / or mixed with cow milk for
identification and quantification of beta-carotene, as a marker of authenticity, and
quantification of retinol in these derivatives at 60 days and 200 days after birth, assessing
whether the lactation period and fat could influence the results. To ensure reliability of the
results of the analyzes were performed validation parameters according to the guidance
recommended by ANVISA and INMETRO than verification of the efficiency test method
using commercial samples of cheese. The results of the validation to the test methods showed
that the methods were selective, sensitive and linear for the analysis of beta-carotene and
retinal. Indicated no significant difference (p <0.05) in the amounts of retinol, beta-carotene
and fat in cheese and milk, respectively, measured in periods of lactation, so no direct
influence on the test method, and according with the results of verification of the efficiency
the method proved reliable and efficient for the determination of adulteration of cheese made
with buffalo milk in the region of Rio de Janeiro.

Key Work: Bubalino milk; Pro-vitamin A; Cheese



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Valores efetivos para populagao bubalina no Brasil

Figura 2: Esquema de funcionamento basico de um cromatédgrafo liquido
Figura 3: Comparacdo do comprimento das fases C;s monomérica,
polimérica e C3p com comprimento molecular do beta-caroteno

Figura 4: Espectro de absorcdo na regido do ultravioleta em 3D (tg,
comprimento de onda (nm), concentracao) de extrato de figado bovino
Figura 5: Estrutura quimica do retinol

Figura 6: Estrutura quimica do beta-caroteno e seus isomeros 13-cis-beta-
caroteno

Figura 7: Absorcao de beta-caroteno pelas micelas na mucosa intestinal
Figura 8: Transporte pos-absorcdo do beta-caroteno para o figado e tecidos
extra-hepaticos

Figura 9: Clivagem simétrica e assimétrica do beta-caroteno em retinal e
apo-carotenoides

Figura 10: Delineamento experimental para condugdo do estudo

Figura 11: Bufalos mesticos da Fazenda Sao Judas Tadeu- Itaguai, RJ
Figura 12: Produtos utilizados para elaboracdo das amostras de queijo tipo
Mozzarella

Figura 13: Delineamento experimental para determinacdo de beta-caroteno
nas amostras de queijo bubalino e queijos misturados

Figura 14: Delineamento experimental para verificagdo da eficiéncia do
método utilizando amostras comerciais e preparadas com adicdo de leite
bovino

Figura 15: Isolamento do padrdo de retinol a partir de coleta no apice do
pico cromatografico

Figura 16: Preparacdo da coluna cromatografica abertura para separagao do
padrao de beta-caroteno

Figura 17: Cromatograma de extrato de figado a 380 nm, com espectros de
absor¢do na regido do visivel de beta-caroteno, 13-cis-beta-caroteno e 9-cis-
beta-caroteno

Figura 18: Padrdes isolado de extrato de figado (a): retinol (b) e beta-
caroteno (c)

Figura 19: Cromatograma para determinacdo de pureza da solucdo de retinol
isolado de figado bovino

Figura 20: a) Cromatograma (tg 4,9 minutos) e espectro de absor¢do na
regido do ultravioleta do retinol isolado, b) Cromatograma (tg 4,9 minutos) e
espectro de absor¢do na regido do ultravioleta do padrdo comercial de acetato
de retinol hidrolisado

Figura 21: a)Espectro de massas do retinol extraido de figado bovino obtido
por CLUE-MS, b) Espectro de massas do padrdo comercial de acetato de
retinol obtido por introducado direta por bomba de CLUE-MS

Figura 22: Proposta para fragmentacdo de retinol e acetato de retinol apos
passagem pela fonte de ionizacgdo, gerando o pico base m/z 269

Figura 23: Curva de calibracdo elaborada com padrao retinol

Figura 24: Grafico de residuos dos dados da curva de calibragao

Figura 25: Cromatograma de extrato de cenoura a 450nm, com espectros de
absor¢ao na regido do visivel de luteina, alfa-caroteno e beta-caroteno
Figura 26: Separacgao do extrato de cenoura em coluna aberta

15
16

18
20
21
25
26

27

30
31

33

33

34

37

42

49

50

50

52

53

54

55
56

59
60



Figura 27: Cromatograma para determinagdo de pureza da solu¢do de beta-
caroteno isolado de cenoura crua

Figura 28: Curva de calibragdo elaborada com padrdo de beta-caroteno
Figura 29: Grafico de residuos dos dados da curva de calibragao

Figura 30: Extracdo de beta-caroteno do queijo bubalino (a); Extracdo de
beta-caroteno do queijo bovino (b)

Figura 31: Perfil cromatografico e espectro de absorcao na regido do visivel
dos: queijo elaborado somente com leite bubalino (a) e queijo elaborado
somente com leite bovino (b)

Figura 32: Extra¢do de beta-caroteno do queijo bubalinos misturados com
leite bovino, nos tratamentos II (20%), 111 (50%), IV (80%), V (100%)
Figura 33: Cromatograma e espectro de absor¢do na regido do visivel do
beta-caroteno e 13-cis-beta-caroteno nos queijos adulterados tratamento II (a)
e 111 (b).

Figura 34: Cromatograma e espectro de absor¢do na regido do visivel do
beta-caroteno e 13-cis-beta-caroteno nos queijos adulterados tratamento IV
(a) e V (b).

Figura 35: Curva-padrao elaborada com leite bovino adicionada aos queijos
bubalinos

Figura 36: Correlagdo positiva entre % de adulteracdo x area de beta-
caroteno

Figura 37: Carta controle da concentracdo de beta-caroteno nas amostras
comerciais e preparadas com mistura de leite bovino e bubalino.

Figura 38: Carta controle da concentracdo de beta-caroteno dos queijos
comerciais elaborados somente com leite bubalino

61
61

63

65

66

67

69

70

71

71

73

74



LISTA DE QUADROS E TABELAS

Quadro 1. Contetdo de aminoacidos no leite de bovino e bubalino
Quadro 2. Conteudo de 4cidos graxos do leite de bufala
Quadro 3. Variagao dos componentes do leite de bufala segundo diferentes autores

Tabela 1. Elui¢ao da fase movel em gradiente durante corrida de 28 minutos

Tabela 2. Pontos da curva de calibragdo com as respectivas concentragdes de retinol
Tabela 3. Parametros, matriz dos fatores utilizados na determinagdo da robustez,
condigdes cromatograficas de andlise e alternativas na determinagao de retinol
Tabela 4. Pontos da curva de calibragdo com as respectivas concentracdes de beta-
caroteno

Tabela 5. Quantidade de gordura no leite bubalino no periodo de 60 dias e 200 dias
de lactacdo

Tabela 6. Valores de concentragio teérica e obtida (ug.mL™), Coeficiente de
Variacdo (%) e residuos dos valores utilizados para andlise de linearidade, faixa de
trabalho e precisao do método de ensaio para retinol

Tabela 7. Quantidade de retinol em relag@o ao teste de recuperacao (%)

Tabela 8. Efeito das condi¢des analisadas em relagdo a area, tempo de retencao e
concentragdo de retinol

Tabela 9. Quantidade de retinol presente nos queijos de origem bubalina (pug/100g)
Tabela 10. Valores de concentragdo tedrica e obtida (ng.mL™), Coeficiente de
Variacao (%) e residuos dos valores utilizados para andlise de linearidade, faixa de
trabalho e precisao do método de ensaio para beta-caroteno

Tabela 11. Quantidade de beta-caroteno em relagdo ao teste de recuperacao (%)
Tabela 12. Concentracdo de beta-caroteno nas amostras de queijo bubalino

Tabela 13. Area do beta-caroteno nos tratamentos de I a V.

Tabela 14. Concentragdo de beta-caroteno nas amostras comerciais ¢ misturadas
com leite bovino e bubalino

~ D

36
39
39

43

48

55

57

57

58

62

63
64

68
72



LISTA DE ABREVIACOES E SIMBOLOS

CLAE Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
CLUE Cromatografia liquida de Ultra Eficiéncia
DAD Detector de Arranjo do Fotodiodo

PCR Reacdo em Cadeia de Polimerase

ABCB Associagdo Brasileira de Criadores de Bufalos
IC Indice Crioscopico

QBI Queijo de Bufala 1 — animal 1

QB2 Queijo de Bufala 2 — animal 2

QB3 Queijo de Bufala 3 — animal 3

QB4 Queijo de Bufala 4 — animal 4

QB5 Queijo de Bufala 5 — animal 5

ABI Leite de Bufala 1 — animal 1

AB2 Leite de Bufala 2 — animal 2

AB3 Leite de Bufala 3 — animal 3

AB4 Leite de Bufala 4 — animal 4

ABS Leite de Bufala 5 — animal 5

DP Desvio Padrao

UA Unidade de Area dos picos cromatograficos



SUMARIO

1 INTRODUCAO

2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

2.2 Objetivo Especifico

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Bubalinocultura

3.2 Leite de Bufala

3.3 Queijo Mozzarella

3.4 Adulteracao de Produtos Lacteos

3.5 Técnicas de Deteccio de Adulteracoes

3.5.1 Métodos imunolégicos

3.5.2 Métodos baseados em DNA

3.5.3 Métodos eletroforéticos

3.5.4 Métodos espectroscopicos

3.5.5 Métodos cromatograficos

3.5.5.1 Cromatografia liquida classica

3.5.5.2 Cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE)

3.5.5.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

3.6 Retinol

3.7 Carotendides

3.8 Metabolismo de Carotendides em Ruminantes

3.9 Validacao Analitica

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Elaborac¢ao das Amostras

4.2 Divisdo das Amostras por Periodo de Lactagio

4.3 Determinaciao de Gordura

4.4 Procedimento de Extracio para Determinac¢io de Retinol

4.4.1 Extracao de retinol das amostras

4.4.2 Parametros cromatograficos para isolamento e quantificaciio de retinol
4.4.3 Isolamento de padrao de retinol

4.4.4 Parametros cromatograficos para identificacio do retinol por CLUE-EM
4.4.5 Quantificacio espectrofotométrica do padrao isolado

4.4.6 Determinacio do teor de pureza do isolado de retinol

4.4.7 Validacido do método de ensaio para determinacio de retinol

4.4.8 Analises estatisticas

4.4.9 Quantificacao de retinol

4.5 Materiais para determinacio de beta-caroteno

4.5.1 Extraciao de beta-caroteno das amostras

4.5.2 Parametros cromatograficos para determinacio de beta-caroteno
4.5.3 Isolamento de padriao de beta-caroteno

4.5.4 Determinacido da pureza do beta-caroteno isolado

4.5.5 Quantificacio espectrofotométrica do padrio isolado de beta-caroteno
4.5.6 Quantificacao de beta-caroteno

4.5.7 Validaciao do método de ensaio para determinacio de beta-caroteno
4.5.8 Analises estatisticas

4.6 Percentual de Adulteracgao

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinac¢io da Quantidade de Gordura pelo Método Butirométrico
5.2 Determinacio de retinol

5.2.1 Extrato de figado bovino

A AR RDEDRREDREERDADDLLLWOWOWWLLLLLWLWWINNR R = === === = OO0 010 O M
PP RP R R DO O R, SO0 A NN NN IR RS I RSO RRRLWLWRON ——~O



5.2.2 Quantifica¢do e determinacio do teor de pureza do retinol isolado
5.2.3 Valida¢ao do método de ensaio para determinacio de retinol
5.2.4 Quantidade de retinol nas amostras

5.3 Determinacio de Beta-caroteno

5.3.1 Extracio de beta-caroteno de cenoura crua

5.3.2 Isolamento de beta-caroteno a partir de cenoura com coluna aberta
5.3.3 Valida¢do do método de ensaio para beta-caroteno

5.3.4 Quantidade de carotendides nas amostras

5.4 Percentual de Adulteraciao

5.5 Verificacdo de Eficiéncia do Método de Ensaio

7 CONCLUSAO

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

50
50
58
59
59
59
60
63
67
72
79
80



1 INTRODUCAO

No Brasil, a criagio de bufalos vem se desenvolvendo em larga escala, com
crescimento anual de 4,3%, segundo censo do IBGE (2010). Esse rebanho se concentra
principalmente na regido Norte, com aproximadamente 64% do total, e a regido sudeste
apresenta em torno de 10% do total de 1.184mil animais.

O principal interesse nesses animais estd na exploracdo leiteira devido as
caracteristicas nos componentes do leite como gordura, maior teor de célcio e sélidos totais
que levam ao aumento do rendimento industrial quando este ¢ utilizado para elaboracdo de
derivados, sendo o principal o queijo mozzarella.

Segundo estudos de diferentes autores, a transformagdo do leite em derivado ¢ mais
lucrativa para o produtor, podendo chegar a um aumento de lucro na faixa de 580% entre o
preco da venda do leite e o produto pronto.

Devido ao preco diferenciado e as flutua¢des na disponibilidade do leite bubalino, a
presenca de fraudes no mercado sdo incentivadas. Essas fraudes ocorrem principalmente por
adicdo de leite bovino ao leite bubalino, o que leva a perda nutricional e econdmica ao
consumidor.

Assim, diversos autores, utilizam diferentes técnicas para determinacdo dessas
adulteracdes como, por exemplo, técnicas imunolédgicas, técnicas de PCR, eletroforese,
espectroscopia de infravermelho e métodos cromatograficos, determinando principalmente
proteinas do leite. Porém, apenas a legislacdo européia determina uma metodologia oficial,
que utiliza a determinagdo de proteina por eletroforese. No nosso pais, nenhuma legislacdo
atualmente relata técnica para essa funcdo, sendo assim, existe a necessidade de se
desenvolver uma metodologia pratica e confiavel para determinacdo de adulteragdes desta
natureza.

Dessa forma, o estudo teve como objetivo otimizar e validar método de ensaio para
dosagem de beta-caroteno como forma de determinar adulteracdo em mozzarella elaborada
com leite bubalino, uma vez que, segundo a literatura, diferencas fisiologicas do bufalo em
relacdo aos bovinos ocasionam uma maior conversio de carotendides provenientes da
alimentagdo com forrageiras em retinol, o que levaria a colora¢do branca dos derivados de
origem bubalina, devido a auséncia quase total de carotendides na sua constituicao.

Outro ponto a ser pesquisado no estudo esta relacionado a quantidade de retinol
presente nesses derivados. Uma vez que, este fator fisioldgico representaria uma vantagem no
consumo de derivados bubalinos, visto que, consumindo a forma ativa de vitamina A haveria
maior biodisponibilidade desse nutriente, reduzindo perdas com conversdo e facilitando o
processo de absor¢do. Acrescentados mais dados a literatura, em vista da escassez de estudos
relacionados a esse tema para espécie de bubalinos.



2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Otimizar e validar método de ensaio para dosagem de beta-caroteno como marcador
de autenticidade em queijos do tipo mozzarella elaborado com leite bubalino de animais
mesticos, assim como, determinar o conteido de retinol nesses produtos, em dois periodos de
lactacdo, aos 60 dias e 200 dias apos parigao.

2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar a quantidade de beta-caroteno em mozzarella bubalina por CLAE;

e Avaliar a quantidade de retinol em mozzarella bubalina por CLAE;

e Avaliar a variabilidade do teor de gordura no leite de bufala nos diferentes periodos de
lactagao;

e Analisar se haveria alteracdo nos componentes lipossoluveis (retinol e beta-caroteno)
do leite bubalino em diferentes periodos de lactagdo;

e Avaliar os parametros de validacdo em relagdo ao método de ensaio para quantificacdo
de beta-caroteno;

e Avaliar os parametros de validacdo em relagdo ao método de ensaio para quantificagcdo
de retinol;

e Verificar a eficiéncia de método de ensaio, para a fun¢do desejada, através da andlise
de produtos lacteos comerciais de origem bubalina, bovina € com mistura do leite
dessas duas espécies por CLAE.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1. Bubalinocultura

Os bufalos domésticos sdo originarios do continente asiatico, apresentam 19 racas
distribuidas pelo mundo, incluindo “bufalo do pantano” da raga Carabao destinado
principalmente para trabalho e produ¢do de carne, e os “bifalos de rio” das racas Murrah,
Jafarabadi, Mediterraneo, mas comuns no Brasil. Na escala zoologica o bufalo doméstico ¢
agrupado na sub-familia Bovide, género Bubalus, espécie bubalus bubalis, sendo esta dividida
em bubalus bubalis var. kerebau denominada “bufalo de pantano” com 48 cromossomos € 0
bubalus bubalis sp. conhecido como “biifalo de rio” com 50 cromossomos (PATINO, 2009).

A introdugdo de bufalos no Brasil data do fim do século XIX, entre 1900 — 1920, onde
a raga Carabao foi introduzida na Ilha de Maraj6 (PA), seguida dos bufalos de origem italiana,
da raga Mediterraneo considerados atualmente raga de patrimdnio italino (PATINO, 2009), e
desse cruzamento surgiram os bufalos pretos de Marajo, raca semelhante ao bufalo
mediterraneo italiano (ZAVA, 1984).

O interesse na criacdo bubalina encontra-se na exploracdo leiteira, devido as
caracteristicas fisico-quimicas do leite e fisiologica do animal que garante aos produtores
retorno econdmico e comercial, pois apresentam menor custo por litro de leite produzido, com
valor de venda superior ao leite bovino, onde a produ¢do ¢ destinada em sua totalidade a
produgdo de queijo mozzarella, produto de alto valor de mercado (ARAUJO et al., 2011;
MATTOS, 2007; VIEIRA et al., 2009).

Embora o gado bovino seja o mais representativo na pecudria nacional, tanto para
corte como para producdo de leite, a bubalinocultura vem rapidamente se difundindo em
diversas regides do pais (OLIVIERI, 2004). Segundo Patifio (2009), nos ultimos cinquente
anos o crescimento da produgdo de leite de bpufala foi de 301%, enquanto de leite bovino, no
mesmo periodo foi de 59,3%, o de cabra 85% e o de ovelha 54,5%, o que demonstra o
crescente interesse dos produtores pela criacdo de bufalos.

O sistema estatistico oficial relata a quantidade em 1.184.511 milhdes animais no ano
de 2010 (IBGE, 2010). Segundo esses dados, do total de 1.184 milhdes, a regido Norte
concentra 63,6%, a regido Nordeste 10,2%, a regido sudeste 10,3 %, regido sul 10,5%, e
Centro-oeste 5,5% (Figura 1). Sendo o principal estado criador o Para com 38,6% dos
animais, seguido do Amapa com 18,1%. No sudeste, o estado do Rio de Janeiro apresenta
6.168 animais totalizando 0,5% e o estado de Sao Paulo 71.994 animais com 6,1% (IBGE,
2010). Entre os anos de 2009 e 2010, ultimo censo realizado para produgdo pecudria
municipal, o crescimento anual do bubalinos foi de 4,3% bem maior que crescimento anual de
bovino com 2,1%, demonstrando o crescente interesse dos produtores na criagdo desses
animais.

Segundo estudos de Vieira et al., (2009) existem pelo menos 150 industrias
produzindo derivados de leite de bufala, que obtém 18,5 mil toneladas de derivados, gerando
faturamento de US$ 55 milhdoes de dolares aos lacticinios e, aproximadamente, US$17
milhdes aos criadores. Esses dados corroboram com o estudo realizado por Seno, Cardoso e
Tonhati (2007) avaliando os valores econémicos de produciao de bubalinos e concluiram que
seria mais vantajoso para o produtor a produgdo de leite destinado ao sistema de elaboracao
de queijo mozzarella do que a venda do leite para laticinios especializados. Em estudos
realizados por Bernardes (2010), o preco recebido pelo produtor por cada litro de leite pode
chegar a R$0,80, em contra partida, o varejo pode receber até R$ 5,50 por litro desse leite
oferecido como derivado, representando um aumento de 587,5% no valor de venda dos
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produtos bubalinos. Nesse contexto, a Associacdo Brasileira de Criadores de Bufalos — ABCB
(2011) oferece suporte técnico para melhoria da produgdo, através da rastreabilidade dos
animais e melhoramento genético, auxiliando na organizacdo da cadeia produtiva de leite
bubalino, incentivando o marketing (selo 100% pureza), obtendo assim melhor remuneracao
para os produtores.
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Figura 1: Valores efetivos para populagdo bubalina no Brasil
Fonte: Adaptada de IBGE, 2010.

Uma caracteristica que afeta a produ¢@o de derivados lacteos ¢ a atividade reprodutiva
sazonal dos bufalos. Os animais sdo relatados pela literatura como poliéstricos estacionais de
dias curtos (ARAUJO et al., 2011; BASTINETO, 2005). Essa caracteristica herdada dos
ancestrais provenientes da India influencia na época do parto e consequentemente da lactagio
dos animais.

A variagdo na quantidade de luz sinaliza para os animais o periodo favoravel para
reproducdo (fotoperiodo positivo — aumento da fertilidade na primavera e verdo), com
objetivo de coincidir a época de parto e desmame em estacdes climaticas favoraveis em
relagdo a temperatura e alimento para os filhotes. Os animais apresentam estacionalidade
reprodutiva mesmo em ambientes que oferecam pequena variagdo nas quantidades de horas
de luz (proximos a linha do equador), provavelmente devido a alteragdes no suprimento de
forragens e conforto térmico. Quanto maior a distancia da linha do equador, maior o efeito
sobre a reprodutividade dos animais. (ARAUJO et al., 2001; BASTINETTO et al., 2005.) A
concentragdo de partos nas estagdes de outono e inverno ocasiona um défict na oferta, pois
nos periodos de verdo, quando ha aumento da demanda, a disponibilidade do produto ¢
reduzida, o que pode favorecer os laticinios a recorrer a leites de outras espécies, prejudicando
a qualidade do produto final (AMARAL et al., 2005; BERNARDES, 2007; MACEDO et al.,,
2001; VIEIRA et al., 2009). Uma das alternativas para esse efeito sobre a produtividade sao
as politicas de intervencdo realizada pelas fazendas associadas a Associacdo Brasileira dos
Criadores de Bufalos (ABCB) que em associacdo com universidades e EMBRAPA —
Amazonia Oriental, utilizam o programa de desestacionalizagdo para bufalas que manifestam
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comportamento estaciondrio reprodutivo, com planejamento dos acasalamentos, assim como o
melhoramento genético dos animais, com objetivo de atender a necessidade de alteragdo do
calenddrio natural de partos das bufalas para satisfazer a maior demanda comercial de
mozzarella na primavera e no verdo (PROMEMBUL, 2005).

3.2 Leite de Bufala

O leite de bufala possui um alto valor nutritivo e ¢ uma excelente matéria-prima para o
preparo de produtos lacteos, apresenta maiores teores de gordura, proteina, extrato seco total e
alguns minerais, em relacao ao leite bovino (VERRUMA, SALGADO, 1994; PALOMINO,
SANGAMA, 2002). Por essa razdo, a grande importancia desse alimento estd na
transformagdo em derivados, uma vez que a composicao peculiar possibilita um alto
rendimento industrial (ARAUJO et al., 2011; COELHO et al., 2004; OLIVIERI, 2004;
VIERA et al., 2009).

As proteinas do leite de bufala sdo similares as do leite bovino, porém nao sdo
idénticas nem estdo nas mesmas propor¢des (Tabela 1). O leite de bufala apresenta uma
variacdo de 3,63 a 5,26%, enquanto que, para o leite bovino, a variacdo ¢ de 3,25 a 3,90%
(FAO, 1991). Estudos relatados sobre a quantidade de aminoacidos mostram que a caseina do
leite de bufala possui 25,5% de aminoédcidos essenciais a mais que o leite bovino
(VERRUMA, SALGADO, 1994). Segundo estudos de Angulo, Noguera, Berduro (2005)
essas alteragdes estdo relacionadas as caracteristicas digestivas da fisiologia diferenciada de
bubalinos em rela¢ao a bovinos.

Quadro 1. Contetido de aminoacidos no leite de bovinos ¢ bubalinos.

. Leite
Aminoacidos (g/g prot.) Bubalino  Bovino
Lisina 10,30 8,22
Triptofano 1,11 1,48
Treonina 5,66 3,97
Cistina 0,42 0,91
Valina 8,40 5,29
Metionina 3,52 3,02
Isoleucina 7,36 4,50
Leucina 12,61 8,84
Tirosina 4,71 4,44
Fenilalanina 6,22 4,25

Fonte: Verruma, Salgado, 1994.

Em relagdo a quantidades de proteina, segundo Tonhati, Canaes, Lima (2004), 100g de
nitrogénio do leite bubalino equivalem a 89 — 96% de nitrogénio protéico, proveniente de
caseina e proteinas do soro, ¢ 4 — 11% de nitrogénio ndo-protéico, representado por
aminoacidos livres, uréia, acido urico e produtos do metabolismo do animal. Do total de 100
mL do leite bubalino 77-79% sdo de caseinas e 21-23% de proteinas do soro, onde as fracdes
asl, as2, Bex correspondem a 4%, 6,3%, 35% e 4%, respectivamente, do total dos
diferentes tipos de caseinas (AMARAL et al., 2005), sendo qualitativamente semelhantes,
porém, quantitativamente diferentes (HUSSAIN et al., 2011).

Segundo estudos de Hussain et al. (2011), a solubilidades das caseinas, bubalina e
bovina, sdo diferentes. A caseina encontrada no leite bovino ¢ mais soltivel que a presente no
leite de bufala, alterando suas caracteristicas reologicas, assim o tempo de coalha da
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mozzarella bubalina ¢ reduzido devido a melhor agdo da quimosina na produ¢do de coalho
mais firme e liso. Em exame ao microscopio eletronico, Ganguli (1979), demonstrou que as
micelas de caseina do leite de bufala possuem maior tamanho, susceptibilidade a agdo das
enzimas, heterogeneidade de composi¢do e componentes minerais contendo mais calcio e
fosforo em relag@o as da espécie bovina, sendo as micelas de caseina desta ultima mais opaca.

Verruma, Oliveira, Salgado (1993) encontraram niveis altamente satisfatorios como
91,86% de digestibilidade, 62,77% de NPU (“Net Protein Utilization) e 68,33% de valor
biologico. Ja para a observac¢do da porcao ingerida do queijo de bufala e ndo excretada nas
fezes in vitro, esse mesmo estudo encontrou 93,70% em relacdo ao extrato seco. Esse
aumento na utilizagdo das proteinas, segundo os autores referidos, pode ser devido a
alteragdes realizadas na producdo do queijo, melhorando sua digestibilidade.

O leite de bufala ¢ mais rico em certos minerais do que o leite bovino, especialmente
em cdlcio. Os teores médios de célcio apresentados pelo leite de bufala e bovino sdo 1,88 e
1,30g por 100g de extrato seco, respectivamente (VERRUMA, SALGADO, 1993), sendo que
este conteudo estd na sua maior parte na forma coloidal.

Das vitaminas presentes no leite de bufala, a vitamina A ¢ a que apresenta maior
destaque, ndo s6 pela quantidade, mas pela coloragdo acentuadamente branca que refere ao
leite, devido a auséncia quase total de pigmentos carotendides que sdo responsaveis pela
coloracdo amarela nos produtos elaborados com o leite de bovino (AMARAL et al., 2005;
COELHO et al., 2004; FAO, 1991; MATTOS, 2007, VERRUMA, SALGADO, 1994). De
acordo com Fonseca (1986), mesmo que as bufalas consumam altas doses de caroteno, nao
ocorrem mudangas na cor do leite, embora os valores de vitamina A no leite de bufala possam
ser iguais ou levemente superiores aos encontrados no leite bovino. Segundo estudos de
Palomino, Sangana, (2002) o leite bubalino sé apresenta residuos de carotendides devido ao
processo de conversdo de carotendides em vitamina A operar de forma mais eficaz que no
leite bovino, de acordo com o que sera sugerido posteriormente.

O teor de solidos totais do leite de bufala ¢ bem maior do que o de bovino, com uma
média de 16% para o leite de bufala e por volta de 12% para o leite de bovino (SHALASH,
1988). Para Neves (1985), houve uma variacao de 18 a 20% que se deve principalmente ao
elevado teor de gordura no leite de bufala. Devido a elevada quantidade de gordura e de
solidos totais no leite de bufala em relagdo ao de bovino, o valor calérico do bubalino é
superior ao bovino, variando de 100 a 114,4 Kcal por 100g (FERRARA, INTRIERI, 1975),
possuindo em média 30 a 40% a mais de calorias (VERRUMA, 1990).

Esses valores sdo importantes para a industria lactea, pois afetam diretamente o
rendimento do produto, significando lucro para empresa ou produtor (COELHO, 2004).

Em func¢do do teor de extrato seco total do leite, para a elaboragdo do queijo
Mozzarella sdo necessarios 5,5 litros de leite para a obtengdo de um quilo de queijo (CITRO,
1981; NEVES, 1985). Em trabalhos citados por Bonassi et al. (1982), o queijo Mozzarella de
leite de bufala obteve rendimento superior em relagdo ao elaborado com leite de bovino. Da
mesma forma, Rossi (1977) mostrou que o rendimento do queijo com leite bovino foide 13 a
15% e com leite de bufala de 20 a 25%, devido ao elevado teor de s6lidos totais e de gordura.

Entre os componentes do leite de bufala, a gordura ¢ a que apresenta maior variacao
percentual. Os valores mais frequentemente encontrados oscilam entre 5,5-8,5% (FERRARA,
INTRIERI, 1975, VERRUMA, SALGADO, 1994), valores altos quando comparados com a
média para o leite bovino integral de 3,4% (SILVEIRA et al., 1989). Ainda, segundo
Palomino, Sangana, (2002) a concentracdo de gordura no leite bubalino corresponde ao dobro
do leite bovino, com percentuais 7,5% e 3,5%, respectivamente.

Para Ferrara e Intrieri (1975), o tamanho do globulo de gordura do leite de bufala
oscilou entre 3,5 ¢ 7,5 nm e adquire maiores dimensdes nos estdgios mais avangados de
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lactacdo. Ja Neves (1985) relata uma variacao entre 4,1 a 4,8 nm, enquanto que o leite bovino
situa-se entre 3,6 € 4,0 nm.

O colesterol estd presente em quantidades pequenas e variaveis nos leite bovino e
bubalino, havendo aumento marcante no final da lactagdo. Segundo estudos realizados por
Prasad e Pandita (1990), os resultados apresentados foram 16 e 20 mg de colesterol em
100mL de leite de bufala e bovino, respectivamente.

A gordura do leite de bufala apresenta teores de acidos graxos saturados ao redor de
64% (TONHATI, CANAES, LIMA, 2004), com maiores concentragdes de acido palmitico
(C16:0) e estearico (C18:0) (VERRUMA, SALGADO, 1994), sendo uma vantagem para
saude, ja que o acido graxo C18:0 sdo considerados 4cidos graxo neutro, ndo afetando os
niveis séricos de colesterol em humanos, conforme demonstrado na tabela 2. Os acidos graxos
insaturados constituem 36% do total, como exemplo, o 4cido olé¢ico (C18:1), linoléico e
palmitoléico (TONHATI, CANAES, LIMA, 2004; VERRUMA, SALGADO, 1994).

Quadro 2. Conteudo de 4cidos graxos do leite de bufala.

Acidos Graxos %
C6:0 caproico 0,99
C8:0 caprilico 0,55
C10:0 caprico 1,06
C12:0 laurico 1,74
C14:0 meristico 8,66
C15:0 pentadecanoico 1,25
C16:0 palmitico 32,58
C18:0 estearico 16,67
C20:0 araquidico 0,30
C14:1 miristoleico 0,38
C16:1 palmitoleico 1,82
C18:1n9 oleico 29,97
C18:2n6 linoleico 2,30
C18:n3 linolénico 0,32
C20:1n9 cis-11 eicosenoico 0,31
Acidos graxos insaturados (AGI) 35,69
Acidos graxos saturados (AGS) 64,35

Colesterol 0,026mg.g-1

Fonte: Tonhati et al., 2004.

Segundo a FAO (1991), o teor de lactose no leite bubalino pode variar de 4,40 a
5,07%, sendo que Rossi (1977), em estudos feitos na Italia, apresentou valores similares em
torno de 4,60%. Neves (1985) afirma que o teor de lactose do leite de bufala ¢ de 5,66%,
Coelho (2004), avaliando o teor de lactose para a Bacia Leiteira do Estado de Sao Paulo,
encontrou valores de 5,02%.

Em relacdo as caracteristicas fisico-quimicas, uma vez que ocorrem diferengas nos
componentes principais do leite bubalino, ocorrem mudangas peculiares em relagdo a essas
caracteristicas nos bubalinos. Segundo estudos de Cunha Neto (2003) e Teixeira, Bastinetto,
Oliveira, (2005), a densidade do leite de bufala varia conforme os meses de lactagdo, com
niveis entre 1,025 e 1,047 g/mL, segundo a Instru¢cdo Normativa 62 (BRASIL, 2011) para o
leite bovino os valores de densidade variam de 1,028 a 1,034 g/mL. Em relagdo ao pH,
segundo Cunha Neto (2003) o pH variou de 6,41 a 6,97, com acidez entre 20° a 22,3°D para o
leite bubalino. J& para Teixeira, Bastinetto, Oliveira, (2005) os valores de acidez encontrados
sdo menores, com valores de 140 a 20°D, Palomino, Sangama, (2002) relatam valores de pH
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entre 13-18°D, devido ao elevado teor de caseina. Para o leite bovino, os valores encontrados
por Gonzalez (2001) estdo na faixa de 10-17-D e o pH entre 6,6 — 6,9. O indice Crioscopico
(IC) oscila entre -0,531 e -0,548°c (CUNHA NETO, 2003) e para o bovino de -0,512°C a -
0,531°C (BRASIL, 2011).

Segundo a Resolugdo SAA - 3, de 10 de janeiro de 2008 (SAO PAULO, 2008) que
regulamenta as normas técnicas sobre as condig¢des higi€nico-sanitdrias minimas necessarias
para aprovagdo, funcionamento e re-aparelhamento dos estabelecimentos destinados a leite e
produtos lacteos considera-se normal que o leite de bufala in natura contenha:

e Teor de Gordura Minimo de 4,5%;

e Acidez (°D) entre 14-23°D;

e pH entre 6,40 e 6,90;

e Extrato Seco Desengordurado (E.S.D.) com no minimo 8.57%;
e Densidade a 15°C de 1,028 ¢ 1,034

o Indice Crioscoépico entre -0,520 e -0,570

Os valores encontrados sobre a composicao do leite de bufala sdo variados (Tabela 3),
pois condi¢cdes de clima, estacdo do ano, alimentagdo, raca, manejo, nimero de lactagdes,
época do parto, e quantidade de leite produzido influenciam na obtengdo do produto final
(AMARAL et al, 2005; TONHATI et al, 2004; VERRUMA, SALGADO, 1994). Por
exemplo, o comportamento reprodutivo sazonal das bufalas reserva para o outono a época de
monta e consequentemente o verdo para estacdo de paricdo, alterando a composicdo e
quantidade de leite produzido nestas distintas épocas do ano (AMARAL et al., 2005).

Quadro 3. Variagdes dos componentes do leite de bufala segundo diferentes autores.

Componentes Leite Bubalino %  Leite Bovino %
7.10" 3.80"
8.16 3.68
Gordura 6.85° -
12,4° 4,00’
6,83" ;
4.50" 3.80"
4.77 -
Proteina 4,0 1° -
4,23° -
6,03 3,5
Calcio 1.88* 1.30
Fésforo 0.90 0.90
Vitamina A (retinol) 61,28ug’ 55,65 g’
Lactose 4.83* 4.74*

Fonte: Adaptada de VERRUMA, OLIVEIRA, SALGADO 1993'; VERRUMA, SALGADO, 1994%;
PALOMINO, SANGAMA, 2002°, COELHO et al., 2004*, AMARAL, 2005°, ARAUJO et al., 2011°.

Essas caracteristicas do leite de bufala comprovam sua potencialidade na utilizagao
tanto para o consumo in natura quanto para matéria-prima na elaborac¢do de produtos lacteos
que podem variar conforme a cultura de cada regido. No Brasil sdo produzidos queijos
tradicionalmente feitos com o leite de bufala, como o queijo Mozzarella, queijos nacionais
como o Marajoara, o Provolone, a Ricota, Coalho, Queijo minas e o Mascarpone. Cada tipo
de queijo requer uma técnica de producdo especifica sendo que, quando processados a partir
do leite de bufala, geralmente apresentam maior rendimento. Além dos queijos, também sdo



elaborados outros produtos lacteos com o leite bubalino, como o iogurte e o doce de leite
(TEIXEIRA et al., 2005).

3.3. Queijo Mozzarella

O queijo mozzarella ¢ um produto de origem italiana que apresenta formatos
irregulares (retangulares, esféricos, periformes ou ovoides), com pesos varidveis de poucos
gramas até varios quilogramas; de coloragdo branca, ndo maturado, consumido puro ou
fazendo parte de inimeros pratos quentes e frios, sanduiches, pizzas e saladas (VALLE et al.,
2004). Segundo Fox, Guinee (1987), a producdo inicial de queijos de massa filada era
concentrada no sul da Itélia, regido da Campana — perto de Népoles e na Sicilia, utilizando-se
frequentemente o leite da espécie bubalina como matéria-prima.

A mozzarella ¢ um queijo do grupo de massa filada, apresentando a propriedade de
formar fios, em determinadas condi¢des de pH e acidez, quando parte do calcio ¢ eliminada
do complexo fosfocaseinato, caracterizando o processo de desmineralizacdo da coalhada.
Segundo o Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal
(RIISPOA), o queijo tipo mozzarella é o produto obtido a partir do leite pasteurizado, de
massa filada e ndo prensada, entregue ao consumo até cinco dias apos a fabricacdo, devendo
apresentar-se com formato variavel, entre cilindrico chato e paralelepipédico, peso de 15g a 4
kg, crosta fina, consisténcia de massa semi-dura, textura compacta e fechada, cor branco-
creme ¢ homogénea (BRASIL, 1952).

Na tecnologia tradicional, o leite cru integral ¢ inoculado com coalho e cultura starter
natural para alcancar pH de 5,3 a 5,4 para que a massa possa ser filada (MONTEIRO et al.,
2007). Para este tipo de produto utilizam-se culturas termofilas contendo Streptococcus
thermophilus e bacilos lacticos como Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii, Lb.
delbrueckii ssp. bulgaricus, Lb. delbrueckii ssp. lactis ou Lb. helveticus (PERRY, 2004).
Outro ingrediente indispensavel ¢ o cloreto de calcio, utilizado em leite pasteurizado, com
objetivo de repor parte do célcio precipitado pelo tratamento térmico da pasteurizagdo, sendo
imprescindivel para que ocorra a coagula¢do, aumentando sua firmeza e consequentemente
facilitando a filagem. O coalho adicionado pode ser de origem animal, proveniente do
estomago de alguns mamiferos, renina, ou sintetizado por Aspergillus niger var. awamori,
quimosina, cuja fung¢do ¢ hidrolisar a ligacdo phel05-met106 da k—caseina provocando a
coagulagdo do leite (MONTEIRO et al., 2007). Esta coagulagdo se origina de modificagdes
fisico-quimicas da «—caseina como liberagdo da fracdo terminal da k—caseina, o
glicomacropeptideo, redu¢do da carga superficial da micela o que ird diminuir o grau de
hidratacdo das micelas, diminuindo a repulsdo entre micelas e a interagdo caseina-agua, com o
correspondente aumento da atracdo entre micelas, aumentado assim a sensibilidade de
agregacdo da para-x-caseina, formando entdo a coalhada (VARNAM, SUTHERLAND,
1995).

A acidificacdo da massa ¢ uma etapa muito importante e deve ser cuidadosamente
controlada, pois a conversdo da dicalcio-paracaseina em monocélcio-paracaseina, dard a
elasticidade adequada ao queijo (SILVA et al., 1999).

A filagem consiste em tratar amostras da coalhada com 4dgua quente, formando fios e
moldando repetidamente a massa (SILVA et al., 1999).

Ap0s a filagem moldam-se os queijos na forma de bolas ou outra forma desejada, e,
em seguida, sdo colocados em 4gua a 10 C. As salgas dos queijos sio realizadas em salmoura
a 17% por aproximandamente 30 minutos, de acordo com peso e tamanho, e apos secagem,
acondicionados em embalagens plasticas e mantidos sob refrigeragio a temperatura de + 8 C
(VERRUMA-BERNARDI et al., 2000).



Autores como Ferrara, Intrieri (1975), Bonassi et al., (1982) e Verruma, Oliveira,
Salgado (1993) mencionam que o percentual de umidade nesse tipo de queijo oscila entre 38 e
48%. Para Castaldo (1960), a mozzarella da Itdlia possui umidade em torno de 57%. A
legislacdo do estado de Sao Paulo estabelece um valor maximo de umidade de 58% para esse
produto (SAO PAULO, 1992).

O queijo mozzarella pode ser encontrado em liquido de conservacio (que contém sal e
acido citrico), em embalagem plastica a vacuo, ou com atmosfera modificada (com nitrogénio
e dioxido de carbono), sendo que essas duas ultimas apresentagdes aumentam o periodo de
validade comercial do produto (TEIXEIRA et al., 2005).

3.4. Adulteracao de Produtos Lacteos

O que define uma fraude, segundo Oetterer (2008), sdo as atuacdes de fatores
circunstanciais ou deliberadamente provocados que, incidindo sobre os alimentos
isoladamente ou em combinacdo, desmerecem os alimentos comercialmente e provocam
prejuizos ao consumidor de ordem biologica e econdmica, além de serem antiéticos e
conflitarem com a legislacdo bromatologica. Esses procedimentos sdo ocasionados muitas
vezes pelo valor agregado de algum dos componentes do alimento, ou até do produto na
integra.

As flutuagdes na disponibilidade de leite de espécies diferentes da bovina, € o preco
mais elevado em comparacdo ao leite bovino, fazem surgir o incentivo para a adultera¢do de
queijos tradicionais (PERES, VELOSO, DIAS, 2012). A adicao fraudulenta de leite de bovino
em queijos que deveriam apenas conter leite de bufala podera levar a uma perda nutricional e
a uma perda econdmica para o consumidor.

Sdo considerados matérias-primas ou produtos fraudados aqueles que apresentem
“modificagcdes espontaneas ou propositais” de natureza fisica, quimica ou bioldgica que
alterem caracteristicas sensoriais, sua composi¢do intrinseca, comprometendo seu valor
nutritivo. Assim o produto pode ser considerado adulterado quanto tenha sido empregada
substancia de qualquer qualidade, tipo ou espécie diferente das expressas na formulagdo
original (BRASIL, 1952).

A garantia de que o consumidor estd comprando o que descreve o rotulo do produto
em termos de qualidade microbiolégica, quimica, fisica e econdmica, ¢ fiscalizado pelo
Codigo de Defesa do Consumidor. Com esse c6digo o consumidor ganha protecdo a vida e a
saude, contra a publicidade enganosa e abusiva, garantia de indenizacdo, bem como o acesso a
justica e a informagao (BRASIL, 1990).

O Codigo Penal Brasileiro especifica a defini¢do de adulteracdo no capitulo III “Dos
crimes contra a saude publica”, no artigo 272, “Corromper, adulterar, falsificar ou alterar
substancias de produtos alimenticios destinados ao consumo, tornando-o nocivo a saude ou
reduzindo-lhe o wvalor nutritivo”, com pena de reclusdo, de 4 a 8 anos e multa
(CONSTITUICAO FEDERAL, 2007).

O Ministério da Agricultura (MAPA), Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o
Codigo de Defesa do Consumidor respaldam o consumidor na hora de exigir as caracteristicas
dos produtos oferecidos no comércio do pais. A RDC (Resolucao da Diretoria Colegiada) ne
259, de 20 de setembro de 2002, o Decreto-lei ne 986, de 21 de outubro de 1969, e Portaria ne
157, de 19 de agosto de 2002, determinam os componentes presentes nos rétulos das
embalagens de produtos de origem animal e lacteos. A rotulagem deve estar de acordo com a
elaborac¢do do produto, sua origem, peso, marca, denominagdo de venda, sendo obrigatorios a
lista de ingredientes, a validade e o lote. Dessa forma a lei ne 8078, de 11 de setembro de
1990, que se refere ao codigo de defesa do consumidor, ampara o consumidor de possiveis
alteragdes provocadas pelo produtor na rotulagem, levando a interpretagdes duvidosas quanto
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aos componentes originais, sendo um direito basico do consumidor, a informagdo clara,
adequada, com especificagdes corretas da quantidade e qualidade do produto, além da
protecdo contra a publicidade enganosa no produto final.

A pratica de mistura de leites para a producdo de queijo tipo mozzarella prejudica os
consumidores, pois, estas podem chegar a 78% de leite bovino em 22% de leite bubalino
(DIAS, 2009). O consumo de produtos lacteos de caprinos, ovinos e bubalinos, além de
representarem uma iguaria especial, em relacdo as caracteristicas sensoriais, como aroma e
sabor, apresentam relagdo com razdes nutricionais, econdmicas e religiosas.

Para garantir a autenticidade desses produtos, existem inimeros trabalhos que relatam
os resultados positivos da utilizagdo de técnicas imunoldgicas, PCR, -eletroforese,
espectroscopicos, e cromatografico, utilizando como marcadores de autenticidade,
principalmente, proteinas do soro e caseinas.

3.5 Técnicas de Deteccao de Adulteracoes
3.5.1 Métodos imunolégicos

Diversos métodos imunoldgicos, para deteccdo de fracdes de caseina bovina, podem
ser encontrados na literatura. No inicio dos anos 70, o desenvolvimento de técnicas
imunoloégicas que utilizavam a enzima como marcador tornou esses testes aplicaveis a
alimentos (VELOSO et al., 2008).

A técnica imunologica estd baseada na presenca de antigenos e anticorpos em uma
amostra, no caso, fragdes especificas de proteinas do leite bovino. Como anticorpos, sao
utilizados os monoclonais, (células homogéneas derivadas de uma célula produtora de
anticorpos, onde todos os anticorpos possuem a mesma especificidade necessaria para um
antigeno), ou policlonais (clones de células tunicas propagadas em meio de cultura com uma
unica especificidade), altamente especificos, que ao reagirem formam um complexo antigeno-
anticorpo precipitado (BENJAMINI, 2002).

Embora haja outras técnicas para analise de adulteracdo baseada na determinacdo de
proteinas, o método imunologico ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent assay ou Ensaio de
Imunoabsor¢do ligado a enzima) mantém-se como alternativa viavel devido a sua
simplicidade, baixo tempo de elaboragdo, especificidade e sensibilidade (BORKOVA,
SNASELOVA, 2005), além de ndo requerer equipamentos especializados (ASENSIO et al.,
2008). Para Richter et al., (1997), o ELISA indireto apresenta sensibilidade de 1 - 10% em
leite ou queijo.

Existem duas variagdes para o teste ELISA, segundo Asensio et al., (2008): o ELISA
indireto, utilizando dois anticorpos, um especifico ao antigeno e outro conjugado a enzima.
Neste, o segundo anticorpo dard a reacdo enzimatica, que quando presente poderd ser
observada e quantificada por diferentes técnicas. Na segunda forma mais utilizada, o ELISA
sanduiche, o antigeno ¢ colocado entre dois anticorpos, para detec¢ao e captura do anticorpo e
um dos anticorpos estard conjugado com a enzima para que possa ser analisada a formagao do
complexo, por técnicas como cromatografia, fluorescéncia e densitometria. Dessa forma, os
testes ELISA podem apresentar resultados de forma qualitativa e quantitativa.

Os testes imunoldgicos sdo baseados, principalmente, na caseina como antigeno,
devido a estabilidade a tratamentos térmicos, o que possibilita a utilizagdo destes em analises
de produtos lacteos pasteurizados. As principais fracdes da caseina analisadas sdo as [-
caseina, -caseina, as2 - caseina, Kk - caseina e a imunoglobulina IgG (RICHTER et al.,1997;
HURLEY, et al., 2004; HAZA et al., 1999; HAASNOOT et al., 2004). O limite de detecgao
desses marcadores pode detectar até 0,1% de antigeno bovino em leite de outras espécies
(HURLEY, et al., 2004).
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3.5.2 Métodos baseados em DNA

A técnica de PCR (Polymerase chain Reaction ou Reagdo em cadeia da polimerase)
baseia-se na andlise de DNA, amplificando fragmentos de DNA mitocondrial de células
somaticas, leucocitos, células mamarias e f — caseina, permitindo detectar e amplificar
pequenos fragmentos de DNA (REALE et al., 2008).

E possivel extrair DNA de produtos lacteos processados utilizando este como
substrato para amplificagdo por PCR da sequéncia de DNA da fracdo de caseina a ser
analisada. Sao utilizados primers (Oligonucleicos especificos), codificando a sequéncia do
gene desejado, amplificando e identificando por eletroforese (VELOSO, 2002). Essa técnica
possibilita que sequéncias de DNA sejam multiplicadas em milhdes de copias, facilitando sua
analise genética, aumentando a sensibilidade, especificidade e analisando um grande niimero
de amostras simultaneamente. Esse processo se assemelha ao processo de replicagdo de
células vivas (EMBRAPA, 2007).

Essa técnica apresenta sensibilidade alta, de acordo com Feligini et al., (2005), no
nivel de 0,5% de mistura de espécies, podendo chegar a 0,1% de limite de detec¢do, para
Maskova, Paulickova (2006) essa sensibilidade ndo ultrapassa o limite de 1% de mistura. Sua
alta sensibilidade e especificidade na andlise de adulteracdes compensam o preco alto da
técnica, sendo amplamente utilizada na Europa.

Diferentes técnicas podem ser utilizadas na ampliacdo desses fragmentos de DNA
como: Multiplex PCR (BOTTERO et al., 2003; LOPEZ-CALLEJA et al., 2005; BANIA et
al., 2001; REALE et al., 2008), Simplex-PCR(BOTTERO et al., 2003), SSCP- PCR (Single-
Stranded Confromation Polymmorphis, analysis) (PLATH, KRAUSE, EINSPANIER, 1997;
BANIA et al., 2001), Duplex PCR (REA et al., 2001; MAFRA et al., 2004), SYBR-Green
Real-Time- PCR (FELLIGINI et al.,, 2005) e RFLP -PCR (Restriction Fragment Length
Polymorphism) (BOTTERO et al., 2003; BANIA et al., 2001).

3.5.3 Métodos eletroforéticos

A eletroforese vem do grego "transporte por eletricidade", onde as proteinas migram
submetidas a um campo elétrico, as cargas positivas e negativas sdo atraidas para seus polos
contrarios correspondentes e assim sendo possivel sua separacao e identificagdo. Além de sua
carga, sua forma, tamanho e associacdo com outros ions, podem alterar sua mobilidade
(SILVA, 2001).

Essa técnica apresenta alta sensibilidade, porém com percentuais distintos conforme o
tipo, segundo Egito et al.,(2006), o método Uréia-PAGE (Gel de poliacrilamina contendo
uréia) pode detectar em torno de 2,5% de adig¢@o de leite bovino em outras espécies e 1% de
leite misturado através do método de IEF (Isoelectric Focusing ou Focalizagdao Isoelétrica).
Dennis (1998), utilizando EC (Eletroforese Capilar) relata limite de detec¢ao de fraude ao
redor de 2,5%, empregando o modo de separagdo Ureia-PAGE e Borkova, Snaselova (2005),
através de IEF, relataram a possibilidade de detec¢ao de 0,5% e 1% de adicdo de leite por
fraude. Esta diferenga de sensibilidade esta no tipo de separacdo das proteinas nos diferentes
meios, dessa forma o objetivo da separagdo indicara o tipo de eletroforese selecionado.

O método de Uréia-PAGE separa por diferenca na carga elétrica e o SDS- PAGE (Gel
de Poliacrilamida com sédio dodecil sulfato) por tamanho da molécula, esses dois tipos
podem separar por grupos de proteinas e variagdes genéticas (EGITO et al., 2006; AMIGO et
al.,, 1991). Na IEF, os diferentes pontos isoelétricos, onde a carga dos compostos ¢ nula,
determinam a individualidade das caseinas em gradiente de pH desejado. Sendo este um
método oficial para a Unido Européia, onde a EC 213/2001, anexo XV, especifica a
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metodologia para identificagdo de adulteracdo analisando caseina de leite bovino, podendo ser
utilizada em produtos lacteos processados e crus (EUROPEIAN COMMISSION, 2001).

3.5.4 Métodos espectroscopicos

Uma nova técnica para determinacdo de proteinas se apresentou como alternativa para
analise na industria de alimentos. A espectroscopia de infravermelho pode ser utilizada para
identificacdo de componentes do alimento, assim como sua quantificacdo, tendo a vantagem
de ser um método rapido, podendo chegar a 400 amostras/h, com custo moderado de
equipamentos, facilidade de preparagdo da amostra, podendo ser realizada muitas vezes no
alimento integro (RODRIGUEZ-OTERO et al., 1997; PAPPAS et al., 2008).

Este método analisa varios pardmetros ao mesmo tempo, podendo separar proteina,
caseina e proteina do soro (QIAOQIAN et al., 1999), lipidios, lactose, cinzas, entre outros
(BARBANO et al., 1987), além de verificar varios tipos de adulteracdo, como no relato
Gonzalez-Martin et al., (2007) analisaram o percentual de adicdo de leite de diferentes
espécies ao longo de seis meses de maturacdo, sendo possivel detectd-los com seguranca, apos
este periodo, se mostrando uma alternativa no combate a adultera¢do de queijos maturados.

A técnica para analise das matérias-primas de diferentes espécies se baseia nos
diferentes picos espectrais apresentados pelas proteinas das distintas espécies apds sofrerem
isolamento, com alteracdo de pH, dessa forma uma anélise estrutural dos grupos funcionais
presentes em determinadas regides do espectro, a partir de seus perfis caracteristicos, podem
ser quantificados através de curvas analiticas (RODRIGUEZ-OTERO et al., 1997).

3.5.5 Métodos cromatograficos

Virios estudos relatam a utilizagdo da cromatografia liquida como forma de
determinacdo de adulteragdo em produtos lacteos, analisando principalmente, as diferentes
formas das proteinas presentes no leite bovino e de outras espécies, determinando a presenga
de fragdes da caseina ou proteinas do soro, como alfa- lactoabumina e beta- lactoglobulina.

Em estudos realizados por Borvoka, Snaselova (2005), os autores utilizaram a CLAE
de fase reversa com finalidade de identificar e quantificar a presenca de proteinas do soro, 3-
lactoglobulina e o- lactoalbumina, como detec¢do da origem do leite adicionado na
quantidade minima de 2%, utilizando coluna Chrompack P300, e detector UV/Vis a 205 nm.

Mayer (2005) utilizou a cromatografia liquida de troca i0nica para separar proteinas do
leite, como a ag- caseina e para-k-caseina, em leites e queijos frescos, utilizando detector
UV/vis a 280 nm, com coluna Shodex IEC CM 825 (8mm x 75mm) Waters®.

Enne et al. (2005) utilizou a cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa
para analisar B-lactoglobulina e a-lactoalbumina, utilizando coluna C4 (250mm x 4,6mm x
Sum) e detector UV/vis para identificar adi¢do fraudulenta de 0,5% de leite bovino em queijo
mozzarella de leite bubalino.

A cromatografia liquida pode identificar ndo so proteinas e aminoéacidos, mas também,
pigmentos, como carotenodides, e vitaminas, como retinol. A utilizagdo desses compostos
como marcadores da autenticidade em derivados lacteos ¢ uma éarea pouco explorada, e que
apresenta promissor futuro, como sera apresentado neste estudo.

A cromatografia liquida em coluna divide-se em: cromatografia cldssica, utilizando
coluna de vidro sob pressdo atmosférica, onde o fluxo da fase mével movimenta-se devido a
for¢a da gravidade (cromatografia em coluna aberta); cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), que utiliza colunas metélicas com particulas esféricas porosas entre 3 a Sum e
diametro interno entre 3,0 a 4,6mm (VICHENEWSKI, 2006; DEGANI, CASS, VIEIRA,
1998), e a partir de 2004, a utilizagdo da cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) que
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utiliza colunas com didmetro interno entre 1,0 a 2,1pum, com particulas menores que 2pm e
pressdo acima de 100MPa (MALDANER, JARDIM, 2009).

3.5.5.1 Cromatografia liquida classica

A cromatografia classica ou de coluna aberta pode ser utilizada para separacdo e
purificacdo de produtos naturais, ou preparacdo desses compostos para outras técnicas
cromatograficas, por exemplo, isolamento de padrdes para CLAE. As fases estacionarias mais
utilizadas sdo silicas e aluminas (DEGANI, CASS, VIEIRA, 1998; VICHENEWSKI, 2006),
em alguns casos 0xido de magnésio, silica de magnésio, carvao, dextranas e polimeros de
estireno, com particulas entre 63 a 200pm (VICHENEWSKI, 2006). A utilizacdo do 6xido de
magnésio, segundo Vichenewski (2006), pode ser realizada para separagdo de carotenoides e
porfirinas. Essas fases estaciondrias sao adicionadas a tubos de vidro, na posi¢do vertical,
aberto na extremidade superior e, que, afunilam na extremidade inferior e terminam em uma
torneira que permite o controle de saida da fase movel utilizada na separagcdo. Antes de ser
adicionada a coluna de vidro, a fase estacionaria deve ser aquecida para dessor¢ao da agua, ou
seja, sua ativagdo a temperatura em torno de 200°C por duas horas. O processo de separagio
baseia-se na atividade adsorvente e polaridade da fase estaciondria, e nas caracteristicas de
solubilidade e baixo ponto de ebuli¢ao do solvente escolhido como eluente.

3.5.5.2 Cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE)

A técnica por CLUE baseia-se na diminui¢do do tamanho das particulas da fase
estaciondria, aumentando a rapidez e seletividade, sem comprometer o desempenho
cromatografico. Com esse objetivo no ano 2000, as particulas que recheavam as colunas
cromatograficas tornaram-se esféricas e mais porosas, com tamanhos de 2,5um, tornando
mais rapida as separagcdes. Com a diminui¢do das particulas o nimero de pratos tedricos
poderia chegar a 25000 pratos/15cm, (MALDANER, JARDIM, 2009; LANCAS, 2010), com
o aumento do niimero de pratos tedricos ha um aumento de sitios ativos disponiveis para
separacdo dos compostos, aumentando o tempo de retengdo, separando melhor os analitos,
aumentando a seletividade, isto ¢, a distingdo entre os picos.

Devido a diminui¢do das particulas e reducdo no tamanho das colunas, o didmetro
interno precisou ser reduzido para 1,0 a 2,1um, para minimizar o efeito da alta pressdo sobre
o solvente, e a utilizagdo de filtro com poros menores para reduzir o risco de entupimento e
resistir as altas pressdes (MALDANER, JARDIM, 2009). Assim, surgiram as colunas para
utilizacdo nessas condi¢des, as colunas Zorbax (Eclipse Densely Bonded — XDB e a
StableBond-SB) e as Acquity UPLC BEH. Exigéncia da técnica que ndo permitia a utilizagao
das colunas tradicionais da cromatografia liquida de alta eficiéncia, devido a alta pressdo
necessaria no CLUE.

3.5.5.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Os componentes basicos de um cromatdgrafo liquido sdo: solvente, bomba, injetor,
coluna, detector e o programa do computador, conforme representado pela figura 2.
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Figura 2: Esquema de funcionamento basico de um cromatégrafo liquido
Fonte: ROSA, 2005

Os solventes utilizados nesta técnica devem ser de alta pureza, e podem ser
bombeados em modo isocratico, utilizando um unico solvente ou percentuais constantes de
solventes, ou em modo gradiente, onde ocorrem variagdes nos percentuais ou quantidades de
solventes na constitui¢do da fase movel ao longo da corrida cromatografica, em muitos casos
melhorando a separagdo dos compostos quimicos da mistura.

As colunas utilizadas na CLAE podem ser divididas de duas formas: as colunas de
fase normal e as de fase reversa, baseando-se na polaridade dessas fases em relagcdo a fase
movel.

Na cromatografia liquida de fase normal, a fase estacionaria, normalmente de silica,
apresenta-se mais polar que a fase movel, e na cromatografia de fase reversa, a fase
estacionaria, comumente utilizando silica modificada quimicamente, apresenta-se apolar
devido a incorporagdo de grupos organicos apolares ou grupos alquilas, e utilizando fase
movel mais polar (PRADO, FARIA, PADILHA, 2005; TONHI et al., 2002).

A silica ¢ um polimero inorganico, resistente, amorfo e com alta porosidade. A
presenca de grupos silandis em sua superficie permite a modificacdo quimica, com intuito de
produzir novos materiais, com versatilidade de fun¢des. Dependendo do tipo de ligagdo entre
o suporte e a cadeia, essas fases mostram maior estabilidade a alta temperatura, variacdes de
pH e dissolucdo pela fase mével (JARDIM, COLLINS, GUIMARAES, 2006).

A fase reversa ¢ muito utilizada devido a utilizacdo de fases mdveis menos toxicas e
de menor custo, facilidade de empregar elui¢do em gradiente, maior rapidez das andlises, com
grande variedade de tamanho das particulas, formas e tamanhos dos poros, entre outras
(PRADO, FARIA, PADILHA, 2005; MALDANER, COLLINS, JARDIM, 2010;
McCALLEY, 1999; TONHI et al., 2002).

A utilizagdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (CLAE-FR) foi
descrita como técnica mais eficiente para determinagdo de retinol e seus isdmeros
(TANUMIHARDJO, PENNISTON, 2002; ESCRIVA et al., 2002; MENDONZA et al., 2003;
BREEMEN et al., 1998), utilizando eluicdo isocratica ou gradiente, com solventes organicos
como metanol, acetonitrila, e hexano, ou a mistura desses, como fase movel, utilizando
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colunas C;g3 (HEUDI et al.,, 2004; LI et al., 2005; MENDONZA et al., 2003) ou Cj
(BREEMEN et al., 1998). A fase reversa pode ser utilizada com a mesma eficiéncia para
separagdo de carotenoides. Segundo estudos de Azevedo-Meleiro, Rodriguez-Amaya (2004),
Sentanin, Rodriguez-Amaya (2007), Guarantini et al., (2009) e Lacker, Stronschein, Albert
(1999), entre outros, com fase moével composta por solventes orginicos como metanol,
acetonitrila, acetato de etila, éter metil-terc-butilico em eluicdo gradiente ou isocratica,
utilizando colunas de fase reversa C;3 monomérica ou Cso.

Das colunas recheadas com silica quimicamente modificada podem ser encontradas as
colunas C;g, Cg, C4, C3 e C; (PATTO, TAVARES, PEREIRA, 2009). As mais utilizadas para
analises de compostos apolares sdo as colunas C;g, que se apresentam na forma monomérica
ou polimérica. Segundo Collins, Jardins e Guimaraes (2006) e Ohta et al., (2000), quando
existe um grupo silano monofuncional, existe apenas uma unica forma de ligacdo entre a
molécula do agente sililante e a superficie da silica, formando uma fase monomérica, isolada,
com estrutura do tipo “escova”, os grupos ativos estdo dispostos quase perpendicularmente a
superficie da silica. Na polimérica ocorre reagdo do reagente sililante em todas as dire¢des
formando uma rede tridimensional sobre a superficie do suporte, apresentando uma forte
tendéncia a “reconhecer” moléculas de forma mais seletiva que as colunas monoméricas.

Com surgimento da coluna C;p pode-se obter maior seletividade e resolucdo na
identificacdo de isomeros cis/trans de substdncias como os carotendides que apresentam
estrutura com 40 carbonos, melhorando a quantificacdo e identificagdo desses compostos e
seus isdmeros. A empresa YMC co. LTDA criou esta fase estaciondria especialmente para
andlise de carotenodides, sendo designada “Cso Carotenoid”, mas pode ser utilizada também na
identificacdo de compostos retinoides, tocoferdis e seus isomeros (LANE, WEBB, ACUFF,
1997).
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Figura 3: Compara¢do do comprimento das fases C;s monomérica, polimérica e C3p com o
comprimento molecular do beta-caroteno
Fonte: http://ymc.co.jp/en/columns/ymc_carotenoid/.
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Segundo Sander, Shapless, Pursch (2000) o tamanho das moléculas de carotendides
(30 A), quando comparadas com o tamanho das moléculas da fase estaciondria Cig
monomérica ou polimérica (21 A) apresentam pouca interacio, dificultando a separagdo dos
isdbmeros. Ja nas colunas Cio (150 A), conforme representado pela figura 3, haveria
interagdes mais extensas com a fase estacionaria, melhorando a separagdo dos isdmeros. A
preparacao da fase estacionaria com uma extensio da carga de carbonos aumenta o tempo de
retengdo do analito, devido a uma maior forga de interacdo entre as moléculas de carotendides
e as da coluna Cj.

Estudos realizados por Ohta et al., (2000); Sander, Shapless, Pursch (2000); Lacker,
Strohschein, Albert (1999) e Strohschein et al., (1997) indicam que o comprimento da cadeia
alquil ligada a fase estaciondria contribui para separacdo dos compostos devido a diferenca na
retengdo, podendo separar isOmeros cis/trans.

A deteccdo das substancias separadas no cromatégrafo pode ser realizada por diversos
tipos de detectores: detectores por fluorescéncia, por indice de refragdo, eletroquimicos,
absorvancia no infravermelho, de radioatividade, absorvancia no ultravioleta ¢ no visivel
(UV-Visivel), e espectrometro de massas. A escolha dependera das caracteristicas fisicas e
fisico-quimicas da amostra, da sensibilidade, seletividade, precisdo e exatiddo do detector em
relacdo ao analito, e se a deteccdo ¢ destrutiva ou ndo destrutiva.

Os detectores UV-Visivel medem a absorc¢do da radiacdo pelas amostras, convertendo
uma mudanga de concentragcdo na fase movel num sinal, nas regides do ultravioleta, visivel
e/ou infravermelho do espectro eletromagnético em um dado comprimento de onda (), e
devem ser utilizado em amostras que possuem cromo6foros. A resposta serd seletiva, uma vez
que s serdo detectadas amostras que absorvam naquele comprimento de onda especifico
(CASS, DEGANI, 2009; ROCHA, TEIXEIRA, 2004; JARDIM, COLLINS, GUIMARAES,
2006; CIOLA, 1998). Os equipamentos podem emitir luz ultravioleta através de ldmpada de
deutério (190-600nm) e na regido do visivel através de lampada de tungsténio (350-900nm).

Existem trés grupos de detectores UV-Visivel: fotométricos, funcionam em um ou
dois comprimentos de onda fixos, os espectrofotdmetros, que operam em comprimento de
onda variavel, permitindo escolher o comprimento de onda mais adequado para cada andlise,
e os por arranjos de fotodiodos que detectam varios comprimentos de onda simultaneamente,
podendo realizar “varreduras” na regido do UV-Vis. O detector de arranjo fotodiodo consegue
obter espectros tridimensionais mostrando absorvancia, comprimento de onda e tempo de
retencdo, e ¢ possivel selecionar o comprimento de onda maximo e armazenar o espectro de
absorcao de cada pico, melhorando a detectabilidade, permitindo identificar qualitativamente
compostos por comparacdo com padrdes ou bibliotecas de espectro ja analisados, e auxiliar na
identificacdo de amostras desconhecidas no seu melhor comprimento de onda (Figura 4)
(CASS, DEGANI, 2009; JARDIM, COLLINS, GUIMARAES, 2006).

Na literatura estudos realizados por Albala-Hurtado et al. (1997), Choi et al. (2004),
Herrero-Barbudo et al. (2005), entre outros, mostram a utilizacdo do detector de arranjo de
fotodiodos para identificagdo de retinol. Estudos de Azevedo-Meleiro, Rodriguez-Amaya
(2004), Sentanin, Rodriguez-Amaya (2007) e Pacheco (2009) utilizam o mesmo tipo de
detector para identificagdo de carotenoides.
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Figura 4: Espectro de absorc¢do na regido do ultravioleta em 3D (tr, comprimento de onda
(nm) e concentragdo) de extrato de figado bovino

O detector de espectrometria de massas analisa amostras fornecendo informacgdes da
massa molar e sobre a estrutura do analito. Esse detector permite confirmar a presenga do
analito devido aos dados de massa molar e estrutural, e tem a vantagem de ser altamente
seletivo, permitindo identificar picos sobrepostos e avaliar a presenca de interferentes no pico,
entre outras (JARDIM, COLLINS, GUIMARAES, 2006). Apresenta trés etapas principais:
apOs separacdo pela coluna cromatografica, o analito passa pela fonte de ionizagdo e ocorre a
producdo de ions com diferentes cargas elétricas (transformacdo de uma espécie neutra em
solugdo, em ion numa fase gasosa), depois esses ions passam pelo analisador de massas e sdo
analisados em relagdo a massa/carga (m/z), dessa forma o detector de ions determina a
intensidade da corrente de ions e esses dados sdo captados pelo programa de aquisi¢do e
processamento de dados (MORAES, LAGO, 2003; JARDIM, COLLINS, GUIMARAES,
2006).

As fontes de ionizagdo, atualmente, mais utilizadas acopladas a CLAE ou CLUE sao:
ionizacdo por eletrospray ou eletronebulizagcdo (da sigla em inglés ESI), ioniza¢do quimica a
pressdo atmosférica (da sigla em inglés APCI), fotoionizagdo a pressdo atmosférica (da sigla
em inglés APPI), e fonte de impacto eletronico (da sigla em inglés EI) (CHIARADIA,
COLLINS, JARDIM, 2008). Quando o analito dissolvido na fase movel passa através de um
capilar em alta voltagem, ocorre a formagdo de pequenas gotas carregadas (spray ou formagao
de nebulizacdo) que sofrem dessolvatagdo ao se deslocarem no sentido contrdrio ao
posicionamento de um eletrodo. Com a dessolvatagdo, o tamanho das particulas ¢ reduzido até
o ponto em que as forcas de repulsdo vencem a tensdo superficial e microgotas com 10% do
tamanho das gotas sdo originadas pela chamada “explosdo couldmbica” (fissdo da gota
inicial), onde as goticulas possuem uma razdo massa/carga menor (CHIARADIA, COLLINS,
JARDIM, 2008; MORAES, LAGO, 2003; CROTTI et al., 2006).

Segundo Moraes ¢ LAGO (2003) a dessolvatagdo do ion ocorre a temperatura
relativamente baixas, porém, muitas vezes ocorrem mudangas na estrutura e carga das
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espécies em solucdo, porque, frequentemente, a substancia esta estabilizada devido a camada
de solvatagdo. A medida que o analito é dessolvatado, tende a realizar processos que levem a
reducdo de sua carga. Segundo Crotti et al., (2006) durante a ionizagdo por “electrospray”
podem ser geradas moléculas protonadas/desprotonadas e moléculas cationizadas ou
anionizadas, formando um spray de particulas carregadas.

Depois de formado, o ion alcanca a regido do capilar ou cone de amostragem que tem
um orificio muito pequeno (um), passando por um sistema de baixa pressdo. Na regido entre o
cone de amostragem e o skimmer pode ocorrer dissociacdo induzida por colisdo, devido ao
campo elétrico que provoca colisdo entre os ions formados e o géas secante (N). Essas
colisdes podem levar a rearranjos intramoleculares e fragmentagdo do analito (MORAES,
LAGO, 2003).

Em seguida, os ions s@o levados ao analisador de massas, que podem ser de diferentes
tipos, quadrupolo, analisador de tempo de voo - Time-of-Flight Analiser, lon-trap, triplo
quadrupolo, etc. (CHIARADIA, COLLINS, JARDIM, 2008), que separam os ions por
diferentes mecanismos, onde, lentes carregadas com carga oposta ao do capilar ou criando
campos eletromagnéticos, conduzem os ions ao detector de massas em diferentes velocidades
em relagdo a massa e a carga elétrica (m/z), em quantidade suficiente para que possa gerar
uma corrente de ions perceptivel para o detector, gerando sinais elétricos que sdao processados
pelo programa do computador.

Em estudos de Azevedo-meleiro, Rodriguez-Amaya (2004) e Li et al., (2005) foram
utilizados detectores de massa com fonte ESI+ para identificacdo de carotendides e retinol,
respectivamente. Heudi et al., (2004) e estudos de Oliver et al., (2000) relatam a utilizacao de
fonte APCI para identificagdo dessas substancias em relagdo a m/z.

3.6 Retinol

O retinol (Cy0H300), apresenta nome quimico de (2E,4E,6E,8E)-3,7-dimethyl-9-(2,6,6-
trimethylcyclohex-1-en-l-yl)nona-2,4,6,8-tetraen-1-ol, de massa molar 286 g mol™ (CHOI et
al., 2004), (figura 5), soluvel em solventes organicos e lipidios, com absorvincia em
comprimento de onda de 325nm (O’NEIL, 2006), apresenta funcdo sobre a visdo,
crescimento, desenvolvimento embriondrio, e fungdes imunoldgicas, sendo encontrado
somente em fontes de origem animal, como o figado, 6leo de figado de peixes, leites integrais
e derivados, ovos e carnes de aves. Na visdo o retinol participa da formacdo de pigmentos
fotossensiveis, como a rodopsina, que transmite ao nervo otico as diferentes absor¢des de luz
e a adaptagdo ao escuro. No crescimento normal, o retinol e seus metabodlitos, agem na
ativacdo de receptores para regulagdo de varios genes que codificam proteinas estruturais,
enzimas, proteinas da matriz celular e receptores (BURTIS, BRUNS, 2008; KRAUSE, 2005;
MAJCHRZAK, FABIAN, ELMADFA, 2006; WYS, 1995).

Os retindides sdo compostos sensiveis a luz, calor e O, ligado fortemente a proteinas,
insoluvel em solugdes aquosas, apresentando isomeros geométricos, podendo sofrer processo
de fotoisomerizagdo (WYS, 1995). Podem ser encontrados isomeros cis/trans como all-trans-
retinol, 13-cis — retinol, 9,11-cis-retinol, 9,13-cis-retinol e 9-cis-retinol (PANFILI, MANZI,
PIZZOFERRATO, 1994). A presenga de compostos de configuracdo cis reduz o efeito
vitaminico do retinol (ESCRIVA et al., 2002), por exemplo, a isomeriza¢io do all-trans-
retinol a 13-cis-retinol reduz para 75% o potencial vitaminico da substancia (PANFILI,
MANZI, PIZZOFERRATO, 1994). Devido as caracteristicas quimicas do retinol, presenga de
duplas ligagdes conjugadas, a substancia apresenta absortividade molar em comprimento de
onda na regido do ultravioleta, por isso ¢ possivel a identificagdo, de maneira seletiva e
sensivel, utilizando detector de arranjo fotodiodo (WYS, 1995; BREEMEN et al., 1998;
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TANUMIHARDJO, PENNISTON, 2002; MENDONZA et al., 2003; HEUDI et al., 2004; LI
et al., 2005).

O processo de extragdo ¢ utilizado como pré-tratamento das amostras devido a
complexidade das matrizes alimenticias, pois a acdo de interferentes sobre a coluna
cromatografica poderia reduzir sua vida util e interferir nas analises, principalmente de
amostras com pequenas concentracdes de analito. Nestes casos, uma etapa de hidrolise
alcalina com hidroxido de potassio (KOH) em solugdo de metanol ou etanol, e adicionada de
antioxidante, como por exemplo, 2,6-Di-tert-butyl-p-cresol (BHT), benzeno-1,2,3-triol
(pirogalol) ou 4cido ascorbico deve preceder as analises cromatograficas. Na extragdo liquido-
liquido ocorre particdo da amostra em duas fases imisciveis, sendo normalmente um solvente
aquoso e outro organico, como éter de petrdleo, éter etilico, hexano, ou a mistura desses
solventes (WYS, 1995, TANUMIHARDJO, PENNISTON, 2002; PANFILI, MANZI,
PIZZOFERRATO, 1994; ALBALA-HURTADO et al, 1997; CHOI et al., 2004), para
separagdo da ligacdo do retinol com proteinas e gorduras (HEUDI et al., 2004). A eficiéncia
da extra¢do depende da afinidade do soluto pelo solvente de extragdo e o ponto de ebulicdo do
solvente organico deve ser levado em consideragdo, uma vez que, ¢ necessaria sua evaporagao
para concentracdo do analito. Esse tipo de extragcdo apresenta as vantagens de ser simples,
pode ser utilizado apenas funil de separagdo ou tubos de centrifuga, pode ser utilizado um
grande nimero de solventes, com ampla faixa de solubilidade e seletividade, e nesse processo
hé desnaturagdo de proteinas que poderiam interferir na vida util da coluna (CASS, DEGANI,
2009; QUEIROZ, COLLINS, JARDIM, 2001).

OH

Figura 5: Estrutura quimica do retinol

3.7 Carotenoides

Os carotendides sdo um grupo de pigmentos naturalmente presentes em plantas,
algumas formas de algas, bactérias, fungos e leveduras. Os animais sdo incapazes de produzi-
los, assim, dependem da alimentacdo, de como ocorre a absor¢do e a conversao em vitamina
a, deposi¢do e/ou alteracdo desses durante o metabolismo, para sua obtengdo (SU et al., 2002;
GUARANTINI et al., 2009; QUIROS, COSTA, 2006; RODRIGUEZ-AMAYA, 2001;
RODRIGUEZ-AMAY A, KIMURA, 2004.)

Os carotendides presentes em alimentos sdo compostos tetraterpendides (Csp) com oito
cadeias isoprenoide (Cs) unidas em sequéncia (figura 6). A cadeia carbOnica simétrica pode
apresentar um grupo ciclico, anel B-ionona, no final da cadeia em uma ou ambas as
extremidades, podendo ser aciclico (licopeno), monociclico (y-caroteno) ou biciclicos (o e
beta-caroteno), apresentando grupos metilicos laterais (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001;
RODRIGUEZ-AMAY A E KIMURA, 2004; OLIVER, PALOU, 2000; SU et al., 2002).

Existem mais de 600 carotendides isolados e caracterizados de fontes naturais, nio
incluindo as formas cis e trans (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001; SU et al., 2002), sendo os
mais comuns a-caroteno, beta-caroteno, luteina, zeaxantina, licopeno e criptoxantina (SU et
al., 2002). Alteragdes quimicas como ciclizagdo, hidrogenacgdo, desidrogenagao, migracdo de
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duplas ligacdes, extensdo da cadeia, rearranjo, isomeriza¢do e introducdo de O,, ou a
combinacdo dessas reacdes podem originar uma infinidade de estruturas (RODRIGUES-
AMAYA, 2001; RODRIGUEZ-AMAY A, KIMURA, 2004; SU et al., 2002).

T N g

todo-trans- betacaroteno

I T

13-cis- betacaroteno 9-cis- betacaroteno

Figura 6: Estrutura quimica do beta-caroteno e seus isomeros 13-cis-beta-caroteno e 9- cis-
beta-caroteno

As moléculas de carotendides possuem um sistema de duplas ligagdes conjugadas que
constituem o grupo cromoforo responsavel pela cor que proporcionam aos alimentos. O
aumento de ligagdes conjugadas resulta em maiores bandas de absor¢do em maiores
comprimentos de onda, e, neste caso, os carotendides tornam-se mais vermelhos. Um
croméforo de sete ou mais duplas ligagdes conjugadas confere a capacidade de absorver a luz
na regido visivel, atribuindo-lhes coloracdes do amarelo ao vermelho (PASSOS, 2007;
PACHECO, 2009). As duplas ligagdes podem ocorrer na forma cis ou trans, sendo a forma
trans mais frequentemente encontrada na natureza.
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O sistema de duplas ligagdes conjugadas oferece a esses compostos além do grupo
croméforo, que diferencia os compostos em reacdo ao comprimento de onda, a fungdo de
antioxidante no organismo. Esse sistema ocasiona a possibilidade de reagir com radicais que
causam peroxidacao lipidica e espécies reativas de O,, como o O, singleto (SU et al., 2002;
RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). O mecanismo de a¢do antioxidante pode ser efetuado de duas
formas: os carotenoides sequestram o O, e transferem energia de excitacdo do O, singleto
para eles, resultando na formacao de carotenoide tripleto, que pode retornar ao seu estagio nao
excitado apds dissipar energia em excesso na forma de calor, ou através do processo de reagao
quimica entre o O, singleto e o carotendide resultando em destruicdo irreversivel do
carotendide. As 11 duplas ligacdes conjugadas do beta-caroteno oferecem a méaxima fungao
desses compostos (RODRIGRUEZ-AMAYA, KIMURA, AMAYA-FARFAN, 2008). O
efeito desses antioxidantes para a saide esta relacionado a reducdo no risco de doencas
cardiovasculares, doengas cronicas ndo degenerativas, cancer, degeneracdo macular e catarata
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001; OLIVER, PALOU, 2000; SU et al., 2002).

A presenga do anel B-ionona confere atividade pré-vitaminica aos carotenodides, como
por exemplo, a-caroteno, beta-caroteno e [B-criptoxantina, encontrados em vegetais verde
escuros, assim como em vegetais e frutas de polpa alaranjada (CHAGAS, et al., 2003,
OLSON, 1988, BURTIS, BRUNS, 2008, KRAUSE, 2005). Aproximadamente trinta
carotenodides possuem atividade pro-vitamina A, sendo o mais importante precursor o beta-
caroteno, devido a formacdo de duas estruturas de retinol durante seu metabolismo no
organismo. Quando ingeridas essas fontes sdo hidrolisadas no intestino humano pela enzima
- caroteno 15,15’-dioxigenase em retinol e ésteres, e transportadas pelos quilomicrons para o
figado onde sdo armazenados frequentemente esterificados com um 4acido graxo
(normalmente acido palmitico) e chamados de retinil palmitato (BURTIS, BRUNS, 2008;
BEITUNE et al., 2003).

Sua capacidade de reagir com radicais, pode causar alteragdes durante o
processamento e estocagem dos alimentos. Oxidagdes durante o armazenamento dependem
das condigdes de estocagem, como a presenga de O, exposi¢do a luz, presenca de metais,
agentes pro-oxidantes e antioxidantes. Durante o descascamento ou preparagdo fisica do
alimento pode ocorrer oxidacdes enzimaticas que levam a perda da atividade vitaminica e da
intensidade da coloracdo, com o surgimento de apocarotendides ou a isomerizagdo de
compostos trans em cis (AZEVEDO-MELEIRO, RODRIGUEZ-AMAY A, 2004).

Devido a sua importancia para a satide a analise de carotendides deve ser realizada no
intuito de identificar os diferentes carotenodides e seus isOmeros, observar possiveis alteragdes
durante o processamento e estocagem, informando o valor nutritivo dos alimentos que
contenham essas substancias.

As etapas do processo de analise compreendem: prepara¢do da amostra, extragdo,
separacdo com solventes, hidrdlise alcalina e lavagem, concentracdo e evaporagdo do
solvente, separacdo cromatografica, identificacdo com detectores UV/vis (arranjo fotodiodo) e
quantificacdo dos compostos.

As analises de carotendides apresentam fatores que dificultam sua realizagdo, como
por exemplo, natureza varidvel das matrizes alimenticias, suscetibilidade dos carotendides a
isomerizacdo e oxidagdo durante a analise ou estocagem da amostra, perdas fisicas ocorridas
no processo, separagdo cromatografica incompleta, onde os compostos coeluem, identificacao
equivocada e erros de quantificagdo. Para isso alguns cuidados basicos devem ser tomados,
como, exclusdo de O, utilizando atmosfera de N, protecdo da incidéncia de luz com vidraria
ambar, protecdo de temperaturas elevadas, protecdo de contato com dacidos, emprego de
solventes de alta pureza, isentos de impurezas (RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA,
AMAYA-FARFAN, 2008).
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Durante a preparagdo da amostra deve-se garantir a transformacdo homogénea de
amostra representativa, para isso, sdo realizadas operacdes fisicas como redug¢@o do tamanho
por corte ou auxilio de misturadores (RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA, AMAYA-
FARFAN, 2008).

Na etapa de extracdo ¢ realizada com solventes organicos polares ultrapuros como
acetona, tetrahidrofurano (THF), cloroféormio, e a mistura desses solventes (SU et al., 2002;
RODRIGUEZ-AMAYA, 2004; QUIROS, COSTA, 2006). Devido ao conteudo de agua
presente na matriz alimenticia, deve ser utilizado solventes misciveis em dgua na tentativa de
facilitar a separa¢do do complexo proteina-carotendide e prevenir formagdao de emulsdo (SU
et al., 2002; RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA, 2004). A utilizacdo de celite, durante a
extragdo, facilita a desintegracdo e subsequente filtracao.

O filtrado deve ser separado da agua, utilizando solventes imisciveis em agua, como
éter de petroleo, hexano, éter etilico, ou a mistura desses solventes. Depois de adicionado o
solvente e o filtrado, a agua ¢ colocada aos poucos pelas laterais do funil de separagdo, para
evitar a formagdo de emulsdo, removendo os residuos de acetona (RODRIGUEZ-AMAYA,
KIMURA, 2004).

O proximo passo usado tradicionalmente ¢ a saponificagdo ou hidrélise alcalina. Essa
etapa ¢ efetiva para a remocao de clorofila, lipidios saponificaveis, e outros interferentes que
poderiam prejudicar a separacdo ou a vida util da coluna. Normalmente a saponificagdo ¢
realizada com solu¢do de KOH etandlica ou metanolica em concentragdes que variam entre
10 a 60 (%m/v) a temperatura ambiente (OLIVER, PALOU, 2000). Ap6s a saponificacdo o
material ¢ lavado para remover o reagente alcalino e como os carotendides sdo imisciveis em
agua, ficam na fragdo de éter de petrdleo ou hexano (RODRIGUEZ-AMAY A, 2004). O uso
de antioxidantes, como, 2,6-Di-fert-butyl-p-cresol (BHT), benzeno-1,2,3-triol (pirogalol) e
acido ascorbico ¢ recomendada para reduzir ou evitar a oxidagdo e isomeriza¢io (QUIROS,
COSTA, 2006; RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA, 2004, OLIVER, PALOU, 2000). O
extrato etéreo deve ser filtrado com sulfato de sddio anidro para retirada de qualquer presenga
de agua e concentragdo com fluxo de Nj.

A identificagdo de carotendides por detectores UV/vis e espectrofotdmetro pode ser
realizada devido a presenga do grupo croméforo que permite sua identificacdo através do
espectro de absor¢do na regido do visivel. O espectro no UV/vis ¢ usado como primeira
identificacdo de carotenodides. Perda ou mudanga de cor durante o periodo de analises pode ser
devido a degradacdo e modificagdo estrutural. Essa diferenca na coloracdo permite monitorar
a separacdo com coluna aberta, técnica classica para quantificacdo de carotenodides. Varios
trabalhos apresentam as estruturas dos espectros de absor¢ao em diferentes solventes, pois, o
tipo de solvente utilizado altera a absor¢ao espectral do composto. O coeficiente de absorc¢ao
(Al%l «m) dos carotenodides pode ser utilizado para calcular a concentragdo em diferente
solvente, baseados na lei de Lambert-Beer. Por exemplo, b-caroteno em cloroférmio
apresenta comprimento de onda maximo (Amax.) em 461nm ¢ &€= 2396, em ectanol (Amax.)
450 nm e €= 2620 , e éter de petroleo 450nm e €= 2592 (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

A separacdo cromatografica ¢ realizada por CLAE em fase reversa com colunas C;g
polimérica ou monomérica e cada vez mais, com colunas Csy polimérica, em modo de eluigdo
isocratica ou gradiente, a temperatura constante entre 33°-35°C, com fase movel de metanol,
acetonitrila, metil-ferc-butilico, hexano, THF, ou a mistura desses solventes, levando em
considera¢do a polaridade, viscosidade, volatilidade e toxicidade dos solventes escolhidos
para fase movel (QUIROS, COSTA, 2006; RODRIGUEZ-AMAY A, KIMURA, 2004).

Em estudos realizados por Azevedo-Meleiro, Rodriguez-Amaya (2004) analisando
carotendides em frutas tropicais, foi utilizado acetona e celite para extragdo, éter de petrdleo
para separacao do extrato, e saponificagdo com solucdo de KOH etanolica. Em CLAE-DAD,
utilizando coluna C;g monomérica (150mm x 4,6 mm, 3um), com fase moével de acetonitrila,
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metanol e acetato de etila, em modo de eluicdo gradiente, com tempo de corrida de 63
minutos. Sentanin e Rodriguez-Amaya (2007) analisando mamao e péssego utilizando para
extracdo acetona e celite, separagdo com éter de petrdleo e saponificagdo com KOH
metandlico 10%, usando como antioxidante BHT, e sistema cromatografico CLAE-DAD com
coluna C;g monomérica (150mm x 4,6 mm, 3 pm), com fase mével de metanol, acetonitrila,
acetato de etila, em modo de eluicdo isocratico, com tempo de corrida de 63 minutos.
Guarantini et al. (2009) analisando algas utilizou CLAE-DAD com coluna Csp (250mm x
4,6mm, 5 um), com fase mével metanol, a4gua, acetato de amdnio como fase A e como fase B
metanol, dgua e metil-terc-butilico, em modo de eluicdo gradiente, com tempo de anélise de
68 minutos. Lacker, Strohschein e Albert (1999), analisando diversos vegetais utilizou CLAE-
DAD com coluna Csp (250mm x 4,6 mm, 3 um), como fase movel de metanol e metil-terc-
butilico com tempo de andlise de 80 minutos. Olives Barba et al. (2006) analisando diversos
vegetais, utilizou CLAE-DAD com coluna C;g (300mm x 2mm, 10 um), com fase movel de
metanol e acetonitrila e para saponificagdo KOH metanolico (40:60, v/v). Esses estudos
demonstram a utilizacdo da técnica de CLAE-DAD como uma das principais utilizadas para
determinagdo de carotendides em matrizes alimenticias.

3.8 Metabolismo de Carotenoides em Ruminantes

Os animais ruminantes apresentam em sua fisiologia um estdmago com quatro
compartimentos: ramen, reticulo, omaso e abomaso. No aparelho digestivo ocorrem os
fendmenos responsaveis pela digestdo, como, mastigagdo, degluticdo, regurgitacdo, atividade
de glandulas digestivas liberando enzimas produzidas pelo animal e a atividade microbiana
caracteristica dos animais ruminantes herbivoros (CUNNINGHAN, 2004).

Porém nos bubalinos ocorrem diferencas fisiolégicas especificas quando comparados
aos bovinos, o que poderia explicar a menor concentragdo de carotendides nos bubalinos. O
trato gastrintestinal ¢ semelhante anatomicamente a espécie bovina, porém, com modifica¢des
no volume e propor¢ao de cada segmento. O comprimento total para os bufalos de rio (2n=50)
¢ de aproximadamente 60 metros, onde o volume do complexo rimen-reticulo compreende
cerca de 88% do volume total. Dessa forma os animais apresentam frequéncia ruminal maior,
o que determina diminui¢do na taxa de passagem com aumento do tempo de retengdo e acao
da microbiota sobre as forrageiras ingeridas na alimentagdo. Além de apresentarem papilas
ruminais mais desenvolvidas, aumentando a superficie de absor¢do dos produtos da digestao
(BASTINETTO et al., 2005; ANGULO, NOGUERA, BERDUGO, 2005; FRANZOLIN,
ALVES, 2011).

O processo de maior interesse na digestdo ¢ a atividade da microbiota ruminal. A
finalidade da microflora ¢ a degradacdo das forrageiras aproveitando os nutrientes,
potencializando a absor¢do de nutrientes para producdo de energia, manutencdo corporal e
produtividade, melhorando a eficiéncia alimentar dos ruminantes. A microbiota ruminal ¢
constituida principalmente de bactérias, protozodrios e fungos. Alteragdes na populacio
desses microrganismos estdo relacionadas com alteracdes na alimentagdo e espécie animal
(KOZLOSKI, 2009; ALVIMDUQUE et al., 2010; CUNNINGHAN, 2004). Os bufalos
possuem um maior nimero de bactérias, fungos e uma menor popula¢do de protozoarios
ciliados que os bovinos. Essa caracteristica permite uma degradagdo mais eficiente da parede
celular de forrageiras e as proteinas provenientes da dieta, por essa razao, os bufalos mesmo
alimentados com pastagem de baixa qualidade onde predominam sistemas de pastoreio
extensivo com forrageiras nativas, esses animais uma conversdo mais eficiente de energia.
(ANGULO, NOGUERA, BERDUGO, 2005; FRANZOLIN, ALVES, 2011).

Os lipidios ingeridos pelos ruminantes se apresentam principalmente na forma de
¢steres de glicerol, podendo ser separados em trés classes: lipidios de reserva — triglicerideos,
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lipidios das folhas — galactolipidios e fosfolipidios, e uma mistura de outras estruturas
moleculares soliveis em éter — ceras, carotendides, clorofila, etc. Apds a ingestdo, esses
lipidios sdo hidrolisados por lipases associadas @ membrana celular microbiana, liberando
glicerol, galactose, e uma mistura de 4cidos graxos de cadeia longa saturados e insaturados
(KOZLOSKI, 2009). A incorporacdo e a utilizagdo desses lipidios pelas bactérias ruminais €
nula ou insignificante, assim a quantidade de lipidios que chega ao intestino delgado dos
animais representa o somatorio dos lipidios alimentares com os de origem microbiana. Ao
longo do intestino por agdo dos sais biliares e fosfolipidios ocorre a passagem destes para as
micelas permitindo sua absor¢do, que pode ocorrer por difusdo passiva, segundo esquema
apresentado pela figura 7.

Figura 7: Absor¢do de beta-caroteno pelas micelas na mucosa intestinal
Fonte: ERDMAN et al., 1993.

Em alguns casos os triglicerideos podem sofrer acdo das lipases pancreaticas,
liberando 4cidos graxos e monoglicerideos para serem absorvidos. Os lipidios absorvidos sdo
transportados em associagdo com lipoproteinas de baixa densidade produzidas nos enterocitos
dos animais, principalmente LDL (Low-density Lipoprotein) ¢ VLDL (Very Low-Density
Lipoprotein), e em pequena quantidade nos quilomicrons, circulando pelos vasos linfaticos
até alcancar os tecidos de armazenamento (ERDMAN et al., 1993; YANG et al., 1992). Em
mamiferos como os bovinos e os furdes (Mustela putorius furo), os carotenoides sao
absorvidos intactos, sendo, estes animais, utilizados muitas vezes como modelo nos estudos
do metabolismo de carotendides (ERDMAN et al., 1993; POOR et al., 1991; BIERER et al.,
1993). Em estudos realizados por Yang et al. (1992) onde os autores pesquisaram a
concentragdo de carotenoides e retinol no plasma, tecido adiposo e figado de ovelhas, cabras e
bovinos observaram que as concentragdes de carotendides em ovelhas e cabras ndo foram
detectadas no plasma nem no tecido adiposo, sendo encontrada minimas concentragdes no
figado, o que ndo correspondia com os resultados encontrados em bovinos, que apresentavam
grandes quantidades de beta-caroteno nos trés tecidos analisados. Uma das hipdteses para a
ndo detecgdo de beta-caroteno nos tecidos extra-hepaticos seria o desenvolvimento de
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mecanismos de deposito seletivo, onde o beta-caroteno quando requisitado seria convertido a
retinol no figado e transportado para o tecido alvo.

Nos tecidos periféricos, figado e musculo, a lipoproteina lipase (LPL), presente na
superficie das células do endotélio capilar mediante a¢do da insulina, capta a VLDL e
hidrolisa os triglicerideos liberando monoglicerideos e acidos graxos livres para serem
absorvidos pelas células, sendo depois reconvertidos a triglicerideos e armazenados nas
células teciduais. O destino destes substratos dependera do tipo de tecido e condigdo
metabdlica do animal, nos estados de jejum, alimentacdo ou lactagdo, como representado pela
figura 8 (KOZLISKI, 2009; FURR, CLARK, 1997; BAUCHART, 1992).

Figura 8: Transporte p6s-absor¢ao do beta-caroteno para o figado e tecidos extra—hepaticos
Fonte: ERDMAN et al., 1993.

Em relacdo, especificamente aos carotenoides, a degradacdo pode variar dependendo
do tipo de carotenodide. Segundo Noziére et al. (2006) e Furr e Clark (1997), por exemplo, a
luteina pode ndo sofrer degradacdo pelo metabolismo dos ruminantes, enquanto o beta-
caroteno ¢ degradado em concentracdes variaveis. Essas alteracdes podem ocorrer por
interagdes entres os diferentes carotendides. Nos estudos de Krinsky et al. (1993) e Erdman et
al. (1993), a degradacao do beta-caroteno em duas moléculas de retinal ocorre via enzima [3-
caroteno-15-15’-monoxigenase presente nos enterocitos, causando uma hidrolise da cadeia
alifatica ao nivel da dupla ligacdo central (15-15’), que em animais como ovelhas e cabras
apresentam maior atividade que em bovinos, sendo convertidos em diversas apo-carotenoides,
como exemplificado na figura 9.

Segundo Andriguetto et al. (2002), a conversdo maxima de carotendides em bovinos
encontra-se em torno de 50%, e o mecanismo que parece ocorrer ¢ a oxidacdo terminal,
passando pelo beta apo-8-carontenal e seus dcidos como etapa intermedidria. A maior
conversao dos carotendides com atividade de pro-vitamina A em retinol, em caprinos, ovinos
e possivelmente em bubalinos, explicaria a diferenciacdo da coloragdo do leite entre essas
espécies, sendo os niveis séricos, no figado e nos tecidos subcutaneos de carotendides muito
menores do que em bovinos.
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Figura 9: Clivagem simétrica e assimétrica do beta-caroteno em retinal e apo-carotenoides
Fonte: Krinsky et al., 1993.

As alteragdes nas concentragdes plasmaticas e no leite do teor de carotendides podem
variar por diferencas individuais, como raga, espécie, tipo de forrageira na alimentagdo,
estagio de maturagdo fisiologica do animal, uso de suplementacdo e etapa da lactagdo, sendo o
colostro mais rico em vitamina A do que o leite no final da lactagdo (NOZIERE et al., 2006).

3.9 Validacao Analitica

A validacdo surgiu como uma forma de assegurar a aplicabilidade e alcance de um
método durante as operagdes de rotina de um laboratério, estabelecendo os limites dos
parametros por meio de estimativas (Ribeiro et al., 2008). Essa etapa do desenvolvimento
analitico garante a confiabilidade em relacdo as informagdes geradas sobre um analito.

Esse processo garante 4s agéncias reguladoras que o método e os sistemas
desenvolvidos sdo adequados ao uso pretendido. No Brasil ha duas agéncias credenciadas
para verificar a competéncia de laboratorios de ensaio: a ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria), através da Resolugdo RE n°899, de 29 de maio de 2003, e o INMETRO
através do Documento de Orientagdo DOQ-CGCRE-008 de fevereiro de 2010. Esses
documentos sdo guias de orientacdo que sugerem estratégias a serem seguidas, sendo aberto a
interpretagdes (PEREZ, 2010; CASSIANO et al., 2009).

Segundo Ribani et al. (2004), a validag¢do pode ser dividida em duas etapas distintas: a
validacdo intralaboratorial (in house validation) que compreende as etapas de validagdo
realizadas dentro de um unico laboratorio, para validar um método novo que tenha sido
desenvolvido no local, ou ainda, sendo utilizado como etapa preliminar do desenvolvimento
de uma metodologia, sem verificar a reprodutibilidade. O segundo tipo, validagdo completa,
envolve todas as caracteristicas de desempenho, assim como, um estudo interlaboratorial
observando como a metodologia se comporta em uma matriz em varios laboratorios.

Torna-se necessario a avaliacdo dos parametros as serem seguidos, assim como devem
ser determinadas a faixa de concentracdo do analito e as caracteristicas da amostra. As figuras
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de mérito devem ser baseadas no uso pretendido, no documento de orientagdo utilizado, e na
quantidade de analito disponivel na amostra.

A primeira parte do processo ¢ o planejamento, onde ocorre a definigdo da aplicacdo
do método, objetivo e escopo do método, seguido da definicdo das figuras de mérito, critérios
de aceitacdo e tratamento estatistico (INMETRO, 2010).

Segundo os documentos de orientacio da ANVISA e INMETRO, a metodologia
analitica devera ser avaliada segundo:

Seletividade: A matriz da amostra pode conter componentes que interferem no desempenho
da medicdo. Segundo Perez (2010) a seletividade garante que o pico de resposta seja
exclusivamente do composto de interesse. Dessa forma um método seletivo deve apresentar
capacidade de quantificar o analito de interesse sem interferéncia de metabolitos, produtos de
degradacdo, ou compostos com propriedades quimicas similares.

Linearidade e Faixa de trabalho: A faixa de trabalho escolhida deve cobrir a faixa de
aplicacdo para qual o método de ensaio ¢ pretendido. A curva de calibra¢do corresponde ao
modelo matematico que estabelece uma relacdo entre a resposta instrumental e a concentracao
do analito. Segundo INMETRO (2010) a curva de conter no minimo 5 concentragdes
conhecidas do analito, com numero de replicatas proximo ao utilizado usualmente no
laboratério. A linearidade ¢ verificada a partir da equagdo da regressdo linear, através dos
coeficientes a e b e o coeficiente de correlacdo r. Este pardmetro permite estimar a qualidade
da curva obtida, pois quanto mais proximo de 1,0 menor a dispersdo do conjunto de pontos
experimentais € menor a incerteza dos coeficientes de regressdo estimados. A ANVISA
(2003) recomenda que o coeficiente de correlacdo seja igual a 0,98 e o INMETRO (2010) um
valor acima de 0,90. Ao final da elaboracao da curva o grafico dos resultados dos ensaios em
funcdo da concentracdo do analito, deve ser verificada em relacdo a auséncia de valores
discrepantes para cada nivel de concentragdo e a homocedasticidade dos dados, para isso pode
ser utilizado o teste de Grubbs ou de residuo Jacknife, e teste de Cochran ou teste de Brown-
Forsythe, respectivamente. Para verificagcdo da linearidade frequentemente ¢ utilizada a
andlise de variancia (ANOV A) na regressdo (INMETRO, 2010).

Precisdo: a precisdo mede a proximidade entre os resultados apresentados por uma mesma
amostra. Segundo ANVISA (2003), essa medida pode ser expressa como desvio padrdo
relativo (DPR) de uma série de repeticdes da mesma amostra em diferentes concentracdes,
também conhecido como coeficiente de variagao (CV%). O valor maximo de desvio aceitavel
deve ser definido de acordo com a metodologia, a concentragdo, o analito, o tipo de matriz, e
a finalidade do método, porém, ndo se admitindo valores superiores a 15%.

Exatidao: Segundo INMETRO (2010) esta andlise pode ser realizada através de analise de
tendéncia/recuperagdo, sendo a exatiddo avaliada matematicamente através da tendéncia.
Basicamente os métodos determinam a relagdo entre o valor de uma concentracio observada e
de uma concentracdo esperada, sendo o resultado expresso em percentual. Para isso podem ser
realizados ensaios utilizando matriz isenta do analito de interesse adicionada com a substancia
a ser analisada, normalmente usando padrdes do analito, em trés concentracdes distintas,
relacionadas com os pontos minimo, médio € maximo da curva de calibragdo. As amostras
adicionadas devem ser analisadas da mesma forma que a matriz do analito sendo observadas
as quantidades medidas apds o ensaio em relagdo a concentragdo adicional do padrao.

Limite de deteccdo: O limite de deteccdo representa a menor concentracao da substancia em
exame que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada por um procedimento
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experimental. Existem trés formas distintas de estimar o limite de detec¢do: método visual,
método sinal: ruido, e método matematico baseado na curva de calibracdo. No método da
relagdo sinal: ruido, utilizado no método de ensaio, ha comparagdo do sinal analitico obtido
contendo concentragdes baixas de analito com o sinal de uma amostra do branco. Considera-
se aceitavel uma relacdo sinal: ruido de 5:1 a 3:1 (INMETRO, 2010).

Limite de quantificacdo: Segundo ANVISA (2003) o limite de quantificagdo corresponde a
menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinado com precisdo e
exatiddo aceitaveis sob as condi¢des experimentais estabelecidas. Na rotina dos laboratorios,
corresponde ao padrdo de calibracdo de menor concentracdo, onde ha perda de precisdo
quando ocorrem medi¢gdes em niveis de concentragdo menores.

Robustez: A robustez mede a sua suscetibilidade de um método analitico diante de pequenas
variagdes que podem ocorrer durante as analises de rotina, sem alterar sua exatiddo e precisao.
Para determinar a robustez de um método o INMETRO (2010) recomenda o teste de Youden,
nesse teste avalia-se e ordena-se a influéncia de cada uma das varia¢des nos resultados finais,
indicando qual o tipo de influéncia de cada varia¢do. Sdo realizados oito ensaios com uma
combinacdo fatorial de efeitos e verifica-se qual o efeito ou combinacdo de efeitos que
apresentam variagio (VALCARCEL; RiOS, 2002).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta de amostras
As analises de retinol, beta-caroteno e gordura foram realizadas em amostras de leite e

queijos tipo mozzarella elaborados com leite bubalino e/ou misturados com leite bovino,
conforme representado pelo esquema de delineamento experimental (figura 10).

Bufalos (n=5)

60 dias de 200 dias de
ILactacao IL.actacao
Teor de Gordura Teor de Gordura
| |
Concentracao Concentracao
beta-caroteno beta-caroteno
| |
Concentracgao Concentracgao
retinol retinol

Figura 10: Delineamento experimental para condugdo do estudo

As coletas de amostras de leite bubalino foram realizadas em propriedade particular
situada no municipio de Itaguai, regido metropolitana da cidade do Rio de Janeiro, com
coordenadas geograficas latitude 22°51°7” sul e longitude 43°46°30” oeste.

A regido ¢ caracterizada por clima tropical, com estag¢@o seca de junho a outubro com
média de precipitagdo pluviométrica de 53,8mm e estacdo chuvosa de novembro a abril com
média pluviométrica de 150,3mm, ¢ média de temperatura anual de 19,3°C a 29,3°C. O
rebanho da propriedade totalizava 30 animais mesticos (figura 11), ndo podendo indicar a
origem dos cruzamentos devido a auséncia de informagdes zootécnicas, sendo selecionados
cinco animais (n=5), que se apresentavam em periodo de lactacdo no inicio do estudo. Os
bufalos eram criados em sistema de exploragdo semi-extensivo, alimentados com pastagem
com predominancia de Brachiaria brizantha, complementada na €poca seca com guandu
(Cajanus cajan (L.) Millsp.).

O leite bovino utilizado para adi¢ao na elaboracdo de queijos misturados foi adquirido
de propriedade particular, situado no municipio de Seropédica, regido metropolitana da cidade
do Rio de Janeiro, com coordenadas geograficas latitude 22° 44> 38" sul, longitude 43° 42°
28 oeste. A regido caracterizada como clima tropical subumido, com temperatura média
22,7°C. Os animais eram alimentados com pastagem com predomindncia de Brachiaria
brizantha, em sistema extensivo.
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As coletas foram divididas em dois periodos de lactacdo, aos 60 dias apds pari¢do —
julho/2010 e 200 dias apos pari¢do — janeiro/2011, onde os animais apresentavam periodo de
lactacdo total de 270 dias, as datas foram escolhidas para representacdo do pico (maior
volume de leite) e do declinio (menor volume de leite) desses animais. As ordenhas eram
realizadas no hordrio da manha e a tarde, com bezerro ao pé, sendo as coletas realizadas no
periodo matinal, ap6s limpeza do ubere com é4gua e sabdo, desprezando o primeiro jato,
coletado em balde e transferido para frascos de polipropileno foscos com capacidade para 5L,
transportados em isopor contendo gelo até a Planta 1 da EMBRAPA Agroindustria de
Alimentos para elabora¢do dos queijos tipo Mozzarella, desse total de 5L, foram retirados
40mL e transportados para o Laboratério Analitico de Alimentos e Bebidas — LAAB, no
Instituto de Tecnologia da UFRRJ, para determinagdo do percentual de gordura.

Figura 11: Bufalos mesticos da Fazenda Sao Judas Tadeu — Itaguai, RJ

4.1 Elaborac¢ao das amostras

Apods o transporte para a EMBRAPA Agroindustria de Alimentos, os leite foram
submetidos a homogeneizag¢do e filtragdo em peneiras com furos de 0,25mm, seguido de
pasteurizagdo a temperatura de 65°C por 30 minutos, sendo a etapa monitorada com
termometro digital para fins alimenticios (-50°C a 150°C) modelo TE-300, marca Instrutherm,
sendo preparadas em seguida, amostras de queijo tipo mozzarella através de metodologia
tradicional, sendo as etapas do processo descritas no fluxograma 1. Os ingrediente utilizados
(figura 12) foram: fermento latico adquirido na cidade de Juiz de Fora (MG) do tipo
termofilico TCC 20® (Chr Hansen), contendo Streptococcus thermophilus, Lactobacillus
delbrueckii ssp. Bulgaricus, coalho liquido (forca: 1:3.000), da HA-LA do Brasil, Chr.
Hansen ind. e comércio LTDA® utilizado nas propor¢des indicadas pelo fabricante (7 a 9mL
do coagulante para cada 10 litros de leite), cloreto de calcio solugdo 40% (p/v) adquirido no
comércio da cidade de Juiz de Fora (MG) da empresa Macalé® — produtos para laticinios,
sendo utilizado conforme indica¢do do fabricante (50mL da solugdao para 100L de leite). Os
cinco queijos preparados em cada periodo de lactacio (60 dias e 200 dias) foram
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acondicionados em embalagens plasticas e mantidos sob congelamento até momento de
analise.

4.2 Divisao das amostras por periodo de lactacio

Os queijos preparados com a técnica descrita acima foram separados em dois grupos:
grupo dos queijos elaborados somente com leite bubalino de cada animal aos 60 dias de
lactacdo (n=5) e 200 dias de lactagdo (n=5), e o grupo dos queijos elaborados com adi¢do de
leite bovino ao leite bubalino de 200 dias, nas seguintes proporc¢des 0% (tratamento 1), 20%
(tratamento 2), 50% (tratamento 3), 80% (tratamento 4) e 100% (tratamento 5), para
verificacdo da variagdo da concentracdo de beta-caroteno nesses produtos, correspondendo
aos queijos misturados, conforme representado pela figura 13.

Recepcao do leite > Corte (graos de 1 cm)
sob refrigeragdo (5°C) l
l Agitagdo
Homogeneizacao e filtragdo do leite !
! Aquecimento (40°c / 30min)
Pausteurizagao (65°c /30min)
l Retirada do soro
Resfriamento (32°c) !
) Filagem (+90°c)
Adigao de coalho !
l Moldagem
Adicao do Cloreto de calcio !
l Resfriamento
Adicao do Fermento latico !
l Embalagem
Fermentacao
1
Coagulacao
|

Fluxograma 1. Fluxograma de elaboragdo da mozzarella
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Figura 12: Produtos utilizados para elaborag¢do das amostras de queijo tipo mozzarella

Figura 13: Delineamento experimental para determinacdo de beta-caroteno nas amostras de
queijo bubalino e queijo misturado

Apo6s a validagdo do método, que sera descrita posteriormente, foram adquiridas
amostras comerciais para verificacdo da eficiéncia do método. De um total de quinze amostras
(figura 14), cinco eram marcas comerciais com rotulagem indicando como ingrediente
somente leite bubalino, quatro marcas comerciais com ingrediente somente leite bovino, e
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para complementar a quantidade de amostras foram preparados seis queijos misturados tipo
Mozzarella elaborados conforme técnica especificada anteriormente. As amostras de queijos
comerciais foram dos tipos mozzarella, queijo minas frescal, e ricota fresca. Essas amostras
foram adquiridas em trés pontos de coletas localizados na zona oeste na cidade do Rio de
Janeiro. A preparagdo de queijos misturados e a aquisicdo de queijos de outros tipos foi
necessaria devido a pequena diversidade de queijos elaborados somente com leite de bufala
disponiveis no comércio.

Queijos Queijos
adulterados comerciais

L 4
Adulterados com 10%p, 30%0, 4020, 6020, 90%0
Comerciais somente com leite bovino
Comerciais somente com leite bubalino

|

Concentracgédo de
beta-caroteno

Figura 14: Delineamento experimental para verificagdo da eficiéncia do método utilizando
amostras comerciais e preparadas com adi¢do de leite bovino

4.3 Determinaciao do Percentual de Gordura

O processo de determinagdo do percentual de gordura foi realizado no Laboratorio
Analitico de Alimentos e Bebidas — LAAB, no Instituto de Tecnologia da UFRRJ.

Segundo a Instrugdo Normativa IN n° 68 de 12 de dezembro de 2006 (BRASIL, 2006),
que oficializa os métodos analiticos para controle de leite e produtos lacteos, o método para
determinagdo quantitativa de lipidios deve ser realizada através do método butirométrico para
leite fluido, que se baseia no ataque seletivo da matéria organica por meio de acido sulfurico
(H2S04) p.a, com excecdo da gordura, sendo estes componentes separados por centrifugagao,
auxiliada pelo alcool amilico (CsH;,0), que modifica a tensdo superficial.

Os materiais utilizados para as analises de gordura foram: solucdo de acido sulfirico
(H.S04) VETEC® com densidade 1,820 a 20°C e élcool isoamilico (CsH;20) VETEC® com
densidade 0,81 a 20°C, centrifuga de Gerber, banho-maria, butirdbmetro de Gerber para leite
com rolha, pipeta volumétrica de 1, 10 e 11 mL, e densimetro.

A solugdo de 4cido sulftirico com densidade 1,820 foi preparada com acido sulfurico
p.a com densidade 1,840. Foram adicionados 925mL do acido sulfurico p.a sobre 125mL de
agua em proveta de vidro, lenta e cuidadosamente para evitar que esta respingasse. A proveta
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foi acondicionada em banho de gelo, utilizando os equipamentos de protecdo individuais
(EPI) necessarios, luvas grossa, 6culos e jaleco de algoddo. Deixou-se esfriar até 20°C e a
densidade foi conferida com densimetro.

Ap0s a preparacao da solucdo de acido sulfurico foram adicionados 10mL da solugao,
11 mL da amostra de leite fluido homogeneizada e ImL de 4lcool isoamilico diretamente ao
copo do butirdmetro e fechado com rolha, tomando os cuidados necessarios € com a utilizagao
dos EPIs. O material foi agitado para promover mistura dos liquidos, em seguida, foi
centrifugado por 5 minutos a 1200 rpm e transferido para banho-maria a 65°C para auxiliar na
dissolu¢do da amostra, o processo de centrifugacdo e banho-maria foram repetidos trés vezes
para garantir maior dissolu¢do da amostra. Os resultados foram obtidos por leitura da
porcentagem de gordura da amostra, diretamente na escala do butirdmetro.

Cada amostra dos cinco animais foi analisa em triplicata nos periodos de 60 dias e 200
dias de lactacdo, de acordo com o representado pela figura 10 mencionada anteriormente. Os
dados dos diferentes periodos de lactacdo foram analisados estatisticamente através de teste T
(p<0,05) para determinagdo de diferenga entre as variancias dois periodos.

4.4 Procedimento de extracio para determinacio de retinol

As analises de retinol nos queijos tipo Mozzarella elaborados com 60 dias e 200 dias
foram realizadas no laboratorio de Cromatografia Liquida da Embrapa Agroindistria de
Alimentos.

As analises seguiram método descrito por Campos (2005), que analisou retinol em
leite humano, dessa forma, a utilizagdo do método necessitou de modificagdes para a matriz
analisada, assim, devido a consisténcia do produto foram utilizadas 15g ao invés de 25mL,
outras alteracdes estdo relacionadas ao tipo de coluna cromatografica utilizada, a fase movel,
fluxo e tempo de corrida. Neste estudo a coluna Cs foi utilizada ao invés da coluna C;s, pois,
segundo estudos mencionados na revisao de literatura esta coluna apresenta melhor resolugao
e seletividade na identificagdo e quantificacdo de isdmeros cis/trans, e a fase movel utilizada
foi metanol e éter metil-terc-butilico em gradiente ao longo de 28 minutos, com fluxo de
0,83mL/min ao invés de metanol 100% com fluxo de 0,5mL/min e corrida de 8,5min., essas
alteragdes nas condigdes cromatograficas foram necessarias por motivos operacionais e pelas
amostras utilizadas apresentarem possivel presenca de beta-caroteno. Nessas condi¢des de
andlise, ambos os compostos, retinol e beta-caroteno, poderiam ser identificados e
quantificados.

Os materiais utilizados para as andlises de retinol foram: Hidréxido de potassio (KOH)
P.A. - Tedia®, benzeno-1,2,3-triol (Pirogalol) grau P.A. ACS VETEC®, éter etilico grau
cromatografico Tedia®, éter de petréleo (30°-60°C) grau cromatografico Tedia®, metanol grau
cromatografico Tedia®, éter metil-ferc-butilico grau cromatografico Tedia®, etanol grau
cromatografico Tedia®. Filtro de membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) 0,45um
Millipore®, Acetato de retinol (Sigma Aldrich®).

Os equipamentos utilizados: evaporador rotativo modelo Rotaevaporador-RE- Buchi®.
Cromatografo liquido de alta eficiéncia modular Waters® composto por bomba 600, com
degaseificador de solvente em linha, injetor automatico 717 plus e detector com arranjo de
fotodiodos modelo 996, com sistema de aquisi¢gio de dados com software Empower”.
Espectrofotometro UV-1800, Shimadzu®. Cromatografo liquido de ultra-eficiéncia Acquity —
Waters® acoplado a detector de Espectrometria de massas Synapt - Waters” (MS- APCI/Q-
TOF).
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4.4.1 Extracao de retinol das amostras

Foram pesados 15g da amostra de queijo tipo mozzarella elaborado somente com leite
bubalino aos 60 dias e 200 dias, triturado com mixer, pesado em balanga analitica utilizando
erlenmeyer de 250mL, adicionando em seguida, 50mL de solugcdo de hidroxido de
potassio:pirogalol:metanol 20:1:79 (%m/m/v), para hidrélise alcalina durante 3h, em repouso,
ao abrigo de luz. As andlises foram realizadas em duplicata.

O produto da hidrélise foi colocado em funil de separagdo e extraido com 100mL de
solugdo de éter de petroleo:éter etilico 20:80 (%v/v), em duas etapas com por¢des de SOmL. A
fase etérea contendo material hidrolisado foi lavada com 200-300mL de agua milliQ, com
medicao utilizando fita de pH até pH neutro. O extrato foi filtrado com funil de vidro
contendo 13 de vidro e camada de aproximadamente 3cm de sulfato de sddio anidro, sendo
recolhido em baldo de fundo redondo ambar de 250mL, em seguida seca em rotaevaporador
sob pressdo reduzida, em banho-maria a 35°C e ressuspenso em 5SmL de etanol grau
cromatografico.

O material ressuspendido com etanol foi filtrado através de membrana PVDF 0,45um,
sendo em seguida, separada uma aliquota de 1mL para analise por cromatografia liquida de
alta eficiéncia, com detec¢do por arranjo de fotodiodos (CLAE-DAD) e 1mL para leitura de
absorvancia no espectrofotometro as 325nm.

4.4.2 Parametros cromatograficos para isolamento e quantificaciio do retinol

As condicdes cromatograficas foram otimizadas no laboratério de cromatografia
liquida da Embrapa Agroindustria de Alimentos. Para as analises foi utilizada coluna YMC
Cs0 Carotenoid (250 x 4,6 mm x 3um), a 33 °C, com elui¢do gradiente de metanol:éter metil-
terc-butilico(%v/v), segundo tabela 1, fluxo 0,8 mL/min. O volume injetado foi de 15uL e o
tempo total de andlise foi de 28 minutos.

Tabela 1: Eluicdo da fase movel em gradiente durante corrida de 28 minutos

Minutos % Metanol % éter metil-ferc-butilico

Inicial 80 20

0,5 75 25

15,0 15 85

15,05 10 90

16,50 10 90

16,55 80 20
28,00 80 20

4.4.3 Isolamento de padrio de retinol

A obtengdo de padrao foi realizada através de isolamento do retinol de figado bovino,
em virtude desta matriz ser excelente fonte, segundo a literatura. Amostra fresca pesando
100g foi adquirida no comércio da cidade do Rio de Janeiro, transportada em isopor com gelo,
embalado com plastico, at¢ o Laboratério de Cromatografia Liquida da EMBRAPA
Agroindustria de Alimentos para realizacdo dos procedimentos de extragdo conforme
metodologia descrita anteriormente para quantificacdo em queijo do tipo mozzarella.

Para o isolamento do padrdo de retinol a partir de figado bovino, o material foi
coletado na saida do detector DAD, apos separacdo cromatografica, no apice do pico
cromatografico, em cada uma das dez inje¢des, conforme apresentado na figura 15.
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Figura 15: Isolamento do padrao de retinol a partir da coleta no apice do pico cromatografico
4.4.4 Parametros Cromatograficos para identificacdo do retinol por CLUE-EM

Para caracterizacdo da presenca do retinol no material extraido de figado bovino foi
utilizado sistema de cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplado a espectrometro de
massa de alta resolucdo (CLUE-EM Acquity-Synapt). As condigdes cromatograficas para o
CLUE foram: elui¢do isocratica com fase movel de solug@o de acetonitrila:dgua:acido féormico
80:20:0,1(%v/v/v), fluxo 0,2mL'min”', coluna Waters®” Acquity BEH Ci3 (1,7um, 1,0 x
50mm), a temperatura de 35° C, volume de inje¢ao de SuL.

Para o EM foi utilizada fonte de ioniza¢do quimica a pressdo atmosférica em modo
positivo (APCI+) nas seguintes condi¢des: temperatura de sonda 300°C, corrente de corona
4mA, voltagem do cone (skimmer) 22V, temperatura da fonte 120°C, volume do gis de
dessolvatagao 400L/h.

A caracterizagdo do espectrometro de massas do retinol e a otimizagdo dos parametros
a serem utilizados na fonte de ions foi realizada através de comparag¢do com padrdo comercial
de acetato de retinol, que foi utilizado para otimizar os pardmetros da fonte (skimmer,
corrente de corona, fluxo e temperatura do gas de dessolvatacdo) de forma a obter a melhor
sensibilidade. O acetato de retinol foi solubilizado em solu¢do de metanol:éter metil-terc-
butilico 90:10(%v/v), e introduzida por insercdo direta no EM através de uma bomba de
seringa (syringe pump).

4.4.5 Quantificacio espectrofotométrica do padrao isolado

O retinol isolado foi quantificado por espectrofotometria na regido do ultravioleta,
utilizando como branco etanol grau cromatografico em 325nm. A leitura de absorvancia (Abs)
foi utilizada na equagao:

Concentracio (pg'mL'l) = (Abs x 10%)/¢,
onde absortividade molar (¢) do etanol em 325nm = 1780.
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4.4.6 Determinacio do teor de pureza do isolado de retinol

A determinacdo da pureza do retinol foi realizada por CLAE utilizando uma aliquota
de 2 mL de retinol isolado, seco sob fluxo de nitrogénio. Ao residuo foram adicionados
100uL de etanol, em seguida o vial foi agitado em vortex por 10 segundos. Com auxilio de
micro-pipeta a solu¢do obtida foi transferida para vial/ com redutor de volume e levada para
analise cromatografica. Segundo método descrito por Pacheco (2009), o calculo da pureza
estd relacionado com a area do pico de retinol em porcentagem relativa a soma das areas de
todos os picos presentes, de acordo com a equagao:

Pureza (%) = Area’do pico de interesse (retinol) x 100
Area de todos os picos

4.4.7 Validacao do Método de Ensaio para Determinacio de Retinol

A validacdo do método de ensaio foi realizada segundo orientacdo da resolugdo da
ANVISA RE n°899, de 29 de maio de 2003 e pelo INMETRO-CGCRE-008 de fevereiro de
2010. Os parametros de validagdo utilizados para o método de ensaio do retinol foram:
seletividade, faixa de trabalho, linearidade, precisdo, exatidao, limite de deteccdo, limite de
quantificagdo, recuperacdo e robustez.

A seletividade do método de ensaio foi determinada para garantir que o pico de
resposta apresentando na andlise corresponde ao composto de interesse, no método de ensaio
em questdo, o retinol. Para isso, o material isolado de figado bovino foi injetado nas
condigdes cromatograficas citadas anteriormente para determinag¢do do tempo de retengdo,
espectro de absor¢do na regido do ultravioleta por detector de arranjo de fotodiodo e o
espectro de massas. Para confirmagdo desses parametros (tempo de retencdo, espectro de
absor¢ao na regido do UV e espectro de massas) foi utilizado padrao hidrolisado de acetato de
retinol (C,H3,0;). Foram adicionados a 100uL de padrdo comercial de acetato de retinol em
erlennmeyer, 100 puL solugdo de KOH:Metanol 10:90(%m/v) para hidrélise do grupo acetato,
deixando em repouso por 3h ao abrigo de luz.

Para determinacdo da linearidade, faixa de trabalho e precisdo do método de ensaio
preparou-se curva analitica com sete pontos, conforme tabela 2, segundo concentra¢do da
substancia de interesse na matriz estudada. Os resultados de areas apresentados pelas
diferentes concentracdes da curva de calibragdo foram analisados através de teste de Grubs,
para determinacdo de valores aberrantes, teste de Cochran para verificagio da
homocedasticidade das varidncias, e para determina¢do da linearidade da regressdo foi
utilizado ANOVA fator tnico. Os resultados apresentados pela curva de calibragdo foram
avaliados através da estimativa do coeficiente de variacdo (CV%), para determinag¢do da
precisao do método em estudo e a exatiddo através da determinacdo dos valores tedricos e
obtidos e do desvio padrao dos resultados em cada ponto da curva de calibragdo.

O limite de detecg¢do foi determinado através da relagdo sinal:ruido, para isso foram
preparadas solugdes de diluigdes a partir da solugdo mie com concentragdo 0,5 pgmL™ de
retinol. Para alcangar a menor concentragdo de retinol que indicava relagdo sinal: ruido 5:1,
foi necessaria dilui¢ao 1:85 da solugdo mae com etanol absoluto. Esse material diluido foi
analisado por CLAE nas mesmas condi¢des que as amostras, ¢ a partir desses resultados pode-
se considerar a menor concentracdo que pode ser detectada de forma distinta do ruido pelo
equipamento.

O limite de quantificagdo foi representado pelo primeiro ponto utilizado na curva de
calibracdo, uma vez que, esse valor corresponde a menor concentragdo esperada na amostra,
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0,5ug.mL™". Segundo INMETRO (2010) a utilizagdo do ponto de menor concentracdo da curva
de calibragdo pode ser realizada se a exatiddo, comparacdo entre o valor tedrico e obtido,
estabelecendo como critério de aceitagao desvio padrao <0,2, e a precisdo (CV<15%).

Tabela 2. Pontos da curva de calibragdo com as respectivas concentragdes de retinol

Ponto de Calibragao Concentragdo pg/mL
1 0,5 pg .mL"
2 1 ug .mL"
3 2 ug .mL"!
4 4 ug .mL!
5 6 ng .mL"
6 8 ng .mL"
7 10 pg .mL"

Para determinagdo da recuperacdo, utilizou-se como branco, matriz de caseina
hidrolisada da marca DIFCO™. Apos anélise em duplicata do branco, para comprovagio da
isen¢do de retinol, foi adicionada a matriz as concentragdes de 0,5 pg .mL", 4,0 ug .mL"'e 10
ng .mL" da solugdo estoque de padrdo de retinol (4,72 ug.mL™ com 99% de pureza), sendo
ressuspendido com 1mL de etanol absoluto.

Com objetivo de verificar a robustez do método de ensaio foi utilizado teste de Youden
(INMETRO, 2010). Consiste em um teste que determina a sensibilidade do método de ensaio
frente a pequenas e especificas variagdes, para indicar qual o tipo de influéncia cada uma das
variaveis tem sobre o resultado final. As variaveis selecionadas estdo indicadas na tabela 3,

assim como a matriz das variagdes utilizadas para as andlises. Os resultados foram analisados
utilizando ANOVA fator unico (p<0,05).

Tabela 3. Parametros, matriz dos fatores utilizados na determinag¢ao da robustez, condigoes
cromatograficas de andlise e alternativas na determinacao de retinol

Parametros Condigdes Condigdes Ensaios Aleatérios
Cromatograficos Cromatograficas de andlise Cromatograficas alternativas 1 2 3 4 5 6 7 8
Temperatura A -33°C a-34°C A AA A aaaa
Concentragdo de metanol inicial B - 80% b-82% B BbbBIBWDLD
Fluxo C-0,8 c-0,83 CcCcCcCec
Equipamento D - Modular d - Alliance DDddddDD
Coluna - YMC Cs E -Lote 1 - 0697141261 e-Lote2-0752351011 E e E e e E e E
Metanol - Tedia F - Lote 1 -609507 f- Lote 2 -705322 F f fFFTf fF
M-ter.butil - Tedia G - Lote 1 - 1003151 g - Lote 2 - 1008364 GggGgGGyg
Resultado. s t u vwzxy z

4.4.8 Analises Estatisticas

Segundo orientagdo ANVISA e INMETRO as andlises estatisticas utilizadas para cada
parametro foram diferenciadas, porém pode-se agrupar em ANOVA fator Unico (p<0,05),
teste de Grubbs para valores discrepantes, teste de Cochran para homocedasticidade,
coeficiente de variacdo (CV%), e teste de Youden. Os coeficientes de variacdo (CV%)
analisados ndo devem exceder 15%.
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4.4.9 Quantificacao de retinol

Para determinacdo da concentracdo de retinol nas amostras de queijo bubalino por
CLAE foi utilizada a equagao:

Concentracao (ng/100g)= pg/mL x volume final x 100
massa
Sendo, pg/mL obtido através do calculo da curva de calibragdo.

4.5 Materiais para Determinacio de Beta-caroteno

As andlises de beta-caroteno nos queijos tipo Mozzarella elaborados com 60 dias e
200 dias, nos queijos misturados com leite bovino nos tratamentos I, II, III, IV, V, e nos
queijos comerciais ¢ misturados, foram realizadas no laboratério de Cromatografia Liquida da
Embrapa Agroindustria de Alimentos, utilizando a mesma técnica, descrita a seguir, para
todas as amostras em duplicata.

Os materiais utilizados para extracdo do beta-caroteno foram: acetona grau
cromatografico - Tedia®, Celite 545 - Tedia®, éter de petroleo (30°-60°C) grau cromatografico
Tedia®, hidroxido de potassio (KOH) P.A. - Tedia®, metanol grau cromatogréfico Tedia®, éter
metil-ferc-butilico grau cromatografico Tedia®, 2,6-Di-tert-butyl-p-cresol (BHT) - Tedia®,
Oxido de magnésio P.A. (MgO) - Merck®, sulfato de sodio anidro P.A. (Na,SO,)- VETEC®.

Os equipamentos utilizados: cromatografico liquido de alta eficiéncia modular
Waters® composto por bomba 600, com degaseificador de solvente em linha, injetor
automatico 717 plus e detector com arranjo de fotodiodos modelo 996, com sistema de
aquisi¢do de dados com software Empower”. Espectrofotdmetro UV-1800, Shimadzu®.

4.5.1 Extraciao de beta-caroteno das amostras

Segundo técnica de Rodriguez-Amaya (2001) adaptada por Pacheco (2009), foram
pesados 15g de queijo tipo mozzarella, sendo macerados com auxilio de graal, pistilo e 3g
celite e extraidos com 20-50mL de acetona grau cromatografico. O material foi filtrado, a
vacuo, em funil de vidro com placa sinterizada conectado a kitassato de 500mL. O material
macerado foi re-extraido duas vezes até ficar incolor, repetindo o volume de acetona. O
extrato do kitassato foi transferido para funil de separacdo de S00mL contendo 40-50mL de
éter de petroleo. A mistura foi lavada com 200-300mL 4gua miliQ, a fase inferior, aquosa, foi
descartada com auxilio de béquer. O procedimento foi repetido 2-3 vezes.

O extrato etéreo foi adicionado a erlenmeyer ambar de 125 mL recebendo solugdo
saponificante de KOH:Metanol 10:90 (%p/v) em volume igual ao do extrato etéro, reagindo
por 16 horas protegido de luz e O,. Apods as 16 horas, a mistura foi transferida para funil de
separacdo de 500mL contendo 40-50mL éter de petroleo e lavada com 200-300mL de agua
miliQ, a fase inferior, aquosa, foi descartada com auxilio de béquer de 250mL. O
procedimento foi repetido de 2-3 vezes. O extrato etéreo foi filtrado com funil de vidro
contendo 1a de vidro e camada de aproximadamente 3 cm de sulfato de sédio anidro. O
filtrado foi recolhido em baldo volumétrico ambar de 10mL, sendo avolumado com éter de
petroleo, se necessario.

O conteudo do baldo foi submetido a leitura no espectrofotometro a comprimento de
onda de 450nm para determinacdo de carotendides totais, utilizando como branco éter de
petréleo grau cromatografico. Apos processo de extracao e saponificagdo, foi retirada aliquota
de 2mL do extrato etéreo para concentracdo com auxilio de fluxo de nitrogénio até secura e
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ressuspendido para 100uL de acetona, com auxilio de micro-pipeta o material ressuspendido
foi tranferido para vial com redutor de volume e levado para andlise cromatografica.

4.5.2 Parametros cromatograficos para determinacio de beta-caroteno

As condi¢des cromatograficas foram desenvolvidas no laboratorio de cromatografia
liquida da Embrapa Agroindustria de Alimentos utilizando Coluna YMC Cj3 Carotenoid (250
x 4,6 mm x 3um), a 33 °C, com eluicdo em gradiente de éter metil terc-butilico:metanol,
seguindo a mesma variacdo que na determinacdo de retinol, fluxo 0,8 mL/min, o volume
injetado foi de 15puL e o tempo total de andlise foi de 28 minutos.

4.5.3 Isolamento de padriao de beta-caroteno

A obtencdo de padrdo foi realizada segundo metodologia descrita por Pacheco (2009),
através de isolamento do beta-caroteno de cenoura (Daucus carota L.) crua descascada, em
virtude desta matriz ser excelente fonte, segundo a literatura. Para isso, foram pesados 15g de
cenoura triturada com mixer, em balanca analitica, sendo macerado em graal com pistiloe 3 g
de celite e extraido com 20-50mL de acetona. O material foi filtrado com funil de placa
sinterizada conectado a kitassato de 500mL. O material filtrado foi extraido duas vezes,
utilizando igual volume de acetona. O filtrado foi adicionado a funil de separagdo de S00mL e
lavado com 200-300mL de dgua miliQ. O extrato etéreo foi coletado com funil de vidro
contendo 13 de vidro e camada de aproximadamente 3cm de sulfato de sddio anidro. O filtrado
foi recolhido em baldo de fundo redondo ambar de 250mL e colocado no rotaevaporador sob
pressdo reduzida, a temperatura ambiente, até secura e ressuspendido em 3mL de éter de
petroleo grau cromatografico.

Para preparacdo da coluna cromatografica aberta (figura 16) foi utilizado 6xido de
magnésio e celite medidos em volume iguais (1:1) e misturados para homogeneizar as
particulas. O material homogéneo foi colocado em estufa a 110°c por 4 horas para ativagdo da
fase estacionaria. Apds esse periodo na estufa o material foi colocado no dessecador até
reducdo da temperatura, em torno de 70°C. Foi colocada pequena quantidade de 13 de vidro no
fundo do tubo de vidro para evitar saida da fase estaciondria, e com auxilio de funil para
solido, a mistura de 6xido de magnésio e celite foram transferidos para coluna até 2/3 da
altura, compactando com bastdo de vidro. O tubo de vidro foi conectado a kitassato com rolha
e ligado no vacuo por 1 hora para auxiliar na compactacdo. Na parte superior da coluna foi
colocado 1 cm de sulfato de sddio anidro.

Com auxilio de pipetador automatico o volume total do extrato etéreo (3mL) foi
colocado no topo da coluna, sobre camada de sulfato de s6dio anidro. Apds completa
absor¢ao do liquido, o vacuo foi religado e adicionado S0mL da solugdo de éter etilico:éter de
petroleo 2:98 (%v/v), mantendo gotejamento de +2 gotas/segundo, para ndo deixar secar a
superficie.

Apos a separagdo da banda do carotendide de interesse, no caso o beta-caroteno,
parou-se a eluicdo da fase movel até secura, a coluna foi retirado do vacuo e a banda de
interesse foi cuidadosamente raspada com espatula de ago inox, descartando a parte inicial e a
final da banda, recolhendo s6 o meio da faixa a fim de obter maior pureza. O material raspado
foi colocado em funil com placa sinterizada conectado a kitassato de 500mL, ligado a vacuo,
e extraido com 20-50mL de acetona. O filtrado foi coletado com frasco de vidro usando funil,
13 de vidro e sulfato de s6dio anidro, e levado para andlise do grau de pureza.
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Figura 16: Preparagdo da coluna cromatografica aberta para separacdo do padrdo de beta-
caroteno
Fonte: PACHECO, 2009

4.5.4 Determinacido da pureza do beta-caroteno isolado

Para determinag¢do da pureza foi realizada através de andlise por CLAE, onde uma
aliquota de 100uL do material em acetona grau cromatografico foi transferida para vial com
redutor de volume e levado para analise cromatografica. O célculo da pureza esta relacionado
com a area do pico de retinol em porcentagem relativa a soma das areas de todos os picos
presentes, de acordo com a equagao:

Pureza (%) = Area do pico de interesse (beta-caroteno) x 100
Area de todos os picos

4.5.5 Quantificacio espectrofotométrica do padrio isolado de beta-caroteno

A banda de separagdo contendo beta-caroteno foi extraida e quantificada em
carotendides totais através de espectrofotometro a 450nm, utilizando como branco, éter de
petroleo grau cromatografico. A leitura de absorvancia (Abs) foi utilizada na equagao:

Concentraciio (ng'mL™) = (Abs x 10%)/,
onde absortividade molar (g) do éter de petroleo em 450nm = 2592.
4.5.6 Quantificacao de beta-caroteno

Para determinacdo da concentracdo de beta-caroteno nas amostras de queijo tipo
mozzarella e das marcas comerciais por CLAE foi utilizada as equagdes:
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Carotendides totais (ug/g) = (A x V x f x Repe)
Al /olcm XxXm

Onde:

A= leitura de absorvancia

V= volume baldo

Repe = repetitividade da leitura de absorvancia
f= Fator de correco do volume (10%)

A o= 2592

m=massa da amostra

Beta-caroteno(ng/100g) = (Cq( pg/mL) x Volume ressuspensio) X (vol. Final (balﬁo)
1000 vol. secagem “ x 100

Massa

Onde:
C,s= valor fornecido de sofware (Amount)

4.5.7 Validaciao do método de ensaio para determinacio de beta-caroteno

Os parametros de validacdo utilizados para método de ensaio do beta-caroteno foram:
seletividade, faixa de trabalho, linearidade, precisdo, exatidao, limite de deteccdo, limite de
quantificagdo, recuperagao.

Para analise da seletividade, o padrao de beta-caroteno isolado de cenoura foi injetado nas
condi¢cdes cromatograficas citadas anteriormente para determinacdo do tempo de retencao,
espectro de absorcdo na regido do ultravioleta por detector de arranjo de fotodiodo. Para
confirmacdo desses parametros (tempo de retencdo e espectro de absorcdo na regido do
visivel) foi utilizado trabalho realizado por Pacheco (2009), analisando cenoura crua nas
mesmas condi¢gdes cromatograficas e com mesmos equipamentos.

A determinacdo da faixa de trabalho foi realizada através de andlise do queijo
misturado com 50% de leite bovino e 50% de leite bubalino. A quantidade de beta-caroteno
encontrada na amostra representava o ponto médio da curva de calibragdo que variava de 0,2
pgmL"' a4 pgmL”, conforme apresentado na tabela 4.

Tabela 4: Pontos da curva de calibragdo com as respectivas concentragdes de beta-caroteno

Ponto de Calibragao Concentragdo pg/mL
1 0,2 pg .mL"
2 0,8 ug .mL"
3 1,4 pg .mL"!
4 2,0 pg .mL"
5 2,6 ng .mL"
6 32 pg .mL"
7 4,0 ug .mL"

Para determinagdo da linearidade e precisdo do método de ensaio preparou-se curva
analitica com sete pontos. Os resultados de areas apresentados pelas diferentes concentragdes
da curva de calibragdo foram analisados através de teste de Grubs, para determinacdo de
valores aberrantes, teste de Cochran para verificagdo da homocedasticidade das variancias, e
para determinagdo da linearidade da regressdo foi utilizado ANOVA fator Unico. Os
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resultados apresentados pela curva de calibragdo foram avaliados através da estimativa do
coeficiente de variacdo (CV%), para determinacdo da precisdo do método em estudo e a
exatiddo através da determinacdo dos valores tedricos e obtidos e do desvio padrido dos
resultados em cada ponto da curva de calibragao.

O limite de deteccdo do equipamento foi determinado através da relagdo sinal:ruido
5:1, utilizando os dados do trabalho de Pacheco (2009).

O limite de quantificagdo foi representado pelo primeiro ponto utilizado na curva de
calibracdo, uma vez que, esse valor corresponde a menor concentragdo esperada na amostra,
0,2ngmL”. Segundo INMETRO a utilizagdo do ponto de menor concentragdo da curva de
calibracdo pode ser realizada se a exatiddo, compara¢do entre o valor tedrico e obtido,
estabelecendo como critério de aceitagdo desvio padrdo <0,2, e a precisdo (CV<15%).

Para determinacdo da recuperagdo, utilizou-se como branco, amostra de queijo
elaborado somente com leite bubalino. Apds andlise em duplicata do branco, para
comprovacdo da isengdo de beta-caroteno, foi adicionada a matriz as concentragdes de 0,2 pg
mL", 2,0 ug .mL"'e 4,0 ug .mL" da solucdo padrio de beta-caroteno isolado de cenoura.

4.5.8 Analises Estatisticas

Segundo orientagdo ANVISA e INMETRO as analises estatisticas utilizadas para cada
pardmetro foram diferenciadas, porém pode-se agrupar em ANOVA fator Unico (p<0,05),
teste de Grubbs para valores discrepantes, teste de Cochran para homocedasticidade,
coeficiente de variagao (CV%) nao devem exceder 15%.

4.6 Percentual de Adulteracgao

Os queijos preparados com percentuais de 0%, 20%, 50%, 80% e 100% de leite
bovino em bubalino, foram analisados conforme metodologia descrita para extragdo e
condigdes cromatograficas de carotenodides. Esse material foi utilizado para determinacdo da
adulteracdo nos queijos bubalinos com leite bovino, através da determinag¢do da area de beta-
caroteno presente nas amostras.

Os dados foram analisados através de teste de Grubs, teste de Cochran, ANOVA fator
unico e Teste T (p<0,05). Para determinacdo da correlagdo entre os queijos adulterados com
diferentes percentuais de leite bovino, verificando se havia correlacdo linear entre as duas
varidveis (Percentual de adulteracio x Concentragdo de beta-caroteno) foi utilizada a
Correlagdo de Pearson, variando (r£0) de 1 (correlagdo positiva) a -1 (correlagdo negativa),
onde r(x;x;) = s(x;,X;)/s5(x;) X S(x)).

Para verificagdo da eficiéncia do método de ensaio foi utilizada como referéncia o
“Guia para controle da qualidade para a analise de residuos de agrotdxicos em alimentos para
os laboratorios integrantes do PARA — Programa de Andlise de Residuos de Agrotoxicos”
(ANVISA/REBLAS, 2007) e para os célculos de incerteza o documento NIT-DICLA-021
(INMETRO, 2007). No documento ANVISA/REBLAS, o item 6.6.2.2 relata os objetivos e
técnicas para avaliacido de métodos analiticos e performance analitica, neste item, a
verificacdo da performance deve monitorar o desempenho do método sob as condi¢cdes de
andlise de rotina, levando em considerag¢do a composi¢do da amostra, equipamento, reagentes,
condigdes ambientais e laboratoriais, observando se o desempenho do método ¢
estatisticamente consistente, em relagdo a precisdo, exatiddo e incerteza esperada para o
método. E o documento NIT-DICLA-021 relata os requisitos para expressao da incerteza de
medicao.

Os quinze queijos (comerciais € os preparados com os percentuais 10%, 30%, 40%,
60%, 70%, 90%) foram analisados de acordo com a metodologia descrita anteriormente,
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preparando a partir desses valores carta controle para verificacdo de desvios dos parametros
representativos do método onde Limite Superior de Controle (LSC)= X+3xDP e Limite
Inferior de Controle (LIC) = X — 3xDP, verificando se o processo ¢ estatisticamente estavel,
com pontos no grafico distribuidos aleatoriamente proximo a linha média sem que haja
tendéncia crescente, decrescentes, ciclos ou misturas. Foi realizada também a determinacao da
precisao (CV%<15%) e exatidao (DP<0,2).

A determinacdo da incerteza do método foi calculada através da determinagdo da
incerteza padrao do tipo A associada ao valor de média de cada andlise a probabilidade 95%,
segundo a equacao:

u=DP/\n

A incerteza combinada foi calculada através dos calculos de incerteza das varidveis
que influenciariam na quantificacdo de carotendides totais e na andlise do perfil
cromatografico por CLAE. Dessa forma, baseado na equagdo de carotenodides totais, as
varidveis eram: absorvancia (A), volume do baldo (V), massa da amostra (m) e repetitividade
da leitura espectrométrica (Repe). No célculo de beta-caroteno por CLAE (ug/100g) as
varidveis eram: concentragdo obtida pelo software (pg/mL) (Cs), volume do baldao (V),
repetitividade da medida cromatografica (Repe), massa da amostra (m) e fator de corregdo do
volume (f).

A equagdo para cédlculo da incerteza combinada (u.) de todas as fontes de incerteza
para o calculo de carotenoides totais e do calculo de beta-caroteno (pg/mL) é:

U¢ (Carotendides Totais(ng/g))=\ (UX(A) + U?(V) + U¥(m) + uz(Repe))
Uc (beta-caroteno (ng/mL) )=V (UXCs) + U*(V) + u?(m) + U?(f) + u’(Repe)))

2 . ey eqe
Onde, para calcular u~ foram usados os coeficientes de sensibilidade (c¢;) € o pu(x) de
cada varidvel, segundo as equagdes abaixo:

Quantifica¢do de carotenoides totais:

G(A) = (V x 10* x Repe)/(2592 x m)
G(V) = (A x 10* x Repe)/ (2592 x m)
ci(m) =- (A x V x 10" x Repe)/ (2592 m?)
Gi(Repe) = (A x V x 10%)/(2592 x m)

n(A) = Uespectrofotﬁmetro/ k

1(V) = V(Ubaldo/k)*

n(m) = (Upesagem/k)* + (Utara/k)’
p(Repe) = CV de amostragem escolhida

U(A) = G(A) x u(A)
w V)= G(V) x (V)
u’(m) = 6(m) x u(m)
u“(Repe) = ci(Repe) x n(Repe)

Onde:
U = Incerteza expandida do espectrometro — calibragdo do equipamento (2010);
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k = (V3) — incerteza com distribui¢do de probabilidade retangular, usada quando se conhece
apenas os valores maximos ¢ minimos de varia¢do de equipamentos;

Ubanzo = Incerteza do baldo volumétrico 10mL — calibragdo do fornecedor (2010);

Upesagem = Incerteza da pesagem da balanca analitica — calibracdo do equipamento (2010);
Utara = Incerteza da pesagem da balanga analitica — calibrag¢do do equipamento (2010);

CV = Coeficiente de variagdo de amostra escolhida

Concentragao de beta-caroteno na amostra:

Gi(Cs) = (V x f x Repe)/m

Gi(V) =(Cs x f x Repe) /m
Gi(m) =-(Cs x V x f x Repe)/m’
Ci(repe) = (Cs x V x f)/m

Ci(f) = (Cs x V x Repe)/m

(Cs) = (S/By) x N(1/p) + (1/m) + ((C1 — C/)/Sxx)’
S = =" '[ Aj— (B, +B; x Cp)]*/n - 2

1(V) = V(Ubaldo/k,)’

p(m) = ¢i(m) x p(m)

p(Repe) = CV de medida cromatografica escolhida
n(f) = (Upipeta 1/k)* x (Upipeta 2/k,)’

u%(Cs) = ¢(Cs) x p(Cs)
(V) = (V) x (V)

u”(m) = ¢i(m) x p(m)

u’(Repe) = ci(Repe) x p(Repe)
u(f) = () x p(f)

Onde:

S = Desvio padrao residual;

B,= coeficiente angular da equagdo da reta;

k] = \/3,

k, = 2 - fator de abrangéncia padronizado, em comparacdes de resultados de mesma grandeza;
p = numero de medi¢des para determinar C,

n= numero de medicdes para a curva;

Co = (ng/mL) da medida cromatografica escolhida

C/ = média do ponto da curva mais préximo de C,

Sxx = incerteza da regressdo linear

CV = Coeficiente de variagdo de medida cromatografica escolhida do ponto da curva;

A incerteza expandida do método de ensaio nas andlises de rotina foi calculada

segundo equacao:
U=Uc X k
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Onde:
u. - Incerteza combinada da equagdo;
k = fator de abrangéncia padronizado de aproximadamente 95% (k =2)

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando planilha Microsoft Excel para
essa funcao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Determinac¢io da Quantidade de Gordura pelo Método Butirométrico

As quantidades de gordura nos periodos de lacta¢do aos 60 dias e aos 200 dias estdo
representadas na tabela 5.

Tabela 5: Quantidades de gordura no leite bubalino nos periodos de 60 dias e 200 dias de
lactagao.

. ia 200 dias
Amostra de Leite Gofgu(l{a s(%) Gordura (%)
ABI 6.17£0.29 5.30£0.26
AB2 4,1340,15 5,5040.26
AB3 5,3040,30 7.6340,15
AB4 6,170.29 5.5040,3
ABS 4774012 >8,0040,0

Resultados apresentados como médiat+desvio padréo.
ABI1 a ABS — Leite bubalino do animal 1 a Leite bubalino do animal 5

Segundo Teste T student, ndo houve diferenca estatistica entre o periodo de 60 dias e
200 dias apos a paricao Tcalc (0,00)<Ttab (2,05) a nivel de a=0,05 para o teor de gordura do
leite bubalino. Os valores encontrados, variando de 4,13% a 6,17% aos 60 dias de lactacdo e
de 5,30% e maior que 8,0% foram semelhantes aos encontrados por estudos de Amaral et al.,
(2005), com valores de 7,59%, Fernandes, (2004) com valores médios de 6,0%, Coelho et
al.,(2004) com 6,83% ¢ Rosa et al.,(2007) com 5,1% a 8,7%, Macedo et al., (2001), 6,00 a
7,65%. As variagdes das quantidades dos componentes principais do leite como proteinas,
carboidratos, e gorduras podem ser modificadas devido a raga, o tipo de manejo, estagio de
lactacdo, o clima e a alimentacdo. Sendo a caracteristica de comportamento reprodutivo
sazonal, onde ocorre concentracdo dos partos no periodo de inverno e outono, responsavel por
variagdes nos componentes do leite bubalino. A maior oferta de alimentos no periodo chuvoso
(novembro a abril), coincidindo com o periodo de 200 dias apds a parigdo e o efeito da
concentragdo do leite no final da lactagdo poderiam explicar o comportamento das
quantidades numéricas de gordura nos leites nos diferentes periodos de lactagio (ARAUJO et
al., 2011).

5.2 Determinacio de Retinol

5.2.1 Extrato de figado bovino

O extrato de figado bovino apresentou cromatograma a 380nm representado pela
figura 10, para facilitar a visualiza¢do de todos os compostos identificados da amostra. A
partir dos tempos de retencdo e dos espectros de absor¢do na regido do visivel pode ser
observado a presenca de beta-caroteno, 13-cis-beta-caroteno, 9-cis-beta-caroteno e retinol
(figura 17). Utilizando esse extrato foi possivel isolar retinol e beta-caroteno (figura 18),
porém a concentracdo deste ultimo era baixa, dificultando sua utilizagdo como padrdo para as
andlises de validagdo, por isso, foi utilizada a matriz cenoura crua para obtengao do padrio de
beta-caroteno. O padrio isolado foi armazenado sob refrigeracdo em ampola em atmosfera de
nitrogénio para evitar possiveis oxidagoes.
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Figura 17: Cromatograma de extrato de figado a 380nm, com espectros de absor¢@o na regido
do visivel de beta-caroteno, 13-cis-beta-caroteno e 9-cis-beta-caroteno
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Figura 18: Padroes isolados de extrato de figado (a), retinol (b) e beta-caroteno (c)
5.2.2 Quantifica¢do e determinacio do teor de pureza do retinol isolado

Ap6s o isolamento foi calculada a concentragdo de retinol com relagio a absortividade
molar e a leitura obtida no espectrofotometro a 325nm, apresentando valores de concentragao
de 1,18 pgmL™ do retinol isolado. Apods as inje¢des do extrato de figado bovino foram
obtidos 4 mL de solucdo de retinol com pureza de 99% (figura 19), correspondendo a
concentragdo total de 4,72ug4mL™", material suficiente para futuras analises cromatograficas.

0,20 1 323
1 Retinol - 99%
0,15 |
UA 1
0,10 |
0,05 |
0,00 Ar“‘
[ T T T L L L L T L B A
4,00 8,00 12,00 16,00 20,00 24,00 28,00
Minutos

Figura 19: Cromatograma para determinacdo de pureza da solugdo de retinol isolado de
figado bovino
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De acordo com os resultados apresentados pelo material isolado do figado bovino, foi
possivel a obtengdo de padrdo de retinol com 99% de pureza, captado de fonte natural,
demonstrando que a técnica utilizada possibilita a preparacdo de padrdo analitico para
utilizacdo em analises de cromatografia liquida de alta eficiéncia. Esse processo garante a
qualidade das analises em relagdo ao padrdo utilizado, reduzindo o risco de comprometimento
do material por condi¢des inadequadas de transporte e manuseio, além de minimizar os custos
dos procedimentos analiticos e a interferéncia de impurezas provenientes do processo de
producao de padrao comercial.

5.2.3 Valida¢ao do método de ensaio para determinacio de retinol

Na determinagdo da seletividade, o padrao de retinol, com pureza de 99%, isolado de
figado bovino, apresentou perfil cromatografico e espectro de absor¢do na regido do
ultravioleta a 325nm, representado na figura 20a. Para comparagdo foi utilizado, nos mesmos
parametros cromatograficos, padrao comercial de acetato de retinol hidrolisado (figura 20b).

Em estudos realizados por Rodriguez-Delgado et al., (2002) e Favaro et al., (2003),
determinando retinol por CLAE-DAD, o espectro de absor¢do na faixa de comprimento de
onda de 250 a 400 nm foi semelhante ao pico maximo de absor¢do encontrado no padrdo de
retinol isolado de figado bovino.

A andlise por CLUE-MS comprovou a presenga de retinol no material isolado de
figado bovino, como mostrado na figura 21a. O espectro de massas apresenta o pico base a
m/z 269, que caracteriza a estrutura do retinol.

O espectro de massas do retinol isolado por CLAE foi comparado com espectro do
padrdo comercial de acetato de retinol (Figura 21b). O mecanismo de formagdo do ion m/z
269 nos dois compostos estd proposto na figura 22. Nesse processo, ion protonado m/z 287
sofre desidratacdo (-H,0O), gerando um fragmento positivo com pico base a m/z 269, ([M+H)-
H,0]7269). Na molécula protonada m/z 329 ocorre uma reagio de mecanismo similar, mas
que leva a perda de acido acético (-C;H40,), formando outro ion m/z 269 ([M+H)-
C,H40,]7269). Esses processos geram espectros de massa iguais para ambos os compostos.
Os mesmos resultados podem ser observados no trabalho de Breemen et al., (1998), onde a
identificacdo do retinol nas amostras foi feita com base na presenca do pico base m/z 269 por
APCI. O mesmo ion foi observado em estudo realizado por Heudi, et al., (2004) por fonte
APCI e por Li et al., (2005) por ESI+ analisando retinol em féormulas infantis enriquecidas.
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Figura 20: a) Cromatograma (tg 4,9 minutos) e espectro de absor¢do na regido do ultravioleta
do retinol isolado, b) Cromatograma (tr 4,9 minutos) e espectro de absor¢ao na regido do
ultravioleta do padrao comercial de acetato de retinol hidrolisado
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Figura 21: a)Espectro de massas do retinol extraido de figado bovino obtido por CLUE-EM,
b) Espectro de massas do padrdo comercial de acetato de retinol obtido por introdugdo direta
por bomba de CLUE-EM
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Figura 22: Proposta para fragmentacdo de retinol e acetato de retinol apds passagem pela
fonte de ionizacdo, gerando o pico base m/z 269

Os resultados da linearidade, faixa de trabalho e precisdo sdo apresentados na tabela 6.
Os resultados estatisticos de linearidade estavam de acordo com os critérios da ANVISA e
INMETRO. O teste estatistico de Grubs ndo identificou valores aberrantes, o teste de Cochran
demonstra que as variancias da curva sdo homogéneas, Ccalc (0,378)<Ctab (0,561) e segundo
andlise de ANOVA fator tnico ndo houve diferenca significativa entre os pontos,
Fcalc(0,381)<Ftab(2,096), representando linearidade da regressdo na faixa de trabalho
estudada. Avaliando a precisdo pelo coeficiente de variagdo (CV%) a cada nivel de
concentragdo, o resultado se mostrou satisfatorio com valores abaixo de 3,5%, onde ANVISA
recomenda valores abaixo de 15%. A exatiddo pode ser observada através dos valores de
concentragdo teorica e obtida, com critério de aceitagcdo para o método de ensaio utilizado de
DP<0,2.

A curva analitica, representada pela figura 23, apresenta valor de r’=0,9986, com
expressdo matematica Y= 1,52 e+005X, resultado satisfatorio segundo critérios do
INMETRO e ANVISA, que recomendam que os valores de r* estejam o mais proximo de 1,0,
resultando em menor dispersdo dos residuos e menor incerteza dos coeficientes de regressao.
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Tabela 6. Valores de concentragdo tedrica e obtida (ug.mL™), Coeficiente de variagdo (%) e
residuo dos valores utilizados para andlise de linearidade, faixa de trabalho e precisdao do
método de ensaio para retinol

Conc Teodrica Conc. Obtida médiatDesvio CV% residuo
(ng mL'l) (ng mL'l) padrio °
0,496 0,03
0,5 0,505 0,5+0,005 1,00 0,03
0,497 0,03
0,791 -0,18
1,0 0,772 0,79+0,024 3,04 -0,20
0,819 -0,15
2,194 0,22
2,0 2,227 2,19+0,038 1,74 0,25
2,151 0,17
3,854 -0,13
4,0 3,784 3,87+0,103 0,10 -0,20
3,986 0,00
5,971 -0,02
6,0 6,114 6,14+0,175 2,85 0,12
6,320 0,32
8,056 0,05
8,0 7,852 7,87+0,175 2,22 -0,15
7,708 -0,30
10,140 0,13
10,0 9,967 10,05+0,087 0,87 -0,05
10,051 0,04
12,00 -
Y=1.52 e+005X
10,00 1
8.00 -
6,00 -
4.00 -
200 -
D‘_.DD T T T T T T T T T T |
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Figura 23: Curva de calibracio elaborada com padrao retinol
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O grafico de residuo das variancias ndo apresentou tendéncia, sendo distribuidos de
forma aleatoria, conforme apresentado na figura 24.
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Figura 24: Grafico de residuos dos dados da curva de calibragao

Para o limite de deteccdo foram preparadas duplicatas da diluicdo 1/85 de retinol a
partir da solugdo mie contendo 0,5 pg mL™” . O pico apresentado por esta dilui¢io se
distinguia do ruido numa relagdo de 5:1. A concentragdo de retinol neste pico era de 55
pgmL”, correspondendo & menor concentragdo de retinol que pode ser detectada de forma
distinta do ruido pelo equipamento.

Para determinagdo do limite de quantificacdo foram utilizados os valores obtidos para
o menor ponto de concentragio da curva, 0,5 pgmL”, a média e o desvio padrio nessa
concentragdo em andlise foi de 0,5+0,005 pgmL™ indicando exatiddo da analise, com
precisdo representada pelo CV% de 1,00. Dessa forma, determinou-se como limite de
quantificacdo o ponto de menor concentra¢ao de padrao de retinol, atendendo aos critérios de
recomenda¢ao do INMETRO.

As andlises de recuperagdo foram realizadas utilizando como branco caseina
hidrolisada devido a dificuldade de encontrar fontes lacteas de origem animal isentas de
retinol. Segundo critério de aceitagcdo da ANVISA, os niveis de recuperagdo estdo de acordo
com a norma, que aceita variacao entre 80% a 120%. Os valores encontrados variaram entre
80 e 103% de recuperagdo do retinol, conforme apresentado na tabela 7, demonstrando a
eficiéncia da extrag¢do do retinol no método de ensaio.
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Tabela 7. Quantidade do retinol em relagdo ao teste de recuperagdo (%)

Concentracao Concentracao Recuperacio
tedrica obtida Recuperacio (%) média CV%
(ng.mL™) (ng.mL™) (%)

0,42 84,98

0, 50 80,49+6,35 7,89
0,38 76,00
3,25 81,19

4,00 82,40+1,74 2,11
3,35 83,65
10,34 103,42

10,00 103,00+0,61 0,59
10,26 102,55

A robustez para o método de ensaio foi calculada avaliando-se o efeito de cada
pardmetro cromatografico através da diferenga entre as médias dos valores das condigdes de
analise e a média dos valores das condic¢des alternativas. Calculou-se também o desvio padrao
e 0 CV% para os resultados obtidos, conforme apresentado na tabela 8. O teste ANOVA fator
unico realizado nao mostrou diferenga estatistica (p<0,05) entre os efeitos das variagdes dos
pardmetros cromatograficos testados, indicando que nenhum deles influencia
significativamente o método de ensaio, ja que Fcalc (1,31)<Ftab (3,55). Assim, o método de
ensaio pode ser considerado robusto.

Tabela 8. Efeito das condigdes analisadas em relacdio a darea, tempo de retengdo e
concentragdo de retinol

Relacao entre

condicoes de A . Efeito sobre a  Efeito sobre o Efeito sobre a
Lo Parametros Avaliados . ~
analise e area tr concentracao
alternativas
Temperatura
Ada (A=33°c; a = 34°C) 6713,75 0,04 0,00
Concentragao de
B/b metanol inicial 3527,25
(B=80%; b=82%) 0,00 0,02
Fluxo
Cle (C=0,8; c=0,83) 710375 0,09 0,01
Equipamento
D/d (D= modular; 76407,75
d=Alliance) 0,64 0,55
Coluna - YMC C30
Efe (E= lote 1; e=lote 2) 9401,25 0,18 0,02
Metanol — Tedia®
F/f (F=lote 1; f=lotc 2) 2033575 0,18 0,09
M-ter.butil — Tedia®
Gle (G=lote 1. g = lote 2) 10765,75 0,04 0,11
Desvio padrao 43306 0,37 0,30
CV% 6,88 8,28 7,32

57



5.2.4 Quantidade de retinol nas amostras
A quantificacdo de retinol nas amostras de queijos bubalinos, utilizando o método de
ensaio validado, variou entre 24,54+0,58ug/100g a 62,58+0,50 pg/100g, conforme

apresentado na tabela 9.

Tabela 9: Quantidade de retinol presente nos queijos de origem bubalina (pug/100g)

60 dias 200 dias
Amostra de Queijo Retinol (ug/100g) Retinol (ug/100g)
QBl1 31,16+1,23 31,51+0,29
QB2 32,61+1,00 54,54+5,16
QB3 36,68+0,69 45,37+0,59
QB4 35,48+4,14 62,58+0,50
QB3 24,54+0,58 45,20+6,11

Resultados apresentados como média+desvio padrao.
QBI a QB5 — Queijo bubalino do animal 1 a Queijo bubalino do animal 5

Para as analises de retinol, segundo Teste T, ndo houve diferenca estatistica entre o
periodo de 60 dias e 200 dias apds a pari¢ao Tcalc (0,00)<Ttab (2,17) a nivel de a=0,05. Na
literatura ndo ¢ possivel encontrar trabalhos sobre a determinagdo de retinol em amostras de
leite ou derivados lacteos bubalinos. Demonstrando a importancia de estudos relacionados a
esse tema, uma vez que o consumo desses produtos vem despertando o interesse dos
consumidores.

A presenca de maior conversao de carotenoides em retinol pelos bubalinos representa
uma vantagem para saide humana, uma vez que, o consumo de carotendides com fungao pro-
vitaminica apresenta uma baixa bioconversdo, em muitos casos, devido as caracteristicas
estruturais dos carotendides e a complexidade da matriz alimenticia. Para absorcdo desses
compostos, a célula vegetal precisa ser rompida, por agdo mecanica e enzimatica dos dentes,
estomago e duodeno, se o carotenoide estiver ligado a proteinas ou lipideos deve ser liberado
para posterior agdo das enzimas intestinais convertendo-os em moléculas de retinol, o que ndo
acontece na mesma propor¢ao para todos os carotendides gerando perdas na conversdo. Outro
fator que altera a absor¢do ¢ a formacdo de micelas necessarias para absor¢cdo de materiais
lipidicos, a estrutura do beta-caroteno afeta a quantidade de carotendides incorporados as
micelas lipidicas, restringindo a utilizacdo de alguns carotendides, em virtude de uma
preferéncia na incorporagdo do beta-caroteno na forma trans (COSTA et al., 2001;
YUYAMA et al., 2009). Segundo Yuyama et al., (2009), a absor¢do de carotenodides ¢ de
somente 20-50%, sendo a presenca de isdmeros ou a clivagem assimétrica um fator de
diminui¢do da biodisponibilidade, em estudos de Olson, (1994) menos de 50% dos
carotendides ingeridos sdo absorvidos, salvo em casos de hipovitaminose. A presenga do
retinol, vitamina A pré-formada, facilita a absor¢@o na mucosa intestinal, sendo absorvido por
difusdo simples, e cerca de 70 a 90% sdo absorvidos (YUYAMA et al., 2009), ndo havendo
perdas de conversdo, nem a presenga de isdmeros com func¢do vitaminica menor.
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5.3 Determinacao de Beta-caroteno

5.3.1 Extracao de beta-caroteno de cenoura crua

O beta-caroteno isolado da cenoura crua apresentou o cromatograma indicado pela
figura 21, os espectros de absor¢do na regido do visivel dos compostos estdo também
representados nesta figura, sendo confirmada a presenca de luteina, alfa-caroteno e beta-

caroteno.

O material separado em coluna aberta pode ser visualizado na figura 25. O isolamento
a partir de fonte natural teve o mesmo objetivo do isolamento de padrdo de retinol de figado
bovino, garantia da qualidade das analises em relagdo ao padrao utilizado, redu¢@o dos riscos
de comprometimento do material e a interferéncia de impurezas provenientes do processo de
producao de padrao comercial.
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Figura 25: Cromatograma do extrato de cenoura a 450nm, com espectros de absor¢do na

regido do visivel de luteina, alfa-caroteno e beta-caroteno
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5.3.2 Isolamento de beta-caroteno a partir de cenoura com coluna aberta

Ap6s separacao da banda de beta-caroteno da coluna aberta, o material extraido com
acetona foi levado para injegdo cromatografica, apresentando cromatograma apresentado na
figura 26. A partir desses dados foram analisadas a area do beta-caroteno em relagdo a area de
todos os picos, indicando a pureza do padrao de 94,04%. O material foi adicionado a baldo
volumétrico de 100 mL, e de acordo com os calculos de carotendides totais, apresentava
concentragdo de 2,22nug/mlL, com massa total de 889,61 ng de beta-caroteno, esse material foi
adicionado a ampolas e seco, totalizando 12 ampolas, cinco ampolas com 11 pg e sete
ampolas com 22,2 pg de beta-caroteno. Esse material foi armazenado sob congelamento (-
18°C) até momento das andlises de validagdo.

Figura 26: Separacgdo do extrato de cenoura em coluna aberta

5.3.3 Valida¢do do método de ensaio para beta-caroteno

A seletividade do método foi determinada através da andlise cromatografica do padrao
de beta-caroteno isolado, comparando dados da literatura, em relagdo a tempo de retengdo e
espectro de absor¢do na regido do visivel. No material isolado de cenoura crua o tempo
retengdo foi de 15,6 minutos e picos maximos do espectro de absorcao 451 e 478 (figura 27),
nos estudos de Pacheco (2009), utilizando mesma metodologia e equipamentos, o tempo de
retengdo do beta-caroteno foi de 15,7 minutos e picos maximos do espectro de absor¢do 451 e
478. Em trabalho de Rodriguez-Amaya (2001), demosntrando os comprimentos de onda
maximos ¢ minimos do carotendides em diferentes solventes, o pico maximo de absor¢do do
beta-caroteno em acetona era de 452 e 478.
Os resultados da linearidade, faixa de trabalho e precisdo sdo apresentados na tabela
10. Os resultados estatisticos de linearidade estavam de acordo com os critérios da ANVISA e
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INMETRO. O teste estatistico de Grubs ndo identificou valores aberrantes, o teste de Cochran
demonstra que as variancias da curva sdo homogéneas, Ccalc (0,482)<Ctab (0,561) e segundo
andlise de ANOVA fator tnico ndo houve diferenca significativa entre os pontos,
Fcalc(0,369)<Ftab(2,091), representando linearidade da regressdo na faixa de trabalho
estudada. Avaliando a precisdo pelo coeficiente de variagdo (CV%) a cada nivel de
concentragdo, o resultado se mostrou satisfatorio com valores abaixo de 8,8%, onde ANVISA
recomenda valores abaixo de 15%. A exatidao pode ser observada através dos valores de
concentragdo teorica e obtida, com critério de aceitacdo para o método de ensaio utilizado de
DP<0,2.

451
478
0,20
UA
0,10
0,00
5,00 10,0 15,00 20,00 25,00
Minutos

Figura 27: Cromatograma para determinagdo de pureza da solu¢do de beta-caroteno isolado
de cenoura crua

A curva analitica, representada pela figura 28, apresenta valor de r’=0,9763, com
expressdo matematica Y=1,22e+006X-3,77e+005, resultado satisfatério segundo critérios do
INMETRO e ANVISA, que recomendam que os valores de r* estejam o mais proximo de 1,0,
resultando em menor dispersdo dos residuos e menor incerteza dos coeficientes de regressao.

5,000 -
4,000 1
3,000 -
2,000 1
1,000 1

[][][][] I I I I |
0.0 1,0 20 3 4,0 5,0

Figura 28: Curva de calibragdo elaborada com padrdo de beta-caroteno
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Tabela 10. Valores de concentrago tedrica e obtida (ng.mL™), Coeficiente de variagdo (%) e
residuo dos valores utilizados para andlise de linearidade, faixa de trabalho e precisao do
método de ensaio para beta-caroteno

Conc. Teorica Conc. Lida médiatDesvio

(ng/mL™) (ng/mL™) Padrio Cv% residuo
0,413 0,21
0,2 0,458 0,43+0,028 6,64 0,26
0,405 0,20
0,626 -0,17
0,8 0,746 0,69+0,06 8,78 0,15
0,705 -0,09
1,227 -0,17
1,4 1,117 1,21+0,081 6,73 -0,28
1,276 -0,12
1,828 -0,17
2,0 1,941 1,92+0,082 4,27 -0,06
1,988 -0,01
2,491 -0,11
2,6 2,217 2,45+0,200 8,62 -0,38
2,632 0,03
3,319 0,12
3,2 3,402 3,39+0,067 1,98 0,20
3,452 0,25
4,234 0,24
4,0 3,758 4,050,200 6,29 -0,24
4,152 0,15

O grafico de residuo das variancias ndo apresentou tendéncia, sendo distribuidos de
forma aleatoria, conforme apresentado na figura 29.

Para o limite de detec¢do foram utilizados os dados apresentados por Pacheco (2009),
através de andlise por relacdo sinal:ruido 5:1, onde apds injecdo do padrdo de beta-caroteno, o
equipamento obteve picos com tamanho aproximado de cinco vezes o sinal do ruido da linha
de base. Assim, o limite de deteccdo do equipamento foi de 0,012ug/mL de beta-caroteno
nestas analises.

Para determinagdo do limite de quantificacdo foram utilizados os valores obtidos para
o menor ponto de concentragio da curva, 0,2 ugmL”, a média e o desvio padrio nessa
concentragdo em analise foi de 0,425+0,028 ug‘mL'1 indicando exatiddo da analise, DP< 0,2,
com precisdo representada pelo CV%=<6,64. Dessa forma, determinou-se como limite de
quantificacdo o ponto de menor concentracdo de padrdo de beta-caroteno, atendendo aos
critérios de recomendacdo do INMETRO.

As andlises de recuperagdo foram realizadas utilizando como branco amostra de queijo
elaborado somente com leite bubalino, uma vez que as amostras apresentavam concentragdes
minimas da substancia. Segundo critério de aceitacdo da ANVISA, os niveis de recuperagdo
estdo de acordo com a norma, que aceita variacao entre 80% a 120%. Os valores encontrados
variaram entre 82 ¢ 110% de recuperagdo do beta-caroteno, conforme apresentado na tabela
11, demonstrando a eficiéncia da extra¢dao do beta-caroteno no método de ensaio.
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Figura 29: Grafico de residuos dos dados da curva de calibragao

Tabela 11: Quantidade do beta-caroteno em relacio ao teste de recuperagado (%)

Concentracio Concentracio

teérica obtida Recuperacio (%) Rec,‘(‘ll?eri/‘?a" CV%
(ng/mL™) (ng/mL™) média (%)
0,2 0,17 85,0
0,16 80,0 82,5+3,54 4,71
2,0 2,22 111,0
2,21 110,5 110,8+0,35 0,35
4,0 3,98 99,5
3,80 95,0 97,3+3,18 3,60

5.3.4 Quantidade de carotendides nas amostras

Durante o processo de extragdo pode-se observar diferencas na coloracdo do extrato
etéreo, conforme apresentado na figura 30.

Essa alteracdo na coloragdo do extrato etéreo ¢ devido as caracteristicas quimicas da
substancia analisada, como mencionado anteriormente, o beta-caroteno apresenta coloragdo
amarelada devido a presenca de cromdforo na estrutura tetraterpendide (RODRIGUES-
AMAYA, 2008).

Nas analises, a concentragdo de beta-caroteno nas amostras variou de 1,00+0,01 a
1,05+0,00 pg/100g (tabela 12). Segundo Teste T, ndo houve diferenca estatistica entre o
periodo de 60 dias e 200 dias apos a pari¢ao (Tcalc (2,02)<Ttab(2,10)) a nivel de a=0,05,
sendo assim, pode-se deduzir que o periodo de lactacdo ndo influenciaria nas concentragdes
de carotendides nos queijos elaborados somente com leite bubalino.
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Tabela 12: Concentracdo de beta-caroteno nas amostras de queijo bubalino

60 dias 200 dias
Amostra de Queijo Beta-caroteno (ng/100g) Beta-caroteno (ng/100g)
QBI 1,05+0,00 1,03+0,01
QB2 1,0440,00 1,05+0,01
QB3 1,03+0,04 1,05+0,00
QB4 1,05+0,02 1,03+0,01
QBS 1,00+0,01 1,01+0,02

Resultados apresentados como média+desvio padrao.
QBI a QB5 — Queijo bubalino do animal 1 a Queijo bubalino do animal 5

A presenga de carotendides em minimas concentragdes no queijo bubalino corrobora o
que vem sendo indicado pela literatura, que os bubalinos conseguem converter, quase em sua
totalidade, os carotendides provenientes de sua alimentacdo em retinol, possivelmente devido
a sua diferenciagcdo fisiologica e sua flora intestinal diferenciada, com niimero maior de
bactérias e fungos que apresentam uma degradacdo mais eficiente da parede celular das
forrageiras, dessa forma tendo mais acesso a esses pigmentos, além de que, segundo
Andriguetto et al. (2002), a conversdo maxima de carotendides em bovinos encontra-se em
torno de 50%, e o mecanismo que parece ocorrer ¢ a oxidagcdo terminal, passando pelo beta
apo-8-carontenal e seus acidos como etapa intermedidria. A maior conversdo dos carotenoides
com atividade de pro-vitamina A em retinol, em caprinos, ovinos e possivelmente em
bubalinos, explicaria a diferenciacdo da coloracdo do leite entre essas espécies, sendo os
niveis séricos, no figado e nos tecidos subcutineos de carotendides muito menores do que em
bovinos.

Dessa forma, a utilizacdo da determinacdo de carotendides, principalmente de beta-
caroteno, poderia ser empregada na determinagdo de adulteracdo de queijo mozzarella de leite
de bufala com leite bovino, uma vez que, a presenca de carotendides em concentragdes
elevadas poderia indicar a adi¢do de leite bovino na preparacao dos queijos bubalinos. Os
perfis cromatograficos das amostras bubalinas e bovinas comprovam a distingdo entre as
espécies, conforme apresentado na figura 31.
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Figura 30: a) Extracdo de beta-caroteno do queijo bubalino, b) Extracdo de beta-caroteno do
queijo bovino
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Figura 31: Perfil cromatografico e espectro de absor¢do na regido do visivel dos: queijo
elaborado somente com leite bubalino (a) e do queijo elaborado somente com leite bovino (b)

66




5.4 Percentual de Adulteracio

Com objetivo de determinar o perfil cromatografico dos queijos mozzarella
adulterados com diferentes concentragdes de beta-caroteno foram preparados cinco
tratamentos com 0%, 20%, 50%, 80% e 100% de leite bovino adicionado ao leite bubalino.
No processo de extragdo a diferenca de coloracdo entre as amostras pode ser observada na
figura 32.

Figura 32: Extracdo de beta-caroteno dos queijos elaborados com leite bubalino misturado ao
leite bovino, nos tratamentos II (20%), II1 (50%), IV (80%), V (100%)

A quantificagdo da concentragcdo de carotenodides nos queijos adulterados (tratamento
I, IIT e IV), somente com leite bubalino (tratamento I) e somente com leite bovino
(tratamento IV) pode ser observada na tabela 13. Através de andlise estatistica por teste de
Grubbs, ndo ha valores aberrantes entre os grupos (Gealc(1,11)<Gtab(1,72)), no teste de
Cochran (Ccal(0,94)>Ctab(0,68)) indicando ndo haver homogeneidade entre as varidncias do
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grupo. O teste de ANOVA fator Unico entre os grupos ratificou a diferenga entre eles,
Fcal(20,29)>Ftab(4,19), indicando diferenca estatistica em relagdo a area de beta-caroteno.

Tabela 13: Area do pico de beta-caroteno nos tratamentos de [ a V.

Area corrigida

Adiciao de leite MédiaxDP
bovino (%) Tratamento pela massa (UA)
(UA)
Tratamento I 365,95
0% leite bovino Tratamento I 341,36 367,24°+26,54
Tratamento I 394,40
Tratamento II 6684,90
20% leite bovino Tratamento II 7515,98 6949,42°+491,01
Tratamento II 6647,39
Tratamento III 12268.89
50% leite bovino Tratamento 111 12058,83 12586,89°+740,20
Tratamento III 13432,96
Tratamento IV 22564,55
80% leite bovino Tratamento IV 22827,76 22735,75°+148,40
Tratamento IV 22814,94
Tratamento V 37700,68
100% leite bovino Tratamento V 35755,38 38701,69"£3554,13
Tratamento V 42648.,96

As médias seguidas por letras diferentes na vertical, diferem estatisticamente entre si (p<0,05).

A adi¢do de 20% de leite bovino na prepara¢do dos queijos aumentou a area do pico
do beta-caroteno, apds a correcao pela massa, de 367,24AU para 6949,42AU, correspondendo
a um aumento de dezenove vezes na area do beta-caroteno e com o aparecimento do pico de
13-cis-beta-caroteno, conforme apresentado nas figuras 33 e 34. Dessa forma, um aumento de
1% no teor de beta-caroteno e o surgimento do pico de 13-cis-beta-caroteno no perfil
cromatografico poderia sugerir a suspeita de adigdo de leite bovino na elaboragdo do queijo
megzzarella, uma vez que as areas dos queijos elaborados somente com leite bubalino com 60
dias e com 200 dias de lactagdo variaram de 239,67AU a 570,16AU, dados que ndo
apresentaram diferenga significativa, segundo teste T, conforme mencionado anteriormente.

Assim, com os dados obtidos pelos queijos dos tratamentos I, II, III, IV, V, foi
possivel preparar uma curva-padrdo construida com leite bovino adicionado aos queijos
bubalinos. A figura 35 mostra a equagdo da reta (Y= 351,52X- 1307,6) ¢ o " = 0,9261, a
partir desta equag¢do poderiam ser calculados os valores de percentuais de adi¢do de leite
bovino nos queijos adulterados.

O teste de Tukey (p<0,05) avaliando as diferencas minimas entre as médias (DMS)
das 4reas corrigidas pela massa, representando o valor minimo para existir diferenca
estatistica entre uma média e outra, (DMS=25377,07) confirmou diferenca estatistica entre os
queijos do tratamento I e V, assim houve diferenga estatistica entre os queijos elaborados
somente com leite bubalino (0%) e somente com leite bovino (100%). Houve diferenca
estatistica entre o tratamento Il e V, e os tratamentos III e V. A partir desses valores de area
pode-se observar que a adi¢do de leite bovino na preparacao de queijo Mozzarella de leite de
bufala altera significativamente a concentrag@o de beta-caroteno no queijo.
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Figura 33: Cromatograma e espectro de absor¢@o na regido do visivel do beta-caroteno e 13-
cis-beta-caroteno nos queijos adulterados tratamento II (a) e I1I (b)
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Figura 34: Cromatograma e espectro de absor¢@o na regido do visivel do beta-caroteno e 13-
cis-beta-caroteno nos queijos adulterados tratamento IV (a) e V (b)
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Figura 35: Curva-padrao elaborada com leite bovino adicionada aos queijos bubalinos

Correlacionando a area de beta-caroteno com o aumento do percentual de adulteracao
de leite bovino em leite bubalino na elaboracdo dos queijos através da correlagdo de Pearson,
foi observada uma correlagdo positiva (correlacdo=0,96), indicando que o aumento do
percentual de mistura aumentaria a area de beta-caroteno nos queijos, conforme apresentado
na figura 36, onde os tridngulos pretos representam a probabilidade de variacdo na area
respeitando a equagdo da reta e os quadrados cinzas os valores obtidos na area de beta-
caroteno das amostras, indicando que as duas varidveis crescem conjuntamente em uma
relacdo linear positiva (1*=0,92).

Adulteraco x Area

50000 -
40000 4 Y =35152x - 1307,6
30000 -
20000 -
10000 -

O 1 1 1 1 1 | |
-10000Q% 20% 40% 60% 80%  100%  120%

A Y previsto Area ——Linear (Y previsto)

Figura 36: Correlagdo positiva entre % de adulteracdo x area de beta-caroteno
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5.5 Verificacdo de Eficiéncia do Método de Ensaio

Foram avaliadas quinze amostras de queijos, sendo seis preparados com adi¢do de
leite bovino em diferentes percentuais e nove queijos comerciais adquiridos conforme descrito
na material e métodos. Os dados obtidos foram colocados em cartas controle para verificacao
de tendéncias no desempenho do método, assegurando assim o controle estatistico do
processo.

Em relacdo aos valores obtidos (tabela 14), a precisdo, exatiddo e incerteza (u) do
método de ensaio foram mantidas, com CV%<8,57 ¢ DP<0,2.

Tabela 14: Concentragdo de beta-caroteno nas amostras comerciais e elaboradas com mistura
de leite bovino e bubalino

Beta-caroteno

Amostra (ng/100g) Media u CV%
Eﬁ; 1(1)2 1,09+0,02 0,01 1,69
ES igf 1,03 £0,03 0,02 2,45

Sﬁigé }g(l) 1,30+0,01 0,07 0,43
gﬁigé };‘; 1,34+0,10 0,00 7,69
Sﬁjgé ig; 1,87+0,06 0,04 3.20
gﬁggé f?; 1,90+0,16 0,09 8,57
8%8; 3421; 2,36+0,12 0,11 5,17
Sﬁggé 34512 2,47+0,04 0,03 1,63
gf\\f 12 g:gj 5,49+0,10 0,07 1,75
If;éﬁf; }:82 1,07+0,00 0,00 0,27
Egﬁ; }:82 1,02+0,02 0,02 2,08
Eﬁﬁ; ;:(9)3 2,00+0,02 0,02 1,09
Eggﬁé (1):83 1,00+0,02 0,02 2,19
Xﬁgé jgé 4,19+0,24 0,17 5,65
Eﬁﬁé j:}(l) 4,10+0,01 0,00 0,17

Amostras entre QM101 a QM902 — queijos preparados com mistura de leite bovino em leite bubalino em
diferentes proporg¢des; Amostras BM, BF, GM, BDM, BDR, BNR, BDQM, VMB, BNM correspondem as
amostras comerciais em duplicata.

A carta controle elaborada com as concentracdes de beta-caroteno nos queijos 0%,
20%, 50%, 80% e 100% apresentou como limite médio (LM) 1,68ug/100g e desvio padrao
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0,570 e a partir desses dados foram calculados os limite superior de controle (LSC= 3,390) e
limite inferior de controle (LIC= -0,030) variando seis desvios padroes da média. Os valores
de concentracdo de beta-caroteno nas amostras comerciais e preparadas com diferentes
percentuais de mistura foram plotados no grafico controle, conforme apresentando na figura
37, demonstrando que ndo hé tendéncia do método, com valores distribuidos aleatoriamente
no grafico.

Gréfico controle Beta-caroteno
6,00 -
m 530
5,00 -
4,00 | | | 4,19. 4,10
3,00 -
m 236 m 247
2,00 - " 187 ® 1,90 = 2,00
m 134m 130
1,00 4 ™ 1,09m 1,03 " 107m 1,02 = 1,00
0,00 ™ ™ ™ ™ ™ T 1
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00
----LSCm ------- LM - - - - LICm —=— amostras

Figura 37: Carta controle da concentracdo de beta-caroteno nas amostras comerciais e
preparadas com mistura de leite bovino e bubalino

A utilizagdo do grafico controle, pressupondo que o método de ensaio ¢
estatisticamente estdvel frente a variacdes de amostragem, permite detectar desvios nos
parametros do processo, fornecendo informacgdes sobre variagdes (variagdes conhecidas,
controlaveis ou reduzidas) identificando e priorizando as causas das variacdes da qualidade
(LIMA et al., 2006).

As amostras comerciais que indicavam ser somente com leite bubalino obtiveram
valores de concentracdo de beta-caroteno semelhantes aos encontrados nos queijos bubalinos
preparados, variando de 1,00+0,02 a 1,09+0,02. Segundo ANOVA fator inico ndo houve
diferenca estatistica entre as amostras comerciais somente com leite bubalino e as amostras de
60 dias e 200 dias (Fcal (0,34)<Ftab(3,35)). Na figura 38 os valores de concentragdo de beta-
caroteno nas amostras comerciais elaboradas somente com leite bubalino foram representadas
na carta utilizando os mesmo valores de LM, LSC e LIC, indicando que os valores nao
apresentavam tendéncia e a disposi¢do dos pontos era aleatéria, confirmando ndo haver
varia¢des durante o desenvolvimento do método de ensaio.

Para o calculo de incerteza combinada em relagdo as variaveis das equacdes de
quantificagdo de carotenoides totais e concentracdo de carotendides na amostra, os valores de

U, carotenoides totais foi de 0,001png/100g e incerteza expandida de 0,002 pg/100g e u,
concentragdo de beta-caroteno de 8,79ug/100g e incerteza expandida de 17,58ug/100g.

73



Queijos Comerciais somente com leite bubalino

4,00 -
3,50 -
3,00 -
2,50 -
2,00 -
1,50 -
1,00 - m 109 m 103 m 107 102 5100
0,50 -

0700 T T T T T T T T 1 1

-0,500:00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00

------- X[ ----LSCm - - - - LICm —— Queijos comerciais com leite bubalino

Figura 38: Carta controle da concentracdo de beta-caroteno dos queijos comerciais
elaborados somente com leite bubalino

Os calculos foram realizados através dos valores descritos abaixo:

ci(A) = (10 x 10* x 0,0680)/(2592 x 15,5034), para cada medida de verificagdo da eficiéncia,

no final foi calculada a média desses valores sendo adicionado a calculo de u. (Carotenoides
Totais).

ci(V) = (0,0680 x 10* x 0,0680)/ (2592 x 15,5034), para cada medida de verificagio da

eficiéncia, no final foi calculada a média desses valores sendo adicionado a calculo de u,
(Carotendides Totais).
ci(m) = - (0,0680 x 10 x 10* x 0,0680)/ (2592 x 240,355), para cada medida de verificagdo da

eficiéncia, no final foi calculada a média desses valores sendo adicionado a calculo de u,
(Carotendides Totais).

ci(Repe) = (0,0680 x 10 x 10*)/(2592 x 15,5034)
u(A) = (0,006/1,73)*

u(V) =(0,0054/1,73)

u(m) = (((0,0002/2)*)+((0,0002/2)%))*

pu(Repe) = Desvio padrdo (Repe total) (0,00006) / média de absorvancia da amostra escolhida
(0,0680)

U, (Carotendides Totais (ng/g)) =V (u’(A) + v’ (V) + u’(m) + u’(Repe))

u. (Carotendides Totais) = (0,1693 x 0,003468)> + (0,0012 x 0,003468)* + (0,0007 x
0,000000020)* + (0,1692 x 0,001)*
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U, (Carotenoides Totais) = 0,00123103 pg/g

U( carotendides Totais (ug/g)) =u. X k

U( carotendides Totais (ng/g)) = 0,00123103 x 2
U( carotendides Totais (ng/g)) = 0,00246206 pg/g
¢i(Cs) = (10 x 20 x 1)/ 15,5034

f=2000uL(pipeta 1)/100 pL(pipeta 2) = 20

(V) = (0,385 x 20 x 1) /15,5034
¢i(m) = -(0,385 x 10 x 20 x 1)/ 240,355

cifrepe) = (0,385 x 10 x 20)/ 15,5034
ci(f) = (0,385 x 10 x 1)/ 15,5034
w(Cs) = (S/By) x V(1/p) + (1/n) + ((C, — C/)/Sxx)*

S* = ="' [ Aj— (B, +B; x Cj)]’/n -2

S =+ ([Area 1 - ((-3,77x10° + 1,22x10°) x 0,2)] + [Area 2 - ((-3,77x10° + 1,22x10°) x
0,2)] + [Area 3 — ((-3, 77><105 +1 22x106) x 0,2)] + [Area 4 — ((-3, 77x10° + 1 ,22x10% x 0,8)]
+ [Area 5 — ((-3,77x10° + 1,22x10% x 0,8)] + [Area 6 — ((-3, 77x10° + 1 22x10°) x 0,8)] +
[Area 7 — ((-3, 77%10° + 1 22x106) x 1,4)] + [Area 8 — ((-3, 77x10° + 1 ,22x10% x 1,4)] + [Area
9— ((-3,77><105 +1,22x10° x 1,4)] + [Area 10 — ((-3,77><105 +1,22x10% x 2,0)] + [Area 11 —
((-3,77x10° + 1,22x10°) x 2,0)] + [Area 12 — ((-3,77x10° + 1,22x10°%) x 2,0)] + [Area 13 — ((-
3,77x10° + 1,22x10% x 2.6)] + [Area 14 — ((-3,77x10° + 1,22x10°) x 2,6)] + [Area 15 — ((-
3,77x10° + 1,22x10% x 2,6)] + [Area 16 — ((-3,77x10° + 1,22x10°) x 3,2)] + [Area 17 — ((-
3,77x10° + 1,22x10% x 3,2)] + [Area 18 — ((-3,77x10° + 1,22x10°) x 3,2)] + [Area 19 — ((-
3,77x10° + 1,22x10% x 4,0)] + [Area 20 — ((-3,77x10° + 1,22x10°) x 4,0)] + [Area 21 — ((-
3,77x10° + 1,22x10°) x 4,0)])/19

S =270582,9319

Sxx = i1 2" (G - C/)

Sxx =[3 x(0,2—1,10)* + 3 x (0,8 — 1,10)* + 3 x (1,4-1,10)* + 3 x (2,0-1,10)* + 3x
(2,6-1,10) + 3 x (3,2-1,10)* + 3 x (4,0-1,10)

Sxx = 50,61
u(V) =(0,0054/1,73)*
u(m) = (((0,0002/2)*)+((0,0002/2)%))*

w(Repe) = Desvio padrdo do 3° ponto da curva (0,0819)/ media concentragio de beta-caroteno
obtida (1,2)
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u(f) = (1,00/2)* x (0,083/2)
U, (beta-caroteno (ng/100g) )=\ (1°(Cs) + u’(V) + u’(m) + 1’ (f) + u’(Repe)))

U, (beta-caroteno (ug/100g) )=V(12,90039604 x 0,228326355)*+ (0,496665248 x 0,003468)*
+(-0,32035892 x 0,000000020)* + (4,966652476 x 0,068)> + (0,248332624 x 0,00043)*
U, (beta-caroteno (ng/100g) )= 8,79074807 ng/100g

U(beta-caroteno (png/100g)= u. X k
U(beta-caroteno (pg/100g) )= 8,79074807 x 2

U(beta-caroteno (png/100g) )= 17,58149614 ng/100g

Segundo VIM (Vocabulario Internacional de Metrologia), a incerteza ¢ um parametro
que mensura a dispersdo dos valores de uma medi¢do, definindo o intervalo em que se
encontra o “valor verdadeiro” (GONCALVES, ANTONIASSI, 2010), dessa forma, os valores
reduzidos de incerteza das medi¢cdes de beta-caroteno em nos queijos de origem bubalina,
aumentam a confiabilidade do método proposto.

Esses resultados comprovam que o método de ensaio proposto pode ser utilizado como
forma de determinagdo de adulteragdo em produtos elaborados com leite de bufala, uma vez
que, ndo ha variagdes significativas de beta-caroteno nos produtos bubalinos e a adi¢do de
pequenas quantidades de leite bovino nos diferentes tipos de queijos altera significativamente
as areas e concentragdes de beta-caroteno.

De acordo com o documento da Unido Européia EC 213/2001, uma metodologia
adequada para determinacdo de adulteracdo deve ser sensivel e especifica para o analito em
questdo, podendo detectd-lo mesmo em pequenas concentragdes no produto, assim, o limite
de detecgdo de 1% foi determinado como valor de mistura que o método proposto deve
conseguir determinar. Conforme mencionado anteriormente, o limite de detec¢dao do aparelho
para determinagdo de beta-caroteno foi de 0,012pug/100g, a presenca do pico de 13-cis-beta-
caroteno e a diferenca da area que poderia ser utilizada para suspeita de adulteragdo na
margem de 1%, satisfaz as recomendacdes da Comissdo européia, porém, estudos realizados
por Feligini et al, (2005), Bottero et al., (2003) e Brescia et al., (2004) rebatem a
recomendacdo de limite de detecgdo de 1%, pois, segundo esses autores, a adicdo de leite
bovino em derivados lacteos de outras espécies ndo teria valor pratico, sendo improvavel
economicamente que o produtor adicione quantidades tdo minimas, a detec¢do dessas
quantidades de misturas poderiam ser uma contaminagdo cruzada involuntaria, ¢ ndo uma
adulteracao premeditada. Ainda segundo Brescia et al., (2004), um método para determinagao
de adulteracdo ndo precisaria ter limites de deteccdo tdo baixos, contanto que fosse um
método rapido, simples e que permita andlises de um nimero elevado de amostras a0 mesmo
tempo, requisito que o método proposto conseguiria atender.

As técnicas de determinagdo de marcadores de autenticidade em derivados lacteos
utilizando diversas metodologias estdo bem estabelecidas e validadas na literatura cientifica.
Essas metodologias podem ser divididas em dois grandes grupos: determinacdo da
composicdo de gordura: através de andlises de cromatografia gasosa para determinag¢do do
perfil de acidos graxos; e determinagdo da composicdo de proteinas, baseada nas diferentes
proteinas do leite (proteinas do soro, beta-lactoglobulina e alfa-lactoalbumina, e as por¢des da
caseina a, B, Y € k — caseina). A grande diversidade de queijos com diferentes caracteristicas
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microbiologicas e bioquimicas pode afetar a repetibilidade das andlises, podendo ser aplicada
a uma variedade de queijo e ndo para outra (VELOSO et al., 2002).

As técnicas para determinagdo das proteinas sdo mais utilizadas, como por exemplo,
determinagdo da og-caseina, para-k-caseina, beta-lactoglobulina, o-lactoalbumina por
cromatografia liquida (Mayer et al., 2005; Borkova, Snaselova, 2005; Enne et al., 2005)
apresentam fatores relacionados a genética e a tecnologia de obtencdo dos leites que podem
influenciar na determinagdo de adulteracao.

As caseinas dos leites bovino e caprino, por exemplo, foram analisadas por Botaro et
al., (2007) e Bonvillani, Renzo, Tiranti (2000) indicando haver polimorfismo genético nessas
proteinas que levariam a alteracdes na estrutura primdria das proteinas, resultando em
alteragdes nas propriedades fisico-quimicas do leite. Essa expressdo de genes de polimorfismo
estd relacionada a alteragdes da micela de caseina, e consequentemente, as propriedades
tecnologicas do leite, como a estabilidade das micelas, sendo possivel determinar essas
alteragdes genéticas em todas as porgoes de caseina (osi, K, B, y) € nas proteinas do soro (beta-
lactoglobulina e alfa-lactoalbumina).

Segundo estudos de Sgarbieri (2005) dentro das por¢des de caseina existem diversas
variantes genéticas: os1(0s0, Os2, Os3, Osd, Oss) variantes A, B, C, D; caseina B variantes A, Ay,
As, B, C, D; caseina « variantes A, B; caseina y (y1, y2, v3) variantes Aj, Az, Az, B, Ajou A, ou
As, B, e A; ou A, ou As, B, respectivamente para a caseina y. Essas variantes genéticas sao
mutacdes que ocorreram na estrutura primaria das caseinas em que um ou mais aminodcidos
foram substituidos por outros na sequéncia da cadeia polipetidica. Moraes et al.,(2009) e Silva
et al., (2007) encontraram, também, polimorfismo em caprinos, nas porgdes as; € Kk de caseina.
Dessa forma, essas variacdes poderiam influenciar métodos de determinacdo de adulteracao
como testes imunoldgicos, eletroforéticos, cromatograficos baseados na determinacdo de
proteinas, PCR, pois, sdo associados com diferencia¢do de proteinas por eletroforese em gel,
podendo gerar falsos-positivos.

Outro fator observado por Calvo et al. (1989) que poderia causar alteragdo nos dados
com apresentacdo de falso-positivo nos ensaios imunoldgicos, eletroforéticos e
cromatograficos para identificagdo de proteinas do soro, seria o tratamento térmico utilizado
na preparagdo dos derivados de leite. Este autor, estudando o efeito térmico na determinacao
de adicdo de leite bovino em leite caprino e ovino relatou que o tratamento térmico a
90°C/30s poderia afetar ensaios imunologicos na determinagdo do percentual da mistura de
leite bovino. Douglas et al. (1981), afirmou também, que proteinas do soro poderiam ser
afetadas pelo tratamento térmico, dificultando identificacdo por eletroforese em gel. Sendo
inclusive, uma recomendacdo do documento da Unido Européia EC 213/2001 a sua ndo
utilizacdo para determinagdo de adulteracdo de produtos lacteos com soro de leite bovino
tratados pelo calor, uma vez que esse processo poderia afetar a estabilidade das proteinas.

No caso da determinagdo de beta-caroteno, segundo estudos realizados por Abranches
et al., (2008) e Correia et al., (2008), o tratamento térmico realizado na preparacdo dos
derivados lacteos, bovino e provavelmente de bubalinos, ndo ocasionaria alteragdes
significativas no teor desse composto, desde que apds a pasteurizagdo rapida (72°-75°C/15s)
ou o processamento UHT (120°- 150°C/2-3s) o leite fosse armazenado protegido de O, e luz.

A técnica de cromatografia gasosa que determina a composic¢ao de acidos graxos pode
ser utilizada, porém, ¢ pouco eficiente quando os produtos sdo adulterados com leite
desnatado. As misturas detectadas pelo método, sdo baseadas na diferenciagdo do teor ou
razdo de acidos graxos, contudo, ndo existem estudos sobre a propor¢do de 4cidos graxos do
leite bubalino em comparac¢do com leite bovino.

A utilizagio da CLAE-DAD para determinagdo de carotendides em produtos de
origem bubalina, mostrou-se uma técnica segura, rapida e simples, para a determinacdo da
autenticidade desses derivados lacteos, podendo auxiliar os 6rgdos de inspec¢do sanitaria,
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tornando-se uma alternativa para assegurar a confiabilidade dos ingredientes utilizados na
preparacao de produtos lacteos a partir de leite de bufala, além de contribuir com a literatura
brasileira com dados de quantificagdo de retinol e beta-caroteno nesses produtos, uma area
escassa de trabalho com essa finalidade.
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7 CONCLUSAO

A otimizagdo do método de ensaio para determinagdo de adulteracdo em produtos
lacteos de origem bubalina utilizando o beta-caroteno como marcador de autenticidade
mostrou ser, a partir dos resultados obtidos no processo de validacdo e verificacdo da
eficiéncia, uma técnica eficiente e confiavel para o controle de adulteragdes em queijos
elaborado com leite bubalino na regido do Rio de Janeiro.

Para garantir a integridade dos resultados, os parametros de validacdo, seletividade,
precisdo, linearidade, faixa de trabalho, limite de detec¢do e quantificacdo foram avaliados,
assim como, a eficiéncia do método foi determinada através de carta controle e avaliagdo da
incerteza do método, indicando através dos resultados que o método proposto ¢ eficiente para
a fun¢do desejada.

A avaliagdo das quantidades de gordura no leite bubalino de animais mesticos, de
retinol e beta-caroteno nas amostras de queijo bubalino elaborados com leite desses bubalinos,
ndo apresentou diferenga estatistica (p<0,05) nas diferentes épocas de lactagdo, aos 60 dias e
200 dias ap0s paric¢ao, reduzindo a variabilidade e influencia sobre o0 método de ensaio.
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