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RESUMO: O Glicomacropeptideo é liberado pela renina durante a coagulacdo do leite. Com 64
residuos de aminoacidos, glicosilacdo heterogénea, com formas n&o glicosiladas (CMP) e
glicosiladas (GMP), por seu PM ou hidrofilia, permanece soltuvel. No leite sua concentragdo € baixa,
enguanto no soro passa de 1200 a 1600 mg/L, com aumento de 12 a 16 vezes. Isso possibilita que
seja utilizado como marcador para condi¢cdes anormais e fraudulentas do leite ou na monitoragéo da
protedlise na producéo de queijos. A padronizacdo de um método espectrofotométrico quantitativo

(ANSM) possibilitou sua determinacao rapida. Em fungéo das variagBes na glicosilacéo da k-caseina
durante o periodo de lactagdo, ou em decorréncia de mastites, ou ainda de alteracdes proteoliticas
de origem microbiana, ha necessidade desse prévio conhecimento para a utilizacdo potencial do
método. Objetivou-se a definicdo de pardmetros necessarios a correta interpretagdo dos resultados
por meio do conhecimento da variabilidade da matéria-prima, do produto industrializado (HTST ou
UHT) e da intercorrespondéncia entre formas glicosiladas e néo glicosiladas. Verificou-se que sua
distribuicdo no leite de conjunto apresentou variabilidade restrita, com média de A470nm =
0,232+0,088 ou 3,89+1,25 mg de 4cido sialico/L, com limite superior em A = 0,496, excluindo da
normalidade quaisquer valores superiores a esse.

Palavras-chave: andlises; fraude; interpretagéo; protedlise; soro de queijo

DETERMINATION OF GMP AND CMP IN MILK BY SPECTROPHOTOMETRIC -
ANSM, AND BY CHROMATOGRAPHIC - HPLC, METHODS -
METHODOLOGICAL PARAMETERS

ABSTRACT: Glycomacropeptide is a glycosilated fraction of bovine kappa-casein that remains
soluble when milk is clotted by rennin. Determinations of milk sialic acid content are useful because
its concentration reflects the amount of free GMP of milk. In normal milk these amounts are very low,
12 to 16 times lower than in sweet whey. Therefore, its determination may be applied to verify
possible frauds with whey addictions, since it works as a fingerprint. With the description of a new
spectrophotometric method for determination of free GMP (ANSM) occurred a simplification of
procedures, being faster than others (HPLC method), without loss of accuracy. However, due to
variations of glycosilation in kappa-casein between animals, during the lactation period, due to
mastitis and yet due to proteolysis on milk, it was necessary to know these variations to interpret
correctly the analytical results. It was analyzed 1,703 samples of producer’s raw milk and 1,189
samples of processed milk (HTST and UHT). The results showed that normal milk from herd
(producer’s milk) have only small amounts of free GMP, with A470nm = 0.232+0.088 or 3.89+1.25 mg
of sialic acid/L. The upper limit of this distribution was A = 0.496; thus every bigger value may
represent a problem, being outside of normal distribution.
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Determinacdo de GMP e CMP no leite por métodos espectrofotométrico (ANSM) e

cromatografico (HPLC) — parametros metodologicos

INTRODUCAO

O leite € um dos poucos exemplos
de um composto naturalmente criado
para servir de alimento assim também
reconhecido pela humanidade. Durante
a fase inicial da vida dos mamiferos,
como alimento Unico, supre as
necessidades de adaptacéo do filhote a
um novo ambiente e seu rapido
crescimento. Consequentemente, nao
pode ser invariavel, pois variam tanto as
necessidades intrinsecas do recém-
nascido quantos as extrinsecas,
relacionadas ao ambiente onde se
encontram mae e filhote. Passando
diretamente de um para outro pela

amamentacdo, assegura a nutricdo
desse, evita desperdicio e,
principalmente, a  existéncia de
competidores, garantindo a

sobrevivéncia e  perpetuacdo da
espécie. Entretanto, 0 mesmo nao se
encontra preparado para permanecer ou
sofrer as consequéncias de um
ecossistema aberto (Prata, 2001, 2002).

A obtencéo e usos do leite, a partir
da exploracdo econdmica, quebram a
primeira regra fundamental, pois torna
necessario ordenhar animais e expor o
produto a um ecossistema aberto.
Derivam dai os problemas e dificuldades
para a manutencdo das suas
caracteristicas e propriedades (Prata,
2002).

Como matéria-prima é fundamental
gue o leite tenha qualidade, entendida
como um conjunto de caracteristicas
préprias, adicionadas de outras
inerentes ao sistema de producao, que
garantam atendimento as expectativas
de consumo ou industrializagdo. A
propria definicdo de leite contempla sua
variabilidade, referindo-o como a
secrecéo obtida da ordenha completa e
ininterrupta de uma ou mais vacas
sadias durante o periodo normal de
lactacdo, contendo ndo menos que
8,25% de solidos desengordurados e
ndo menos que 3,25% de gordura

(Farrel et al., 2004; Prata, 2001; Wong
et al., 1999).

Fraudes e falsificacbes de
alimentos coexistem a perder-se no
tempo. Na comercializagao do leite ndo
€ diferente. Enquanto algumas sao
simples, de facil deteccdo e
comprovagdo, outras se revestem de
complexidade e sofisticacgéo,
dificultando sua deteccdo ou inserindo
davidas quanto as possiveis respostas
de procedimentos analiticos (Prata,
2002). Uma das fraudes mais
preocupantes na atualidade é a
substituicdo de parte do leite por soro
oriundo da coagulacdo enzimatica da
producdo de queijos, que se enquadra
na segunda categoria, revestindo-se de
alguma sofisticacdo tecnolégica e, ao
utilizar um derivado do préprio leite,
impde dificuldades a sua deteccédo e
coibicdo (Alcazar-Montéfiez et al., 2000;
Galindo-Amaya et al., 2006; Hafisa et
al.,, 2002; Li e Mine, 2004; Oancea,
2009).

Leites para consumo tém a
finalidade de servir de alimento. Ao
serem fraudados, imp&em prejuizo
econdmico ao consumidor e,
principalmente, tém seu valor nutritivo
limitado e suas intencbes de uso
desqualificadas. Nas fraudes com
substituicdo de leite por soro, a cada
10% de soro adicionado resulta em
reducdo de aproximadamente 8% no
teor de proteinas, principalmente das
caseinas e consequentemente de
fosfato de célcio. Ao invés de 3,5%, o
leite passa a ter aproximadamente 3,2%
de proteinas; com 20% apenas 2,9%;
com 30% apenas 2,6% e assim por
diante. Essa fraude reveste-se de
carater criminoso ao, deliberadamente,
privar niveis nutricionais esperados,
necessarios e pelos quais o consumidor
estd remunerando integralmente (Prata,

2002).
Por outro lado, a tecnologia
disponivel e a propria legislacdo

possibilitam a utilizacdo do soro em
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inUmeras condi¢cdes legais (MAPA,
2007). Apesar disso, ha evidéncias de
que as fraudes com utilizacdo de soro
sejam comuns, ocultando-se na rapidez
de consumo dos leites pasteurizados,
na ma qualidade da matéria-prima
utiizada em processos UAT e nas
dificuldades metodoldgicas dos
laboratérios de controle (Prata, 2002).
Esse tipo de fraude deixa uma
"impressao digital", que é a presenca de
GMP ou Glicomacropeptideo, liberado
da «x-caseina quando da coagulacao
enzimatica pela renina, o qual
permanece soluvel no soro (Brody,
2000; Fox, 1989; MeMahon e Brown,
1984; Shammet et al.,, 1992; Walstra,
1990).

O GMP e o CMP constituem a
base da maior parte dos métodos
desenvolvidos para detectar e coibir a
fraude por soro, entre eles o HPLC ou
CLAE (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia) (Alcazar-Montafiez et al.,
2000; Brody, 2000; Fukuda et al.., 1994;
1996; 2004; Galindo-Amaya et al., 2006;
Hafisa et al.., 2002; Li e Mine, 2004;
Oancea, 2009; Prata, 2009). Apesar das
qualidades, o CLAE é caro e demorado,
ndo estando disponivel na maioria dos
laboratérios.  Alternativamente, com
base na presenca de &acido sialico
(NANA - N-acetyl Neuraminic Acid) na
molécula de GMP, descreveu-se um
método espectrofotométrico na regiao
visivel do espectro que se mostrou
efetivo, rapido e barato. Comparado
experimentalmente ao CLAE, ofereceu
excelente correlacdo (r = 0,996)
(Fukuda et al.., 1994, 1996, 2004; Prata,
2009).

Ambas as técnicas (CLAE E
ANSM) fazem parte da metodologia
analitica oficial, respectivamente para
quantificacdo de CMP e de GMP
(MAPA, 2006). Para quaisquer desses
métodos um importante fator dificulta a
correta interpretacdo dos resultados.
Trata-se da presenca de quantidades
variaveis e oscilantes de GMP e CMP

livres na propria matéria-prima que, ao
se desconhecer sua distribuicdo normal
e variabilidade, torna impraticavel a
interpretacdo dos resultados obtidos.

Este trabalho objetivou determinar
essas distribuicbes e suas variacoes,
tanto para a matéria-prima (leite), em
condicbes usuais de obtencdo e
amostragem significativa, como também
para produtos processados (leites
pasteurizados). A hipétese fundamenta-
se no conhecimento dessas
distribuicbes para que, correlacionadas
aos padrdes de fraudes por adicdo de
sSoro, possa permitir a interpretacdo dos
resultados analiticos com correta
inferéncia de pontos de corte e
minimizacdo de falso-positivos e falso-
negativos, possibilitando adequado
esquema de interpretacdo e adocéo ou
emprego seguro de métodos baseados
na presenca e quantificacdo de GMP
livre.

MATERIAL E METODOS

Reagentes - Acido sialico (Sigma),
Ninidrina  (Merck, Riedel), Acido
Cloridrico P.A (Merck), Acido Acético
Glacial (Merck), Acido Tricloroacético
24% (Merck), Acido Sulfarico 0,1N
(Synth), Acido Fosfotingstico 20%
(Nuclear), Etanol 95% (Merck), Acetona
(Merck), entre outros. Ninidrina Acida:
Reagente 2 de Gaitonde — formulacgéo: 1
g de Ninidrina, 16 mL de Acido
Cloridrico PA e 24 mL de Acido Acético
glacial (estocada em frasco escuro, sob
refrigeracdo, por até uma semana).

Amostras - Foram coletadas, de
diferentes locais e procedéncias, 4.302
amostras de leite durante o periodo de
guatro anos, até completarem-se as
amostragens necessarias a significancia
dos universos pretendidos [leite cru de
gualidade variavel (frascos em duplicata
com cerca de 450 mL cada), leite de
carretas (idem) e leites pasteurizados de
consumo (HTST e UHT - trés
embalagens fechadas)]. Além dessas,
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com o0 intuito de constatar a
variabilidade e o comportamento de
fraudes por adicdo de soro ao leite,
foram analisadas também 87 amostras
de soro industrial. No laboratério, as
amostras foram submetidas a analise,
em duplicatas, para determinagdo do
teor de GMP livre por meio de método
espectrofotométrico na regido visivel
(ANSM).

Métodos - Ninidrina Acida (ANSM —
Acidic  Ninhydrin  Spectrophotometric
Method) - A cada 15 mL de amostra de
leite foram acrescidos, sob agitacédo, 15
mL de solugdo de TCA a 24%. Apos
repouso de 30 minutos a mistura foi
filtrada. Em duplicatas, 10 mL desse
filtrado foram depositados em tubos de
centrifuga previamente tarados,
adicionando-se 1 mL de solucéo de PTA
a 20% (Acido Fosfotlingstico). A mistura
foi centrifugada a 2000 g (3.500 rpm)
por 10 minutos. O sobrenadante foi
cuidadosamente descartado, evitando-
se a perda do sedimento. O sedimento
foi redisperso em 6 mL de etanol 95%,
seguido de nova centrifugacdo durante
10 minutos. Utilizando-se apenas o
sedimento, a cada tubo foram
adicionados 2 mL de &cido acético
glacial e 1 mL do reagente de ninidrina
acida, homogeneizados e submetidos a
banho-maria fervente (forte) por exatos
10 minutos. Na presenca de NANA (ou
GMP) ha desenvolvimento de cor
variando do amarelo claro (dourado) ao
marrom-amarelado (castanho escuro).
Apés o0 aquecimento a mistura foi
resfriada em banho de agua e gelo e
levada a leitura da absorvancia a
470nm, as quais foram transformadas
em concentracdo (ugNANA/mL ou

mg/L) utilizando-se curva-padrao
previamente elaborada (Fukuda et al.,
2004).

Curva-padrdo - utlizando a mesma
metodologia, com diluicdo seriada de
concentracbes conhecidas de acido
sialico puro (Sigma) e em triplicata,

foram determinados os pontos da curva-
padrao.

Analise estatistica - Os resultados,
suas distribuicdes, comportamento da
Distribuigcéo Normal e seus
determinantes, médias, medianas,
moda, desvios-padrdo, coeficientes de
variacdo, estimativas de correlacdes
(Pearson) e comparacoes de
significancia, foram analisados com o
auxilio do pacote contido no software
Statistica 6.0 (StatSoft Ltd — Bedford,
UK).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Variabilidade individual - A primeira
distribuicdo avaliada foi a referente a
variagao individual, para animais em
periodo normal de lactacdo. Foram
analisadas 980 amostras, as quais
evidenciaram média com baixo teor de
GMP livre (A470nm= 0,235 ou 3,93 mg
de acido sidlico/L), mediana muito
proxima, de 0,210 ou 3,48 mg/L, mas
com ampla variagcdo e desvio-padrao
elevado (Tabela 1).

Tabela 1 — Sintese dos resultados da determinacdo espectrofotométrica de GMP
livre (acido sidlico — ANSM) para os diferentes segmentos amostrais de
leite cru, leite processado industriaimente e soro industrial de coagulacio
erzimatica.

Resultados para o Método
E spectrofotométrico
ANSM)

Amostragem

Absorvancia Desvio-padric  Cencentragdo

Tipo de Amostra 1
Media da Média de Acido

! Adnm Agoom {?ri‘:“rcfp
Leite cru individual
{por animal) 980 0235 0,180 3,93
Leite cru de conjunto (rebanho) 1.703 0232 0,038 3,89
Leite cru de Cametas [(Spot milkj 237 0349 0,210 6,03
Leite cru | Segmento problema) 193 0441 0,372 772
Leite pasteurizado tipo A 30 0180 0,026 293
Leite pasteurizado tipo B 285 0229 0,051 3,83
Leite pasteurizado tipo C 626 0253 0,083 427
Leite pasteurizado tipo U AT 238 0,399 0,210 95
Soro indu strial ar 2122 0,764 38,57

Essa distribuicdo evidenciou que
96,8% dos resultados situaram-se
abaixo de A470nm = 0,500 ou
8,80mg/L, com um desvio a direita, e
com apenas 31 resultados (3,2%) com
valores dispersos e superiores a esse
limite. Isso parece coerente com as
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observacbes da literatura (Furlanetti e
Prata, 2003), sendo que esses poucos
resultados sujeitos a maior dispersao
possivelmente sejam provenientes de
leites de animais com alteracbes
fisioloégicas ou patoldgicas de secrecéo,
prolongamento de periodo de lactacdo e
animais velhos ou com maior nimero de
paricoes.

Variabilidade do leite cru de
conjunto- O leite recebido pelas
industrias é o produto de conjuntos de
animais em lactagdo. Para os objetivos
pretendidos, € desse tipo de universo
que as amostras devem ser tomadas,
pois sua variabilidade é menos sujeita a
variagoes individuais.

Essa distribuicdo assumiu a
maior importancia, pois foi dela que se
puderam extrair informacdes acerca da
normalidade ou anormalidade dos
resultados, motivo pelo qual trabalhou-
se com um universo amostral amplo e
significativo. Conforme esperado, a
distribuicdo mostrou menor dispersao,
com resultados médios muito préximos
dos determinados para a  anterior
(variabilidade individual).

A média observada foi de
A470nm = 0,232 ou 3,89 mg de acido
sialico/L, com desvio-padrdo de A470nm
= 0,088 ou 1,25 mg/L. Acrescida de um
desvio-padrdo (68% da distribuicdo
normal) resultou em A = 0,320 ou 5,50
mg/L e abrangeu 88,0% dos resultados.
A média mais dois desvios-padrédo
(95%) resultou em A = 0,410 ou 7,15
mgl/L, englobando 95,6% dos
resultados. Finalmente, a média mais
trés desvios-padréo (99%) resultou em
A = 0,500 ou 8,80 mg/L, abrangendo
98,5% dos resultados, equivalendo-se
ao valor teorico.

Variabilidade do leite transportado
por carretas - O leite transportado em
carretas (spot-milk) é matéria-prima
adquirida em localidades ou bacias
leiteiras distantes, geralmente de outros
estados como Minas Gerais, Goias,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e

noroeste do Parand. Antes restrita a
algumas companhias, na atualidade,
face & migracdo de parte dos produtores
para O centro-oeste, até pequenas
unidades recorrem a essa pratica.

Essa producdo se enquadra nos
padrées de obtencédo do leite tipo C,
com produtores dispersos, nem sempre
contando com recursos e suportes a
producdo necessarios a qualidade para
um produto tdo perecivel. Via de regra,
o leite sofre as consequéncias de
transportes e resfriamentos sucessivos,
sempre demorados, sob agitacdo e sob
sol e calor. Na chegada ao destino,
muitas das suas propriedades e
caracteristicas jA se  encontram
substancialmente  alteradas. Esses
motivos, aliados a crescente utilizacao
dessa matéria-prima na obtencdo de
produtos UAT, motivaram a constituicdo
desse segmento amostral, justamente
para verificar seu efeito sobre a possivel
liberacdo de GMP.

Foram analisadas 237 amostras
e, apenas levando-se em conta a média
e a mediana, ja se verificaram
diferencas significativas em relagéo aos
valores determinados para leite de
conjunto. Essa média saltou para A =
0,349 (50,4% maior), com um grande
desvio-padrdo (A = 0,210), verificando-
se uma distribuicdo diversa da anterior.
A titulo de exemplo, enquanto na
primeira, 81,1% dos resultados
situaram-se abaixo de A = 0,300, nesta
houve apenas 40,1% dos resultados
situando-se abaixo desse mesmo valor.
Variabilidade de amostras de
situacdes-problema - Para
complementar as possibilidades de
variagdo na liberagdo de GMP, com
base na literatura, buscou-se uma
situacao problema englobando algumas
das principais causas de liberacdo de
GMP, quais sejam: a ocorréncia de
mastites clinicas ou subclinicas, de
modo persistente ou em proporcao
significativa para o conjunto; o indevido
prolongamento do periodo de lactagcéo

Archives of Veterinary Science, v.17, n.2, p.29-39, 2012.



34

Determinacdo de GMP e CMP no leite por métodos espectrofotométrico (ANSM) e

cromatografico (HPLC) — parametros metodologicos

com omissdes de intervalos entre
lactacbes e a producdo extrativista de
pequenos produtores com  poucos
animais e graves problemas higiénico-
sanitarios (Leitner et al., 2006; Saeman
et al., 1988; Walstra, 1990).

Para esse universo foram
analisadas 193 amostras, cuja média
saltou para A = 0,441 (90% maior que a
de leite de conjunto), com desvio-padrao
de A = 0,372, caracterizando dispersao
e diferencas significativas.

Verificou-se progressivo aumento
no teor de GMP livre respectivamente
para leite cru de conjunto (3,89 mg/L),
leite cru individual (3,93 mg/L), leite
transportado por carretas (6,03 mg/L) e
segmento de leite com problemas (7,72
mg/L) (Tabela 1 e ilustragéo
comparativa na Figura 1).

A liberagdo de GMP ocorre,
sabidamente, por acao proteolitica
sobre a fracdo k-caseina (Fox, 1989;
Haddadi et al., 2005; Shammet et al.,
1992; Walstra, 1990). A ampliacéo
gradativa da liberacdo denota a
existéncia significativa de problemas em
algumas dessas distribuicdes que, em
regra, estariam possibilitando extensa
protedlise, mesmo em leite refrigerado.

Fraquéncia
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Figura 1 -Distribuigio das frequéneias dos resultados por intervalos de Absorvincia (Asrier)

para as amostragens de leite cruindividual (cada animal), de conjunte (rebanhe),
transportado por catretas & do segmento “problema”.

Essa protedlise pode englobar
origens e mecanismos diferentes em
funcdo das condicdes de obtencéo e
estocagem antes do processamento
industrial, desde a acédo de proteases
nativas como a Plasmina (Shammet et
al., 1992a, b; Walstra, 1990), proteolise

microbiana inespecifica em leites de ma
gualidade estocados em temperaturas
marginais (Haddadi et al., 2005;
Janstova et al.,, 2006; Leitner et al..,
2006), assim como a protedlise
microbiana devida ao desenvolvimento
de espécies psicrotréficas (Prata, 2001).
Variabilidade do leite processado
termicamente - Foram analisadas 951
amostras de leites pasteurizados (Figura
2), cuja média foi A = 0,243+0,075,
correspondendo a 4,09+1,01 mg de
NANA/L, média esta proxima a
determinada para leite cru de conjunto.
A Figura 3 evidencia a mobilidade desse
universo comparada com os resultados
para leite cru.

Fraguéncia
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Figura 2 - Distribuigio das frequéncias dos resultados por intervalos de Absorvincia (Asroem)
para as amostragens de leites termi 2 pr dos dos tipos AeB, tipoCe
UAT.

Desses, o tipo A foi o de menor
amostragem (30); entretanto, por sua
pouca variabilidade, permitiu demonstrar
0s objetivos pretendidos, relacionados
aos cuidados e a rapidez de
transformacdo da matéria-prima. A
média foi de A = 0,180+£0,036 ou
2,93+0,29 mg/L, a menor de todas as
distribuicbes, com  nenhum  dos
resultados superior a A = 0,300, ou seja,
0 maior valor observado foi A = 0,266 ou
4,51 mg/L.

Com amostragem intermediaria,
foram analisadas 285 amostras de leite
tipo B, também diferenciado em termos
de qualidade e cuidados de
conservacao. Apesar de mostrar
variabilidade ligeiramente maior, em
geral confirmou a tendéncia observada
para o leite tipo A. Evidenciou-se, mais
uma vez, um valor baixo para a média,
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de A = 0,229+0,051 ou 3,83+0,57 mg/L,
com mediana muito proxima.

Frequénala

O Leite Processado O Leie cru

‘!!’ o4 5 3 z 2 4
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Figura 3 - Distribuigio das frequéncias dos resultados por intervalos de Absorvincia (Aymgen)
para asamostragens de leites termi 2 pr dos em comparagio a leite
cr.

Para leite pasteurizado tipo C
foram analisadas 636 amostras e,

conforme  pressuposto, tanto 0s
resultados foram superiores quanto
maior foi sua dispersdo. A média

determinada foi de A = 0,253+0,083 ou
4,27+1,15 mg/L, superior a observada
para o tipo A e ligeiramente superior a
do leite B e a do leite cru de conjunto.
Pelo “n” expressivo, ndo € a média que
mais chama atencdo, mas sim o desvio-
padrao, com distribuicdo ampliada,
possivelmente denotando precariedade
e falta de cuidados com esse tipo de
leite.

O leite processado por UAT
sempre constituiu universo a parte
devido aos problemas de instabilidade
durante sua validade (Janstova et al.,
2006). Desse tipo de leite processado
foram analisadas 238 amostras,
observando-se que a média foi A =
0,399 ou 6,95 mg/L de acido sialico ou
GMP livre, grande desvio-padrdo, de A
= 0,210 ou 3,48 mg/L e mediana
elevada, de 0,315 ou 5,41 mg/L. Essa
média foi 74% maior que a observada
para leite pasteurizado tipo B, 58%
maior que a do leite tipo C e 72% maior
gue a determinada para leite cru de
conjunto. Quando comparada a
distribuicdo do leite cru transportado por
carretas, as distribuicbes mostraram
maior semelhanca e aproximacdo de
valores, com a média do processado
apenas 14% superior a essa.

Soro de queijos e fraudes
controladas - Para fundamentar as
possiveis relacdes advindas de fraudes
por adicbes desconhecidas de soro ao
leite, determinando com confiabilidade
0s pontos de corte para a interpretacdo
dos resultados, tornou-se fundamental o
conhecimento da distribuicio de GMP
livre em soro de queijos de coagulagao
enzimatica utilizando matérias primas
semelhantes (das mesmas regides das
amostras) e da resposta as adicbes
crescentes de soro ao leite. Para o
primeiro proposito foram analisadas 87
amostras de soro industrial, obtendo-se
uma média equivalente a A = 2,122 ou
38,57 mg/L e um desvio-padrao de A =
0,764 ou 13,65 mg/L.

Para a segunda, em triplicatas e
com amostras de soro e leite muito
proximas as das médias determinadas
para leite de conjunto e para soro
industrial, foram realizados ensaios de
fraudes variando os percentuais de
adicdo desde 2,5% até 60,0% de soro.
A adicdo de 5.0% de soro elevou o
resultado da determinacdo para a faixa
de A = 0,330. Esse valor, se comparado
a distribuicdo obtida para leite de
conjunto (mais representativo e sujeito a
menor variabilidade), englobaria mais de
82% dos seus resultados, restando
apenas 18% que se situaram acima
desse valor. Se a mesma comparacao
for realizada com os universos dos leites
tipos A e B, que, embora pasteurizados
denotam matérias-primas mais bem
conservadas, verifica-se que engloba
100% dos resultados para o tipo A e
mais de 92,0% para o tipo B. Isso
significa que, para as técnicas que
utiizam a pesquisa de GMP ou CMP

livres, tais métodos tém poder
discriminatorio, entre leites fraudados e
nao fraudados, quando a adigao

substitutiva por soro for entre 6,0 e
7,5%.

A adicdo de 15,0% de soro
resultou em valores préximos de A =
0,520. Do mesmo modo, relacionando-
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se aos da distribuicdo obtida para a
matéria-prima, mostra que cerca de
99,0% desses seriam inferiores a essa
cifra, com probabilidade menor que
1,0% de pertencerem a distribuicdo.
Esse raciocinio pode ser confirmado na
comparacao dos resultados obtidos para
os leites pasteurizados tipos A e B, em
gque nenhuma das 315 amostras
superou a faixa de A = 0,500.

Exercer o0 mesmo raciocinio para
leites tipo C, UAT, de carretas ou leites
problema, além de desnecessario
poderia configurar-se numa
impropriedade, haja vista que, apesar
de constituir-se no tipo predominante,
sabidamente abrigam inimeros
problemas, muitos deles que poderiam
influenciar na liberacdo de GMP. Mesmo
com essas ressalvas, utilizando-se a
distribuicdo obtida para leite
pasteurizado tipo C, verificou-se que
mais de 80,0% das amostras mostraram
resultados inferiores a A = 0,330, e que
mais de 98,0% dos resultados se
mantiveram abaixo de A = 0,520.
Parametros de interpretacdo -
Utilizando a andlise desses universos e
suas interrelacdes procurou-se definir os
pontos de corte para a interpretacao dos
resultados de meétodos que utilizam a
determinacao de GMP livre,
classificando as respostas em faixas
correspondendo a resultados Negativos,
Suspeitos ou Positivos com relacdo a
possivel adicdo de soro ao leite.

A analise de GMP por CLAE
(HPLC) faz parte da legislacédo da Uniéao
Européia (Apéndice IV, L. 228 2426/90).
Hafisa et al. (2002), trabalhando a
fraude de leite em p6 com adicdes
controladas de soro em poé, obtiveram
correlagao linear entre as quantidades
de soro adicionadas e o teor de GMP
utilizando a técnica de HPLC, com r =
0,91 e equacédo y = 1851,1x+11328, na
gual o x correspondeu ao percentual de
adicéo, de zero a 25%, e o valor de b
(11328) a altura do pico na intersecéo
do valor zero com o eixo y. Pela reta

obtida, verifica-se que, para 5% de soro
a altura do pico situou-se em 20633;
para 7,5% de soro em 25311 e para
10% de soro em 29839. O valor de b
variou, portanto, em funcido do leite
utiizado e sobre o qual a fraude se
realizou, caracterizando uma quantidade
variavel de GMP de leite para leite,
fazendo com que esse ponto apresente
certa mobilidade.

Prata (2002, 2009), no Brasil,
trabalhando a equivaléncia entre o
método espectrofotométrico para
determinacdo de GMP e o método
CLAE para quantificacdo de CMP
obteve resultados muito parecidos com
os citados. Para leite normal e bem
conservado observou que a altura do
pico de CMP na técnica de CLAE pode
chegar a 12100, um valor muito proximo
ao de 11328 citado como valor de b no
trabalho apresentado por Hafisa et al.
(2002). Para fraude controlada de 5%
de soro, equivalendo a 5,61 mg/L de
acido sidlico, constatou altura de pico de
CMP de no minimo 17000. Para 10% de
soro, equivalendo a 7,36 mg/L de acido
sidlico, o pico seria de no minimo
28000. Esses valores foram tratados
como minimos em funcdo da
variabilidade dos teores de GMP e de
CMP, tanto no leite quanto no soro.

Dessas relacbes, para o método
espectrofotométrico a 470nm, utilizando-
se a solucdo de TCA a 12% para a
separacdo unicamente das formas
glicosiladas, o universo Negativo tem
poder de discriminacdo se aceitar como
resultados normais valores de até A =
0,300 ou menos que 5,14 mg de
NANA/L de leite na forma de GMP livre
e altura de pico de até 14000 para CMP
(Figuras 4 e 5). Valores superiores a A =
0,451 ou maiores que 7,89 mg/L, ou
altura de pico de CMP superior a 31000,
com seguranca e confiabilidade, seriam
resultantes de fraudes ou falsificagoes,
e portanto Positivos, ou ao menos,
decorrentes de condi¢cdes extremas e
indesejaveis de obtencéo,
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transformacdo e
matéria-prima.

Absorvancia a 470nm

conservagao da

Positivo ou Anormal

Suspeito

01— Negative ou Normal

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 7T
L1 73 13 20 &t

Peorcentagem de adigdo de soro de queijos.

Figura 4 - Relacies dos pontos de corte determinados para o método espectrofotométrico
(ANSM) com relacdo & absorvancia (Agg..) € 0 percentual de adicdo de soro
ao leite.

O intervalo de resultados entre A
= 0,301 e A = 0,450, correspondendo a
515 e 7,89 mg/L, e entre 14000 e
31000 para CMP, dadas as imprecisoes
decorrentes da intersecdo de parte dos
universos de leites normais e fraudados,
deve ser trabalhado na categoria de
Suspeitos, cuja discriminacao sé podera
advir do conhecimento e aplicacao
sistemética de controles ou da
associacdo conjunta da determinacao
de outros parametros.

Esses mesmos intervalos, agora
para o método de CLAE, definidos pela
correlacéo entre os métodos, mostraram
valores <14.000 para a faixa de
resultados Negativos, entre 14.001 e
31.000 para os Suspeitos e >31.000
para a faixa de resultados seguramente
Positivos (Figura 5).

CLAE (HPLC]) - Altura do pico x 1000.

POSITIVO

SUSPEITO

.....NEGATVO |

» T T T T
o 2,5 75 16 a0 &0

Percentual de adigdo de soro de queijos.

Figura 5 - Relacbes dos pontos de corte determinados para o método
cromatografico - CLAE (HPLC) com relacio 3 absorvancia (Asomm) € 0

percentual de adicio de soro ao leite.

Deve-se ressaltar que tanto CMP
guanto GMP néo constituem produtos
finais (end-point) de acdo proteolitica,
sendo eles proprios sujeitos a hidrélise e
associacao (Mikkelsen et al., 2005;
Shammet et al., 1992b).

Definir esses pontos de corte
para universos nem sempre distintos e
com partes expressivas sujeitas a
intersecdes nado é tarefa facil nem de
opcéao Unica, pois, apesar da seguranca
e confiabilidade estatistica, depende
muito mais do conhecimento e controle
inerente a cada situacdo e dos
propositos de controle. Assim, a
movimentacdo desses pontos de corte
para a esquerda, restringindo o0s
intervalos de variacdo para as
categorias, faz aumentar o niumero de
suspeitos e de falso-positivos. Por outro
lado, sua movimentagcédo para a direita,
separando mais 0s universos normal e
fraudado, resulta na aceitacdo, como
normais, de muitos resultados suspeitos
e mesmo positivos para a presenca de
soro, aumentando o numero de falso-
negativos.

CONCLUSAO

As inter-relacbes determinadas
para diferentes segmentos amostrais,
associadas a estudos controlados de
fraude por adicdo de soro ao leite,
permitiram a definicdo de parametros de

interpretacao para 0s  métodos
espectrofotométrico (ANSM) e
cromatografico (HPLC) para a

guantificacéo respectiva de GMP e CMP
livres no leite. Assim, para o primeiro,
entende-se como anormal a presenca
de acido sialico >7,89 mg/L de leite
(A470nm >0,451), enquanto para o
segundo esse limite situou-se em
frequéncia ou altura de pico >31.000.
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