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RESUMO

GONCALVES, B. R. F. Avaliagdo protedmica visando a autenticidade de mugcarela de
bafala. Itapetinga — BA: UESB, 2015. 97 p. (Dissertacdo — Mestrado em Engenharia e

Ciéncia de Alimentos).*

O preco elevado e a escassez do leite bubalino em algumas épocas do ano ocasionam
adulteragdes em mucarela de bufala, especialmente pela inclusdo de leite bovino. No presente
trabalho objetivou-se adaptar metodologias de técnicas eletroforéticas e cromatograficas
visando verificar a autenticidade de mucarela de bufala. Foram identificadas fracdes proteicas
e peptidicas referentes as espécies bubalina e bovina em mucarelas elaboradas com diferentes
formulacBes e amostras comerciais de mucarela de bufala, por meio da técnica eletroforética
SDS-PAGE e cromatografica RP-HPLC. Os queijos foram elaborados exclusivamente com
leite de bdfala (TRB), vaca (TRV) e inclusdes crescentes de leite bovino ao bubalino (2,5%,
5,0%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50%), totalizando 9 formulagdes, que foram congeladas no dia
de fabricacdo (Tempo 0) e com 20 dias ap6s a data de fabricacdo (Tempo 20). Anélises de
composicao quimica e caracterizacdo fisico-quimica foram realizadas com trés repeticdes em
triplicata. Os resultados mostraram que ndo foi possivel detectar fraudes por meio da
composi¢do quimica e caracterizacdo fisico-quimica dos queijos. A técnica SDS-PAGE
mostrou-se eficiente na separacdo e identificacdo das fracdes proteicas das espécies em
estudo, com a presenca de peptideos marcadores caracteristicos das espécies bovina e
bubalina. Cinco picos de peptideos considerados importantes para diferenciacdo entre as
espécies foram identificados por RP-HPLC, além de diferencas nos peptideos e em suas
quantidades entre os dois tempos de refrigeracdo estudados. De 18 amostras comerciais
avaliadas, 4 foram consideradas fraudadas, em 5 suspeitou-se de adulteragdo e 9 apresentaram
resultados satisfatorios. Estudos futuros poderdo ser realizados objetivando-se ampliar

conhecimentos a respeito dos peptideos avaliados.

Palavras-chave: cromatografia, eletroforese, leite, peptideos, queijos.

* QOrientador (a): Sibelli Passini Barbosa Ferrdo, DSc., UESB. Co-orientadores: Sérgio
Augusto de Albuquerque Fernandes, DSc., UESB; Antonio Silvio do Egito, DSc.,
EMBRAPA.



ABSTRACT

GONCALVES, B. R. F. Proteomic evaluation to the authenticity of bufallo mozzarella.
Itapetinga — BA: UESB, 2015. 97 p. (Dissertation — Masters Degree in Food Engineering and

Science).*

The high price and scarcity of buffalo milk in some seasons cause adulteration in buffalo
mozzarella, especially the inclusion of bovine milk. In the present study aimed to adapt
methodologies electrophoretic and chromatographic techniques in order to verify the
authenticity of buffalo mozzarella. Protein and peptide fractions were identified concerning
bovine and buffalo in mucarelas prepared with different formulations and commercial
samples of buffalo milk mozzarella, electrophoretic technique by SDS-PAGE and RP-HPLC
chromatography. The cheeses were made exclusively from buffalo milk (TRB), cow (TRV)
and increasing inclusions bovine milk the buffalo (2.5%, 5.0%, 10%, 20%, 30%, 40% and
50% ) totaling nine formulations, which were frozen in the manufacture of day (time 0) and
20 days after the date of manufacture (time 20). Chemical composition analysis and
physicochemical characterization were performed in triplicate with three replications. The
results showed that it was not possible to detect fraud through the chemical composition and
physico-chemical characterization of cheeses. The SDS-PAGE technique proved efficient in
separation and identification of the protein fractions of the species studied, with the presence
of characteristic markers peptides of bovine and buffalo. Five peptide peaks considered
important to differentiate between species were identified by RP-HPLC, as well as differences
in the peptides and their quantities between the two study cooling times. 18 evaluated
commercial samples, 4 were considered fraudulent, 5 suspected of tampering and 9 showed
satisfactory results. Future studies could be carried out aiming to expand knowledge on the

evaluated peptides.

Keywords: chromatography, electrophoresis, milk, peptides, cheeses.

* Advisor (a): Sibelli Passini Barbosa Ferrdo, DSc., UESB. Co-advisor: Sérgio Augusto de
Albuquerque Fernandes, DSc., UESB; Antonio Silvio do Egito, DSc., EMBRAPA.



1. Introducéo

A bubalinocultura consiste na criacdo e aproveitamento de bufalos selecionados e
domesticados para geracdo de tracdo, producdo de carne e leite. Nos ultimos dez anos houve
crescimento mundial no nimero de cabecas de bufalos para fins comerciais (FAO, 2014).

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2014), no Brasil a
regido Norte destaca-se como a area que detém o maior rebanho de bufalos (64,09% do total),
porém mesmo com menor quantidade, cerca de 9,69% do total, a regido Nordeste pode ser
considerada como boa alternativa para a bubalinocultura.

O leite de bufala é utilizado para elaboracéo de derivados, em especial o queijo mucarela,
que apresenta aceitacdo no mercado devido as caracteristicas nutricionais e sensoriais. Esse tipo de
atividade possui potencial de ampliacéo e é considerada promissora.

A maior disponibilidade do leite de buafala se da quase que exclusivamente no
outono/inverno, enquanto que em outro periodo do ano (primavera/verdo) ocorre escassez dessa
matéria-prima. Nesse contexto o preco do leite se eleva, e alguns criadores, fornecedores e até
mesmo industrias de laticinios acabam cometendo praticas ilegais, conhecidas como fraudes
alimentares que, neste caso, consistem na adicdo de leite de vaca ao leite de bufala para elaboracao
de derivados.

No ano 2000, a Associacao Brasileira de Criadores de Bufalos (ABCB) langou um programa
de certificacdo de queijos produzidos exclusivamente com leite de bufala, com o objetivo de
garantir a autenticidade dos produtos. Queijos dos tipos mucarela, provolone, ricota e minas frescal,
ao passarem por exames laboratoriais especificos, certificando-os da fabricacdo apenas com leite
bubalino, recebem o “Selo de Pureza 100% Bufalo”.

Mesmo com a adoc¢do do selo de pureza da ABCB ainda é possivel encontrar adulteracdes
em produtos derivados do leite de bufala. Nesse sentido, € importante avaliar as caracteristicas
relevantes a cada espécie.

Com o intuito de combater praticas ilegais e garantir a autenticidade da mucarela de bufala,
algumas técnicas laboratoriais podem ser utilizadas, destacando-se: métodos eletroforéticos por
meio de separacdo e identificagdo das fragBes correspondentes a caseina e/ou cromatograficos,
atraves da separacgéo e quantificacdo de peptideos presentes nas amostras avaliadas.

Técnicas protedmicas tornaram-se ferramentas de pesquisa fundamentais no estudo de leite e

derivados lacteos. Sendo assim, a identificacdo de peptideos em queijos pode garantir ao produto
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caracteristicas proprias, ndo s6 como marcadores referentes a cada amostra, como também na
identificacdo da individualidade do produto.

Considerando a necessidade de combater fraudes na produgéo e comercializacdo de queijo
mucarela de bufala, este trabalho justificou-se na possibilidade de auxiliar pesquisas com questfes
cientificas e sociais, pois propde a adaptacdo e utilizacdo de metodologias para verificacdo da

autenticidade de mucarela de bufala, auxiliando e contribuindo com a fiscalizagdo destes alimentos.
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2. Revisdo de literatura
2.1.  Aspectos gerais da Bubalinocultura

A bubalinocultura caracteriza-se como 0 estudo, a criacdo e o aproveitamento de bufalos
domésticos, também conhecidos como bufalos d'agua (water buffalo). Os bubalinos sao
classificados zoologicamente na familia Bovidae (que, entre outros, incluem também bovinos,
caprinos e ovinos), subfamilia Bovinae e espécie Bubalus bubalis (BHAT, 1992; DAME, 2006;
ABCB, 2014).

Na literatura sdo descritas trés subespécies: a) Variedade bubalis — é o bufalo preto,
denominado budfalo de rio "river buffalo”, utilizado para a producdo de leite, sendo encontrado na
india, Paquistdo, Turquia, ltalia, Brasil, entre outros paises. Em territorio brasileiro, esta
representado pelas racas Murrah, Jafarabadi e Mediterraneo; b) Variedade kerebao — é o bufalo de
pantano "swamp buffalo", considerado excelente animal para trabalho. E encontrado na Malasia,
China, Indonésia, Filipinas, Tailandia e outras localidades. No Brasil, esta representado pela raca
Carabao; c) Variedade fulvus — é o bufalo de coloracdo avermelhada. Nativo da regido nordeste da
india, vive em estado selvagem, sendo animal de menor porte que os demais (MARQUES, 1991;
HAN et al., 2007).

2.2.  Populagdo mundial de bufalos

Segundo dados da Organizacdo das NacGes Unidas para Agricultura e Alimentagcdo (FAO,
2014), comparado com a espécie bovina, que apresentou cerca de 1,485 bilhdes de cabecas no ano
de 2012, o nimero de bubalinos é pequeno, porém mostrou crescimento ao longo dos Gltimos anos.
O rebanho mundial de bufalos em 1990 foi de 148,379 milhdes. No ano 2000 aumentou para,
aproximadamente, 164,309 milhdes de cabecas, enquanto que em 2012 ja era de 199,093 milhdes.
A Tabela 1 mostra a distribuicéo e a propor¢do do rebanho mundial bubalinos por continente entre
1990 e 2012.
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Tabela 1: Rebanho mundial de bubalinos, em cabecas, por continente.

Continente 1990 2000 2012

Asia 143.302.442 159.393.869 193.256.484
Africa 2.897.492 3.379.435 3.985.025
América 1.405.162 1.108.426 1.268.702
Europa 578.919 232.499 372.838
Oceania 195.000 195.000 210.000
Mundial 148.379.015 164.309.229 199.093.049

FONTE: Adaptado de FAO (2014).

O continente asiatico possui 0 maior rebanho, com o0 maior nimero de animais sendo
observados na india e no Paquistdo (AHMAD et al., 2008). Os bufalos se adaptam bem ao clima
quente da Asia, além do continente possuir programas de incentivo a producéo de carne e leite de
bubalinos para comercializagéo e consumo (BORGHESE, 2005).

Os bubalinos tiveram um crescimento médio de 25,5% ao longo dos Gltimos anos, contra
apenas 12,7% dos bovinos. 1sso se deve a ocupac@es de bufalos em localidades de dificil adaptacdo
onde bovinos nao tem condicfes de habitarem, além da maior rusticidade, longevidade e docilidade
dos animais, bem como politicas de incentivo para a sua criacao e surgimento de novas tecnologias
com elaboracdo de derivados carneos e lacteos bubalinos que, cada vez mais, fazem parte dos
habitos alimentares da populacdo mundial (BORGHESE, 2005; FAO, 2014).

No Brasil, os bufalos foram introduzidos em 1890 na llha de Maraj6 - PA e, a partir dai,
disseminaram-se para as demais regides do pais (FALEIRO, 2013).

O Brasil possui aproximadamente 1.262.000 de cabecas de bufalos espalhadas pelo pais,
com o maior efetivo desta espécie encontrando-se na regido Norte (64,09%), seguido das regides
Sudeste (11,49%), Nordeste (9,69%), Sul (8,98%) e Centro-Oeste (5,75%) (IBGE, 2014).

Os bufalos sdo tradicionalmente considerados animais de tracdo. No Brasil e em muitas
outras localidades, geralmente também sdo criados para a producéo de carne e leite, com a escolha
de animais selecionados e domesticados. Atualmente, as quatro ragas comumente criadas no Brasil,
Carabao (CA), Jafarabadi (JA), Mediterraneo (ME) e Murrah (MU), sdo reconhecidas oficialmente
pela ABCB (MARQUES, 1991; CUNHA NETO et al., 2005; ABCB, 2014).
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2.3.  Producéo brasileira de leite de bufala

O crescimento e desenvolvimento da bubalinocultura brasileira, dependendo da regido do
pais, estdo diretamente ligados & producdo de leite e derivados. Nas regides Nordeste e Sudeste
observa-se a presenca de bacias leiteiras em localidades onde existem laticinios especializados na
industrializacdo do leite de bufala. Os principais fatores que impulsionaram essa atividade foram as
novas tecnologias, aproveitando bem as caracteristicas de rendimento do leite bubalino, com a
elaboracdo de produtos derivados de boa qualidade nutricional e sensorial (BERNARDES, 2007).

A producéo brasileira de leite de bufala destinada a industrializacdo vem crescendo, em
média, 25% ao ano desde 2001. Estima-se que a producéo de leite de bafala no Brasil seja superior
a 92 milhdes de litros por ano. Os produtores brasileiros notaram o potencial de mercado e
passaram a investir nesta atividade (IBGE, 2014).

O crescimento na producgdo de leite de bufala se deve, entre outros fatores, ao aumento na
demanda dos produtos, em especial 0s queijos (ANDRIGHETTO, 2011). Outro fator importante é
que os produtores recebem valores diferenciados pelo litro de leite in natura de bufala, em torno de
40% a 50% a mais que o valor pago pelo litro de leite in natura de vaca (JESUS, 2014).

O estado do Pard € o maior produtor nacional de leite bubalino. J& a regido Sudeste,
principalmente devido ao estado de S&o Paulo, ocupa a lideranca nacional na comercializagédo e
receita gerada, por conta da maior concentracdo do mercado consumidor. A regido Nordeste conta
com um bom potencial de crescimento, apresentando o estado do Maranhdo com maior producao
(IBGE, 2014).

2.4. Caracteristicas do leite de bufala

Entende-se por leite, sem outra especificacdo, o produto oriundo da ordenha completa,
ininterrupta, em condicdes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. O leite de
outros animais deve denominar-se segundo a espécie de que procede (BRASIL, 2011). Sendo
assim, o leite de bubalinos deve ser denominado de leite de bufala.

Os componentes do leite de diferentes espécies de mamiferos (Tabela 2) caracterizam-se,
basicamente, por 4gua, proteinas, gordura, lactose, solidos totais e sélidos desengordurados.
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Tabela 2: Composi¢cdo meédia do leite de diferentes espécies de mamiferos.

Espécie Composicéo
Agua Proteinas Gordura Lactose Sélidos Solidos
(%) (%) (%) (%) Totais Desengordurados
(%) (%)

Vaca 87,50 3,50 3,80 4,80 12,50 8,70
Bufala 82,00 4,00 7,50 5,10 18,00 10,50
Cabra 85,50 3,70 4,20 4,00 14,50 10,30
Ovelha 80,00 6,50 7,00 5,20 20,00 13,00

FONTE: Adaptado de SGARBIERI (1996); VENTURINI et al. (2007).

A &gua representa 0 maior componente percentual do produto, com aproximadamente 82%
para o leite de bufala. E nesta fragdo que se encontram dispersos os componentes solidos,
denominados sélidos totais, constituidos de proteinas, gordura, lactose e sais na forma ionizada.
Dos sdlidos totais é subtraido o teor de lipidios (gordura), obtendo-se os s6lidos ndo gordurosos ou
desengordurados (proteinas, lactose e cinzas) (GONZALEZ et al., 2001; VENTURINI et al., 2007).

O leite de bufala apresenta, em geral, teores de proteinas, gordura, lactose, solidos totais e
solidos desengordurados superiores ao leite de vaca, ocasionando maior rendimento industrial
(SGARBIERI, 1996; VENTURINI et al., 2007; SINDHU e ARORA, 2011).

Algumas caracteristicas diferenciam o leite de bufala do leite de outros animais. E um
liquido de coloracdo branca, devido a auséncia de pigmentos carotenoides (provitamina A) e sabor
levemente adocicado (HUSSAIN et al., 2012).

As proteinas do leite sdo constituidas de caseinas na forma micelar (ag;-caseina, osp-caseina,
B-caseina e k-caseina) e proteinas soluveis do soro (B-lactoglobulina, a-lactoalbumina e albumina).
Além disso, o leite contém proteinas pouco abundantes, tais como, lactoferrina, imunoglobulinas,
glicoproteinas e enzimas (RONCADA et al., 2012).

As micelas de caseina do leite bubalino, subdivididas nas fragfes as;-caseina, as-caseina, -
caseina e k-caseina, constituem em média, respectivamente, 35%, 15%, 32% e 5% do total. No leite
bovino, a fracdo ag-caseina constitui 40%, os-caseina 10%, p-caseina 45% e a k-caseina
representada por 10%. Estudos mostraram que a caseina do leite de bufala possui uma quantidade
25,5% superior de aminoacidos essenciais que o leite bovino (RONCADA et al., 2012).

A gordura, juntamente com as proteinas, sdo 0s constituintes do leite que apresentam
maiores valores econémicos, sendo importantes em programas de pagamento por qualidade na
industria e na producdo de alguns derivados lacteos. O teor de gordura € um parametro que
contribui para desenvolvimento de sabor caracteristico e melhoria da textura. E o componente mais

variavel do leite, sendo facilmente modificado de acordo com a alimentacdo, sanidade, idade e raca
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do animal, entre outros. A determinacdo desse pardmetro é importante para verificar se o leite foi
fraudado pela remogéo do constituinte antes de chegar na indudstria. No leite de bufala o teor de
gordura geralmente estd acima de 5,5% (VENTURINI et al., 2007).

A lactose, um dissacarideo composto por glicose e galactose, é praticamente o Unico
carboidrato presente no leite. E o principal constituinte nos processos de acidificacio e também esta
relacionada com o valor nutritivo, textura e solubilidade, desempenhando papel preponderante na
cor e sabor dos produtos elaborados. Em bubalinos, os teores de lactose séo de, aproximadamente,
5,1% (GONZALEZ et al., 2001).

Representando as caracteristicas fisico-quimicas, o potencial hidrogenioénico (pH) dos
alimentos é um dos fatores que exercem influéncia sobre o crescimento, a sobrevivéncia e
destruicdo de microrganismos. O pH do leite, que em condi¢des normais varia de 6,4 a 6,8, pode ser
considerado um indicador da qualidade higiénico-sanitaria e estabilidade térmica (VENTURINI et
al., 2007).

A acidez total do leite é caracterizada pela acidez proveniente de seus componentes, tais
como caseina, albumina, fosfatos, didéxido de carbono e citratos, correspondendo a acidez natural
(inicial), associada a acidez desenvolvida por degradacdo da lactose e posterior transformacdo em
acido latico. O crescimento excessivo de bactérias no leite, devido a sua alta atividade de agua (aw)
associada com baixas condi¢Bes higiénico-sanitarias de ordenha, manipulacdo e processamento,
pode elevar a acidez a valores consideraveis. O leite de vaca, em condi¢des consideradas adequadas
e de acordo com a atual legislacdo deve apresentar valores de acidez que variem entre 0,14 g de
acido latico/100 mL e 0,18 g de &cido latico/100 mL (VENTURINI et al., 2007; AHMAD et al.,
2008; BRASIL, 2011).

A acidez do leite de bafala é superior a do leite bovino. Isto se explica ndo sé pelo fato de os
bubalinos possuirem maiores quantidades de caseinas, que possuem aminoacidos com
caracteristicas anfoteras, atuando como acido na titulacdo do teste de acidez, mas também por
consequéncia dessas micelas estarem presentes em maior nimero e didmetro (FALEIRO, 2013).

Devido a todas essas qualidades, o leite de blfala € uma excelente matéria-prima para a
fabricacdo de queijos e outros derivados. Associado aos elevados teores de gordura, proteina e
lactose, um dos principais diferenciais estd também no reduzido nimero de células somaéticas. Em
conjunto, essas caracteristicas permitem ao leite bubalino um rendimento de cerca de 40% superior
ao leite bovino na elaboragéo de derivados (ANDRIGHETTO, 2011).

De acordo com Ménard et al. (2010), o leite de bufala pode prover ampla variedade de
produtos, tais como, manteiga, queijos frescos e maturados, leite condensado, sorvetes, iogurtes e

creme de leite. Destaca-se como exemplo de produto originalmente elaborado com esse tipo de
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leite, 0 queijo mucarela na Italia. No Brasil, os principais produtos elaborados com leite bubalino

s&0 0s queijos tipo mucarela e a ricota.
2.5.  Mugcarela de Bufala

O queijo mugarela originou-se na Italia, nas regiGes de Campana, Lazio, Apulia e Molise,
sendo essas localidades as Unicas no mundo que detém o selo da auténtica “Mozzarella de Bufala de
Campana”, que ¢ uma denominagdo de origem protegida (DOP) regulamentada por leis da Unido
Europeia (ENNE et al., 2005; CZERWENKA et al., 2010; DALMASSO et al., 2011).

E um queijo de massa filada, produzido exclusivamente com leite de bufala integral e
caracteriza-se por apresentar alta umidade (< 65%), alto teor de gordura na matéria seca (> 52%),
massa elastica e sabor agradavel (LOCCI et al., 2008; APONTE et al., 2010; AHMED et al., 2011).

No Brasil, entende-se por “Mozzarella”, “Muzzarella” ou “Mugarela” o queijo elaborado
por filagem de massa acidificada (produto intermediario obtido por coagulacéo de leite por meio de
coalho e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas), complementada ou ndo pela acdo de bactérias
lacticas especificas (BRASIL, 1997).

Apesar da importancia da pasteurizacdo, na Italia, a mucarela é elaborada a partir de leite cru
de bufala. Essas praticas sdo adotadas com o objetivo de ndo alterar o processamento original, além
de garantir caracteristicas particulares ao produto. No Brasil, produtores, transportadores e
indUstrias de laticinios geralmente utilizam leite de qualidade higiénico-sanitaria duvidosa para
producdo do queijo mucarela, portanto s € permitida a utilizacdo de leite pasteurizado. Ainda
assim, muitas industrias brasileiras elaboram queijos com leite cru (BUZI et al., 2009).

Em diversas localidades, produtos lacteos sdo elaborados utilizando-se misturas de leite de
diferentes espécies. Nestes casos, torna-se necessaria a avaliacdo da matéria-prima utilizada nestes
produtos, principalmente em mucarela de bdfala, com o objetivo de avaliar a autenticidade e
garantir a seguranca dos direitos dos consumidores (LOPEZ-CALLEJA et al., 2005).

2.6.  Adulteragdes em mucarela de bufala

Fraude é definida como qualquer ato ardiloso, enganoso, de ma fé, com o intuito de lesar ou
ludibriar, ou de ndo cumprir determinado dever. Portanto, a palavra fraude é associada a acdes
ilegais (HOUAISS e VILLAR, 2009).

O Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal
(RIISPOA), em seu artigo 542 para leite e derivados, considera improprio para consumo humano
direto todo leite beneficiado que, entre outras caracteristicas, esteja fraudado. Ja no artigo 543, é

considerado fraudado, adulterado ou falsificado o leite que:
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- for adicionado de agua;

- tiver sofrido subtragéo de qualquer dos seus componentes;

- for adicionado de substancias conservadoras ou de quaisquer elementos estranhos a sua
composicao;

- for de um tipo e se apresentar rotulado como de outro de categoria superior;

- estiver cru e for vendido como pasteurizado;

- e for exposto ao consumo sem as devidas garantias de inviolabilidade.

Sendo assim, ndo deve-se elaborar derivados lacteos a partir de leite adulterado (BRASIL,
1997).

Vérios sdo os aspectos decorrentes da adulteracdo em produtos lacteos, entre eles, a
substituicdo e/ou omissdo de certos componentes, adigdo de ingredientes para fazer parecer que o
produto seja de qualidade superior e rotulagem falsa ou enganosa (MAYER, 2005). Tais
adulterac@es incluem: mistura de leite de diferentes espécies na elaboracdo de queijos; incorporacao
de proteinas do soro na producdo de queijos; e adicdo de caseinas ou proteinas do soro a produtos
alimentares (VELOSO et al., 2002).

Protecbes contra a substituicdo e/ou mistura de leite de diferentes espécies em produtos
lacteos tornou-se um aspecto relevante no cenario mundial. Na Europa, leis exigem que produtores
indiquem o tipo de leite utilizado na fabricagio de queijos (LOPEZ-CALLEJA et al., 2005).

A composi¢do quimica e a producdo do leite de buafala sdo influenciadas por diversos
fatores, tais como, raca, lactacdo, idade, manejo, sanidade, condi¢cdes climaticas, alimentacgéo,
periodo do ano, entre outros. Geralmente, a bufala produz cerca de 82% de leite no outono-inverno,
causando falta de matéria-prima durante o verdo (CZERWENKA et al., 2010; ANDRIGHETTO,
2011).

Para suprir a escassez e 0 pre¢co mais elevado, alguns produtores e industrias de produtos
lacteos misturam leite de outras espécies ao de bufala, principalmente o da espécie bovina, o que
configura fraude alimentar e prejudica a qualidade do produto final. Com o objetivo de combater
esse tipo de fraude, a ABCB criou no ano 2000 o programa de certificacdo de queijos produzidos
com leite de bufala chamado de “Selo de Pureza 100% Bufalo” (Figura 1). Esse selo garante,
mediante exames laboratoriais de eletroforese realizados periodicamente, que o produto foi
fabricado exclusivamente com leite de bufala (BUZI et al., 2009; CZERWENKA et al., 2010;
ABCB, 2014).
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Figura 1: Selo de Pureza 100% Bufalo

FONTE: ABCB (2014).

A adicdo de leite de vaca ao leite de bufala na producdo de mucarela € constantemente
realizada em diversas regifes do mundo, gerando ganhos financeiros significativos. Mucarela de
bufala deve ser elaborada exclusivamente com leite de bdfala, portanto qualquer traco de leite de
vaca € considerado fraude. Com isso, para proteger os consumidores de préticas ilegais, diversas
metodologias sdo utilizadas para avaliar a autenticidade desses produtos (DALMASSO et al.,
2011).

2.7.  Metodologias analiticas para detec¢do de adulteraces em produtos lacteos

Um dos objetivos dos métodos utilizados para avaliar a autenticidade de alimentos é
identificar marcadores Unicos ou grupos de marcadores que caracterizem, por exemplo, a
individualidade de espécies na elaboracdo de produtos lacteos. As proteinas tém sido amplamente
empregadas como marcadores por meio de técnicas bem estabelecidas e validadas (GUERREIRO et
al., 2013).

A composicdo das fracdes proteicas do leite bovino ja é bastante estudada por diversos
pesquisadores, mas novas avaliacdes em relacdo as proteinas de leites de outras espécies, como o de
bufala, apesar de ja existirem estudos disponiveis, necessitam de caracterizagdes mais detalhadas.
Para isso, técnicas protedmicas sdo adequadas para a obtencdo dessas informacgdes adicionais
necessarias (HINZ et al., 2012).

Devido & grande variedade de produtos lacteos com diferentes caracteristicas
microbioldgicas e bioquimicas, oriundos de leite de diferentes espécies e devido aos fatores que
podem afetar o processo de maturacdo dos queijos, técnicas protebmicas empregadas comportam-se
de maneiras distintas, geralmente sendo divididas em eletroforéticas, cromatograficas e
imunoldgicas, que além de identificarem a diferenca entre as espécies dos produtos, também podem
quantificar de forma confiavel as fracbes proteicas existentes (VELOSO et al., 2004; MAYER,

2005).
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Os métodos eletroforéticos oferecem informacdes valiosas sobre o estudo das proteinas do
leite, sendo utilizados na diferenciacdo do leite de vérias espécies e/ou na mistura entre eles,
permitindo a separacdo e identificagdo das proteinas. Uma das mais tradicionais técnicas de
eletroforese, realizada em gel de poliacrilamida (PAGE), pode ser utilizada tanto na presenca do
surfactante dodecil sulfato de sodio (SDS) (SDS-PAGE - "Polyacrylamide Gel Electrophoresis in
Sodium Dodecyl Sulfate™) quanto de ureia (ureia-PAGE - "Polyacrylamide Gel Electrophoresis in
Urea™). Com a evolucgdo da tecnologia, técnicas mais sofisticadas foram desenvolvidas, tais como a
eletroforese capilar (EC), que permitem reducdo no tempo de andlise e detec¢Ges mais precisas no
caso de adulteracdes. Os tipos de eletroforese capilar mais utilizados séo a eletroforese capilar de
zona (CZE - "capillary zone electrophoresis"), eletroforese capilar em gel (CGE - "capillary gel
electrophoresis™) e focalizacdo isoelétrica capilar (CIEF - "capillary isoelectric focusing™)
(GOMEZ-RUIZ et al., 2004; EGITO et al., 2006; SILVA, 2010).

O método oficial europeu de referéncia para detectar proteina bovina em produtos lacteos é
a focalizagdo isoelétrica (IEF Isoelectric focusing) da y-caseina, que baseia-se na separacdo de
acordo com o ponto isolelétrico (pl) da proteina. No ponto isoelétrico a migragdo da proteina se
estabiliza por apresentar carga liquida nula, ou seja, o0 nimero de cargas positivas € similar ao
numero de cargas negativas (COMMISSION REGULATION, 1996; ENNE et al., 2005; LOPEZ-
CALLEJA et al., 2005; LOCClI et al., 2008).

Técnicas cromatograficas também sdo ferramentas muito utilizadas para caracterizacéo
protedmica de leite e derivados. Os métodos de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
estdo entre 0s mais empregadas na detec¢do de adulteracbes em misturas, destacando-se a RP-
HPLC ("Reverse-phase High Pressure Liquid Chromatography" ou cromatografia liquida de fase
reversa) (SILVA, 2010; FONTENELE, 2013).

Ensaios imunologicos sdo frequentemente aplicados na area de alimentos para detecgdo
qualitativa e quantitativa de fracGes proteicas, destacando-se 0 método ELISA ("Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay” ou Ensaio de Imunoabsor¢do ligado a enzima). Esse teste detecta a
concentracdo de uma proteina de interesse em uma amostra que pode conter muitas proteinas
diferentes. Porém, o problema é que este método nem sempre pode discriminar leite de espécies
intimamente relacionadas, como a de vaca e bufala, e também néo é aplicavel a amostras tratadas
termicamente (SILVA, 2010; DALMASSO et al., 2011).

Sendo assim, métodos eletroforéticos, cromatograficos e imunologicos, utilizados de forma
individual ou em conjunto, sdo importantes na separacdo, identificacdo e quantificacdo das
proteinas do leite de diferentes espécies (FONTENELE, 2013).
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2.8. Eletroforese

A método eletroforético foi utilizado pela primeira vez em 1937 por Arne Tiselius, que
separou proteinas ndo enzimaticas do soro sanguineo em solucdo. Em 1962 foi aperfeicoada por
Ornstein e Davis com a introducéo de poliacrilamida (FONTENELE, 2013).

E um método bioquimico utilizado para analise de particulas, por exemplo, separacdo de
proteinas de acordo com a carga elétrica liquida da superficie externa, massa molecular e forma. Em
um determinado tipo de gel, com a aplicacdo de potencial elétrico, moléculas de cargas positivas e
negativas sdo atraidas para seus polos opostos e moléculas de menor massa molecular terdo mais
facilidade de migrar do que as de maior massa molecular, sendo possivel a separacéo e identificacdo
das fragdes proteicas (VELOSO, 2002).

Eletroforese pode ser conduzida com a proteina em sua forma nativa (eletroforese simples)
ou com a proteina desnaturada pela acdo de agentes desnaturantes, a exemplo do dodecil sulfato de
sodio (SDS) (SGARBIERI, 1996).

Segundo Egito et al. (2006), as técnicas eletroforéticas apresentam alta sensibilidade mas,
dependendo do tipo a ser utilizada, diferentes niveis de deteccdo podem ser identificados. A
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo ureia (ureia-PAGE) é capaz de detectar em torno de
2,5% de adicdo de leite bovino no leite de outras espécies. No entanto, outras técnicas, a exemplo
da eletroforese capilar, conseguem identificar adulteracGes a partir de 1% (SILVA, 2010).

Eletroforese vem sendo utilizada em pesquisas de diversos autores (DI LUCCIA et al., 2008;
PESIC et al., 2010; FALEIRO, 2013) objetivando separar, identificar e, algumas vezes, quantificar
as proteinas do leite, auxiliando com resultados que expliguem com clareza a mistura de leite de
diferentes espécies, os efeitos da proteolise e a verificacdo do comportamento das fracdes proteicas
frente as condicdes de processamento e armazenamento de produtos lacteos (SGARBIERI, 2005).

Buzi et al. (2009) avaliaram, por meio da técnica ureia-PAGE, amostras de mugarela de
bufala comercializadas no estado de S&o Paulo e relataram que 22% dos queijos estudados
apresentaram a deteccdo de leite bovino em sua composicdo, devido as diferencas de mobilidade
das fracdes da caseina bovina e bubalina.

Apos a corrida eletroforética, as proteinas sao visualizadas pela adicdo de um corante, que
pode ser 0 azul de Coomassie e/ou 0 nitrato de prata, ligando-se as proteinas, revelando as bandas
proteicas visiveis. Estes corantes permitem ndo s6 uma identificagdo qualitativa dos grupos de
proteinas, como também uma quantificagdo aproximada, por meio de densitdmetro no comprimento
de onda correspondente a absorcdo da cor. Alem disso, permitem a identificacdo das diferentes

fraces da caseina (a, B, v, k), das proteinas do soro (o—lactoalbumina e f—lactoglobulina) e também
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a visualizacdo de peptideos (VELOSO et al., 2004; WHITFORD, 2005; EGITO et al., 2006;
GUERREIRO et al., 2013).

2.8.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Durante varios anos, a eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida com o emprego de
SDS (SDS-PAGE) para separacdo de proteinas do leite foi uma das principais ferramentas para
analise das fracdes de caseina (RONCADA et al., 2012).

O SDS é um detergente anidnico que vincula-se a maioria das proteinas em quantidades
proporcionais a massa molecular, com os peptideos menores migrando mais rapidamente. Essa
técnica € apropriada e tem sido muito utilizado para detectar alteracGes nas proteinas do soro e
caseinas de produtos lacteos (VELOSO et al., 2002; WHITFORD, 2005).

Ao se tomar varias proteinas e submeté-las a eletroforese em gel de poliacrilamida mediante
tratamento com SDS, a mobilidade dessas proteinas no gel serd inversamente proporcional as
massas moleculares. O mecanismo de atuacéo desta técnica ocorre da seguinte forma: concentracédo
e separacao das particulas devido a porosidade e pH do gel, migracdo por meio da aplicacdo de um
campo elétrico devido a diferenca de densidade de cargas de cada proteina e separacdo por
diferenca na massa molecular (SGARBIERI, 1996).

De forma geral, a técnica SDS-PAGE fundamenta-se na migracdo de proteinas por diferenca
de massa molecular. Com isso, fracOes proteicas que possuem menor massa molecular (menor
tamanho), migram com maior facilidade pelo gel, localizando-se em regides inferiores. Neste tipo
de eletroforese é possivel verificar no leite e/ou derivados a presenca de proteinas denominadas de
a-CN e B-CN em locais distintos nos géis, justamente por possuirem diferentes massas
moleculares, o que também pode ser explicado pela acdo do SDS, que em contato com as proteinas
causa modificagdes na estrutura da as-CN, tornando-a com conformacdo estendida (linear). Como
resultado a fracdo proteica adquire um tamanho aparentemente aumentado e, consequentemente,
migracdo mais lenta em condi¢6es de SDS-PAGE (CRAMER e RICHARDSON, 1984).

Egito et al. (2006) estudaram Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (PAGE) na presenga de
Ureia (UREIA-PAGE) e Dodecil Sulfato de Sodio (SDS-PAGE) para identificar adulteracdo do
leite de cabra pela adicdo de leite de vaca. Como resultados, observaram que o método UREIA-
PAGE foi o mais apropriado para identificacdo deste tipo de adulteracdo, ndo so no leite de cabra,
como também no leite de outras espécies, explicado pela migracdo rapida da as;-CN bovina.
UREIA-PAGE conseguiu detectar fraudes de até 2,5% de misturas de leite. A técnica SDS-PAGE

ndo foi considerada tdo eficiente, porque a massa molecular das bandas analisadas foram bem
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proximas, localizando-se em regides similares nos géis, causando dificuldades na diferenciacéo
entre as espécies, principalmente por conta da ags-CN.

Portanto, a limitagdo desta técnica € que o perfil de proteinas de uma Unica espécie produz
um padrdo de bandas complexas e, mesmo quantidades pequenas de proteinas de outras espécies se
sobrepdem as faixas de espécies especificas, sem falar que alguns tipos de queijos com altas
incidéncias de protedlise geram uma interpretacdo incorreta dos resultados, ocasionando duvidas e
dificuldades na analise dos resultados (PESIC et al., 2011). Com isso, torna-se necessario
complementar as informacdes por meio da avaliacdo de peptideos extraidos das amostras a serem

avaliadas.
2.9. Cromatografia

A "International Union of Pure and Applied Chemistry" (IUPAC, 2014) define
cromatografia como um método utilizado para separacdo de componentes de uma amostra, no qual
0s mesmos se distribuem entre a fase estacionaria e a fase movel. A fase estacionaria pode ser um
solido, um liquido retido sobre um s6lido ou um gel. J& a fase movel pode ser liquida ou gasosa.

Um processo cromatografico consiste na injecdo de certa quantidade de amostra contendo
uma mistura de solutos em um sistema composto por uma fase estacionaria fixa e uma fase maével
fluida escoando em contato direto com a fase estacionéria. A fase estacionaria, geralmente é
empacotada em uma coluna (POOLE, 2002).

O principio geral de separacdo consiste em intera¢fes entre os constituintes da fase maével e
a fase estacionaria. Os solutos possuem relacdes caracteristicas com a fase estacionaria, sendo
transportados a velocidades distintas (NOBREGA, 2004).

Com a passagem da fase movel sobre a fase estacionaria, a amostra é arrastada para dentro
da coluna. E, dependendo das interacGes entre os solutos presentes na amostra e as fases, 0s
mesmos serdo retidos com maior ou menor facilidade em diferentes localidades da coluna. Quanto
maior a interacdo pela fase estacionaria, maior sera o tempo para o soluto sair da coluna e, por meio
de detectores na saida, € possivel avaliar os perfis de cada constituinte em formas de
cromatogramas, os quais fornecem informacdes a respeito da identificacdo do componente, por
meio da posicdo do pico ao longo do tempo, ou seja, o tempo de retencdo do composto, e também
da sua quantidade, através da altura ou area do pico da amostra investigada em comparacdo a um

determinado padréo da mesma substancia (POOLE, 2002).
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2.9.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (do inglés "High Performance Liquid
Chromatography” - HPLC) pode ser definida como um processo de migracdo de solutos em fase
movel liquida, em que os componentes presentes em determinada amostra séo seletivamente retidos
pela fase estacionaria (COLLINS et al., 1990).

A técnica mostra-se eficiente na separacdo, identificacdo e quantificacdo de proteinas e
peptideos, por apresentar cromatogramas com boas resolugdes, resultando em andlises
automatizadas, eficientes e rapidas (VELOSO et al., 2002).

Esta técnica torna-se cada vez mais necessaria na avaliacdo de compostos com propriedades
funcionais, caso dos peptideos presentes em queijos, por exemplo. Além disso, esses peptideos
podem servir como marcadores da qualidade desses alimentos, pois alguns deles podem ser
caracteristicos de determinada espécie animal. Com isso, a CLAE pode ser utilizada para
identificacdo da presenca de leite de vaca em leite e queijos de outras espécies (URBANKE et al.,
1992; FONTENELE, 2013).

Diversas pesquisas evidenciaram a utilizacdo de RP-HPLC. Ferreira e Cacote (2003)
utilizaram esta técnica para detectar e quantificar teores de leite de vaca, ovelha e cabra em queijos
portugueses com DOP, mostrando-se uma técnica sensivel e precisa.

Ong et al. (2007) examinaram peptideos com propriedades funcionais (peptideos bioativos)
em queijos Cheddar elaborados com adicéo de probidticos Lactobacillus casei sp, por meio de RP-
HPLC.

Bonfatti et al. (2013) utilizaram RP-HPLC para separacdo e quantificacdo de proteinas do
leite de bufala, em que as fracbes de caseina e as proteinas do soro, assim como suas variantes
genéticas, foram detectadas e separadas em torno de 40 minutos, com eficiéncia nos resultados
encontrados.

Fontenele (2013), por meio de RP-HPLC, avaliou o perfil de peptideos de queijo coalho
produzidos na regido de Jaguaribe - CE, visando ao processo certificacdo de Indicacdo Geografica
(IG). Os resultados mostraram que os queijos oriundos do Ceara apresentaram perfis
cromatograficos distintos em relacdo aos queijos de Pernambuco.

Com isso, mostra-se que RP-HPLC é uma técnica de separacdo de compostos muito
utilizada na area de alimentos. Isso se deve, entre outros fatores, a sua boa sensibilidade, facil
adaptacdo e grande aplicabilidade. Esta técnica é considerada altamente discriminante e importante
para avaliacdo da autenticidade e qualidade de queijos (PARENTE et al., 2012; SKOOG et al.,
2001).
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2.10. Peptideos em queijos

Peptideos sdo compostos resultantes da unido entre dois ou mais aminoacidos, por meio de
ligacdo peptidica. Podem ser descritos como fragmentos especificos de proteinas, utilizados para
identificacdo da presenca de leite de diferentes espécies na elaboragdo de derivados lacteos (DA
SILVA, 2012).

Proteinas encontradas em alimentos sdo excelentes fontes de peptideos. Na verdade,
peptideos sdo inativos dentro da proteina, sendo liberados somente por hidrélise enzimética no
intestino e/ou hidrolise proteolitica por agdo de microrganismos e enzimas proteoliticas (TIMON et
al., 2014).

A proteolise é considerada um processo bioquimico complexo e importante que causa a
degradacdo das proteinas (principalmente as caseinas) por enzimas proteoliticas, a peptideos e
aminoacidos, causando impactos para o desenvolvimento do sabor e textura de alguns alimentos, a
exemplo dos queijos durante a maturacdo, como também com diversas funcbes benéficas para o
organismo humano e com grande relevancia em questdes relacionadas a qualidade e autenticidade
de produtos lacteos. A prote6lise de queijos € influenciada por vérios fatores, incluindo a acéo da
plasmina e quimosina (VELOSO et al., 2004; PARENTE et al., 2012; FONTENELE, 2013).

A ingestdo de peptideos afeta os principais sistemas do organismo, tais como:
cardiovascular, digestivo, imunoldgico e nervoso. Varios sdo os efeitos benéficos associados a
ingestdo de peptideos, também chamados de peptideos bioativos, como efeitos antimicrobianos,
anti-hipertensivos, imunomoduladores, antioxidantes, antibacterianos e hipocolesterolémico.
Geralmente, esses peptideos possuem de 3 a 20 residuos de aminoacidos responsaveis por suas
atividades e funcdes (TIMON et al., 2014).

As proteinas do leite sdo consideradas umas das mais importantes fontes de peptideos
bioativos. Estudos com queijo Cheddar mostraram atividades anti-hipertensiva, imunomoduladora,
opioides, antimicrobianas e antioxidantes (PRITCHARD et al., 2010).

Além dos efeitos benéficos para o organismo ap0s a ingestdo, reacdes proteoliticas podem
ocasionar a formacdo e/ou degradacdo de peptideos que auxiliem na identificacdo de queijos com
caracteristicas préprias, ndo s6 como marcadores referentes a cada amostra, como também na
caracterizacdo da individualidade do produto. Dessa forma, a identificacdo de peptideos pode
auxiliar no combate a adulteragdes em diversos tipos de queijos (DA SILVA, 2012; PARENTE et
al., 2012).
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2.11. Importancia da composi¢do quimica e caracterizacao fisico-quimica

A investigacdo da composicao quimica ou centesimal (umidade, cinzas, gordura, gordura no
extrato seco (GES), proteinas, extrato seco total (EST) e extrato seco desengordurado (ESD)) e
caracteristicas fisico-quimicas (acidez titulavel e pH) de queijos mugarela servem para comprovar
0s aspectos gerais dos produtos. Czerwenka et al. (2010) afirmaram que a qualidade e composicao
de um alimento variam conforme a matéria-prima utilizada e as condi¢cdes de processamento.
Assim, o tipo leite utilizado na formulacdo do queijo, influencia diretamente nos parametros do
produto final.

E de grande importancia a realizacdo dessas analises, pois sdo elas que indicam a real
composicdo e qualidade, informando possiveis problemas provenientes de processamento e/ou
matéria-prima (FRIANO et al., 2008).

O queijo mugarela brasileiro possui caracteristicas fisico-quimicas e composicéo centesimal
irregulares, devido a existéncia de padrbes legais incompletos e da presenca de grandes variacdes
nos métodos de elaboracdo, em que cada industria de vérias localidades utilizam metodologias
diferenciadas na fabricacdo dos produtos (FALEIRO, 2013).

Devido a aceitacdo e popularidade, o queijo mucarela vem ganhando novos consumidores.
Essa oportunidade de mercado desperta grande interesse de varias empresas do setor de lacteos em
incorporar a tecnologia deste produto em sua linha de producdo. A mucarela de bufala pode ser
considerada importante na alimentagdo, porque apresenta teor relevante de lipideos, proteinas,
minerais e vitaminas, sendo um substituto & mugcarela de vaca (ABIQ, 2014).
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3. Objetivos
3.1. Objetivo Geral

Adaptar metodologias de técnicas eletroforéticas e cromatograficas visando verificar a

autenticidade de mucarela de bufala.
3.2.  Objetivos Especificos

- Avaliar os efeitos da proteolise sobre o tempo de refrigeracdo (Tempo 0 e Tempo 20) nas

caracteristicas dos queijos mucarela avaliados;

- Caracterizar a composi¢do quimica e as propriedades fisico-quimicas das mucarelas
avaliadas, por meio das analises de umidade, cinzas, gordura, gordura no extrato seco (GES),

proteinas, extrato seco total (EST), extrato seco desengordurado (ESD), acidez titulavel e pH;

- Identificar as fragOes proteicas dos queijos mucarela produzidos, por meio de estudos
eletroforéticos (SDS-PAGE);

- Determinar o perfil eletroforético (SDS-PAGE) das mucarelas comerciais, a fim de

detectar possiveis fraudes pela adi¢ao de leite de vaca;

- Realizar o estudo de peptideos presentes nas mucarelas elaboradas e comerciais por meio
de anélise eletroforética (SDS-PAGE);

- Realizar o estudo cromatografico (RP-HPLC) dos peptideos presentes nas amostras

elaboradas e comerciais;

- Determinar a menor quantidade de leite de vaca adicionado aos queijos mugarela que €
possivel de ser detectada em mucarela de bufala por meio das técnicas SDS-PAGE e RP-HPLC.
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4, Material e Métodos
4.1. Local e periodo do experimento

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB),
campus da cidade de Itapetinga - BA. A coleta das amostras comerciais de queijo mucarela de
bdfala foi realizada entre os meses de maio de 2014 e setembro de 2014, em diferentes localidades
do estado da Bahia. Os leites bubalino e bovino para elaboracdo das mucarelas com diferentes
formulagcbes foram fornecidos por um laticinio localizado no municipio de Itapetinga - BA, nos
meses de junho, julho e agosto de 2014, e os queijos foram processados no mesmo local e periodo
da coleta dos leites. As analises quimicas e fisico-quimicas dos queijos foram conduzidas na UESB,
nos Laboratorios de Processamento de Leite e Derivados, Engenharia de Processos (LEP), Anélise
de Alimentos, Centro de Desenvolvimento e Difusdo de Tecnologias (CEDETEC) e no Centro de
Estudos e Analises Cromatogréaficas (CEACROM).

4.2.  Aquisicdo das amostras comerciais

Mucarelas de bufala foram obtidas em comércio varejista de diferentes localidades do estado
da Bahia. Foram coletadas em embalagens comerciais de 500 g, vendidas sob refrigeragdo em
temperaturas de 4 °C a 8 °C, 6 marcas comerciais de mugcarela de bufala. De cada marca foram
coletadas trés diferentes lotes, cada lote correspondendo a uma repeticao.

Apds as coletas, os queijos foram mantidos sob refrigeracdo a 4 °C. Para que houvesse uma
padronizacdo das amostras e maior controle de protedlise, todos os queijos foram obtidos
considerando-se um prazo maximo de 20 dias ap6s a data de fabricacdo, sendo congelados a -20 °C

no 20° dia de fabricacéo.
4.3. Elaboracéo dos queijos mucarela
4.3.1. Percentuais de misturas dos queijos

Amostras experimentais de queijo mucarela foram processadas utilizando-se leite de bufala
e vaca. Os queijos foram elaborados com quantidades varidveis e crescentes de leite bovino em
adicdo ao bubalino (2,5%, 5,0%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50%), bem como amostras de referéncia
elaboradas, exclusivamente, com leite de bufala (tratamento referéncia blfala - TRB) e vaca

(tratamento referéncia vaca - TRV).
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4.3.2. Processamento dos queijos

O volume total de leite utilizado para cada formulacéo foi de 50 litros, com padronizacdo do
teor de gordura em aproximadamente 3,6% apds o preparo das formulagdes.

Para a fabricacdo dos queijos mucarela (Figura 2), o leite obtido foi filtrado e pasteurizado a
65 °C/30 minutos, sob agitacdo constante, em tanque de dupla parede, com posterior resfriamento.
Em seguida, foi realizada a adi¢do dos seguintes ingredientes:

- 1,0 g de cultura latica mesofilica liofilizada (Fermento DVS-R704 Chr Hansen),
constituida pelas espécies Lactococcus lactis subespécie cremoris e Lactococcus lactis subespécie
lactis, dissolvida em 1 litro de leite de bufala, adicionado a 40 °C.

- 10 mL de cloreto de célcio a 50% (v/v) e 20 mL de coalho (coagulante liquido HA-LA®
do Brasil - Chr Hansen - for¢a 1:3:000) diluido em 50 mL de agua potavel, adicionados a 35 °C.

Apb6s homogeneizagdo e repouso de 20 minutos até a ocorréncia da formagdo do coagulo
(massa), o0 mesmo foi cortado (cerca de 1,0 cm de aresta) no sentido vertical e depois horizontal
com o auxilio de liras. Procedeu-se lentamente a 1* mexedura da massa, com elevacdo da
temperatura até 40 °C, por 15 minutos e depois uma 22 mexedura mais intensa de 15 minutos a 40
°C, até obter-se uma massa cozida e firme. Efetuou-se a dessoragem, com posterior prensagem da
massa e fermentacdo da mesma por um periodo de, aproximadamente, 18 horas, até a massa atingir
pH 4,9 - 5,1. Atingido o pH necessario, a massa foi fatiada em tiras finas, filada em agua quente a
85 °C, cortada e moldada em férmas préprias (de aproximadamente 500 g) para queijo mucarela até
remocao do soro, sendo viradas inicialmente de 10 em 10 minutos por 4 vezes. Assim, procedeu-se
a salga dos queijos em salmoura a 20% (m/v) com temperatura de 12 °C por 1 hora, com posterior
secagem em camara fria a 12 °C, por 12 horas. Em seguida, os queijos foram embalados a vacuo em
embalagens termoencolhiveis. Os queijos de todas as formulages foram processados em 3
repeticOes cada, totalizando 27 processamentos em dias diferentes. Diariamente as amostras foram
enviadas ao Laboratério de Processamento de Leite e Derivados, onde uma amostra de cada
formulacédo foi congelada imediatamente a -20 °C (Tempo 0) e outra foi mantida sob refrigeracéo a

4 °C por 20 dias, sendo congelada a -20 °C, no 20° dia apds a data de fabricacdo (Tempo 20).

40



Figura 2: Fluxograma de producéo dos queijos mucarela.
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4.4. Preparacgao geral das amostras

As diferentes amostras de mucarela de bufala, tanto as comercias quanto as elaboradas,

foram descongeladas sob refrigeracdo a 4 °C por 2 horas para realizacao das analises.
4.5. Composicdo quimica e caracterizacgao fisico-quimica

Para composicdo e caracterizacdo dos queijos foram determinados os teores de umidade,
cinzas, gordura, gordura no extrato seco (GES), proteinas, extrato seco total (EST), extrato seco
desengordurado (ESD), acidez titulavel e pH. Todas as determinagdes das trés repeticdes dos
queijos foram realizadas em triplicata de acordo com metodologias descritas pelo Instituto Adolfo
Lutz (IAL, 2008).
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4.6. Eletroforese
4.6.1. Preparacdo das amostras para analise eletroforética

Cerca de 20 g das amostras raladas de forma homogénea foram transferidas para frascos
plasticos higienizados, identificados e colocados em ultrafreezer para congelamento a -80 °C por 24
horas. Apo6s esse periodo, foram liofilizadas a -48 °C e 0,040 mBar por 72 horas em liofilizador de
bancada FreeZone 4,5 L da marca LABCONCO. Depois de liofilizadas foram vedadas com
parafilme e armazenadas a -20 °C até a realizacdo da eletroforese.

Para a analise eletroforética as amostras liofilizadas foram descongeladas. Em eppendorfs, 2
mg de cada amostra foram pesadas, dissolvidas em 800 pL de solugdo tampdo Tris-HCI (pH = 6,8),
na presenga de 0,1% de SDS e 5% de B-mercaptoetanol. Em seguida, apds completa dissolucéo,
foram aquecidas a 100 °C por 3 minutos e acrescidas de 200 pL de solucdo de 10% de glicerol e
0,01% de azul de bromofenol. Por fim, foram congeladas a -20 °C até o momento de utilizacdo nas
corridas eletroforéticas (EGITO et al., 2006).

4.6.2. Analise do perfil eletroforético

A caracterizacdo eletroforética das mucarelas foi realizada, em duplicata, segundo
metodologia recomendada por Egito et al. (2006), por meio da técnica em gel de poliacrilamida em
condi¢des desnaturantes com adicdo de SDS, em aparelho para eletroforese vertical da marca
Apelex.

Utilizou-se géis de separacdo com 15% de poliacrilamida em 380 mmol/L de tampéo Tris-
HCl (pH 8,8), contendo 0,1% de SDS e géis de concentragdo/empilhamento de 5% de
poliacrilamida em 125 mmol/L de tampé&o Tris-HCI (pH 6,8).

4.6.3. Preparacao das placas

Placas de vidro (10 cm x 10 cm) foram lavadas com solucdo detergente, enxaguadas com
agua destilada, higienizadas com alcool 70% e secas com papel toalha. Em seguida, montadas aos
pares com a ajuda de espacadores de 1,5 mm de espessura colocados entre as mesmas, e presilhas
aplicadas nas laterais e na parte inferior para veda-las. Foi verificado se existia vazamento entre as
placas adicionando-se agua destilada, caso ndo existisse vazamento, a d4gua era descartada e as

placas ja montadas eram secas com tiras de papel toalha.
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4.6.4. Preparacdo dos geis

A preparacdo dos geis de separacdo e concentracdo/empilhamento foi realizada de acordo

com a Tabela 3, sendo utilizadas placas de mini-géis.

Tabela 3: Componentes do gel de separacéo e concentracdo/empilhamento.

Gel de Gel de
separacao concentracao
Reagentes Volume (nL)
Acrilamida / Bis-acrilamida 4110 520
Tampao de separagéo (pH 8,8) 2560 XXX
Tampao de concentracdo (pH 6,8) XXX 1010
SDS 10% (m/v) 100 40
Temed 10 4
Persulfato de amonio 50% (m/v) 67 80

Apbs a preparacdo do gel de separacdo, o mesmo foi adicionado entre as placas de vidro e,
em seguida, acrescentou-se agua destilada na parte superior para auxiliar na polimerizacdo. Esse
processo durou cerca de 30 minutos. Apés a polimerizacdo, o molde foi inclinado cuidadosamente
para remocao da dgua destilada.

A solucdo de concentracdo/empilhamento a 5% foi preparada, Em seguida, foi adicionada
lentamente sobre o gel de separacdo polimerizado. Um molde em forma de pente foi acomodado
sobre o gel de concentracdo, com o objetivo de formar canaletas/pocos que permitiam a aplicacéo
das amostras. Novamente, aguardou-se a polimerizagédo do gel por, aproximadamente, 30 minutos.

Durante o preparo dos géis, as amostras que foram preparadas anteriormente foram
descongeladas e homogeneizadas utilizando-se agitador vortex. Apos a polimerizacdo do gel de
concentragdo, retirou-se o pente, adicionou-se solugdo tampé&o para preencher as canaletas e retirar
as bolhas de ar, e com ajuda de uma micropipeta aplicou-se 10 pLL de cada amostra, de modo que a
quantidade de proteina aplicada em cada canaleta foi de aproximadamente 20 pug. As canaletas das
extremidades foram descartadas e a primeira destinada ao padrdo de massa molar SDS-PAGE
(BIO-RAD), composto de aprotinin (6,5 kDa), lisozima (14,4 kDa), inibidor tripsina (21,5 kDa),
anidrase carbonica (31 kDa), ovalbumina (45 kDa), albumina sérica (66,2 kDa), fosforilase b (97,4
kDa), B-galactosidase (116,2 kDa) e miosina (200 kDa). As demais canaletas (intermediarias) foram

utilizadas para as amostras, totalizando 8 amostras por gel.
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4.6.5. Corrida eletroforética

Para migracdo das proteinas utilizou-se corrente elétrica constante de 250 V, amperagem de

30 mA e temperatura controlada entre 4 °C e 8 °C por aproximadamente 1 hora.
4.6.6. Fixacdo das proteinas

Terminada a corrida eletroforética, o gel foi retirado das placas de vidro e as proteinas foram
fixadas com 12% (m/v) de &cido tricloroacético (TCA) durante 30 min e, em seguida, imersas em
solucéo corante com 0,1% de azul de Coomassie Brilhante G250, dissolvido em uma mistura de
50% de metanol e 2% de TCA, por 180 min. A descoloracgéo foi realizada durante uma noite com
solucdo de 30% de metanol e 7,5% de acido acético. Os processos de fixacdo, coloracdo e
descoloracdo foram realizados sob agitagéo lenta constante em mesa agitadora.

A seguir, o gel foi fotografado e, posteriormente, submetido a uma nova coloracdo com
Nitrato de Prata, sequndo protocolo adaptado de Bloom et al. (1987) com modificacdes. Para este
procedimento o gel de poliacrilamida, corado com azul de Coomassie Brilhante G250, foi
submetido a um processo de lavagem com &gua destilada em 3 incubacgdes de 20 minutos. Apos esta
etapa, o gel foi incubado em solugéo de Tiossulfato de sodio por 1 minuto. Posteriormente, o gel foi
imerso a uma solucdo de nitrato de prata 0,1% durante 30 minutos, sob auséncia de luz. Apos esta
etapa, adicionou-se ao gel solucéo reveladora até o aparecimento das bandas coradas. Todas as fases
do processo foram realizadas sob agitacéo lenta e constante. A reacdo foi interrompida com adi¢ao
de &cido acético 1%.

4.6.7. Analise dos géis

Todas as imagens dos géis foram armazenadas para, posteriormente, passarem por
formatagdo no programa Microsoft Office PowerPoint 2013 para identificacdo de cada banda
proteica e analise de peptideos.

Foi utilizado o programa GelAnalyzer 2010a (GA, 2014) para estimar as massas
moleculares referentes a cada banda presente nos géis das amostras avaliadas. As avaliagdes foram

conduzidas em duas repeticdes de imagens, obtendo-se a média das massas moleculares.
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4.7.  Extracdo dos peptideos soltveis em dgua (PSA)

Amostras de mucarela ralada (10 g) foram homogeneizadas em 50 mL de agua ultrapura em
mesa agitadora, a 200 rpm por 1 hora. Em seguida, o contetdo foi filtrado e centrifugado por 3
vezes consecutivas de 20 minutos a 4 °C e 4000 x g. No intervalo de cada centrifugagcdo o
sobrenadante foi filtrado em papel de filtro quantitativo n® 41. Os extratos contendo os peptideos
solGveis em agua (PSA) foram congelados a -80 °C por 24 horas e liofilizados a -48 °C e 0,040
mBar por 72 horas em liofilizador de bancada FreeZone 4,5 L da marca LABCONCO. Depois de
liofilizados foram vedados com parafilme e armazenados a -20 °C, segundo metodologia descrita
por Ong et al. (2007) com modificacBes. Posteriormente estes peptideos foram avaliados por meio
de eletroforese SDS-PAGE nas mesmas condi¢Oes descritas anteriormente e cromatografia liquida
RP-HPLC.

4.8.  Analise dos peptideos soliveis em agua extraidos dos queijos por RP-HPLC em

coluna C18

Uma aliquota de 100 mg do PSA liofilizado foi dissolvida em 1 mL de solugdo a 5% (v/v)
de acetonitrila (JT BAKER) e 0,1% (v/v) de &cido trifluoracético (TFA) (Sigma-Aldrich),
submetida a agitacdo em vortex por 20 minutos e filtrada em filtro de nylon de 0,45 pum (M.
NAGEL). Em seguida, a amostra foi submetida a cromatografia liquida de fase reversa (RP-HPLC)
utilizando uma coluna C18 (250x4 mm de didmetro interno, 5 mm de tamanho de particula e 10 nm
de porosidade; Supelco), acoplada de uma pré-coluna, conectada a um HPLC. Volumes de 20 pL
contendo 4 mg de peptideos foram injetados na coluna com gradiente linear 5% a 50% (v/v) de
acetonitrila, contendo 0,1% (v/v) de TFA, durante 60 minutos com fluxo de 1 mL/min. A deteccédo
foi realizada a 215 nm em um detector UV - Vis. A metodologia utilizada foi descrita por Ong et al.
(2007) com modificacoes.

4.9. Analises estatisticas

O delineamento experimental utilizado na determinacdo da composicdo quimica e
caracteristicas fisico-quimicas dos queijos mucarela elaborados foi o Delineamento Inteiramente
Casualizado (DIC). A avaliacdo nas diferencas entre os dois tempos de refrigeracdo (Tempo 0 e
Tempo 20) foi realizada por andalise de variancia univariada (ANOVA), com o teste F ao nivel de
5% de probabilidade (a = 0,05). A analise dos resultados das formulagcbes em um mesmo tempo de
refrigeracdo foram submetidos a andlise de regressdo em funcdo dos tratamentos a 5% de

significancia. Os modelos matematicos foram escolhidos de acordo com os efeitos significativos do
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modelo proposto (p < 0,05), falta de ajustamento ndo significativa (p > 0,05) e coeficientes de
determinago (R?) em relacdo ao SQrat que foram capazes de explicar a variagdo total por meio da
regressao ajustada.

Para as amostras comerciais, o delineamento experimental utilizado foi o DIC, por meio de
ANOVA, com as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5% de
probabilidade (a = 0,05).

Todos os procedimentos estatisticos foram executados por meio do programa estatistico R

Development Core Team (2010).
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5. Resultados e Discussao

5.1.

Composicdo quimica e caracterizagao fisico-quimica dos queijos mucarela elaborados

Tabela 4: Valores médios (+ DP) da composi¢do quimica (umidade, cinzas, gordura e GES) dos queijos mucarela elaborados no tempo 0 e 20.

Variaveis
Amostras Umidade (%) Cinzas (%) Gordura (%) GES (%)
Tempo 0 Tempo 20 Tempo 0 Tempo 20 Tempo 0 Tempo 20 Tempo 0 Tempo 20

TRB 39,05+1,71 42,23+ 1,46 3,42+0,29 3,13+0,20 28,33+ 1,55 28,69+ 0,60 48,63+ 1,17 49,70+ 2,18

2,5% 38,80+ 3,81 40,64 + 0,89 3,08+ 0,51 3,20+ 0,42 25,60+ 2,53 25,33+ 2,56 44,93+ 3,87 45,43+ 2,79

5,0% 40,51°+ 1,27 44,22°+1,73 3,35+ 0,15 3,44+ 0,16 24,12 + 0,02 24,14+ 0,84 41,22+ 1,40 42,38+ 1,67
10,0% 42,12+ 0,64 42,18+ 0,84 3,11+ 0,04 3,38+ 0,26 25,58+ 2,01 25,80+ 2,32 43,87+ 2,32 45,13+ 2,02
20,0% 42,11+ 0,93 41,31+ 1,00 3,18+ 0,33 3,16+ 0,23 26,07+1,78 25,74+ 2,20 44,77+ 3,10 44,24 + 3,88
30,0% 42,44 + 1,22 43,31+ 0,72 3,40+ 0,32 3,19+ 0,24 26,01+ 0,96 25,19+ 0,58 43,41+ 1,90 43,06 + 1,99
40,0% 42,72+ 0,53 42,92+ 1,02 3,17+ 0,20 3,20+ 0,16 26,05+ 1,44 26,29+ 1,61 45,27+ 1,93 45,88 + 2,95
50,0% 43,55+ 0,55 43,75+ 1,12 3,27+ 0,52 3,14+ 0,23 24,19+ 0,79 24,68+ 1,00 40,83+ 1,19 40,84 + 2,01

TRV 4451+ 0,88 45,86+ 2,18 2,65+ 0,05 3,00+ 0,37 25,20+ 1,89 2542+1,41 44,21+ 3,92 44,68 + 1,88
CV (%) 3,83 3,02 9,83 8,30 6,24 6,31 5,72 5,47

* Médias seguidas por letras distintas nas linhas, em relacdo aos tempos de refrigeracdo (Tempo 0 e Tempo 20) para uma mesma variavel, diferem estatisticamente entre si (p < 0,05)
pelo teste F, ao nivel de 5% de probabilidade (o = 0,05). DP = desvio padrdo. As amostras foram apresentadas em ordem crescente de adi¢do de leite bovino ao bubalino para
elaboracdo das mucarelas. TRB corresponde a amostra com 100% leite de bifala e TRV para amostra com 100% leite de vaca. GES refere-se ao teor de gordura convertida para base

seca. CV = coeficiente de variacdo.
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Tabela 5: Valores médios (+ DP) da composi¢do quimica (proteina, EST e ESD) e caracterizacdo fisico-quimica (pH e acidez) dos queijos mucarela

elaborados no tempo 0 e com 20 dias de refrigeragéo.

Variaveis
Amostras Proteina (%0) EST (%) ESD (%) Acidez (% &cido latico) pH

Tempo 0 Tempo 20 Tempo 0 Tempo 20 Tempo 0 Tempo 20 Tempo 0 Tempo 20 Tempo 0 Tempo 20
100% B. 26,17+ 1,72 24,83+ 1,47 60,95+ 1,71 57,77+ 1,46 32,62+ 3,15 29,08 + 1,96 0,39+0,07 040+005 530+0,06 533+0,07
2,5% 25,81+ 0,48 24,01+ 0,96 61,20+ 3,81 59,36 + 0,89 35,60+ 6,18 34,03+ 3,15 0,40+005 0,39+001 528+003 542+0,11
5,0% 25,68+ 0,43 24,29+ 0,92 59,49°+ 127 5578°+173 3537°+125 3164°+1,12 0,37+006 037+002 534+003 537+0,08
10,0% 24,90+ 0,76 24,46+ 0,43 57,88+ 0,64 57,82+ 0,84 32,30+ 1,48 32,02+ 2,81 0,36+008 035+000 539+0,04 5,39+0,06
20,0% 24,39+ 0,06 24,51+ 0,65 57,89+ 0,93 58,69+ 1,00 31,82+ 1,54 32,94+ 2,58 0,34+006 031+002 541+0,02 5,37+0,06
30,0% 24,59 + 0,36 24,27 + 0,07 57,56 + 1,22 56,69 + 0,72 31,55+ 0,93 31,50+ 0,99 032+005 032+002 538+0,11 550+0,14
40,0% 25,86+ 1,37 24,71+ 1,16 57,28+ 0,53 57,08+ 1,02 31,23+ 0,99 30,78+ 2,28 0,32+0,07 031+001 542+0,08 543+0,07
50,0% 24,06+ 1,43 23,42+ 1,06 56,45+ 0,55 56,25+ 1,12 32,26+ 0,57 31,57+0,72 0,31+0,04 0,28+0,04 542+005 551+0,11
100% V. 22,92+0,31 22,36+ 0,42 55,49+ 0,88 54,14+ 2,18 30,29+ 2,48 28,73+ 1,96 0,26+0,02 0,26+002 548+0,11 554+0,05

CV (%) 3,80 3,70 2,75 2,27 2,75 2,27 17,11 7,44 1,26 1,60

* Médias seguidas por letras distintas nas linhas, em relacdo aos tempos de refrigeracdo (Tempo 0 e Tempo 20) para uma mesma variavel, diferem estatisticamente entre si (p < 0,05)

pelo teste F, ao nivel de 5% de probabilidade (a = 0,05). DP = desvio padrdo. As amostras foram apresentadas em ordem crescente de adicdo de leite bovino ao bubalino para

elaboracéo das mucarelas. TRB corresponde & amostra com 100% leite de bufala e TRV para amostra com 100% leite de vaca. EST refere-se ao extrato seco total contido nas

amostras. ESD corresponde ao extrato seco desengordurado. A acidez foi expressa em % de &cido latico. CV = coeficiente de variagéo.
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Como nao houve interacdo estatistica significativa (p > 0,05) entre o tempo de refrigeracéo e
as formulacgdes em estudo, os fatores (Tempo e Tratamentos) foram analisados separadamente, ou
seja, tempo e formulacfes atuaram de forma independente no experimento, ndo sendo necessario
realizar o desdobramento da interacéo.

Os resultados das diferentes formulacGes dos queijos mugarela em relagdo aos tempos de
refrigeracdo (Tempo 0 e Tempo 20), mostraram que houve diferenca estatistica significativa ao
nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05) para a amostra com 5,0% de leite de vaca em leite de
bufala para as variaveis umidade, EST e ESD (Tabelas 4 e 5). Provavelmente o que pode ter
ocorrido que influenciou nestas diferencas foram variagcGes ao acaso que normalmente acontecem
durante o processo de elaboracdo do queijo e no momento de realizacdo das analises laboratoriais,
ja que foram resultados diferenciados dos demais. Como o EST e ESD séo calculados baseados no
teor de agua contido nas amostras, com as diferencas estatisticas significativas na umidade,
consequentemente, ocorreram diferencas entre os tempos no EST e ESD para a amostra 5,0%.

As similaridades e/ou diferencas observadas nos resultados certamente sdo influenciadas
pelo tipo de matéria-prima utilizada (100% bufala, 100% vaca e formulagbes com diferentes
percentuais de misturas de leites), bem como racas dos animais, estagio de lactacdo, alimentacéo,
vegetacdo, clima, entre outros fatores, pois a qualidade e composicdo do leite estd totalmente
relacionada com as caracteristicas do produto final.

Equacdes de regressdo foram ajustadas para algumas das variaveis estudadas em ambos 0s

tempos de refrigeracao (Tabela 6).
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Tabela 6: EquacOes estimadas de regressao ajustadas para composi¢do quimica e caracterizacdo

fisico-quimica dos queijos mugcarela elaborados no tempo 0 e com 20 dias de refrigeragéo.

Variaveis Tempo 0 Tempo 20
Equacdes estimadas R? Equacdes estimadas R’
Umidade (%) Y =0,6802X + 38,3555 0,9239 ok s
ClnzaS (%) *** ***x *** ***
Gordura (%) *** ***k *** ***
GES (%) **x *kk *k%k *k*%k
Protel’na (%) *** *kk *k%k *k*k
EST (%) Y=-0,6802X+61,6445 09239 il il
ESD (%) Y=-0,6802X+61,6445  0,9239 el el
Acidez Y=-1,5520X+41,7888 09297 Y =-1,7363X+ 41,9135 0,9659
pH Y =0,0213 X + 5,2748 0,8520 Y =0,0221X+5,3298 0,7480

*GES refere-se ao teor de gordura convertida para base seca. EST refere-se ao extrato seco total contido nas amostras.

ESD corresponde ao extrato seco desengordurado. A acidez foi expressa em % de 4cido latico. ¥ corresponde & variavel

resposta. X = niveis de tratamentos (formulacdes). R? refere-se ao coeficiente de determinacao calculado em relagéo ao

SQtrat. *** (ndo foi possivel ajustar equagdo de regressdo).

Nédo foi possivel ajustar equacGes de modelo linear ou quadratico (p > 0,05) para as
variaveis cinzas, gordura, GES e proteina no tempo 0. Com 20 dias de estocagem sob refrigeracao
as equacdes ndo foram ajustadas para umidade, cinzas, gordura, GES, proteina, EST e ESD,
indicando que ndo ocorreram diferencas estatisticas significativas entre as formulacGes (Tabela 6).

A partir das equacdes de regressdo ajustadas verificou-se, no tempo 0, que o TRB possuiu 0s
menores teores de umidade e pH e os maiores resultados de proteina, EST, ESD e acidez, ou seja, a
medida que acrescentou-se leite de vaca para elaboracdo dos queijos foram observados os
comportamentos descritos.

No tempo 20 concluiu-se que foram encontrados elevados valores de acidez para queijos

com maiores percentuais de leite de bdfala, ocorrendo o inverso para o pH.
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A umidade é um dos fatores mais importantes que afetam os alimentos, pois possui efeito
direto sobre a manutencdo de qualidade dos mesmos (MARINO et al., 2010). De acordo com as
médias de umidade relacionadas com seus respectivos desvios padrdo, observou-se que existiram
diferencas entre os resultados das amostras TRB e TRV no tempo 0 (Tabela 4).

Os resultados de umidade podem ser influenciados pelas etapas de corte e cozimento da
massa na elaboracgdo dos queijos, que por ser um processo manual, acontecem variagdes no tamanho
das particulas e nas temperaturas empregadas no processamento. Quanto menor o tamanho das
particulas (mais intenso foi o corte e a agitacdo durante o aquecimento), maior a sinerese do soro e
menor a umidade do produto final. Em relagdo ao agquecimento, temperaturas mais elevadas e
prolongadas ocasionam maior cozimento e expulsdo de agua.

Apesar do leite de bufala ser caracterizado como matéria-prima de umidade inferior quando
comparado ao de vaca (SAMEEN et al., 2008), tendo seus constituintes mais concentrados, a
medida que se acrescenta leite bovino ao bubalino na elaboracéo de queijo mucarela, teoricamente o
valor da umidade deveria se elevar nas amostras estudadas, porém isso ndo ocorreu totalmente neste
trabalho (Tabela 6), ndo houve um comportamento linear crescente para todas as formulacdes
(Tempo 20), provavelmente por diferencas nas caracteristicas dos leites utilizados nos varios dias de
elaboracdo dos queijos e em decorréncia das condigfes do processo e armazenamento sob
refrigeracdo. Porém, ao se observar os dados, verificou-se que houve uma tendéncia de aumento da
umidade a medida que adicionou-se leite de vaca nas amostras (Tempo 0).

A andlise de cinzas refere-se ao conteldo inorganico remanescente ap0s destruicdo da
matéria organica do alimento. E uma técnica que fornece informacdes sobre o valor nutritivo de
qualquer produto alimenticio, auxiliando discussfes sobre a quantidade de minerais. Pode-se
afirmar que as amostras apresentaram pequenas diferencas entre si, dificultando na obtencdo de
equacOes de regressdo e na diferenciacao entre as espécies em estudo, até mesmo para TRB e TRV.
Resultados inferiores ao deste trabalho foram observados por EI Owni e Osman (2009) em mucarela
de bufala, que encontraram valores médios de 2,38%, no entanto Sameen et al. (2008) observaram
teor de cinzas de 4,11%.

Os resultados para o teor de gordura das amostras estudadas variaram de 24,12% a 28,69%
entre os tempos de refrigeracdo, e esses valores foram convertidos para GES, ocorrendo aumento
nos resultados, que passaram a variar de 41,22% a 49,70% (Tabela 4). Esses resultados certamente
foram influenciados pela padronizacdo (diminuicdo) do teor de gordura do leite para,
aproximadamente, 3,6% na fabricacdo dos queijos. Esta padronizagdo manual além de diminuir os

resultados da matéria gorda, também pode influenciar nos resultados encontrados.
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Para os teores de gordura e GES néo foi possivel ajustar modelo matematico de regresséo,
indicando que ndo detectou-se diferencas estatisticas entre as formulagdes de queijos em ambos 0s
tempos de refrigeracdo, concluindo que essas varidveis ndo serviram para detectar adulteracdes em
mucarela de bdfala nas condicdes experimentais estudadas.

A gordura é o constituinte mais variavel do leite. Durante a coagulacdo do leite para
formacdo da massa por meio da adigdo de fermento latico, cloreto de célcio e coalho (quimosina), a
depender das diferengas nas condi¢Oes de processamento, quantidades variaveis de gordura podem
ficar retidas na rede proteica, obtendo-se queijos com diferentes e menores valores de matéria gorda
(WALSTRA et al., 2001).

Juntamente com a gordura, os valores de proteina contribuem para os resultados encontrados
no EST, que s&o definidos como sendo a soma dos constituintes do leite, com excegdo do teor de
agua. Verificou-se elevados valores de solidos totais para o0 TRB quando comparado com o0 TRV no
tempo 0 (Tabelas 5 e 6), em decorréncia, principalmente, dos percentuais de gordura e proteina e,
menores resultados de umidade. Esses valores também sdo provenientes de leite com alta
concentracdo de sélidos, no caso do leite bubalino, o que confirma os maiores valores de EST para
0 TRB quando comparado com o TRV.

O ESD apresentou efeito linear decrescente (Tempo 0), porém ndo foi possivel ajustar
equacdo para esta varidvel nos queijos com 20 dias de estocagem sob refrigeracdo (Tabela 6).
Normalmente, ESD pode ser definido como sendo os componentes do leite, com exce¢édo dos teores
de agua e gordura, ou seja, € o EST menos a gordura. Tem importancia para complementar o0s
resultados encontrados pelo EST, pois como ndo envolve o teor de gordura, que é o componente
mais variavel do leite, muitas vezes, seus resultados sdo mais precisos e confiaveis.

O valor de acidez titulavel do leite, expresso em percentual de acido latico, é um fator
decisivo na elaboracdo de queijos, pois além de impedir a utilizacdo do leite quando os resultados
desta varidvel se encontram elevados, acima de 18°D (BRASIL, 2011), indica particularidades da
textura do produto. O teor de acidez das amostras pode ser influenciado pela acdo de bactérias
laticas fermentativas, que durante o seu desenvolvimento utilizam lactose como fonte de energia,
convertendo-a em &cido latico, elevando os niveis desta variavel. Em queijos mucarela, € desejavel
a acdo destas bactérias, a qual durante a fermentacdo produzem substancias aromaticas, fator
importante nas caracteristicas e na qualidade do produto. Em queijos, a acidez também € decorrente
da agéo do fermento latico utilizado na fabricagéo.

Teoricamente, a mucarela de bdfala deve possuir maiores valores de acidez quando

comparada com a mucarela de vaca (AHMAD et al., 2008), fato que ocorreu neste trabalho (Tabela
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6). Isto pode ser explicado em decorréncia do leite bubalino possuir elevados teores de proteina, que
acabam sendo contabilizadas nos testes de acidez titulavel, elevando assim a acidez das amostras.

A medida do pH é um fator de grande importancia para que o processamento do queijo
mucarela ocorra de maneira adequada. Teoricamente, é inversamente proporcional a atividade dos
jons H* efetivamente dissociados (CECCHI, 2003). Antes da etapa de filagem da massa, é
necessario que o pH da mesma esteja situado entre 4,9 e 5,1, devido a acidificacdo pela acéo de
bactérias laticas. No produto final os valores de pH variaram de 5,28 a 5,54 para os dois tempos de

refrigeracdo (Tabela 5).
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5.2. Composicao quimica e caracterizacao fisico-quimica de marcas comerciais de mucarela de bufala
Amostras comerciais de mucarela de bufala, em trés lotes distintos (trés repetices), foram avaliadas em relacdo a composicdo quimica e

caracterizacdo fisico-quimica (Tabela 7).

Tabela 7: Valores médios (+ DP) da composic¢ao quimica e caracterizacao fisico-quimica de marcas comerciais de queijos mucarela de bafala com 20

dias de refrigeracéo.

Variaveis
Amostras Umidade Cinzas Gordura GES Proteina EST ESD Acidez pH
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) acido latico
A 43/42*°+208 356°+0,09 3051™ +283 5399°+543 20,88"+113 5658 +208 2606°+354  0,30°+0,04 5,477+ 0,10
B 4310°+235 2,33°+0,12 30,67*+1,45 5390°+0,75 20,29*+147 5690*°+235 2623*+105 0,28+ 0,00 5,57% + 0,02
C 40,70°+121  2,32°+0,05 33,77°+0,69 56,97°+230 19,60°+0,29 59,30+ 1,21 2554*+1,89 0,35% + 0,05 5,40 + 0,03
D 41,84*°+1,07 3,23*°+0,03 31,62*+0,76 54,36°+031 19,87°+0,74 58,16*+1,07 26,54*°+0,31  0,29” + 0,05 5,58% + 0,01
E 4269°+177 323°+026 2664°+197 4646°+259 2265°+121 57,31°+177 30,68%+142 0,24° + 0,02 5,67* + 0,10
F 4329°+1,42 351°+0,39 29,14™+120 5143*+311 1867°+063 56,71°+142 2757°+238 0,31 +0,06 5,39? + 0,05
CV (%) 4,02 6,73 5,45 5,55 4,89 2,97 7,52 12,78 1,13

* Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade (a = 0,05). DP = desvio padrdo. As
amostras A, B, C, D, E e F correspondem as marcas comerciais de mugarela de bufala. GES representa o teor de gordura convertido para base seca. EST refere-se ao Extrato Seco

Total presente nas amostras € ESD corresponde ao Extrato Seco Desengordurado contido nos queijos. CV = coeficiente de variagao.
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No Brasil ndo existe regulamento técnico especifico para determinacdo das variaveis de
qualidade de mucarela de buafala, sendo assim, neste trabalho foram utilizados os padrdes
estabelecidos para mucarela de bufala de Campana (D.M., 2003), queijos em geral (BRASIL, 1996)
e queijo mucarela (BRASIL, 1997).

De acordo com o Decreto del Ministero delle Politiche Agricole e Forestali, Italia (D.M.,
2003), em seu artigo 3, mucarela de bufala deve apresentar teor minimo de gordura na matéria seca
de 52% e umidade maxima de 65%.

Por meio do Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Queijos (BRASIL, 1996),
queijos frescos ou maturados sdo produtos que devem ser classificados tendo por base a umidade e
0 percentual de matéria gorda no extrato seco. Quanto ao teor de &gua os produtos podem ser
divididos em: queijos de baixa umidade ou de consisténcia dura (com umidade em até 35,9%);
queijos de média umidade ou de consisténcia semidura (com teor de agua entre 36% e 45,9%);
queijos de alta umidade ou de consisténcia macia (com valores entre 46% e 54,9%); e queijos de
altissima umidade ou de consisténcia mole (com umidade minima de 55%). J& em relacdo a GES
podem ser classificados em: extra gordos ou duplo creme (que contém no minimo 60% de gordura);
gordos (contendo entre 45% e 59,9% de matéria gorda); semigordos (contendo entre 25% e 44,9%);
magros (contendo entre 10% e 24,9% de gordura); e desnatados (com resultados inferiores a 10%).

Pelo Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Queijo Mozzarella (Muzzarella ou
Mussarela) (BRASIL, 1997), aplicado para mugcarela de vaca, esses queijos devem ser produtos de
média, alta ou muito alta umidade, com valores maximos de 60% de agua; e extragordos, gordos a
semigordos, com teores minimos de 35% de GES.

De acordo com a analise estatistica aplicada ndo houve diferenca estatistica significativa (p
> 0,05) para os teores de umidade, EST e ESD, porém houve diferenca estatistica significativa (p <
0,05) para os teores de cinzas, gordura, GES, proteina, acidez e pH (Tabela 7).

A umidade das amostras variou entre 40,70% e 43,42% (Tabela 7), com todos os valores
situando-se abaixo do maximo de 65% estabelecido pela legislacdo para mucarela de bufala da
Campana (D.M., 2003), sendo classificadas como queijos de média umidade ou de consisténcia
semidura (BRASIL, 1996; BRASIL, 1997).

Com isso, percebe-se que todas as marcas estdo de acordo com a legislacdo italiana e a
legislacdo brasileira para queijos e queijo mugcarela, tanto em relacdo a umidade quanto em relacéo
ao teor de GES. Observa-se que a gordura variou entre 26,64% e 33,77%, com esses valores sendo
convertidos para GES, para correta comparacdo com os valores exigidos pela legislagdo, passando a
variar de 46,46% a 56,97%.
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De acordo com a legislacéo brasileira, todas as amostras apresentaram valores de GES acima
do estabelecido, sendo classificadas como queijos gordos (BRASIL, 1996; BRASIL, 1997). Pelo
Decreto para mucarela de bufala da Campana (D.M., 2003), as amostras E e F apresentaram
resultados inferiores ao estabelecido pela legislacéo.

Os resultados obtidos para o teor de cinzas variaram entre 2,32% e 3,56%, sendo inferiores
aos encontrados por Faleiro (2013), que avaliou diferentes marcas de mucarela de bufala
comercializadas no estado da Bahia. Essas diferencas podem ser explicadas devido as condicdes
experimentais das pesquisas, que foram conduzidas em periodos distintos, sendo influenciadas pelas
variacdes na composicao do leite e tecnologia de fabricacdo dos queijos.

Os teores de proteina variaram entre 18,67% e 22,65% e foram semelhantes aos encontrados
por Faleiro (2013), que obteve valores entre 19,09% e 22,14%. Com isso, ndo foi possivel verificar
a autenticidade das marcas comerciais por esta variavel, pois o que leva a diferenciacdo entre as
espécies em estudo ndo sdo os teores de proteina total quantificados pelo método Kjeldhal e sim os
subprodutos gerados a partir de reacfes de proteélise, tais como peptideos presentes em cada
amostra.

Foram observados valores de EST variando entre 56,71% a 59,30% e ESD de 25,54% a
30,68%, resultados que sdo influenciados pelos elevados teores de solidos totais presentes nas
amostras.

A acidez, em % de &cido latico, das amostras variou entre 0,24% e 0,31%, enquanto o pH
apresentou resultados entre 5,39 e 5,58. Foi possivel observar uma tendéncia em que as amostras
que apresentaram 0s maiores valores de acidez possuiram 0s menores valores de pH, enquanto que
a marca E, que apresentou a menor acidez, possuiu 0 maior pH.

Essas diferencas encontradas podem ser explicadas por variagbes nas condigdes de
processamento e elaboracdo das amostras, tais como o tipo e a quantidade de fermento latico
utilizado, qualidade do leite, entre outros fatores. Sabe-se que, a depender do tipo de fermento
utilizado na elaboracdo de queijos, observa-se diferencas entre a acidificagdo e o tempo de
acidificacdo da massa. Queijos podem ser elaborados por meio de culturas laticas de bactérias
mesofilas, termdfilas ou até a propria microbiota natural do leite, que ocasiona diferencas na

fermentacao e, assim, nos valores de pH e acidez.
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5.3. Eletroforese (SDS-PAGE) dos queijos mucarela elaborados e mucarelas de

bufala comerciais

A técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢Ges desnaturantes (SDS-
PAGE), no presente estudo foi realizada com o intuito de comparar os perfis eletroforéticos de
queijos de bdfala, vaca e mucarelas adicionadas com diferentes percentuais de leite bovino e
bubalino, visando obter respostas que auxiliem no combate a fraudes em mugcarela de bufala. As
amostras TRB e TRV foram utilizadas como referéncias, pois possuem padrdo eletroforético
diferenciado para cada espécie, a exemplo da fra¢do as-CN do leite de bufala, que possui estrutura
diferenciada e mobilidade no gel um pouco maior quando comparada a do leite de vaca (Figura 3).

E importante ressaltar que foram avaliados queijos no tempo 0, ou seja, aqueles que foram
congelados imediatamente no dia da data de fabricacdo, e queijos congelados no 20° dia de
refrigeracdo em temperaturas de 4°C. Segundo Jesus (2014), queijo mucarela de bufala armazenado
em temperaturas de refrigeracdo por mais de 20 dias apresenta grande formacdo de peptideos

resultantes de atividade proteolitica, o que dificultaria na interpretacao dos resultados.

Figura 3: Perfil eletroforético (SDS-PAGE) de queijos mugarela, (a) corados com azul de
Coomassie (Tempo 0), (b) corados com nitrato de prata (Tempo 0), (c) corados com azul de
Coomassie (Tempo 20), (d) corados com nitrato de prata (tempo 20). (M) Marcador de massa
molecular (kDa); (1) mucarela com 100% leite de bdfala (TRB); (2) mugarela com 2,5% de leite
bovino em leite bubalino; (3) mucarela com 5,0% de leite bovino em leite bubalino; (4) mucarela
com 10,0% de leite bovino em leite bubalino; (5) mucarela com 20,0% de leite bovino em leite
bubalino; (6) mucarela com 30,0% de leite bovino em leite bubalino; (7) mucarela com 40,0% de
leite bovino em leite bubalino; (8) mucarela com 50,0% de leite bovino em leite bubalino; (9)
mugcarela com 100% leite de vaca (TRV). 0s-CN = ag-caseina; B-CN = B-caseina; k-CN = k-caseina;
para-k-CN = para-k-caseina.
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Nos géis elaborados pela técnica SDS-PAGE verificou-se a B-CN em uma regido inferior
quando comparada com a 0s-CN, resultado, principalmente, devido a diferenca de massa molecular
entre elas. Na maioria das amostras foi possivel observar a presenca da as-CN, B-CN e para-x-
caseina. Na elaboracdo das mucarelas, é necessario a utilizacdo da enzima quimosina (coalho) para
coagulacdo e formacdo da massa dos queijos. Isso resulta na perda de estabilidade da k-CN, que

atua como estabilizadora das micelas, ndo permitindo a precipitagdo por acdo dos sais de célcio. A
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quimosina atua especificamente na ligacdo peptidica entre os aminoacidos Pheigs-Metigs da k-CN,
originando dois fragmentos: a para-k-caseina e o glicomacropeptideo (GMP). A maior parte da
para-k-CN, por ser de natureza apolar, orienta-se para o interior das micelas, ao passo que o GMP,
em virtude de sua polaridade, tem a sua maior parte sendo eliminado no soro, o que explica o pouco
aparecimento de k-CN e a presenca de para-k-CN nas amostras (SGARBIERI, 2005; VIEIROS,
2005; EGITO et al., 2006).

No tempo 0 (Figura 3 (a) e (b)), as massas moleculares das frac6es proteicas da as-CN foram
de 33 kDa para as amostras 1 a 6, 34 kDa para as amostras 7 e 8 e 35 kDa para a 9, confirmando-se
as diferengas de mobilidade da as-CN entre as espécies, com as bandas das amostras com maiores
percentuais de leite de vaca situando-se em regides mais superiores do gel. Na B-CN houve
distingbes entre a amostra 9 e as demais, com massas moleculares de 28 kDa e 29 kDa,
respectivamente. A x-CN e a para-k-CN de todas as formulacdes foram idénticas, com massas
moleculares de 26 kDa e 18 kDa, respectivamente.

Assim, concluiu-se que pequenas diferencas podem ser encontradas comparando-se as
amostras 1 e 9, principalmente nas regides da as-CN, porém distingdes na mobilidade da p-CN
também foram observadas (Figura 3 (a) e (c)). Entdo, a medida que aumentou-se 0s percentuais de
leite bovino em leite bubalino para elaboracdo de queijo mucarela, ocorreram pequenas alteracdes
na estrutura e mobilidade da as-CN e B-CN das amostras.

Com a estocagem dos queijos sob refrigeracdo por 20 dias, observou-se a intensificacdo de
peptideos resultantes de protedlise, com degradacdo das fragdes as-CN e B-CN, principalmente nas
regides abaixo da 3-CN da amostra 1 (Figura 3 (d)). Ou seja, 0 aparecimento de bandas nessa regido
sdo resultados de atividades proteoliticas e ndo de fraudes por adicdo de leite de vaca, pois
observou-se na amostra de mucarela de vaca no tempo 0 (amostra 9) a presenca de uma pequena
banda abaixo da f-CN, porém com o armazenamento sob refrigeracdo por alguns dias, neste caso
20 dias, essa mesma banda perde intensidade na amostra 9 e aparece com maior intensidade na
espécie bubalina (amostra 1), ou seja, ndo é caracteristica da espécie bovina. Nas condicdes
experimentais utilizadas, mucarela com 100% leite de vaca (amostra 9) foi mais susceptivel a
protedlise, com perda de intensidade das fragcdes proteicas e peptideos.

Para o tempo 20 (Figura 3 (c) e (d)), as massas moleculares das fracdes proteicas calculadas
foram de 32 kDa para as amostras 1 a 6, 33 kDa para as amostras 7 e 8 e 34 kDa para a 9,
novamente existindo diferencas de mobilidade da as-CN entre as espécies, ou seja, a partir de 40%
de adi¢do de leite bovino em mugarela de bufala ja existem alteragdes na mobilidade da as-CN. Na
B-CN houve diferencas entre as amostras 8 e 9 e as demais, com massas moleculares de 28 kDa e

27 kDa, repectivamente. Da amostra 1 até a 6 a massa molecular da k-CN foi de 24 kDa, sendo 25
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kDa para as demais amostras. Ja a para-k-CN verificou-se diferencas entre os tratamentos, com
massas moleculares de 17 kDa para as amostras 1 a 6 e 18 kDa para as demais. Ou seja, no geral,
concluiu-se, em ambos os tempos de refrigeracdo, que as pequenas diferencas entre as fragdes
proteicas dos tratamentos avaliados, sdo melhores observados a partir de 30% a 40% de incluséo de
leite bovino.

Com a necessidade de detectar com maior intensidade as fracOes proteicas e a presenca de
peptideos ndo visualizados na coloragcdo com azul de Coomassie, utilizou-se a coloragdo por nitrato
de prata, j& que é uma técnica mais sensivel. A revelacdo por nitrato de prata € um método 100
vezes mais preciso quando comparado com a utilizacdo de azul de Coomassie, ja que 0 mesmo
consegue detectar nanogramas de proteinas (CANDIANO et al., 2004).

Os mesmos comportamentos da coloracdo com azul de Coomassie foram observados na
coloracdo com nitrato de prata. As amostras avaliadas sofreram alteragdes na as-CN a medida que
adicionou-se percentuais de leite de vaca para elaboracdo dos queijos. Abaixo da regido da para-k-
CN foi possivel visualizar a presenca de, provavelmente, y,-CN e y3-CN, ocasionadas pela acdo do
agente coagulante na elaboracdo dos queijos (coalho), que hidrolisa a k-CN, ocasionando perda de
protecdo da B-CN. Com isso, a plasmina passa a atuar com maior facilidade, proporcionando a
formacdo destes peptideos. As bandas que apareceram acima da para-k-CN provavelmente sdo
peptideos que se intensificaram por protedlise apos 20 dias de refrigeracéo (Figura 3 (b) e (d)).

A estrutura da B-CN € susceptivel a hidrélise pela protease plasmina, uma enzima
proteolitica de origem enddgena, produzindo fragmentos peptidicos referidos como y-CN, que
permanecem nas micelas de caseina. Outras pequenas estruturas também sdo formadas devido a
acdo da plasmina, porém estas se difundem para a fase liquida (soro) na elaboracdo de queijos
(SGARBIERI, 2005).

Apds 20 dias de estocagem sob refrigeracdo aumentou-se a intensidade dos peptideos
presentes na amostra 1 e peptideos menos intensos passaram a ser observados na amostra 9. Bandas
abaixo da B-CN que naturalmente aparecem em mucarela de vaca (Tempo 0), sofreram degradacao
e perderam intensidade. Na amostra 1 esses peptideos foram visualizados com mais facilidade apds
20 dias de estocagem das amostras sob refrigeracdo, sendo consequéncia de atividade proteolitica
(Figura 3 (d)). Portanto, estes resultados encontrados demonstram as diferencas entre protedlise e
suspeitas de fraude e também evidenciam as pequenas diferencas existentes entre mucarela de
bufala e vaca, e as alteragdes que ocorrem com adicGes de leite bovino em bubalino.

Seis marcas comerciais adquiridas no estado da Bahia foram analisadas em trés repeticdes,

cada repeticdo correspondendo a um lote diferente do produto, totalizando dezoito amostras, sendo

60



comparadas com os tratamentos TRB e TRV para auxiliar nas analises e conclusdo dos resultados
(Figura 4).

Figura 4: Perfil eletroforético (SDS-PAGE) de amostras comerciais de queijo mucarela de bufala,
(a) corados com azul de Coomassie (12 repeticdo), (b) corados com nitrato de prata (12 repeticéo),
(c) corados com azul de Coomassie (22 repeticdo), (d) corados com nitrato de prata (22 repeticéo),
(e) corados com azul de Coomassie (3?2 repeti¢do), (f) corados com nitrato de prata (32 repeticéo).
(M) Marcador de massa molecular (kDa); (1) mucarela TRB; A, B, C, D, E e F correspondem as
marcas comerciais analisadas; (2) mugarela TRV; 0s-CN = os-caseina; B-CN = B-caseina; k-CN = k-
caseina; para-k-CN = para-k-caseina.
(a) (b)
M 1 A B C DE F 2 M

1 A B CDEF 2

200.0

116.2
974

66.2

£

o-(N
310
[-CN
k-CN

2.5

para-k-CN

para-k-CN
144

6.5

61



M 1 A BCDTETF.:

200.0

116.2
974

66.2

450

o-(CN
30

K-CN

15

para-k-CN para-k-CN

144

6.5

M1 A B CDETF 2 M1 A B CDETF 2

2000
116.2
974

66.2

450
0-CN
0-CN
f-CN 310
k-CN -CN

k-CN

13
para-k-CN
para-k-CN
144

Como consequéncia de processamentos diferenciados na elaboracdo de cada uma das
amostras comerciais e ndo conhecendo-se o processo de fabricacdo das marcas, a B-CN do leite
perde sua estabilidade de formas distintas, resultado, por exemplo, do tipo de tratamento térmico
(TT) aplicado ao leite, tempo de acidificacdo da massa pela utilizacdo do fermento latico, com

variagOes nos tipos de cultura latica, nas quantidades e concentragdes, ¢ da hidrolise da k-CN pela
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acdo do coalho. Com isso, a plasmina passa a atuar livremente sobre a -CN, originando a formacao
de peptideos.

No primeiro lote das marcas a amostra F foi a Unica que apresentou um comportamento
semelhante ao padrdo mugcarela de vaca, principalmente nas bandas correspondentes a as-CN e -
CN (Figura 4 (a) e (b)). Portanto, suspeitou-se da adicdo de leite de vaca no referido lote desta
marca. Porém, a presenca de peptideos abaixo da regido da para-k-CN nesta amostra, originados
provavelmente por degradagdo proteolitica da B-CN pela a¢ao da plasmina, formando y-CN, podem
ter ocasionado mudancas na estrutura e mobilidade das fracGes proteicas. Estes fragmentos de -CN
sdo uma fracdo heterogénea, composta de peptideos (segmento 29-209), (segmento 106-209) e
(segmento 108-209), designados como v1-CN, 7,-CN e y3-CN, respectivamente. 1sso pode ser
relacionado com efeitos de prote6lise, pois mesmo as amostras tendo todos os cuidados em relacéo
as temperaturas e ao tempo de refrigeracdo e congelamento com 20 dias apds a data de fabricacao,
ndo se sabe quais foram as condicdes a que foi submetida antes da coleta. As demais marcas
apresentaram comportamento semelhante ao padrdo de mugcarela de bufala, ndo havendo, portanto,
suspeita de fraude por esses critérios, o que leva a conclusédo de que os fabricantes utilizaram apenas
leite de bufala na fabricacdo das mucarelas.

Pelos critérios acima, ndo foi possivel detectar irregularidades no segundo lote das marcas
avaliadas na Figura 4 (c) e (d). A estrutura e mobilidade da as-CN, B-CN e para-k-CN de todas as
amostras foram semelhantes entre si e muito parecidas com o padrdo mucarela de bufala, o que leva
a conclusao de que as empresas cumpriram com o que foi especificado no rétulo dos produtos.

No terceiro lote das marcas, as amostras nao reproduziram semelhancas com o padrdo
mucarela de vaca, ndo havendo suspeitas de fraudes (Figura 4 (e) e (f)). Na amostra C observou-se
degradagdo na as-CN, com formacao de peptideos nas regifes de 26 kDa e 12 kDa.

Faleiro (2013) utilizou o método SDS-PAGE visando avaliar a autenticidade de mucarelas
de budfala comercializadas no estado da Bahia. De 18 amostras de diferentes marcas comerciais
avaliadas, 7 (38,9%) foram consideradas fraudadas pela adicdo de leite bovino. Segundo a autora, a
identificagdo da fraude ocorreu de acordo com a presenga da y1-CN, que naturalmente esta presente
no perfil eletroforético de amostras com 100% leite de vaca, porém foi visto no presente trabalho
que a fracdo que a autora se referiu a y1-CN na verdade ndo estd presente exclusivamente em
mucarela 100% vaca. Na Figura 4 observou-se que as bandas abaixo da -CN provavelmente sdo
peptideos e que também estdo presentes em mucarela de bufala apds 20 dias de estocagem sob
refrigeracdo, ndo podendo, portanto, servir de marcadores para verificagdo de autenticidade.

Para todos as amostras avaliadas os mesmos comportamentos foram observados nos dois

tipos de coloracdo, com melhores deteccdes por meio do nitrato de prata. Nos geis visualizou-se
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que, apos coloracdo com nitrato de prata, intensificaram-se as bandas das proteinas e peptideos
presentes.

Nas condic¢des experimentais estudadas, foi possivel verificar mudancas de comportamento
ocorridas nas fracbes proteicas das amostras avaliadas, a fim de facilitar a deteccdo de fraude em
mucarela de bufala, por adulteragdo com leite bovino. Porém os mesmos devem ser comprovados
com o auxilio de técnicas mais detalhadas.

A identificacdo de peptideos pode ser um diferencial na obtencdo de respostas para deteccao
de fraudes em mucarela de bufala, pois a descoberta da presenca de pelo menos um peptideo
marcador individual, ou grupos de peptideos que caracterizem as espécies em estudo podem auxiliar

no combate as adulteracdes e obtencdo de respostas sobre o problema em questao.

5.4. Eletroforese (SDS-PAGE) de peptideos soltveis em agua (PSA) extraidos de

queijos mucarela elaborados e mucarelas de bufala comerciais

Visando obter respostas mais precisas e reveladoras sobre similaridades e diferencas
existentes entre os perfis eletroforéticos de mugcarela de bufala e vaca, foi realizada a extracdo dos
peptideos sollveis em agua (PSA) presentes nas amostras, nos diferentes tempos de refrigeracao,
com posterior utilizacdo da técnica SDS-PAGE para separacdo e visualizacdo destes peptideos.

Assim, foi possivel verificar peptideos distintos e semelhantes nas espécies em estudo (Figura 5).

Figura 5: Perfil eletroforético (SDS-PAGE) de peptideos sollveis em agua (PSA) extraidos de
queijos mucarela, (a) corados com azul de Coomassie (Tempo 0), (b) corados com nitrato de prata
(Tempo 0), (c) corados com azul de Coomassie (Tempo 20), (d) corados com nitrato de prata
(Tempo 20). (M) Marcador de massa molecular (kDa); (1) mucarela com 100% leite de bdfala; (2)
mucarela com 2,5% de leite bovino em leite bubalino; (3) mucarela com 5,0% de leite bovino em
leite bubalino; (4) mucarela com 10,0% de leite bovino em leite bubalino; (5) mucarela com 20,0%
de leite bovino em leite bubalino; (6) mucarela com 30,0% de leite bovino em leite bubalino; (7)
mucarela com 40,0% de leite bovino em leite bubalino; (8) mucgarela com 50,0% de leite bovino em

leite bubalino; (9) mucarela com 100% leite de vaca. * peptideo marcador bovino (23 kDa).
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Peptideos presentes em queijos sdo originados de diversas formas. A plasmina, enzima
naturalmente presente no leite, é parcialmente inativada durante o tratamento térmico (TT),
pasteurizacdo, porém seus inibidores sdo totalmente inativados. Portanto, ap6s o TT e a utilizacdo
da enzima quimosina na elaboragdo de queijos, a atividade da plasmina sobre a B-CN €
intensificada, sendo favorecida pelas condigdes de processamento e armazenamento das amostras.

Além da plasmina, principal protease do leite, outras proteinases provenientes de microrganismos,
65



especialmente bactérias psicotroficas, as quais crescem em baixas temperaturas, podem ser
encontradas e suas enzimas sdo resistentes ao TT. Estas proteinases podem hidrolisar a og-CN
formando peptideos. Ou seja, além da existéncia natural, podendo existir peptideos marcadores
individuais de determinada espécie, a presenca intensificada de peptideos em produtos lacteos,
pode ser atribuida a acdo das proteinases do leite (plasmina) ou microrganismos, sendo que, muitas
espécies podem obter respostas diferenciadas na intensificacdo e/ou degradacdo de peptideos por
protedlise (GRAPIN et al., 1985; FOX e MCSWEENEY, 1998).

Apesar dos queijos de vaca e bufala possuirem peptideos com caracteristicas semelhantes,
foi possivel observar diferencas entre eles, principalmente em relacdo a estrutura e mobilidade nos
géis (Figura 5 (a) e (b)).

Detectou-se a presenca de peptideos que podem servir como marcadores na diferenciacao
entre queijos mucarela de bufala e vaca, auxiliando com respostas sobre adulteracdes. Na regido de
23 kDa foram identificados peptideos que podem ser caracteristicos da espécie bubalina. Abaixo
dessas bandas observou-se peptideos, representados pelo asterisco na figura, que podem ser
referentes a espécie bovina, ndo sendo encontrados em amostras de mucarela de bufala (Figura 5 (a)
e (c)).

E importante observar que a presenca dos peptideos caracteristicos de vaca so puderam ser
notados nos queijos elaborados a partir da adicdo de 30% de leite bovino ao bubalino, ou seja, a
técnica mostrou-se eficiente para deteccdo da adulteracéo a partir desta adicdo (Figura 5 (a) e (c)).

Na regido de 23 kDa as bandas de peptideos que apareceram nas colora¢Bes por azul de
Coomassie e que podem ser marcadores das espécies bubalina e bovina, ndo puderam ser
observadas com a mesma intensidade na coloracdo por nitrato de prata, em ambos os tempos de
refrigeracdo. Isso ocorreu, provavelmente, por conta de reacdes que ndo favoreceram o
aparecimento dos peptideos marcadores na coloracao por nitrato de prata (Figura 5).

Verificou-se que com o passar do tempo de estocagem sob refrigeracdo, os queijos foram
afetados, revelando a intensificacdo da presenca dos peptideos, resultados de acdo proteolitica e/ou
naturalmente presentes nas amostras (Figura 5 (b) e (d)).

Nas amostras comerciais foi possivel observar a presenca de peptideos marcadores da
espécie bovina em amostras de mucarela de bufala (Figura 6). Ou seja, em alguns lotes das marcas
avaliadas existiram suspeitas de adulteracdo por adicdo de leite de vaca, 0 que ndo é permitido pela
legislacao.
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Figura 6: Perfil eletroforético (SDS-PAGE) de peptideos solGveis em agua (PSA) extraidos de
amostras comerciais de queijo mugcarela de bufala, (a) corados com azul de Coomassie (12
repeticdo), (b) corados com nitrato de prata (12 repeti¢do), (c) corados com azul de Coomassie (22
repeticdo), (d) corados com nitrato de prata (22 repeticdo), (e) corados com azul de Coomassie (32
repeticdo), (f) corados com nitrato de prata (32 repeticdo). (M) Marcador de massa molecular (kDa);
(1) mucarela com 100% leite de bufala; A, B, C, D, E e F correspondem as marcas comerciais
analisadas; (2) mugarela com 100% leite de vaca.
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Foi possivel detectar a presenca de peptideos caracteristicos da espécie bovina na amostra F
do primeiro lote (Figura 6 (a)), assemelhando-se com os resultados das fragdes proteicas (Figura 4
(@) e (b)). Portanto, as suspeitas de adulteracdo que foram vistas anteriormente nesta amostra
aumentaram com a eletroforese dos peptideos.

Novamente a amostra F do segundo lote apresentou o peptideo caracteristico da espécie
bovina (Figura 6 (c)), evidenciando o que ndo foi visto anteriormente na analise das fracbes
proteicas. Portanto suspeitou-se de fraude no referido lote desta marca. Nas demais amostras nao foi
possivel detectar a presenca do peptideo marcador bovino, bem como os demais sendo semelhantes
aos da espécie bubalina, com os resultados concordando com os anteriores (Figura 4 (c) e (d)).

No terceiro lote das marcas verificou-se que as amostras C e F apresentaram o peptideo
marcador da espécie bovina, suspeitando-se de fraudes (Figura 6 (e)). Os peptideos da regido de 28
kDa da amostra C sdo semelhantes aos da mesma regido da espécie bovina, confirmando-se a
suspeita de fraude no referido lote desta marca.

Segundo estudos desta pesquisa a presenca do peptideo referido como marcador da espécie
bovina em amostras de mugcarela de bdfala so foi possivel com maior facilidade ap0ds a adigéo de, no
minimo, 30% de leite de vaca. Portanto, com a técnica eletroforética utilizada, concluiu-se que as
marcas comerciais adulteradas possuiam, pelo menos, 30% de leite bovino em sua composicao. As
demais amostras que ndo foram consideradas fraudadas nestas condi¢cdes experimentais, se por
ventura apresentaram leite bovino em sua composi¢do, possuem menos de 20% do total de leite

utilizado, devido ao ndo aparecimento do peptideo marcador bovino.
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No presente estudo, todas as amostras indicavam no rotulo que o leite de bufala era a Unica
matéria-prima utilizada. De acordo com a andlise das amostras comerciais de queijo mugarela de
bdfala, nem todos os lotes das marcas estavam em conformidade com as especificagdes do rétulo e
a legislacdo. A amostra que continha o0 "Selo de Pureza 100% Bufalo™ concedido pela ABCB
impresso na embalagem, segundo a analise de peptideos, continha apenas leite bubalino em sua
composic¢ao, comprovando, assim, a sua veracidade.

Prado (2010) relatou que quando um laticinio quer adquirir o "Selo de Pureza 100% Bufalo"
da ABCB, paga taxas e assina um contrato no qual se compromete a trabalhar exclusivamente com
leite de bufala na elaboracdo dos produtos. O laticinio passa uma série de avaliacBes técnicas e, a
partir dai, seus produtos sdo analisados por meio de técnicas laboratoriais. Em geral, quatro vezes
ao ano sdo recolhidos aleatoriamente produtos derivados de leite de bufala da referida marca no
mercado, sendo encaminhados para anélise eletroforética, onde as amostras passam por um teste de
pureza gque detecta se ha ou ndo presenca de leite de vaca ou de outras espécies.

Pelo que foi visto, a analise de eletroforese SDS-PAGE dos peptideos presentes nas
amostras foi mais eficiente do que a andlise das fracfes proteicas, podendo passar a ser utilizada
como parametro de identidade na diferenciacdo entre as espécies.

A verificacdo desses peptideos por cromatografia podera auxiliar com mais clareza na
obtencdo de respostas para deteccdo de fraudes em mucarela de bufala, visto que as espécies
tiveram peptideos caracteristicos distintos.

5.5. Cromatografia Liquida (RP-HPLC) de peptideos sollveis em agua (PSA)

extraidos dos queijos mucarela elaborados e mucarelas de bufala comerciais

Os peptideos definidos como principais, que certamente irdo auxiliar em suspeitas de
fraudes em mucarela de bufala por adicdo de leite de vaca, foram numerados de 1 a 15 nos
cromatogramas das diferentes formulacbes de queijos. Os demais, ap6s andlise, ndo foram

considerados importantes neste estudo, pois séo similares entre as formulagdes estudadas (Figura 7).

Figura 7: Cromatogramas (RP-HPLC) de peptideos sollveis em agua (PSA) extraidos de queijos
mucarela no tempo 0. 1 a 15: peptideos em diferentes tempos de retencdo. (a) TRB; (b) mucarela
com 2,5% de leite bovino em leite bubalino; (c) mucarela com 5,0% de leite bovino em leite
bubalino; (d) mucarela com 10,0% de leite bovino em leite bubalino; (¢) mucarela com 20,0% de
leite bovino em leite bubalino; (f) mucarela com 30,0% de leite bovino em leite bubalino; (g)
mucarela com 40,0% de leite bovino em leite bubalino; (h) mugarela com 50,0% de leite bovino em

leite bubalino; (i) TRV.
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A partir das analises cromatograficas, no tempo O percebeu-se que o0 TRV caracterizou-se
por apresentar alguns peptideos caracteristicos da espécie bovina e/ou outros em maiores ou
menores quantidades (segundo Parente et al. (2012) representadas visualmente pelo tamanho dos
picos), em menor importancia o0 TRB comportou-se da mesma forma, podendo serem utilizados
como parametros para deteccdo de leite de vaca em mugcarela de bufala. Ou seja, a medida que
acrescentou-se leite bovino nos queijos, pequenas alteracdes ocorreram em alguns peptideos, com a
intensificacdo e/ou diminuigdo do tamanho dos picos presentes nas amostras.

Os resultados encontrados mostraram-se importantes para deteccdo de fraudes em mucarela
de bufala, pois a maior presenca de peptideos caracteristicos da espécie bovina no presente estudo é
essencial, fato que ocorreu, facilitando na analise de adulteragdes por leite de vaca em amostras
comerciais.

Os picos representados nas imagens pelos numeros 1 e 2 (Figura 8) comportaram-se de
maneiras distintas nas formulagfes. O pico nimero 1 diminuiu a medida em que acrescentou-se
leite bovino nos queijos, enquanto que 0 segundo pico, apesar de ser pequeno, pode ser
caracteristico de vaca, ndo sendo encontrado no TRB.

Figura 8: Cromatogramas (RP-HPLC) dos peptideos soltveis em agua (PSA) 1 e 2 extraidos de
queijos mucarela no tempo 0. (a) TRB; (b) mugarela com 2,5% de leite bovino em leite bubalino;
(c) mucarela com 5,0% de leite bovino em leite bubalino; (d) mucgarela com 10,0% de leite bovino
em leite bubalino; (e) mucarela com 20,0% de leite bovino em leite bubalino; (f) mucarela com
30,0% de leite bovino em leite bubalino; (g) mucarela com 40,0% de leite bovino em leite bubalino;

(h) mucarela com 50,0% de leite bovino em leite bubalino; (i) TRV.
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Os peptideos 3 e 4, possuiram menor tamanho em TRB, assim, quanto maior foi o
percentual de leite de vaca nos queijos, ocorreu um pequeno aumento no tamanho destes picos.
Estes peptideos ndo foram considerados caracteristicos da espécie bovina, mas em decorréncia da
diferenca de tamanho entre eles nas formulacdes e a depender das transformacdes que poderao

ocorrer no tempo 20, poderdo ser utilizados no combate a adulteragdes (Figura 9).

Figura 9: Cromatogramas (RP-HPLC) dos peptideos soltveis em agua (PSA) 3 e 4 extraidos de
queijos mucarela no tempo 0. (a) TRB; (b) mucarela com 2,5% de leite bovino em leite bubalino;
(c) mucarela com 5,0% de leite bovino em leite bubalino; (d) mucarela com 10,0% de leite bovino
em leite bubalino; (e) mucarela com 20,0% de leite bovino em leite bubalino; (f) mucarela com
30,0% de leite bovino em leite bubalino; (g) mucarela com 40,0% de leite bovino em leite bubalino;
(h) mucarela com 50,0% de leite bovino em leite bubalino; (i) TRV.
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Na regido com tempo de retengdo entre 20 minutos e 22 minutos, trés fragdes de peptideos
foram consideradas importantes. Os peptideos marcados com o nimero 5 foram significativamente
superiores no TRB e, mesmo ndo sendo caracteristicos de bufalos, a diminuicéo significativa desta
fracdo em amostras comerciais podera levantar suspeitas de fraudes. J& os peptideos 6 e 7 ndo foram
visualizados no TRB, passando a aparecer nas formulagdes posteriores devido a presenca de leite de
vaca nas amostras. A adicdo de apenas 2,5% de leite de vaca nas amostras avaliadas foi possivel de
ser detectada pela analise dos peptideos 6 e 7. Assim, concluiu-se que, provavelmente, estes sdo
marcadores da espécie bovina, portanto a presenca destes em mucarela de bufala ndo deve ser

observada, configurando adulteragdes por adi¢éo de leite bovino (Figura 10).

Figura 10: Cromatogramas (RP-HPLC) dos peptideos soltveis em dgua (PSA) 5, 6 e 7 extraidos de
queijos mucarela no tempo 0. (a) TRB; (b) mucarela com 2,5% de leite bovino em leite bubalino;
(c) mucarela com 5,0% de leite bovino em leite bubalino; (d) mucarela com 10,0% de leite bovino
em leite bubalino; (e) mucarela com 20,0% de leite bovino em leite bubalino; (f) mucgarela com
30,0% de leite bovino em leite bubalino; (g) mucarela com 40,0% de leite bovino em leite bubalino;

(h) mucarela com 50,0% de leite bovino em leite bubalino; (i) TRV.
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Na regido de 27 minutos foi observado um pico de peptideos que cresceu em maiores
concentracdes de leite bovino, sendo mais caracteristico a partir da adi¢do de 30% de leite de vaca
nos queijos. Portanto, amostras comerciais que apresentarem este pico mais elevado, poderédo estar

fraudadas com, no minimo, 40% de leite de vaca em suas formula¢6es (Figura 11).

Figura 11: Cromatogramas (RP-HPLC) dos peptideos soltveis em agua (PSA) 8 extraidos de
queijos mucarela no tempo 0. (a) TRB; (b) mugarela com 2,5% de leite bovino em leite bubalino;
(c) mucarela com 5,0% de leite bovino em leite bubalino; (d) mucarela com 10,0% de leite bovino
em leite bubalino; (e) mucarela com 20,0% de leite bovino em leite bubalino; (f) mucarela com
30,0% de leite bovino em leite bubalino; (g) mucarela com 40,0% de leite bovino em leite bubalino;

(h) mucarela com 50,0% de leite bovino em leite bubalino; (i) TRV.
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Em 33 minutos foi visualizado peptideos que ndo apresentaram picos tdo diferentes com a

adicdo de leite bovino nas formulaces. Porém, ao observar-se o TRV, verificou-se que este pico

aumentou consideravelmente (Figura 12).

Figura 12: Cromatogramas (RP-HPLC) dos peptideos soltveis em agua (PSA) 9 extraidos de
queijos mucarela no tempo 0. (a) TRB; (b) mugarela com 2,5% de leite bovino em leite bubalino;
(c) mucarela com 5,0% de leite bovino em leite bubalino; (d) mucarela com 10,0% de leite bovino
em leite bubalino; (e) mucarela com 20,0% de leite bovino em leite bubalino; (f) mucarela com

30,0% de leite bovino em leite bubalino; (g) mucarela com 40,0% de leite bovino em leite bubalino;

(h) mucarela com 50,0% de leite bovino em leite bubalino; (i) TRV.
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A partir de, aproximadamente, 38 minutos ocorreu um fato importante entre as amostras
analisadas. O peptideo marcado com o nimero 10 foi visto no TRB e nas demais formulagdes, com
excecdo do TRV. Assim, concluiu-se que este pico pode ser considerado um marcador da espécie
bubalina. O pico de peptideos marcado com o numero 11 também s6 ndo foi visto no TRV, sendo
considerado caracteristico da espécie bubalina. Os peptideos marcados com o nimero 12 sé
passaram a estar presentes a partir da adicdo de 20% de leite de vaca, com maior destaque a partir
da formulacdo de 30%, podendo ser considerados marcadores da espécie bovina. Porém, observou-
se que no TRV este pico ndo foi visualizado da mesma forma que nas imagens das formulacGes
anteriores. Isso significa que o pico nimero 12 do TRV é o mesmo nimero 12 que aparece nas
misturas a partir de 20%. O TRB apresentou um pico elevado nesta regido, assim como o TRV,
assim concluiu-se que estes picos, apesar de semelhantes nos tamanhos e tempos de retencéo, sdo

distintos, sendo caracteristicos das espécies bubalina e bovina, respectivamente (Figura 13).

Figura 13: Cromatogramas (RP-HPLC) dos peptideos soliveis em éagua (PSA) 10, 11 e 12
extraidos de queijos mucarela no tempo 0. (a) TRB; (b) mucarela com 2,5% de leite bovino em leite
bubalino; (c) mucarela com 5,0% de leite bovino em leite bubalino; (d) mugarela com 10,0% de
leite bovino em leite bubalino; (e) mugarela com 20,0% de leite bovino em leite bubalino; (f)
mucarela com 30,0% de leite bovino em leite bubalino; (g) mucarela com 40,0% de leite bovino em

leite bubalino; (h) mugarela com 50,0% de leite bovino em leite bubalino; (i) TRV.
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Na regido entre 44 minutos e 46,5 minutos foram marcados trés peptideos importantes que
podem auxiliar em detec¢des de adulteracdes em mucarela de bufala por adicéo de leite de vaca. O

i

peptideo marcado com o numero 13 diminuiu com o acréscimo de leite de vaca nas amostras,

enquanto que os de nimero 14 e 15 aumentaram, comportando-se de maneiras opostas (Figura 14).

Figura 14: Cromatogramas (RP-HPLC) dos peptideos soliveis em éagua (PSA) 13, 14 e 15
extraidos de queijos mucarela no tempo 0. (a) TRB; (b) mucarela com 2,5% de leite bovino em leite
bubalino; (c) mucarela com 5,0% de leite bovino em leite bubalino; (d) mucarela com 10,0% de

leite bovino em leite bubalino; (e) mugarela com 20,0% de leite bovino em leite bubalino; (f)

mucarela com 30,0% de leite bovino em leite bubalino; (g) mucarela com 40,0% de leite bovino em

leite bubalino; (h) mucarela com 50,0% de leite bovino em leite bubalino; (i) TRV.
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Com o armazenamento dos queijos por 20 dias sob refrigeracdo, os peptideos presentes nas

amostras foram analisados, objetivando-se verificar o efeito da protedlise e, com isso, a ocorréncia

de peptideos como marcadores das espécies bovina e bubalina, auxiliando na diferenciacdo entre as

mesmas e na deteccdo de adulteracdo em mucarela de bufala. Esta etapa foi importante, pois as

amostras comerciais foram estudadas neste tempo de refrigeragao (Figura 15).

Figura 15: Cromatogramas (RP-HPLC) de peptideos solGveis em agua (PSA) extraidos de queijos

mucarela no tempo 20. 1 a 15: peptideos em diferentes tempos de retencdo. (a) TRB; (b) mucarela

com 2,5% de leite bovino em leite bubalino; (c) mucarela com 5,0% de leite bovino em leite

bubalino; (d) mucarela com 10,0% de leite bovino em leite bubalino; (¢) mucarela com 20,0% de

leite bovino em leite bubalino; (f) mucarela com 30,0% de leite bovino em leite bubalino; (g)

mucarela com 40,0% de leite bovino em leite bubalino; (h) mucarela com 50,0% de leite bovino em
leite bubalino; (i) TRV.
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Os mesmos 15 peptideos foram avaliados, sendo que alguns comportaram-se da mesma
forma que no tempo 0, podendo serem utilizados como marcadores das espécies, ja outros se
modificaram devido aos efeitos proteoliticos, ndo sendo mais considerados como marcadores e/ou
foram descartados para analise de adulteracdes.

Os peptideos marcados com os numeros 1, 3, 4, 5, 8, 9, 13, 14 e 15 comportaram-se de
maneira similar com o que foi visto no tempo 0. Mas, ndo foram considerados eficientes para
detec¢do de adulteragdo, pois s6 constataram diferencas entre as espécies bufala e vaca e ndo entre
as formulacdes com fraudes, portanto foram descartados no combate a adulteracfes em mucarela de
bufala, ja que amostras comerciais quando estiverem fraudadas terdo alguma quantidade de leite
bovino misturado ao bubalino, ndo sendo possivel detectar a fraude por esses picos de peptideos.

O peptideo nimero 2 que anteriormente foi considerado marcador bovino, passou a estar
presente em pequenas quantidades em mucarela de bufala apds 20 dias sob refrigeracdo, ndo sendo
possivel a sua utilizacdo para analise de adulteracdo em mucarelas de bdfala comerciais.

A fracdo numerada de 6 que, no tempo 0, foi considerada marcador de vaca, apareceu por
efeitos de protedlise no TRB apds 20 dias de refrigeracdo das amostras, descartando-se a
possibilidade de facilmente detectar adulteracbes em mucarela de bufala quando presente apos
analise, porém quantidades elevadas desta fracdo em amostras comerciais poderdo levantar
suspeitas referentes a autenticidade da marca. A fracdo numero 7, apesar de ser um pequeno pico,
continuou sendo marcador da espécie bovina, com detec¢bes a partir de 5% de leite de vaca,
portanto ndo deve estar presente em amostras comerciais. Estas 2 fracdes foram consideradas
importantes para avaliacdo de mucarela de bufala.

O pico de peptideos marcado com o numero 10 (Figura 16) modificou-se em relacdo ao
tempo 0, ou seja, desapareceu no TRB do tempo 20, devido aos efeitos de protedlise nesta amostra.
Porém, nas demais formulagdes, com excecdo do TRV, este pico ainda apareceu, confirmando-se
como marcador da espécie bubalina. Assim, concluiu-se que, a depender dos efeitos proteoliticos
sofridos pelo queijo durante o processamento e, principalmente, no armazenamento, a presenca
deste pico caracteriza a referida espécie. Portanto, amostras comerciais de mugcarela de bufala

poderdo ou ndo apresentar este pico, a depender dos efeitos de protedlise sofridos pelas mesmas.

Figura 16: Cromatogramas (RP-HPLC) dos peptideos soliveis em agua (PSA) 10, 11 e 12
extraidos de queijos mucarela no tempo 20. (a) TRB; (b) mucarela com 2,5% de leite bovino em
leite bubalino; (c) mucarela com 5,0% de leite bovino em leite bubalino; (d) mucarela com 10,0%

de leite bovino em leite bubalino; (e) mucarela com 20,0% de leite bovino em leite bubalino; (f)
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mucarela com 30,0% de leite bovino em leite bubalino; (g) mucarela com 40,0% de leite bovino em

leite bubalino; (h) mugarela com 50,0% de leite bovino em leite bubalino; (i) TRV.
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A fragdo nimero 11 somente ndo apareceu no TRV, sendo considerado marcadores da
espécie bubalina. Ja as fracdes numeradas como 12 comportaram-se de maneira semelhante as
mesmas do tempo 0, surgindo a partir da amostra com 20% de leite de vaca, crescendo com o
acréscimo de leite bovino nas formulagdes. Em TRV as fracGes referentes a espécie bubalina
desapareceram, com a ocorréncia apenas do pico de peptideos do leite de vaca (Figura 16).

Assim, percebeu-se que mucarela com diferentes formulacdes sdo afetadas de diversas
formas por efeitos de protedlise durante a estocagem. O que antes era considerado peptideo
marcador e/ou eficiente na deteccdo de fraude (Figura 7) foi descartado com o armazenamento das
amostras sob refrigeracdo por 20 dias (Figura 15). Nas condi¢des experimentais estudadas,
concluiu-se que os peptideos numerados por 6, 7, 10, 11 e 12 foram os mais importantes, podendo,
de certa forma, levantar suspeitas sobre a utilizacdo do tipo de leite, bubalino ou bovino, utilizado
na elaboracdo de mucarela de bufala. Complementando as informacdes, foi visto que ndo foi
possivel verificar adulteracdes em mucarela de bafala sem o controle do tempo de armazenamento
das amostras, ou seja, € necessario levar em consideracdo a data de fabricacdo das mesmas.

Os perfis das amostras comerciais foram semelhantes entre si, com a presenga das mesmas
fracOes de peptideos, porém existiram diferencas nos tamanhos e tempos de retengdo dos picos e,

até mesmo, entre os lotes de uma mesma marca (Figuras 17, 18 e 19).
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Figura 17: Cromatogramas (RP-HPLC) de peptideos soluveis em &gua (PSA) extraidos de
amostras comerciais de queijo mucarela de bufala (12 repeticdo). A, B, C, D, E e F correspondem as

marcas comerciais analisadas.
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Figura 18: Cromatogramas (RP-HPLC) de peptideos sollveis em &gua (PSA) extraidos de

amostras comerciais de queijo mucarela de bufala (22 repeticdo). A, B, C, D, E e F correspondem as

marcas comerciais analisadas.
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Figura 19: Cromatogramas (RP-HPLC) de peptideos sollveis em &gua (PSA) extraidos de
amostras comerciais de queijo mucarela de bufala (32 repeticdo). A, B, C, D, E e F correspondem as

marcas comerciais analisadas.
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No total 6 marcas comerciais, em 3 diferentes lotes (repeticdes), foram avaliadas nas
mesmas condigdes experimentais. Os cromatogramas foram comparados com os estudados
anteriormente (Figuras 7 e 15), objetivando-se levantar conclusdes a respeito da veracidade das
informacdes sobre o tipo de matéria-prima (leite) contida nos rotulos das embalagens.

N&o conhecendo-se os diversos processos de fabricacdo das amostras, porém sabendo-se das
diferencas entre a elaboracdo das mesmas, concluiu-se que as diferengas existentes observadas
podem ser oriundas dessas variagoes.

As diferencas entre as massas moleculares (Figura 5 (a) e (c)) e os tempos de retencao
(Figuras 7 e 15) dos possiveis peptideos marcadores das espécies estudados permitiram a
identificacdo de adulteracbes em amostras comerciais de mucarela de bdfala.

Em 9 das 18 amostras comerciais estudadas, ndo foram vistos a presenca de peptideos que
levantaram suspeitas de fraudes por adicdo de leite de vaca. Os resultados foram semelhantes ao que
foi visto na analise de eletroforese, tanto das fragGes proteicas quanto dos peptideos presentes nos
queijos. Assim, estas marcas estdo de acordo com a legislacdo e no que esta especificado em suas
embalagens, com a utilizacdo apenas de leite de bufala nas formulagdes.

Em 5 queijos avaliados, representados pelo primeiro lote (repeticdo) da marca B (Figura 17),
segundo lote (repeti¢do) das marcas B e D (Figura 18) e no terceiro lote (repeti¢do) das marcas B e
D (Figura 19), levantou-se suspeitas de fraudes pela pouca presenca da fracdo de peptideos
numerados por 7, assemelhando-se com os cromatogramas das formulagGes com adigdes de leite
bovino, sendo distintos do padrdo TRB estudado. Por meio dos estudos desta pesquisa,
possivelmente, se estas amostras estiverem fraudadas, as adulteracbes foram realizadas por
quantidades inferiores a 20% de leite de vaca, devido ao ndo aparecimento do pico nimero 12,
caracteristico da espécie bovina a partir da adicdo de 20% de leite de vaca.

Em 4 das 18 amostras estudadas, os trés lotes (repeti¢cbes) da marca F e o terceiro lote
(repeticdo) da marca C (Figuras 17, 18 e 19), foram detectadas semelhangas com os cromatogramas
caracteristicos de vaca e/ou a presenca de fracGes de peptideos considerados possiveis marcadores
da espécie bovina. Assim, concluiu-se, por meio dos resultados, que estas amostras estdo fraudadas
com a adicdo de leite de vaca nas formulagdes. As adulteracdes ocorridas, se realmente estiverem
presentes, ndo ocorreram em niveis baixos e sim em grande escala, principalmente nos trés lotes da
amostra F, devido ao aparecimento do pico nimero 12, caracteristico de vaca a partir de 20%. A
medida em que estes queijos s@o vendidos como mucarela de bafala, o que ocorre é fraude, falta de
respeito e engano aos consumidores.

Resultados semelhantes, a respeito de adulteracbes por leite de vaca em amostras de

mucarela de bufala, foram encontrados por Czerwenka et al. (2010). Os pesquisadores avaliaram
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quinze amostras compradas em mercado austriaco (bancas de mercado, supermercados e
delicatessens) e trés adicionais em supermercados italianos. Os resultados foram avaliados tendo
como base a B-lactoglobulina como marcador para diferenciacdo entre as espécies, por meio de
cromatografia liquida de fase reversa (RP-HPLC) e espectrometria de massa. Em doze das quinze
amostras da Austria e nas trés italianas ndo foi detectado B-LG bovina, indicando que o leite de
vaca nio foi adicionado aos queijos. As trés amostras restantes da Austria, em contraste,
apresentaram quantidades substanciais de B-LG bovina.

Além das condicdes discutidas neste trabalho, pesquisas de diversos autores tornam possivel
a utilizacdo de outros marcadores e/ou por outras técnicas para detectar adulteracbes em mucarela
de bafala, como as concentracdes de proteinas (BOTTERO et al., 2002; LOPEZ-CALLEJA et al.,
2005) e DNA (ENNE et al., 2005).

Os dados apresentados no presente trabalho mostraram-se importantes na deteccdo de
adulteracdes por adicdo de leite bovino em mucarela de bufala. Trabalhos posteriores poderdo ser
desenvolvidos com o intuito de, até mesmo, quantificar com exatiddo o nivel de adulteracdo
empregado nas amostras. Foi visto que fraudes a partir de 5,0% foram detectadas por meio de
analise ao peptideo numero 7. A presenca do peptideo numero 12 confirmou adulteracdes
superiores a, no minimo, 20% de leite bovino em mucarela de bufala.

O controle nos tempos de refrigeracdo das amostras foi de grande importancia, pois foi visto
que as diferencas entre os dois tempos avaliados (Tempo 0 e Tempo 20) influenciaram
significativamente nas caracteristicas dos peptideos, que sofreram efeitos de protedlise (PARENTE
et al., 2012), degradando e/ou surgindo picos de peptideos, alterando a correta definicdo dos
verdadeiros marcadores das espécies em estudo.

O sequenciamento dos aminoacidos presentes nos referidos peptideos considerados
marcadores podera sanar duvidas em relacdo a real existéncia de caracteristicas préprias das
espécies, confirmando a utilizacdo destes peptideos, por meio das técnicas empregadas, como

avaliadores da autenticidade de mugarela de bufala.
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6. Concluséao

N&o foi possivel avaliar a autenticidade de mucarela de bafala por meio das anélises de
composi¢do quimica e caracterizacdo fisico-quimica das amostras. As marcas comerciais avaliadas
encontraram-se de acordo com as legislagdes brasileiras para umidade e GES.

Eletroforese SDS-PAGE mostrou-se eficiente para diferenciar as fragdes proteicas entre
bovinos e bubalinos, com a ocorréncia de peptideos marcadores para as espécies estudadas. 4
amostras avaliadas tiveram suspeitas de adulteracdo por adi¢do de leite de vaca nas formulagcOes
entre as 18 amostras comerciais de mugarela de bufala avaliadas.

Cromatografia RP-HPLC revelou a presenca de possiveis peptideos marcadores das
espécies, concordando com os resultados eletroforéticos. Foi possivel detectar com mais clareza a
autenticidade de amostras comerciais de mugcarela de bdfala, em que 4 foram consideradas
adulteradas, 5 suspeitas e 9 obedecendo a legislacdo, com apenas leite de bufala na composicao.

Os resultados desta pesquisa mostraram-se importantes e eficientes na deteccdo de fraudes
em mucarela de bdfala, porém estudos futuros deverdo ser realizados objetivando-se detalhar os

possiveis peptideos marcadores das espécies, concluindo a respeito da identidade dos mesmos.
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