JULITANA CRISTINA SAMPAIO RIGUEIRA

DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA
DETECCAO DE ADULTERACAO PELA ADICAO DE LEITELHO EM
LEITEEM PO E LEITE FLUIDO

Dissertagdo  apresentada a
Universidade Federal de Vigosa,
como parte das exigéncias do
Programa de PoOs-graduacdo em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
para obtencdo do titulo de “Magister
Scientiae”.

VICOSA
MINAS GERAIS—BRASIL
2006



Ficha catalogr afica preparada pela Secdo de Catalogacéo e
Classificagao da Biblioteca Central da UFV

T
Rigueira, Juliana Cristina Sampaio, 1981-

R572d Desenvolvimento de metodologia analitica para

2006 deteccdo de adulteracdo pela adicdo de leitelho em

leite em po e leite fluido / Juliana Cristina Sampaio
Rigueira. — Vigosa: UFV, 2006.
xv, 58f. il.; 29cm.

Inclui apéndice.

Orientador: Sebastido César Cardoso Brand&o.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de
Vigosa

Referéncias bibliogréficas. f. 47-51.

1. Alimentos - Adulteracdo e inspecéo. 2. Leite -
Inspegdo. 3. Leite- Andlise. 4. Leite - Controle de
gualidade. 5. Fosfolipidios. 6. Leitelho. |. Universidade
Federal de Vigosa. I1.Titulo.

CDD 22.ed. 664.07




JULIANA CRISTINA SAMPAIO RIGUEIRA

DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA
DETECCAO DE ADULTERACAO PELA ADICAO DE LEITELHO EM
LEITEEM POE LEITE FLUIDO

APROVADA: 29 de maio de 2006.

Dissertacdo  apresentada a
Universidade Federal de Vigosa,
como pate das exigéncias do
Programa de PoOs-graduacdo em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
para obtencdo do titulo de “Magister
Scientiae”.

Prof. José Anténio Marques
Pereira

Prof. Juraci Alves de Oliveira

(Co-Orientador)

Prof. Antonio Fernandes de
Carvalho

Prof.2 Edimar Aparecida
Filomeno Fontes

Prof. Sebastido C. C. Branddo
(Orientador)



A Deus, que permitiu gue tudo isso fosse possivel.
Aos meus pais, pelo amor incondicional e confianca.
Ao0s meus irmaos e sobrinhos, pela convivéncia e carinho.

Ao0s meus amigos e familiares.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela presenca e protecao constantes.

A Universidade Federa de Vicosa (UFV) e a0 Departamento de
Tecnologiade Alimentos (DTA), pela oportunidade de realizacdo deste trabal ho.

Ao CNPq, pelo apoio financeiro.

Ao Professor Sebastido César Cardoso Branddo, pela orientacéo,
confianca e ensinamentos.

Aos professores conselheiros, Juraci Alves de Oliveira e José Antonio
Marques Pereira, pela atencao e auxilio.

Aos professores participantes da banca, pela atencdo e receptividade ao
convite.

Ao Professor José Benicio Paes Chaves, pela atencdo dispensada e
contribuicdo nas analises estatisticas.

Aos estagiarios, pela guda e participacéo.

A Lilian, pela amizade, grande apoio e contribuicao.

Aos amigos Sérgio e Paula, pela amizade e disposicdo em gjudar.



A todos os colegas do Laboratério de Andlise de Alimentos e DTA,
Fabiana, Veridiana, Claudia, Ana Claudia, Carmem, Adriana, Maria Patricia e
Thiago, pela convivéncia e cooperacao.

Aos colegas Mauricio, Baltazar e Giulliano, pela colaboracéo.

Ao Laticinios-Escola (UFV-Funarbe) e aos seus funcionarios, pela guda
prestada no desenvolvimento deste trabal ho.

A todas as industrias que forneceram amostras de leitelho, para realizacéo
das andlises.

Aos meus pais, pela dedicacéo e estimulo constante.

A0s meus irmaos, pela convivéncia.

Aos meus sobrinhos, pelo carinho.

Ao Daniel, pela compreensdo, carinho e paciéncia nos momentos dificeis.

Aos amigos e familiares, pelo incentivo.

Aos demais professores, colegas e funciondrios do Departamento de
Tecnologia de Alimentos e de outros departamentos, que contribuiram para a

realizacdo deste trabal ho.



BIOGRAFIA

JULIANA CRISTINA SAMPAIO RIGUEIRA, filha de Paulo Cesar
Rigueirae de AnaMaria Sampaio Rigueira, nasceu em Vicosa, Minas Gerais, em
16 de setembro de 1981.

Em marco de 2000, iniciou na Universidade Federal de Vicosa, em
Vigosa, Minas Gerais, 0 curso de graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de
Laticinios, graduando-se em janeiro de 2004. Ingressou, em marco de 2004, no
curso de Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, nessa mesma

Universidade, submetendo-se a defesa de tese em maio de 2006.



CONTEUDO

LISTA DE QUADROS.........oi ettt sttt ssesseseessensensenens viii
LISTA DE FIGURAS. ... .ottt sttt rtee st e st e e nnne e Xi
S U SR Xii
ABSTRACT ettt b e bbb naee s Xiv
1 - INTRODUGAO ......coieeeeeeeeteeeeeteete e aestsnasss s asstasas s anssnens 1
2-REVISAODE LITERATURA.......ooooteeteeeeeteeeeteessentsss s sessssassensessasnansanes 3
2.1 - Problemas de adulteragOes em alimentos ..........cccceceererereenieseseese e 3
P2 I ) (. | oo T 4
2.3 - Membrana do globulo de gordura...........cceeceeeeeceeieese e 5
P2 T o[ (=0 LTS 7
2.5 - FOSFOlIPIAEOS. .....veeueeiecieeie sttt s sne e 9
2.6 - MELOAOS A BNAIISES ......ccveiveiieeiesie ettt 11
2.6.1 - Determinacao espectrofotométrica de fosfolipideos...........ccocune... 11
2.6.2 - Métodos de extragdo dafragdo lipidica.........cvererieierieriencnineens 12
2.6.3 - DeterminaCao de fOSfOr0.......ccccvvvieiie e 12
3-MATERIAL EMETODOS........coieeeeieeeeeeeeseessees st enes s en s 14
G A N 1 001 = SR 14
G Y/ T (o0 (o] Lo | - TS 14
3.2.1- EXtrag80 de lIPIdEOS .....cceiveriirieeie et 14
3.2.1.1 - AMOSIras fluidas........ccovvveieeiiniieeesee s 15
3.2.1.2 - AMOSITaS EM PO...c.veiveeiesiicieeie ettt sre e enes 16
3.3 - ANAlISE AETOSIOr0 ..ot e 16

Vi



3.3.1- Cacinacdo damatéria OrganiCa.........ccccceeveeseeseeieeseeseesreesreesee e 16

3.3.2- Curvade calibracgo de fOSfOro...........ccooerereninenereeeeeeeseseens 17
3.3.3 - Determinacao espectrof OtOMELNICaL.........cceeveeveeiieiee e 17

3.4 - Determinagdo de foSfOliPIdEOS .......cviirererese e 18
3.5 - Determinacdo do limite de deteCCa0 ..........cccvveeveeveeiee e 18
3.6 - Determinac8o de SOlIAOS tOtAIS .......cceeveeieciecee e 19
3.7 - ANAlISES EHAITICAS......ueeeeviciiee e 19

4 - RESULTADOS E DISCUSSAOQ.......ociiiieiirieiississssssssssssssssssssessessssanes 22
4.1 - DeterminaG80 de lIPIAEOS.......coeieierieeeerere s 22
4.2 - Determinagao da precisdo dametodologia.........ccvevveeeeeeeseeseeseeseene 25
4.3 - Determinagdo de fosfolipideoS tOtalS. ......oveerererererere e 26
4.4 - TeSte de LIlTEfOrS ....ccvieeeeceeeseeee e 35
4.5 - Determinacao do limite de deteccdo da adicéo de leitelho ao leite. ........ 36
4.5.1 - Adicao deleitelho fluido em leite fluido desnatado..............cccveee. 36
4.5.2 - Adicao deleitelho fluido em leite fluido integral ...........cceeeeeeeneee. 37
4.5.3 - Adicdo de leitelho em p6 em leite em po desnatado............cc.cu...... 38
4.5.4 - Adicdo deleitelho em p6 em leiteem pdintegral ..........cccceevveeneneen. 39

4.6 - Determinag80 de SOlidOS tOtaIS .......cveveeeerereresie s 40

5 - CONCLUSAOD ...ttt sttt a4
6 - CONSIDERACOES FINAIS ...ttt eeeeeeee e en s eseen e, 46
7 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oovieveieiecseise e 47
8 - APENDICE ...ttt sttt bbbt 52

Vii



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 — Estimativas da composicéo do glébulo de gordura, da membrana do
glébulo de gordura, das particulas lipoprotéicas e sérum do leite....... 6
Quadro 2 — Composicdo dos lipideosdo leitedevaca. .........cccoeevveveecieccieciecne, 9
Quadro 3 — Distribuicdo das classes de fosfolipideos no leite de vaca e as
resSpectivas massas MOIArES. .......cceovevereere e s 10
Quadro 4 — Concentragdo media de lipideos em porcentagem (m/m) em leite
fluido desnatado (LD), leite fluido integral (LI), leite em pd desnatado
(LPD), leite em po integral (LPI), leitelho fluido proveniente da
batecdo do creme com o teor de gordura padronizado com é&gua
(LTA), leitelho fluido proveniente da batec&o do creme com o teor de

gordura padronizado com leite desnatado (LTL) e leitelho em po

Quadro 5 — Concentracdo média de lipideos em porcentagem (m/m) de cada
amostra de leitelho fluido proveniente da batecdo do creme com o
teor de gordura padronizado com agua(n=16)...........cccceevevurriuernnene 24
Quadro 6 — Concentracdo média de lipideos em porcentagem (m/m) de cada
amostra de leitelho fluido proveniente da batecdo do creme com o
teor de gordura padronizado com leite desnatado (n=11). ................ 24
Quadro 7 — Concentragcdo média de fosfolipideos totais (mg/100 g) de 30
repeticoes realizadas em uma Unica amostra de leite fluido desnatado
e uma unica amostra de leitelho fluido proveniente da batecdo do

creme com o teor de gordura padronizado com leite desnatado........ 26

viii



Quadro 8 — Concentracéo meédia de fosfolipideos totais expressa em mg/100 g de

cada amostra de leite fluido desnatado (N=26). .......ccccccerverivrrnennnnne 27
Quadro 9 — Concentracdo meédia de fosfolipideos totais expressa em mg/100 g de
cada amostra de leite fluido integral (N=32)........ccceevervvrivriinrcnnnnnnne 28

Quadro 10 — Concentracdo média de fosfolipideos totais expressa em mg/100 g
de cada amostra de leite em pd desnatado (N=20)..........ccceeeeeevenneee. 29
Quadro 11 — Concentracdo média de fosfolipideos totais expressa em mg/100 g
de cada amostra de leite em pé integral (N=23).......cccccceevvvvvervneennene. 30
Quadro 12 — Concentracdo meédia de fosfolipideos totais expressa em mg/100 g
de cada amostra de leitelho fluido proveniente da batecéo do creme
com o teor de gordura padronizado com agua (N=16)....................... 31
Quadro 13 — Concentracdo média de fosfolipideos totais expressa em mg/100 g
de cada amostra de leitelho fluido proveniente da batecdo do creme
com o teor de gordura padronizado com leite desnatado (n=11). ..... 32
Quadro 14 — Concentragdo média de fosfolipideos totais (mg/100 g) em leite
fluido desnatado (LD), leite fluido integral (LI), leite em pd desnatado
(LPD), leite em po integral (LPI), leitelho fluido proveniente da
batecdo do creme com o teor de gordura padronizado com é&gua
(LTA), leitelho fluido proveniente da bategdo do creme com o teor de

gordura padronizado com leite desnatado (LTL) e leitelho em po

Quadro 15 — Resultado do teste de Lilliefors para cadatipo de |leite analisado. . 35
Quadro 16 — Concentracdo média de fosfolipideos totais (mg/100 g) para
diferentes adicbes de leitelho em leite fluido desnatado. .................. 37
Quadro 17 — Concentracdo média de fosfolipideos totais (mg/100 g) para
diferentes adicOes de leitelho em leite fluido integral. ...................... 38
Quadro 18 — Concentracdo média de fosfolipideos totais (mg/100 g) para
diferentes adicOes de leitelho em leite em po desnatado.................... 39
Quadro 19 — Concentracdo média de fosfolipideos totais (mg/100 g) para
diferentes adicles de leitelho realizadas no leite em po integral........ 40



Quadro 20 — Resultados da concentracdo media de solidos totais (% m/m),
fosfolipideos totais expressos em mg/100 g leitelho fluido e em
mg/100 g solidos totais nas amostras de leitelho fluido proveniente da
batecdo do creme com o teor de gordura padronizado com é&gua
(0 ) TR 41

Quadro 21 — Resultado da concentragdo media de sblidos totais (% m/m),
fosfolipideos totais expressos em mg/100 g leitelho fluido e em
mg/100 g solidos totais nas amostras de leitelho fluido proveniente da
batecdo do creme com o teor de gordura padronizado com leite
(05 g r= 0 (o J (1 it I ) 42

Quadro 22 — Resultado das concentragcdes médias de fosfolipideos totais (mg/100
(oS00 (0153 0] =) 42



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Estrutura molecular do fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina. ......... 9

Figura 2 - Distribui¢éo normal, sendo L ameédia e s o desvio-padréo

Xi



RESUMO

RIGUEIRA, Juliana Cristina Sampaio, M.S., Universidade Federal de Vicosa,
maio de 2006. Desenvolvimento de metodologia analitica para deteccéo de
adulteracdo pela adicdo de leitelho em leite em p6 e leite fluido.
Orientador: Sebastidao César Cardoso Brandado. Conselheiros: Mauro Mansur
Furtado e Juraci Alves de Oliveira

Foi desenvolvida metodologia analitica quantitativa para detectar
adulteracdo de leite em po e leite fluido por adicdo de leitelho, com base na
determinacdo da concentracdo de fosfolipideos totais. As amostras foram
submetidas a extracdo de lipideos pelo método Roese-Gottlieb; calcinacdo da
matéria organica; derivatizacdo do fosforo; e andlise espectrofotométrica para
determinacdo da concentracdo de fosforo. A concentracdo de fésforo foi
convertida em fosfolipideos totais, com base na massa molar da fosfatidilcolina,
o fosfolipideo, presente em maior concentracdo no leite. Os resultados do
coeficiente de variacdo obtidos em trinta repetices realizadas em uma unica
amostra de leite fluido desnatado e em uma Unica amostra de leitelho fluido
proveniente de creme com teor de gordura padronizado com leite desnatado,
foram 3,43 e 3,62, respectivamente, ou sgja, 0 método apresentou boa precisio.
A concentracdo média de fosfolipideos totais nas amostras de leite desnatado e
integral, ambos fluido e em pd, somada a trés vezes o desvio-padrdo, foi o limite
padréo maximo recomendado da concentracdo de fosfolipideos totais. Este limite
foi de 21,66 mg/100 g, 36,19 mg/100 g, 217,38 mg/100 g e 333,05 mg/100 g para

leite fluido desnatado, leite fluido integral, leite em pd desnatado e leite em pd

Xii



integral, respectivamente. Amostras com concentracdo de fosfolipideos totais
superior aos valores citados acima podem ser consideradas adicionadas de
leitelho. Estes valores representam uma adicéo de 2,60 % (m/m) de leitelho ao
leite fluido desnatado, 5,46 % (m/m) ao leite fluido integral, 6,41% (m/m) ao
leite em pO desnatado e 5,86 % (m/m) ao leite em pd integral. A metodologia
desenvolvida, além de fécil implantagcdo e execucdo, possui baixo custo quando
comparada com o méodo da Comunidade Européia, que utiliza cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC).
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ABSTRACT

RIGUEIRA, Juliana Cristina Sampaio, M.S., Universidade Federal de Vicosa,
May, 2006. Development of analytical method for detection of
adulteration by buttermilk addition in milk powdered and milk fluid.
Adviser: Sebastido César Cardoso Branddo. Co-Advisers. Mauro Mansur
Furtado and Juraci Alves de Oliveira

A gquantitative analytical method was developed to detect adulteration of
powdered milk and fluid milk by buttermilk addition based on total
phospholipids concentration. The samples were subjected to lipids extraction by
the methodologies of Roese-Gottlieb, phosphorus derivatization, organic matter
cacinations, and spectrophotometer analysis to determine phosphors
concentration. Phosphorus concentration was converted to total phospholipids
based on the molecular mass of the phosphatidylcholine, a phospholipid present
in milk at the highest concentration. The coefficient of variation obtained from
thirty repetitions carried out in one single sample of skimmed fluid milk and one
single sample of fluid buttermilk derived from cream with fat level standardized
by skimmed milk were 3,43 and 3,62, respectively. That is to say, the method
showed good accuracy. The maximum limit standard of total phospholipid
concentration was recommended on the basis of the mean concentration of total
phospholipids from the samples of skimmed and whole milk, both fluid and
powdered, added three times the standard deviation. This limit was of 21,66
mg/100 g, 36,19 mg/100 g, 217,38 mg/100 g and 333,05 mg/100 g for skimmed
fluid milk, whole fluid milk, skimmed powdered milk, and whole powdered

Xiv



milk, respectively. Samples with total phospholipid concentrations above these
limits could be considered as added of buttermilk. These values represented an
addition of 2,60 % (m/m) of buttermilk into skimmed fluid milk, 5,46 % (m/m)
into whole fluid milk, 6,41 % (m/m) into skimmed powdered milk and 5,86 %
(m/m) to whole powdered milk. The developed method, besides being of easy
implementation and execution, has low cost when compared to the European
Community method, which uses high performance liquid chromatography
(HPLC).
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1- INTRODUCAO

As adulteracbes em alimentos podem ser praticadas com a adicéo de
ingredientes ndo permitidos, para reduzir custos. O leite pode ser
intencionalmente adulterado com uma série de substancias. Entre elas, podemos
citar aagua e o soro de leite.

Como as adulteragdes fraudulentas ocorrem no Brasil e comprometem a
qualidade do produto, € cada vez mais importante detectar a introducdo no
mercado, de produtos adulterados e de qualidade inferior, sejam por razbes
econdmicas ou de salide publica.

Nos Ultimos anos, denincia de adulteracbes em todos os setores
produtivos, incluindo o segmento dos lécteos, tem sido divulgada. Dados
fornecidos pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, do ano de
2003, revelaram adulteracbes em 43 % das 74 industrias analisadas em 13
estados brasileiros, com apreensdo de 162,9 toneladas de produtos lacteos fora
dos padrdes (Jornal do Brasil, 2005).

A legisacdo brasileira estabelece penalidades para a adulteracéo do leite
pasteurizado, esterilizado e em pd, como forma de manter a qualidade nutritiva
original, preservar o conceito de sua pureza como alimento e tornar justa e leal a
concorréncia entre as diversas industrias de laticinios. “A ateracéo de substancia
alimenticia, modificando-lhe a qualidade ou reduzindo-lhe o valor nutritivo” esta4
prevista no Cédigo Penal Brasileiro, que determina pena de recluséo de 1 a 2

anos e multa para os adulteradores, para quem vende, expde a venda, tem em



depdsito a vender, ou, de qualquer forma, entrega a0 consumo a substéncia
dterada (BRASIL, 1998).

Uma das formas de adulteracdo do leite é a adicdo de leitelho, um
subproduto da fabricagdo de manteiga, definido pela “European Community
Customs Tariff” (Taxas Alfandegarias da Comunidade Européa como um
liquido branco, contendo substancias protéicas, tragos de gordura, fosfatos e
algumas vitaminas do leite.

A composicdo do leitelho é similar a do leite desnatado, com excegdo da
maior quantidade de proteinas e fosfolipideos derivados da membrana do gldbulo
de gordura (MISTRY et al., 1996), o que dificulta a identificacdo de adulteracdo.
No entanto, como a maioria dos componentes das membranas dos glébulos de
gordura € liberada para a fase aquosa, durante a inversdo de fases do creme, a
guantidade de fosfolipideos totais € de sete a nove vezes maior no leitelho do que
no leite desnatado.

Alguns métodos analiticos foram desenvolvidos para a deteccdo de
adulteracéo de leite por adicdo de leitelho, como a utilizagcdo da cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC) com coluna de fase-reversa, método oficial da
Comunidade Européia. Porém, no Brasil, ainda ndo ha um método oficia para
esta determinacao.

As consideragOes acima enfatizam a necessidade do desenvolvimento de
um método sensivel e de baixo custo para detectar este tipo de adulteracdo em
leite. Desta forma, este trabalho teve como objetivos: desenvolver uma
metodologia analitica para detectar adulteracdo decorrente da adicéo de leitelho
a0 leite desnatado e integral, tanto em po como fluido, através da determinacéo
espectrofotométrica da concentragcdo de fosfolipideos totais, propor o
estabelecimento de um limite maximo da concentracdo de fosfolipideos totais

presentes em |eite desnatado e integral.



2- REVISAO DE LITERATURA

2.1- Problemasde adulteracfes em alimentos

Os aimentos estdo sempre vulnerdveis a misturas fraudulentas ou
adulteragbes com substancias de valor inferior. Numa tentativa de coibir agGes
fraudulentas, a Association of Official Analytical Chemists (AOAC) estabel eceu
padrdes de Identidade e Qualidade para alimentos e produtos industrializados.
Métodos de avaliacdo de amostras de alimentos foram desenvolvidos para
comparacdo com tais padrdes. Estes métodos, agora aceitos como oficiais ou
padrées podem ser divididos em métodos analiticos fisicos, quimicos,
instrumentais, nutricionais, microbiologicos e sensoriais (SINGHAL et a.,
1997).

Especificamente em relagdo a adulteracédo do leite, alegislacdo brasileira é
clara e objetiva, quando define que somente sdo considerados leite fluido
(pasteurizado ou UHT) e leite em p6 aqueles produtos que ndo sofreram a adicéo
de produtos ndo permitidos. Desta forma, fica claro que a adicdo de quaisquer
outros produtos, tal como o leitelho, é proibida por Lei e considerada uma fraude.
A adicdo de leitelho € econdbmica e € considerada fraude econdmica. A
Legidacdo Federal prevé, aém de outras penaidades, o confisco do produto
(BRASIL, 1952).



2.2 - Letelho

Denomina-se leitelho o liquido resultante da inversdo de fase do creme na
fabricac8o da manteiga. Ele é rico em proteina e sais minerais e pode ser disposto
para consumo no estado fresco ou em po (BRASIL, 1950).

Durante o processo de fabricacdo da manteiga, o creme é submetido a
maturacdo fisica, que consiste no seu resfriamento apos a pasteurizagdo, com a
finalidade de solidificar a gordura, facilitando a inversdo de fase e diminuindo,
conseguentemente, a perda de gordura no leitelho (MULVA, 1970).

A maturacdo biologica é realizada mediante a acidificacéo do creme, com
0 objetivo de conferir a manteiga sabor e aroma caracteristicos. Esta acidificacdo
€ processada com cultivos de bactérias | acticas produtoras de aroma, adicionadas
ao creme naformade fermento (ADAMIK e SALAZAR, 1976).

Durante a batecéo do creme, apos o rompimento dos glébulos de gordura e
liberacdo da gordura liquida, ocorre a inversdo de fases (transformacdo da
emulsdo de gordura em agua, para emulséo de &gua em gordura) com a
consequente liberacdo de fosfolipideos e proteinas presentes na membrana do
glébulo para a fase aquosa, que € denominada de leitelho (CORREDIG et 4.,
2003).

A guantidade de manteiga produzida nos Estados Unidos por ano €, em
meédia, de 600 milhdes de quilogramas, com a producéo de 2 a 2,5 milhdes de
quilogramas de leitelho em po. Esta producéo de leitelho para utilizagdo como
ingrediente na industria de alimentos tem grande impacto econémico (USDA,
2001). No Brasil, em 2003, a producdo de manteiga foi de 78 milhdes de
quilogramas (EMBRAPA, 2006).

No Brasil, o leitelho é geralmente descartado e, neste caso, € uma grande
fonte de poluicdo ambiental. Entretanto, a utilizacdo de leitelho em p6 como
ingrediente pode aumentar o valor econdmico deste subproduto, além de reduzir
0 custo com o tratamento de residuos industriais (MALIN et al., 1994). H&

possibilidade de utilizar o leitelho como ingrediente em vérios produtos



alimenticios, tais como pées, iogurtes, chocolates, sopas e molhos. Quando usado
como ingrediente de alimentos pode contribuir para consisténcia, sabor, aroma e
propriedade emul sificante (Fryksdale (2001), citado por ASTAIRE, 2002).

A utilizagdo do leitelho como como ingrediente € atribuida a semelhanga
de suas propriedades com as do leite desnatado e a presenca de substancias
liberadas da membrana do globulo de gordura, principalmente fosfolipideos e
proteinas. Caseinas e proteinas do soro constituem uma grande porcentagem do
total das proteinas presentes no leitelho (CORREDIG e DALGLEISH, 1998).

A potencia utilizacdo de leitelho em pd como agente emulsificante foi
primeiramente demonstrado por CORREDIG e DALGLEISH (1998), usando
uma emulsdo de dleo de soja (0leo/dgua). A concentracdo de 1 % de leitelho em
po foi suficiente para estabilizar uma emulséo de 6leo de soja (10 % m/m) a 25

oC. Entretanto, a estabilizag&o diminuiu com o aumento da temperatura.

2.3 - Membrana do glébulo de gordura

A gordura do leite contribui para as caracteristicas de aparéncia, textura,
sabor, aroma e estabilidade de produtos derivados de leite, além de ser fonte de
energia, &cidos graxos essenciais, vitaminas e varios outros componentes
(MILLER et al., 1999).

Os glébulos de gordura do leite, cujo diametro varia de 0,1 pm a 10 pum
(JENSEN, 2002), sdo envolvidos por uma camada protetora conhecida como
membrana do glébulo de gordura (YE et a., 2002).

O tamanho do globulo de gordura tem influéncia crucial na estabilidade e
propriedades tecnoldgicas do leite, sendo que os glébulos de maior tamanho séo
mai's susceptiveis a coalescéncia e lipolise durante o bombeamento (WIKING et
al., 2003).

A membrana do globulo de gordura consiste de uma mistura complexa de
proteinas, glicoproteinas, triacilglicerdis, fosfolipideos, colesterol, enzimas e
outros componentes (McPHERSON e KITCHEN, 1983; MAHTER, 2000). As



estimativas da composicdo do globulo de gordura e da sua membrana, das
particulas lipoprotéicas e sérum do leite sdo apresentadas no Quadro 1.

Quadro 1 — Estimativas da composi¢do do glébulo de gordura, da membrana do
glébulo de gordura, das particulas lipoprotéicas e sérum do leite.

Componentes Quantidade em 1 kg de leite
Glébulo degordura
Glicerideos
Triacilglicerdis 409
Diglicerideos 01g
Monoglicerideos 10 mg
Acidos Graxos 60 mg
Esterdis 90 mg
Carotendides 0,3mg
Vitaminas A, D, E, K +
Agua 60 mg
Membrana do glébulo de gordura
Agua +
Proteinas 700 mg
Fosfolipideos 250 mg
Cerebrosideos 30 mg
Glicerideos +
Acidos graxos 15 mg
Esteréis 15mg
Particulas Lipoprotéicas
Lipideos +
Proteinas +
Enzimas +
Agua +
Sérum
Lipideos
Glicerideos +
Acidos graxos 20 mg
Fosfolipideos 100 mg
Cerebrosideos 10 mg
Esterois 70 mg
+ presenca

Fonte: Adaptado de WALSTRA et al. (1999).

As propriedades funcionais dos componentes da membrana podem ser
atribuidas a sua composicdo quimica e propriedades fisico-quimicas (LEE e
SHERBON, 2002). Algumas propriedades de produtos derivados do leite, tais

como a estabilidade e a aceitabilidade, sGo determinadas pelos componentes da



membrana do globulo de gordura (CORREDIG e DALGLEISH, 1997; YE et d.,
2002).

A composicdo da membrana do glébulo de gordura do leite pode ser
alterada por véarios fatores, tais como variagdes relacionadas ao animal, ao
ambiente e ao processamento. Os fatores relacionados ao animal incluem a dieta,
a estacdo do ano, a presenca de bactérias em leite mastistico e o estagio de
lactacdo. O fator ambiental inclui a presenca de bactérias no leite pré ou pés
contaminado (McPHERSON e KITCHEN, 1983). Os fatores relacionados ao
processamento s&0 o resfriamento, a secagem, a agitagcdo, 0 aguecimento e a
homogeneizacdo. Dentre estes fatores, o tratamento térmico do leite pode causar
desnaturacdo de proteinas do soro que interagem com 0s componentes da
membrana, bem como com a k-caseina das micelas de caseina (CORREDIG e
DALGLEISH, 1996).

A homogeneizacdo causa significativa mudanga na composicdo da
membrana do glébulo de gordura. Ela rompe o glébulo de gordura, subdividindo-
os em glébulos de menor didmetro (DARLING e BUTCHER, 1978), os quais
s80 rapidamente cobertos por proteinas do leite, predominantemente caseinas
(WASTRA et al., 1999).

2.4 - Lipideos

A classificagcdo geral dos lipideos tem como base 0s seus componentes
estruturais e pode ser definida por uma variedade de substancias, incluindo
triacilglicerdis, dcoois (esterdis, tocoferdis), hidrocarbonetos (carotenos), ceras,
fosfolipideos, &cidos graxos, vitaminas lipossoliveis como A, D, E, K,
glicolipideos e lipoproteinas (FENNEMA, 1996). Todos os lipideos contém na
molécula carbono, hidrogénio e oxigénio; em algumas classes sdo encontrados
fosforo, nitrogénio e, as vezes, enxofre. Ocorrem, em quase todas as células,
animais e vegetais de onde podem ser facilmente extraidos com solventes

organicos de baixa polaridade.



Os lipideos mais simples e abundantes, que contém os acidos graxos como
unidades fundamentais, sdo os triacilglicerdis, freglientemente denominados

gorduras neutras ou triglicerideos, que séo ésteres do alcool glicerol com trés

moléculas de acidos graxos (MORETTO e FETT, 1989).

A manteiga € uma mistura de triacilglicerois, alguns dos quais possuem
acidos graxos de cadeia curta, com baixos pontos de fusdo, e que conferem
maciez a manteiga a temperatura ambiente (LENHINGHER, 1995).

A maioria dos lipideos sdo derivados ou possuem em sua estrutura écidos
graxos, que sdo acidos organicos, a maioria de cadeia alquil longa, com mais de
doze carbonos. Esta cadeia alquil pode ser saturada, acidos graxos geramente
solidos a temperatura ambiente, com excegdo dos &cidos graxos de cadeia curta
ou instaurada, geramente liquidos a temperatura ambiente. Os principais acidos
graxos saturados encontrados no leite sdo o butirico, capréico, caprilico, caprico,
l&urico, palmitico, esteérico, miristico e araquidico e osinsaturados so o oléico e
linolénico (WILSTER, 1957).

As funcdes biolbgicas dos diferentes lipideos séo igualmente diversas. Em
muitos organismos, os triacilgliceris sdo formas principais de armazenar
energia, enquanto os fosfolipideos e os esterdis compdem metade da massa das
membranas bioldgicas. Outros lipideos, embora presentes em quantidades
relativamente pequenas, desempenham papéis crucias como cofatores
enzimaticos, transportadores de elétrons, pigmentos que absorvem radiacGes
luminosas, agentes emulsificantes, horménios e mensageiros intracelulares
(LEHNINGER, 1995).

As principais classes de lipideos do leite estdo apresentadas no Quadro 2.
Nota-se que os triglicerideos representam cerca de 98 % da composicdo dos
lipideos do leite. A maioria dos fosfolipideos encontra-se na membrana do
glébulo de gordura (WASTRA et al., 1999).



Quadro 2 — Composic¢ao dos lipideos do leite de vaca.

Classe dos lipideos Porcentagem
Triglicerideos 98,3
Diglicerideos 0,30
Monoglicerideos 0,03
Acidos graxos livres 0,10
Fosfolipideos 0,80
Colesterol 0,30
Esteres de colesterol 0,02
Carotenoides + Vitamina A 0,002

Fonte: WALSTRA et al. (1999).

2.5 - Fosfolipideos

Os fosfolipideos, apesar das diferencas estruturais, sdo todos constituidos
de uma regido apolar de &cidos graxos e de umaregido polar, que contém fosfato
e outros grupos polares (MOTTA, 2005).

Dentre os constituintes da gordura do leite, os fosfolipideos representam
uma pequena quantidade, cerca de 0,2 % a 1 %, os quais diferem na estrutura da
regido polar. As cinco principais classes presentes séo: fosfatidilcolina (FC),
fosfatidiletanolamina (FE), esfingomielina (EM), que representam cerca de 90 %
(m/m) do total, fosfatidilinositol (FI) e fosfatidilserina (FS), constituindo apenas
fragbes 3 % a7 % do total dos fosfolipideos (FAGAN e WIJESUNDERA, 2004).
As estruturas de dois principais fosfolipideos, FC e FE estéo apresentadas na

Figura 1:
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Figura 1 — Estrutura molecular do fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina.



A composicdo de fosfolipideos do leite de vaca e as suas respectivas

massas molares sdo apresentados no Quadro 3.

Quadro 3 — Distribuicdo das classes de fosfolipideos no leite de vaca e as
respectivas massas molares.

Classes de Fosfolipideos Porcentagem Massa Molar
Fosfatidilcolina 35 764
Fosfatidiletanolamina 32 742
Esfingomielina 25 770
Fosfatidilinositol 5 855
Fosfatidilserina 3 784

Fonte: Adaptado de CHRISTIE (1995) e WALSTRA et al. (1999).

Varios destes fosfolipideos podem atuar como agentes emulsionantes
(compostos que promovem a dispersdo coloidal de um liquido em outro) e
agentes surfactantes (compostos que reduzem a tensdo superficid em uma
interface). Os fosfolipideos exercem essas fungbes por serem moléculas
anfifilicas.

Os fosfolipideos estéo presentes no leite integral, em uma concentracéo de
20 a 50 mg por 100g de leite. No leitelho fluido a concentracdo de fosfolipideos
totais € de sete a nove vezes maior do que no leite fluido desnatado, 120 a 180
mg por 100g de leitelho fluido contra 15 a 20 mg por 100g de leite fluido
desnatado. Estas concentragdes podem variar de acordo com os fatores
ambientais, condigdes alimentares, estégio de lactagcdo e condic¢des de salide dos
animais (CHRISTIE et a., 1987).

BITMAN e WOOD (1990) realizaram estudos da composicéo do leite de
vacas em diferentes dias de lactacéo, verificando que os triacilglicerdis, 96 % a
97 % do total de lipideos, foram relativamente constantes durante toda a lactacéo.
Fosfolipideos e colesterol, que representam 1 % e 5 % do total de lipideos,
respectivamente, diminuiram com o avanco da lactacdo. As cinco principais
classes de fosfolipideos (fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina,

fosfatidilinositol e esfingomielina), apesar da diminuicdo do conteldo total, as
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proporgoes relativas destas classes mantiveram constantes durante toda a
lactaco.

A concentracdo de fosfolipideos, para produtos em po, pode ser ainda
afetada pelo processamento, incluindo separagdo do creme, aguecimento,
agrupamento dos peguenos glébulos de gordura e envelhecimento do po6 (Walstra
e Jenness, 1984, citado por RESMINI et al., 1988).

No leite e derivados, os fosfolipideos estdo concentrados principal mente
na membrana do globulo de gordura e o restante encontra-se ligado a caseina
(CHRISTIE, 1995). Durante o processamento de leite, a membrana do gldbulo de
gordura pode ser rompida e os fosfolipideos ficam, entdo, associados com a fase
aguosa. Durante o processamento da manteiga, a maioria dos fosfolipideos é
liberada para o leitelho (CHRISTIE et a., 1987).

2.6 - Métodos de analises

2.6.1 - Deter minagéo espectr ofotométrica de fosfolipideos

A determinacéo de fosfolipideos do leite e derivados envolve diferentes
etapas, dentre elas: extracdo de lipideos; isolamento da frag&o de fosfolipideos de
outras classes de lipideos; calcinacdo da matéria organica; preparo da solucéo
mineral e quantificacdo do fosforo.

Para a quantificacdo dos fosfolipideos totais determina-se, iniciamente, a
concentracéo de fosforo por espectrofotometria e, entéo, converte-se os valores
em equivalentes de fosfolipideos totais (CZERNIAK e SZLYK, 2003).

Outros meétodos foram propostos, tal como o méodo oficia da
Comunidade Européia, que utiliza a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(RESMINI et al., 1988). Apesar de ser um método sensivel e sofisticado, a

tecnologia empregada € muito cara, ndo sendo viavel para analise de rotina.
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2.6.2 - Métodos de extracao da fracao lipidica

A extragdo lipidica é uma determinacdo importante em estudos
bioquimicos, fisioldgicos e nutricionais dos mais diversos tipos de alimentos e,
portanto, deve ser realizada com cautela. Algumas amostras requerem cuidados
especiais para a obtencdo da fracdo lipidica, pois fatores como oxidacdes
indesgjadas podem influenciar na qualidade final da fracdo lipidica O
procedimento classico, no qual a amostra € submetida & extracdo em uma
aparelhagem de vidro (idealizado por Soxhlet em 1879) com refluxo de
solventes, por muitas horas, deve ser evitado, ja que favorece as reacOes de
peroxidacdo e de hidrédlise (KATES, 1972). Outros métodos para extracdo
lipidica foram propostos, tais como o método de Folch et a. (1956) e Bligh e
Dyer (1959). Porém, um procedimento de extracdo efetivo, que supera
amplamente as dificuldades citadas no método do Soxhlet, € 0 método Roese-
Gottlieb, adotado como oficial pela IDF/FIL. O método IDF 1C (1987) é usado
paraleite fluido eleitelho fluido e o IDF 9C (1987) paraleite em po e leitelho em

7

po.

O procedimento de Roese-Gottlieb tem como base 0 uso de hidréxido de
amonio para solubilizar as proteinas, neutralizar a acidez e reduzir a viscosidade;
0 uso do alcool para quebrar a emulsdo lipideos-caseina; e a mistura éter etilico e
de petréleo para extrair os lipideos. O éter de petrdleo € usado para diminuir a
solubilidade das substéncias ndo lipidicas sollveis em éter etilico (BRASIL,
2003).

2.6.3 - Determinacéao de fésforo

Para determinagdo de um elemento mineral deve-se primeiro oxidar o
material organico presente na amostra, convertendo-o para a forma inorganica.

Amostras contendo lipideos sdo mais dificieis de oxidar (KOVACS, 1986).
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Dependendo da amostra, a mineralizagdo da matéria organica pode ser
conduzida pela digestdo Umida, onde os compostos organicos séo oxidados a
guente, utilizando acidos fortes, tal como nitrico e perclérico, ou pela digestéo
seca, através da gueima em mufla a temperatura entre 550 °C a 600 °C (GOMES
et a., 2003).

RHEE e DUGAN (1967) verificaram que a concentracdo de acido na
digestdo Umida é critica para obter-se reprodutibilidade nas determinacdes de
fosforo. O método requer um prolongado periodo de aguecimento, quando a
amostra contém grande quantidade de matéria organica.

Estudo realizado por KOVACS (1986), em amostra de lipideos de cereais
para determinacdo de fésforo, mostrou que a correlacdo entre a adicdo e a
recuperacéo de fosforo € mais eficiente quando a digestédo seca € usada. O
desvio-padréo e o coeficiente de variacdo foram altos para digestdo umida. O
estudo mostrou que a digestdo seca fornece resultados mais seguros,
especialmente quando amostras sdo de dificil digestdo, como as amostras que
contem alta concentracdo de lipideos.

Apoés a oxidacdo exaustiva da matéria organica, o e emento fésforo pode
ser determinado por varios métodos espectrofotométricos, muitos dos quais
baseados na reacéo do fésforo com molibdato de ambnio, que, em meio &cido e
na presenca de um agente redutor adequado, produz fosfomolibdato de amdnio.
A quantidade de fésforo é determinada medindo-se aintensidade de cor azul, que
€ produzida pela formacdo de fosfomolibdato. A coloracdo azul é devida aos
Oxidos coloidais reduzidos de molibdato. A cor é estavel em solucdo acida
(SILVA e QUEIROZ, 2005).
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3- MATERIAL E METODOS

Os ensaios experimentais foram conduzidos no Laboratorio de Andlise de
Alimentos do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade
Federal deVicosa(DTA —UFV).

3.1- Amostras

As amostras fluidas e em po de leite desnatado e integral foram adquiridas
em supermercados das cidades de Vicosa e Belo Horizonte, Minas Gerais. As
amostras de leitelho fluido foram coletadas em seis indUstrias de manteiga e
congeladas em frascos de vidro, para posterior utilizagdo. Uma amostra industrial

do leitelho em p6 foi obtida para as andlises de fosfolipideos totais.

3.2- Metodologia

3.2.1-Extracéo delipideos

O método utilizado para extracdo de lipideos das amostras fluidas e em pé
fol 0 de Roese-Gottlieb (IDF 1C, 1987 e IDF 9C, 1987).
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3.2.1.1 - Amostrasfluidas

As amostras foram previamente aguecidas em banho-maria, com
temperatura entre 35 °C e 40 °C durante 10 minutos, submetidas a agitacdo para
uniforme distribuicdo de lipideos e resfriadas para 20 °C. As amostras de leite
desnatado foram pesadas a temperatura entre 30 °C e 40 °C. Em seguida, foram
pesadas exatamente cerca de 10 g, em balanca semi-analitica, de cada amostra
diretamente nos frascos Mojonnier.

Para assegurar a extracdo de todo o materia lipidico presente nas
amostras, 0 processo foi redlizado em duas etapas. Para realizar a primeira
extracdo adicionou-se 2,0 mL de hidréxido de ambnia (25 % m/m) e 10,0 mL de
etanol (94 % v/v), misturando-se cuidadosamente, sem agitacdo forte.
Adicionou-se 25,0 mL de éer etilico p.a e 25,0 mL de éter de petréleo p.a,
agitando vigorosamente por 90 segundos a cada adicdo. ApOs a agitacéo, o0s
frascos foram deixados em repouso durante 20 minutos e, em seguida, foi vertida
a fracdo superior, contendo a mistura de éter no cadinho previamente aquecido
em mufla a 550 °C durante 30 minutos, esfriado em dessecador e pesado em
balanca semi-analitica. Depois de vertida a fracdo superior, transferiu-se a
mistura de éter para banho-maria a 45 °C.

Para realizar a segunda extragdo, adicionou-se 4,5 mL de etanol (94 %
v/v), 15,0 mL de éter etilico p.ae 15,0 mL de éter de petrdleo p.a, com 0 mesmo
tempo de agitacdo da primeira extragdo. Os frascos foram deixados em repouso
durante 20 minutos e, em seguida, a fracdo superior foi vertida novamente no
mesmo cadinho utilizado na primeira extracdo. Transferiu-se para o banho-maria
a 45 °C, para evaporar o éter. Apés todo o éter ter sido evaporado, transferiu-se
para estufa a 102 £ 2 °C, por 1 hora. Os cadinhos contendo os lipideos foram
resfriados em dessecador e pesados em balanca semi-analitica, para reportar o
peso dos lipideos. A operacdo acima foi repetida até peso constante. A

porcentagem de lipideos das amostras foi expressa segundo a equagéo:

Porcentagem de lipideos = (Peso do cadinho + gordura) — (Peso cadinho vazio) x 100
Peso da amostra
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3.2.1.2 - Amostras em po

Foram pesados em balanca semi-analitica de 1,00 g a 1,25 g das amostras
de leite em po integral e 1,50 g das amostras de leite em pd desnatado e leitelho
em po diretamente no frasco de extracdo. Adicionou-se 10,0 mL de égua a
temperatura de 65 + 5 °C nos frascos contendo amostras, agitou-se até a
compl eta dissolucéo e resfriou-se para 20 °C.

O procedimento de extrac&o de lipideos do leite em po e leitelho em pé foi
0 mesmo para amostras fluidas, exceto para o leitelho em po, ao qual adicionou-

se 3,0 mL de hidroxido de aménio (25 % m/m).

3.3- Andlisedefésforo

3.3.1 - Calcinacéo da matéria organica

Aos lipideos extraidos e pesados, contidos no cadinho, foram adicionados
de 2,0 mL a 3,0 mL de cloroformio e 10,0 mL da solugéo de etanol 95 % (v/v),
adicionado de 5 % de solucdo saturada de hidréxido de sodio, livre de
carbonatos. Para decantar os carbonatos, a solucdo saturada de hidroxido de
sodio foi mantida em repouso por 10 dias.

Os cadinhos foram transferidos para o banho-maria a temperatura entre 70
°C e 80 °C, para evaporar o solvente (AOAC, 1975), e em seguida, colocados em
estufa a 60 °C, durante 1 hora, e a 105 °C por mais 1 hora. Depois da retirada da
estufa, foram transferidos para a mufla e deixados a 250 °C por 2 horas e 550 °C
a 600 °C por 3 horas. Foram adicionadas aos cadinhos 2 a 3 gotas de agua
oxigenada 10 volumes e levados novamente a mufla por tempo suficiente para
ficarem brancas (aproximadamente 1 hora). Em seguida, foram resfriados em
dessecador (BRASIL, 2003).
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3.3.2 - Curvade calibracao de fésforo

A curva de calibracdo para calculo da concentracdo de fosforo foi obtida
adicionando-se 1,0 mL, 3,0 mL, 5,0 mL, 7,0 mL € 9,0 mL de solugdo 5 pg/mL de
fosforo, preparada a partir de fosfato de sodio bibésico, no bal&o volumétrico de
25 mL. Em seguida, adicionou-se 2 gotas de solugéo de p-nitrofenol (0,2 % m/v),
usado como indicador de pH, gotas de solucéo de hidroxido de sodio 2 N ou
&cido sulfurico 2 N até neutralizacdo, 2,0 mL da solucdo de molibdato de aménia
(2% m/v) e 1,0 mL de &cido ascorbico (2 % m/v). O volume foi completado com
agua destilada, seguida de mistura por inversdo, e deixados em repouso por 20
minutos. A leitura da absorbancia foi feita em espectrofotdometro UV mini-1240,
Shimadzu, no comprimento de onda de 725 nm.

Para 0 preparo da solucdo de molibdato de ambnia adicionou-se 500 mL
de agua destilada, 20,0 g de molibdato de aménio p.a e1,0 g de subcarbonato de
bismuto p.a em um béguer de 1000 mL. A solucdo foi aquecida e agitada até
dissolucdo completa e, lentamente, adicionou-se 138,0 mL de acido sulfarico
concentrado. Estando fria, a solucéo foi transferida para um bal&o volumétrico de
1000 mL e o volume completado com &gua destilada. O indicador p-nitrofenol,
incolor em meio &cido e amarelo em meio béasico, foi preparado, dissolvendo 0,2
g de p-nitrofenol em 100 mL de &gua destilada. Para preparo do acido ascérbico
foi dissolvido 2,0 g do acido em 100 mL de agua destilada. A validade da

solucdo de &cido ascorbico € de apenas 60 minutos.

3.3.3 - Determinacao espectr ofotométrica

O fosforo foi determinado usando o método modificado de Fisk e
Subbarow (1925), conforme proposto por CHEN et a. (1956).

Apés a calcinacdo das amostras, foram adicionadas 5 a 6 gotas de &gua
destilada e 5,0 mL de solucdo de acido nitrico (1+3 v/v). O residuo foi lavado
com é&gua destilada, filtrado e o volume completado para 50 mL. Foram
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pipetados 5,0 mL dos filtrados das amostras de leite fluido integral, leite em po
integral e leite em pd desnatado, 10,0 mL dos filtrados das amostras de leite
fluido desnatado, 2,0 mL dos filtrados das amostras de leitelho fluido da batecéo
do creme com o teor de gordura padronizado com &gua e leitelho fluido
proveniente da batecdo do creme com o teor de gordura padronizado com leite
desnatado e 1,0 mL do filtrado do leitelho em po, transferidos para baldo
volumétrico de 25 mL. Em seguida, adicionou-se 0s reagentes na mesma
guantidade usada para obtencdo da curva de calibragdo. A concentracéo de

fosforo foi calculada através da equac&o da reta obtida na curva de calibracéo.

3.4 - Determinacao de fosfolipideos

A concentracdo de fosfolipideo total das amostras foi calculada com base
na massa molar da fosfatidilcolina, o fosfolipideo presente em maior quantidade
no leite (CZERNIAK e SZLYK, 2003). A concentracéo de fosfolipideos totais
em miligrama por 100 g de amostrafoi cal culada através da seguinte equacao:

FLt (mg/100 g amostra) = P (mg /100 g amostra) X PMgc
PMp

Em que: PMgc= 764 g/mol
PMp= 31 g/moal

3.5- Determinacao do limite de deteccéo

O limite de deteccdo do método para cada tipo de leite foi estabelecido a
partir da adicdo de diferentes concentractes (2, 4, 6, 8) % de leitelho. Foram
realizadas trés repeticdes para o leite fluido desnatado, leite fluido integral, leite

em po desnatado e leite em po integral.

18



3.6 - Determinacao de sdlidos totais

Para determinacdo de sblidos totais as amostras de leitelho fluido
provenientes da batecdo do creme com o teor de gordura padronizado com agua e
leite desnatado foram aguecidas a temperatura na faixa de 30 °C a 40 °C para
facilitar a dispersdo da gordura, misturadas lentamente para homogeneizacdo e
resfriadas para 20 °C a 25 °C. Em seguida pesou-se 2,5 g a 3,0 g das amostras em
placas de Petri previamente aguecidas em estufa a 102 + 2 °C, resfriadas em
dessecador por 30 minutos e taradas em balanca semi-analitica. As placas foram
transferidas para estufa a 102 + 2 °C por 2 horas, resfriadas por 30 minutos em
dessecador e pesadas em balanca semi-analitica. Repetiu-se a operacéo acima até
peso constante (IDF 21 A, 1982). A concentrag@o de solidos totais foi calculada

usando a férmula abaixo:

Porcentagem de extrato seco total = my, — mgx 100
mi1— Mg

Em que: my = massa (g) da placa de Petri
m,; = massa (g) da amostra + placa de Petri

m, = massa (g) da amostra seca + placa de Petri

3.7 - Analises estatisticas

A determinacéo da precisdo da metodologia foi baseada no coeficiente de
variacdo de 30 repeticdes realizadas com uma Unica amostra de leite fluido
desnatado e uma Unica de leitelho fluido proveniente da batecéo industrial de
creme padronizado para 40 % de gordura com leite desnatado.

Para determinacdo da concentracdo de fosfolipideos totais, foram
analisadas amostras de leite fluido desnatado (n =26), leite fluido integral (n=32),
leite em pd desnatado (n=20), leite em pd integra (n=23), leitelho fluido
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proveniente da batecdo do creme com o teor de gordura padronizado com agua
(n=16), leitelho fluido proveniente da batecdo do creme com o teor de gordura
padronizado com leite desnatado (n =11) e leitelho em p6 (n=1). Todas as
analises fisico-quimicas das amostras foram realizadas em triplicatas.

Depois de determinada a concentracdo média de fosfolipideos totais para
cadatipo de leite e leitelho foi realizado o teste de Lilliefors no SAEG (Sistema
de Andlise Edtatistica e Genética) versdo 9.0, com o objetivo de verificar a
normalidade das concentrages de fosfolipideos totais determinadas.

O limite maximo da quantidade de fosfolipideos totais foi proposto com
base na concentragdo média de fosfolipideos totais das amostras de leite
desnatado e integral, ambos fluidos e em pd. Conforme RESMINI et al. (1988),
amostras com concentracdo de fosfolipideos totais superiores a concentracéo
meédia das amostras de leite analisadas somada a trés vezes o desvio-padréo (p <
0,01) podem ser consideradas como adicionadas de |eitelho.

Foi somada a concentragdo trés vezes o desvio-padréo, pois pode-se
observar na Figura 2 - B, que a probabilidade de rgjeitar uma amostra que néo
estegja adulterada € menor (p < 0,01) quando comparada a média mais duas vezes

0 desvio-padréo (p < 0,05), conforme apresentado naFigura?2 - A.

(A) (B)

99,74%
8544%

2,23% 0,13%

w2 M 420 % p=dr L pdo X

Figura 2 - Distribuicdo normal, sendo pamédiae s o desvio-padréo.

Os resultados das concentracBes de fosfolipideos totais obtidos nas

amostras de leitelho fluido provenientes da batecdo do creme com o teor de
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gordura padronizado com agua e com leite desnatado foram submetidos ao teste t
a um nivel de significancia de 5 % no SAEG, com o objetivo de verificar se
existe diferenca significativa entre as médias de concentracdo de fosfolipideos

totais (mg/100 g de sblidos totais).
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4 - RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 - Determinacao de lipideos

As médias dos resultados obtidos na extracdo de lipideos pelo método de

Roese-Gottlieb para cada tipo de leite e leitelho analisados encontram-se no

Quadro 4.

Quadro 4 — Concentragdo média de lipideos em porcentagem (m/m) em leite

fluido desnatado (LD), leite fluido integra (L), leite em pé
desnatado (LPD), leite em pd integral (LPI), leitelho fluido
proveniente da batecdo do creme com o teor de gordura
padronizado com é&gua (LTA) leitelho fluido proveniente da
batecdo do creme com o teor de gordura padronizado com leite
desnatado (LTL) eleitelho em p6 (LTP).

L eite/Leitelho n % Média lipideos + DP Padr 6es estabelecidos

pelalegislacdo (% m/m)

LD
LI
LPD
LPI
LTA
LTL
LTP*

26 0,15+ 0,06 M&ximo 0,5

32 3,12+ 0,11 Minimo 3,0

20 1,32+ 0,29 Menor que 1,50
23 26,37 + 0,82 Maior ouigual a26,0
16 1,50 + 0,86 Maximo 2,0

11 1,76 + 0,97 Maximo 2,0

1 9,34 + 0,05 _

* andlise em triplicata
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Pode-se observar no Quadro 4 que a média das concentracdes de lipideos
em % (m/m) nas amostras de leite fluido desnatado, leite fluido integral, leite em
pé desnatado e leite em pd integral, encontram-se dentro dos padrbes
estabelecidos pela legislagdo brasileira (BRASIL 1997a, BRASIL 1997b e
BRASIL, 2002).

Na amostra de leitelho em pd a concentracéo de lipideos proveniente da
andlise em triplicata foi de 9,34 %. RESMINI et a. (1988) fizeram
determinagdes da concentracdo de lipideos em 35 amostras de leitelho em po,
com o objetivo de quantificar fosfatidilserina e fosfatidiletanolamina, utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC); verificaram que a concentracéo
de lipideos variou de 4 % a 11 %.

A concentragdo media de lipideos encontrada no leitelho fluido
proveniente da batecdo do creme com o teor de gordura padronizado com aguae
leitelho fluido proveniente da batecdo do creme com o teor de gordura
padronizado com leite desnatado foram 1,50 % e 1,76 %, respectivamente
(Quadro 4). Estes valores médios da concentracdo de lipideos estdo dentro do
limite estabelecido pela legislagdo, que deve ser, no maximo, 2 % (BRASIL,
1950).

Porém, duas amostras de leitelho fluido proveniente da bategdo do creme
com o teor de gordura padronizado com &gua e trés amostras de leitelho fluido
proveniente da batecdo do creme com o teor de gordura padronizado com leite

desnatado apresentam valores acimado limite estabelecido (Quadro 5 e 6).
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Quadro 5 — Concentracdo meédia de lipideos em porcentagem (m/m) de cada
amostra de leitelho fluido proveniente da batecdo do creme com o
teor de gordura padronizado com agua(n=16).

n % lipideos* + DP
1 0,81+ 0,01

2 0,84 £ 0,01

3 3,55 + 0,01**
4 1,39+ 0,02
5 1,94+ 0,01

6 1,56 + 0,01

7 1,02+ 0,01

8 1,07+ 0,01

9 1,30+ 0,01
10 1,45+ 0,01
11 0,66 + 0,01
12 3,45 + 0,02+*
13 1,52+ 0,04
14 1,53+ 0,04
15 1,05+ 0,01
16 0,80 £ 0,01

* andlises em triplicata

** Amostras com concentragdo de lipideos acima de 2 %.

Quadro 6 — Concentracdo média de lipideos em porcentagem (m/m) de cada
amostra de leitelho fluido proveniente da batecdo do creme com o
teor de gordura padronizado com leite desnatado (n=11).

Meédia % lipideos* £ DP

P
RPBoo~N~ous~wNR|S

0,88+ 0,01
1,16 £ 0,17
2,67 £ 0,02+
1,24 + 0,01
1,46 + 0,01
0,85+ 0,02
1,15+ 0,02
1,60 = 0,07
3,51+ 0,07+
1,45+ 0,02
3,43 + 0,01+

* andise em triplicata

** Amostras com concentracdo de lipideos acimade 2 %.
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As concentractes de lipideos superiores a 2 % em algumas amostras de
leitelho podem ser justificadas pelo processo de fabricagcdo da manteiga, que néo
foram totalmente controlados. O creme para batecdo deve estar com a
concentracao de gordura entre 36 % e 40 %, com a temperatura de batecdo entre
8,9 °C e 11,1 °C, no verdo, e entre 11,7 °C e 15,5 °C, no inverno (WILSTER,
1957). Em temperaturas elevadas, a perda de gordura no leitelho tende a ser
maior, fazendo com que a manteiga apresente textura graxenta (corpo fraco) e
excesso de &gua livre. Temperaturas de batecdo inferiores a 8,9 °C tende a
aumentar o tempo de batecdo, porque existe pouca gordura liquida. Neste caso, a
manteiga apresenta textura dura e quebradica, o que ira dificultar a incorporacéo
de &gua e sal aém da tendéncia da formagcdo de manteiga com gréos pequenos
(MULVA, 1970).

Outros fatores podem também estar relacionados a perda de lipideos no
leitelho, como por exemplo, o creme mantido durante pouco tempo atemperatura
de batecdo, pasteurizagdo de creme é&cido, excesso de creme na batedeira e
término antecipado da bategdo, ou sgja, quando os gréos de manteiga sdo ainda
muito pequenos (MULVA, 1970).

4.2 - Determinacdo da precisdo da metodologia

Os resultados da concentragdo média de fosfolipideos totais (mg/100 g)
encontrados nas trinta repeticoes realizadas em uma Unica amostra de leite fluido
desnatado e uma Unica amostra de leitelho fluido proveniente da batecdo do
creme com o teor de gordura padronizado com leite desnatado si0 apresentados
no Quadro 7.
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Quadro 7 — Concentracdo media de fosfolipideos totais (mg/100 g) de 30
repetices realizadas em uma Unica amostra de leite fluido
desnatado e uma unica amostra de leitelho fluido proveniente da
batecdo do creme com o teor de gordura padronizado com leite

desnatado,
: : Concentracéo média 0
Leite/ Leitelho deFL.* + DP CV (%)
LD 14,88 + 0,51 3,43
LTL 233,58 + 8,45 3,62
* 30 repeticoes

Podemos observar que as médias encontradas para o LD e LTL foram
14,88 mg/100 g e 233,60 mg/100 g, respectivamente. O coeficiente de variagao
parao LD e para o LTL foram muito proximos, 3,43 e 3,62, respectivamente e
também podem ser considerados baixos. Coeficiente de variagdo inferior a 5,0
em analises laboratoriais é considerado baixo (ANVISA, 2006).

4.3 - Determinacao de fosfolipideostotais

A equacdo da reta encontrada para curva de calibragdo usada na
determinacdo da quantidade de fésforo em funcéo da absorbancia a 725 nm foi
de Y = 0,4595X + 0,0024, em que Y representa a leitura da absorbancia no
espectrofotdmetro e X a concentracdo de fosforo em micrograma por mililitro de
solucgio mineral. O coeficiente de regressdo linear foi R? = 0,9999.

Os resultados da concentracdo média de fosfolipideos totais das 26
amostras de leite fluido desnatado analisadas variaram entre 12,92 mg/100 g e
19,60 mg/100 g (Quadro 8). O valor minimo encontrado foi 12,69 mg/100 g e 0
valor maximo foi 19,97 mg/100 g.
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Quadro 8 — Concentracdo média de fosfolipideos totais expressa em mg/100 g
de cada amostra de leite fluido desnatado (n=26).

n Média* + DP
1 19,60 + 0,51
2 17,40 £ 0,80
3 14,82 + 0,26
4 17,22 + 0,35
5 15,86 + 0,17
6 16,74 + 0,68
7 17,34 + 0,41
8 16,81 + 0,14
9 18,74 + 0,60
10 17,18+ 0,78
11 17,63+ 0,28
12 16,75 + 0,53
13 13,68 + 0,27
14 18,69 + 0,61
15 16,86 + 0,10
16 15,79 + 0,37
17 14,59 + 0,49
18 15,61 + 0,27
19 14,48 + 0,14
20 14,28 + 0,49
21 14,84 + 0,17
22 13,21+ 0,34
23 12,92 + 0,28
24 16,54 + 0,48
25 17,06 + 0,63
26 18,88 + 0,14

* andlises em triplicata

Os resultados da concentragdo média de fosfolipideos totais das 32
amostras de leite fluido integral analisadas variaram entre 25,47 mg/100 g e
34,72 mg/100 g (Quadro 9). O valor minimo encontrado foi 24,29 mg/100 g e o
valor maximo foi 35,03 mg/100 g.
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Quadro 9 — Concentracdo meédia de fosfolipideos totais expressa em mg/100 g
de cada amostra de leite fluido integral (n=32).

n Média* + DP
1 29,46 + 0,14
2 30,14+ 0,14
3 34,62 + 0,36
4 34,72+ 0,28
5 29,41 + 0,28
6 31,09+ 0,13
7 26,92 + 0,08
8 27,28+ 0,14
9 26,69 + 0,34
10 25,65 + 0,27
11 29,73+ 0,41
12 29,91+ 0,28
13 26,51 + 0,42
14 26,32 + 0,15
15 26,97 + 0,42
16 25,74+ 0,21
17 27,60 £ 0,21
18 28,51+ 0,41
19 30,14 + 0,14
20 28,10+ 0,14
21 30,00 + 0,22
22 28,86 + 0,08
23 26,42 + 0,21
24 26,88 + 0,14
25 28,82+ 0,34
26 29,50+ 0,21
27 32,59 + 0,49
28 29,23+ 0,77
29 25,97 + 0,98
30 32,22 + 0,44
31 28,10+ 0,89
32 25,47 + 1,06

* andises em triplicata

Os resultados da concentragdo média de fosfolipideos totais das 20
amostras de leite em p6 desnatado analisadas variaram entre 124,40 mg/100 g e
187,51 mg/100 g (Quadro 10). O valor minimo encontrado foi 122,04 mg/100g e
o valor maximo foi 192,70 mg/100 g.
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Quadro 10 — Concentracdo média de fosfolipideos totais expressa em mg/100 g
de cada amostra de leite em po desnatado (n=20).

n Média* + DP
1 162,73+ 4,21
2 169,47 + 4,43
3 174,26 + 4,64
4 163,40 + 3,70
5 169,43 + 5,32
6 178,20+ 2,72
7 156,74 + 4,06
8 187,51 + 5,04
9 167,59 + 5,28
10 164,39+ 2,72
11 177,28 + 5,42
12 142,56 + 2,76
13 127,41+ 2,72
14 129,23 + 2,68
15 140,70 + 3,20
16 124,40 + 2,23
17 130,45 + 2,82
18 170,63 + 4,66
19 169,43 + 3,00
20 176,68 + 2,59

* andlises em triplicata

Os resultados da concentracdo média de fosfolipideos totais das 23
amostras de leite em po integral analisadas variaram entre 195,31 mg/100 g e
292,40 mg/100 g (Quadro 11). O vaor minimo encontrado foi 191,19 mg/100g e
o valor maximo foi 295,63 mg/100 g.
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Quadro 11 — Concentracdo média de fosfolipideos totais expressa em mg/100 g
de cada amostra de leite em po integral (n=23).

n Média* + DP
1 282,28 + 7,29
2 223,32 + 8,64
3 233,31+ 6,71
4 289,86 + 10,8
5 292,40 + 3,06
6 272,72 + 7,37
7 227,41 + 3,27
8 264,80 + 8,09
9 241,23 + 5,83
10 260,40 + 6,36
11 266,78 + 3,18
12 260,24 + 4,84
13 219,95 + 4,96
14 225,18 + 6,73
15 225,18+ 4,31
16 218,00 + 4,44
17 219,95 + 543
18 195,31 + 5,09
19 276,62 + 9,44
20 198,40 + 4,38
21 201,25 + 5,84
22 219,00 + 8,48
23 196,43 + 6,15

* andlises em triplicata

Os resultados da concentracdo média de fosfolipideos totais das 16
amostras de leitelho fluido proveniente da batecdo do creme com o teor de
gordura padronizado com &gua anaisadas variaram entre 74,56 mg/100 g e
183,02 mg/100 g (Quadro 12). O valor minimo encontrado foi 73,65 mg/100 g e
o valor maximo foi 183,47 mg/100 g.
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Quadro 12 — Concentracdo média de fosfolipideos totais expressa em mg/100 g
de cada amostra de leitelho fluido proveniente da batecdo do
creme com o teor de gordura padronizado com agua (n=16).

n Média* + DP

1 128,85 + 1,04

2 129,75 + 0,90

3 183,02 + 0,78**
4 132,48 + 1,80

5 136,78 + 0,39

6 114,45 + 2,04**
7 111,16 + 0,20**
8 74,56 + 1,04**
9 84,30 + 1,37**
10 122,95+ 1,22
11 85,10 + 1,04**
12 130,54 + 4,43
13 121,25 + 2,66
14 127,41 + 3,09
15 111,16 + 0,71**
16 108,00 + 2,91**

* andlises em triplicata.
** Amostras com concentracdo de fosfolipideos totais (mg/100 g) abaixo de 120 g/100 g
de amostra e acimade 180 mg/100 g de amostra (CHRISTIE et a., 1987).

Os resultados da concentracdo média de fosfolipideos totais das 11
amostras de leitelho fluido proveniente da batecdo do creme com o teor de
gordura padronizado com leite desnatado analisadas variaram entre 132,46
mg/100 g e 233,23 mg/100 g (Quadro 13). O valor minimo encontrado foi 131,10
mg/100 g e o valor méximo foi 236,50 mg/100 g.
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Quadro 13 — Concentracdo média de fosfolipideos totais expressa em mg/100 g
de cada amostra de leitelho fluido proveniente da batecdo do
creme com o teor de gordura padronizado com leite desnatado
(n=11).

Média* + DP

183,47 + 2,04+
187,21 + 3,24++
233,23 + 3,08++
174,29 + 2,57
223,04 + 2,89+
154,35 + 2,32
212,15 + 3,24+
185,28 + 0,40+
158,99 + 2,45
10 132,46 + 1,80
11 157,06 + 2,47

O©CoOoO~NOOTPS~,WNE|S

* andlises em triplicata.
** Amostras com concentracdo de fosfolipideos totais (mg/100 g) acima de 180 g/100 g
de amostra (CHRISTIE et al., 1987).

O resultado da concentragdo média de fosfolipideos totais expresso em

mg/100 g para cada tipo leite e leitelho analisados sdo apresentados no Quadro
14.
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Quadro 14 — Concentracdo média de fosfolipideos totais (mg/100 g) em leite
fluido desnatado (LD), leite fluido integra (L), leite em pé
desnatado (LPD), leite em pd integral (LPl), leitelho fluido
proveniente da batecdo do creme com o teor de gordura
padronizado com &agua (LTA), leitelho fluido proveniente da
batecdo do creme com o teor de gordura padronizado com leite
desnatado (LTL) eleitelho em p6 (LTP).

Lete/Leteho n Média+ DP
LD 26 16,29+ 1,79
LI 32 28,87 + 2,44
LPD 20 159,12 + 19,42
LPI 23 239,57 + 31,16
LTA 16 118,86 + 25,33
LTL 11 181,96 + 31,12
LTP* 1 1309,62 + 27,36

* andlise em triplicata

A concentracdo média de fosfolipideos totais (mg/100 g) obtida nas
amostras de leite fluido desnatado encontra-se dentro dos valores citados por
CHRISTIE et a. (1987), em gue a concentracdo de fosfolipideos totais variou de
15 a 20 mg/100 g.

A concentragdo média de fosfolipideos totais (mg/100 g) encontrada nas
amostras de LTA ede LTL foi aproximadamente 7 e 11 vezes, respectivamente,
maior que encontrada no leite fluido desnatado. Os valores encontrados foram
préximos aqueles citados por CHRISTIE et al. (1987), em que a concentracéo de
fosfolipideos totais no leitelho foi 7 a9 vezes maior que no leite desnatado.

Nas amostras de leite fluido integral a concentracdo média de
fosfolipideos totais foi de aproximadamente, 4 e 6 vezes menor que aguela
determinadaem LTA e LTL, respectivamente. Estes valores estédo de acordo com
os resultados obtidos por CHRISTIE et a. (1987) em leite integral analisado por
cromatografia liguida de alta eficiéencia (HPLC), onde foram obtidas

concentragoes de fosfolipideos totais variando de 20 a 50 mg/100 g.
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Nas amostras de leite em pé integral a concentracdo média de
fosfolipideos totais (mg/100 g) foi de 239,57, ou sgja, 5,5 vezes menor do que ho
leitelho em p6 (Quadro 14).

RESMINI et a. (1988) fizeram quantificacdo de fosfatidilserina e
fosfatidiletanolamina em 27 amostras de leite em p6 desnatado e 35 amostras de
leitelho em po, utilizando cromatografia liquida de ata eficiéncia (HPLC).
Devido a indisponibilidade de padrdes comerciais de fosfatidilserina e
fosfatidiletanolamina, as areas calculadas nos cromatogramas foram convertidas
para fosfatidiletanolamina dipalmitol (FEDP) usado como padrdo externo.

A variacdo da concentragdo de FS e FE expressa em FEDP mg/100 g
encontrada por RESMINI et al. (1988) foi de 36,7 a 57,3 nas amostras de leite
em po desnatado e 241,3 a 544,6 nas amostras de leitelho em po.

Supondo que a concentracao de fosfatidilserina e fosfatidiletanolamina
representa de 30 a 35 % da quantidade total de fosfolipideos totais, a variacdo de
fosfolipideostotais no leite em pd desnatado € de 112,9 a176,3 mg/100 g de pd e
no leitelho em p6 de 742,5 a 1676,0 mg/100 g de pd. Ou sgja, os valores obtidos
para leite em p6 desnatado e leitelho em po6 (Quadro 14) encontram-se dentro da
faixa citada por RESMINI et al. (1988).

Nas amostras de leite em pO desnatado a concentracdo media de
fosfolipideos totais (mg/100 g) encontrada foi de 159,12 e na amostra de leitelho
em poé a média da andise em triplicata foi de 1309,62 (Quadro 14). Foi
encontrada uma quantidade de fosfolipideos totais cerca de 8 vezes maior no
leitelho em pd quando comparada ao leite em p6 desnatado, confirmando a
relacdo de 8:1 citada por RESMINI et al. (1988), apesar de terem sido usados
meétodos diferentes para determinacdo da concentracdo de fosfolipideos totais.

Nas amostras de LTA e LTL, os valores da concentracdo média de
fosfolipideos totais (mg/100 g), representados no Quadro 14, foram proximos dos
citados por CHRISTIE et a. (1987), em que a concentracdo de fosfolipideos
totais no leitelho fluido variou de 120 a 180 mg/100 g. Porém, uma amostra de
LTA estd acima de 180 mg/100 g e sete estdo abaixo de 120 mg/100 g (Quadro
12). Nas amostras de LTL, seis estéo acima de 180 mg/100 g (Quadro 13). Essa
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concentragcdo de fosfolipideos totais superior a 180 mg/100 g nas seis amostras
de LTL pode ser justificada pela presenca de fosfolipideos no leite desnatado que
migram para o leitelho durante a fabricacéo da manteiga.

4.4 - TestedelLilliefors
Os resultados do teste de Lilliefors usado na avaliagéo da normalidade das
concentraces de fosfolipideos totais determinadas nas andlises encontram-se no

Quadro 15.

Quadro 15 — Resultado do teste de Lilliefors para cada tipo de |eite analisado.

Variaveis Valor Calculado
LD 0,099
LI 0,126
LPD 0,174
LPI 0,173

Valor tabelado 5+, = 0,180.

De acordo com os resultados do teste de Lilliefors a um nivel de
significancia de 5 %, a concentracdo média de fosfolipideos totais apresenta
distribuicdo normal, pois os valores calculados foram todos menores gque 0s
tabel ados.

Conforme RESMINI et a. (1988) pode-se considerar que os teores de
fosfolipideos totais das amostras de leite que forem submetidas a andlise
seguindo a metodologia descrita, que apresentarem resultados acima da
concentracdo média para cada tipo de leite mais trés vezes o desvio-padréo (p <
0,01), podem ser consideradas como adicionadas de leitel ho.
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4.5 - Determinacao do limite de deteccéo da adicdo de leitelho ao leite.

Para determinacéo do limite de deteccdo da adicdo de leitelho em leite
foram realizadas trés repeticoes de diferentes concentragtes de leitelho, com (2,
4, 6, 8) % em leite fluido desnatado, leite fluido integral, leite em po desnatado e

leite em pd integral.

4.5.1 - Adicao de leitelho fluido em leite fluido desnatado

Os resultados da concentracdo média de fosfolipideos totais das trés
repeticoes realizadas em leite fluido desnatado com adicéo de (2, 4, 6, 8) % de
leitelho fluido proveniente da batecdo do creme com o teor de gordura
padronizado com leite desnatado encontram-se no Quadro 16. Assumindo que a
média da concentracdo de fosfolipideos totais para o leite fluido desnatado mais
trés vezes 0 desvio-padrdo € igual 21,66 mg/100 g, podemos confirmar a
presenca de leitelho (p < 0,01) quando uma concentragcdo superior de
fosfolipideos totais for encontrada. Pelos resultados encontrados, € confirmada a
adulteracéo se 2,60 % (m/m) de leitelho estiverem presentes no leite fluido
desnatado (Quadro 16), ou sgja, quando a concentracdo de fosfolipideos totais for
superior a 21,66 mg/100 g amostra. Nenhuma das amostras de leite fluido
desnatado analisadas apresentou valor acima de 21,66 mg/100 g (Quadro 8).
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Quadro 16 — Concentracdo média de fosfolipideos totais (mg/100 g) para
diferentes adicoes de leitelho em leite fluido desnatado.

% deLTL no mg/100 g amostra

LD M édia estimada* Médiareal* + DP
0% —_— 17,54 + 0,57
2% 20,70 19,58 + 0,93
4% 23,86 22,89+ 0,41
6% 27,02 25,70+ 0,42
8% 30,19 27,83+ 0,62

100% S 175,66 + 1,56

* trés repeticoes.

4.5.2 - Adicao deleitelho fluido em leite fluido integral

Os resultados da concentracdo média de fosfolipideos totais das trés
repeticoes realizadas em leite fluido integral com adicdes de (2, 4, 6, 8) % de
leitelho fluido proveniente da batecdo do creme com o teor de gordura
padronizado com leite desnatado encontram-se no Quadro 17. Assumindo que a
média da concentracéo de fosfolipideos totaispara o leite fluido integral mais trés
vezes o desvio-padrdo é igual a 36,19 mg/100 g, podemos confirmar a presenca
de leitelho (p < 0,01) quando uma concentracdo superior de fosfolipideos totais
for encontrada. Pelos resultados encontrados é confirmada a adulteracéo se 5,46
% (m/m) de leitelho estiverem presentes no leite fluido integral (Quadro 17), ou
sgja, quando a concentracdo de fosfolipideos totais for superior a 36,19 mg/100 g
amostra  Nenhuma das amostras de leite fluido integral analisadas apresentou
valor acima de 36,19 mg/100 g (Quadro 9).
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Quadro 17 — Concentracdo média de fosfolipideos totais (mg/100 g) para
diferentes adicbes de leitelho em leite fluido integral.

% deLTL no mg/100 g amostra

LI M édia estimada* Médiareal*+ DP
0% — 28,19 + 0,52
2% 31,12 30,05+ 0,79
4% 34,05 32,86 £ 1,09
6% 37,00 35,40+ 1,33
8% 39,91 38,39+ 0,80

100% S 174,64 + 1,02

* trés repeticoes.

4.5.3 - Adicéo de leitelho em p6 em leite em p6 desnatado

Os resultados da concentracdo média de fosfolipideos totais das trés
repeticoes realizadas em leite em pd desnatado com adicéo de (2, 4, 6, 8) % de
leitelho em pd sdo apresentados no Quadro 18. Assumindo que a média da
concentracao de fosfolipideos totaispara o leite em pd desnatado mais trés vezes
0 desvio-padrdo € igual a 217,38 mg/100 g, podemos confirmar a presenca de
leitelho (p < 0,01) quando uma concentracéo superior de fosfolipideos totais for
encontrada. Pelos resultados encontrados € confirmada a adulteracéo se 6,41 %
(m/m) de leitelho estiverem presentes no leite em pé desnatado (Quadro 18), ou
sgja, quando a concentragdo de fosfolipideos totais for superior a 217,38 mg/100
g amostra. Nenhuma das amostras de leite em pd desnatado analisadas
apresentou valor acimade 217,38 mg/100 g (Quadro 10).

De acordo com as andlises cromatogréficas para determinacdo de
fosfatidilserina e fosfatidiletanolamina em leite em po6 desnatado e leitelho em p6
realizadas por RESMINI et al. (1988) foi proposto que 3 % da adicdo de leitelho
em po em leite em pO desnatado € considerada como adulteracdo. Porém os
autores sugeriram uma confirmacdo dos dados com um maior nimero de

andlises.

38



Quadro 18 — Concentracdo média de fosfolipideos totais (mg/100 g) para
diferentes adicbes de leitelho em leite em pd desnatado.

% deLTPno mg/100 g amostra

LPD M édia estimada* Média real*+ DP
0% — 141,05 + 3,26
2% 164,84 155,00 + 6,92
4% 188,39 183,66 + 5,65
6% 212,43 203,31+ 7,69
8% 236,23 226,90 £ 6,16

100% — 1330,75 + 27,33

* trés repeticoes.

4.5.4 - Adicdo deleitelho em p6 em leite em po integral

Os resultados da concentracdo média de fosfolipideos totais das trés
repeticoes realizadas em leite em po integral com adicdo de (2, 4, 6, 8) % de
leitelho em pd sdo apresentados no Quadro 19. Assumindo que a média da
concentracdo de fosfolipideos totais para o leite em po integral mais trés vezes o
desvio-padrdo é igual a 333,05 mg/100 g, podemos confirmar a presenca de
leitelho (p < 0,01) quando uma concentracdo superior de fosfolipideos totais for
encontrada. Pelos resultados encontrados é confirmada a adulteracéo se 5,86 %
(m/m) de leitelho estiverem presentes no leite em pod integral (Quadro 19), ou
sgja, quando a concentracéo de fosfolipideos totais for superior a 333,05 mg/100
g amostra. Nenhuma das amostras de leite em p6 integral analisadas apresentou
valor acima de 333,05 mg/100 g (Quadro 11).
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Quadro 19 — Concentracdo média de fosfolipideos totais (mg/100 g) para
diferentes adicOes de leitelho realizadas no leite em po integral.

% deLTPno mg/100 g amostra
LPI M édia estimada* M édiareal*+ DP
0% — 271,08+ 5,76
2% 292,24 284,40+ 7,14
4% 313,41 300,17 + 6,75
6% 334,57 328,55+ 5,45
8% 355,74 346,29 + 8,27
100% — 1329,29 + 22,22

* trés repeticoes.

4.6 - Determinacédo de sélidos totais

Como as amostras de leitelho fluido analisadas foram provenientes da
batecdo do creme com o teor de gordura padronizado com agua (n=16) e leite
desnatado (n=11), foi determinado o contelido de sdlidos totais para converter os
valores de fosfolipideos totais dos leitelhos fluidos (mg/100 g amostra) em
valores expressos em mg/100 g de sdlidos totais. Os resultados das anadises de
solidos totais (ST) realizadas em duplicatas do LTA e LTL e os vaores de
fosfolipideos totais expressos em mg/100 g de leitelho fluido e mg/100 g de

solidos totais estdo apresentados nos Quadros 20 e 21, respectivamente.
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Quadro 20 — Resultados da concentragdo média de solidos totais (% m/m),
fosfolipideos totais expressos em mg/100 g leitelho fluido e em
mg/100 g solidos totais nas amostras de leitelho fluido
proveniente da batecdo do creme com o teor de gordura
padronizado com &gua(n=16).

n % (m/m) Sdlidos Fosfolipideos Fosfolipideos
Totais* Totais(mg/100g Totais(mg/100g
leitelho fluido) ** solidos totais)

1 6,12 128,85 2105,39
2 7,04 129,75 1843,04
3 8,79 183,02 2082,14
4 7,23 132,48 1832,37
5 7,28 136,78 1878,85
6 5,24 114,45 2183,21
7 501 111,16 2218,76
8 4,62 74,56 1613,85
9 4,83 84,30 1745,34
10 6,09 122,95 2018,88
11 3,75 85,10 2269,33
12 7,94 130,54 1644,08
13 6,63 121,25 1828,81
14 6,78 127,41 1879,20
15 5,25 111,16 2117,33
16 5,06 107,99 2134,19
Média 6,10 118,86 1962,17

* andises em duplicatas
** analises em triplicatas
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Quadro 21 —

Resultado da concentracdo média de solidos totais (% m/m),
fosfolipideos totais expressos em mg/100 g leitelho fluido e em
mg/100 g solidos totais nas amostras de leitelho fluido
proveniente da batecdo do creme com o teor de gordura
padronizado com leite desnatado (n=11).

n % (m/m) Solidos Fosfolipideos Fosfolipideos
Totais* Totais(mg/100g Totais(mg/100 g

leitelho fluido) ** solidos totais)
1 8,49 183,47 2161,01
2 8,56 187,21 2187,03
3 10,0 233,23 2332,30
4 8,65 174,30 2015,03
5 9,41 223,04 2370,24
6 7,94 154,35 1943,58
7 8,47 212,15 2504,72
8 8,05 185,28 2301,61
9 7,62 158,99 2086,48
10 6,96 132,46 1903,16
11 7,97 157,05 1970,51
Média 8,38 181,96 2161,43

* andlises em duplicata
** andlises em triplicatas

A média

da concentracéo de fosfolipideos totais (mg/100 g solidos totais)

nos leitelhos fluidos expressa em mg/100 g sdlidos totais esta apresentada no

Quadro 22.
Quadro 22 — Resultado das concentracbes médias de fosfolipideos totais
(mg/100 g sdlidos totais).
Leitelho n Média = DP
LTA 16 1962,17 + 205,43
LTL 11 2161,43 + 197,13
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De acordo com os resultados do teste t aum nivel de significanciade 5 %,
a concentracdo média de fosfolipideos totais nas amostras de LTA e LTL
apresentam diferenca significativa, ou sgja, o LTL apresenta uma maior

concentracdo de fosfolipideos totais quando comparado ao LTA.
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5- CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no trabalho, pode-se concluir que:

1) O método para andlise de fosfolipideos totais apresentou boa precisao,
pois os valores obtidos na determinagdo do coeficiente de variagdo foram
considerados baixos.

2) O limite padréo maximo da concentracdo de fosfolipideos totais para o
leite fluido desnatado, leite fluido integral, leite em pd desnatado e leite em pd
integral foi de 21,66 mg/100 g, 36,19 mg/100 g, 217,38 mg/100 g, 333,05
mg/100 g, respectivamente. Ou sgja, amostras que apresentarem concentragéo de
fosfolipideos totais superiores a média mais trés vezes o desvio-padrdo podem

ser consideradas como adicionadas de leitel ho.

3) Uma adicdo de 2,60 % (m/m), 5,46 % (m/m), 6,41 % (m/m) e 5,86 %
(m/m) de leitelho no leite fluido desnatado, leite fluido integral, leite em po
desnatado e leite em po integral, respectivamente, podem ser considerados com
concentracao de fosfolipideos totais acima do valor médio somado a trés vezes o

desvio-padréo.

4) A maior concentracdo de fosfolipideos totais presente no leitelho fluido

proveniente da batecdo do creme com o teor de gordura padronizado com leite



desnatado, com base no teste t, é devido aos fosfolipideos presentes no leite
desnatado que migram para a fragdo do leitelho durante inversdo de fase do

creme parafabricacdo da manteiga.
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6- CONSIDERACOESFINAIS

Ainda ndo se tem informac&o da frequiéncia da adulteracéo de leite fluido
e em pd no Brasil. Porém sabe-se que o leitedtho em p6d é produzido
principalmente na Europa e nos Estados Unidos, e empresas no Brasil importam
este produto. Torna-se necessario que medidas controladas sgjam tomadas para
evitar que o consumidor ndo sgja lesado, adquirindo leite adicionado de leitelho
ao preco de leite e para que a concorréncia entre as empresas sejajusta e leal.

Fica a sugestéo ao Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) de estabelecer padroes méximos de fosfolipideos em leite fluido e em

leite em po.
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Tabela 1 - Resultados da absorbancia de diferentes concentragdes de P (ug/mL)
para célculo da curva de calibragéo.

mL. soluggo 5 pg/ml. Concentracéao (ng/mL) Abs 725nm

defésforo
0 0,0 0,000
1 0,2 0,095
3 0,6 0,276
5 1,0 0,469
4 1,4 0,646
9 1,8 0,826
Curva de calibracédo de P
0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
@ 0,5 -
< 0,4 -
0,3 y = 0,4595x + 0,0024
0.2 - R? = 0,9999
0,1 -
0 : ‘ ‘ :
0 0,5 1 1,5 2
Concentracdo (micrograma/mL)

Figural A — Curvade calibracéo usada na determinacéo de fésforo.
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Tabela 2 — Concentracdo de fosfolipideos totais expressa em mg/100 g de cada
repeticéo realizada para uma Unica amostra de leite fluido desnatado
e uma unica de leitelho fluido proveniente da batecéo do creme com
teor de gordura padronizado com leite desnatado.

NuUmer o der epeticoes LD LTL
1 14,66 233,43
2 15,48 227,28
3 15,28 215,43
4 14,73 216,47
5 14,87 226,00
6 15,82 223,22
7 14,66 235,85
8 14,93 226,66
9 15,61 241,27
10 14,12 238,20
11 14,66 238,20
12 14,59 236,50
13 15,14 252,83
14 15,34 244,32
15 15,27 230,07
16 13,64 230,06
17 1391 225,29
18 14,32 227,15
19 14,73 247,05
20 15,41 230,38
21 15,61 233,45
22 14,80 239,24
23 15,00 237,80
24 15,14 245,03
25 14,46 237,52
26 15,14 235,50
27 15,27 227,65
28 14,59 235,17
29 14,46 231,78
30 14,84 238,57




Tabela 3 — Concentracéo média de lipideos em porcentagem (m/m) de cada
amostra de leite fluido desnatado (n=26).

n % Média lipideos* + DP
1 0,17 £ 0,01
2 0,18 £ 0,01
3 0,21+ 0,01
4 0,21+ 0,01
5 0,34 £ 0,01
6 0,16 £ 0,01
7 0,18 £ 0,01
8 0,15+ 0,01
9 0,19+ 0,01
10 0,21+ 0,01
11 0,14+ 0,01
12 0,13+ 0,01
13 0,16 £ 0,01
14 0,13+ 0,01
15 0,15+ 0,01
16 0,08 +£ 0,01
17 0,09 £ 0,01
18 0,07 £ 0,01
19 0,08 +£ 0,01
20 0,08 £ 0,01
21 0,10+ 0,01
22 0,11+ 0,01
23 0,10+ 0,01
24 0,15+ 0,01
25 0,15+ 0,01
26 0,21+ 0,01

* andises em triplicata
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Tabela 4 — Concentracéo média de lipideos em porcentagem (m/m) de cada
amostra de leite fluido integral (n=32).

n % Média lipideos* + DP
1 2,98 £ 0,01
2 3,12+ 0,02
3 3,13+ 0,02
4 3,09+ 0,01
5 3,04 £ 0,02
6 3,03 £ 0,02
7 2,94+ 0,01
8 3,11+ 0,01
9 3,06 + 0,02
10 3,04+ 0,03
11 3,20 £ 0,01
12 3,21+ 0,01
13 3,22+ 0,04
14 3,06 £ 0,01
15 3,05+ 0,01
16 3,02 £ 0,02
17 3,09 £ 0,08
18 3,12+ 0,01
19 3,31+0,01
20 3,07 £ 0,02
21 3,16 £ 0,01
22 3,06 £ 0,02
23 2,80+ 0,09
24 3,10+ 0,01
25 3,30+ 0,01
26 3,26 £ 0,02
27 3,13+ 0,01
28 3,14+ 0,02
29 3,21+ 0,02
30 3,14+ 0,03
31 2,93+ 0,09
32 3,07 £ 0,02

* andises em triplicata
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Tabela 5 — Concentragdo média de lipideos em porcentagem (m/m) de cada
amostra de leite em po6 desnatado (n=20).

n % Médialipideos* + DP
1 1,22+ 0,01
2 1,44+ 0,01
3 1,79+ 0,03
4 1,65+ 0,04
5 1,55+ 0,02
6 1,82+ 0,01
7 1,87 £ 0,01
8 1,06 + 0,01
9 1,53+ 0,06
10 1,24+ 0,01
11 1,32+ 0,01
12 0,98 + 0,10
13 0,91 £ 0,05
14 1,02+ 0,01
15 1,04 £ 0,02
16 1,24 + 0,02
17 1,27 £ 0,04
18 1,18+ 0,01
19 1,23+ 0,01
20 1,11+ 0,01

* andlises em triplicata
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Tabela 6 — Concentracdo média de lipideos em porcentagem (m/m) de cada
amostra de leite em po integral (n=23).

n % Média lipideos* + DP
1 26,97 + 0,13
2 25,82+ 0,11
3 26,50+ 0,21
4 26,89 + 0,07
5 26,53 + 0,09
6 25,45 + 0,07
7 25,83+ 0,11
8 24,62 + 0,11
9 25,83+ 0,12
10 27,45 + 0,45
11 27,55 + 0,05
12 27,63 + 0,07
13 25,86 + 0,02
14 25,80+ 0,11
15 26,00 =+ 0,04
16 25,70 £ 0,04
17 27,86 + 0,86
18 26,91 + 0,08
19 27,18+ 0,12
20 26,00 = 0,04
21 26,41+ 0,16
22 26,32 + 0,08
23 25,48 + 0,15

* andlises em triplicata

58





