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RESUMO

Esta dissertacdo, desenvolvida no Programa de Pods-Graduacdo em Quimica da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) e financiada pela Coordenagdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), investigou as fragdes proteicas
de produtos lacteos concentrados por diferentes metodologias analiticas, tendo como
matrizes o leite condensado integral, o doce de leite tradicional e a mistura lactea
condensada.

Na primeira etapa do trabalho, objetivou-se estabelecer e otimizar as condi¢des analiticas
do método de Kjeldahl para a determinacao de proteinas em amostras de doce de leite
tradicional e leite condensado integral. Na segunda etapa, foram avaliadas as fragdes
nitrogenadas por Kjeldahl e o perfil proteico por eletroforese em gel de poliacrilamida e
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) de amostras comerciais de doce de leite tradicional,
leite condensado integral e leite cru. Na terceira etapa, ampliou se o nimero de amostras
comerciais analisadas, incluindo misturas lacteas condensadas, com o intuito de avaliar a
variabilidade do comportamento proteico entre marcas. Por fim, na quarta etapa, foram
produzidas, em laboratdrio, amostras semelhantes as comerciais, visando comparar os
perfis obtidos e compreender o comportamento das fragdes proteicas em matrizes lacteas
concentradas sob condi¢des controladas de processamento.

De forma geral, os resultados permitiram um melhor entendimento do comportamento
das fragdes proteicas em produtos lacteos concentrados, evidenciando que metodologias
de fracionamento proteico originalmente descritas para leite cru ndao sdo plenamente
adaptaveis a amostras submetidas a tratamentos térmicos e processos de concentragao.
Adicionalmente, observou-se que as fragdes proteicas obtidas apos o processamento
térmico nao correspondem a fragdes puras, porém podem ser utilizadas como indicativas
do grau de processamento térmico ao qual os produtos foram submetidos. Verificou-se,
ainda, que o comportamento das fracdes proteicas das amostras produzidas em laboratdrio
foi semelhante ao observado nas amostras comerciais. O método Kjeldahl e a técnica de
SDS-PAGE mostraram-se complementares e fundamentais para a caracterizagao proteica

das diferentes matrizes avaliadas.

Palavras-chave: Fragdes proteicas; Produtos lacteos concentrados; Kjeldahl, SDS-

PAGE; Processamento térmico.



ABSTRACT

This dissertation, developed within the Graduate Program in Chemistry at the Federal
University of Juiz de Fora (UFJF) and funded by the Coordination for the Improvement
of Higher Education Personnel (CAPES), investigated the protein fractions of
concentrated dairy products using different analytical methodologies, with whole
condensed milk, traditional dulce de leche, and condensed dairy blend as the studied
matrices.

In the first stage of the study, the analytical conditions of the Kjeldahl method were
established and optimized for protein determination in traditional dulce de leche and
whole condensed milk samples. In the second stage, nitrogen fractions determined by
Kjeldahl and protein profiles obtained by polyacrylamide gel electrophoresis with sodium
dodecyl sulfate (SDS-PAGE) were evaluated in commercial samples of traditional dulce
de leche, whole condensed milk, and raw milk. In the third stage, the number of
commercial samples analyzed was expanded, including condensed dairy blends, in order
to assess the variability in protein behavior among brands. Finally, in the fourth stage,
laboratory-scale samples similar to the commercial products were produced to compare
the obtained profiles and to better understand the behavior of protein fractions in
concentrated dairy matrices under controlled processing conditions.

Overall, the results provided a better understanding of the behavior of protein fractions in
concentrated dairy products, demonstrating that protein fractionation methodologies
originally described for raw milk are not fully adaptable to samples subjected to thermal
treatments and concentration processes. In addition, the protein fractions obtained after
thermal processing do not correspond to pure fractions but can be used as indicators of
the degree of thermal processing to which the products were subjected. Furthermore, the
behavior of protein fractions in laboratory-produced samples was similar to that observed
in commercial samples. The Kjeldahl method and the SDS-PAGE technique proved to be
complementary and fundamental for the protein characterization of the different matrices

evaluated.

Keywords: Protein fraction; Concentrated dairy products; Kjeldahl; SDS-PAGE,;

Thermal processing.
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1 INTRODUCAO

Este trabalho se insere no Programa de Pds-Graduacdo em Quimica da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) e investiga as fragdes proteicas presentes
nos produtos lacteos concentrados mais popularizados no Brasil, o leite condensado e o
doce de leite, bem como no leite cru de vaca. O estudo do fracionamento proteico das
matrizes lacteas mencionadas ¢ de grande relevancia para a comunidade cientifica e
industrial, a fim de garantir a qualidade nutricional e subsidiar o desenvolvimento de

novas aplicagdes tecnologicas.

E sabido que o estudo da quimica dos alimentos busca compreender as
caracteristicas que identificam e demonstram as propriedades moleculares, assim como
0s processos para garantir a seguranca das matrizes alimentares (Damodaran; Parkin;
Fennema, 2010). Com o crescente desenvolvimento de produtos que se destacam pelo seu
valor nutricional equilibrado, adequados as necessidades especificas de cada consumidor,
inicia-se uma busca por estudos que exploram a inovagdo em vista dos avancgos da ciéncia
e da tecnologia de produtos alimenticios (Oriente et al., 2023). Diante disso, ¢ visto que
os estudos seguem em ascendéncia e estdo alinhados ao desenvolvimento de produtos

lacteos inovadores (Yadav et al., 2025).

O leite de vaca ¢ a matéria prima essencial para a fabrica¢ao de produtos lacteos
concentrados, como o leite condensado e o doce de leite. A classificagdo do leite cru de
vaca pela legislagdo brasileira é regida pela Instru¢do Normativa de n° 76 de 26 de
novembro de 2018, que define o leite cru refrigerado como o produto da ordenha
completa, ininterrupta, em condi¢des de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e
descansadas, refrigerado e transportado para posto de refrigeragdo ou estabelecimento
industrial adequado (Brasil, 2018a). O leite cru apresenta um perfil nutricional muito rico
e de grande importancia na alimentacdo humana, atuando como fonte de energia e
suplementagdo no organismo. Em sua composi¢ao de macro e micronutrientes do leite de
vaca cru encontramos, em média, cerca de 86,6% mm™' de 4gua, 3,6% m m’' de proteinas,

4,1% m m! de lipidios e, 5,0% m m™! de lactose (Damodaran; Parkin; Fennema, 2010).

Uma das macromoléculas mais importantes e mais bem exploradas no leite, pelo

seu vasto numero de funcionalidades, sdo as proteinas. As proteinas representam um dos
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constituintes mais significativos do leite e exercem um papel fundamental na estabilidade
do sistema coloidal (Nayik et al., 2024). De acordo com Javed e colaboradores, as
proteinas presentes no leite tem concentragdo média de 3,0% m v'!' a 3,5% m v'' e, em
condig¢des especificas, como concentradas, ajudam na prevencao de doengas, como o
cancer, a obesidade, a hipertensao e também doengas cardiovasculares (Javed et al.,
2022). As proteinas sdo macromoléculas singulares que sdo geradas a partir da interagdo
de um grupo amino (—NH,) de um aminoacido com um grupo carboxila (—COOH) de

outro aminodcido, gerando assim ligacdes peptidicas caracteristicas (Blanco, 2006).

No leite estao presentes dois grandes grupos de proteinas majoritarias, que sao as
caseinas, presentes em 80% e, as proteinas do soro, que constituem os 20% das proteinas
totais do leite (Damodaran; Parkin; Fennema, 2010). As fracdes proteicas existentes no
leite possuem natureza quimica diversificada e comportamentos fisicos € quimicos
distintos, por isso ¢ importante explorar suas especificidades (Walstra; Wouters; Geurts,
2006). As caseinas sao estruturas encontradas no leite como micelas de caseina (MC) e,
através da Figura 1, podemos visualizar um dos formatos encontrados na literatura

cientifica atual (Silva et al., 2019).

Figura 1 - Representacao das micelas de caseina proposto por Walstra.

O submicelas
camada externa
7 de x-caseina
fosfato de célcio

50 nm
_—

Fonte: Adaptado de (Silva et al., 2019).

Encontram-se quatro tipos de caseinas: a4 - caseina, a,- caseina, k-caseina e, [5-
caseina, nas quais se organizam formando estruturas micelares estaveis, sendo insoluveis
em pH médio de 4,6 (Wusigale; Liang; Luo, 2020). As micelas de caseina sdo estruturas
supramoleculares fosforiladas, constituidas de fosfato de célcio, que possuem em seu
interior as fracdes de ag,- caseina, a,,- caseina e ff-caseina e, na sua superficie fracdes
de k-caseina (Silva et al., 2019). As MC possuem propriedades anfifilicas, pois possuem
em seu interior caracteristicas hidrofobicas e, no seu exterior, partes hidrofilicas. E bem

conhecido e estabelecido que existem uma proporcionalidade das fragdes caseinica entre
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si, sendo ag- caseina, a,,- caseina, [-caseina e, k-caseina, 4:1:4:1, respectivamente

(Bobe et al., 1998).

O grupo das caseinas apresentam caracteristicas mais termoestaveis se comparado
as demais proteinas do leite, mas, sdo sensiveis a variagdes de pH, a presenca de ions
calcio no meio, bem como altera¢des na concentragao de moléculas no sistema coloidal
(Padilla; Zambrano Arteaga, 2021). No viés tecnologico, as caseinas sdo as
macromoléculas que contribuem diretamente para a viscosidade e a capacidade de
retencdo de agua de matrizes alimentares (Lai; Tsopmo, 2025). Em produtos lacteos
concentrados, como o doce de leite, leite condensado e similares, o processo de
concentragdo e aquecimento térmico provocam alteracdes na organizacao das MC,
favorecendo a aproximacdo entre elas, consequentemente a formagdo de agregados
proteicos, impactando de forma direta as propriedades fisico-quimicas e estruturais do

produto final (Stephani et al., 2019).

O outro grupo de proteinas bastante explorado na quimica dos alimentos sdo as
proteinas do soro. Dentre as mais conhecidas, podemos citar, a a-lactoalbumina, a f-
lactoglobulina, albumina do soro bovino, lactoferrina e as imunoglobulinas. As proteinas
do soro, diferentemente das caseinas, permanecem soluveis na faixa de pH do leite e nao
precipitam em pH proximo a 4,6 (Haraguchi; Abreu; Paula, 2006). Estruturalmente, as
proteinas do soro apresentam estruturas mais simples se comparado com as MC, como a
Figura 2, dada a seguir, referente a proteina globular -lactoglobulina.

Figura 2 - Estrutura tridimensional cristalografica da -lactoglobulina bovina (isoforma

A), obtida por difragdo de raios X (resolugdo 2,0 A). Estrutura depositada no Protein
Data Bank sob o codigo PDB: 1QGS.

Fonte: Adaptado de (Oliveira et al., 2001; WWPDB Consortium, 2001).

Em processos de concentracdo e de aquecimento aplicados na produgdo de

produtos lacteos concentrados, como o doce de leite e o leite condensado e afins, temos
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modificagdes também nas proteinas presentes no soro (Carneiro et al., 2021). Esse grupo
de proteinas ¢ caracterizado por ter elevada sensibilidade térmica devido principalmente
a sua estrutura globular. A f-lactoglobulina e a a-lactoalbumina, quando submetidas ao
tratamento térmico sofrem desnaturagdo parcial ou total, ocasionando a exposi¢do dos
grupos com caracteristicas hidrofobicas e grupos sulfidrila (—SH) que favorecem as
reagoes de agregacao e as interagdes com MC (Lee; Hong, 2003). A reducdo de 4gua em
produtos lacteos concentrados, como no doce de leite, leite condensado e afins, ocasiona
a intensifica¢do da proximidade molecular, causando a formagao de agregados proteicos
e complexos proteina-proteina, que impactam diretamente com o produto final,
modificando os atributos tecnologicos como a viscosidade, estabilidade e textura

(Carneiro et al., 2021).

O leite condensado, produto amplamente utilizado na culinaria mundial, foi
desenvolvido no século XIX, inicialmente com estudos de Nicolas Appert, por volta do
ano de 1820 com a finalidade de conservagao do leite. A alternativa de concentragao dos
alimentos possibilitou o desenvolvimento de novo produtos. A escalabilidade industrial
desse produto s6 se deu 26 apos a sua descoberta, com os avangos nos estudos por Gail
Borden Jr., tendo um grande aumento na produgao entre os anos de 1861 e 1865, periodo
esse referente a Guerra de Sessecao dos Estados Unidos da América (EUA) (Maria et al.,
2024). O leite condensado teve grande aplicagdo em conflitos de guerra, pois era
classificado como um alimento nutricional e energético para os soldados, tendo sua

durabilidade e armazenamento estendidos, adequados ao momento (Pearson, 2016).

No Brasil, o leite condensado ¢ classificado pela Instrugdo Normativa de n° 47,
de 26 de outubro de 2018, do Ministério de Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA), como “o produto resultante da desidratacao parcial do leite, leite concentrado
ou leite reconstituido, com adi¢do de agtcar, podendo ter seus teores de gordura e
proteinas ajustados unicamente para o atendimento das caracteristicas do produto”. De
acordo com a legislagdo brasileira, o leite condensado deve apresentar o teor minimo de
6,5% m m™! de proteina, teor minimo de gordura de 8,0% m m™!, teor maximo de umidade
de 27,0% m m’!, e, teor maximo de cinzas de 2,0% m m™' (Brasil, 2018b). Encontramos
no mercado, diferentes tipos de leite condensado, principalmente com diferentes teores
de proteina, esses provenientes de leite desnatado, semidesnatado e integral, tendo uma

grande variabilidade na culinéria (Brasil, 2018b).
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Nas gondolas do comércio brasileiro, encontram-se produtos tipicos e muito
similares com o leite condensado, que sdo as misturas lacteas condensadas, uma
subcategoria das misturas lacteas. Sdo produtos que sdo submetidos ao processamento de
concentracdo e apresentam consisténcia, viscosidade, € o uso bem similares ao leite
condensado tradicional (Brasil, 2017). As misturas lacteas condensadas sdo produtos que
contém em sua constituicdo o leite ou derivados do leite, combinados com outros
ingredientes. Podemos encontrar soro de leite, amidos, gorduras vegetais e estabilizantes.
Do ponto de vista legal, esses produtos sao inclusos no decreto de n°® 9.013 de 2017 do
Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitdria de Produtos de Origem Animal
(RISPOA), além de atenderem as normas de rotulagem propostos pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Diferentemente do leite condensado, as misturas
lacteas condensadas nao possuem Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade
(RTIQ) especifico, resultando na grande variabilidade composicional de produtos,
justificando a sua inclusdo no presente estudo (Brasil, 2002, 2003, 2017, 2018b; Walstra;
Wouters; Geurts, 2006).

O doce de leite ¢ um produto lacteo amplamente consumido na América Latina, e
sendo por isso, tem sido objeto de numerosos estudos cientificos nos tltimos anos (Gaze
et al.,2015). Na legislagao brasileira, o doce de leite é regido pelo RTIQ e aprovado pela
Portaria n° 354, de 4 de setembro de 1997, e ¢ classificado como sendo “produto obtido
pela concentragdo do leite ou leite reconstituido, com adigdo de sacarose ou outros
acucares permitidos, mediante aquecimento sob pressao atmosférica normal ou reduzida,
até obtencdo de consisténcia cremosa ou pastosa, apresentando cor e sabor caracteristicos
do produto final” (Brasil, 1997). As proteinas presentes no doce de leite possuem
modificagdes estruturais muito severas, ocasionando novas interagdes, como proteina-
proteina e, proteina-carboidrato que acarretam modificagcdes nas propriedades fisico-
quimicas do produto final (Martins; Jongen; Van Boekel, 2000). Os parametros de
composicao e identidade do doce de leite € regido pela RTIQ, estabelecido pela Portaria
de n° 354, de 4 de setembro de 1997, exige que o produto, na sua forma pastosa, deve
conter no minimo 5% m m™' de proteina, no minimo 6% m m™' de gordura, no méaximo

30% m m’! de umidade e, no maximo 2% m m! de cinzas (Brasil, 1997).

A quantificagdo do teor de proteinas em alimentos ¢ de grande importincia para
quesito de qualidade. Tradicionalmente, a determinagdo de proteinas ¢ realizada por

métodos baseados na quantificacdo de nitrogénio total, ou seja, uma determinagdo
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indireta, que ¢ relacionada com a relagdo estequiométrica entre o nitrogénio € a proteina
(Damodaran; Parkin; Fennema, 2010). A quantifica¢do de proteinas da forma direta ndo
¢ bem aceita na comunidade cientifica, pois as proteinas ndo sdo Unicas € sim, um
conjunto heterogéneo de moléculas organizados em diferentes estruturas e ainda com
propriedades fisico-quimicas bem distintas (Fox et al., 2015). Quando se trata de
proteinas, ndo existe um grupo funcional ou um sinal analitico que seja classificado como
universal no mundo das proteinas alimentares. Em contrapartida, temos o elemento
quimico nitrogénio presente e, relativamente constante em sua estrutura quimica que,
possibilita a quantificagdo com elevada precisao e reprodugao, devida a formagao de ions

amonio apds a digestdo (Damodaran; Parkin; Fennema, 2010; Skoog; West, 2014).

O método mais comumente utilizado para quantificagdo de proteinas através da
determinagdo de nitrogénio total ¢ o método Kjeldahl. Consiste num método oficial bem
definido pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC), onde sua aplicagdo
pratica faz a conversao total do nitrogénio organico presente na amostra para uma espécie
quimica estavel, que ¢ o ion amoénio. O método possui algumas etapas bem definidas,
sendo que, na primeira etapa ocorre o processo da digestdo acida, na qual a matéria
organica presente na amostra ¢ completamente digerida, tendo a coloragdo modificada de
marrom escuro para esverdeado limpido (AOAC, 2019a; Kjeldahl, 1883; International
Organization For Standardization, 2014). A digestao acida pode ser representada de forma

genérica e simplificada, conforme a Equagdo 1 (Skoog; West, 2014).

A,catalisador

R — NHZ(S) + HZSO4(aq) E— (NH4)2504(aq) + COZ(g) + HZO(Z) Equa(,‘ﬁo 1
Onde:
R — NH,: representa o nitrogénio organico que esta contido nas estruturas proteicas;

H,S50,: representa o acido sulfurico (acido forte) que atua como agente desidratante e

meio reacional, que promove a decomposicdo da matéria organica;
catalisador: representa as moléculas que aceleram a reagdo quimica;
A: representa a elevacdo de temperatura no meio reacional;

(NH,4),S80,: representa a molécula mais estavel formada pelo nitrogénio que foi

convertido;

CO, e H,0: representam as moléculas formados na oxidagao;
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A digestdo acida na metodologia Kjeldahl tem o papel de converter quase todo o
nitrogénio orginico presente nas amostras em ions amoénio (NHJ), provenientes de
proteinas, aminoacidos livres, peptideos, e, nitrogénios de outros compostos nao ligados
a proteinas, como amidas, aminas, ureia, dentre outros. O carbono presente no meio, bem
como o hidrogénio, sofre o processo de oxidacdo a didoxido de carbono e 4gua,
respectivamente e, o nitrogénio do meio convertido para uma forma quimica estavel. A
digestao ocorre em aquecimento intenso e continuo para completa mineralizagdo (Lutz,

2008).

Para que todo o processo de digestdo acida ocorra de forma eficiente, ¢
indispensavel o uso de catalisadores, como o sulfato de potassio (K,S0,) e o sulfato de
cobre (CuS0,), nos quais tém a fungdo de elevar o ponto de ebuli¢do do acido sulfrico,
e ser catalisador na oxidagdo do carbono e o hidrogénio, respectivamente. Ao final do
processo, encontram-se no meio reacional, sulfato de amonio, acido sulftrico residual e
sais inorganicos. Vale ressaltar que nitrogénio provenientes de espécies nitricas e nitrosas,

NO3 e NOj , respectivamente, ndo sio reduzidas a ion amonio, NH; (Silva, 2002).

Na segunda etapa do método Kjeldahl, a amostra digerida sofre o processo de
alcalinizagdo a partir do uso de hidroxido de sddio, os ions aménio, —NH;, sdo
transformados em amonia gasosa, NHs. A Equagao 2 representa o processo ocorrido nessa

segunda etapa (AOAC, 2019a; Nelson; Sommers, 1982).
A
(NH4)2504(aq) + 2NaOH4q) - 2NH3(g) + Na;S04(aq) + 2H, 0 Equacao 2

Complementando a segunda etapa, a amonia ¢ arrastada até a solugdo receptora
acida (contendo acido borico e indicador misto de azul de metileno e vermelho de metila),
formando um sistema tampao de coloracdo esverdeada, na presenca de nitrogénio na
amostra analisada. A Equacdo 3 representa essa etapa do processo (AOAC, 2019a;

Nelson; Sommers, 1982).

NH3(9) t H3BO3(aq) = NHI(aq) + H;B03,4 Equagio3

Na terceira etapa do processo, a mistura formada na segunda etapa ¢ titulada
contra uma solugdo padrio de acido forte, usualmente acido cloridrico padronizado.
Quimicamente, a reacdo ¢ do tipo 4acido-base, onde o ponto final ¢ verificado pela

coloracdo do indicador, variando a cor de esverdeado para rosa claro, entre a faixa de pH
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4,6 a 5,0. Ao final da titulagdo, o volume gasto de titulante ¢ proporcional a quantidade
de nitrogénio presente na amostra. A Equacdo 4, dada a seguir representa a neutralizagdo

quimica do meio (AOAC, 2019a; Nelson; Sommers, 1982).
NH4H2303(aq) + HCl(aq) il NH4Cl(aq) + H3BO3(aq) Equag:ﬁo 4

A quantifica¢do de proteinas é determinada pelo uso de fatores de conversao de
nitrogénio para proteina, no qual se baseia na propor¢cdo média presente na proteina
avaliada. Na literatura cientifica, o fator de conversdo de leite e seus derivados mais
frequentemente utilizado ¢ o de 6,38, mas, encontra-se fatores diferenciados para cada
matriz, como por exemplo de misturas proteicas, no qual o fator de conversdo ¢ de 6,25

(Lutz, 2008).

A técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE) consiste numa separagdo eletroforética de proteinas em fung¢do da massa

molecular aparente, como exposto na Figura 3.

Figura 3 - Esquema de separagao eletroforética de proteinas em um gel de
poliacrilamida.
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Fonte: Adaptado de (Bio-Rad Laboratories, 2012).
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Inicialmente, as amostras proteicas sdo submetidas a um preparo de amostra, com
o uso de SDS, agente redutor, em aquecimento, para que as macromoléculas se
complexem com o detergente, aumentando a carga negativa superficial, e se desnaturem
a fim de se tornar lineares, tornando a razdo carga/massa constante para cada tipo de
proteina. A Figura 4, mostra como o SDS atua na estrutura das proteinas (Bio-Rad

Laboratories, 2012).
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Figura 4 - Efeito do SDS na conformacao e carga de uma proteina.
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Fonte: Adaptado de (Bio-Rad Laboratories, 2012).

A estrutura das proteinas é modificada e, as ligagdes dissulfeto (—S — S —), sdo
reduzidas a grupos sulfidrila, (—SH), conforme modelo proposto na Equacgdo 5 e na

Figura 5 dada a seguir (Bio-Rad Laboratories, 2012).

agente redutor,A

R—-S—S—R ——  R—SH+HS—R'" Equagido5s

Figura 5 - Redugdo de proteinas com agente redutor.

Fonte: Adaptado de (Bio-Rad Laboratories, 2012).

As proteinas desnaturadas migram através do gel de poliacrilamida com tamanhos
de poros controlados, sob a¢ao de um campo elétrico e sofrem a separagdo pelo efeito de
peneiramento molecular da matriz. O sistema proposto por Laemmli em 1970 padronizou
o0 processo € aplicou o sistema descontinuo. Na descri¢cao dos componentes desse sistema,
podemos mencionar: O gel de empilhamento (stacking gel), no qual possui alta
porosidade, pH mais baixo (= 6,8). A fungdo desse gel ¢ “empilhar” e concentrar as
proteinas antes do processo de separacdo; O gel de separagdo (Resolving ou Separating
gel) possui pH mais alto (= 8,8), com porosidade menor ¢ é o gel no qual ocorre a

separacao proteica pelas massas moleculares (Laemmli, 1970; Kurien et al., 2015).

O tampao de corrida utilizada na técnica (running buffer) ¢ constituido de
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tris(hidroximetil)aminometano (TRIS) juntamente com a glicina, ¢ o sistema em pH
constante de 8,3. O efeito stacking ocorre desde o carregamento das proteinas nos pocos,
onde estdo revestidas por cargas negativas, devido a presenca de SDS. No tampao de
corrida, os ions cloreto (Cl™), presentes no gel de empilhamento, em conjunto com os
ions glicinato (H,N — CH, — CO0™), presente no tampao de corrida, se movem em
velocidades distintas no meio, rapidamente e lentamente, respectivamente, formando um
efeito sanduiche. As proteinas ficam “presas” entre os dois ions, devido a variagao de pH
e porosidade e, com isso, se concentram numa banda fina (stacking). Ja no gel de
separagdo, ocorre a ionizagao completa do glicinato, no qual sua velocidade de migracao
¢ maior do que as proteinas, ocasionando entdo a separacao das proteinas em fungdo
somente da sua massa molecular (Laemmli, 1970; Kurien et al., 2015). Na Figura 5,
podemos observar a migragao das proteinas.

Figura 6 - Migragao de proteinas e ions do tampao em um sistema PAGE com
desnaturagdo descontinua.
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Fonte: Adaptado de (Bio-Rad Laboratories, 2012).

As solugdes envolvidas no método de SDS-PAGE possuem suas fungdes
especificas. O SDS, confere as cargas negativas para todos as moléculas proteicas do
meio. Quimicamente, na solucdo de N, N’-metilenobisacrilamida e acrilamida, a
acrilamida, quando polimerizada, origina cadeias lineares, e, a N, N'-
metilenobisacrilamida, t€ém a fun¢do de atuar como agente de reticulagdo (crosslinking),

promovendo as ligacdes cruzadas entre as cadeias (Laemmli, 1970; Kurien et al., 2015).
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Figura 7 - Polimeriza¢do de mondmeros de acrilamida e bisacrilamida.
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Fonte: Adaptado de (Bio-Rad Laboratories, 2012).

O processo confere ao gel formado sua estrutura tridimensional, na qual podemos
controlar o tamanho dos poros conforme a concentragdo dos reagentes, para que possamos
aplicar em diferentes sistemas proteicos (Laemmli, 1970; Kurien et al., 2015). A
polimerizacao de fato se inicia quando temos a presenga do persulfato de amonio,
(NH,),S,0g, e do N,N,N’,N -tetrametiletilenodiamina (TEMED),
(CH3),NCH,CH,N(CH3),, onde o persulfato libera radicais livres para dar inicio a
polimerizacao e, o TEMED tém a funcdo de catalisar e acelerar a decomposi¢ao do
persulfato, em temperatura ambiente controlada. A gelificagdo do gel esta intimamente
relacionada com a propor¢do de cada um dos reagentes em questdo, determinando
também o tamanho dos poros produzidos, conduzindo assim a separagdo adequada das

proteinas (Bio-Rad Laboratories, 2012).

Considerando que as proteinas lacteas quando expostas a processos como a
concentragdo e aquecimento possuem suas estruturas muito complexas, e, portanto,
aplicagdes de técnicas e métodos analiticos classicos para tais produtos demandam
alteragdes para que a caracterizacdo e quantificagdo sejam realizadas de forma adequadas.
O método Kjeldahl apresenta-se como uma importante ferramenta para a quantificagao
de compostos nitrogenados e, previamente a sua aplicagcdo, pode ser realizado o preparo
da amostra, visando a sua abertura e ao consequente fracionamento de proteinas. A técnica
da SDS-PAGE complementa de forma satisfatoria a separa¢do e a visualizagdo das
proteinas. Portanto, a aplicagcdo conjunta (Kjeldahl + SDS-PAGE) torna-se uma estratégia
eficaz para a caracteriza¢do e quantificacdo das fragcdes proteicas de produtos lacteos

concentrados, como o doce de leite, leite condensado e mistura lactea condensada,



contribuindo para possiveis aplicagdes tecnoldgicas futuras.
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2 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desta dissertacdo ¢ adaptar, validar e aplicar metodologias
analiticas baseadas em Kjeldahl e SDS-PAGE para quantifica¢do e caracterizagdo das
fragdes proteicas presentes em produtos lacteos concentrados (doce de leite, leite
condensado e mistura lactea condensada), visando compreender as alteragdes no perfil

proteico decorrentes do processamento térmico € da concentragao.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar e adaptar as condi¢des analiticas das metodologias oficiais AOAC e
Aschaffenburg-Drewry para quantificacao de fragdes nitrogenadas em doce de

leite tradicional e leite condensado integral;

b) Quantificar as fragdes nitrogenadas (NT, NCN, NPN) e caracterizar o perfil
proteico por SDS-PAGE de amostras comerciais de leite cru, leite condensado

integral e doce de leite tradicional;

c¢) Comparar os resultados das fragdes NCN e NT obtidos pelo método Kjeldahl
com os perfis proteicos observados por SDS-PAGE nas amostras de leite

condensado integral e doce de leite tradicional;

d) Ampliar a avaliagdo para multiplas marcas comerciais de leite condensado
integral (n=3), doce de leite tradicional (n=3) e misturas lacteas condensadas

(n=3), caracterizando suas fragdes proteicas e composi¢ao fisico-quimica;

e) Produzir, em escala laboratorial, amostras de doce de leite e leite
condensado a partir de leite UHT, avaliando sua composigao fisico-quimica e

fragdes proteicas;

f) Comparar os perfis proteicos das amostras laboratoriais com os produtos
comerciais, visando compreender o comportamento das fragdes proteicas sob

condig¢des controladas de processamento.
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METODOLOGIA

Nesta sessdo, iremos descrever todas as amostras, metodologias e analises

utilizados durante a execug¢ao desse trabalho.

3.1

diferentes marcas de leite condensado integral, trés marcas de misturas lacteas

condensadas e trés marcas de doce de leite tradicional. A amostra de leite cru foi obtida

AMOSTRAS

Foram adquiridos do comércio de Juiz de Fora/MG uma marca de leite UHT, trés

na area rural da cidade.

laboratorial, uma de doce de leite tradicional e uma amostra de leite condensado integral,

Além das amostras comerciais, foram produzidas duas amostras em escala

ambas partindo de leite UHT.

3.2

REAGENTES

Durante toda a execucdo do trabalho, foram utilizados os seguintes reagentes

quimicos:

2-Mercaptoetanol (Neon, CAS 60-24-2);

Acetato de sodio anidro PA (Nox, CAS 127-09-3);
Acido acético 99% v v! (Didética SP, CAS 64-19-7);
Acido bérico 4% m v (Exodo, CAS 10043-35-3);
Acido cloridrico P.A. (Synth, CAS 7647-01-0);

Acido sulfurico P.A. (Synth, CAS 7664-93-9);

Acido sulfarico para analise de leite (Synth, 7664-93-9);
Acido tricloroacético P.A. (Exodo, CAS 76-03-9);
Acrilamida (Neon, CAS 79-06-1);

Alcool isoamilico (Synth, CAS 123-51-3);

Alcool etilico P.A. (Neon, CAS 64-17-5);

Azul de bromofenol (Synth, CAS 115-39-9);

Azul de metileno (Synth, CAS 61-73-4);

Bisacrilamida (Sigma, CAS 110-26-9);

Eter de petréleo P.A. — ACS (Dinamica, CAS 8032-32-4);
Eter etilico P.A. (Synth, CAS 60-29-7);

Glicerol (Sigma, CAS 56-81-5);
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¢ Qlicina (Sigma, CAS 56-40-6);

e Hidroxido de sodio 50% m v (Exodo, CAS 1310-73-2);

e Hidroxido de aménio P.A. (Exodo, CAS 1336-21-6);

e Metanol P.A. (Exodo, CAS 67-56-1);

e Padrao de proteinas recombinantes (Invitrogen, sem CAS);
e Persulfato de amonio (Neon, CAS 7727-54-0);

SDS (Biorad, CAS 151-21-3);

Solugao de Coomassie;

Solugdo de descoloracgao;

Sulfato de cobre II pentahidratado (Exodo, CAS 7758-98-7);
Sulfato de potassio anidro (Exodo, CAS 7778-80-5);
Tampao de corrida;

TEMED (Biorad, CAS 110-18-9);

TRIS-HCI 2M pH 6,8(Biorad, CAS 1185-53-1);

Vermelho de Congo (Exodo, CAS 573-58-0);

Vermelho de metila (Exodo, CAS 493-52-7).

3.3 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Na Figura 8, apresenta-se o delineamento aplicado durante a execucdao do
trabalho, organizado em quatro partes para maior clareza. Na parte 1, realizou-se um
estudo exploratorio com o intuito de avaliar e adaptar as condigdes analiticas para a
quantificagdo no método Kjeldahl de amostras de leite condensado e doce de leite. Na
parte 2, apos a validagao das condi¢des de analise, de concentragao da solugao inicial da
amostra, volume adicionado no tubo Kjeldahl, foi aplicado a metodologia das fracdes
nitrogenadas para as amostras de doce de leite e leite condensado e os resultados foram
utilizados na comparagdo do perfil proteico por SDS-PAGE. Na parte 3, foi avaliado um
numero maior de amostras comerciais de doce de leite e leite condensado (trés marcas de
cada produto) e, fez-se a inclusdo da analise de misturas lacteas condensadas (tré€s marcas
distintas) e, comparou-se os perfis eletroforéticos da fragdo de NCN, além da analise
composicional das amostras. Na parte 4, realizou-se a produ¢do, em pequena escala, de
doce de leite e leite condensado e apods, foi realizada a andlise composicional dos

produtos, além das fragdes proteicas dessas amostras.
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Figura 8 - Delineamento experimental do estudo.
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Fonte: Proprio autor (2026).

3.4 ANALISES

A fim de compreender uma das principais macromoléculas pertencentes aos
produtos lacteos concentrados, ¢ que realizamos as principais andlises proteicas e
composicionais. A ordem e divisdo das analises nesse documento foi pensada na ordem

cronoldgica que foram desenvolvidas.

3.4.1 Proteinas

A determinacdo da proteina dos produtos lacteos foi realizada pelo método
Kjeldahl, conforme descrito por Wolfshoon-Pombo (1980). Para a analise, utilizou-se um
bloco digestor, marca Tecnal, modelo TE041/25, acoplado a um destilador de nitrogénio
da marca Tecnal, modelo TE-0364. Foram pesados entre 1 g a 5 g do produto lacteo em
tubos micro-Kjeldahl, aos quais foram adicionados 1,6 g do catalisador, constituido por
uma mistura de sulfato de cobre e sulfato de potassio, além de 4,0 mL de 4cido sulftrico

P.A. (WOLFSCHOON-POMBO, 1980).

O conjunto foi submetido ao processo de digestdo em rampa de aquecimento
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gradual (patamar 1: 100°C; patamar 2: 150°C; patamar 3: 200°C; patamar 4: 400°C),
atingindo 400 °C, por um periodo aproximado de 3,5 horas. Apos a digestdo, procedeu-
se a destilacdo da amostra na presenca de solug¢ao de hidréxido de s6édio, NaOH, a 50% m
v'. Em seguida, realizou-se a titulagdo de retorno com solu¢ao de 4cido cloridrico, HCI,
com concentra¢do a depender da amostra (= 0,01 mol L™ ou 0,003 mol L), previamente
padronizada, para a determinacao do teor de nitrogénio (Wolfschoon-Pombo, 1980). Para

a quantifica¢io do teor de nitrogénio, m v'!, podemos aplicar a Equagio 6.

_ (Vg=Vp) x F x 0,014 x 100
- m

%N (mv™?1) Equaciio 6

Onde, V,, ¢ o volume (em mL) de HCI gastos na titulagao da amostra, V;, o volume
(em mL) de HCI gastos na titulagcdo do branco, F ¢ fator de correcdo da concentragdo de
HCI utilizado, m ¢ a massa da aliquota e, 0,014 ¢ fator de conversao que considera o
equivalente do nitrogénio, como representado nas relacdes dada a seguir (Di Marzo;

Pranata; Barbano, 2021).

1Eq.HCl— — — — — 1 Eq.de nitrogénio
1mol L7*(1 Eq. 1000 mL™!) — — — — — 14,019 nitrogénio
1mol L™ *(1mL) — — — — — 0,014 g nitrogénio

Existem na literatura diferentes fatores de conversdo e estes estdo intimamente
relacionados com o teor de nitrogé€nio presente nas estruturas proteicas. Em produtos
lacteos no geral, temos que, em média, 15,67% da sua composi¢ao € nitrogénio, logo,
pode-se calcular o fator de conversdo utilizando a relacdo dada a seguir (Di Marzo;

Pranata; Barbano, 2021).

15,67 g de nitrogénio — — — —100 g de proteinas
1 g de nitrogénio — — — —X g de proteinas

X = 6,38 g de proteinas

3.4.1.1 Fragoes proteicas

A fragdo proteica mais avaliada nos alimentos em geral ¢ a fragao nitrogenada total (NT).
No caso das amostras concentradas, como o leite condensado, mistura lactea condensada
e, doce de leite, se faz necessario o processo de diluicao em 4gua, sendo essa etapa crucial

para garantir a homogeneidade e a reprodutibilidade dos resultados analiticos. Para
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amostra de leite cru, adota-se a dilui¢do inicial de 5% m m™, ji estabelecida por
Wolfschoon-Pombo (1980), na qual essa propor¢ao visa adequar o teor de sdlidos
compativel com a faixa ideal de andlise (AOAC, 2019a; International Organization For

Standardization, 2014; BRASIL, 2006).

Na primeira parte do trabalho, para a avaliagdo do NT das amostras de leite
condensado integral ¢ de doce de leite tradicional, foram preparadas diferentes
concentragdes, 5%, 10% e 20% m m™!, para a determinagiio da melhor solugdo tendo em
vista o desvio padrdo e solubilidade das amostras. Dessa maneira, foram estabelecidas as
solucdes de concentragdo 5% m m™ e 10% m m™!, para leite condensado integral e doce
de leite tradicional, respectivamente. Nas demais partes, foram seguidas as mesmas
concentragdes para as amostras de doce de leite tradicional e leite condensado integral e,
para o leite cru, seguimos a norma descrita na AOAC de n° 991.20 (AOAC, 2019a). Para
as amostras de mistura lactea condensada, partiu-se de solu¢cdes com concentragao de 5%
m m!. Ressalta-se a todas amostram foram avaliadas na faixa do semi micro Kjeldahl,
que compreende de 0,1 mg a 2,0 mg de nitrogénio presente no tubo (Wolfschoon-Pombo,

1980).

Na avaliacdo da fracdo nitrogenada nao caseinica, NCN, utilizamos duas
metodologias distintas. A primeira foi desenvolvida por Aschaffenburg e Drewry (AD)
em 1959 e tem como base cientifica a precipitacao direta das proteinas do leite cru de
vaca pelo uso de uma solucdo saturada de sulfato de sédio, Na,S0,, na concentragdo de
40% m v'!, a fim de aumentar a interagio eletrolito-agua (Aschaffenburg; Drewry, 1959).
A alta concentracdo de ions presentes no meio reacional ocasiona uma diminui¢do da
interagdo proteina-agua, favorecendo consequentemente a agregacdo proteica, uma vez
que as proteinas se tornam soliveis somente quando hidratadas (Kowacz, 2012;

Buxbaum, 2015).

Nitrogénio nao caseinico (NCN) — Método Aschaffenburg e Drewry

Leite cru: in natura.

Produtos concentrados (leite condensado, doce de leite, mistura lactea):

solugdo 35% m m.

Preparo de amostra: adicionou-se 40 mL de amostra e em 40 mL da solucdo de

1

sulfato de s6dio a 40% m v~ e, em seguida, adicionou-se solucdo de sulfato de sédio a
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20% m v'! a fim de completar o volume final da mistura para 100 mL (Aschaffenburg;

Drewry, 1959).

Separacio: filtradas no filtro qualitativo de n°4, marca Whatman, de retencao
nominal de particulas de 20 um a 25 um, e o sobrenadante avaliado na andlise Kjeldah!

(Aschaffenburg; Drewry, 1959).

O segundo método aplicado para avaliagdo do NCN de leite foi o descrito pela
AOAC 998.05, que consiste na precipitagdo das caseinas por ajuste de pH, utilizando a

! e solugdo de acetato de sodio 1M, sob agitacio

mistura de acido acético 10% v v
constante, a fim de alcangar o pH final de 4,6, esse medido com o pHmetro de bancada,
marca Gehaka, modelo PG2000. O pH 4,6 corresponde ao ponto isoelétrico médio das
caseinas, ponto no qual as cargas superficiais se anulam, diminuindo consequentemente
as forcas de repulsao entre as moléculas e, aumentando a agregacao e a precipitagdao das

caseinas.

Nitrogénio nao caseinico (NCN) — Método AOAC 998.05

Leite cru: in natura.

Produtos concentrados (leite condensado, doce de leite, mistura lactea):

solugdo 35% m m.

Preparo de amostra: adicionou-se 40 mL da amostra em 40 mL de 4gua em um
béquer de 250 mL, seguido do ajuste de pH (pH 4,6), para um volume final de 100 mL
(AOAC, 2012%).

Separacio: filtradas em filtro qualitativo de n°40, marca Whatman, de retengdo
nominal de particulas de 8 um e o sobrenadante avaliado na andlise Kjeldahl (AOAC,

2012%).

Os métodos para determina¢do de NCN permitem a quantificagdo das proteinas
do soro na presenca da fracdo nitrogenada nao proteica (NPN). Mas, vimos diferencas
metodoldgicas bastante relevantes. O método de AD, que utiliza a precipitagdo com o uso
do sulfato de sodio, promove a separagdo das albuminas totais, onde podemos encontrar
as fragdes de a-lactoalbumina (a — LA), S-lactoglobulina, (f — LG), e a albumina sérica
bovina, (BSA), além da fracdo de NPN (Aschaffenburg; Drewry, 1959). J& o método
descrito pela AOAC, 998.05, quantifica a totalidade das proteinas do soro presentes,
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incluindo ainda as imunoglobulinas, (Ig), e as fragdes de proteose-peptona, (PP), além

do NPN (AOAC, 2012a).

A fragdo que cada vez mais sendo explorada pela industria de alimentos ¢ a fragao
nitrogenada ndo proteica (NPN), proveniente de estruturas contidas no leite que
apresentam nitrogénio em sua composi¢do, porém nao sao consideradas proteinas, como
a ureia, enzimas, aminoacidos, peptideos e a creatina (Gonzalez; Diirr; Fontaneli, 2001).
Para que possamos fazer a andlise dessa fragdo faz-se necessario a completa precipitagao

das proteinas presentes inicialmente.

Nitrogénio nio proteico (NPN) — Método AOAC 991.21

Leite cru: in natura.

Produtos concentrados (leite condensado, doce de leite, mistura lactea):

solugdo 35% mm.

Preparo de amostra: utiliza-se cerca de 40 mL de 4cido tricloroacético (TCA) a
15% m v'! em 10 mL de amostra, a fim de ajustar a concentragio final de TCA na mistura
para 12% m v'!, sendo essa concentragio o ponto 6timo para a precipitacio eficiente de

proteinas e, consequentemente a separacio adequada da fracdo de NPN (AOAC, 2012%).

Separacio: filtradas no filtro qualitativo de n°1, marca Whatman, de retengdo
nominal de particulas de 11 um e o sobrenadante avaliado na analise Kjeldahl (AOAC,

2012%).

A partir das fragdes nitrogenadas descritas anteriormente, NT, NCN e NPN,
podemos encontrar de forma indireta outros tipos de fracionamento proteico que auxiliam
no entendimento da matriz alimentar (Kielczewska et al., 2021). Nas equagdes dadas a

seguir, pode-se visualizar as relagdes matematicas.
CAS = (NT — NCN) x 6,38 Equagio 7
SP = (NCN — NPN) x 6,38 Equacio 8
PV = (NT — NPN) x 6,38  Equagio 9

Onde:
CAS: Representa a fracdo proteica das caseinas;

SP: Representa a fragdo das proteinas do soro;



31

PV: Representa a fragao proteica verdadeira.

3.4.1.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio

O perfil proteico dos produtos lacteos avaliados nesse trabalho - leite UHT, leite
cru, leite condensado, doce de leite e mistura lactea condensada - foi obtido por meio da
técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE). De acordo com a literatura cientifica, em produtos lacteos em geral, as
principais bandas observadas e que podem auxiliar na compreensdao das matrizes
alimentares, correspondem a de massas moleculares de aproximadamente 66 kDa (BSA),
entre 23 kDa a 25 kDa (a e B caseinas), 19 kDa (k-caseina), 18,4 kDa (B-LG) e, entre 12
kDa a 14 kDa (a-LA) (Chen; Chen; Hsieh, 2015).

Para a corrida eletroforética, o gel de separacao foi preparado com concentragao
final de 15% m v! de acrilamida/bisacrilamida, utilizando solucao de acrilamida a 30%
m v, bis-acrilamida a 0,8% m v', tampao TRIS-HCI de pH igual a 8,8, SDS a 10% m
v, 4gua destilada, persulfato de amoénio (APS) a 10% m v' e N, N, N, N’-
tetrametiletilenodiamina (TEMED). O gel de empilhamento foi preparado com
concentragdo final de 4% m v'!, contendo solug¢do de acrilamida a 30% m v!, bis-
acrilamida a 0,8% m v!, tampao TRIS-HCI de pH igual a 6,8, 4gua destilada, APS a 10%
m v' e TEMED. O tampao de corrida 1x utilizado foi constituido por
tris(hidroximetil)aminometano (TRIS), glicina e SDS, com pH final ajustado para 8,3,

conforme (He, 2011).

As amostras foram solubilizadas em tampao de amostra 4x na proporg¢ao de 3:1
(amostra:tampao). O tampao de amostra foi composto por Tris-HCI com pH igual a 6,8,
agua, glicerol, SDS a 10% m v', 2-mercaptoetanol ¢ azul de bromofenol. Apds a
solubilizacao das amostras, as misturas foram submetidas a agitagdo em vortex, aquecidas
a 95 °C £+ 2 °C por 5 minutos e, em seguida, centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos
com o objetivo de desnaturar as proteinas presentes no meio (Bio-Rad Laboratories,
2012). Como marcador de massa molecular, foi empregado o padrdo de proteinas
recombinantes Novex Sharp, da marca Thermo Scientific. Aproximadamente 10 pL de

cada amostra e dos padrdes foram aplicados nos respectivos pocos do gel (Hartl; Bister,

2013).
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A corrida eletroforética teve duracao de 1,5 horas, sob aplicagdo de poténcia
constante de 100 mW. Em seguida, os géis foram submetidos a coloracdo em solugdo
composta de azul de Coomassie, metanol P.A., 4gua e 4cido acético P.A., por um periodo
de 2 horas. Apds a coloracao, realizou-se a etapa de descoloragdo utilizando a mesma
solucdo, porém sem o corante, até a completa remog¢do do fundo azulado do gel,
permanecendo coradas apenas as fragdes proteicas. Por fim, os géis foram escaneados

para posterior analise (Goldring, 2018).

3.4.2 Composicional

As amostras foram avaliadas composicionalmente por meio de metodologias
oficiais, explorando as analises de extrato seco total, solidos soluveis (°Brix), residuo
mineral fixo (cinzas) e gordura. A andlise de proteinas, embora integrante da composicao,

encontra-se descrita na se¢ao 3.4.1 deste documento.

3.4.2.1 Extrato seco total

O teor de extrato seco total (EST) das amostras foi determinado pelo método de
secagem em estufa, conforme metodologia descrita pela ISO 6731/IDF 21. Para essa
analise, aproximadamente 5 g de amostra foram pesados em cépsulas de aluminio
previamente secas e taradas, sendo entdo submetido o conjunto a secagem em estufa,
(marca 7Lab, modelo SSA1), mantida a 102 °C £ 2 °C, até a obten¢do de massa constante,
definida como uma variacdo de massa inferior ou igual a 5 mg entre pesagens
consecutivas. Ap6s o processo de secagem, o teor de EST foi calculado de acordo com a
Equacdo 10, apresentada a seguir (International Organization For Standardization;

International Dairy Federation, 2010).

EST% (mm ™) = 220 x 100  Equaciio 10

mi—mg
Onde:
my: Representa a massa da capsula vazia (g);

m,: Representa a massa da capsula + massa da amostra antes da secagem (g);

m,: Representa a massa da capsula + residuo seco apos a secagem (g);
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3.4.2.2 Solidos soluveis

A determinagdo dos solidos soluveis (°Brix) foi realizada pelo método
refratométrico, baseado na medida do indice de refragdo da amostra, utilizando-se um
refratdmetro portatil, marca Hanna, referéncia HI96801. Os resultados foram expressos
em graus Brix (°Brix), unidade que corresponde aproximadamente a concentragdo de
sacarose em solucdo, sendo que 1 °Brix equivale a cerca de 1 g de sacarose em 100 g de
solucdo. O método adotado baseia-se nos procedimentos oficiais descritos pela AOAC
932.12 de 2019, amplamente empregado para a determinacao de solidos soluveis por

refratometria (AOAC, 2019b).

Previamente as analises, o equipamento foi devidamente calibrado por meio da
limpeza do prisma e da aplicagdo de dgua destilada, ajustando-se a leitura para 0,0 °Brix,
conforme recomendado pela AOAC. Apods a calibragdo, uma pequena aliquota da
amostra, previamente homogeneizada, foi depositada sobre o prisma do refratometro,
assegurando-se a auséncia de bolhas de ar e de particulas s6lidas que pudessem interferir
na leitura. A leitura foi entdo realizada diretamente na escala de °Brix do equipamento.
Em produtos lacteos concentrados o valor encontrado na escala brix representa o teor de
solidos soluveis aparente, que na literatura cientifica ¢ associado a concentragdo de

acgucares (AOAC, 2019b).

3.4.2.3 Residuo mineral fixo

A determinagdo do teor de residuo mineral fixo (RMF), também denominado de
cinzas, das amostras foi realizada por meio do processo de incineragio em mufla,
conforme descrito na metodologia ISO 1740 | IDF 25. Para essa analise,
aproximadamente 5 g de amostra foram pesadas em cadinhos de porcelana previamente
secos e tarados, os quais foram posteriormente submetidos a incineragdo em mufla (marca
Quimis®), mantida a 550 °C, até¢ a completa combustdo da matéria organica e obtengao
de massa constante, definida como uma varia¢do de massa inferior ou igual a 5 mg entre
pesagens consecutivas (International Organization For Standardization; International
Dairy Federation, 2008). Apds o processo de incineragdo, o teor de cinzas foi calculado

com base na Equacao 11.
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% cinzas (mm™1) = % x 100 Equagio 11

a

Onde:

m;: Representa a massa final do conjunto (amostra + cadinho) apds a incineragdo (g);

m_: Representa a massa do cadinho vazio (g);

m,: Representa a massa inicial da amostra (g).

3.4.2.4 Gordura por Gerber

A determinagdo do teor de gordura para leites, cru e UHT, foi realizada pelo
método de Gerber, um método volumétrico amplamente empregado na analise de
produtos lacteos, conforme descrito na metodologia da AOAC 2000.18 de 2019.
Inicialmente, foram adicionados 10,0 mL de &cido sulfurico concentrado, para analise de
leite, com densidade aproximada de 1,820 g mL~'. Em seguida, foram cuidadosamente
adicionados 11,0 mL da amostra previamente homogeneizada, evitando-se o contato
direto da amostra contra as paredes do butirdmetro. Posteriormente, adicionou-se 1,0 mL

de alcool isoamilico (AOAC, 2019c).

Os butirdometros foram entdo fechados com rolhas apropriadas e homogeneizados
por inversao manual até completa dissolu¢do do contetido. Em seguida, os tubos foram
submetidos a centrifugacdo em centrifuga especifica para o método Gerber, a
aproximadamente 1.200 rpm por 5 minutos, promovendo a separagdo das fases (AOAC,

2019c¢).

Ap0s a centrifugagdo, os butirdmetros foram mantidos em banho-maria a 65 °C £
2 °C por cerca de 5 minutos. A leitura do teor de gordura foi realizada diretamente na

escala graduada do butirometro, sendo os resultados expressos em porcentagem de

gordura, % m m™! (AOAC, 2019¢).

3.4.2.5 Gordura por Mojonnier
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A determinacao do teor de lipidios de amostras com alto teor de agucar, como
produtos concentrados, foi realizada pelo método de Mojonnier, um método gravimétrico
baseado na extrag¢do da gordura por meio de solventes organicos, amplamente empregado
na analise de produtos lacteos. No presente trabalho, esse método foi aplicado para a
quantificagdo de lipidios em amostras de leite condensado, mistura lactea condensada e
doce de leite, seguindo a metodologia oficial descrita pela AOAC de n° 989.05 de 2019.

Inicialmente, entre 2 g a 5 g da amostra, previamente homogeneizada e avolumada
para um baldao de 10 mL, foram transferidas para um frasco extrator do tipo Mojonnier.
Em seguida, adicionou-se 2,0 mL de hidréxido de aménio concentrado, 25% m m’,
procedendo a agitacdo suave. Posteriormente, foram adicionados 10 mL de élcool etilico
a 95% v v'l. Sob agitagio manual cuidadosa, procedeu-se a extracio da gordura pela
adicao de 25 mL de éter etilico, seguida de agitagao vigorosa por cerca de 1 minuto. Em
seguida, adicionou-se 25 mL de éter de petroleo, repetindo-se a agitacdo por mais 1
minuto. O sistema foi entdo deixado em repouso por 30 minutos até completa separagdo

das fases (AOAC, 2019d).

A fase organica superior, contendo os lipidios dissolvidos, foi cuidadosamente
transferida para um baldo de fundo redondo previamente seco em estufa e pesado. O
procedimento de extracao foi repetido duas vezes adicionais, utilizando-se 5 mL de dlcool
etilico a 95% v v'!, 15 mL de éter etilico e 15 mL de éter de petroleo na segunda extracio,
repetindo-se 0 mesmo procedimento na terceira extragao, omitindo-se apenas o alcool
etilico, de modo a assegurar a completa remocao da fragdo lipidica da amostra (AOAC,

20194d).

As fragdes orgénicas combinadas foram submetidas a evaporag¢do dos solventes
por rotaevaporagdo, até a eliminacgao visivel dos solventes. Em seguida, o recipiente foi
levado a estufa, marca 7Lb, modelo SSAi, a 102 °C £ 2 °C por cerca de 60 minutos,
visando a remog¢ao completa de residuos volateis. Apos essas etapas, o frasco foi
transferido para um dessecador, onde permaneceu até atingir a temperatura ambiente,
sendo entao pesado. O ciclo de secagem e pesagem foi repetido até a obtencao de massa
constante.

O teor de lipidios foi determinado por diferenca de massa, antes e apOs 0 processo

1

extrativo, sendo os resultados expressos em porcentagem de gordura, m m™, em relagdo

a massa da amostra analisada, conforme descrito na Equagdo 12 (AOAC, 2019d).
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% gordura (mm™1) = % x 100  Equacio 12

Onde:

my: Representa a massa do baldo apos a retirada do solvente, permanecendo apenas a

gordura da amostra (g);
my: Representa a massa do baldo previamente seco e pesado (g);

m,: Representa a massa da amostra pesada para a realiza¢ao da analise (g).
3.5 TRATAMENTO ESTATISTICO

Os dados experimentais obtidos a partir das analises das fragdes proteicas foram
inicialmente organizados e tratados por meio do software Origin, utilizado para a
construcao dos graficos referentes a distribuicdo das fragdes proteicas nas diferentes
matrizes lacteas estudadas. O software possibilitou a visualizagao clara das tendéncias e
variacoes observadas nos resultados analiticos, sendo amplamente empregado em estudos
cientificos. Nos dados composicionais foram aplicados a analise de variancia (ANOVA)
e o teste de Tukey a 5% de significancia (p < 0,05) a partir do software (Originlab
Corporation, 2025).

A precisdao do método foi avaliada por meio dos parametros de repetibilidade e
reprodutibilidade, conforme as diretrizes estabelecidas pela norma ISO 5725 e ISO 5725-
2:1994. Para ambas as condigdes, foi calculado o coeficiente de variagdo (CV%),
utilizado como principal indicador da dispersdo relativa dos resultados. O critério de
aceitacdo do coeficiente de variagdo seguiu recomendagdes adotadas em validagdo de
métodos analiticos, considerando-se valores de CV < 5% como indicativos de excelente
precisdo, enquanto valores superiores a esse limite indicam maior variabilidade do

método (International Organization For Standardization, 1994a; 1994b).

Dessa forma, a utilizagdo de ferramentas graficas e estatisticas permitiu uma
avaliacdo da precisdo, reprodutibilidade e comparabilidade dos métodos empregados na

determinagdo das fragdes proteicas das matrizes lacteas analisadas.
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4 RESULTADOS

Nesta se¢do, sdo apresentados os resultados obtidos, os quais foram organizados

e discutidos de acordo com as quatro etapas principais do desenvolvimento do trabalho.

4.1 OTIMIZACAO ANALITICA POR KJELDAHL

A parte 1 deste trabalho teve como foco na otimizacdo das condi¢des analiticas
para a aplicagdo do método Kjeldahl em matrizes lacteas concentradas.

Os procedimentos de preparo de amostras descritos nas metodologias oficiais
disponiveis na literatura cientifica foram originalmente desenvolvidos para analise de
leite cru. Com base nisso, tornou-se necessaria adaptacdes metodoldgicas visando a
reprodutibilidade do método Kjeldah! quando aplicado em outras matrizes lacteas, como
o leite condensado integral e o doce de leite tradicional. Apesar de compartilharem a
mesma base, o leite, tais amostras apresentam caracteristicas distintas, com diferengas na
viscosidade, teor de carboidratos e lipidios, como podemos observar na Tabela 1. Essas
diferengas interferem de forma significativa na avaliagdo do teor proteico e justifica a

necessidade da otimizagdo das condigoes analiticas.

Tabela 1 - Informagdes nutricionais de amostras comerciais.

Amostra (100

- LC3* DL3**
constituintes

Carboidratos totais (g) 56 52
Proteinas (g) 7,2 8,3
Gorduras totais (g) 8,2 7,7

*LC3: Leite condensado integral, marca 3.
**DL3: Doce de leite tradicional, marca 3.
Fonte: Proprio autor (2026).

Diante dessas particularidades das matrizes avaliadas, tornou-se necessaria
adaptagdo das condigdes iniciais de analise para determinagdo do teor de proteina. Em
fun¢do da maior consisténcia e do elevado teor de solidos, especialmente de proteinas em
comparagdo ao leite cru, foi necessario o preparo de solugdes de partida adequadas, de
modo a viabilizar a andlise e garantir a eficiéncia do processo de digestdo. A adequagado

das solugdes foi realizada com base no teor de proteina informado nos rétulos dos
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produtos. Todas as amostras foram preparadas uma tUnica vez e as aliquotas foram
analisadas em trés tubos micro Kjeldahl independentes, caracterizando a repetibilidade
do processo (n=3).

Para o ajuste das condigdes analiticas, foram considerados tanto a projecao do
analito durante o processo de digestdo bem como a faixa de nitrogénio requerida para
analises no sistema semi-micro, compreendida entre 0,1 mg a 2 mg de nitrogénio por
tubo, pontos fundamentais para a quantificagdo adequada. No preparo da fracdo de
nitrogénio total, seguiu-se o0 mesmo conceito de dilui¢ao descrita para o leite, conforme
recomendada por Wolfschoon-Pombo, se adequando na faixa do semi-micro

(Wolfschoon-Pombo, 1980).

Diante disso, foram avaliadas diferentes diluigdes para as amostras de doce de
leite e leite condensado. Para o leite condensado, foram avaliadas dilui¢des de 5%, 10%
e 20% m m™!, e todas apresentaram resultados satisfatorios e semelhantes durante todo o
processo. Entretanto, a escolha da melhor diluicdo foi baseada no desvio padrao, que
demonstrou uma tendéncia de aumento com o incremento da concentra¢ao da solugao de
partida (Skoog; West, 2014). Diante disso, optou-se pela utilizagdo da solugao inicial de

5% m m! para essa matriz.

Para o doce de leite, foram avaliadas solugdes de 10% e 20% m m™!, uma vez que

a de 5% m m™ ja havia apresentado resultados insatisfatérios. Os preparos testados
obtiveram resultados semelhantes e com desvios proximos. Diante disso, a escolha
baseou-se na quantidade de aliquota no tubo, uma vez que partindo de uma solugdo de
10% m m™!, seria possivel inserir um maior volume de aliquota no dobro de amostra se
comparado a solugdo 20% m m.

As fragdes de NCN e NPN, tiveram solugdes de partida de concentracao de 35%
m m! de leite condensado e de doce de leite, pois maiores concentracdes apresentaram
baixa solubilidade. Ademais, a solugdo de 35% m m™! representou a concentragio minima
para que ambas as fragdes avaliadas se mantivessem na faixa de nitrogénio determinada
pelo método.

Com base nesses parametros, os volumes e as concentragdes das amostras foram

ajustados, resultando nos valores apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Condigdes analiticas e teor de nitrogé€nio obtido para as diferentes fracdes
nitrogenadas de leite cru, leite condensado e doce de leite.

Fracao Solucgao inicial ~ Aliquota no . o
Amostra nitrogenada % m m-! tubo / g Nitrogénio = dpa /mg
NT 5 5,0 1,06 £ 0,05
_ NCN - AD Leite cru 2,0 0,74 £ 0,03
Leite cru
NCN - AOAC Leite cru 1,8 0,87 +0,02
NPN Leite cru 5,0 0,35 +0,01
NT 5 2,5 1,48 £ 0,05
Leite
NCN - AD 35 2,1 0,24 £ 0,03
condensado
NCN - AOAC 35 2,6 0,39 £ 0,01
(LC3)
NPN 35 3,5 0,17 £0,01
NT 10 1,0 1,39 £ 0,04
Doce de leite NCN - AD 35 2,0 0,22 +0,01
(DL3) NCN -AOAC 35 2,5 0,51 £0,01
NPN 35 2,5 0,15+0,01

NT: nitrogénio total; NCN-AD: fracdo nitrogenada ndo caseinica por Aschaffenburg e Drewry (NCN = a-
LA+ B-LG + BSA + NPN); NCN-AOAC: fracao nitrogenada ndo caseinica pela Associagdo de Quimicos
Analiticos Oficiais (NCN = proteinas séricas + NPN); NPN: fracdo nitrogenada nio proteica; Nitrogénio:
quantidade em massa de nitrogénio presente no tubo; dpa: desvio padrdo amostral.

Fonte: Proprio autor (2026).

Tendo em vista que determinadas amostras podem apresentar melhor desempenho
analitico quando ajustadas a faixa ideal de nitrogénio, observou-se que valores superiores
aos recomendados na Tabela 2 resultaram em inconsisténcias durante a etapa inicial do
método, como a projecdo de amostra na digestdo e valores fora da faixa de 0,1-2,0mg
N/tubo.

As diferencas entre os métodos de NCN, AD e AOAC, puderam ser evidenciadas
com maiores valores em massa de nitrogénio pela metodologia descrita na AOAC em
relagdo ao método de AD, sendo esse fato independente da matriz a ser avaliada. Pode se
ainda concluir que as diferentes concentragdes das solugdes iniciais e massa das aliquotas
evidencia a influéncia da complexidade das matrizes frente as condi¢des analiticas. No
caso da fragdo nitrogenada de NPN, observou-se uma menor contribuicao relativa,

conforme esperado (AOAC, 2012a; Aschaffenburg; Drewry, 1959).
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4.2 FRACOES NITROGENADAS E PERFIL PROTEICO

Baseando-se nos ajustes analiticas definidos na parte 1, as amostras de leite
condensado integral, doce de leite tradicional e leite cru, foram avaliadas em uma nova
etapa de analises, definindo a parte 2. Cada amostra foi analisada em trés repetigdes e,
cada repeti¢do em triplicata, garantindo assim a robustez e a confiabilidade.

Nessa segunda parte do trabalho, foi preconizado a avaliacdo das fragdes
nitrogenadas das amostras lacteas concentradas, bem como o leite cru, sendo esse uma
amostra referéncia. Foi avaliado também o perfil proteico por SDS-PAGE, bem como
avaliagdo composicional das amostras comerciais.

A primeira avalia¢do consiste numa comparacao das fragdes “proteicas” obtidas a
partir das fragdes nitrogenadas experimentais, como proteina total, e nitrogénio nao
proteico. A outra comparagdo foi realizada entre as fragcdes proteicas obtidas por método
indireto, como proteina verdadeira, caseinas e proteinas do soro. Para obtermos as fracdes
“proteicas” a partir das fragdes nitrogenadas ¢ necessario a multiplicagdo do fator de
conversao (6,38). Para a realizacao dos calculos indiretos, foram utilizadas as equacdes
7, 8 ¢ 9, descritas na se¢ao 3.4.1.1. A Figura 9 traz as fragdes proteicas das amostras

avaliadas.
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Figura 9 - Fracdes "proteicas" de leite cru, leite condensado integral e doce de leite
tradicional comerciais (n = 3) em % m m.
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Fonte: Proprio autor (2026).

De acordo com a Instrugdo Normativa de n® 76 de 26 de novembro de 2018 do

MAPA, dentre os parametros mencionados, podemos destacar o teor de proteinas minimo
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que ¢é de 2,9% m m'!. A partir dos resultados expostos na Figura 9, podemos destacar que
o leite cru avaliado segue a norma supracitada (Brasil, 2018a). Ambos os produtos lacteos
concentrados avaliados, leite condensado integral e doce de leite tradicional, atendem as
legislagcdes especificas no quesito avaliado experimentalmente, o teor de proteina total.
Observa-se que os valores rotulados, expostos na Tabela 1, (7,2% m m™' para leite
condensado integral e 8,3% m m™! para doce de leite tradicional), sio bem similares aos
obtidos na analise proteica, (7,26% m m™! para leite condensado integral e 8,25% m m’!
para doce de leite tradicional), sendo essa pequena diferenciagdo associada ao desvio de
conformidade de rétulos de produtos finais (Brasil, 1997; 2018b; Fabris; Santos; Stefani,
2024).

A normativa ndo preconiza as fragdes proteicas avaliadas, mas ¢ de grande
importancia seu entendimento e compreensdo. Na literatura cientifica, para leite cru, a
fragdo “proteica” de NPN representa cerca de 5% a 6% do contetido total de nitrogénio,
mas, no leite avaliado, foi observado que a fragdo de NPN representa cerca de 8,4%,
podendo este valor estar atrelado a fatores fisioldgicos e nutricionais, incluindo processos

de degradagao proteica (Depeters; Cant, 1992; Rowland, 1938).

A fracdo de NPN encontrada nas amostras lacteas concentradas, no leite
condensado integral e no doce de leite tradicional, ainda ¢ muito pouco explorada na
literatura cientifica. No caso do doce de leite, ndo encontramos uma referéncia nas
principais base de dados. Na dissertacdo de mestrado de Paula Nunes Mendes, a autora
avalia nas amostras de leite condensado uma faixa de NPN compreendida entre 0,196%

I'e, se compararmos o valor encontrado experimentalmente nesse

mm’ a0248% m m"
trabalho, que foi de 0,074% m m™! (convertendo proteina para nitrogénio), pode se dizer
que o contetido encontrado foi bem inferior ao relatado em trabalho cientifico para a
mesma base lactea. Essa diferenciacdio pode estar associada pelos diferentes

processamentos ¢ tempo de armazenamento do produto final (Mendes, 2012).

Na comparacdo dos métodos referentes a fracdo de NCN, temos que, a
precipitagdo com o uso do sulfato de sddio, pelo método de NCN-AD e a precipitagdo
com acido acético, pelo método NCN-AOAC retornam valores diferentes num mesmo
grupo de proteinas avaliado, que no caso seriam o grupo das caseinas (CAS) e o das
proteinas do soro (SP). Essas diferengas estdo intimamente relacionadas ao mecanismo
quimico envolvido em cada método. Na metodologia descrita por Aschaffenburg e

Drewry (AD) a separagdo das proteinas ocorre por efeito salting-out, onde ocorre o
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aumento da forca i6nica do meio com a presenca da solucao supersaturada de sulfato de
sodio, ocasionando a desidratagdo das proteinas e consequentemente o favorecimento das
interagdes hidrofobicas de proteina-proteina. O mecanismo quimico ndo se relaciona com
as cargas das moléculas em questdo e, no caso de matrizes concentradas e termicamente
processadas, como o doce de leite e o leite condensado, pode ocasionar no meio o
fendomeno de coprecipitagdo de proteinas globulares do soro que se associam a agregados
de caseinas desnaturados, e, com isso, justificar os maiores valores obtidos da fracdo
caseinica (CAS) e, a subestimacgdo da fragcdo das proteinas do soro (SP) (Aschaffenburg;
Drewry, 1959; Wingfield, 1998).

Na avalia¢do da fracdo caseinica pela metodologia AOAC, temos que a separagao
se baseia na precipitagdo seletiva das caseinas a partir do ajuste de pH para o ponto
isoelétrico médio das caseinas (= 4,6). Isso promove a neutralizacao das cargas elétricas
e a perda de repulsdo eletrostatica entre as micelas e, as proteinas do soro, que nesse caso
possuem estruturas globulares e alta solubilidade em meio acido, sdo as proteinas que
compdem a fragcdo sobrenadante. Pode concluir nessa comparagdo metodoldgica que, a
obtenc¢do da fragdo de NCN pela metodologia da AOAC ¢ mais adequada, tendo maior

seletividade quimica frente as diferentes fragdes proteicas (AOAC, 2012a).

Na fabricagdo dos produtos lacteos concentrados, como o leite condensado
integral e o doce de leite tradicional, ndo ha um acréscimo real na concentracdo de
caseinas, o que de fato ocorre no meio € a desnaturagao principalmente das proteinas do
soro, ocasionada pelo estresse térmico. Estruturalmente, acontece o desdobramento das
proteinas do soro, afetando os niveis quaternario, terciario e secundario das proteinas

(Wolfschoon-Pombo; Fernandes; Granzinolli, 1982).

Uma das consequéncias ocasionadas pela desnaturacao proteica ¢ a formagao de
complexos entre as proteinas do soro e as caseinas, mais especificamente entre a k-caseina
e os grupos sulfidrilas (—SH), esses expostos nas estruturas das proteinas do soro
desnaturadas como a p-lactoglobulina (f —LG). Os complexos formados sao
coprecipitados juntamente com as caseinas desnaturadas durante o processo de separacao,

aumentando a fracdo de caseinas e consequentemente reduzindo as proteinas do soro

(Larson; Rolleri, 1955; Wolfschoon-Pombo; Fernandes; Granzinolli, 1982).

Uma das proteinas séricas que ¢ mais sensivel frente aos tratamentos térmicos ¢

B-lactoglobulina (f — LG), que desempenha um papel crucial nas alteracdes do perfil
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proteico. A desnaturacao e posterior interagdo com outras proteinas do meio, podem ser
moduladas por diferentes fatores, como pH, concentragdo de lactose, presenca de ions
calcio e de outros sais (Larson; Rolleri, 1955; Wolfschoon-Pombo; Fernandes;
Granzinolli, 1982).

Os parametros estatisticos de repetibilidade (r) e reprodutibilidade (R) sdo cruciais
para a validac@o da precisdo analitica do método. Logo, faz-se necessario o uso em todos
os métodos aplicados durante a obten¢ado das fragdes nitrogenadas (NT, NCN-AD, NCN-
AOAC e NPN) a partir das diferentes matrizes lacteas. Os parametros estatisticos
avaliados nos conferem a validacdo do método, bem como a criticidade dos valores

experimentais obtidos (International Organization For Standardization, 1994b).

A repetibilidade () € utilizada para representar a variagao dos resultados obtidos
nas mesmas condigdes experimentais como: o0 mesmo analista, 0 mesmo equipamento e
0o mesmo procedimento em um curto intervalo de tempo. A reprodutibilidade (R),
conforme descrita na ISO 5725-2, define-se como a variabilidade dos resultados sob
condigdes experimentais diferentes, entre laboratorios. No referido trabalho, o parametro
de reprodutibilidade (R) foi aplicado no formato intralaboratorial, considerando as
analises feitas em dias diferentes, em fun¢do do tempo, preparo de reagentes, variagdes
ambientais e instrumentais, a fim de avaliar a robustez do método, onde ndo avaliamos o
formato interlaboratorial, este descrito na ISO 5725-2 (International Organization For

Standardization, 1994b).

Foram avaliados adicionalmente os coeficientes de variagdao (CV%) relacionados
com os parametros de repetibilidade (r) e reprodutibilidade (R) como indicadores
relativos de precisdo, nos quais permitem a comparagdo direta da variabilidade entre as
fragdes e as matrizes lacteas distintas. Valores baixos de CV% sdo indicativos de maior
precisao do método e, valores elevados, sinalizam uma maior sensibilidade, relacionadas
as variagdes operacionais. Na normativa ISO 5725-2, encontra-se todos as equagdes
envolvidas para a obtencdo dos pardmetros estatisticos em questdo. Na Tabela 3, estdo
expostos os valores calculados de repetibilidade (r), reprodutibilidade (R) e seus

respectivos CV% (International Organization For Standardization, 1994b).
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Tabela 3 -Parametros de repetibilidade (r), reprodutibilidade (R) e CV% das fragdes
nitrogenadas em leite cru, leite condensado e doce de leite (ISO 5725-2:1994).

Limite CV%
Produto Fragdo
repetibilidade reprodutibilidade repetibilidade reprodutibilidade
NT 0.19 0.28 2.60 3.84
Leite cru NCN-AD 0.03 0.08 1.72 4.93
(Lcl) NCN-AOAC 0.04 0.04 2.39 2.39
NPN 0.01 0.01 2.16 2.16
Leite NT 0.38 0.38 1.87 1.87
condensado NCN-AD 0.04 0.22 291 14.45
Integral NCN-AOAC 0.06 0.06 3.06 3.06
(LC3) NPN 0.01 0.01 0.71 0.71
NT 0.27 1.37 1.18 5.94
Doce de leite
NCN-AD 0.04 0.05 2.83 3.27
tradicional
NCN-AOAC 0.02 0.03 0.96 1.09
(DL3)
NPN 0.03 0.03 1.99 2.02

NT: fracdo nitrogenada total; NCN-AD: fracdo ndo caseinica obtida pelo método de Aschaffenburg e
Drewry (AD); NCN-AOAC: fracdo ndo caseinica obtida pelo método da AOAC; NPN: fracdo de
nitrogénio ndo proteico. r: repetibilidade; R: reprodutibilidade; CV%: Coeficiente de variagao.

Fonte: Proprio autor (2026).

Na avaliag@o dos limites de r e de R e dos seus respectivos CV%, vimos que ha
uma boa precisdo global do método para a determinagdo da fracdo de NT e da fracao de
NPN em todas as matrizes lacteas avaliadas, sendo seus respectivos CV% inferiores a
4%. Vimos que o NCN-AOAC apresentou maior robustez, com valores de CV% baixos
e ainda bem préximos, se comparados entre as matrizes lacteas avaliadas. A fragdo de
NCN-AD obteve CV% de 14,45% sendo um indicativo de baixa reprodutibilidade nessa
matriz, possivelmente pelo mecanismo de precipitacdo por salting-out bem como as
condi¢des de preparo e composi¢ao. Pode-se concluir que dentre os métodos avaliados
para a fracdo de NCN, o método descrito pela AOAC torna-se o mais adequado a ser
aplicado em produtos lacteos concentrados e termicamente processados.

O perfil proteico das amostras de leite condensado integral e doce de leite
tradicional foi avaliado por SDS-PAGE. Partimos das mesmas solugdes que foram
analisadas anteriormente.

A partir do preparo inicial das amostras, estas foram submetidas a eletroforese
com o objetivo de identificar o perfil proteico de cada tratamento. As amostras de leite

condensado e doce de leite foram inicialmente processadas com o mesmo protocolo
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utilizado para as amostras de leite in natura. No entanto, ndo apresentaram bandas
visiveis, possivelmente em decorréncia do baixo teor de proteinas do soro nas fragdes
analisadas e da presenga de interferentes, como os sais, na matriz.

Diante dos resultados insatisfatorios, foram realizadas adaptagdes nos protocolos
para SDS-PAGE, com o intuito de otimizar o perfil eletroforético obtido. Considerando o
teor reduzido de proteinas detectado, ajustes como a simples remog¢do de sais e a
precipitagdo proteica convencional ndo foram suficientes para viabilizar a continuidade

da andlise (Laemmli, 1970).

Como alternativa, optou-se pela concentracdo da solu¢do tampao em 4x, esta
constituida de 1,36 mL de agua, 1,25 mL de tampao TRIS-HCI 2M (pH 6,8), 4 mL de
glicerol, 0,8 g de SDS, 2,55 mL de 2-mercaptoetanol, 40 mg de azul de bromofenol,
visando aumentar a sensibilidade da detec¢do e a definicdo das bandas proteicas no gel.
A composi¢ao do tampao de amostra seguiu o principio classico de Laemmli e a propor¢ao
adotada foi de 3 partes de amostra para 1 parte do tampao de amostra.

A partir de testes preliminares, foi realizado dois diferentes preparos de amostra
da fragao de NCN-AOAC para a avali¢ao na analise de SDS-PAGE: O primeiro preparo
seguiu exatamente o método descrito pela AOAC para a andlise da fragdo de NCN e, o
segundo preparo partiu-se de uma adaptacdo do método, mas sem o uso da agua para
ajuste o volume final da mistura de 100 mL, tendo como objetivo uma maior concentragao
da fragdo proteica ap6s a precipitacdo (AOAC, 2012a). Na Figura 10, podemos avaliar o
perfil proteico da fracdo proteica total [PT = NT x 6,38], da fragdo de proteina ndo
caseinica obtida a partir do método da AOAC [P(NCN) = NCN x 6,38], das amostras de

leite, leite condensado integral e doce de leite tradicional.
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Figura 10 - Perfil proteico por SDS-PAGE das fragdes de PT e P(NCN)-AOAC das
amostras de leite, leite condensado e doce de leite.
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condensado integral sem diluigdo, adaptado [P(NCN)-AOAC adaptado]; 7: fragdo proteica total (PT) do
doce de leite; 8: fracdo de proteinas do soro do doce de leite tradicional [P(NCN)-AOAC]; 9: fracdo de
proteinas do soro do doce de leite tradicional sem dilui¢do, adaptado [P(NCN)-AOAC adaptado].

Fonte: Proprio autor (2026).

A partir da avaliagdo das bandas encontradas nos pogos de numero 1, 4 ¢ 7 no gel
da Figura 10, referentes a proteina total do leite, leite condensado integral e doce de leite
tradicional, respectivamente, vimos bandas proteicas compativeis com fracdes de BSA,
caseinas, B-LG e de a-LA, com intensidades diferentes, nas quais podemos associar com
os valores encontrados nas fragdes proteicas por Kjeldahl das respectivas amostras.

Nas bandas numeradas de 2, 5 e 8, temos as fragdes de proteinas do soro das
amostras de leite, leite condensado integral e, doce de leite tradicional respectivamente e,
observou-se a presenca predominantes das fragdes de proteinas do soro (~18 kDa e ~14
kDa) e, ndo foram detectadas bandas compativeis com as fragdes de caseinas (19-25 kDa)
nas condigdes analisadas.

Por outro lado, nos pogos de numeros 6 e 9, referentes as fragdes de proteinas do
soro sem dilui¢do, conforme a adaptagdo do preparo de amostra de NCN pela AOAC para
leite cru, [P(NCN)-AOAC], verificou-se a presenca das proteinas do soro e também
fragcdes de caseinas, sendo mais evidente no poco de numero 9. Isso mostra que ha
necessidade de um ajuste na metodologia da separagdo das proteinas do soro frente as
caseinas, nas amostras lacteas concentradas, como vimos nas amostras de leite
condensado integral e do doce de leite tradicional. No caso do leite, no pogo de numero

3, a amostra teve interferéncias (amostra “arrastada”) logo, ndo ¢ possivel inferir se
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realmente nessa encontramos bandas referentes as caseinas, sendo necessario uma nova

avaliagdo (Anema; Li, 2003).

E importante mencionar que tanto as proteinas do soro quanto as caseinas,
proteinas desnaturadas encontradas nas amostras de leite condensado integral e doce de
leite tradicional estdo menos disponiveis se comparado com as fragdes proteicas
encontradas nas amostras de leite cru, pois elas ja foram expostas a diferentes tratamentos

térmicos durante seu processamento industrial (Corredig; Dalgleish, 1998).

Dessa forma, a adaptagdo do preparo de amostra da fracdo de NCN pelo método
da AOAC para o SDS-PAGE, sem a diluigdo mostrou-se mais adequada para a
caracterizacdo das bandas proteicas nas amostras de leite condensado integral e doce de
leite tradicional. Mas, € visto que a separacdo das proteinas do soro das caseinas ainda
necessita de aprimoramento, pois ocasiona uma quantificacdo das proteinas do soro
erronea. Esse comportamento pode estar relacionado a coprecipitagao, conforme
discutido anteriormente neste trabalho, uma vez que os complexos formados durante o
processamento térmico dessas amostras podem apresentar tamanhos e conformagdes
estruturais diferentes de suas respectivas proteinas em sua forma nativa (AOAC, 2012a;
Rowland, 1938).

Além da avaliacao da fragdo de NCN-AOAC, foi realizado o estudo do perfil
proteico da fracdo de NCN pelo método de AD (NCN-AD) nas amostras de leite cru, leite
condensado integral e doce de leite tradicional. Na Figura 11 temos expostos os perfis das

referidas amostras (Aschaffenburg; Drewry, 1959).

Figura 11 - Perfil proteico por SDS-PAGE das fracdes P(NCN)-AD das amostras de
leite, leite condensado e doce de leite.

1: fracdo de proteinas do soro do leite [P(NCN)-AD]; 2: fracdo de proteinas do soro do leite condensado
integral [P(NCN)-ADY]; 3: frag¢do de proteinas do soro do doce de leite tradicional [P(NCN)-AD];
Fonte: Proprio autor (2026).



50

Na avaliacao da Figura 11, observou-se que as proteinas do soro obtidas a partir
metodologia de Aschaffenburg e Drewry ndo foram compativeis com a andlise de SDS-
PAGE. Esse comportamento pode ser atribuido ao aumento consideravel de ions presentes
no meio, provenientes do agente precipitante, ocasionando interferéncia na migragao

eletroforética (Aschaftenburg; Drewry, 1959; Laemmli, 1970).

Independentemente da amostra avaliada, as bandas apresentaram baixa resolugao
e efeito de “arraste” no gel, indicando necessidade de ajustes no preparo de amostra para
possibilitar a avalia¢ao do perfil eletroforético das fragdes de proteinas do soro quando se

utiliza a metodologia de Aschaffenburg e Drewry (Aschaffenburg; Drewry, 1959).

4.3 AVALIACAO DE PRODUTOS CONCENTRADOS

Nessa terceira parte do trabalho, foram avaliadas trés marcas diferentes (1, 2 e 3)
de cada um dos diferentes produtos lacteos concentrados, que sdo leite condensado
integral, doce de leite tradicional e mistura lactea condensada. Na Tabela 4, podemos

visualizar uma parte do rétulo dos produtos comerciais avaliados.

Tabela 4 - Informacgdes nutricionais de amostras comerciais de leite condensado
integral, doce de leite tradicional e mistura lactea condensada (valores expressos em g

100 g™M).
Amostra (100 g)
LC1* LC2 LC3 DLI* DL2 DL3 MLI*** ML2 ML3
Constituintes
Carboidratos totais (g) 55 55 56 55 55 52 58 63 62
Proteinas (g) 8,0 75 712 6,5 6,5 8,3 32 3,0 3,6

Gorduras totais (g) 80 80 82 6,2 6,2 1,7 9,0 2,0 2,6

*LC: leite condensado integral, 3 marcas diferentes (1,2 e 3);

** DL: doce de leite tradicional, 3 marcas diferentes (1, 2 e 3);
*** ML: mistura lactea condensada, 3 marcas diferentes (1,2 e 3).
Fonte: Proprio autor (2026).

A partir da Tabela 4, observa-se que dentre os trés grupos de produtos, apresentam
diferencas nos teores de proteinas, carboidratos e gorduras totais, as quais podem
impactar na quantificacao por Kjeldahl e caracterizacao por SDS-PAGE, em funcao das

diferentes matrizes avaliadas.
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Em todas as amostras foram determinados os principais parametros de
composicao fisico-quimica, como teor de proteinas e fragdes proteicas [PT, P(NCN)-
AOAC, P(NPN)], teor de gordura (Gerber ou Mojonnier), sélidos soluveis (°Brix),
extrato seco total e, residuo mineral fixo (cinzas). Os valores obtidos estdo expostos na

Tabela 5, dada a seguir.

Tabela 5 - Parametros de composi¢ao fisico-quimica das amostras de leite, leite
condensado e doce de leite (valores expressos em % m m’', exceto sélidos soliveis em

°Brix).
Amosira Marca Extrato seco S(’)lrido.s Residuo Gordura
total soluveis mineral fixo
Leite condensado 1 72,68 + 0,3'7“”’< 70,13 + 0,21""b 1,71 + 0,05%’ 7,40 + 0,20:‘1
integral 2 72,44 + 0,24’“1 68,80 +£0,85* 1,60+ 0,02“l 6,96 + O,IOf‘
3 72,66 +0,12* 70,50+ 0,35 1,61 +0,01° 7,26 +0,17*
Doce de leite 1 64,74 £0,67° 62,13+£1,76* 1,65+0,01° 5,86 = 0,46°
tradicional 2 64,05+ 0,65 62,77+0,21* 1,54 +0,02° 5,84 £0,94°
3 63,15+0,30* 63,17+0,06° 1,82 +0,02° 5,53 £0,62°
Mistura l4ctea 1 70,77 £0,22¢ 63,83 +0,76* 1,60 +£0,04° 7,84 £ 0,03¢
condensada 2 66,08 £0,24* 64,57+0,40° 1,08=+0,01° 1,99 +0,14*
3 69,19+ 042> 68,27+0,49" 1,28 +0,01° 3,00+0,13°
*Letras diferentes na mesma coluna (dentro de cada amostra) indicam diferenca significativa pelo teste
Tukey (p < 0,05).

Valores expressos em média + desvio padrdo amostral.
Fonte: Proprio autor (2026).

As diferencas encontradas em cada um dos grupos de produtos refletem nas
particularidades de formulagdo bem como nas exigéncias regulatdrias especificas. No
caso das amostras de leite condensado integral, temos que os valores de extrato seco total
e de solidos soluveis, foram diretamente relacionados com o teor de carboidratos elevado
nos produtos. O teor de umidade, variando entre 72,44% m m™' - 72,68% m m™!, estdo em
conformidade com a legislacdo, no qual o valor minimo permitido ¢ de 70% m m™. O
teor de gordura dessas amostras atingiu o valor minimo estabelecido pela legislacdo
brasileira, de 7,0% m m™! e dentro da faixa de 20% pra mais ou para menos encontrada
nos rétulos dos produtos comerciais. Os teores de cinzas foram inferiores a 2% m m™!, em

conformidade com a legislacdo. Entre as marcas de leite condensado integral estdo

relacionadas com as diferentes formulagdes dos produtos (Brasil, 2018b).

Nas amostras comerciais de doce de leite tradicional, os teores de extrato seco
total e solidos soluveis encontrados sdo coerentes com a elevada concentragao de agucares
no meio. Os teores médios de gordura estdo proximos ao valor minimo permitido na

legislacio (6% m m™). No caso do limite méximo de umidade de 30% m m, valor
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estabelecido pelo RTIQ, o teor minimo para o extrato seco total é de 70% m m™' e, é
possivel verificar que as amostras de doce de leite tradicional avaliadas, apresentam teores
de extrato seco total abaixo do valor regulamentado, indicando ndo conformidade para
esse parAmetro. Os teores de cinzas foram inferiores a 2% m m™!, em conformidade com
a legislagao (Brasil, 1997).

Além disso, a correlacdo entre solidos soluveis (68-70 °Brix) e teor de
carboidratos declarado (55-56% m/m) nas amostras de leite condensado (Tabelas 4 e 5) ¢
consistente, considerando que °Brix quantifica sélidos dissolvidos totais, dos quais os
acucares (lactose + sacarose) sdo o componente majoritario. O extrato seco total (~72,5%
m/m) ¢ superior aos sélidos soluveis, refletindo a contribui¢ao de proteinas (7-8% m/m)
e gorduras (7-8% m/m) ndo quantificados por refratometria. O doce de leite demonstra a
mesma tendéncia em seus resultados quando comparados a valores de rotulagem.

No caso das amostras de misturas lacteas condensadas, como nao ha legislagao
especifica, existem uma grande variabilidade nos parametros fisico-quimicos, como pode
ser visualizado na Tabela 4 (Brasil, 1997).

As trés amostras de leite condensado integral foram selecionadas a partir da
composi¢ao semelhantes, tendo em sua constituicao o leite integral e/ou leite em po
integral reconstituido, agticar e lactose. Para a caracterizacdo das fracdes proteicas foram
realizados os preparos de amostra definidos na sessdo 4.1 e os calculos indiretos,
definidos na sessdo 3.4.1.1, os quais possibilitaram a construcdo dos graficos

apresentados na Figura 12.

Figura 12 - Fragdes proteicas das amostras comerciais (3) de leite condensado integral
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Proteina total: obtida através da fra¢do nitrogenada total; proteina verdadeira: obtida pela diferenca entre
a fragdo nitrogenada total com a fragdo nitrogenada ndo proteica; caseinas: obtida pela diferenga entre a
fragdo nitrogenada total com a fragdo nitrogenada ndo caseinica; soroproteinas: obtida pela diferencga da
fracdo nitrogenada ndo caseinica com a fracdo nitrogenada ndo proteica; NPN: fracdo “proteica” ndo
nitrogenada. Fonte: Proprio autor (2026).
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As amostras de leite condensado integral analisadas tiveram suas fracdes de
proteina total (PT) e proteina verdadeira (PV) comparaveis aos valores encontrados nos
rotulos dos produtos. A fragao “proteica” nao nitrogenada (NPN) das amostras variaram
de 5,3% - 6,9% do valor de PT de referéncia (100%), bem semelhante ao conteudo
encontrado em leite ¢ derivados (Hotoon, 2015). Os valores encontrados na fracao de
“proteinas do soro”, variaram de 0,31% - 0,32% m m™!, correspondendo de 4% - 4,5% da
PT, mas vimos na sessao anterior que essa fracao possui complexos de caseina, logo torna-
se erroneo tratar pela nomenclatura somente como proteinas do soro essa fracao. E,
consequentemente, a fracdo descrita como caseinas tera seu valor subestimado, esse
variando nesse tipo de amostra numa faixa compreendida entre 88,6% a 90% da PT.

No caso das amostras de doce de leite tradicional, os doces foram escolhidos a
partir da sua composicao, sendo constituidos por leite integral, agticar, sorbato de potassio
e bicarbonato de sédio. Para a caracteriza¢do das fragdes proteicas foram realizados os
preparos de amostra definidos na sessdo 4.1 e os célculos indiretos, definidos na sessdo

3.4.1.1, os quais possibilitaram a constru¢ao dos graficos apresentados na Figura 13.

Figura 13 - Fracdes proteicas das amostras comerciais (3) de doce de leite tradicional
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Proteina total: obtida através da frag@o nitrogenada total; proteina verdadeira: obtida pela diferenca entre
a fragdo nitrogenada total com a fragdo nitrogenada ndo proteica; caseinas: obtida pela diferenga entre a
fragdo nitrogenada total com a fragdo nitrogenada ndo caseinica; soroproteinas: obtida pela diferenca da
fracdo nitrogenada ndo caseinica com a fracdo nitrogenada ndo proteica; NPN: fragcdo “proteica” ndo
nitrogenada. Fonte: Proprio autor (2026).

As amostras de doce de leite tradicional analisadas tiveram suas fracdes de
proteina total (PT) e proteina verdadeira (PV) compardveis aos valores encontrados nos
rétulos dos produtos. A fragdo “proteica” ndo nitrogenada (NPN) das amostras variaram

de 7,5% - 8,4% do valor de PT de referéncia (100%), um pouco mais alto se comparado
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ao conteudo encontrado em leite e derivados (Hotoon, 2015). Os valores encontrados na
fragdo de “proteinas do soro”, variaram de 0,31% m m™ - 0,39% m m™!, correspondendo
entre 3,9% - 4,3% da PT, mas vimos na sessdo anterior que essa fragdo possui complexos
de caseina, logo torna-se erréneo tratar pela nomenclatura somente como proteinas do
soro. E, consequentemente, a fracdo descrita como caseinas terd seu valor subestimado,
esse variando nesse tipo de amostra numa faixa compreendida entre 86,8% a 88,4% da
PT.

O elevado teor de NPN observado nas amostras de doce leite tradicional, em
comparacao ao leite condensado integral, pode ser atribuido as condigdes mais severas de
processamento térmico. Estudos cientificos mostram que, durante a fabricagdo do doce
de leite, o aquecimento prolongado e, a presenca de acucares e bicarbonato, em conjunto
favorecem a ocorréncia da reagao de Maillard e a formagao de inimeros compostos, como
por exemplo o 5-hidroximetilfurfural (HMF) e as melanoidinas, que sdo produtos de
degradacgdo de proteinas e aminoacidos, e indicam alteragdes proteicas. Esses processos
podem ter correlagdes com o aumento do teor de NPN em produtos lacteos concentrados,

como o doce de leite tradicional (Francisquini et al., 2017).

No caso das amostras de mistura lactea condensada, ndo ha uma composicao
definida quanto aos ingredientes, podendo variar entre soro de leite e/ou soro de leite em
po reconstituido, permeado de soro de leite e/ou permeado de soro do leite reconstituido,
leite desnatado e/ou leite desnatado em pd reconstituido, leite integral e/ou leite integral
em po reconstituido, agucar, amido modificado, gordura vegetal e lactose. Para a
caracterizacgao das fragdes proteicas foram realizados os preparos de amostra definidos na
sessdo 4.1 e os calculos indiretos, definidos na sessdo 3.4.1.1, os quais possibilitaram a

construcdo dos graficos apresentados na Figura 14.

Figura 14 - Fracdes proteicas das amostras comerciais (3) de mistura lactea condensada
em % mm™.
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Proteina total: obtida através da fragdo nitrogenada total; proteina verdadeira: obtida pela diferenca entre
a fracdo nitrogenada total com a fragdo nitrogenada ndo proteica; caseinas: obtida pela diferenca entre a
fracdo nitrogenada total com a fragdo nitrogenada ndo caseinica; soroproteinas: obtida pela diferenca da
fracdo nitrogenada ndo caseinica com a fragdo nitrogenada ndo proteica; NPN: fracdo “proteica” ndo
nitrogenada. Fonte: Proprio autor (2026).

A variabilidade na composicao das misturas lacteas exerce influéncia direta sobre
o perfil proteico do produto final. A substitui¢ao parcial do leite por soro de leite promove
a reducdo do teor de caseinas, enquanto a utilizacdo de permeado de soro de leite,
caracterizado por contetido proteico residual, contribui para a diminui¢do das proteinas
do soro e para o aumento relativo da fracdo de nitrogénio ndo proteico.
Consequentemente, essas formulagdes podem resultar em produtos com menor valor
nutricional proteico e maior propor¢do de compostos nitrogenados de baixo peso
molecular, o que se reflete nos resultados obtidos a partir do fracionamento proteico das
amostras analisadas.

Duas das trés amostras de misturas lacteas condensada analisadas tiveram suas
fragdes de proteina total (PT) e proteina verdadeira (PV) mais altas se comparados com
os valores encontrados nos rotulos, como visto na Figura 14. A fragdo “proteica” ndo
nitrogenada (NPN) das amostras variaram de 14% - 18,9% do valor de PT de referéncia
(100%), um pouco mais alto se comparado ao conteudo encontrado em leites (Hotoon,
2015). Os valores encontrados da fragao de “proteinas do soro”, variaram de 0,39% m m"
'~ 1,29% m m’!, correspondendo entre 9,2% - 28% da PT. Como nio avaliamos o perfil
proteico dessa amostra, ndao foi possivel concluir que a fragao de proteinas do soro
corresponde exatamente esse conjunto de proteinas. A fragdo descrita inicialmente como
caseinas varia nesse tipo de amostra numa faixa entre 56% a 71,8% da PT.

Para a obten¢ao do perfil eletroforético das amostras de leite condensado integral,
doce de leite tradicional e mistura lactea, foram utilizados os preparos de amostra ja
descritos anteriormente na sessdo 4.1 e, para as amostras lacteas condensada, seguiu-se
as mesmas concentragdes descritas para as amostras de leite condensado integral. As
condigdes eletroforéticas foram as mesmas descritas na sessao 3.4.1.2, com excecdo da
voltagem aplicada, esta ajustada para 80 V. Nessa parte do trabalho, foram analisadas
duas fracdes distintas para cada uma das amostras: (1) as proteinas totais e, (2) o
precipitado obtido durante o preparo das amostras pelo método de NCN da AOAC
(AOAC, 2012b). Na Figura 15, temos o perfil obtido por SDS-PAGE das amostras

avaliadas.
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Figura 15 - Perfil proteico por SDS-PAGE das fragdes de PT e do precipitado da
fragdo de P(NCN)-AOAC das amostras de leite condensado, doce de leite ¢ mistura
lactea condensada.

0 1 2 3 4 5 6 7 8
KDa §
60 I
50 I
30 ' :- '
20
15 Legenda:
10 5 B BSA (66 KDa)
B Caseinas (19-25 KDa)
= B-LG (18.3 KDa)
3:5 u-LA (14 KDa)

0: padrao de proteinas recombinantes Novex Sharp; 1: fragao proteica total (PT) do leite UHT; 2: fracdo do
precipitado obtido a partir da particdo da P(INCN)-AOAC do leite UHT; 3: fracdo proteica total (PT) do
leite condensado integral; 4: fragdo do precipitado obtido a partir da particdo da PINCN)-AOAC do leite
condensado integral; 5: fracdo proteica total (PT) da mistura lactea condensada; 6: fragdo do precipitado
obtido a partir da particdo da P(NCN)-AOAC da mistura lactea condensada; 7: fracdo proteica total (PT)
do doce de leite tradicional; 8: fragdo do precipitado obtido a partir da particdo da PINCN)-AOAC do doce
de leite tradicional.

Fonte: Proprio autor (2026).

A partir do perfil eletroforético, observa-se se que as fragdes proteicas totais, essas
definidas pelos pogos de numeros 1, 3, 5 e 7, possuem as fragcdes das proteinas do soro
bem como as fragdes pertencentes ao grupo das caseinas, mas, ¢ possivel observar que a
intensidade das bandas esté relacionada com a disponibilidade das proteinas nas matrizes
analisadas, bem como as concentragdes proteicas. Vimos que os pogos de numeros 5 € 7,
referentes a proteina total da mistura lactea condensada e do doce de leite tradicional,
respectivamente, s3o os que possuem intensidade baixa das proteinas.

Avaliando os pocos de numero 2, este referente ao precipitado obtido a partir do
fracionamento realizado a fim de obter a fracdo de NCN-AOAC, vimos que o
processamento térmico UHT que a amostra de leite ¢ submetida faz com que proteinas do
soro do leite se complexem com as caseinas, tornando a quantificagdo dessas fragdes mais
dificultosa. Nos pogos de nimeros 4, 6 ¢ 8 podemos observar o mesmo comportamento,
em diferentes matrizes lacteas que sofreram algum processamento térmico. Conclui-se
que a metodologia descrita para a obtencdo da fragdo nitrogenada ndo caseinica obtida
pelo método da AOAC nao se aplica de forma segura para amostras lacteas que foram

submetidas a algum tratamento térmico. Logo, para contornar essa separagdo erronea, se



57

faz necessario a modificagdo dos grupos majoritarios de proteinas avaliados, como as
proteinas do soro e as caseinas.

Além disso, o método de separagdo baseado na precipitacdo em pH 4,6 (AOAC,
2012b), quando aplicado a matrizes submetidas a diferentes intensidades de tratamento
térmico, ndo atua como um procedimento de fracionamento proteico classico, mas
permite tracar o perfil proteico caracteristico de cada amostra em fungdo de seu historico
térmico. Assim, a coprecipitacdo de proteinas do soro desnaturadas com as caseinas
reflete o grau de processamento térmico ao qual o produto foi submetido, influenciando

diretamente os resultados obtidos no fracionamento proteico (AOAC, 2012b).

44 PRODUCAO DE LACTEOS CONCENTRADOS

Na parte 4 desse trabalho, tivemos a producao de uma amostra de leite condensado
e de uma amostra de doce de leite, ambos obtidos a partir de leite comercial UHT. A
finalidade dessa avaliagdo seria a comparacao das fragdes proteicas das amostras
produzidas com as amostras comerciais, descritas na parte 3. A primeira avaliagao das
amostras produzidas foram os parametros fisico-quimicos, € o valores obtidos estao
expostos na Tabela 6.

Tabela 6 - Parametros de composicao fisico-quimica das amostras de leite UHT
comercial, doce de leite e leite condensado produzidos no laboratorio (valores expressos

em % m m™!, exceto os solidos soltveis em ° Brix).
Amosira Marca Extrato seco Sc')llido.s Residuo Gordura
total soluveis mineral fixo
Leite UHT 1 12,42 +£0,04 12,87+045 0,76 £0,03 3,70 £0,14
Leite condensado 4 75,72+0,30 71,47+0,06 1,98+0,01 9,49 + 0,43
Doce de leite 4 70,26 £0,45 71,57+0,12 1,66+0,01 6,81 +0,84

Valores expressos em média + desvio padrdo amostral.
Fonte: Proprio autor (2026).

Na comparagdo dos valores encontrados para o leite UHT com a legisla¢do, vimos
que o teor de gordura (3,70 % m m™), o extrato seco desengordurado (extrato seco total
menos a gordura), (8,72% m m™") se enquadram nos valores minimos de 3,0 % m m™! de
gordura e de 8,2% m m'! estabelecidos pelo MAPA para leite UHT integral (Brasil, 2025).
Pela Instrucdo normativa que rege o leite condensado, vimos que o produto produzido
(LC4) foi classificado como leite condensado integral, tendo o teor de gordura superior a

8% m m' (9,49% m m™') (Brasil, 2018b). No caso do doce de leite (DL4), pelo
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regulamento técnico, temos que a gordura deve ser superior a 6% m m™ (6,81% m m™),
teor de cinzas inferior a 2% m m™ (1,66% m m™), teor de umidade menor do que 30% m

m! (29,74% m m') (Brasil, 1997).

As fragdes proteicas dos produtos avaliados como o leite UHT comercial, do leite
condensado integral e do doce de leite tradicional foram avaliados e os valores expostos
na Figura 16.

Figura 16 - Fragdes proteicas das amostras de leite UHT comercial, de leite condensado
e doce de leite produzidos no laboratério em % m m™.
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a fragdo nitrogenada total com a fracdo nitrogenada ndo proteica; caseinas: obtida pela diferenga entre a
fracdo nitrogenada total com a fragdo nitrogenada ndo caseinica; soroproteinas: obtida pela diferenca da
fracdo nitrogenada ndo caseinica com a fracdo nitrogenada ndo proteica; NPN: fracdo “proteica” ndo
nitrogenada. Fonte: Proprio autor (2026).

Vimos que o leite cru apresenta 3,66% m m™' de proteina total (PT) e, a partir do
perfil proteico do leite UHT obtido na parte 3, vimos que os teores de proteinas do soro e
de caseinas ndo sdo fracdes ditas puras, logo, o processamento térmico afeta a separacao
desses dois grandes grupos de proteinas, podendo esse pardmetro ser avaliado pela
diminui¢ao dréstica das proteinas do soro do leite cru, de aproximadamente 20% da PT,
e do leite UHT, esse valor diminui para 4% da PT. Nas matrizes lacteas produzidas, vimos
que o comportamento das fragdes de “proteinas do soro” e de “caseinas” seguem a mesma
faixa encontrada nos respectivos produtos comerciais, sendo pequenas diferengas

relacionadas principalmente com os ingredientes dos referidos produtos.
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5 CONCLUSAO

O presente trabalho teve como objetivo investigar as diferencas entre as fragodes
proteicas presentes no leite cru, leite condensado, doce de leite e mistura lactea
condensada, com foco nas alteragdes estruturais e quantitativas decorrentes dos processos
de industrializagdo. Considerando que os produtos derivados sdo submetidos a
tratamentos térmicos intensos, associados a concentragdo e a adi¢do de agucares, torna-
se relevante compreender de que maneira essas etapas afetam a composicao e o perfil das
proteinas, em especial das caseinas e das proteinas do soro.

Para atingir esse objetivo, foram desenvolvidos e adaptados métodos analiticos
especificos, adequados a natureza e a complexidade das matrizes alimentares analisadas.
As amostras de leite condensado e doce de leite demandaram modifica¢des no preparo,
uma vez que os métodos convencionalmente aplicados ao leite cru ndo se mostraram
plenamente eficazes, principalmente em funcdo do elevado teor de soélidos, da alta
viscosidade e da presenca de interferentes, que dificultam a extracdo e a separacdo das
fragdes proteicas.

A partir das adaptagdes implementadas, foi possivel obter dados iniciais relevantes
sobre o comportamento das proteinas apos o processamento, evidenciando, por exemplo,
a formacao de complexos entre proteinas do soro e caseinas. Entretanto, verificou-se a
necessidade de aprimoramentos metodologicos, sobretudo na etapa de eletroforese em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). A baixa definicdo de algumas bandas proteicas e a
dificuldade de correlagdo direta com os valores obtidos por métodos quimicos, como o
de Kjeldahl, reforcam a importancia de ajustes adicionais.

Nesse sentido, a padronizagdo de varidveis como a composicao e concentragao
dos tampdes, o tempo e a voltagem da corrida eletroforética, bem como a utilizagao de
marcadores de massa molecular adequados, tende a contribuir significativamente para a
obtenc¢do de perfis mais definidos e informativos. Esses avangos sdo fundamentais para
uma caracterizagdo mais precisa das proteinas envolvidas, permitindo um entendimento
mais aprofundado dos efeitos do processamento térmico e tecnoldgico sobre a qualidade

nutricional e funcional dos produtos lacteos estudados.
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