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RESUMO

A ricota € um queijo produzido a partir da coagulagio do soro de leite, e seu
reaproveitamento esta se expandindo. A adulteracéo por soro de leite bovino (SLV) em
ricota de bufala (SLB) e comum devido a diferenga de preco entre os leites. Este
trabalho teve como objetivo detectar SLV em ricota de bufala usando peptideos
soluveis em agua (PSA), por meio de espectroscopia no infravermelho médio (MIR) e
eletroforese em gel (SDS-PAGE). Foram produzidas ricotas com diferentes proporgbes
de SLV e SLB, de 0% a 100% de SLV. Os extratos de PSA foram analisados por MIR,
€ a separacdo das amostras foi feita por Analise de Componentes Principais (ACP),
que mostrou que dois componentes principais (CP1 e CP2) explicam 97 46% da
variabilidade dos dados. A eletroforese SDS-PAGE indicou mudancas no perfil proteico
das ricotas, com redugao das bandas de caseinas ao longo do tempo. As diferengas
entre ricotas puras e adulteradas diminuiram apos 15 dias de armazenamento,
dificultando a detecgdo de fraudes. As analises da MIR e da eletroforese mostraram
diferencgas claras entre as ricotas no inicio, mas essas diferencas foram reduzidas apos
15 dias de armazenamento. Esses resultados destacam a importancia de combinar
meétodos para.

PALAVRAS-CHAVE: Fraude, espectroscopia, ricota.

DETECTION OF BOVINE SERUM IN BUFFALO RICOTTA THROUGH

PROTEOMIC EVALUATION, NEAR-INFRARED SPECTROSCOPY, AND
ANALYTICAL MEASUREMENTS ASSOCIATED WITH CHEMOMETRICS.

ABSTRACT

Ricotta is a cheese produced from whey coagulation, and its reuse is expanding.
Adulteration with bovine whey (BWS) in buffalo ricotta (BWB) is common due to the
price difference between the milks. This study aimed to detect BWS in buffalo ricotta
using water-soluble peptides (WSP), through mid-infrared (MIR) spectroscopy and gel
electrophoresis (SDS-PAGE). Ricottas were produced with different proportions of BWS
and BWB, from 0% to 100% BWS. The WSP extracts were analyzed by MIR, and
sample separation was performed by Principal Component Analysis (PCA), which
showed that two principal components (PC1 and PC2) explained 97.46% of the data
variability. SDS-PAGE electrophoresis indicated changes in the ricottas’ protein profiles,
with a reduction in casein bands over time. The differences between pure and



adulterated ricottas decreased after 15 days of storage, making fraud detection more
difficult. MIR and electrophoresis analyses showed clear differences between ricottas at
the beginning, but these differences were reduced after 15 days of storage. These
results highlight the importance of combining methods for detection.
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1. INTRODUGCAQ

O queijo é o produto resultante da coagulacio do leite por adicdo de enzimas coagulantes
e/ou acido lactico, gerando o soro de queijo (ORDONEZ, 2005). Com os avangos
tecnoldgicos, o soro de queijo pode ser transformado em produtos como a ricota, uma
alternativa para as industrias de laticinios reaproveitarem esse subproduto (BALD et al.,
2014). A ricota € um queijo branco, considerado magro e com alto valor nutricional, devido
as proteinas como B-lactoglobulina, a-lactalbumina e albumina sérica bovina. Para produzi-
la, o soro & aquecido com adicao de acidos organicos. Embora a ricota possa ser feita com
soro de diferentes espécies, a de leite de vaca é a mais comum, seguida pela de bufala
(PINTADO et al., 2001). O leite de blfala tem vantagens nutricionais, como maiores teores
de gordura, proteina e minerais. Contudo, devido a sazonalidade da produgao, fraudes
podem ocorrer, com a substituicdo do soro de bufala pelo de vaca, que € mais barato e
abundante. Isso torna a deteccdo de fraudes um desafio. Métodos como eletroforese e
espectroscopia no infravermelho médio tém sido pesquisados para identificar essas
adulteracdes. O objetivo deste estudo foi detectar a presenca de soro bovino em ricota de
bdfala usando analise de peptideos com essas técnicas

2. MATERIAIS E METODOS

As ricotas foram produzidas com diferentes proporgdes de Soro de Leite de Vaca (SLV) e
Soro de Leite de Bufala (SLB) nas seguintes proporcdes: T2: 10%, T3: 20%, T4: 30%, T5:
40%, T6: 50%, T7: 60%, T8: 70%, T9: 80% e T10: 90%, além de formulacdes feitas com
100% SLB (T1) e 100% SLV (T11). Para a extracdo dos Peptideos Soluveis em Agua
(PSA), foi utilizada uma metodologia adaptada de Gongalves et al. (2017). Cinco gramas
de cada amostra de queijo foram homogeneizados em 25 mL de agua ultrapura em mesa
agitadora a 200 rpm por 1 hora. Em seguida, os extratos foram filtrados em papel filtro
guantitativo e submetidos a centrifugagdo repetida a 4°C e 4000 rpm, por trés vezes,
durante 20 minutos cada. Apds esse processo, 0s extratos contendo os PSA foram
congelados a -80°C por 24 horas e liofilizados a -48°C e 0,040 mBar por 72 horas,
utilizando um liofilizador de bancada. Os peptideos liofilizados foram armazenados a -20°C
até o momento das analises por eletroforese e espectroscopia.

analise espectroscopica por Infravermelho Medio (MIR) foi realizada nos peptideos
extraidos das amostras de ricota de bufala. Foram obtidos espectros na faixa de 4000 a
600 cm-1, com resolugdo de 4 cm-1 e 64 scans. Cerca de 0,1 g de amostra foi utilizada
para a leitura por absorcado no cristal de diamante, e o espectro de fundo foi verificado
antes de cada coleta. Durante as analises, a temperatura foi mantida em torno de 18°C.



A eletroforese foi conduzida conforme metodologia descrita por Egito et al. (2006), com a
técnica de gel de poliacrilamida em condicdes desnaturantes e adicdo de Dodecil Sulfato
de Sddio (SDS). Foram aplicados 20 uL de cada amostra no gel, e a separagao foi
realizada a 4°C durante 120 minutos, com tensido de 250 V. Apo6s a corrida, o gel foi
corado com azul de Coomassie e descolorido com solugdo de etanol e acido
tricloroacético.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 ANALISES DOS LEITES DE VACA E OVELHA

Os valores —-Os dados das técnicas de CLAE e MIR foram submetidos a
Analise de Componentes Principais (ACP) para identificar as varidveis mais relevantes
que distinguissem os queijos pelos tratamentos e periodos de armazenamento. A
separacdo dos dados MIR utilizou a matriz B, composta por 18 picos. Dois
componentes principais (CP1 e CP2) explicaram 97,46% da variabilidade dos queijos

com diferentes niveis de SLV e SLB ao longo do armazenamento (Figura 1).
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T1, 100% SLB e 0% SLV; T2, 90% SLB e 10% SLV; T3, 80% SLB e 20% SLV; T4, 70%
SLB e 30% SLV; T5, 60% SLB e 40% SLV; T6, 50% SLB e 50% SLV; T7, 40% SLB e 60%
SLV; T8, 30% SLB e 70% SLV; T9, 20% SLB e 80% SLV; T10, 10% SLB e 90% SLV; T11,
0% SLB e 100% SLV.

A reducédo para esses dois componentes, com perda minima de informacao, permitiu a
visualizagdo das amostras de ricota (puras e adulteradas) em um grafico

bidimensional, facilitando a andlise explorataria.

A eletroforese em gel SDS-PAGE foi realizada para analisar os extratos PSA das

ricotas ao longo do tempo de armazenamento (Figura 2).

Figura 2. Perfil eletroforético (SDS-PAGE) dos extratos PSA das ricotas produzidas. (a)
armazenada apoés o processamento (TQ); (b) armazenada no tempo de 15 dias (T15); (c)
armazenada no tempo de 30 dias (T30). As siglas T1-T11 correspondem aos queijos com
diferentes teores de SLV (0; 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70; 80; 90 e 100%). M: padrao do peso
molecular (kDa).
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O perfil eletroforético mostrou a presenca de proteinas como a-caseina, B-caseina, k-
caseina, B-lactoglobulina (B-Lg) e o-lactalbumina (o-La), esperadas devido ao uso do leite
integral de bufala para a producido das ricotas. As amostras com 100% SLB (T1)
exibiram diferencas em relacdo ao tratamento com 100% SLV (T11) no inicio do

armazenamento (T0O), com destaque para a presenca clara das bandas de caseinas.

Apds 15 dias de armazenamento (Figura 7b), apenas a banda da p-caseina
permaneceu visivel, sendo mais intensa em T11. Aos 30 dias (Figura 7c), as bandas de
caseinas desapareceram, indicando mudancas no perfil proteico das ricotas. Esses
resultados sugerem que, a partir de 15 dias, a diferenciacdo entre ricotas com SLB e
SLV se torna dificil, pois as bandas de caseinas se atenuam, dificultando a deteccao

de fraudes. aaaaaa a. No entanto, de acordo com Revers et al. (20186)



4. CONCLUSAO
Através das analises realizadas com espectroscopia no infravermelho meéedio (MIR) e

eletroforese, foi possivel identificar alteracdes significativas no perfil proteico das ricotas
adulteradas com soro de leite bovino. Nos primeiros dias de armazenamento, as diferencas
entre as ricotas de bufala e bovino eram evidentes, especialmente nas bandas de proteinas
como a caseina. Contudo, ap6s 15 dias de armazenamento, essas diferencas se tornaram
menos perceptiveis, dificultando a identificagdo de adulteragbes. Esses resultados
destacam a eficacia dessas técnicas para a deteccao de fraudes, mas também indicam que
o tempo de armazenamento pode influenciar a capacidade de identificacdo, o que enfatiza
a necessidade de uma combinacao de métodos para garantir a autenticidade dos produtos
lacteos.
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