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Resumo

O Leite UHT A2 ¢ uma alternativa de consumo para os consumidores que apresentam desconforto
digestivo ao ingerir produtos lacteos. Esse leite processado, oriundo de vacas com genotipo A2A2,
ndo promove a formac¢ao de betacasomorfina-7 (BCM-7) durante o processo de digestdo. Contudo,
pouco se sabe sobre a sua composi¢do abrangente, a exemplo dos parametros fisico-quimicos e
elétricos. Nesse sentido, este estudo teve como intuito investigar possiveis diferengas fisico-
quimicas e quimicas entre o leite UHT com o gendtipo de 3-caseina A2 e o leite que ndo apresenta
a certificacdo A2, oriundos de marcas comercializadas no mercado brasileiro. Para isso, foram
avaliados os parametros fisico-quimicos, comportamento reoldgico, impedancia elétrica e
composi¢ao de acidos graxos. Os resultados indicaram que o leite A2 apresentou maior densidade,
teor de gordura, de proteinas e de solidos totais, comparado ao leite UHT sem certificacdo A2. Além
disso, obteve maior modulo de impedancia elétrica e menor admitancia para a faixa de frequéncia
analisada (1 kHz a 5 MHz). As amostras de leite UHT apresentaram um comportamento de fluido
newtoniano, em ambas as temperaturas analisadas (10 e 25 °C). Além disso, o tipo de leite UHT
(com e sem a certificacdo A2) ndo influenciou significativamente na viscosidade absoluta das
amostras (p>0,05), em ambas as marcas comerciais e temperaturas. Em geral, os leites
apresentaram a mesma composi¢do de acidos graxos, sendo o C16:0 o composto majoritario
(33,23 -34,93%). Porém, 0 C12:0 ¢ 0 C18:1 cis-7 foram mais abundantes no leite A2. Nesse sentido,
os métodos analiticos empregados neste estudo foram capazes de identificar diferencas entre
macromoléculas e compostos da fragdo lipidica nas amostras investigadas. Sugere-se que estes
analitos podem ser utilizados como possiveis marcadores de identidade, a fim de avaliar a
autenticidade do leite de vaca UHT que possuem na sua composicdo somente beta-caseina do

gendtipo A2.

Palavras-chave: B-caseina A2; processamento de leite; tratamento térmico; composicdo do leite;

impedancia elétrica.



1. Introducio

De acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, a producao de leite no
Brasil em 2021 foi de 35.305.047 litros. No primeiro trimestre de 2023, o mercado brasileiro
adquiriu 5.883.069 mil litros de leite cru e industrializado (IBGE, 2023), demonstrando uma
evolugdo significativa anualmente, tanto na producao quanto no consumo de leite.

A Associagdo Brasileira da Industria de Leite Longa Vida indica que o leite bovino representa
75% do leite consumido mundialmente (ABLV, 2022). Dentre as formas de consumo deste alimento
pela populagdo brasileira, o leite UHT (Ultra Alta Temperatura) tem sido o produtode destaque
quando comparado com o leite pasteurizado, devido a sua maior vida de prateleira (ABLV, 2016).
Segundo a legislacdo brasileira, o leite UHT ¢ definido como o leite homogeneizado que foi
submetido, durante 2 a 4 segundos, a uma temperatura entre 130 °C e 150 °C, mediante um processo
térmico de fluxo continuo, sendo imediatamente resfriado a umatemperatura inferior a 32 °C e
envasado sob condi¢des assépticas em embalagens estéreis e hermeticamente fechadas (BRASIL,
2017; BRASIL, 1997).

O leite possui em sua composicdo uma fonte rica de proteinas, carboidratos, acidos graxos,
vitaminas e minerais (Andi¢ et al., 2021; Fox et al.,, 2017; Fernandez et al., 2015). Dada a
importancia nutricional deste alimento, a ingestdo de leite ¢ introduzida na alimentacdo durante
todas as fases da vida, uma vez que contribui para as necessidades nutricionais e energéticas diarias,
além de auxiliar no desenvolvimento e manutencao ossea, devido a presencga significativa de célcio
(Kaplan et al., 2022; Gatica et al., 2017).

A principal proteina do leite bovino € a caseina, representando 80% da fracdo proteicapresente
nesta matriz alimentar (Huang et al., 2022; Andig et al., 2021; Nguyen et al., 2018). Esta proteina ¢
composta das por¢des aS1, aS2, B e kappa-caseina. A B-caseina é a segunda por¢ao mais abundante
desta molécula, possui doze variantes, incluindo Al, A2, A3, B, C, D, E, F, G,HI, H2 e I (Dantas
et al., 2023; Giribaldi et al., 2022; Kaplan et al., 2022). Em vacas leiteiras, as variantes Al e A2 sdo
as mais comuns e consequentemente, os leites e seus derivados comercializados mundialmente sdo
oriundos de animais com genotipos A1A1, A1A2 e A2A2. Esta variacdo genotipica confere uma
alteracdo na composi¢do aminoacidica da proteina, visto quea variante $-caseina Al possui uma
histidina na posi¢do 67, enquanto a §-caseina A2 apresenta o aminoacido prolina (Kaplan et al.,
2022; Li et al 2022; Garg et al., 2021).

Muitos estudos demonstraram que o desconforto gastrointestinal provocado pelo consumo de
leite bovino esta associado a producdo da betacasomorfina 7 (BCM-7) (Sahin et al., 2018; He et
al., 2017; Ho et al., 2014), peptideo formado durante a digestdo da f-caseina Al. Entretanto, a
presenca do aminoécido prolina na posi¢do 67 na S-caseina A2 impede que ocorra a formagao deste

peptideo. Durante o processo digestivo do leite A2 ¢ produzido o peptideo casomorfina-9 (BCM-
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9), que posteriormente ¢ decomposto facilmente em aminoécidos, diminuindo o risco de desconforto
gastrointestinal (Sahin et al., 2018). Além disso, estudos comprovaram que a ingestdo do leite A2
reduz o risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares, neurologicas e diabetestipo 1
(Chitra, 2022; Semwal et al., 2022; Vitte et al., 2022; Gatica et al.; 2017; Jianqin et al., 2015).

A comercializagdo brasileira de leite UHT A2 ¢ recente, e isto representa para os produtores e
industrias a possibilidade de agregar valor a matéria-prima e se diferenciarem no mercado. Neste
contexto, estudar estes produtos que sdo consumidos no Brasil ¢ de extrema importancia, a fim de
verificar se existem diferengas em suas caracteristicas e composi¢do quimica, quando comparados
aos leites bovinos que possuem outros alelos de PB-caseina. Atualmente, existem trabalhos
disponiveis na literatura que avaliaram caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais e reologicas; perfil
quimico e aspectos tecnologicos de leite de vaca cru A2 (Bisutti et al., 2022; Jia et al., 2022; Vitte
etal.,2022; Jungetal., 2017; Poulsen et al., 2013); de leites fermentados (Wang et al., 2022; Nguyen
etal., 2018) e de queijos (Mendes et al., 2019) produzidos com leite A2. No entanto, hd uma escassez
de pesquisas cientificas que investigam, de forma abrangente, o leite UHT A2. Sendo assim, o
objetivo deste estudo foi avaliar amostras de leites UHT A2 comercializados no Brasil, em relacao
aos parametros fisico-quimicos, comportamento reologico, impedancia elétrica e composi¢ao de

acidos graxos, bem como compara-los com os leites UHT comumente consumidos pelos brasileiros.

2. Materiais e métodos
2.1 Reagentes e solu¢oes padrao

Neste estudo foram utilizados os seguintes reagentes e solugdes: hidroxido de sddio
(Alphatec®, Brasil), sulfato de cobre (Impex, Brasil), sulfato de potassio (Alphatec, Brasil),
cloroférmio, metanol, solucdo de sulfato de sodio (1,5%), hidroxido de potassio (0,4M), hexano
(Merck, Darmstadt, Alemanha), indicador Tashiro (Vermelho de metila 0,2% + azul de metileno
0,2%, Sciavicco, Brasil), fenolftaleina 1% (Exodo@ cientifica, Brasil), acido borico (Exodo@
cientifica, Brasil), acido sulftrico (Impex, Brasil), dlcool isoamilico (Sciavicco, Brasil),cloroféormio
(Merck, Darmstadt, Alemanha) e metanol (Merck, Darmstadt, Alemanha).

Os padrdes analiticos C23:0 (tricosanoato de metila), os ésteres metilicos de acidos graxos
(FAME), éster metilico conjugado de 4cido linoléico, isdmeros cis/trans de éster metilico de acido
linoléico, mistura de isdmeros de éster metilico de acido linolénico, éster metilico de acido

transvacénico e o éster metilico docosapentaenoico foram obtidos da Sigma-Aldrich (EUA).

2.2 Aquisicao das amostras
As amostras de leite bovino UHT (Ultra Alta Temperatura) semidesnatado foram adquiridas
em supermercados, nas cidades de Campinas, Sao Paulo; Rio de Janeiro, Rio de Janeiro e

Governador Valadares, Minas Gerais.



Foram investigadas amostras de leite A2, que apresentam na embalagem o selo de certificagao
“VACAS A2A2”, selo este que assegura que as fazendas e industrias certificadas estdo aptas
a produzir e comercializar leite e derivados provenientes de vacas com o genotipo A2A2. Além
disso, que contempla toda a parte de procedéncia, rastreabilidade e pureza do leite. Com o intuito
de comparacdo, também foram analisadas amostras de leite comumente comercializadas, oriundas
de vacas com genotipo de B-caseina nao identificado, podendo ser de variantes genéticas Al, A2
ou outras formas (AT). O estudo foi conduzido com trés amostras de leite UHT, de duas marcas e

de trés lotes diferentes.

2.3 Caracterizacao fisico-quimica

As andlises fisico-quimicas foram realizadas de acordo com as metodologias da Associationof
Official Analytical Chemists (AOAC, 2016; AOAC, 2006; AOAC, 2005). A acidez foi determinada
pelo método titulométrico com NaOH (0,1 N), sendo os resultados expressos em porcentagem de
acido latico. O pH foi obtido utilizando um pHmetro digital de bancada previamente calibrado
(Mettler Toledo, modelo SevenCompact S220).

Para a determinacdo da densidade dos leites, utilizou-se um termolactodensimetro. A densidade
aproximada e temperatura das amostras foram obtidas via leitura direta. Em seguida, foirealizada
uma correcdo da densidade para a temperatura de 15 °C, a fim de obter o valor padronizado da
densidade do leite.

O teor de 4agua foi obtido por secagem da amostra até peso constante em estufa convencional
(THOTH Linha TH.500) a 105 °C. A analise de cinzas foi realizada por incineragdo da amostra em
mufla (ZEZIMAQ, modelo 2000C-2RP) a temperatura de 550 °C. O teor de gordura foi determinado
pelo método de Gerber e de proteina foi obtido pelo método Kjeldahl, que incluem asetapas de
digestao, destilagdo e titulagao.

O Extrato Seco Total (EST) foi obtido por célculo da diferenca entre 100% dos componentes
e o teor de agua da amostra. O extrato seco desengordurado também foi obtido por célculo, da

diferenca entre EST e gordura.

2.4 Espectroscopia de impedancia elétrica

Empregou-se um analisador de impedancia da marca HIOKI, modelo 3170, para a obtengao
das medidas de impedancia elétrica. Foi estimulado por um campo elétrico externo alternado, do
tipo senoidal, com pico de 1 V para pico, em uma faixa de frequéncia de 1 kHz a 5 MHz. Foi
adaptado ao instrumento um eletrodo de vidro composto por duas placas paralelas de platina com
constante geométrica K = 1 cm™. Em todo o experimento, a temperatura de 20 °C foi mantida

constante.



Foram medidas as seguintes grandezas elétricas: mddulo da impedancia, partes real e

imaginaria da impedancia e admitancia.

2.5 Reologia

As amostras de leite foram submetidas a testes reologicos estacionarios (viscosimetria), em
funcdo da taxa de cisalhamento (y/s!), variando de 10 a 1000 s, a 10 °C e 25 °C, utilizando um
Redmetro Hibrido Dindmico (DHR1; T.A. Instruments®), com geometria de cilindros concéntricos
(ago padrao DIN), acoplado a um cilindro Peltier para controle de temperatura. Foi avaliado o
comportamento reoldgico das amostras em duas temperaturas, pois sdo as condigdesem que o
leite ¢ comumente consumido no Brasil.

Adicionalmente, experimentos de temperatura foram realizados em modo estacionario, de 5 a
80 °C, a 10 °C/min, mantendo constante a taxa de cisalhamento (1000 s™!), a fim de avaliar possiveis

alteracdes na viscosidade das amostras, ao serem submetidas a condi¢des extremas de temperatura.

2.6 Perfil de acidos graxos

Os lipidios das amostras de leite foram extraidos de acordo com a metodologia de Bligh e Dyer
(1959) com modificagdes, por meio da utilizagdo de 5 mL de leite e da adi¢ao dos seguintes
solventes de extragdo: cloroférmio (8 mL), metanol (16 mL) e dgua (1,4 mL). Em seguida, as
amostras foram homogeneizadas em agitador orbital por 30 min. Apos, foram adicionados 8 mL
de cloroférmio e 8 mL de solugdo de sulfato de sodio (1,5%) e agitados por mais 2 min. Os extratos
foram centrifugados e a fracdo organica (cloroférmica) foi reservada para analise do conteudo
lipidico. Conforme Hartman e Lago (1973), cerca de 20 mg de lipidios foram submetidos ao
procedimento de metilagdo apds secagem dos extratos com bomba de vacuo a 40 °C. Os lipidios
foram derivatizados em Esteres Metilicos de Acidos Graxos (FAMEs) pela adigdo de 1 mL de KOH
(0,4 M) em metanol e submetidos a banho-maria em ponto de ebulicao por 10 min. Em seguida,
apos resfriamento, foi adicionado 3 mL de H>SO4 (1 M) em metanol, e submetidos novamente ao
banho-maria por 10 min.

Os FAMEs foram particionados com hexano (2 mL) e analisados em cromatografo gasoso
equipado com detector de ionizagdao de chama (GC/FID, Star CX 3400, Varian, Palo Alto, Estados
Unidos). 1 pL de cada extrato foi injetado em modo split (1:20) a 250 °C. O hidrogénio foi
utilizado como gés de arraste a pressao constante de 25 psi. Os analitos foram separados em coluna
capilar HP-88 (100 m x 0,25 mm d.i; 0,20 um de espessura de filme; Bellefonte, EUA). A
temperatura inicial da coluna foi de 80 °C permanecendo por 2 min e aumentando até 175 °C, a uma
taxa de 10 °C/min, mantendo por 10 min. Em seguida, aumentando para 210 °C, a uma taxa de 4

°C/min, mantendo por 5 min, e finalmente até 230 °C, aumentando 5 °C/min, mantendo por 5 min
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em isotérmico.

A identificacdo dos acidos graxos foi realizada comparando os tempos de retencao
experimentais com padrdes de FAME Mix 37 (P/N 47885-U), éster metilico conjugado de acido
linoléico (P/N 05632), isdmeros cis/trans de éster metilico de 4cido linoléico (P/N 47791),mistura
de isdmeros de éster metilico de acido linolénico (P/N 47792), éster metilico de acido transvacénico
(P/N 46905-U) e éster metilico docosapentaenoico (P/N 47563-U), todos oriundos da Sigma-
Aldrich (EUA). Os resultados foram expressos em porcentagem da area total doscromatogramas,
levando em consideracdo o fator de corregdo da cadeia de carbono do FID e o fator de conversao

¢éster em acido, conforme descrito por Visentainer (2012).

2.7 Analise estatistica

As andlises foram realizadas em triplicata. Os dados de caracteriza¢do fisico-quimica e
composi¢do de acidos graxos foram submetidos & Andlise de Variancia (ANOVA) (0=5%),
utilizando o software Sisvar, versao 5.6. Os graficos obtidos na analise de impedancia elétrica e

comportamento reoldgico foram gerados a partir do software OriginPro 9.0:6-(64 bits) SR2 b8&7.

3. Resultados e discussoes
3.1 Propriedades fisico-quimicas

A Tabela 1 apresenta os resultados dos pardmetros de qualidade e composi¢ao de leites UHT
semidesnatados de marcas comercializadas no Brasil. Os resultados obtidos estio em conformidade
com as informacdes apresentadas nos rétulos dos produtos avaliados (dados ndo apresentados) e
com os parametros minimos de qualidade exigidos pela Portaria N° 370/1997 do Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA).

Estudos demostraram que alguns fatores podem influenciar nas propriedades fisico-quimicas
do leite, como as variantes de P-caseina, condigdes de armazenamento, fases de lactagdo do
animal, tratamento térmico empregado e o tipo de dieta do animal (De Vitte et al., 2022; Li et al.,
2021; Fan et al., 2020; Martins et al., 2008; Couvreur et al., 2006). Dentre as variaveis avaliadas,
somente o pH e a acidez dos leites com diferentes tipos de f-caseina e de diferentes marcas ndo
apresentaram diferenga significativa (p>0,05). O valor médio do pH e acidez das amostras,
considerando as duas marcas, foi de 6,79 ¢ 0,15% de acido latico, respectivamente. Neves et al.
(2021) analisaram amostras de leite UHT semidesnatado provenientes de vacas sem a certificacao
do tipo de B-caseina, de 4 marcas comercializadas no mercado brasileiro. A acidez variou de 0,14
a 0,16% de acido latico, estes valores corroboram com os encontrados neste trabalho. Por outro lado,
Da Silva et al. (2016) também investigaram leites UHT semidesnatado e os valores de acidez(média

de 0,20% de 4cido latico) foram superiores e de pH (média de 6,37) inferiores, aos encontrados

7



neste estudo.

Observou-se para todas as marcas e ao considerar o valor médio das duas marcas, que o leite
A2 apresentou maior densidade, teor de gordura, de proteinas e de solidos totais. Entretanto, estas
mesmas amostras obtiveram menores concentracdes de cinzas e sélidos ndo gordurosos. Os valores
relatados nos estudos de Neves et al. (2021), Da Silva et al. (2016) e Zancan (2012) estdo de acordo
com os obtidos neste trabalho.

Nao houve diferenga do teor de agua entre as amostras da marca 2. As médias oscilaram de

88,89 a 89,90%, valores superiores aos encontrados no trabalho de Da Silva et al. (2016) (87,55%).

3.2 Caracterizacao elétrica

A Espectroscopia de Impedancia Elétrica (EIS) ¢ uma técnica muito util para caracterizar o
comportamento elétrico de materiais (idnicos, semicondutores e até dielétricos), como os liquidos
(Chinaglia et al., 2008). Essa técnica consiste na analise da amostra através da aplicacdo de um
estimulo elétrico externo medindo a resposta do sistema. As grandezas elétricas derivam da
mobilidade das espécies idnicas em solucdo, que depende de diversos fatores relacionados ao
material (Lima et al., 2022). EIS tem sido amplamente utilizada para caracterizagdo de amostras e
para aplicacdes na industria de alimentos, especialmente em estudos de leite e derivados lacteos
(Meira et al., 2023; Lopes et al., 2018).

Na Figura 1 s3o apresentados os espectros de caracterizagdo elétrica de leites UHT
semidesnatados de diferentes marcas. Estas amostras foram provenientes de vacas somente com
gendtipo A2 e comumente comercializadas, oriundas de vacas com genotipo de B-caseina ndo
identificado, podendo ser de variantes genéticas Al, A2 ou as outras formas. Os dados obtidos
demonstraram que os espectros de impedancia elétrica (moddulo, parte real e imaginaria) e de
admitancia em fungdo da frequencia, apresentam perfis diferentes dependendo do tipo de amostra
de leite que se difere quanto a B-caseina em sua composi¢do. Foi observado que a marca nao teve
influéncia sobre o comportamento elétrico das amostras.

Pode-se observar nos espectros B, E e H da Figura 1, que os valores do médulo da impedancia
variam em fung¢do da frequéncia. Eles tendem a um platd para baixas frequéncias e a zero para altas
frequéncias. O mddulo da impedancia elétrica reduz ao passo que a frequéncia aumenta, devido a
uma reduc¢dao no numero de ions que conseguem se alinhar. Este fenomeno € responsavel pela
diminui¢do no numero de cargas em movimento € consequentemente, ocorre uma redu¢do na
energia dissipada e armazenada no sistema e no sinal medido pelo médulo de impedancia (De Lima
et al., 2022).

A partir da andlise da parte real da impedancia (Figura 1-A, D e G), ¢ possivel determinar na

regido do espectro de baixa frequéncia, valores de resisténcia aproximadamente entre 200 a 250
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ohm. Esse valor ¢ considerado baixo, se comparado a dgua, por exemplo, pois o leite possui uma
elevada concentragdo de ions livres, tornando-o um eletrélito condutor (De Lima et al., 2022;
Mabrook e Petty., 2003). Observa-se nos espectros da parte real uma queda apenas para altas
frequéncias (> 1 MHz). Isto ocorre, uma vez que o leite apresenta um perfil capacitivo baixo e ser
predominantemente resistivo em todo o espectro, devido a sua baixa viscosidade e alta concentragao
de portadores de carga (De Lima et al., 2022).

No tocante a parte imaginaria (Figura 1-A, D e G), mostra um comportamento semelhante a
de um circuito misto, porém, com os valores observados bem proximos de zero, com o pico
posicionado apenas a altas frequéncias (>*1MHz). A presencga significativa de ions livres no leite
justifica este comportamento, refor¢ando o perfil predominantemente resistivo do material, com
baixos efeitos capacitivos e consequentemente de armazenamento de carga (De Lima et al., 2022).

A admitancia elétrica ¢ caracterizada como o inverso da impedancia elétrica (De Lima et al.,
2022). Dessa forma, nas Figuras 1-C, F e I, foi possivel observar que a admitancia apresenta uplato
para a maioria da faixa de frequéncia e tende ao infinito para altissimas frequéncias (>1MHz).

No presente estudo foram investigadas amostras de leite UHT, que possuem em sua composi¢ao
estabilizantes (citrato de sodio, monofosfato de soédio, difosfato de sodio e trifosfato de sodio),
conforme permitido pela Portaria n® 370, de 04 de Setembro de 1997 do MAPA, o que possivelmente
pode ter influenciado na resisténcia elétrica das amostras, por liberarem ions livres quando
dissociados, aumentando assim a sua concentragdo. De Lima et al. (2022) avaliaram a caracterizagao
elétrica de leite cru e observaram valores de resisténcia (500 ohms) maiores devido a isso, porém,
comportamentos andlogos, aos encontrados neste trabalho.

Comparando os espectros das amostras de leite analisadas, observa-se que o leite A2 apresentou
maior impedancia (modulo, partes real e imaginaria) e menor admitancia para as duas marcas,
quando comparado ao leite sem a certificagdo A2 (Figura 1). Segundo Meira et al.(2023) e Grossi e
Ricco (2017), as propriedades elétricas dos alimentos estdo diretamente associadas com a
composi¢ao do produto. Além disso, Mabrook e Petty (2003) e Grossi et al. (2012) verificaram que
o teor de gordura e a estrutura da proteina afetam a impedancia elétrica do leite. Para as duas marcas
estudadas, o leite A2 apresentou maior teor de gordura e de proteinas e menor teor de cinzas (Tabela
1). Estes resultados obtidos corroboram com os encontrados por Grossi e Ricco (2017), que também
observaram que o modulo da impedancia elétrica de produtos lacteos aumenta com o acréscimo do
teor de gordura, devido ao volume que os globulos de gordura ocupam no meio condutor, reduzindo
a locomobilidade dos ions (Meira et al., 2023).

Em relacdo a composicdo da caseina, vale mencionar que a fracdo -caseina ¢ composta por
209 aminoacidos, sendo que as variantes Al e A2 se diferem apenas em relagdo a um aminoécido

da cadeia peptidica. A variante Al na posicdo 67 possui uma histidina, enquanto a variante A2
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contém uma prolina (Gatica e Alomar, 2017). Sugere-se que um dos fatores que colaboram para que
o leite A2 apresente uma maior impedancia e menor admitancia, ¢ devida a prolina ser classificada
como um aminoacido apolar, ou seja, ndo possui carga elétrica livre e consequentemente, este tipo
de leite exibe menor efeito de condugdo de carga. Por outro lado, a histidina, classificada como
aminoacido basico, contém densidade elétrica, contribuindo paramaior dissipagdo de carga no leite
sem a certificagdo A2.

Por fim, as amostras de leite UHT sem a certificagdo A2 apresentaram maiores teores de cinzas
(Figura 1), que estdo inteiramente relacionados com os niveis de minerais presentes nas amostras
(Cecchi, 2007). Segundo Mabrook e Petty (2003); sodio, potdssio e cloreto sdo os principais
responsaveis pela condutividade elétrica de leite, o que contribuiu de forma significativa para que

estas amostras apresentassem menor impedancia.

3.3 Comportamento reologico

A viscosidade ¢ um parametro que influencia na qualidade e identidade do leite. O
comportamento reoldgico do leite estd relacionado com as propriedades fisico-quimicas dos
globulos de gordura e proteinas. Estes constituintes sdo os mais afetados em relagdo aos processos
térmicos e operagdes mecanicas, que consequentemente, afetam o seu perfil reoldgico (Vélez-Ruiz
et al., 2009).

Na Figura 2 ¢ apresentado o comportamento reoldgico das amostras de leite UHT A2 e AT
(sem a certificagdo A2) de duas marcas comerciais. Pode-se observar nos reogramas, Figura 2A,
que todas as amostras tenderam ao comportamento de fluido newtoniano, em ambas as temperaturas
avaliadas (10 °C e 25 °C). Isso pode ser explicado pela relagao praticamente linear entre a taxa de
cisalhamento e tensdo de cisalhamento, bem como pela tensdo inicial de escoamento proximo a
zero, o que resulta em um valor de viscosidade absoluta (i) para cada tipo de leite UHT, marca e
temperatura (Figura 2B). O modelo newtoniano que descreveu o comportamento reologico das
amostras apresentou o coeficiente de determinagio (R?) > 0,940, indicando um bom ajuste do
modelo.

Ainda na Figura 2A e 2B, foi possivel constatar que o tipo de leite UHT (A2 e AT) ndo
influenciou significamente na viscosidade absoluta das amostras (p>0,05), em ambas as marcas
comerciais e temperaturas de ensaio. Apresentando valores médios de p iguais a 0,006 Pa.s, 0,004
Pa.s, 0,006 Pa.s e 0,005 Pa.s, para as marcas 1 e 2, mensurados a 25 °C e 10 °C, respectivamente.
Isto indica que a composi¢cdo aminoacidica da [-caseina das variantes Al e A2 (ou demais
variantes), ndo influenciou na corrente de fluxo das amostras de leite, resultando na mesma
viscosidade para os leites UHT A2 e AT (sem certificagdo A2).

Zhao et al. (2023) avaliaram leite desnatado com adi¢@o de acetato de zinco com concentragdes
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de 0 e 20 mmol, a 20 °C. Ao aplicarem taxas de cisalhamento inferiores (0,1 ¢ 50 s™ ), observaram
0 mesmo comportamento reologico obtido nas amostras de leite deste trabalho. Em contrapartida,
em concentragdes superiores a 22,5 mmol, o comportamento do fluido se tornou ndo newtoniano
(pseudoplastico). Li et al. (2018) analisaram amostras de leite integral e desnatado, empregando
uma taxa de cisalhamento de 0,01 s™' e 100 s, 0 comportamento reologico dos leites corrobora com
o relatado neste trabalho.

Na Figura 2C, pode-se observar o efeito da temperatura sob a viscosidade das amostras. Nota-
se que a viscosidade dos leites variou de forma ndo expressiva, aproximadamente de 0,007 Pa.s a
0,005 Pa.s, quando as amostras foram submetidas a uma rampa de temperatura variando de5 °C a
80 °C. Esse efeito ja era esperado, pois o leite € um fluido ndo polimérico e homogéneo. Logo, o
aumento da temperatura ndo influencia de forma muito pronunciada em sua viscosidade (Shiroma,

2012).

3.4 Composicao de acidos graxos

Estudos tém sido realizados com o intuito de correlacionar caracteristicas genéticas do animal
e o teor de gordura do leite (Samoré et al., 2012). No entanto, poucas pesquisas investigaram a
relacdo entre os gendtipos da B-caseina e a composi¢ao da fragdo de gordura do leite (De Vitte et
al., 2022). Na Tabela 2 ¢ apresentada a composi¢cdo de acidos graxos das amostras de leite UHT
semidesnatado com a certificagdo A2 e sem a certificacdo A2. Em geral, foram identificados 32
compostos, que incluem 16 acidos graxos saturados, 8 acidos graxos monoinsaturados e 8 acidos
graxos poli-insaturados. Dentre eles, 5 sao de cadeia curta, 7 de cadeia média e 20 de cadeia longa.

O leite ¢ composto de alto teor de acidos graxos saturados e baixa concentracao de acidos
graxos poli-insaturados (De Vitte et al., 2022; Perna et al., 2016; George et al., 2009). Estas
informagdes corroboram com os resultados obtidos neste trabalho, uma vez que os niveis dos
acidos graxos saturados constituem mais de 60% do total presente nas amostras, enquanto no
maximo 5% da abundancia dos 4cidos graxos sdo poli-insaturados. Os acidos graxos insaturados
estdo bem estabelecidos como compostos beneficios a saide (Nguyen et al., 2024). Porém,estudos
que relacionaram os acidos graxos saturados e satide apresentam resultados divergentes.Pesquisas
demonstraram que o C16:0, C14:0 e C12:0 estdo associados a um aumento nas concentragdes
plasmaticas de colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL), levando a um aumento
potencial no risco de doengas cardiovasculares (Wang et al., 2022; Teng et al., 2017). Em
contrapartida, outros estudos demonstraram que os mesmos compostos aumentam a concentragao
plasmatica de colesterol de lipoproteina de alta densidade (HDL) (O'Donnell-Megaro et al., 2011)
e, portanto, concluem que estes compostos nao contribuem ao risco aterogénico (Mensink et al.,

2003).
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Em todas as amostras, os analitos mais abundantes foram o 4cido palmitico (C16:0), acido
oleico (C18:1 cis-9) e acido estearico (C18:0), representando aproximadamente de 33-35%; 22-
24% e 12-15% de abundancia, respectivamente, enquanto oy — C18:3; CLAS ¢12, t10; C20:1; C20:2
n6; C21:0, C22:0, C23:0 ¢ C24:0 foram os minoritarios. Os achados deste estudo estio em
consonancia com dos estudos de Martini et al. (2023), que avaliaram 4cidos graxos bioativos em
diferentes tipos de leite de vaca integral. As amostras também apresentaram maiores concentragoes,
com teores semelhantes, para o acido palmitico (34,69 - 39,31 %) e acido oleico (19,97 %).
Entretanto, valores inferiores foram encontrados para o acido estearico (7,12 - 8,46 %).Cappozzo et
al. (2015) analisaram amostras de leite UHT em diferentes tempos de tratamento (1,7 e 14 dias).
Os compostos mais abundantes obtiveram concentragdes de 32,14 - 33,04 % (4cido palmitico);
22,96 - 23,61% (4cido oleico) e 11.00 - 11,81 % (acido estearico).

Em relacdo a marca 1, os acidos graxos C10:0; C12:0; C14:1; C15:0; C16:0; C16:1; C17:1;
C18:0; C18:1 trans-11; C18:1 cis-7; C18:2; vy — C18:3; CLAS ¢9,t11; CLAS cl12, t10; C20:0 e
C20:4 n6 se diferiram estatisticamente (p<0,05) entre as duas amostras de leite. Por outro lado, os
leites da marca 2, tiveram diferencas significativas (p<0,05) para os compostos C11:0; C12:0;
C15:0; C16:0; C18:1 trans-9; CI18:1 cis-7; y — C18:3; CLAS ¢9, tl1; CLAS c12, t10; C20:1;
C20:4 n6; C21:0; C22:0; C20:1, C23:0 e C24:0. Pode-se observar para ambas as marcas, que a
maioria dos compostos que se diferiram entre as amostras sao acidos graxos de cadeia média e longa,
e entre os insaturados, prevaleceram os monoinsaturados. Além disso, os acidos graxos C23:0 e
C24:0 nao foram identificados no leite A2 da marca 1 ¢ 0 C18:1 trans-9, no leite A2 da marca 2. No
leite sem a certificacdo A2 da marca 1, ndo foi identificado o y — C18:3. Em relag@o aos valores
médios (considerando as marcas 1 e 2), foi verificado que os compostos que nao se diferenciaram
estatisticamente (p>0,05) foram o C1,8:1 trans-9 a-C18:3 e 0 C20:1. Ademais, foi constatada maior
abundancia de todos os acidos graxos de cadeia curta no leite A2. O acidolaurico (C12:0) e o
isomero acido oleico (C18:1 cis-7) foram mais abundantes em todas as amostras de leite A2.

Na pesquisa cientifica de De Vitte et al. (2022) foram avaliadas amostras de leite de vaca cru
com diferentes gendtipos de B-caseina (A1A1, A1A2 e A2A2). Alguns resultados corroboram com
os encontrados no presente estudo. Os autores também observaram diferencgas significativas entre
os acidos graxos de cadeia média e longa, e entre os 4cidos graxos monoinsaturados quanto as
amostras investigadas. No leite A2A2, encontraram-se maiores teores dos &cidos graxos
monoinsaturados; acido palmitoleico, acido heptadecanodico e acido elaidico e do total dos acidos
graxos poli-insaturados em relagdo aos leites A1A2 e A1AL1. Por outro lado, o leite A2 A2apresentou
menor concentragdo total de 4cidos graxos saturados em comparagdo com os leites dos outros
genotipos.

Ainda na Tabela 2 ¢ possivel observar os valores de n-3, n-6 e a propor¢ao de n-6/n-3. Os
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valores obtidos para a razdo n-6/n-3 variaram de 3,66 a 7,82. Nao foi possivel observar uma relagao
entre n-6/n-3 e os gendtipos de beta caseina do leite. Martini et al. (2023) obtiveram, em geral,
valores para o leite de vaca cru de 3,68 e pasteurizado de 3,65. A razdo desequilibrada n- 6:n-3 em
favor dos acidos graxos poli-insaturados n-6 ¢ extremamente pro-trombotica e pro- inflamatéria, o
que contribui para a ocorréncia da aterosclerose, obesidade e diabetes(Mukhametov et al., 2022).
Estudos demonstraram que uma propor¢do elevada de n-6 para n-3 estd relacionada ao
agravamento da inflamagdo, a exemplo da inflamacdo cerebral (Bali¢ et al., 2020; Hsieh et al.,
2020). Como o 6mega-3 ¢ o dmega-6 competirdo na membrana celular, ¢ muito importante
equilibrar adequadamente a propor¢ao desses compostos para estimular o estado anti- inflamatorio
(Mukhametov et al., 2022).

Em todas as amostras avaliadas, foram identificados dois 4cidos graxos conjugados: acido
linoleico conjugado-c9, t11 (CLAS ¢9, t11) e 4cido linoleico conjugado-c12, t10 (CLAS c12, t10),
sendo o primeiro em maior concentra¢do. O leite A2 de todas as marcas apresentou menor
abundancia dos dois compostos em rela¢do ao leite sem certificacdo do tipo de B-caseina. Estudos
demonstraram que esses compostos tém atividade anticarcinogénese, antiaterosclerotica,
antidiabética e anti-inflamatoéria, além de contribuirem na redu¢do da gordura corporal (Badawy et

al., 2023; Dipasquake et al., 2018; Dilzer et al., 2012) .

4. Conclusao

A variante genética da beta-caseina presente nos leites comerciais do tipo UHT, de diferentes
marcas brasileiras, conferiu diferenga na caracterizagao fisico-quimica e elétrica. Porém,
apresentaram comportamento reologico semelhante. Todas as amostras de leite A2 apresentaram
maior densidade relativa, teor de gordura, de proteinas e de solidos totais, e menores concentragdes
de cinzas e so6lidos ndo gordurosos. A espectroscopia de impedancia elétrica, método analitico
promissor de aplicagdo em alimentos, foi capaz de discriminar o leite A2 das outras amostras
investigadas. Embora os leites com genotipos da P-caseina A2 e aqueles sem a certificacdo A2
possuem o mesmo comportamento elétrico, o leite A2 apresentou maior impedancia (moddulo, partes
real e imaginaria) ¢ menor admitancia. Quanto ao comportamento reologico, as amostras foram
classificadas como fluidos newtonianos e o tipo de genotipo de B-caseina ndo influenciou na
viscosidade das amostras de leite UHT a 10 °C e 25 °C. O leite UHT ¢ rico em acido palmitico,
seguido de 4cido oleico e estearico. Em geral, todas as amostras possuem o mesmo perfil de dcidos
graxos, no entanto, o acido laurico e o isdmero acido oleico (C18:1 cis-7) foram mais abundantes
no leite A2. Por outro lado, o 4cido linoleico conjugado c9, t11 e c12, t10 foram os mais expressivos
em leite sem a certificagdo A2. Nesse sentido, pode-se concluir que existem possiveis marcadores

do leite A2, além da composi¢do da P-caseina. No entanto, trabalhos futuros sdo necessarios
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empregando maior numero de amostras e outros métodos de andlises a fim de obter mais

informacdes acerca desse produto.
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Figura 2. Comportamento reologico de amostras de leites UHT semidesnatados. Relacao entre A)
Taxa de cisalhamento e Tensdo de cisalhamento, B) Taxa de cisalhamento e Viscosidade e C)

Temperatura e Viscosidade. Leite AT: leite comumente comercializado, oriundo de vacas com gendtipo de B- caseina
ndo identificado, podendo ser de variantes genéticas Al, A2 ou outras formas.
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