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1. Introducao

O queijo € um alimento que estd presente na civilizagio humana des-
de tempos remotos. E bastanie importante do ponto de vista nutricional,
jé que constitui uma fonte de proteinas, vitaminas e minerais e, em mui-
tos casos, até mesmo de gordura (Varnam & Sutherland, 1994). Por isso,
¢ amplamente wtilizado na gastronomia, que se vé aumentada pelo valor
adicionado de outros ingredientes incorporados em sua elaboragio, Existe
uma grande variedade de formas e apresentacoes, pois sio produtos da ex-
pressao cultural dos povos. Desde o comego do séeulo 20, a tecnologia tem
permitido a difusio de um produto higiénico e conservivel no lempo, sem
perder as qualidades que o diferenciam.

Na elaboragio dos queijos, a substtuigio do leite de cabra por outro
mais barato, como o de vaca, tem sido uma pritica freqgliente de fraude no
Brasil. As Mutuagdes sazonais na disponibilidade do leite de cabra e o pre-
co mais elevado comparativamente ao leite de vaca sio um imcentivo para
que os produtores de queijo adulterem os queijos tradicionais, de leite de
cabra, com leite de vaca. A detecgiio dessa fraude é muito importante, pois
o consumo de queijos de leite de cabra elaborados com leite de vaca, sem a
devida declaragiio no rétulo, poderd causar reagdes alérgicas em individuos
sensiveis,

Mas proteinas do leite de vaca existem mais de 30 sitios alergénicos, que
podem causar problemas. O que ocorre na alergia € a producio de grandes
quantidades de imunoglobulinas contra os sitios alergénicos, causando rea-
coes as mais diversas, As proteinas mais envolvidas na alergia siio a caseina
alfa-gq, a beta-lactoglobuling e a alfa-lactoalbumina. A alergia verdadeira
é causada pelas imunoglobulinas E (IgE), em resposta & presenca destas
proteinas consideradas como antigémicas pelo sistema imunolégico dos in-
dividuos. A 1gE causa liberagiio de substancias vasoativas por alguns tipos
de células, que causam problemas (Bahna, 1996).

O leite de cabra tem sido um substituto satisfatorio nos casos de crian-
¢as e adultos alérgicos as proteinas do leite de vaca. A caseina do leite de
cabra tem uma estrutura diferente, pois possui caseina-l, caseina alfa-¢; e
pouca quantidade de caseina alfa-5;. lsso explica a boa tolerincia ao leite
de cabra dos individuos sensiveis ao leite de vaca.

Um outro problema originado por este tipo de fraude € a redugio da
qualidade dos queijos de cabra produzidos com adi¢io de leite de outras
espécies, pois a composicao dos leites influencia nas caracteristicas orga-
nolépticas do queijo de leite de cabra (Hernandez er al., 1994),

Atualmente, viras écnicas empregadas para deteccio de diferentes es-
pecies em leites ¢ queijos tém sido desenvolvidas (Anifantakis, 1986; Den-
nis, 1996). No entanto, todas as téenicas baseadas na composicio da gordura
do leite como as taxas de diferenciacio de dcidos graxos ou triglicerideos
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tém a desvantagem de nfio poder detectar a adulteragio
com leite de vaca desnatado. Por isso, as técnicas corren-
temente utilizadas sdo baseadas nas andlises da fragdo pro-
téica, dentre as quais temos as imunoldgicas (Rolland er
al., 1995; Richter er al., 1997}, eletroforese (Amigo er al.,
1992; Mayer, 2005), cromatografia (Haza et al., 1995), es-
pectrometria de massa (Trujillo ef al., 2000) e, mais recen-
temente, a molecular: PCR espécie-especifica (Maudet &
Taberlet, 2001; Mayer, 2005).

Tendo em vista o exposto e a releviincia do tema, nesse
estudo sio abordadas diversas técnicas empregadas na de-
tecgiio de adulteragdes em queijos de leite de cabra.

2. Revisao bibliografica
2.1, Técnicas para identificagdo de espécies

A qualidade dos queijos estd determinada pela relagio
caseina/gordura do leite utilizado em sua elaboracio, ja
que um desvio do conteddo da caseina ou gordura do lei-
te produz mudangas significativas na textura dos queijos
(Scott, 1991).

A determinagio da seqglifneia nucleotidica dos genes e
o conhecimento dos fundamentos moleculares do polimor-
fismo genético das caseinas tém direcionado para utilizagio
de técnicas moleculares que permitem realizar uma selegio
dirigida das espécies, com a finalidade de melhorar as pro-
priedades dos leites que se destinam & fabricagiio de queijos
{Martim, 1993).

Quase todas as proteinas dos leites de diferentes espécies
foram originadas a partir de um ancestral comum, portanto,
sd0 homdlogas ds proteinas do leite de vaca e se denomi-
nam da mesma forma. O critério definitivo para determinar
a homologia das proteinas se baseia no estudo da seqiiéncia
aminodcida (Jenness, 1982), Os genes que codificam pela
sintese das caseinas sensiveis ao cilcio (oy,,-, o,s- e B-ca-
seina) apresentam uma organizagio muito similar (Martin,
1993). A hipdtese de uma origem filogenética comum das

ESTANQUES

caseinas deduzida a partir da comparacfio das segiiéncias
aminodcidas das proteinas (Garvey ef al., 1977), fica refor-
cada pelas aniilises detalhadas das seqiiéncias nucleotidicas
dos genes. A homologia das proteinas licteas também se
demonstra pela existéncia de determinantes antigénicos co-
muns, que diio lugar ao desenvolvimento de reagdes imuno-
légicas cruzadas quando se utilizam anticorpos policlonais
produzidos frente & proteina de uma determinada espécie
animal (Amigo, 1989).

A distribuigio das caseinas nos leites de vaca e cabra
se encontra na Tabela 1. A proteina majoritdria da casefna
do leite de vaca é a fracfio o - . As diferentes caseinas do
leite de vaca se distribuem quantitativamente na seguinte
ordem: o, - 38%, oy~ 10%, B-: 36% e k-: 13% (Davies
& Law, 1980).

Tabela 1. Fragdes caseinicas da caseina total

dos leites de vaca e cabra
Fragoes caseinicas Leite de vaca Leite de cabra

(g 36
53 9.5 12,6
[34 43 35,9
iz 39,4
K 9.4 8.1
T 6,8 3,9
Fonte: Assenat (1985,

O leite de cabra contém uma menor proporgio de
o.-caseina que o leite de vaca e, segiiencialmente, estd
mais relacionada com a o;- caseina de leite de vaca do que
COom a oy~ caseina. O leite de cabra possui concentragiio
de caseina igual ao leite de vaca, mas os géis de caseina do
leite de cabra possuem estabilidade inferior se comparados
ao de vaca durante o processo de elaboraciio do queijo, de-
monstrando, assim, a relagio existente entre o contetido nas
at.-caseinas do leite e a dureza do gel. Niio obstante, as pro-
porgies de o.y e o caselna no leite de cabra variam de for-
ma significativa nos animais considerados individualmente.
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Os leites de cabra que contém uma quantidade elevada de
igq- Caseina se associam com queijos que apresentam sa-
bor e odor menos intensos e textura mais firme e lisa (Heil
& Dumont, 1993).

A fecaseina do leite de cabra tem uma composigio ami-
nodcida muito similar i da p-caseina do leite de vaca, mes-
mo apresentando algumas diferencas em sua estrutura pri-
mdria. A f-caseina do leite de cabra tem dois componentes,
B, e B, que diferem no conteddo de fosfato. O leite de cabra
apresenta um contedido de f-caseinas notavelmente superior
ao de vaca, entretanto, o de vaca € o que tem menor propor-
¢io destas caseinas, A [J-caseina tem a tendéncia a dissociar-
se da micela com a diminuicio da temperatura, assim, uma
maior proporgio desta caseina pode determinar a existéncia
de varniagdes na estabilidade micelar e repercutir no processo
de fabricacio do queijo (Law et al., 1992).

A seqiiéncia de aminodcidos na para-k-caseina nos lei-
tes de vaca e cabra é muito similar, entretanto, as diferencas
na seqiiéncia do caseinomacropeptideo nas duas espécies
sdo muito grandes. O tempo de coagulagio do leite no pro-
cesso de fabricagiio do queijo ¢ mais sensivel is variagbes
no contelido de k-caseina que no de o ou B-caseina.

As técnicas utilizadas para analisar a composicio da
gordura do leite baseiam-se tradicionalmente na deter-
minagio dos indices de dcidos graxos voldteis soldveis e
insoliveis. Na atvalidade se empregam principalmente as

téenicas cromatogrificas (Ramos & Judrez, 1985). Entre as

técnicas baseadas nas andlises das proteinas, destacam-se
as eletroforéticas, de espectrometria. as moleculares e as

imunolégicas.

2.1.1. Técnicas imunologicas

As lécnmicas imunologicas sio procedimentos analiticos
baseados na reaciio especifica entre um antigeno (que & a subs-
tincia que queremos analisar) e seu correspondente anticorpo.
Essas técnicas, cujo desenvolvimento se iniciou na drea clini-
ca, sa0 empregadas nas andlises de alimentos desde 1980,

A aplicagio dessas técnicas para a identificagio de es-
pécies apresenta importantes vantagens em relagio ao em-
prega de técnicas eletroforéticas e de HPLC: diminuigio
da quantidade de amosira necessiria, redugio do tempo e
custo das andlises, utilizagio de equipamento pouco com-
plexo e a possibilidade de aplicagio em provas de campo e
kits miniaturizados.

2.1.1.1. Imunoprecipitacdo

Os primeiros imunoensaios se basearam na observaciio
de que os animais imunizados com um antigeno especifico
produziam um imunosoro. Quando os antigenos soliveis se
misturavam com os imunosoros especificos, formavam com-
plexos moleculares de grande tamanho observiveis a olho nu.
Baseando-se nas reagoes de precipitagio antigeno-anticorpo,
surgiu a possibilidade de diferenciar as proteinas do leite
de diferentes espécies.
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Pinto ( 1996), para diferenciar leites de vaca, biifala, ca-
bra & ovelha, desenvolveu uma técnica de precipitagio em
que utilizava um imunosoro obtido frente s proteinas sé-
ricas do leite destas espécies neutralizado com as espécies
heterdlogas,

2.1.1.2. Imunodifusao

Mesta técnica, antigeno e anticorpo se depositam em
pocinhos no gel de dgar. Os dois reagentes se difundem
através do gel e, em caso de correspondéncia, formam
complexos antizgeno-anticorpo que se visualizam como li-
nhas brancas e opacas de precipitado.

Durand et al. (1974) detectaram a incorporacio do leite de
vaca em leite de cabra por esta técnica. Os autores obtiveram
um imunosore especifico antiproteinas sércas de leite de vaca
depois de neutralizd-lo com proteinas de leite de cabra, Esta
lécnica & aplicivel a queijos maturados, pois os fendmenos de
degradagiio das proteinas niio afetam os resultados.

2.1.1.3. Imunoeletroforese

Apesar de a imunodifusio permitir obter uma linha de
precipitagio separada para cada antigeno e anticorpo que se
encontra em uma mistura, is vezes fica dificil separar todos
o5 componentes de uma matriz complexa. A imunoeletrofo-
rese melhora a resolugio do sistema, separando 0s antigenos
por eletroforese antes de finalizar a imunodifusio.

Radford er of. (1981) detectaram concentragies de
[-5% de leite de vaca em leite de cabra.

2.1.1.4. Técnicas imunoenzimaticas (ELISA)

As técnicas de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay), gue constituem na atualidade as téenicas imunologi-
cas mais amplamente utilizadas, se caracterizam pelo empre-
gode marcadores enziméticos para a detecglio e amplificagiio
das reagies antigeno-anticorpo. As téenicas de conjugagio
para Marcar s antigenos ¢ 05 anticorpos com wma enzima
devem permitir a manutencio da atividade da enzima e do
anticorpo ou antigeno conjugados, A degradagio pela enzi-
ma de sen substrato produz uma reagio colorimétrica que
permite quantificar as reagdes antigeno-anticorpo,

Esta téenica ¢ qualitativa e estd especialmente indicada
como prova rapida de campo em empresas gque ndo dis-
piem da infra-estrutura de um laboratdrio ou de téenicos
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abaixo da influénecia de um campo elétrico aplicado entre dois eletrodos,
um positivo e outro negativo. O movimento das moléculas — em nosso caso,
as proteinas — dependerd de seu tamanho e da carga gque apresentam no pH
do tampio selecionado para a andlise. As moléculas que possuem uma car-
ga malor s¢ moverio mais rapidamente do que aguelas com menor carga.

A identificacio de espécies é realizada comparando-se o perfil eletro-
forético, obtido a partir das caseinas do leite, com 0s padres de bandas de
amostras de referéncia.

2.1.2.1. Eletroforese das caseinas

Pierre & Portman (1970} utilizaram a eletroforese na detecgio do lei-
te de vaca em queijos de cabra. Em seu estudo, empregaram queijos nio
proteolisados (até aos 15-20 dias de maturagio), Quando os queijos alcan-
caram um grau de maturagio importante, a degradacio das caseinas produ-
#la 0 aparecimento de novas bandas nos géis que dificultavam a resolucio
desta téenica.

Em geral, as técnicas eletroforéticas permitem a identificagiio ¢ a quan-
tificagdio do leite em misturas licteas. Sem divida, existem virios fatores
como o pH, a concentragiio e o tipo de coalho, a quantidade de coalho
retido na coalhada, a adigio de cultivos iniciadores, entre oulros, que inter-
vém diretamente nos fendmenos de degradacio protéica e que devem ser
levados em conta na aplicagfio dessa técnica.

2.1.2.2. Eletroforese das proteinas do soro

Amigo et al. (1989} empregaram esta técnica para identificar a origem
animal nos quetjos. Para isto, se basearam na maior motilidade eletroforé-
tica da [i-lactoglobuling do leite de vaca em relacio i de cabra.

2.1.2.3. Isoeletroenfoque

E uma técnica de eletroforese em um gradiente de pH que permite sepa-
rar componentes que somente diferem em 0,001 unidade de pH. Quando se
aplica um campo elétrico, as proteinas migram até os diferentes eletrodos
segundo sua carga elétrica. A proteina entra em zonas de pH mais baixas
e mais altas de acordo com a relagdo cargafcurva de pH. e gradualmente
vai perdendo sua carga. Quando a proteina alcanga seu ponto isoelétrico,
cessa sua migracio e precipita. Portanto, na téenica de isoeletroenfoque,
a separagio depende do ponto isoelétrico da proteina e nfo de sua carga
e tamanho. Com essa técnica, pode-se diferenciar caseinas e proteinas do
soro de leite de vaca e de cabra (Ramos & Judrez, 1986).

Krause & Belitz (1985) detectaram a adigao de leite de vaca em queijo
de cabra pelas yz-caseinas,

2.1.2.4. Eletroforese capilar

Esta técnica se baseia em separar maoléculas com idéntico cociente car-
ecafmassa e diferentes massas submetendo-as a um campo elétrico no in-
terior de um tubo de silica de 530 mm a 150 mm de diimetro. A vantagem
desta técnica sobre as demais é que permite detectar e guantificar simulta-
neamente diferentes moléculas, além da rapider das andlises.

Tanto a composigio da caseina integra como a da hidrolizada pela acio
da quimosina tém sido analisadas por esta téenica (Kristiansen et al., 1994).

2.1.3. Técnicas cromatogréaficas
Para comprovar a autenticidade da gordura do leite de uma espécie ani-
mal, sdo utilizadas técnicas cromatogrificas que determinam a composigio
de dcidos graxos, triacilglicerideos ou algumas fragdes do insaponificado.
A composicio dos dcidos graxos que formam parte dos triacilglicerideos
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e as relagdes entre 0os mesmos sao determinadas utilizando-se a técnica de =4
cromatografia de gases. Para isto, se detectam os derivados voliteis dos '_‘
ésteres metilicos preparados a partir da gordura anidra. As condigdes das
aniilises cromatogrificas devem ser padronizadas (colunas com fases pola-
res ¢ a valores de temperaturas programados ).

A gordura do leite das duas espécies (vaca e cabra) contém elevada
propor¢io de dcidos voliteis com mimero par de dtomos de carbono. No
entanto, o leite de cabra contém teores mais elevados de dcido caproico
{C"]. caprilico [CKJ, caprico {Cm} e laurico [C:_:J. As misturas podem ser
detectadas com base nestas diferencas, desde que as proporgdes niio sejam
inferiores a 15-20%, pois € necessdrio ter em conta o intervalo de variagao
da composigao em dcidos graxos, devido a fatores genéticos e ambientais.
A relagiio entre alguns dcidos graxos, especificamente, C /C+C e C J/C
entre oulras, apresenta menores intervalos de variagio que os dcidos graxos
individuais (Sadini, 1963).

Técnicas de cromatografia liquida (RP-HPLC - Reversed-phase High
Pressure Liguid Chromatography), com deteccdo por ultravioleta e fluo-
rescéncia, foram igualmente utilizadas para a identificagiio de leite de vaca
em leite e queijo de outras espécies, por meio da anilise da composigio em
B-lactoglobulina A bovina (Urbanke er al., 1962). Os autores conseguiram
detectar quantidades de 2% de leite de vaca em amostras de queijos com
dois anos de maturagio.,

Haasnoot ef al. (1986) empregaram a técnica de cromatografia liquida
de alta resolugio (FPLC), com uma coluna de troca idnica (Mono Q HR
5/5), para detectar adigdes fraudulentas de leite de vaca a queijos de cabra,
A diferenca de carga da gy -caseina do leite de vaca permite sua separagio
das caseinas do leite de cabra, com um himite de detecgio de 1-2% para as
misturas de leites de vaca e cabra .

A aplicagio desta écnica nos quetjos € limitada, ji que ogq-caseina
do leite de vaca se degrada rapidamente e, portanto, o limite de detecgio
dependerid do malor ou menor grau de maturagio do queijo.

2.1.4. Tecnica de espectrometria

A espectrometria de massa tem sido utilizada para determinar a massa mo-
lecular das proteinas do leite de vaca e cabra, assim como na identificagio de
varianies genéticas, alteragbes na composigio dos aminodcidos e modificagtes
como fosforilagio e glicosilagiio (Visser er al., 1995; Trujillo er al., 2000).

O estudo das proteinas do leite de vaca utilizando a técnica de HPLC
com detecgio por espectrometria de massa (MS) forneceu informagdes
importantes para a caracterizacio das caseinas e outras proteinas do leite,

Trujillo et al. (2000} aplicaram igualmente a espectrometria de massa em
combinagio com HPLC para a separagio em linha, detecgio e estudo da
composigio das proteinas de leite de cabra. As proteinas do soro niio resol-
vidas por HPLC-MS, foram purificadas por FPLC ( Fast Preparative Liguid
Chromatography) e analisadas por espectrometria de massa via andlise por
injeciio em fluxo (FIA).

2.1.5. Tecnicas baseadas na genetica molecular
Entre as técnicas ripidas de recente aplicagfio nas andlises de alimentos,
enconiram-se as genéticas, que se baseiam no reconhecimento especifico
de fragmentos de dcidos nucléicos presentes nos seres vivos, Destas técni-
cas, a Reagio em Cadeia da Polimerase (PCR) € a mais utilizada e permite : ¢
obter milhGes de copias de uma seqiiéncia especifica de DNA por meio de g Al dmﬁm 1-60 Bauru-SP.
umu‘ximplex reagio enzimitica. endas@separatori.com.br
E possivel extrair DNA do leite e de produtos licteos processados como -
o queijo e utilizar este DNA gendmico como substrato para amplificagio »
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por PCR do DNA especifico da caseina. Nesta técnica, sdo utili-
zados primers codificando parte da seqiiéncia do gene da i-ca-
seina para detectar o comespondente DNA no leite e queijo. Os
fragmentos de DNA amplificados sio separados por eletrofore-
se em gel de agarose corado com brometo de etidio. O fragmen-
to do gene da P-caseina (253, 247 pb) foi observado no leite de
vaca e cabra, assim como no leite em pd, no leite condensado
bovino e em queijos. A deteeciio de leite de vaca nos leites e
queijos de cabra foi possivel com base na diferenciacio de ta-
manho dos fragmentos de PCR: os de bovino apresentaram 253
pb enquanto, os de caprino, 247 pb (Mendes et af., 19949),

3. Consideracoes finais

O objetivo deste trabalho consistiu em fazer uma re-
visio de vdrios métodos e técnicas desenvolvidos para
realizar a identificacio de espécies em queijos de leite
de cabra. A inddstria de laticinios e as entidades respon-
sdveis por assegurar a autenticidade destes produtos ne-
cessitam ter & sua disposiciio meios que possam dar res-
postas precisas em tempo real, ao longo das virias etapas
de fabricagio e comercializagio, minimizando os custos
decorrentes de qualquer anomalia que possa surgir e ofe-
recendo, portanto, uma maior proteciio para empresas de

O DNA extraido pode ser usado também em anilises
mais complexas, como as de restricio enzimdtica especi-
fica. A identificagiio de locais especificos de restricio en-
zimarica, localizados exclusivamente no produto de PCR
de ovino/caprino, permitiv uma deteccio mais exata apos

importagdo e exportagio, indistrias de transformacio e
para 05 consumidores. =2
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digestio, permitindo estabelecer um ensaio semiquantitati-
vo, com um limite de detecgao de 0,5% de leite de vaca em
queijos preparados com leite de cabra,
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