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RESUMO

No presente estudo foi verificada a eficiéncia da técnica de Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR) multiplex
para deteccdo de fraude por adi¢do de leite bovino em queijo de bufala, e para identificar amostras de
queijo fraudadas no comércio de municipios dos estados do Pard e Amapa. Os queijos de bufala
contendo 10 %, 25 %, 50 %, 75 % e 90 % de leite bovino foram produzidos, bem como os queijos
exclusivamente de vaca e bufala (controles). Essas amostras foram analisadas por meio de Reagdo em
Cadeia da Polimerase. Posteriormente, 44 amostras de queijos bubalinos foram coletadas na regido alvo do
estudo e a PCR multiplex foi novamente utilizada, visando a detecgdo de fraude. Os resultados obtidos
demonstraram que os iniciadores utilizados neste trabalho foram capazes de detectar o incremento de todas
as percentagens de leite de vaca nos queijos de bufala experimentalmente fraudados, e que 13,6 % das
amostras comercialmente disponiveis continham leite bovino. PCR multiplex ¢ uma técnica capaz de
detectar adigdo de valores a partir de 10 % de leite bovino nao declarado na rotulagem de queijo de bufala,
e este tipo de fraude foi encontrado nas amostras comercializadas nos municipios do Amapa e Para,
Brasil.

Palavras-chave. queijo de bufala, fraude, PCR mutiplex.

ABSTRACT

This study aimed at verifying the efficiency of the technique of multiplex Polymerase Chain Reaction (PCR)
for detecting the fraud by adding bovine milk into cheese samples made from buffalo milk, and to identify
the fraudulent cheeses samples marketed in the municipalities of Para and Amapa. The buffalo cheeses
samples containing 10 %, 25 %, 50 %, 75 % and 90 % of bovine milk were experimentally produced; and
also the cheeses made from the cow and the buffalo milk were separately prepared as controls. The analysis
of these samples was performed by multiplex Polymerase Chain Reaction. Subsequently, 44 samples of
buffalo cheeses were collected from the study target region, and they were analyzed by PCR for detecting
the fraudulent specimens. The primers used in this study showed actual performance for detecting all of the
increasing percentages of cow milk experimentally added into buffalo cheeses; also it indicated that 13.6 %
of these marketed samples contained bovine milk. It was concluded that the multiplex PCR is a suitable
technique for detecting the fraud from the concentration of 10 % bovine milk added into buffalo cheese.
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Rev Inst Adolfo Lutz. 2015; 74(1):21-9 21



Silva CL, Sales GA, Santos Neto JG, Silva JS, Lara APSS, Lima SCG et al. Detec¢do de fraude em amostras comerciais de queijo bubalino por adigao
de leite bovino por meio da técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) multiplex. Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo, 2015;74(1):21-9.

INTRODUCAO

De acordo com o Regulamento da Inspe¢ao
Industrial e Sanitaria dos Produtos de Origem
Animal - RIISPOA, entende-se por leite, sem
outra especificacdo, o produto oriundo da ordenha
completa, ininterrupta, em condi¢des de higiene,
de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. O
leite de outros animais deve denominar-se segundo
a espécie de que procede’.

O leite de bufala quando comparado ao
leite de vaca oferece vantagens nutricionais, como
maiores teores em solidos totais, gordura, proteina,
calcio e fésforo? e, por isso, este produto tem grande
importancia tanto para o consumo in natura quanto
para elaboragdo de seus derivados, principalmente
o queijo. Porém, por se tratar de um produto
disponivel em pequenas quantidades em varios
paises do mundo, fraudes e adulteragdes por adi¢do
de matérias primas com maior disponibilidade e/
ou custo mais baixo sao frequentemente descritas’.

Dentre as fraudes mais comumente
relatadas, a mistura de leite bovino ao leite bubalino
¢ a mais frequente. Por esta razao, além da avaliagdo
da qualidade organoléptica, microbioldgica e
tisico-quimica do leite, se torna necessario que
métodos eficazes sejam empregados para detec¢ao
de fraudes?, que podem lesar os consumidores
em relacdo aos valores agregados ao produto® e
acarretar riscos indiretos a saude publica, como
reagoes alérgicas.

Varios autores relatam técnicas eficientes
para a detec¢do de possiveis fraudes em leite de
diferentes espécies e seus derivados**. Os principais
métodos mencionados na literatura baseiam-se na
analise das proteinas do leite e, dentre os métodos
baseados na analise de DNA, a técnica de Reagdo
em Cadeia da Polimerase (PCR) é considerada
uma importante ferramenta a ser estudada. Tais
métodos sao capazes de identificar as diferencas
entre os produtos analisados e quantificar a mistura
de leite de diferentes espécies®”.

No Brasil, autores relatam a utilizagdo de
Real Time PCR para a identificacdo e quantificagdo
de material bovino em derivados lacteos e
carneos bubalinos’. Porém, embora os referidos
pesquisadores tenham comprovado a eficiéncia
da técnica, poucos trabalhos tem demonstrado
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a presenca de fraude em produtos bubalinos
comercializados no Brasil e, em especial, na regiao
Norte, que dispée do maior rebanho de bufalos
do pais, segundo dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE)S.

Por esta razdo, o presente trabalho tem por
objetivo verificar a eficiéncia da técnica de Reagao
em Cadeia da Polimerase multiplex para deteccao
de fraude por adigdo de leite bovino em queijo de
bufala e determinar a deteccdo de fraude acima
de 10 % de adicdo pela referida técnica, através da
producao de queijos experimentalmente fraudados
contendo diferentes percentagens de leite bovino.

MATERIAL E METODOS

Visando a determinacdo de fraude por
incremento de leite bovino através da técnica de
PCR multiplex, 5 queijos bubalinos fraudados
experimentalmente (um queijo para cada
proporc¢ao) foram fabricados, em triplicata, no
Laticinio Escola do Instituto Federal de Educagdo
Tecnolégica do estado do Para (IFPA) — Campus
Castanhal, através da adi¢do de 10 %, 25 %, 50 %,
75 % € 90 % de leite de vaca e queijos exclusivamente
a base de leite de vaca e bufala foram produzidos
para serem usados como controle. Para a fabricagao
dos queijos, primeiramente as misturas de leite
foram pasteurizadas separadamente a temperatura
de 72 °C, durante 15 segundos. Posteriormente
as propor¢oes de leite previamente pasteurizadas
foram resfriadas até atingirem a temperatura de
35 °C e transferidas para um tanque apropriado,
onde foi adicionado cloreto de calcio na propor¢ao
40 mL para cada 100 L de leite e 20 mL de coalho,
seguindo o prescrito pelo fabricante da enzima.
Apods, as massas para fabricagio dos queijos
permaneceram em repouso por 45 minutos.
Passado este periodo, com o auxilio de liras,
iniciou-se o corte vertical e horizontal da coalhada
e foi realizada a homogeneizagio da massa
durante 25 minutos, visando facilitar a eliminac¢do
do soro. Apods este processo, parte do soro
liberado foi descartado e cloreto de sédio (10 mg/L)
foi adicionado a massa. A massa salgada foi
novamente homogeneizada e o soro remanescente
foi eliminado. Posteriormente a enformagem da
coalhada foi realizada e os queijos foram prensados
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na propria forma até que o soro residual fosse
eliminado. Apos a enformagem, os produtos foram
acondicionados na camara de refrigeracao a 4 °C,
onde ficaram por 24 horas.

Para a identificacdo de fraude em queijos
comercializados nas regides norte e nordeste do
estado do Para e em Macapa, capital do estado
do Amapa, foram coletadas 44 amostras de 500 g
cada de diferentes tipos de queijos de bufala
disponiveis comercialmente de maneira formal
ou informal. Destas, 9 foram adquiridas no
municipio de Belém (PA), 7 no municipio de
Castanhal (PA), 1 no municipio de Moju (PA),
1 no municipio de Bujaru, 22 na Ilha do Marajé (PA)
e 4 em Macapa (AP). Tanto os queijos fraudados
experimentalmente quanto as amostras obtidas
em diferentes estabelecimentos comerciais foram
transportadas em caixas isotérmicas e mantidas em
refrigeragao até o encaminhamento ao Laboratério
de Higiene e Qualidade de Alimentos da UFPA,
onde foram realizadas a extragdo de DNA e as
reagdes de PCR multiplex em triplicata, através da
colheita de diferentes fracoes de cada amostra.

Para a realizagdo da PCR multiplex, DNA das
amostras foi extraido, segundo protocolo
sugerido anteriormente por Darwish et al” com
modificagdes, sendo as alteragdes realizadas na
etapa inicial do protocolo, onde fra¢des de 0,5 g de
queijo foram umedecidas e maceradas com 1000 pL
de tampao de lise STES (0,2 M de Tris base, 0,5 M
de cloreto de sddio, 0,1 % de Dodecil Sulfato de
Sédio e 0,01 M de Acido Etilenodiamino Tetra-
acético). Posteriormente o material foi agitado em
agitador orbital e incubado em banho-maria a 55
°C, durante a noite, com 10 puL de proteinase K
(20 mg/mL). O restante do processamento das
amostras foi realizado de acordo com o protocolo
original®, sendo o DNA extraido eluido em 200 puL
tampao TRIS-EDTA (TE), pH 8,0. As amostras de
DNA obtidas foram entdo submetidas a eletroforese
em gel de agarose a 1 % para avaliagdo, que foi
realizada sobre luz ultravioleta e com auxilio do
Software Total Lab. TL 100v. 2006, apds o gel ter
sido banhado em cuba contendo brometo de etideo
na concentragao de 5 ug/mkL, durante 40 min.

Para a execucio da referida técnica
foram utilizados primers que amplificam
sequencias do RNA ribossomal mitocondrial

12S especificos para bufala (Primer reverse 5
TTCATAATAACTTTCGTGTTGTTGGGTGT

3’), para vaca (Primer reverse 5
AAATAGGGTTAGATGCACTGAATCCAT  3))
e primers que amplificam  sequencias
comuns as duas espécies (Primer forward

5CTAGAGGAGCCTGTTCTATAATCGATA 3’),
descritos previamente por Lopez-Calleja et al®
Os primers amplificam fragmentos de 220 pares
de base (pb) para DNA de bufala e fragmentos de
346pb para DNA de vaca e foram preparados de
acordo com a instrugdo do fabricante (Ludwing
Biotec®), sendo diluidos em TE pH 8,0, até a
concentragdo de 100 pmol/pL. Solugao para PCR
foi calculada para o volume final de 25 pL para cada
reacao, sendo utilizadas as seguintes concentragdes
dos reagentes: 50 mM de KCl e 10 mM
Tris-HCl (tampao 1X) , 10 mM DNTP mix,
aproximadamente 50 ng de DNA molde, 1U Taq
DNA Polimerase e 10 pmol de cada primer, sendo o
volume completado com agua Milli-Q esterilizada.
Posteriormente, a reacao de PCR foi realizada em
termociclador (Biocycler® MJ96G) durante 30
ciclos, com etapas de desnaturagdo, anelamento
e extensdo de 93 °C/30 s, 56 °C/30 s e 72 °C/30 s
respectivamente, desnaturagao inicial de 93 °C por
3 min e extensdo final de 72°C por 10min, sendo
os amplicons obtidos submetidos a eletroforese
em gel de agarose a 1,5 %, visualizada sobre luz
ultravioleta com auxilio do Software Total Lab.
TL 100v. 2006, ap6s banho em brometo de etideo
(5 ug/mL), durante 40 min.

Os resultados da determinacao de fraude nas
amostras comerciais foram apresentados através de
estatistica descritiva.

RESULTADOS

A Figura 1 demonstra os resultados
obtidos a partir da PCR multiplex realizada em
amostras de queijo experimentalmente fraudados.
Ja a Figura 2 demonstra os controles utilizados
(queijos exclusivamente fabricados com leite de
vaca e bufala) e a presen¢a de uma das seis fraudes
detectadas em amostras de queijo adquiridas
no comércio da regido alvo do estudo, durante a
execucao do trabalho.
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i3 i Sl
1: marcador molecular 1 kb; 2: queijo contendo 10 % de leite bovino; 3: queijo contendo 25 % de leite bovino;
4: queijo contendo 50 % de leite bovino; 5: queijo contendo 75 % de leite bovino; 6: queijo contendo 90 %
de leite bovino

Figural. Gel deagarose 1,5 % demonstrando a presen¢a fragmentos de DNA bovino (346 pb)
e bubalino (220 pb) obtidos através de PCR multiplex realizada a partir de amostras de
queijos de bufala experimentalmente fraudados com diferentes percentagens de leite
bovino

400 pb —>

200 pb —>

1: marcador de peso molecular molecular 1kb; 2: queijo produzido com 100 % de leite bubalino;
3: queijo produzido com 100 % de leite bovino; 4: queijo de bufala adquirido comercialmente apresentando
bandas correspondentes a presenga de DNA bovino e bubalino

Figura 2. Gel deagarose 1,5 % demonstrando a presenga fragmentos de DNA bovino (346 pb)
e/ou bubalino (220 pb) obtidos através de PCR multiplex realizada a partir de amostras de
queijos fabricados exclusivamente com leite bovino e bubalino (controles) e em uma

amostra adquirida comercialmente

A Tabela 1 demonstra os dados obtidos
a partir da coleta e analise de queijos bubalinos
comercializados na area alvo do estudo.

Os resultados demonstraram que a PCR
multiplex proposta foi capaz de detectar leite
de vaca nos queijos bubalinos fraudados
experimentalmente e que, das 44 amostras
comerciais de queijos bubalino analisadas,
6 (13,63 %) apresentaram incremento de
leite bovino, sendo 5 (11,36 %) destas
amostras provenientes da Ilha do Marajo (PA)
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e 1 (2,27 %) proveniente do municipio de
Macapa(AP). As amostras fraudadas adquiridas
na Ilha do Marajé eram provenientes do comércio
de ambulantes e a amostra de Macapa foi coletada
em uma feira-livre do municipio. Os dados
aqui demonstrados ndo descartam a possibilidade
de que os queijos considerados ndo fraudados
neste trabalho apresentem quantidades inferiores a
10 % de leite bovino, visto que esta foi a percentagem
minima testada como referéncia no presente
artigo.
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Tabela 1. Resultados obtidosa partir dacoletaeanaliseatravés de Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR) multiplex paraa
deteccdo de fraude de amostras de queijos de bufala comercializados em municipios dos estados do Para e Amapa, Brasil

IDENTIFICACAO
DA AM OSTR?A LOCAL DE ORIGEM TIPO DE QUEIJO RESULTADO DA PCR
LHQA1 Ilha do Marajo, PA Marajo tipo creme Detecgdo de DNA bubalino
LHQA2 Ilha do Marajo, PA Marajo tipo creme Detecgdo de DNA bubalino
LHQA3 Ilha do Marajo, PA Marajé tipo creme Detecgdo de DNA bubalino
LHQA4 Ilha do Marajo, PA Marajo tipo creme Detecgdo de DNA bubalino
LHQAS5 Ilha do Marajo, PA Marajé tipo creme Detecgdo de DNA bubalino
LHQA6 Ilha do Marajo, PA Marajo tipo creme Detecgdo de DNA bubalino
LHQA?7 Ilha do Marajo, PA Marajé tipo creme Detecgdo de DNA bubalino
LHQAS Ilha do Marajo, PA Marajo tipo creme Detecgdo de DNA bubalino
LHQA9 Ilha do Marajo, PA Marajé tipo creme Detecgdo de DNA bubalino
LHQA10 Ilha do Marajo, PA Marajo tipo creme Detec¢ao de DNA bubalino e bovino
LHQA11 Ilha do Marajo, PA Marajo tipo creme Detecciao de DNA bubalino e bovino
LHQA12 Ilha do Marajo, PA Marajo tipo creme Detec¢ao de DNA bubalino e bovino
LHQA13 Belém, PA Marajé tipo manteiga Detec¢do de DNA bubalino
LHQA14 Belém, PA Coaho Detec¢io de DNA bubalino
LHQA15 Belém, PA Ricota Detec¢ao de DNA bubalino
LHQA16 Belém, PA Mugarela Detec¢ao de DNA bubalino
LHQA17 Belém, PA Mugarela Detec¢ao de DNA bubalino
LHQA18 Castanhal, PA Ricota Detec¢io de DNA bubalino
LHQA19 Castanhal, PA Ricota Detec¢ao de DNA bubalino
LHQA20 Castanhal, PA Coalho Detec¢io de DNA bubalino
LHQA21 Castanhal, PA Coalho Detec¢ao de DNA bubalino
LHQA22 Castanhal, PA Mugarela Detecgdo de DNA bubalino
LHQA23 Ilha do Marajé, PA Marajo tipo creme Detecgao de DNA bubalino e bovino
LHQA24 Ilha do Marajo, PA Marajo tipo creme Detec¢ao de DNA bubalino e bovino
LHQA25 Ilha do Marajo, PA Marajo tipo creme Detec¢do de DNA bubalino
LHQA26 Ilha do Marajo, PA Marajo tipo creme Detecgdo de DNA bubalino
LHQA27 Ilha do Marajo,PA Marajo tipo creme Detec¢do de DNA bubalino
LHQA28 Belém, PA Tipo Minas Frescal Detec¢do de DNA bubalino
LHQA29 Belém, PA Tipo Minas Frescal Detec¢do de DNA bubalino
LHQA30 Belém, PA Mugarela Detecgdo de DNA bubalino
LHQA31 Belém, PA Frescal Detec¢do de DNA bubalino
LHQA32 Castanhal, PA Mugarela Detecgdo de DNA bubalino
LHQA33 Castanhal, PA Mugarela Detec¢ao de DNA bubalino
LHQA34 Moju, PA Frescal Deteccdo de DNA bubalino
LHQA35 Ilha do Marajo, PA Marajo tipo creme Detec¢do de DNA bubalino
LHQA36 Ilha do Marajo, PA Maraj6 tipo creme Deteccdo de DNA bubalino
LHQA37 Ilha do Marajo, PA Marajo tipo creme Detecgdo de DNA bubalino
LHQA38 Ilha do Marajé,PA Marajo tipo creme Deteccdo de DNA bubalino
LHQA39 Ilha do Marajo, PA Marajo tipo creme Detecgdo de DNA bubalino
LHQA40 Bujaru, PA Frescal Deteccdo de DNA bubalino
LHQA41 Macapa, AP Frescal Detecgdo de DNA bubalino
LHQA42 Macapd, AP Provolone Detecgdo de DNA bubalino
LHQA43 Macapa, AP Frescal Detec¢ao de DNA bubalino e bovino
LHQA44 Macapa, AP Requeijao Detec¢do de DNA bubalino
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DISCUSSAO

Considera-se fraude a substituicdo de um
tipo de leite por outro, na produgdo de queijos'.
Desta forma, o incremento de leite de vaca em
qualquer quantidade, em queijos comercializados
como bubalinos sem especificagio em rotulo
pode vir a lesar o consumidor, que acredita estar
adquirindo um produto derivado exclusivamente
do leite de bufala.

Os queijos analisados neste trabalho
estavam  disponiveis comercialmente como
sendo exclusivamente de bufala. Trabalhos sobre
a producdo do queijo Marajoara demonstram
que, embora existam variagdes, o incremento
de leite de vaca ndo é relatado e estes produtos
sao comercializados como sendo derivados
exclusivamente de bufala. Desta forma, nenhum
dos queijos analisados neste artigo poderia
apresentar tracos de leite bovino sem que este fato
fosse informado ao consumidor.

Visando detectar fraudes em queijos por
adicdo de leite de outra espécie que nao aquela
descritano produto, autores vem utilizando diversas
técnicas. Dentre elas, a PCR vem se destacando, por
se tratar de uma ferramenta que gera resultados
rapidos e por sua alta especificidade®”'°. Segundo
Dias et al'!, diversas formas de PCR podem ser
utilizadas para a detec¢ao de fraude em queijos,
tais como a PCR tradicional, PCR multiplex e a
Real Time PCR. Nosso trabalho propoe a utilizagdao
da técnica de PCR para esta finalidade nos queijos
comercializados na regido alvo do estudo, visto
que a mesma vem sendo utilizada com sucesso
por diversos autores em varios locais do mundo.
Ainda, o presente estudo relata o uso de uma PCR
multiplex para a referida detecgdo, técnica esta
ainda pouco relatada por outros autores com o
propdsito de detectar fraude em queijo bubalino
comercialmente disponivel.

Bottero et al'* descrevem o uso da PCR
multiplex para detecgdo de fraude em amostras de
produtos lacteos, porém demonstram a eficiéncia
da técnica na detecgdo de DNA de bovinos, ovinos
e caprinos. Ja Reale et al”’ propusarem a detecgdo
de fraude em produtos a base de leite ovino,
caprino, bovino e bubalino, porém estes autores
nao analisaram amostras disponiveis no comércio.
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Além destes autores, Felligini et al** também
propuserem o uso da PCR multiplex para detecgao
de DNA bovino e bubalino em queijos, utilizando
primers diferentes daqueles propostos em nosso
trabalho.

A PCR como método de detecgdo de fraude
¢ possivel devido a extracdo de DNA total do leite
e seus derivados, como o queijo. O DNA extraido
¢ utilizado para amplificar o DNA especifico,
utilizando-se primers que codificam parte do
gene de interesse. Esses primers sao responsaveis
pela especificidade da técnica e sua capacidade de
anelamento a fita molde determina o sucesso de
sua aplicagao.

Autores como Maskova e Paulickova'
utilizaram primers para identificar o gene que
codifica o citocromo B, sendo o primer forward
comum as espécies estudadas e o reverse espécie-
especifico. Analisando queijos de cabra e ovelha,
em 24 amostras analisadas, os referidos autores
detectaramquatrofraudesporadigdodeleitedevaca.
Esse mesmo alvo também foi utilizado em primers
em pesquisas feitas por Zhang et al'’e Rea et al',
que objetivaram detectar o limite minimo de fraude
em queijo de bufala fabricados experimentalmente,
que foi de 35 pg de DNA bovino' e 1 % de adi¢ao
de leite bovino'®, respectivamente. Ainda, primers
visando detectar um componente proprio do leite
também podem ser utilizados, como exemplo
aqueles que amplificam o gene da B-caseina'’. No
presente estudo, os primers utilizados amplificam
sequencias do RNA ribossomal mitocondrial 12S de
bovinos e bubalinos. Os resultados aqui relatados
demonstram que os iniciadores utilizados foram
eficientes na detec¢ao de fraude, tanto para uso em
PCR convencional*® quanto em PCR multiplex.

Ainda, neste trabalho, a detec¢do em
amostras reais foi estabelecida pela fabricacdo
de queijos experimentalmente fraudados com
incremento de diferentes percentagens de leite
bovino. Através desta avaliacdo observou-se que
a PCR multiplex proposta foi capaz de detectar
incorporagdo de leite bovino em percentagens que
variaram de 10 a 100 %, semelhante ao relatado por
Darwish et al’, que utilizaram os mesmos primers e
propuseram o uso de uma PCR tradicional.

Embora a PCR seja eficiente, algumas de
suas etapas sdo cruciais para o sucesso da técnica.



Silva CL, Sales GA, Santos Neto JG, Silva JS, Lara APSS, Lima SCG et al. Detec¢do de fraude em amostras comerciais de queijo bubalino por adigao
de leite bovino por meio da técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) multiplex. Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo, 2015;74(1):21-9.

Dentre estas etapas pode-se citar a extracdo de
DNA. Esta etapa se torna ainda mais relevante para
a realizacdo da técnica diretamente em amostras
alimentares, visto que os alimentos apresentam
varios inibidores, que podem vir a inviabilizar sua
realizagdo. Varios autores citam técnicas de extragdo
de DNA eficientes'®'>'8. A técnica relatada neste
trabalho foia preconizada por Darwish et al’, sendo
conhecida como técnica do fenol/cloroférmio.
Este protocolo foi modificado neste trabalho e
foi efetivo em todas as amostras. O sucesso deste
método de extragdo pode estar relacionado ao
uso da Proteinase K, que segundo os fabricantes
degrada muitas proteinas no estado nativo, mesmo
na presenca de detergentes, sendo desta forma
utilizada em varios protocolos de extragdo por sua
ampla a¢do em diferentes amostras.

Varios autores relatam protocolos para
extragdo de DNA a partir de amostras de queijo.
Lopez-Calleja et al® realizaram em seu estudo a
extragdo de DNA do queijo de bufala, utilizando
além do tampéo de lise, Cloridato de Guanidina
5 M e Proteinase K. No estudo de Teixeira et al"®
foram testados trés protocolos de extracdo de
DNA em amostras de queijo (fenol/cloroférmio,
uso de Tiocinato de Guanidina e Kit QTAMP DNA
stool) e estes autores demostraram que a utilizagdo
da técnica sugerida por Boom et al”’, que utiliza
o Tiocinato de Guanidina bem como a utiliza¢do
do Kit QIAMP DNA stool para extragdio de DNA
foram superiores, pois o leite e principalmente
0 queijo possuem baixa quantidade de DNA
proveniente da descamacéao do ubere e este produto
contém varios inibidores da PCR, como alto teor
de proteinas, gorduras e degradagio do DNA
pelo processo de fabricagdo. Os mesmos autores
relatam que a técnica com Tiocinato de Guanidina
nao permite que proteinas e outros contaminantes
estejam presente no final do processo de extragao.
J4 Maskova e Paulickova'®, ao extrairem DNA de
queijo de cabra e ovelha utilizando o Kit Invisorb
Spin Food (Invitek, Co., Berlin, Germany) e
Zhang et al” foram bem sucedidos realizando a
extragdio de DNA pelo método de Brometo de
Cetiltrimetilamonio.

As amostras comerciais analisadas neste
trabalho apresentavam caracteristicas distintas
de comercializagdo, uma vez que eram oriundas

de diferentes tipos de pontos de venda. Dentre
as amostras analisadas, aquelas comercializadas
na Ilha do Marajo e em feiras livres foram as que
se apresentaram fraudadas. Os derivados do leite
de bufala no estado do Pard, principalmente na
Ilha do Marajd, tornaram-se bastante populares,
sendo procurados frequentemente por diversos
turistas e sendo consumidos nos diversos pratos
tipicos comercializados em restaurantes e hotéis
dos municipios que compde a referida ilha, sendo
considerado um queijo amplamente consumido na
regido Norte do pais.

Varios autores definem as caracteristicas
do queijo marajoara, porém, por se tratar de um
alimento produzido na maioria das vezes de forma
artesanal, grandes variagdes sao relatadas. As duas
variagbes mais conhecidas do queijo marajoara
sdo o tipo creme, que possui maior quantidade de
umidade e menor de lipideo e tipo manteiga, que
possui em sua composi¢do manteiga propriamente
dita, contendo menor teor de umidade e maior
teor de lipideo®.

Visando padronizar e legalizar a produgao
do queijo do Marajo, a Agéncia de Defesa
AgropecuariadoEstadodo Para (ADEPARA), criou
alein®7.565 de 25 de outubro de 2011, que legaliza
o licenciamento, o registro e a comercializag¢ao de
produtos artesanais no estado do Pard, e entre
os produtos descritos estdo: Camardo salgado,
produtos lacteos, Derivados de carne, Derivados da
mandioca, Frutas, legumes, Hortalicas e o queijo
do Marajo*'. Embora esta legisla¢ao demonstre um
avango, a mesma ndo fornece concretamente os
padrdes necessarios para uma fiscalizagdo eficiente,
deixando a desejar na fiscaliza¢ao do produto final
por parte dos 6rgaos competentes.

Embora a técnica de PCR venha sendo
aplicada com sucesso na deteccdo de fraudes em
nivel experimental, poucos autores descrevem
resultados referentes a investigacdo em amostras
comercialmente disponiveis. Das 44 amostras
analisadas nesse trabalho, seis (13,63 %)
apresentaram fraude por adi¢ao de leite de vaca.
Resultados semelhantes foram alcancados por
Lopez-Calleja et al®, que relataram o uso da PCR como
alternativa simples e rapida para deteccdo de DNA
especifico de vaca em amostras de leite e queijo
tipo mugcarela de bufala adquiridas na Espanha.
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O primer ou iniciador utilizado por esses autores foi
o mesmo utilizado neste trabalho.

Darwish et al” analisaram 21 amostras de
leite fluido de bufala disponiveis no mercado e
detectaram fraude em 8 das amostras coletadas.
Ja Maskova e Paulickova', investigando fraude
em 17 amostras de queijo de cabra, detectaram
incorporagdo de leite de vaca em 3 amostras,
e investigando 7 amostras de queijo de ovelha,
detectaram a incorporagdo de leite de vaca em
1 amostra.

Teixeira et al'®, ao adquirirem 30 amostras
de queijos, que possuiam registro no Ministério
da Agricultura Pecuaria e Abastecimento no
municipio de Belo Horizonte no estado de Minas
Gerais, dentre as quais sete eram consideradas
somente de leite de bufala e 23 provenientes de
leite, sem especificacdo da espécie, observaram
percentagens de 93,3 % de PCR positivas utilizando
o protocolo de extragao com Tiocinato de
Guanidina. Ao utilizar a técnica com fenol/
cloroformio, que também foi testado em
nosso trabalho nas mesmas amostras, o
resultado diminuiu para 60 %. Este fato
deve ser considerado, visto que o numero de fraudes
aqui demonstrado pode ser ainda maior, caso
outro protocolo de extragdo de DNA seja testado.

Lopez-Calleja et al®, detectaram fraude em
todas amostras de queijo e leite de bufala
experimentalmente preparados com as seguintes
proporg¢des de leite de vaca: 100 %, 10 %, 5 %, 1 %,
0,5 % e 0,1 %, esse fato pode estar relacionado
com o protocolo de extracdo desses autores, que
utilizaram no inicio do processo de extragdo kit
de purificacdo de DNA (Kit Wizard DNA cleanup,
Promega, Madison, WI). Resultado semelhante
foi obtido em nosso trabalho, demonstrando que o
protocolo de extragdo aqui adotado pode ser uma
alternativa viavel para a deteccdo de fraudes em
produtos lacteos através da técnica alvo do estudo.

Reale et al”, além de detectarem as
mesmas proporgdes que os autores citados a cima,
detectaram fraude em proporgdes de 99 %, 90 %,
75 % e 50 % de leite de vaca utilizando o protocolo
de Sambrook et al** para a extragio de DNA.
Os mesmos resultados foram obtidos por Masgkova
e Paulickova'’, que também conseguiram detectar
a fraude por adicao de leite de vaca em queijos de
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cabra com porcentagem minima de 1 %.

O leite de bufala possui composicao
quimica diferenciada e, por tanto, salientamos
que este fato pode dificultar ainda mais a quebra
de estruturas que possibilitam a liberacdao do
DNA nas amostras. Por esta razao, estudos futuros
devem ser desenvolvidos, visando determinar a
influéncia que diferentes tipos de queijo bubalino
podem ter na analise proposta, uma vez que
estes podem apresentar caracteristicas quimicas
distintas que poderdo inclusive inibir as reagdes
de PCR. Além disso, embora os resultados aqui
demonstrados sejam relevantes e apontem para a
presenca de fraude na regido estudada, pesquisas
posteriores devem ser realizadas visando a
detecgdo de percentagens menores de leite bovino
e/ou a quantificagdo desta matéria prima por meio
da Real Time PCR.

CONCLUSAO

Concluiu-se que a técnica de PCR multiplex
proposta foi capaz de detectar de forma eficiente
a presenca de fraude em amostras de queijos
bubalinos pela incorporagao de 10 %, 25 % , 50 %,
75 % 90 % de leite bovino, podendo ser uma
alternativa a ser utilizada na rotina de fiscaliza¢io
destesprodutosparaessepercentualdefraude. Além
disso, o referido trabalho demonstrou a existéncia
de fraude em aproximadamente 13 % das amostras
de queijo de bufala comercializadas na regido alvo
do estudo, o que refor¢a a necessidade de maior
fiscalizacdo por parte dos drgaos competentes para
o consumidor nao siga sendo lesado.
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