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RESUMO

DIAS, Sabrina da SilvaAvaliacdo da autenticidade de derivados de leiteedbufala
encontrados no varejo do Rio de Janeiro2009. 58p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, Departamento de Tecnojogimstituto de Tecnologia,
Departamento de Tecnologia de Alimentos, Unived®dBederal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2009.

A criacéo de bufalos vem aumentando significativaaeo pais, devido, principalmente, as
excelentes caracteristicas produtivas destes amilnameros produtos sdo obtidos a partir do
seu leite, com rentabilidade muito boa, como o jquaozzarella O objetivo deste estudo
consistiu em avaliar a eficiéncia de uma metodal@jinples e rapida de controle rotineiro
para verificacdo de mistura de leite bovino ao bnbaem queijos do tipanozzarella
configurando como fraude a venda do queijo prockssam essa mistura de leites e rotulado
como queijo de bufala. Com essa determinacéao, nutetese obter dados de qualidade e
autenticidade dos alimentos expostos ao consunp@omitindo a atuagao da vigilancia dos
orgaos de fiscalizacdo, ainda mais quando a legislédrasileira em vigor ndo especifica
métodos com essa finalidade. O método escolhida psta avaliacdo e quantificacéo foi
analise imunoldgica pelo Kit Elisa que utiliza ari€a de sanduiche com anticorpos contra
caseina bovina, avaliando a sua presenca e a fipegéto encontrada. Foram analisadas 13
amostras de queijmozzarelladas trés principais marcas disponiveis no varejaedido
metropolitana do Rio de Janeiro. As amostras fomparadas com os modelos de
referéncia preparados com leite bubalino e bovimygniente de rebanhos encontrados no
Rio de Janeiro segundo técnica tradicional de edafdo de queijo mozzarella. A avaliagéo da
eficiéncia do Kit foi obtida pela analise qualit@tie quantitativa com aplicacdo do teste de
normalidade, Ryan-Joiner, da pesquisa de autoegé&eldos residuos, Durbin-watson, do
teste de homogeneidade, Brown-Forsythe, além dieastimento do limite de detecgéo e
quantificacdo para avaliar a menor quantidade @d¢itarmque o método pode detectar com
confianca de 95%. Pela andlise estatistica dodtades, a técnica se mostrou viavel,
apresentando boa eficiéncia, atingindo os objetoms limite de quantificacdo de 1,15%
guando em mistura dos leites das duas espécias daldhomogeneidade e normalidade entre
os dados. Avaliando as amostras adquiridas no comnélo total de 14 amostras, 3 (trés), ou
seja 23,07% apresentavam mistura de bovino acin@0#e em relacdo ao leite bubalino,
configurando adulteracdo destes produtos. Com iaudd Kit foi possivel observar que
alguns produtos oferecidos no varejo da cidade idodR Janeiro apresentavam adulteracéo
por mistura de leite das espécies bubalina e bagdimaa de 50%, sem que essa informacao
constasse no rétulo do produto.

Palavras-chave:Mozzarella Adulteracéo; Legislacao.
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ABSTRACT

DIAS, Sabrina da SilvaEvaluation of the authenticity of dairy buffaloes bund in the
retail trade of Rio de Janeiro. 2009. 58p. Dissertation (Master in Food Science and
Technology). Institute of Technology, Departmentardd Technology, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2009.

The buffalos creation comes growing strongly, du¢he excellent productive characteristics
of this animal. Most products are obtained fromnitek, with very good profitability, for
example the cheesrozzarellaThe aim of this present study was to evaluateetheiency of

a simple and fast methodology of routine contrelverification of bovine milk added to the
buffalo milk in cheeses of the type, being a fraluel sale of the cheese processed with this
milk mixture and labeled as a buffalo cheese. Wiils determination the quality and
authenticity data of the exposed foods to the cmesut was intended obtain, allowing the
performance of the vigilance of the organs of icspa, even though the brazilian
Legislation comes into force does not specify thethod with that purpose. The chosen
method for evaluation was immunological analysiKityElisa which utilizes to technical of
sandwich with antibodies against bovine casein]uatiag its presence and the quantity
found. A total of 13 samples found in the marketenenalyzed, three of them are marks main
available in the retail trade of the region metidpo of Rio de Janeiro. The samples acquired
in the commerce were compared with model of refm¥grepared with buffaloes and bovine
milk coming from herds found in Rio de Janeiro, dthon the traditional technical of
elaboration of cheeseozzarella The evaluation of the efficiency of the Kit wastained by
the quantitative and qualitative analysis with nalitg tests application, Ryan-Joiner, of the
research of auto-correlation of the residues, Duvimtson, of the test of homogeneity,
Brown-Forsythe, beyond of the establishment oftkigelimit of detection and quantification,
evaluating the smallest quantity of sample of ieérwhich the method can detect with 95%
confidence. Based on the statistical analysis efr#sults the technical was shown viable,
presenting good efficiency, reaching the objectivéh limit of quantification of 1.15% when
added to milk of these two species, beyond homateaed normality between the data.
Evaluating the samples acquired in the commerdefah of 14 samples, 3 (three) of them
which is 23.07% presented mixture of bovine milkrenthan 50% regarding the buffalo milk,
showing adulteration of these products. With thewas possible observe that some products
offered in the retail trade of the city of Rio dendiro presented adulteration because of the
mixture of milk coming from buffalo and bovine moitegan 50%, without that information
consisted in the label.

Key-words: Mozzarella Adulteration; Legislation.
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1 INTRODUCAO

A criacdo de bufalos no pais, mesmo em menor giaddique a pecuaria bovina, vem se
desenvolvendo em larga escala, uma vez que o tlitebufala apresenta caracteristicas
tecnologicas, com elaboracdo de produtos com maodimento industrial, e nutricionais
superiores ao leite bovino.

Atualmente o Brasil possui 0 maior rebanho da Acaétiatina, concentrada na regido
Norte, que apresenta condi¢fes climaticas favasaeeicriacdo com grande potencial de
crescimento devido as caracteristicas de resistép@dutividade, longevidade e pela qualidade
de seus produtos.

As caracteristicas do leite de bufala tais conmoaor quantidade de extrato seco total, o
maior conteudo de vitamina A, gordura, proteindgeires minerais em relacdo ao leite bovino
refletem as peculiaridades que despertam tantoesge na sua comercializacdo na forma de
derivados de varios tipos encontrados no varejo aildsdes brasileiras, acarretando precos
diferenciados de venda desses alimentos, e estidakaproducéo de produtos diversificados em
seus laticinios.

O derivado mais comum e tradicional € o qudljmzzarella queijo de origem italiana de
massa filada, cujas caracteristicas de cor, mapedadar suave e derretibilidade em produtos
como pizza, levam a uma procura dos consumidorepmuiutos derivados dessa espécie e
aumentam a produtividade e rentabilidade dessesdes.

A adulteracdo desses alimentos, pela adicdo dmsoutatérias primas como o leite
bovino, que apresentam valor comercial mais baixoaer facilidade de obtencdo, afetam a
Legislacdo e ferem o Cédigo de Defesa do consummidentes em nosso pais. A substituicdo de
ingredientes nos produtos sem sua especificagdootndo interfere no livre arbitrio do
consumidor na hora de eleger seu objeto de conpm@dendo comprometer sua saude, com
alergias, ao consumir um ingrediente desconheait® wez que a composi¢do do alimento ndo
esta correspondendo ao rétulo.

Nesse sentido, o controle da autenticidade dosupzeadtonsumidos e a obtencdo de uma
analise marcadora para produtos de leite de bidfala -se necessaria para assegurar a qualidade
e autenticidade dos produtos consumidos evitandodés e davidas quanto aos produtos
comercializados. Para este fim, esta pesquisa ialjetavaliar um critério de rotina para
determinacdo de adulteracdo simples, rapido e &wmifpara este fim, uma vez que a legislacao
nacional ndo apresenta nenhuma forma para tal.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Contribuir com a inspecéo e controle da autentiiedde alimentos derivados do leite de

bdfala, produtos estes que apresentam custos ekeyada o consumidor e que frequentemente
séo alvos de falsificacao.

2.2 Objetivo Especifico

a) Avaliar a utilizacdo do teste ELISA (Enzyme-Linkéohmunosorbent assay) como
método auxiliar para controle da qualidade de deog de leite de bufala;

b) Utilizar a presenca e quantificacdo da caseinanbos®mo meio de comparacdo entre os
gueijos bovino e bubalino e a determinagéo de &aud

c) Obter dados da qualidade e autenticidade dos m@tia®eisponiveis ao consumidor;

d) Auxiliar a Inspecdo Sanitaria e a Defesa do Condanmo combate a fraude monetéria
contra o consumidor;



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Produtividade Bubalina

A introducdo de bufalos no Brasil data do fim dous@ XIX, onde a raga Carabao foi
introduzida na llha de Marajo (PA), seguida dosalod de origem italiana, e desse cruzamento
surgiram os bufalos pretos de Marajo, raca semtdham bufalo mediterraneo italiano (ZAVA,
1984).

Embora o gado bovino seja o mais representativpecaaria nacional, tanto para corte
como para producédo de leite, a bubalinocultura vepidamente se difundindo em diversas
regides do pais (OLIVERI, 2004). De acordo comnegivas da Associacdo Brasileira de
Criadores de Bufalos (ABCB), o rebanho bubalincsiteao atinge cerca de 3,5 milhdes de
animais com crescimento anual de 3,5% (BERNARDHE®/7P O sistema estatistico oficial
relata a quantidade em 1.175 milh&es animais nodan?005 e 1.132 milhdes no ano de 2007
(IBGE, 2009). Segundo esses dados, do total d@ mllBdes, a regido Norte concentra 62,9%, a
regido Nordeste 9,2%, a regido sudeste 9,1 %,aeif13,2%, e Centro-oeste 5,6%, conforme
apresentado na figura 1 e 2.

Valores Relativos para Populacéo Bubalina no Brasil

Centro-Oeste;
5,600
Sul; 13,20% O Norte
m Nordeste
Sudeste; 9,10%| s .
Nordeste; 9,20% Norte; 62,90% o Sul
O Centro-Oeste

Figura 1. Valores efetivos para populacao bubalina no Brasihte: Adaptada de IBGE, 2009.

Os bufalos pertecem a familia Bovidae, subfamilaviBae, espéci®ubalus bubalis
variedadebubalis vulgarmente chamados bufalos de rio, ou variedadebay os bufalos de
pantano, onde as principais racas encontradas isospa Carabao ou Rosilho, Mediterraneo,
Jafarabadi e Murrah (EMBRAPA, 2000).

O melhoramento genético em bubalinos teve inicio28@@b, com o desenvolvimento do
Programa de melhoramento genético dos bubalindROKFEBUL), com a colaboracdo da
FMVZ-UNESP-Botucatu, ABCB e EMBRAPA — Amazo6nia Qrial implementando a cartilha
sobre o melhoramento genético dos bubalinos (PROMERO005). Essa cartilha objetiva-se a
melhorar geneticamente os bubalinos para produgacathe e leite, identificando individuos



geneticamente mais produtivos. O servico de regggnealdgico da ABCB realiza este registro

dos animais de criadores associados, comprovaddidinhagem e grau de sangue para facilitar
o melhoramento da produtividade do rebanho naciealakizando os individuos superiores no

mercado externo e interno, beneficiando todessegmentos envolvidos com a producéo de
bubalinos (ABCB, 2009).

Legenda

{— 5000 cab.

5.00]1 = 25000 cab.
25001 = 50,000 cab.
001 — H00,000 gats
1O 0] — 230, 008F 2ab
230001 — S0 000 cab

gofomn

£ I 51 o

Figura 2. Distribuicdo regional do rebanho bubalino, em3®®bnte: GARCIA et al, 2005.

No Brasil sdo consideradas excelentes bufalasréstaquelas que produzem, em média,
mais de 7 litros de leite por dia. A producéo imtlinal por fémea/lactacdo pode atingir entre
4.000 e 6.000 litros/300 dias de lactacdo. Porétmixa produtividade média das bufalas no
Brasil, diagnosticada em 6,0 litros diarios em 2if&s de lactacdo, pode ser explicada pelas
condicbes em que as bufalas sdo criadas, com sistel producdo de leite a pasto sem
suplementacdo alimentar, e lento processo de naetteto genético dos animais
(BASTIANETTO, 2005).

Em 2005, o litro de leite de bufala era vendideagaticinios que produzem derivados
puros de leite de bufala e/ou que produzem conitengsturado por R$ 0,75 a R$ 0,90, e para
cooperativas, que revendem o produto para grandéstrias, pelo mesmo preco do leite bovino
R$ 0,48 a R$ 0,55. O valor pago pelo litro de ld&ebtfala, quando comprado por laticinios que
produzem derivados lacteos exclusivamente com ttéufala, tradicionalmente possui um
acréscimo de 50% sobre o valor pago pelo leiterfmovsto se d4 em funcédo das caracteristicas
fisico-quimicas do leite da bdfala que permitemaumento no rendimento industrial de 50% e
possui valor agregado junto ao mercado varejistag@ode bufala, devido ao sabor diferenciado,
levemente adocicado, e as caracteristicas nutaigdavoraveis, como o0 menor teor de colesterol
(BASTIANETTO, 2005;TEIXEIRA et al, 2005).



Tabela 1.Principais espécies bubalinas encontradas no Brasil

Espécie Racas
Jafarabadi Murrah Mediterraneo
Animais
Nome comum Bufalo de rio BuAfalo de
pantano
Cariétipo bubalis2n=50 kerebau= 2n =48
. india, Paquistéo, Italia, Bulgaria, Egito, Argeatin Bra3|_l,_ Ir_ldoneS|a,
Pais . Filipinas,
Venezuela, Brasil. L .
Malasia, China.
[%2)
g Aptidao Leite e Carne Leite Leite e Carne Trabalho e Carne
o
[2)
S Pelagem e pele
= Pelagem e pele
S pretas em todo Pelagem e pele .
= cinza escura ou
@ 0 corpo, totalmente pretas, .
. ) Pelagem e pele . . rosilha, sendo
incluindo X também chifres e
. pretas, assim portadores de
chifres, cascos. cascos. Corpo
Corpo como 0s Simétrico e manchas de
simétrl?co e chifres, equilibrado tonalidade clara
o cascos. 9 ’ ou branca nas
equilibrado, compacto,
i Corpo curto, Patas, Corpo
Caracteristicas com musculoso,
o ~ retoe musculoso e um
fisicas conformacé&o profundo e de S
. . profundo. . tanto cilindrico,
prépria do tipo L comprimento ~
; Altura média Y o sem depressoes,
misto. médio. oo
Altura média 96 1326MNas o médiade  Simeétrico e
fémeas. Porte equilibrado.
de 140 cm nas P 140 cm nas P
N médio a < Altura média de
fémeas. Porte fémeas. Porte
P grande. . 132 cm nas
médio a médio a grande. N
rande femeas. Porte
9 ' médio a grande.

Fonte: Adaptado de ANDRADE, GARCIA (2005).

Estudos de Seno et al (2007) sobre valores ecan8rda producdo leiteira de bufalas em
Sé&o Paulo concluiram que para os produtores é waaitajosa a criagdo de bufalos com a
finalidade de produzir derivados do que apenasdaveo leite a laticinios que irdo manufaturar
esta matéria-prima, ja que a diferenca do lucroeersg dois sistemas de producdo se mostra bem
elevada.
Outro empecilho ao desenvolvimento da atividadeilai esta relacionado a demanda de
leite bubalino e a seus precos diferenciados. Mudtcinios misturam leite de bufala com leite
bovino na intencdo de minimizar os custos ou suprivaixa oferta de leite bubalino, o que



ocasiona diminuicdo da demanda de leite de bufadhizindo seus precos e desestimulando os
investimentos (MADELLA-OLIVEIRA et al, 2005).

Na tentativa de minimizar ou acabar com esses gmudd, a ABCB fundada em 1960,
defende os direitos dos criadores de bufala.. ifitntos produtores conveniados a associacao
garantindo aos consumidores produtos seguros evsstura, protegendo os consumidores de
adquirirem produtos fraudades.

3.2 Leite de Bufala

O leite de bufala possui um alto valor nutritivé @ma excelente matéria-prima para o
preparo de produtos lacteos. E também valioso eta dle povos de muitos paises onde a
deficiéncia de proteinas na dieta tem tendénceoaer (FAO, 1991).

O produto apresenta maiores teores de gorduragipaptextrato seco total e alguns
minerais, em relacédo ao leite bovino. Por essarazgrande importancia desse alimento esta na
sua transformacdo em derivados, uma vez que am@uposicdo peculiar possibilita um alto
rendimento industrial (OLIVERI, 2004).

As proteinas do leite de bufala sdo similaresaakeite bovino, porém ndo sdo idénticas
nem estdo nas mesmas proporc¢oes. O leite de laffedgaenta uma variacdo de 3,63 a 5,26%,
enquanto que, para o leite bovino, a variacdo 8,86 a 3,90% (FAO, 1991). Albonico e
Mincione (1974) relataram que a proteina do leéebdfala esta presente em teores variaveis,
com uma média de 4%. Estudos relatados sobre aomiosdmostram que a caseina do leite de
bdfala possui 25,5% de aminoacidos essenciais & pa@ o leite bovino (VERRUMA,
SALGADO, 1994).

Em relagéo a percentuais, segundo Tonhati et G04)2 100g de nitrogénio do leite
equivalem a 89 — 96% de nitrogénio protéico, case&nproteinas do soro, e 4 — 11% de
nitrogénio nao-proteico, representado por aminaécidres, uréia, acido urico e produtos do
metabolismo do animal. Do total de 100 mL do 1&i#®79% sdo de caseinas e 21-23% de
proteinas do soro, onde as frac@eg,as2,3 ek correspondem a 4%, 6,3%, 35% e 4% do total
dos diferentes tipos de caseinas (AMARAL et al 5200

A caseina soluvel encontrada no leite bovino qunéaseexiste no leite de bufala. Neste a
caseina se encontra principalmente na forma midg@s&NGULI, 1979). Em exame ao
microscopio eletrénico, o autor demonstrou que iaglas de caseina do leite de bufala possuem
maior tamanho, susceptibilidade, heterogeneidadecaieposicdo e componentes minerais
contendo mais calcio e fésforo em relacdo as dacesgovina, sendo as micelas de caseina
desta ultima mais opaca. Essa caracteristica deineapode estar relacionada com alguma
dificuldade de acdo das enzimas digestivas, atrapdb um pouco sua utilizacdo (ROMAN,
SGARBIERI, 2004).

Em relacdo ao valor nutricional do leite de byfslerruma e Salgado (1993) encontraram
niveis altamente satisfatérios como 91,86% de tigkdade, 62,77% de NPU (“Net Protein
Utilization”) e 68,33% de valor biolégico. J4 paraligestibilidaden vitro do queijo de bufala,
esse mesmo estudo encontrou 93,70% em relagcdo wmatoexseco. Essa alteracdo na
digestibilidade, segundo os autores referidos, gedeevido a alteracdes realizadas na producao
do queijo, melhorando sua digestibilidade.



Tabela 2 Variagbes dos componentes do leite de bufalansiegdiferentes autores

Componentes Leite Bufala % Leite Vaca %

Gordura 7.16 3.80
8.16 3.68
6.85 4.77
Proteina 4.59 3.80
Célcio 1.88 1.3¢°
Fésforo 0.9 0.9C¢
Vitamina A 204,27 W 185,49Uf
Lactose 4.83 4.74

Fonte: Adaptada de Verruma, 1898erruma,199%4 Amaral, 2002,

Tabela 3 Contetdo de aminoacidos essenciais nos leitedudasespécies.

Leite
Aminoacidos (g/g prot.) Bufala Vaca

Lisina 10,30 8,22
Triptofano 1,11 1,48
Treonina 5,66 3,97
Cistina 0,42 0,91
Valina 8,40 5,29
Metionina 3,62 3,02
Isoleucina 7,36 4,50
Leucina 12,61 8,84
Tirosina 4,71 4,44
Fenilalina 6,22 4,25

Fonte: Verruma, Salgado, 1994.

O leite de bufala é mais rico em certos mineraig|ge o leite bovin@specialmente em
calcio. Os teores médios de calcio apresentadodgitd de bafala e bovino séo 1,88 e 1,30g por
100g de extrato seco, respectivamente (VERRUMA, SADO, 1993), sendo que este conteudo
esta na sua maior parte na forma coloidal.

Das vitaminas presentes no leite de bufala, awita A é a que apresenta maior destaque,
ndo soO pela quantidade, mas pela coloracdo acamesde branca que refere ao leite, devido a
auséncia de pigmentos carotenodides que sdo respmgela coloragcdo amarela nos produtos
elaborados com o leite de bovino (FAO, 1991; VERRAJIBALGADO, 1994; AMARAL et al,
2005). De acordo com Fonseca (1986), mesmo quéfalab consumam altas doses de caroteno,
ndo ocorrem mudancas na cor do leite, embora aseglde vitamina A no leite de bufala
possam ser iguais ou levemente superiores aosteados no leite bovino.

O teor de solidos totais do leite de bufala é meaor do que o de bovino, com uma
média de 16% para o leite de bufala e por voltd2Bb para o leite de bovino (SHALASH,
1988). Para Neves (1985), houve uma variacao da 28% que se deve principalmente ao
elevado teor de gordura no leite de bufala. Dedidibevada quantidade de gordura e de sélidos
totais no leite de bufala em relacdo ao de bownwalor calérico daquele é superior ao deste,
variando de 100 a 114,4 Kcal para 100g (FERRARARNERI, 1975), possuindo em média 30
a 40% a mais de calorias (VERRUMA, 1990).



Esses valores sdo importantes para a indUstrigaldgois afetam diretamente o
rendimento do produto, significando lucro para essgrou produtor (COELHO, 2004).

Em funcao do teor de extrato seco total do Ipiéea a elaboracdo do queltozzarella
sdo necessarios 5,5 litros de leite para a obtesedmn quilo de queijo (CITRO, 1981; NEVES,
1985). Em trabalhos citados por Bonassil (1982), o queijoMozzarellade leite de bufala
obteve rendimento superior em relacdo ao elabocado leite de bovino. Da mesma forma,
Rossi (1977) mostrou que o rendimento do queijo esta leite foi de 13 a 15% e com leite de
bufala de 20 a 25%, devido ao elevado teor deatiotais e de gordura.

Entre os componentes do leite de bulfala, a gordusaque apresenta maior variacao
percentual. Os valores mais freqientemente encmstrascilam entre 5,5-8,5% (FERRARA,
INTRIERI, 1975, VERRUMA, SALGADO, 1994), valorestad quando comparados com a
média para o leite bovino integral de 3,4% (SILVEIRt al, 1989). Para Ferrara e Intrieri
(1975), o tamanho do globulo de gordura do leitdafala oscilou entre 3,5 e 7,5 nm e adquire
maiores dimensdes nos estagios mais avancadostdedla. Ja Neves (1985) relata uma variacao
entre 4,1 a 4,8 nm, enquanto que o leite bovireoditre 3,6 e 4,0 nm.

O colesterol esta presente em quantidades peqeemasaveis nos leites bovino e de
bdfala, havendo aumento marcante no final da laota&gegundo estudos realizados por Prasad e
Pandita (1990), os resultados apresentados forae206mg de colesterol em 100 mL de leite de
bdfala e bovino, respectivamente.

A gordura do leite de bufala apresenta teoreiids graxos saturados ao redor de 64%
(TONHATI et al, 2004), com maiores concentracfesacido palmitico (C16:0) e estearico (C
18:0) (VERRUMA, SALGADO, 1994), sendo uma vantageana saude, ja que o acido graxo
C18:0 considerado um acido graxo neutro, ndo afetaiveis séricos de colesterol em humanos.
Os é&cidos graxos insaturados constituem 36% dg tmmo exemplo, o &cido oléico (C18:1),
linoléico e palmitoléico (TONHATI et al, 2004; VERRMA, SALGADO, 1994).

Tabela 4 Conteudo de acidos graxos do leite de bufala.

Acidos Graxos %
C6:0 caprdico 0,99
C8:0 caprilico 0,55
C10:0 caprico 1,06
C12:0 laurico 1,74
C14:0 meristico 8,66
C15:0 pentadecanoico 1,25
C16:0 palmitico 32,58
C18:0 estearico 16,67
C20:0 araquidico 0,30
C14:1 miristoleico 0,38
C16:1 palmitoleico 1,82
C18:1n9 oleico 29,97
C18:2n6 linoleico 2,30
C18:n3Lllinoleico 0,32
C20:1n9 cis-11 eicosenoico 0,31
Acidos graxos insaturados (AGI) 35,69
Acidos graxos saturados (AGS) 64,35
Colesterol 0,026mg.g-1

Fonte: Tonhati et al, 2004.



Segundo a FAO (1991), o teor de lactose no leitelno pode variar de 4,40 a 5,07%,
sendo que Rossi (1977), em estudos feitos na,lt@tilesentou valores similares em torno de
4,60%. Neves (1985) afirma que o teor de lactosteitl® de bufala é de 5,66%, semelhante a
Coelho (2004) com valor médio para a Bacia LeitdoeEstado de Sao Paulo, de 5,02%. Essas
variagdes poderiam ser explicadas da mesma forma gariacdo encontrada no teor de gordura:
devido a raca, o tipo de manejo, estagio de lagtacélima e a alimentagéo.

Segundo estudos de Cunha Neto (2003) e Teixeish (@005), a densidade do leite de
bdfala varia conforme os meses de lactacéo, comisnéntre 1,025 e 1,047 g/mL, sendo para o
leite bovino os valores de 1,028 a 1,034 g/mL, sdgua Instrugcdo Normativa (IN) 51 (BRASIL,
2002). Ainda, segundo Cunha Neto (2003) o pH vade6,41 a 6,97, com acidez entre 20
22,3D. Ja para Teixeira et al (2005) os valores deezgcahcontrados sdo menores, com valores
de 14 a 206D, devido ao elevado teor de caseina. Para obeitmo, os valores encontrados por
Gonzéalez (2001) estdo na faixa de 16B1& o pH entre 6,6 — 6,9. O indice Crioscépico (IC)
oscila entre -0,531 e -0,548 CUNHA NETO, 2003) e o bovino é de -0,842BRASIL, 2002).

Segundo a Resolugdo SAA - 3, de 10-1-2008 (SAO PAWR008) que regulamenta as
normas técnicas sobre as condi¢gdes higiénico-s@siténinimas necessarias para aprovagao,
funcionamento e reaparelhamento dos estabelecimel@stinados a leite e produtos lacteos
considera-se improprio para consummaturao leite de bufala que:

* revele niveis de acidez inferiores all£ superiores a 23;

» contenha colostro ou elementos figurados em excesso

* néo satisfaca ao padrao bacteriolégico para praddedcontagem global de 500.000
col/ml para o leite cru e de contagem global deO@D.col/ml e 2 coliformes/ml e
auséncia de coliformes fecais, para o leite pagtelo;

» apresente modificacdes de suas propriedades oégaicak normais;

* apresente elementos estranhos a sua composi¢aalnorm

* revele quaisquer alteracbes que o tornem imprépdoconsumo, inclusive corpos
estranhos de qualquer natureza.

Tabela 5.Caracteristicas fisicas do leite de bufala

Caracteristicas Fisicas Valores
Teor de Gordura Minimo 4,5%
Acidez (D) 14-23D

pH 6,40 e 6,90
Extrato Seco Desengordurado (E.S.D.) Minimo 8.57%
Densidade a & 1,028 e 1,034
indice Crioscopico -0,520 e -0,570

Fonte: Adaptado de SAO PAULO, 2008.

Os valores encontrados sobre a composicdo do dEitébdfala s&o variados, pois
condicdes de clima, estacdo do ano, alimentacéa, manejo, numero de lactagcbes, época do
parto, e quantidade de leite produzido influenammobtenc&o do produto final (TONHATI et al,
2004; VERRUMA, SALGADO, 1994; AMARAL et al, 2005Ror exemplo, 0 comportamento
reprodutivo sazonal das bufalas reserva para mouwoépoca de monta e consequentemente o



verao para estacao de paricao, alterando a condposiguantidade de leite produzido nestas
distintas épocas do ano (AMARAL et al, 2005).

Essas caracteristicas do leite de bufala compretarpotencialidade na utilizagéo tanto
para 0 consumadn natura quanto para matéria-prima na elaboracdo de prodéatbeos que
podem variar conforme a cultura de cada regido. Btasil sdo produzidos queijos
tradicionalmente feitos com o leite de bufala, camgueijoMozzarella queijos nacionais como
o Marajoara, o Provolone, a Ricota, Coalho e o lligemme. Cada tipo de queijo requer uma
técnica de producdo especifica sendo que, quanmmegsados a partir do leite de bufala,
geralmente apresentam maior rendimento. Além d@sjog também s&o elaborados outros
produtos lacteos com o leite bubalino, como o itegero doce de leite (TEIXEIRA et al, 2005).

3.3 QueijoMozzardla

O queijoMozzarellaé um produto de origem italiana que apresentadtosnirregulares,
retangulares, esféricos, periformes ou ovoides, pesos varidveis de poucos gramas até varios
guilogramas; de coloracdo branca, ndo maturadsucoido puro ou fazendo parte de inUmeros
pratos quentes e frios, sanduiches, pizzas e safd@dLE et al, 2004). Segundo Fox e Guinee
(1987), a producdo inicial de queijos de massddilara concentrada no sul da lItalia, regido da
Campana — perto de Napoles e na Sicilia, utilizesedfreqientemente o leite da espécie bubalina
como matéria-prima.

A Mozzarellaé um queijo do grupo de massa filada, apresentangoopriedade de
formar fios, em determinadas condi¢cdes de pH eeaciguando parte do calcio é eliminada do
complexo fosfocaseinato, caracterizando o procésstesmineralizacdo da coalhada. Segundo o
Regulamento da Inspec¢éo Industrial e Sanitariarddutos de Origem Animal (RIISPOA), o
gueijo tipoMozzarellaé o produto obtido a partir do leite pasteurizat massa filada e nédo
prensada, entregue ao consumo até cinco dias afelwieacdo, devendo apresentar-se com
formato variavel, entre cilindrico chato e parglgédico, peso de 15g a 4 kg, crosta fina,
consisténcia de massa semi-dura, textura compafgehada, cor branco-creme e homogénea
(BRASIL, 1952).

Na tecnologia tradicional, o leite cru integraln®dulado com coalho e cultustarter
natural para alcancar pH de 5,3 a 5,4 para quesaanpossa ser filada (MONTEIRO et al, 2007).
Para este tipo de produto utilizam-se culturas détas contenddtreptococcus thermophilgs
bacilos lacticos combactobacillus delbrueckii ssp.delbrueckii, Lb. dekxckii ssp.bulgaricus,
Lb. delbrueckii ssp. lactis ou Lb.helvetidERRY, 2004). Outros ingredientes indispensaveis
sdo o cloreto de célcio, utilizado em leite pastawio, com objetivo de repor parte do célcio
precipitado pelo tratamento térmico da pasteurizas&ndo imprescindivel para que ocorra a
coagulacdo, aumentando sua firmeza e consequernterfamilitando a filagem. O coalho
adicionado pode ser de origem animal, proveniemteestbmago de alguns mamiferos ou
sintetizado por alguns microrganismos, cuja funéabidrolisar a ligacdo phel05-metl106 da
K—caseina provocando a coagulacdo do leite (MONTE&RQ@I, 2007). Esta coagulacdo se
origina de modificacdes fisico-quimicas ”acaseina como liberacdo da fracdo terminal da
K—caseina, o glicomacropeptideo, reducdo da cargafaig da micela o que ira diminuir o
grau de hidratacdo das micelas, diminuindo a répuisitre micelas e a interacdo caseina-agua,
com o0 correspondente aumento da atracao entreamic@limentado assim a sensibilidade de
agregacado da paracaseina, formando entdo a coalhada (VARNAM e SURHEND, 1995).
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A acidificacdo da massa € uma etapa muito impatantdeve ser cuidadosamente
controlada, pois a conversao da dicalcio-paracassin monocalcio-paracaseina, realizada pelo
acido lactico durante a exposicao a alta tempexataradgua, € que dara a elasticidade adequada
ao queijo.

A filagem consiste em tratar amostras da coallf@dsdura com agua quente, alongando
e moldando repetidamente a massa (SILVA e RAMCH#, 41999).

Apos a filagem moldam-se os queijos na forma dasbou outra forma desejada, e, em
seguida, sdo colocados em agua‘&1@s salgas dos queijos s&o realizadas em salroLir&b
por 30 minutos e ap6s secagem, acondicionados ebalagens plasticas e mantidos sob
refrigeracdo & temperatura de € VERRUMA-BERNARDI et al, 2000).

O queijoMozzarellafeito com leite de bufala que tenha, por exemp¥b, de gordura
apresentara cerca de 18% de gordura, 53,6% de dei@2,1% de proteina total e 0,3% de
lactose em sua composicdo, ao passo gMezarellaproduzida com leite de budfala integral
apresenta umidade entre 55-60%; 23 a 27% de goedl®aza 20 % de proteina total (TEIXEIRA
et al, 2005).

Autores como Ferrara e Intrieri (1975), Bonassiale{1982) e Verruma et al (1993)
mencionam que o percentual de umidade nesse tiguei@ oscila entre 38 e 45%, 48,12 e
48%, respectivamente. Para Castaldo (196®)pzzarellada Italia possui umidade em torno de
57%. A legislacdo do estado de Sédo Paulo estabeteaalor maximo de umidade de 58% para
esse produto (SAO PAULO, 1992).

O queijoMozzarellapode ser encontrado em liquido de conservacao qopem sal e
acido citrico), em embalagem plastica a vacuo,aym atmosfera modificada (com nitrogénio e
diéxido de carbono), sendo que essas duas Ultiprasentacées aumentam a vida de prateleira
do produto (TEIXEIRA et al, 2005).

3.4 Rotulagem

A busca pela melhor qualidade de vida e a divedsidke alimentos industrializados no
mercado tem tornado o consumidor cada vez maierbdge preocupado com a seguranca dos
alimentos (YOSHIZAWA et al, 2003). O conjunto deformacdes que Sao expressas nas
embalagens pode ser Util instrumento para prey@oiblemas de salde e, ao mesmo tempo,
exercer papel educativo na definicdo de habitosestares (MARINS, JACOB E PERES, 2008).

Para manter a veracidade dos dados apresentaglodtuos existem legislagbes em vigor
determinando as informacdes indispensaveis ao fwrathmo, denominacdo de venda, lista de
ingredientes, conteudo liquido, identificagdo digemm, nome ou razdo social, lote, validade e
preparo, quando necessario (BRASIL, 2002). Atuatmedinistério de Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), assim como, a Agéncia de Nigiia Sanitaria (ANVISA) fiscalizam
nacionalmente os processos de rotulagem utiliz&betreto-Lei n 986, de 21 de outubro de
1969, RDC n 259, de 20 de setembro de 2002, e Portaria 3704 @k setembro de 1997, que
instituem normas basicas para alimentos, normat@aspectos gerais da rotulagem. Porém,
devido ao intercambio comercial entre as nacO&ODEX Alimentariusestabelece padrbes de
qualidade e normas técnicas comuns, visando hararoaifluxo de mercadorias, assegurando
ndo sé a livre movimentacdo de bens, mas a gardatiprotecdo da saude do consumidor
(MARINS, JACOB E PERES, 2008).

Essas legislacOes visam assegurar a segurang@ntline os direitos do consumidor, nao
permitindo o uso de vocébulos, sinais, denominacgiesbolos, emblemas, ou ilustracbes que
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levem o consumidor a informacfes falsas ou engano,relacdo a verdadeira natureza,
procedéncia, tipo, qualidade, quantidade, rendimenoti forma de uso do alimento
(YOSHIZAWA et al, 2003). Contudo, uma das estraédinguisticas mais utilizada decorre da
construcado de jogos de palavras. No rotulo, o dsscgue € vinculado serve para vender o
produto por meio dslogans que persuadizem o consumidor a comprar. Em cdésetp disso,
verificamos que o texto publicitario ndo possui Umguagem neutra. Nesse contexto, o rétulo
se encaixa como uma forma de propaganda organizémfanada por um texto cuidadosamente
elaborado em seus componentes linglisticos e gjss&vindo como meio de comunicagao entre
o consumidor e o produto, apresentando caractadste vantagens, para finalmente, o
consumidor decidir sobre a compra ou ndo do proggito/EIRA, 2006).

Existem diversos fatores a serem levados em cenagidlo até a decisdo de compra. As
estratégias de marketing avaliam o tipo de compuwtéo de compra, e os fatores que
influenciam na decisdo, para determinar as técna&astilizar. Existem quatro tipos de
consumidor: consumidor com comportamento de coropmaplexa — conhece o produto e sabe
as diferencas entre as marcas; comportamento efesse reduzido — consumidor conhece, mas
ndo percebe bem as diferencas implicitas; compertamde compra habitual — consumidor
pouco envolvido, ndo sabe diferenca entre as mamas procura saber sobre suas
caracteristicas; comportamento de busca por valedando percebe diferenca entre as marcas,
apenas escolhe as marcas com maior variedade (MENDRE98). Além de conhecer o
consumidor, fatores -culturais, classe social, idadeupacdo, estilo de vida, instrucao,
personalidade, motivacdo e percep¢cao podem inflarencconsumidor (MEDEIROS, CRUZ,
2006).

Assim, conhecer 0 nivel de compreensao que o cadsurtem sobre os rotulos dos
produtos disponiveis ho mercado permite analidaditoto de leitura de rétulos, o entendimento
em relacdo as informacgdes contidas nestes e amaatgeidentificacdo visual do produto, ja que
em meio a uma enorme quantidade de produtos, aloetgr somente visualiza o produto que
chama a atencdo em relacdo ao preco ou a apa(@REPALDI, 2006, MARINS, JABOC E
PERES, 2008).

Conhecendo estas caracteristicas do consumidpmsalprodutores comercializam seus
produtos com auséncia de declaracfes, informag@esrétas ou imprecisas com emprego de
expressdes confusas, levando o consumidor a eqsivee escolha e aquisicdo dos produtos,
obtendo espaco para as adulteracdes no comeéreista(FERRAREZI, 2008).

Para garantir os direitos do consumidor, a ABCEBdanem 2000, o selo de Pureza 100%
Bufalo. Esse selo identifica produtores convenia@l@ssociacdo garantindo aos consumidores
produtos seguros e sem mistura, protegendo osibabaltores de possiveis fraudes.A garantia
destes produtos é fornecida por uma equipe técniesefetua visitas aos laticinios e pontos de
venda, coletando amostras para avaliacdo feitadabaratorios credenciados que utilizam o
método aprovado pelas autoridades européias pdexcde de caseina de leite de vaca,
encontrado na Commission Regulation (EC) No 213/268figo 10 e anexo XV.

3.5 Adulteracao

Estudos tém demonstrado que produtos lacteos @urdeétadas vem sofrendo
adulteractes de diferentes formas: adicao de &gua, retirada de componentes, mistura de leite
de diferentes espécies, adicdo de conservantegalimntes, espessantes e etc. O mercado
oferece uma infinidade de produtos atendendo aesesses especificos de cada consumidor,
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com precos variadogste consumidor busca qualidade e produtos maitageis e prezam pela
confianca de que estdo levando o que é especifitaddtulo. Nas embalagens, a origem dos
ingredientes utilizados para a fabricacdo deverelatada, pois a adicdo ndo mencionada de
ingredientes fere o direito do consumidor e a lag&o vigente.

S&o considerados matérias-primas ou produtos fdasdaqueles que apresentem
“modificacbes espontaneas ou propositais de nauisica, quimica ou biolégica que alterem
caracteristicas sensoriais, sua composicao intdnsemprometendo seu valor nutritivo. Assim
o produto pode ser considerado adulterado quant@atsido empregada substancia de qualquer
gualidade, tipo ou espécie diferente das express&smulacao original’(BRASIL, 1952).

A garantia de que o consumidor esta comprando algsereve o rotulo do produto em
termos de qualidade microbiolégica, quimica, figacondmica, esta sendo desempenhado pelo
Caodigo de Defesa do Consumidor. Com esse codigonsuenidor ganha protecédo a vida e a
saude, protecdo contra a publicidade enganosasézapgarantia de indeniza¢do, acesso a justica
e a informagéo (BRASIL,1990).

O que define uma fraude, segundo Oetterer (2008), @& atuacOes de fatores
circunstanciais ou deliberadamente provocadosrigindo sobre os alimentos isoladamente ou
em combinacdo, desmerecem os alimentos comercigragurovocam prejuizos ao consumidor
de ordem bioldgica e econdGmica, além de seremti@oBée conflitarem com a legislacédo
bromatologica. Existem vérios tipos de fraudesuéeapor alteragdo, onde fatores ocasionais,
como luz, umidade, temperatura extrema, levam aifioagbes organolépticas ou no estado
sanitario do produto. Podem surgir por erro naratite da matéria prima, processamento,
preservacdo, e embalagem. Fraudes por falsificag@#mdo se induz o consumidor ao erro de
forma direta e capciosa na sua comercializacaofrfigles sofisticadas, que exigem técnica
especializada para sua determinacao, e as grastmimtaém podem ser citadas.

Segundo o autor, outro tipo de fraude, a por adgé®, que serd considerada neste
estudo, onde modificagBes intencionais com a fiadie de lucro, afetam as caracteristicas
organolépticas e o valor nutritivo do alimento.

Essa adulteracédo pode ser por subtracdo de algompooente, ou pela adicdo de outro
ingrediente semelhante, ou com a mesma funcdo queduto original. Essas alteracbes sao
ocasionadas muitas vezes pelo valor agregado dmalgs componentes do alimento, ou até do
produto na integra. A adulteracédo de produtos ¢égctem diferentes componentes do leite, ou a
adicado de leite de espécies diferentes sdo endasttmm freqiiéncia.

As flutuacdes na disponibilidade de leite de egsediferentes da bovina, e o preco mais
elevado em comparacédo ao leite bovino, fazem sargicentivo para a adulteracdo de queijos
tradicionais. A adicdo fraudulenta de leite bovemo queijos que deveriam apenas conter leite de
bufala podera levar a uma perda nutricional e a penda econdémica para o consumidor.

Para garantir a autenticidade desses produtogdessidade de métodos que possibilitem
o controle desse tipo de adulteragdo. Esses méndaoastédo discriminados pela legislacdo atual
do pais, temos apenas ha pouco mais de 10 anopartaga que determina as caracteristicas e
identidade do queijMozzarella Mussarella ou Muzzarella, porém sem relacionattaccoes.

A Portaria n 366, de 04 de setembro de 1997, estabelece lewmd como utilizado para
matéria prima e identifica os requisitos minimosgdalidade que deverd cumprir a massa para
elaborar queijoMozzarella “Entende-se por Queijdlozzarellao queijo que se obtém por
filagem de uma massa acidificada, (produto interém&x obtido por coagulacdo de leite por
meio de coalho e/ou outras enzimas coagulanteprguias), complementada ou nédo pela acao
de bactérias lacticas especificas. O Qukifzzarellaé um gueijo de média, alta ou muito alta
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umidade e extragordo, gordo a semigordo segundesaiftcacdo estabelecida no "Regulamento
Técnico Geral para fixacdo de Identidade e QuadidtedQueijos™. (BRASIL,1997).

O Codigo Penal Brasileiro especifica a definig@o adlulteracdo no capitulo Il “Dos
crimes contra a saude publica”, no artigo 272, f@oper, adulterar, falsificar ou alterar
substancias de produtos alimenticios destinadosoasumo, tornando-o nocivo a saude ou
reduzindo-lhe o valor nutritivo”, com pena de raéa, de 4 a 8 anos e multa.

O Ministério da Agricultura (MAPA), Agéncia de \igncia Sanitaria (ANVISA) e o
Caodigo de Defesa do Consumidor respaldam o consumia hora de exigir as caracteristicas
dos produtos oferecidos no comércio do pais. A RR&3olucédo da Diretoria Colegiada)2b9,
de 20 de setembro de 2002, o Decreto4€86, de 21 de outubro de 1969, e Portarid57, de
19 de agosto de 2002, determinam os componentssnpes nos rétulos das embalagens de
produtos de origem animal e lacteos. A rotulagene destar de acordo com a elaboracdo do
produto, sua origem, peso, marca, denominacdo aeayesendo obrigatérios a lista de
ingredientes, a validade e o lote. Dessa forma ia 18078, de 11 de setembro de 1990, que se
refere ao cdédigo de defesa do consumidor, ampamngumidor de possiveis alteracbes
provocadas pelo produtor na rotulagem, levando targretacbes duvidosas quanto aos
componentes originais, sendo um direito basico atsumidor, a informacado clara, adequada,
com especificacbes corretas da quantidade e qdelida produto, além da protecdo contra a
publicidade enganosa no produto final.

O consumo de produtos lacteos de caprinos, ownegbalinos, além de representarem
uma iguaria especial, em relacdo as caracteristmasoriais, como aroma e sabor, apresentam
relacdo com razdes nutricionais, econdmicas €osig.

Ha a necessidade de se desenvolver métodos rapidfisazes de detectar misturas de
leites de diferentes espécies na composicao dagesgMozzarellaencontrados no varejo do pais

3.6 Métodos Imunoldgicos

Métodos imunolégicos representam uma classe decéécule dosagem de proteinas,
principalmente proteinas do sistema imune, comealtecificidade e confiabilidade. Essa técnica
imunoldgica utiliza anticorpos especificos paragira de interesse com formagédo de complexo
protéico rapidamente detectavel. Anticorpos sadefimas que reconhecem um determinado
antigeno especifico com alta afinidade. No orgamjsos anticorpos sdo produzidos na medula
pelos linfocitos B. A formacdo ocorre apdés um ctmiaicial do organismo com um antigeno
gue reage ao sistema imunoldgico, assim, apos utma finteracdo do antigeno com o anticorpo
havera a formacdo de complexo protéico que retorandtigeno da circulagdo. Um antigeno pode
ser reconhecido por varios anticorpos levando\éagdb de varios clones de linfécito B. Cada
clone reconhece uma parte diferente da proteinguestdo através de uma parte denominada
epitopqg que interagira efetivamente formando o complex@ano-anticorpo (LENZ, 2004).

Existem dois tipos de anticorpos: os anticorpos aulamais, (células homogéneas
derivadas de uma célula produtora de anticorpode dodos os anticorpos possuem a mesma
especificidade precisa para um antigeno), e oslpodis, (varios clones de diferentes linfocitos
B que reagirdo com diferentes antigenos), altamespecificos, que ao reagirem formam um
complexo antigeno-anticorpo precipitado (BENJAMIRDO?2).

Para teste imunolégicos sdo produzidos anticorposra& o antigeno em estudo, neste
caso proteina do leite bovino, iniciando pela agfdo do antigeno. A purificacdo pode ser
realizada por cromatografia ou eletroforese, owlgpzindo o peptideo de interesse ligado a uma
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proteina carreadora. Em estudos de imunizacamtm®r@os sdo produzidos, apos a purificacéo
do antigeno, através de imunizacdo de animais ameihos, camundongo, cabra, etc. Apos
alguns dias, o sangue do animal é recolhido sepass® 0 plasma por centrifugagdo (LENZ,
2004).

A estrutura dos anticorpos assemelha-se a um “3ta Earacteristica esta relacionada as
guatro subunidades formadoras da proteina, duaes’es duas “pesadas, ligadas entre si por
pontes dissulfeto. As duas partes de “cima” dauestt sdo formadas pelas duas subunidades
leves onde estéo os sitios de ligacdo do antigegoe possibilita uma ligagdo cruzada entre eles
podendo produzir uma malha de antigeno-anticorpanddificacdo de apenas uma destas
subunidades diferencia o antigeno que se ligasteaamticorpo, produzindo assim a infinidade
de anticorpos no organismo (LENZ, 2004).

Para a utilizacdo destes anticorpos nas técnicaetdecdo estas proteinas devem estar
conjugadas, ligadas de forma covalente a compgspermitam a separagdo ou deteccdo. Para
deteccdo sédo utilizados diversos métodos dependintienica utilizada (LENZ, 2004).

Para o método ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbestgou Ensaio de Imunoabsorcéo
Ligado a Enzima), o diferencial est4 na forma gadéo do antigeno que se encontra preso a uma
superficie (geralmente de poliestireno) atravésmenticorpo. Ja que esta reacdo € basicamente
enzimatica, torna-se possivel a deteccao de qaaesdnuito reduzidas de antigeno, aumentando
a sensibilidade da técnica.

Existem quatro tipos principais de ELISA: ELISA etw, ELISA competitivo, ELISA
indireto e ELISA sanduiche, podendo haver interagée as diferentes técnicas.

< o “
< | [ i
FAA Lana 1AL 1455

DIRECT ELISA COMPETITIVE ELISA INDIRECT ELISA SANDWICH ELISA

| Analito A Anticorpo )ﬁ Anticorpo marcado

Figura 3. Exemplos de formatos de ELISA. Adaptado de HURLgE4l, 2004.

Segundo Hurley et al (2004), estes métodos difeaemnse pela presenca de anticorpos
marcados, como ELISA direto, indireto e sanduiahe por antigeno marcado, como ELISA
competitivo, demonstrado na figura 3.

ELISA direto: os antigenos especificos “forram” maerior do suporte, depois adicionam
anticorpos marcados com enzimas. Se 0 anticorpgeream antigeno, o complexo ficara
solubilizado. Depois se adiciona substrato quecagaz de atuar na enzima marcadora.

ELISA competitivo: anticorpos especificos “forram” suporte, adiciona-se concentracao
conhecida de uma mistura de antigeno do anticanferiar, ligados a uma enzima e antigenos
sem enzima. Depois se adiciona substrato. Prepauaisa leitura colorimétrica comparativa de
ambas as provas. Se a leitura for analoga, o awtigstudado ndo apresenta relacdo com os
anticorpos empregados. Se ha diferenca nas leituesigeno objeto de estudo esta relacionado
sorologicamente ao anticorpo empregado e a difarera; densidade Otica é proporcional a
concentracdo do antigeno problema.
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ELISA indireto: antigenos especificos “forram” qeute. Adiciona-se solu¢cdo com antigeno
de forma que os anticorpos pesquisados reajam iispe®nte com o0s antigenos do suporte.
Adiciona-se 0 anti-anticorpo conjugado com uma reazios quais Vao reagir com anticorpos
especificos adicionados na etapa anterior e quensentram fixados aos antigenos. Apos,
adiciona-se um substrato capaz de atuar na enzareadora

ELISA sanduiche (dois anticorpos): o suporte érddo” com anticorpos especificos para o
gue se deseja analisar. Adiciona-se a amostraram&ibstancia de interesse, se o antigeno que
se quer detectar estiver presente, reagira conticogpo. Adicionam-se anticorpos especificos
ao antigeno que se deseja detectar, poréem sergterdd dos anticorpos que se colocou para
forrar, conjugado com uma enzima. Adiciona-se satispara determinar a cor.

ELISA sanduiche (trés anticorpos): o suporte éré&mo” com anticorpo especifico ao
antigeno. Adiciona-se a amostra com antigeno est@meapos anticorpo especifico ao antigeno,
e diferente do anticorpo que forrou. Depois, oeieec anticorpo ligado a enzima, um anti-
anticorpo ao processo anterior. Depois adiciona-sgbstrato.

Embora hajam outras técnicas para analise de eaidte baseada na determinacdo de
proteinas, o meétodo imunologico ELISA se mantémaalternativa viavel devido a sua
simplicidade, curto tempo de elaboracdo, espetd#fité e sensibilidade (BORKOVA e
SNASELOVA, 2005), além de ndo requerer equipamersecializados (ASENSIO et al,
2008). Para Richter et al (1997), o ELISA indirapyesenta sensibilidade de 1 — 10% em leite ou
gueijo, e o ELISA sanduiche apresenta limite deagto de 0,5% na mistura desses mesmos
produtos.

O teste ELISA estd caracterizado como imunoensa&ofage solida. Esses testes
aproveitam a propriedade dos plasticos de adspre¢einas na superficie em forma de camada
Unica, permitindo que a maioria do antigeno possayir com anticorpos correspondentes,
marcados com uma enzima que podera ser detectadaofmimetria quando adicionado
substrato (BENJAMINI, 2002).

Existem duas variagbes para o teste ELISA, segétsdmsio et al (2008): O ELISA
indireto, utilizando dois anticorpos, um especifamantigeno e outro conjugado a enzima, este
segundo anticorpo dara a reagdo enzimatica, quedqupresente podera ser observada e
guantificada por diferentes técnicas. A segundadomais utilizada é o ELISA sanduiche, onde
o0 antigeno é colocado ente dois anticorpos. Patec@i®o e captura do anticorpo, um dos
anticorpos estara conjugado com a enzima, parpagsa ser analisada a formacao do complexo,
por técnicas como cromatografia, fluorescéncia esidade. Dessa forma, os testes ELISA
podem apresentar resultados de forma qualitatiusaatitativa.

Os testes imunolégicos séo, principalmente, baseaa@aseina como antigeno, devido a
sua estabilidade a tratamentos térmicos (DOUGLAS, €it981; PINTADO, MALCATA, 1995),
podendo ser utilizados em analises de produtosdagiasteurizados (HURLEY et al, 2004). As
principais fragbes da caseina analisadas sfie easeinay- caseinags, — caseinag - caseina e
IgG (RICHETER et al, 1997; HURLEY et al, 2004; HAZA al, 1999; HAASNOOT et al, 2004)
sendo a IgG uma excegédo as caseinas , onde samaldar até 0,1% de 1gG bovino em leite de
outras espécies (HURLEY et al, 2004).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Matéria-prima

Amostras de queijmmozzarellaelaborado com leite de bufala pasteurizado dentegsas
encontradas no comeércio varejista da regido melitapa do Rio de Janeiro foram analisadas e
adquiridas no periodo de seis meses, a partimggrgade 2009.

Duas amostras de queijpozzarellade referéncia foram preparadas, sendo uma datas co
leite bubalino e a outra com leite bovino, seguadecnologia padrdo de fabricacdo. Os leites
das duas espécies foram adquiridos de fornecettwas, no més de janeiro de 2009, sendo o
leite de bdfala proveniente do Sitio Sdo Judas T ddealizado no municipio de Itaguai - RJ, e o
leite bovino do Instituto de Zootecnia da Univeasid Federal do Rural do Rio de Janeiro — RJ.
Vinte litros de leite de cada espécie foram addogipara fabricacdo dos queijos em dias
alternados, para evitar contaminacao cruzada astespécies.

O fermento latico adquirido na cidade de Juiz deKMG) foi do tipo termofilico TCC
20® (Chr Hansen), contend&treptococcus thermophilus, Lactobacillus delbriedsp.
bulgaricus O coalho liquido (forca: 1:3.000), fornecido pela-LA do Brasil, CHR. HANSEN
IND. e COMERCIO LTDA® foi utilizado nas propor¢deslicadas pelo fabricante.

Recepcéo do leite > Retirada do soro
Pausteurizaglé\o (62°c /30min) Adicao do Flermento latico
Resfriamento (32°c) Ferm(lanta(;éo
Adicao iie coalho Filagem (l+ou - 90°C)
Coaglulagéo Moldlagem
Corte (grélos de 1 cm) Resfrigmento
Agitlagéo Embélagem
Aquecimentol (40°c / 30min) Armazenaménto refrigerado
I

Figura 4. Fluxograma de elaboracao a@zzarella
(Adaptado de VERRUMA, SALGADO, 1993.)

Ap6s a fabricagdo, as amostras foram individuaéizagem embalagens plasticas

apropriadas e rotuladas.
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Figura 5. Mozzarellade referéncia elaborada com leite de bufala.

As amostras encontradas no comércio varejistaidizde do Rio de Janeiro foram
adquiridas em lotes distintos de trés principaiscag (1, 2 e 3) e apenas a marca 3 apresentava
no rétulo que o queijo era elaborado com leiteguraslos, sendo 78% leite bovino e 22% leite
bubalino. Os queijos das outras marcas nao infemmamisturas de leite das duas espécies.
Todos os queijos estavam embalados a vacuo e afmeam registro no Servico de Inspecao
Federal (SIF).

—ancin

Fiura 6. Marcas principais encontradas no varejo do Ricadeido
4.2 Amostragem

A amostragem foi realizada durante seis meses fordm coletadas 13 amostras, com
duas coletas, as quais pertenciam a lotes de grodiiferentes, adquiridas em suas embalagens
originais, que eram mantidas sob refrigeracdo emacds frigorificas a temperatura de 4-@.8
Todas as andlises foram realizadas no Laborataradico de Alimentos e Bebidas — LAAB, o
Instituto de Tecnologia da UFRRJ.
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4.3 Preparo das Amostras

Cada amostra, de referéncia e comerciais, foir&dt@ e preparada conforme a analise
realizada, sendo todas conduzidas em triplicata.

4.4 Preparo das Amostras para Determinacao de Prdtea pelo Método Elisa

As amostras foram trituradas, coletando-se 2 (gais)pontos alternados da embalagem
de armazenagem. Foram preparados 3 litros de soldeébicarbonato de sodio 0,05M para
adicdo de 20 mL a cada amostra. A resultante flocada em tubos de polietileno tampados e
homogeneizados em agitador de tubos AP56-Phoenbagitacdo periddica com velocidade
maxima por 2 minutos. A porcao extraida foi remaw@m micropipeta de 1(0 para tubos de
eppendorf, seguida de centrifugacdo em centrifegé dmostras EBAIII, modelo CN-02, em
velocidade maxima a temperatura ambiente. O l@gsabrenadante foi colhido com micropipeta
de 10@L e transferido para tubo eppendorf limpo para grost etapa de determinacdo de
proteina.

4.5 Preparo das Amostras para Determinacao de Prdte por Método Kjeldahl

ApOs elaboracdo das amostras de referéncia, estas favaliadas tomando-se cinco
amostras de cada referéncia — queijo de bufalajogo@vino e leite em p6 bovino desnatado -
em relacdo ao seu conteldo protéico através dedmétadicional, Kjeldahl, para determinacéo
de nitrogénio total, pela férmula, segundo IN 68&SIL, 2006).

% nitrogénio total = V. x N x f x 0,014 x 100
m

% protidios = % nitrogénio total x F

Onde: V= volume gasto de &cido cloridrico; N= normiéddade do acido cloridrico; f=
fator de correcdo; m= massa da amostra em gramasg=Hator de conversao da proteina.

4.6 Preparo das Solucbes Estoque Padrao

Ap0s determinacéo de proteina pelo método de Kjelelanensuracdo dos contetdos de
proteina dos padrbes queijo de bufala, queijo lmoeirdeite em p6é bovino, foi preparada uma
solucado estoque de queijo bovino e leite em pérnwopara determinagdo da menor concentragdo
de caseina bovina lida pelo Kit ELISA, verificandocomportamento do Kit em relacdo a
diferentes matrizes e teores de caseina bovina.

A solucdo estoque continha 50 ppm de cada matorgou sete concentracdes de
diferentes de caseina bovina: 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 8,0; 6,0 ppm para determinacdo da
quantidade minima de caseina bovina determinadakielElisa. Esta solugdo de 50 ppm foi
feita com solucdo de bicarbonato de sédio 0,05Mi elitribuida em 7 baldes volumétricos de
100 mL, utilizando a mesma bureta de 25mL em tadadiluicbes, para garantir 0 mesmo erro
analitico, na quantidade de 1mL, 2 mL, 4 mL, 6 &ipL, 10 mL e 12 mL
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Figura 9. Amostra padréo — Solucéo estoque 50 ppm de matvinéd
4.7 Percentuais de Mistura dos Queijos

Para determinacdo da quantidade de caseina narandtis queijos em diferentes
percentuais, as amostras de referéncia foramadasr e misturadas na propor¢cdes de 0% de

gueijo bovino ou 100% de queijo bubalino, 25% deijgubovino, 50% de queijo bovino, 75%
de queijo bovino e 100% de queijo bovino.

Figura 10. Mistura dos percentuais de queijos de referéncia
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4.8 Método ELISA

Nas analises de detecgdo de caseina bovina fizadtil 0 método imunolégico de teste
Elisa indireto competitivo (Casein Assay Kit Catn.Nd02062w®Tepnel Research Products e
Services), onde anticorpos para caseina bovinanfadicionados a um microtubo, em reacéo
indireta. A caseina foi extraida das amostras htedas com biotina, que se liga a sitios de
acado presentes na caseina. A presenca de biotoe g8 determinada usando-se avidina
peroxidase (HRP) e substrato TMB. As amostras dsjaguforam extraidas usando solucéo
basica e diluicdo. Esse extrato diluido foi adiamm a microtubos e cobertos com anticorpos
anti-caseina bovina e reagindo com caseina-biofinl8 e HRP sob incubacdo. Os resultados
foram determinados pelo desenvolvimento de umaragho azul proporcional & quantidade de
caseina presente na amostra.

NEGATIVE TEST Adicionar 1QiL de extrato POSITIVE TEST
@ o padréo, 5 @ - _—
U (] incubar por 30 min 9 0 [ m“
L‘, 1)
1 1
YYYYY ) AAAA

Adicionar 5QiL reagente
® s biotina-caseina, incubar 30 6
¢ 16 |—|6- i min, lavar. 7]

w7
zYY@Y T edye’

Ad|C|onar 5QiL de reagente

HRP, incubar 15 min, lavar t
B p ] .

[l

F .P.‘P

: QVY Yﬂ% r IAdicionar 10@1! T™MB : QPQ % \P, Ij?ﬂ

substrato, incubar 30 min

l n 'r- N
3 ,é, Adicionar 5QiL de solugéo

acida-Stop, medindo em A
4550 nm

Figura 11. Esquema da reagao ocorrida no biokit casein assay

A determinacdo de proteina utilizando Biokit Cas@ssay Kit seguiu as seguintes
etapas:

1. Adicionar 100uL de substancia de interesse extraida por procksgoeparacdo da amostra
aos micro tubos presentes no Kit, como represemadigura X ;

2. Colocar os microtubos em homogeneizador — mardaaaa Certomat® BS-1, B.Braum
Blotech International — a 100 rpm por 30 minutos.

3. Imediatamente apés, acrescentanbOde Caseina Biotina a todos os tubos. Incubar3por
minutos.

4. Descartar o liquido dos microtubos completando cmiucdo de lavagem. Descartar o
liqguido e repetir mais quatro vezes, totalizandwailavagens. Apds descarte final, secar
todo o residuo da solugéo de lavagem com papehadrge.

5. Adicionar 50 uL de Avidina peroxidase em todos os tubos. Incytar 15 minutos no
homogeneizador.

6. Repetir a lavagem.
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7. Adicionar 100uL de TMB substrato a todos os tubos. Misturar dmetite em superficie
plana e incubar por 30 minutos, mantendo a supedatatica.

8. Verificar alteragé@o de cor nos tubos, indicande@nga ou auséncia de caseina bovina.

9. Adicionar 50uL de solugao Stop a todos os tubos.

10.Ler no espectrofotometro a 450 nm, em no maximomiQutos, a intensidade da cor
correspondente a quantidade de caseina presente.

Microtubos

: v Solugao de Lavagem
Figura 12. Bloklt Casein Assay Kit Cat. No. 902062w ® TEPNEL

Figura 13. Microtos prvenientes do Biokit Casein Assay

4.9 Andlise Estatistica
Os dados de absorvancia para avaliacdo dos LimdesQuantificacdo (LQ) e

Determinacdo (LD) com intervalo de confianca de 96%am obtidos utilizando o método de
valores extremos (outliers) com aplicacdo do téstdack-Knife. A linearidade dos residuos, isto

22



€, a avaliacdo se o método pode dar respostas rpimpais a quantidade de analito a ser
determinada na amostra, foi medido por diversosesesa saber: teste de Ryan-Joiner-
normalidade dos residuos; teste de Durbin-Watsdkutecorrelacdo dos residuos; teste de
Brown-Forsythe - Homogeneidade da variancia doslues; ANOVA da regresséo e Teste de
Desvio de Linearidade. Para estas determina¢cOdigzoutse a planilha de Avaliacdo da
Linearidade de Curva Analitica do Instituto Nacioda Qualidade em Saude (INCQS) da
Fundacdo Oswaldo Cruz (BASILIO, 2008). Para Analise diferenca estatistica entre as
amostras adquiridas no comércio foi utilizado Telt& ukey, com auxilio de planilidicrosoft
Excel
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Avaliacdo da Eficiéncia do Kit ELISA

Com a finalidade de aferir a eficiéncia do Kitj muantificado o teor de proteina das
amostras do queijo de bufala, queijo bovino e lertepd comercial. Esta quantificacdo foi feita
em nitrogénio total, conforme método oficial deedetinacdo de nitrogénio total (BRASIL,
2006). Os resultados para queijo de bufala, qusijono e leite em pd comercial foram de 26,13
+0.64, 22,85+0.78 e 32,12+0.94 com intervalo defiaoga de 95,45%, respectivamente,
seguindo o célculo de % de protideo = % Nitrogéoial x Fator de Converséo para lacticinios
de 6,38. A partir destes valores foi possivel rdeitgar a propor¢cao necessaria de queijo bovino e
leite em pé para determinagédo das concentracoeagémou ppm para preparacdo das solucbes
estoque, seguindo os calculos.

Tabela 6: Quantidade necesséria de amostra para preparasétudao estoque

Quantidade de Caseina Quantidade necesséria para

por 100 mg preparar solucdo de 50 ppm
32,12 mg 0.15629g de leite em p6 bovino
22,85 mg 0.2273g de queijo bovino

5.2 Testes Quantitativos
5.2.1 Solucbes estoque padréao

Apos diluicbes das amostras de referéncia, asedties concentracdes de caseina (0, 0,5,
1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0 e 6,0) foram analisadaa pedtodologia ELISA. A leitura do branco, no
caso, 0% de Caseina bovina ou 100% caseina bubatiresentou absorvancia de 0.332 a 450
nm, que foi descontada das outras leituras a 450Qmvalores integrais com suas respectivas
curvas analiticas serdo apresentados nos aneds £,

As solucdes de queijo de vaca e leite em po apasen os resultados de concentracéo
de caseina a 0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0 e 6,0 gpm valores de absorvancia de 0.05, 0.088,
0.129, 0.146, 0.179, 0.241, 0.305 e 0.306 reseuwnte para o queijo bovino, e, 0.05, 0.100,
0.101, 0.124, 0.146, 0.185, 0.190, 0.218, 0.24Gpeetivamente para o leite em po
bovino,descontados os valores de zero, amostral@0& queijo de bufala e curvas analiticas da
concentracdo de caseina bovina (ppm) x absorvarts@ nm conforme a figura 14 e 15.
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Curva Analitica do Queijo de vaca
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Figura 14: Curva analitica do Queijo de Vaca

Curva Andlitica do Leite emP6
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Figura 15: Curva analitica do Leite em p6

Conforme calculados, os resultados encontrad@sqoela padrao utilizando o kit ELISA
para as amostras de referéncia foram: Limite decdéb e quantificacdo para o leite em pé de
1.34 e 3.84, respectivamente, e Limite de detededh15 e quantificacdo de 3.31 para queijo de

vaca.

A equacdo da reta apresentava valores de a = 40X = 4.15x18, com r = 0.9828 e R=
0.9658 para queijo de vaca e a = 4.31&0b = 2.40x18, com r = 0.9872 e R 0.9745 para
leite em pd. As andlises de ANOVA Fator Unico,izaihdo planilha de Excel, com P> 0.05
mostraram que ndo houve diferenca significativaeess curvas analiticas, como apresentado na
tabela 7. Porém, a partir dos resultados de lideteeteccédo e quantificacdo é possivel observar
gue neste trabalho houve interferéncia do tipo dgimnos resultados de eficiéncia do kit.
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Tabela 7: Andlise de ANOVA Fator unico em relacdo aos valaeg\bsorvancia a 450 nm

Anova: fator dnico

RESUMU
o Contagem | Soma Media | Vandncia
Leite em pd 7 3536 0.505143) 0.002452
Lueijo de vaca 7 3718 0531143 0.00745
AMONWA,
Fonte da vanagdo S qf G F valor-F | F crtico
Entre grupos 0.002 366 1) 0002366 0.475007 0503302 4.747221
Dentro dos grupos | 0.05977171 12 0.004981
Total 0.065213771 13

Fujii et al (2002) e Nunes (2005) também relataembservacdo de efeito matriz na
utilizacdo de teste ELISA, devido a interferéncis meacfes imunoldgicas, por interacdes
inespecificas de anticorpos a componentes alimestama caracteristica intrinseca ao ensaio.
Esse efeito pode ser observado neste estudo egdoed@ds valores apresentados para curva de
leite em po e queijo de vaca preparadas com solgsioque padrdo. Estas solucoes
apresentavam valores diferentes, mas sem afetaraises.

Outro fator observado por Haza (1999) que podesiasar alteragcdo nos dados com
apresentacao de falso-positivo nos ensaios imumoi®geria o tratamento térmico utilizado na
preparacdo dos derivados de leite. A identificads@® espécies poderia ser influenciada por uma
substituicdo de aminoacidos na estrutura de pemedfetando o reconhecimento desta pelo Kit.
Porém, isto s6 pode ser observado em tratamentoscts a temperatura de k@ por 5
minutos. Calvo et al (1989) estudando o efeito iidvma determinacdo de adigdo de leite bovino
em leite caprino e ovino relatou que o tratameBtonico a 74C /15s ndo influenciaria na
determinacdo do percentual da mistura. Ja o tra@me 90C /30s poderia afetar ensaios
imunologicos. Douglas et al (1981), afirmou quetgimas do soro poderiam ser afetadas pelo
tratamento térmico, porém as fracbes da caseindemi@on sua fungcdo afetada, podendo ser
detectada, no caso do estudo, por eletroforese eénDgsta forma, mesmo sendo um fator
influenciador na analise pelo método ELISA, o traato térmico ndo influenciou o estudo
desenvolvido, pois foi analisada como antigencsaioa bovina.

5.2.2 Avaliacao das amostras adquiridas no comérci@rejista
As amostras adquiridas no comércio varejista, datdie a quantidade de caseina bovina
presente, apresentaram o0s valores encontrados beda t&8, onde as letras de A a N

representavam as diferentes amostras de qu®grarella totalizando niamero de 13 e o0s
numeros de 1 a 3 correspondendo as trés prineiEisas dos produtos:
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Tabela 8.Quantidade de caseina das amostras adquiridaswérao varejista

Amostras Absorvancia a Quantidade de
Comerciais 450 nm Caseina Bovina
(média da triplicata) (média da triplicata)

A3 0.553 1.70

B3 0.579 1.78

C3 0.372 1.14

D3 0.665 2.04

El 0.366 1.12

F1 0.326 1.00

Gl 0.339 1.04

H1 0.387 1.19

11 0.324 0.99

J1 0.351 1.07

K2 0.330 1.01

L2 0.338 1.03

M1 0.360 1.10

Estas quantidades de caseina foram obtidas atdavéalculo da equacdo da reta com
valores de a = 3.24xI® b = 3.36x10, com r = 0.9844 e &= 0.9691. Através do teste de Ryan-
Joiner- normalidade dos residuos, os dados apaesentR;; (2a=0.05) de 0.93, senda:f0.96,
significando que os dados seguem a normal. O ties®row-Forstythe relata valores dedée -
6.58x10" e tqc (a=0.05) de 2,2 apresentando homogeneidade dé&nsias. ANOVA da
regressao e Teste de Desvio de Linearidade clamsiin a regressdo como significativa, com

desvio de linearidade.

A figura 16 apresenta a curva analitica dos peweentde queijos em relacdo a
concentracdo (mg/g) de caseina bovina na absoav@lecid50 nm, com valores de 0, 0.054,
0.160, 0.222 e 0.359 de absorvancia, descontadtodo branco (0% caseina bubalina).

Caseina Percentual (mg/g)

120% -
100% -
80% -
60% -
40%
20% -

(027

Cuva Analitica Queijos Percentuais

_ — %0359
— - -
* Q202"
— —
_ — 016
-
_ 20054
- —
O T T T T T T T 1
0 0.05 01 015 02 0.25 03 0.35 04
Absorvanda @450 nnr

Figura 16. Curva analitica dos percentuais de queijos.em&elagaseina bovina.
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No determinacdo da curva de referéncia final @udo kit) estabeleceu-se que as
amostras de referéncia com 100% de leite bovineseptaram limite maximo de 2,13mg/g de
caseina bovina, e a com 100% de leite bubalinatdiminimo de 1.04,mg/g. A amostra feita
com 50% leite bovino e 50% leite bubalino apresefitoite médio de 1.51mg/g. O Limite de
30%, valor permitido pela legislacdo na misturaleite bovino com outras espécies foi de
1.41mg/g, e com Limite de Deteccdo de 3.84% e ki@ Quantificacdo de 1.15%. Os valores
dos queijos adquiridos estao representados pargosaomo demonstrado na figura 17.

Quantidade de Caseira em Quetjos

. 2754
3 225 - D3
x| A BE T T e )
§ ' 2 _c E4 TP
] 12 e — L e TN
5' -

I:'E‘f‘ T T L] T T 1

0 2 4 g i 10 12 14
Amostias

| & % CASEINA BOVINA LMN m— ] AN LME DIO L 30% LD ——LQ|

Figura 17."“Carta controle” da quantidade de caseina das aasostiquiridas.

Estudos de Haza (1999) utilizando ELISA indiretmdireto competitivo para analise de
Os1- caseinaf e k-caseina apresentaram limite de deteccdo de 0B2b&6 de leite bovino em
leite de cabra e ovelha. Richeter et al (1997) isanado y-caseina com ELISA indireto
competitivo obteve limite de deteccédo de 0,1%, &u®/mL. Hurley et al (2004) utilizou Ig — G
por ELISA competitivo indireto apresentou limite deteccdo de 0.1%. Em estudo no mesmo
ano, Hurley et al (2004) relatou que os diferentipeps de ELISA, como mencionados
anteriormente, apresentavam limite de deteccdo.teaQl% e Borkova e Snaselova (2005)
obtiveram limite de deteccédo de 0.5%. Mesmo todtsseestudos indicando que o teste ELISA
detecta valores de adicdo de leite bovino na fd®.1%, estas quantidades nado teriam valor
pratico, pois valores tdo baixos poderiam ser mn@ia contaminacdo cruzada involuntaria do que
uma adulteracdo deliberada, sendo improvavel ecwoaomente (FELIGINI et al, 2005;
BOTTERO et al, 2003). Devido a este pensamento &EdJEuropéia (EC No 213/2002)
especifica para método de analise de adulteraciimite de deteccdo de 1% como faixa
suficiente para validacdo metodoldgica. No presestado o limite de quantificacdo, a menor
concentracao do analito detectavel, foi de 1.15%.

Andlise Estatistica utilizando Teste de Tukey pamaparacdo das médias com0,05,
os resultados constataram haver diferenca estatigntre os valores de absorvancia e
consequentemente entre as quantidades de case@serdpdas nas amostras adquiridas no
comércio, como representado na tabela 9 a seguir.
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Tabela 9: ANOVA Fator Unico em relacao aos valores de casgdisaamostras comérciais.

Anova: fator Unico

ANOVA

Fonte da variacdo SQ gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 0.464687 12 0.038724 186.4946 4.91E-22 2.147928
Dentro dos grupos 0.005399 26 0.000208
Total 0.470086 38

DMS (diferenga minima significativa) - o valor mim para existir
diferenca entre uma MEDIA e outra
DMS = 0.0212147

Do total de treze amostras comerciais analisadd¥/23 (n=3) estavam em desacordo,
apresentando valores de caseina bovina acima denpeal aceitavel para estas misturas (adi¢cao
de leite bovino até 30%) conforme convencdo — Rarta 236, da Secretaria de Inspecéo de
Produtos de Origem animal (SIPA) (MANDELLA-OLVEIRA005). A aplicagéo do teste de
Tukey mostrou que houve diferenca estatistica extramostras adquiridas no comércio, sendo
as amostras A3 e B3 semelhantes entre si, comeddarestatistica entre as demais, e D3
apresentando diferenca entre todas as outras anaésses resutados foram semelhantes ao
apresentado por Buzi et al (2009), onde analisasdmarcas comerciais por eletroforese, foi
observada adicao de leite bovino em queijos caraatltbs como 100% bubalino em 22% das
amostras analisadas.

5.3 Teste Qualitativo

A analise de ELISA apresenta como determinacddalnic teste qualitativo, onde
alteracdoes de cores representam resultados pasiivanegativos na amostras testadas. Neste
contexto, as amostras adquiridas no comércio staefanexo D) e as amostras de referéncia
foram analisadas conforme tonalidade aparentejdsegda leitura na absorvancia de 450 nm em
espectrofotébmetro.

Na figura 18, as tonalidades de azul, mais escdemspnstravam as variagcdes nos valores
de caseina bovina, como demosntrado por suas tesgebsorvancias.

Figura 18: Teste qualitativo ELISA amostras de referéncia

A figura 19, representa as alteracdes na tonaljdaderresponde as diferentes respostas
observadas para as diversas quantidades de cassigaeijos.
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Figura 19: Diferentes tonalidades observadas nos queijosfeineia pelo teste qualitativo
ELISA
Em relacdo ao teste qualitativo, Fuijii et al (200d)izando ELISA competitivo indireto
para deteccdo de micotoxinas, afirmaram o potemzEatécnica imunoldgica, principalmente,
pela facilidade na operacao e na utilizacdo nacprée “campo” jA que o teste qualitativo, uma
vez padronizado, compensa 0 custo inicial pelagatie em uma triagem rapida. Ono et al
(2004) relataram que consideram desvantagem o temepessario para completar o teste,
aproximadamente duas horas. Porém o teste qualitatide ser observado em uma hora.
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Figura 20: Embalagens de amostras adquiridas no comércio

Em relacédo aos valores de queijos bubalinos addide com adicdo de leite de bovino
acima de 30% na mistura, diversas reportagensamelat situacdo da “pirataria” no mercado
varejista. A revista Dinheiro Rural, de 11 de jurd®2008 apresenta reportagem com titulo “A
mussarela contra — ataca” mencionando que ha ncadwigueijos com 80% de leite de vaca
sendo vendidos commozzarellade bafala. Outra reportagem, apresentada nonliBe de 5 de
maio de 2008, com titulo “Associacdo intensificdia@em leite de bufalo” anuncia que a
Associacdo Brasileira dos Criadores de Bufalos (BB@tensificou a campanha do Selo de
Pureza 100% bufalo até o fim de 2008 promovendesagle conscientizagcdo do publico e
formadores de opinido na tentativa de protegemswaidor da falta de informacgao que os leva a
consumir produtos adulterados com até 75% dedeiteaca. O jornal Estado de S&o Paulo, de 30
de abril de 2008, apresenta como reportagem de, capa titulo “Pureza garantida”, uma
discussao sobre a bubalinocultura no pais, afirmauoe constataram a presenca de queijos com
até 70% de leite de vaca sendo vendido como ghebalino, e que para o consumidor € dificil
detectar, pois alguns produtores misturam prodotasqueadores para branquear o queijo. E o
gue favorece a adulteracdo € o fato dos produtssirados custarem mais caro quaazzarella
bovina e mais barato que os queijos fabricados 1adfo leite bubalino.O mesmo foi observado
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por este estudo. As amostras adquiridas no comémiesentando 100% leite bubalino eram
vendidas com valores de R$ 29,96 a R$ 32,49 o,qentocomparacao ao valor de R$ 20,00 dos
produtos com mistura dos diferentes leites. Owpontagem, no jornal Folha de Sao Paulo, de
23 de agosto de 2007, com titulo “Mussarela delbaMussarela de bufala com leite bovino”
menciona a dificuldade dos consumidores em diféserms produtos nas gondolas da secéo de
laticinios, pois os produtos misturados sdo enadof lado a lado com os produtos 100%
bubalinos, acondicionados em embalagens idéntoces, mesma cor e formato, com inscrigcdo
“mozzarell& sem especificar a espécie de origem. No textorimém que na Italia é proibido o
uso do nome Mozzarelld em produtos que néo forem elaborados apenas eenbubalino, o
gue nao € observado em nosso pais, como podesavatio na Portariz@366 do MAPA. Em
estudo de Yoshizawa et al (2003) observou-se 1894 fos rotulos continham informacdes que
poderiam induzir o consumidor ao erro, em relacd®D& rr 259 da ANVISA. Marins et al
(2008) constaram que 24% dos consumidores no mpumicie Niteréi ndo confiavam no
conteudo dos rétulos por acreditarem que as infodesmeram manipuladas, e segundo Crepaldi
(2006), 82% dos consumidores adquiriam produtogddeao visual que este apresentava. Esses
estudos confirmam que o incentivo e a conscierizalps consumidores quanto a leitura dos
rotulos deve ser desenvolvida.

5.4 Recomendacbes

O teste ELISA indireto utilizando Kit Casein Assagresentou resultados satisfatorios
com respeito a determinacdo da autenticidade deades de leite de bufala, porém algumas
observacdes sdo necessarias quanto ao seu manejo:

» O Kit apresentou necessidade de preparo das amastsaamostras, sendo necessario o
emprego de centrifuga, e homogeneizadshaker

* As quantidades de amostras necessarias para ¢dalida teste eram pequenas, porém
isso representava uma dificuldade na etapa dededm espectrofotometro, onde foi
imperativo o emprego de cubeta com volumes abasxtnil;

Em relac&o aos produtos vendidos no comércio s&agjia cidade do Rio de Janeiro:

» O ato de avaliar os rotulos dos produtos adquinabosomeércio deve ser estimulado entre
0S consumidores, para que estes possam aprimof@oa@sso de compra nao sO
baseando-se no prec¢o atrativo, mas também evilasdb seus direitos e garantindo boa
gualidade nutricional,

* Os produtos comerciais deveriam ser apresentadasnomenclatura ou apresentagao
diferenciada evitando confundir o consumidor.
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6 CONCLUSAO

O teste imunoldgico ELISA, desde que feito conteteprévios com amostras conhecidas,
apresentou-se como instrumento para de uso nocotoilie adulteracdo em derivados do leite de
bdfala, conforme apresentado nos resultados estasisAtravés deste meétodo foi possivel a
utilizacdo da caseina bovina como determinantealelés em derivados de leite bubalino. Com
seu auxilio foi possivel observar que alguns gseijozzarelleoferecidos no varejo da cidade do
Rio de Janeiro apresentavam adulteracéo e naoroudémle dos rotulos, por ndo especificar em
proporgcdo a mistura de leite das espécies bovimabealina, contribuindo no combate a fraude
monetaria sobre os consumidores.
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ANEXO A: Planilha de Avaliacao de Linearidade deveuanalitica — Leite em p6

Ministério da Salde

FUNDAGCAO OSWALDO CRUZ

| Instituto Macional de Controle de Qualidade em Sadde INCQS
AVALIAGAD DE LINEARIDADE DE CURNA ANALITICA
Dados da Curva Analitica
Analige: Leite erm pd
Data de Confecgdo da Curva: 21/05,2002 Curea N* 1
Replicatas por Nivel (k): 1 N® de Niveis [n): 7
Equipamento: Responsavel: Sabrina Dias
Tabela de dados originais
Nivel . Conc. Resposta | Avaliacio de Valores Extremos
(k) ! mgiL Abs {Teste de Jack-Knife para avaliacéo de valores extremaos)
; g; ?ggg gigg Oz ;Iadus da tabela marcados em vermelho faram avaliados e retirados do
- - conjunto de dados por se tratarem de valores extrernos (outliers). Estes
= 5 /D e dados ndo serdo considerados na avaliagdo das premissas
4 04 3.000 0.517 )
& 05 4.000 0.522
& 0g 5.000 0.550 Curva Analitica Final
7 a7 5.000 0.572 07
06 4
05 %
@ 041
203
0.z
0.1 4 Intervalo de Confianga
1] T T T T T T T
1] 1 2 3 4 3 G 7 g
Concentragio (mg/L)
Grafico de Residuos
0.03
[ e
oo - @
B . (1] PEEEEEa e Rk e aal il
Mormalidade dos Residuos 001 4 o
(Teste de Ryan-Joiner) B e e e S S S 3 S S S S e S
_Req [ 0 o i 1 2 3 4 5 6 7
IR (= 0,0 | il Concentragio (mg/lL)

Autocorrelacao dos Residuos
(Teste de Durhin-Watson)

Estatisticas da Regressio Linear (Modelo: Y = a + hX)

d (calculado) 1.55 Coeficiente Angular (b)) 2 40E-02 Coeficiente Linear (a): 4.31E-0
dL (Lirnite Inferior) o= 0,05 074 r 0.2572 R? 0.9745
dU (Limite Superior) = 0,05 1.36 M 7 Graus de Liberdade =]

Homoegeneidade da Variancia dos Residuos
(Teste de Brown-Farsythe)

Limites de Deteccao e Quantificacio (LD e LQ)
[ Limite de Deteccdo [ 1.18E+00 [ Lirite de Quantificagéo | 3.31E+00 |

Yaridncia Combinada 5. 45E-05
t, calculado 1.01E+00 ANOVA da Regressio e Teste de Desvio de Linearidade (Falta de Ajuste)
trabelado (= 0,05) 2.57E-HID fonte G.L. sQ Mo F P
p 3.61E-01 regqressio 1 145602 | 1.45E-02 | 1.91E+12 | 3.56E-05
residuos 5 3.80E-04 | 7.E8BE-D5
Resumo da Avaliagio Aluste 4 J.80E-04 | 9.48E-05 #DIvial #DOIW/O!
Homogeneidade de varidncia SO puro 1 0.00E+00 | D.ODE+HID
Ha Homocedasticidade p= 008 total 5] 1.49E-02

Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade

A regressan @ significativa p = 0,007
#OWA #HONAO!

Observacies

Autocorrelacdo dos Residuos (= 0,05)

Mo hd autocorrelagio o= dl

Teste de Normalidade (o= 0,05)

Segue a Mormal Feg = Rerit
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ANEXO B: Planilha de Avaliacdo de Linearidade devauanalitica — Queijo de Vaca

l-.‘.” Ministério da Salde

[T} FUNDACAO 0OSWALDO CRUZ
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L | Instituto Macional de Controle de Qualidade em Satde
AVALIACAD DE LINEARIDADE DE CURYA ANALITICA,
Dados da Curva Analitica
Analise: Clueijo de vaca
Data de Confecgédo da Curva: 21/05/2009 Curva N® 2
Replicatas por Mivel (k): 1 N de Miveis (n): 7
Edquiparnento: Responsavel: Sabrina Diag
Tabela de dados originais
Nivel i Conc. Resposta | Avaliagio de Valores Extremos
(k) mglL Abs (Teste de Jack-Knife para avaliagdo de valores exrernos)
; g; ?ggg gié? Oz dados da tabela marcados em vermelho foram avaliados e retirados do
: : conjunto de dados por se tratarem de valores extremos (outliers). Estes
E 5 2 e dados ndo serdo considerados na avaliagdo das premissas
1 04 3.000 0&11 5 i '
& 05 4.000 0.573
5 i S o Curva Analitica Final
7 07 5.000 0.638 1
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08 4
]
< 04 %
0.2 4
1] T T T T T T T
1] 1 2 3 4 a3 G 7 g
Concentragio (mg/L)
Grafico de Residuas
0.06
004 {  TTTTTTTmTTTmmmmmmmsmmooomsossmsssssooosooooooos
002 4 o @
. . D""O’""""""o' """""""" R E TP
Normalidade dos Residuos 00z 4 o @
{Teste de Ryan-Joiner) S S S 1S S S S S S S S S
REq | 0.97 e Ju] 1 2 3 4 5 51 7
Rerit (= 0,05) | 0.80 Concentragio (mgil)
Autocorrelagao dos Residuos
(Teste de Durhin-Watsaon) Estatisticas da Regressio Linear (Modelo: ¥ = a + bX)
d (calculadao) 2.38 Coeficiente Angular (k)| 4.15E-02 Coeficiente Linear (2): | 4.04E-01
dL (Limite Inferior) e = 0,05 0.74 i 0.9528 Re 0.96558
dU {Limite Superior) =005 1.36 N 7 Graus de Liberdade 5

Homogeneidade da Variancia dos Residuos
(Teste de Brown-Farsythe)

Limites de Deteccio e Quantificagio (LD e LO)

Limite de Deteccdn | 1.34E+00 [ Limite de Quantificacdo | 3.84E+00 |

Waridncia Combinada 2.90E-04
tL calculado -3.24E-01 ANOVA da Regressao e Teste de Desvio de Linearidade (Falta de Ajuste)
tabelado (2= 0,05) 2.57E+0 fonte G.L. 5Q MaQ F P
B 7.58E-01 regressdo 1 433602 | 4.33E02 | 1.41EH02 | 7 42E-D5
residuos 5 1.53E-03 | 3.07E-04
Resumo da Avaliagio Aluste 4 1.53E-03 | 3.83E-04 #DIWAI #IW0I
Homogeneidade de varidncia ero puro 1 0.00E+J0 | 0.00EHIO
Hé Homocedasticidade p= 008 total B 4 A9E-02

Regressdo e Teste de Desvio de Linearidade

A regressdo é significativa p < 0,007
#DIWA0! #OMY0!

Observacies

Autocorrelagdo dos Residuos (m=0,05)

MN&o hd autocorrelagdo o =l

Teste de Mormalidade (== 0,05)

Segue a MNormal

Req = Aot
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ANEXO C: Planilha de Avaliacéo de Linearidade devauanalitica —Percentuais de Queijos em
relacdo a caseina bovina.

Ministétio da Sril'ude
FUNDACAO OSWALDO CRUZ

. | Instituto Macional de Controle de Qualidade em Salde INCQE

AVALIACAD DE LINEARIDADE DE CURWA ANALITICA

Dados da Curva Analitica

Analise: CQueijos percentuais
Data de Confecgdo da Curva: Curva N® 5]
Replicatas por Nivel (k): 3 MN* de Miveis (n): 5
Equipamento: Responsavel:
Tabela de dados originais
Nivel . Conc. Resposta Avaliagao de Valores Extremos
(k) ! % Abs {Teste de Jack-Knife para avaliagdo de valores exremas)
! g; gggg Os !:Iados da tabela marcados em vermelha foram avaliados e retirados do
0 ] conJuntoNde daflos por se tratarem de \.raloﬂres extremo.s {outliers). Estes
5 od o T dados no serfo considerados na avaliagio das premissas.
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L Curva Analitica Final
3 07 al 0.451 1
03 a0 0.451 e
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Grafico de Residuos
Normalidade dos Residuos
(Teste de Ryan-Jainer) i
Reg [ 0% | -20 > i 20 40 50 &0 100 120
Rerit (= 0,05) | 0.93 | Concentragio (%)
Autocorrelagao dos Residuos
(Teste de Durhin-Watsaon) Estatisticas da Regressao Linear (Modelo: Y = a + bX)
d (calculado) 1.38 Coeficiente Angular (b):] 3.35E-05 | Coeficiente Linear (a): | 3.24E-01
dL (Limite Inferiof) =005 1.01 r 0.9844 R? 0.9691
dU (Limite Superior) & = 0,05 1.34 M 13 Graus de Liberdade 1
Homogeneidade da Variancia dos Residuos Limites de Deteccio e Quantificagio (LD e LQ)
(Teste de Brown-Forsythe) [ Limite de Deteccdo | 1.64E+01 [ Limite de Quantificacio | 4.82E+01 |
“aridncia Combinada 6. 47E-04
tL calculado -6.58E-01 ANOVA da Regressao e Teste de Desvio de Linearidade (Falta de Ajuste)
tabelade (0= 0,05) 2Z20E+I0 fonte G.L. 5Q MQ F P
B 5.24E-01 reqressdo 1 1.76E-01 1.76E-01 | 3.45E+02 | 1.15E-02
residuos 11 561E-03 | 510E-04
Resumo da Avaliagdo Ajuste 4 512E03 | 1.28E-03 | 1.85E+01 | 8.01E-04
Homogeneidade de varidncia erro furo 7 4.85E-04 | B.93E-05
Ha Homocedasticidade p= 005 total 12 1.82E-01
Regressdo e Teste de Desvio de Linearidade
A regressdo é significativa g 0007 Observacies
Ha desvio de linearidade p= 008
Autocorrelagdo dos Residuos (o= 0,058)
Mdo ha autocorrelagdo d = dl
Teste de Normalidade (¢= 0,05)
Segue a Mormal Feg = Aot
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ANEXO D: Teste qualitative correspondendo com absorvineia a 450 nm,

Marca

A3

B3

&3

D3

El

Fl

Gl

Figura

Absorvancia a 450 nmn

0.553

0.573

0.372

0.665

0.366

0.326

0.3359
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Anexo D.(continuacao)

Marca Absorvancia a 450 nm
HI 0387
11 0324
11 0.351
K2 0.330
5 0333
01 0360

a7



