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RESUMO

A pesquisa realizada no laboratério de genética da Escola de Veterindria da UFMG teve como
objetivos a avaliacdo de técnicas e a implementacdo de procedimentos laboratoriais que
permitissem certificar a autenticidade de produtos oriundos de bufalos (Bubalus bubalis), bem
como a detec¢do de adicdo ndo declarada de material bovino, utilizando métodos de biologia
molecular. Por meio do teste de qui-quadrado, foi possivel comparar diferentes formas de
extracdo de DNA de produtos alimenticios, além de testar a efetividade da técnica de PCR-
RFLP (reacdo em cadeia da polimerase - polimorfismo do comprimento do fragmento de
restricao). Os resultados mostraram que a técnica pode ser estendida para outras espécies, sendo
vidvel para aplicacdo na rotina laboratorial e para inspe¢do da autenticidade de alimentos de
origem animal

ABSTRACT

The research conducted at the UFMG genetics laboratory seeks the implementation of product
authenticity test originating from buffalo (Bubalus bubalis) and addition detection not-declared
of bovine material based on molecular biology. For the performance of this study, it was used
the chi-square statistical test comparing different forms of DNA extraction from food products,
in addition to testing the effectiveness of PCR-RFLP technique (polymerase chain reaction -
restriction fragment length polymorphism), which presents very high specificity and good
sensibility. This technique can also be extended for other species and it is viable for application
in the laboratorial routine and it is indicated for inspection of the authenticity of animal foods
origin.

A técnica da PCR (polymerase chain
reaction ou reacdo em cadeia da polimerase)
oferece a detectar

INTRODUCAO GERAL

A qualidade dos produtos alimenticios inclui
a autenticidade do alimento, sendo um
importante conceito para os consumidores
modernos, resultando em crescente pressao
nas politicas governamentais e diferentes
niveis de protecdo da cadeia de produgdo de
alimentos. Por exemplo, inspetores de
alimentos verificam a exatiddo dos rétulos
dos produtos alimenticios por razdes
econdmicas (a substituicdo fraudulenta de
produtos mais caros por produtos mais
baratos), religiosas ou de satide. Para a
deteccdo de ingredientes animais nos
alimentos e a identificacdo de sua origem
(espécie), sdo necessdrias ferramentas
adequadas para esta andlise (Verkaar et al,
2002; Lopez-Andreo et al, 2005).

possibilidade de
ingredientes animais em alimentos e
identificar de que espécies sdo derivados
(Partis et al, 2000). Este método nao é eficaz
apenas em carne crua, mas também em
produtos fermentados, cozidos ou
autoclavados (Gouli et al, 1999).

Em relacdo a carne de biufalos, este é um
mercado crescente no Brasil e ja
consolidado em vdrias partes do mundo. A
taxa de crescimento do rebanho bubalino no
pais é bem superior a do rebanho bovino. As
qualidades nutricional e sensorial da carne
bubalina € considerada por alguns autores
superior a bovina (Lira et al, 2003;
Rodrigues e Andrade, 2004; Merle et al,
2004), sendo que ambas apresentam um



rendimento de carcaga semelhante (Oliveira,
2005). Uma alternativa para se otimizar o
rendimento de carcaca é a producdo de
derivados elaborados a partir de carne
mecanicamente separada, como 0
hamburguer. Contudo, a garantia ao
consumidor de que o produto € realmente
derivado exclusivamente de carne bubalina,
s6 serd possivel com a certificagdo do
produto por meio de um selo de garantia
(Documento de Origem Comprovada),
obtido apds andlise laboratorial acurada (O
bifalo, 1991; Jorge, 2001; Oliveira, 2005).
Atualmente, a Itdlia, dentro do programa de
valorizacdo da espécie bubalina, trabalha na
identificacdo de marcadores moleculares
para comprovagdo de autenticidade de
produtos carneos derivados de biifalos
(Paleari et al, 1997; Chianese, 2007), que
receberam um selo IGP (Indicagdo
Geogrifica Protegida).

A mozzarella de bufalo é um tipico queijo
Italiano dotado da certificacio de PDO
(produto com denominagdo de origem)
européia com a designacdo 'Mozzarella
Bifala Campana' (Comissdo Regulamento
1107/96/EC). Vislumbrando uma expansdo
para o mercado internacional e inspirado
pelo governo italiano, o Brasil instituiu o
“Selo de Pureza” para produtos lacteos
derivados de bufala. Conforme o “Art. 1° do
regulamento, fica instituido, no &mbito da
Associacdo Brasileira de Criadores de
Bifalos, (ABCB) o “Selo de Pureza” (Selo),
cuja utilizacdo serd regida por este
regulamento, sendo exclusiva dos
respectivos associados, mediante assinatura
e registro do ‘Termo de Autorizacdo e
Compromisso’” (anexo 4). Para ter o “Selo
de Pureza” na embalagem, o produtor deve
documentar na garantia de fabricacdo a
utilizacdo apenas do leite de biifala, e o
produto deve passar por testes (Selo de...,
2004), atualmente realizados apenas pelo
Departamento de Fisica e Biofisica do
Instituto de Biociéncias da UNESP Botucatu,
onde se aplica a técnica de eletroforese.

O objetivo deste trabalho foi verificar a
sensibilidade, especificidade e aplicabilidade
de técnicas de biologia molecular em rotina
laboratorial, para identificagdo espécie-
especifica de  produtos  alimenticios
produzidos a partir de bovideos, como
ferramenta auxiliar para a inspecdo de
produtos de origem animal.
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Capitulo 1

REVISAO DE LITERATURA: O
AGRONEGOCIO DE CARNE E DE
LEITE DE BUFALOS NO BRASIL

Introducao

Os bufalos (Bubalus bubalis) tiveram sua
origem na Asia e provavelmente foram
domesticados no quarto milénio aC.
Atualmente sdo reconhecidas, dezoito ragas
de bifalos no mundo. No Brasil, apenas
quatro racas sdo exploradas: Murrah,
Jafarabadi, Mediterraneo e Carabao. Os
primeiros exemplares foram introduzidos
oficialmente através da ilha de Marajé em
1895, dando inicio a formagdo do rebanho
brasileiro. O bifalo encontra-se no pais ha
pouco mais de cem anos, iniciando uma
caminhada em um terreno onde o bovino ja
estd estabelecido hd quinhentos anos. Sua
propor¢do, devido a este fato, é ainda
pequena nas propriedades agropastoris do
pais. De maneira geral, a demanda por
produtos derivados do leite e da carne do
biifalo é crescente e a producdo atual nao
atende ao mercado interno o que favorece
investimentos no setor.

Situacao Mundial

O bufalo, também chamado de bufalo de
dgua (water buffalo) e bufalo de rio (river
buffalo), atualmente é criado nos cinco
continentes, propiciando, em todos eles,
importante subsidio as populacdes ai
existentes.

Nas regides mais pobres, tais como Asia e
Africa, eles prestam-se as mais diversas
fungdes, proporcionando-lhes, além de
alimentos, trabalho, tragao de veiculos e de
implementos para o cultivo do solo.

11



Colaboram na dieta alimentar fornecendo
leite e carne, bem como couro, chifres e
outros subprodutos, os quais se destinam ao
vestudrio, calcado, adornos e indmeras
outras utilidades. Nesses locais, onde os
recursos sao escassos, o bufalo € criado sob
condi¢des 4dridas e com pouca alimentagdo
(Federacite et al., 1994; Marcantonio, 1998;
Jorge, 2001; FAO, 2005).

Na Oceania a situacdo ¢é semelhante a
existente na Asia. Em alguns locais o biifalo
¢ criado extensivamente e em estado semi-
selvagem, como na Austrdlia. Nesse pafs, os
animais sdo usados para a producdo de carne
e sua exploragdo € feita em condicdes
precdrias, mas praticamente sem custo
(Federacite et al, 1994).

No Continente Europeu, a criacdo da espécie
oferece contornos completamente diversos
dos até entdo citados. Nessa regido lhes sdo
destinadas dreas de dificil aproveitamento,
onde se procura rusticidade e adaptabilidade.
Sua produgdo, no entanto, é conseguida com
elevada tecnologia e a obtenc@o de produtos
de alta qualidade destina-se as populacdes
de elevado poder aquisitivo. O leite e seus
derivados, dentre os quais se destaca a
mozzarella, constituem-se em produtos de
maior destaque e predilecdo. Nos paises
desse continente, onde a Itdlia representa
papel relevante, a carne ndo se mostra com
importincia maior, e geralmente provém de
bezerros de criatérios para produgdo de leite
(Federacite et al, 1994; FAO, 2005;
Chianese, 2007). Entretanto atualmente, a
carne de bufalo e seus derivados fazem parte
do projeto de valorizacdo da espécie
promovido pelo governo italiano.

Nas Américas, os bubalinos tiveram
implantacdo mais recente e no século atual
tem se desenvolvido com muita rapidez. A
carne  mostra-se  importante e  suas
qualidades sdo destacadas. O leite também
tem tido crescente exploragdo, com €nfase
aos subprodutos cujas qualidades s@o
universalmente reconhecidas. Dessa forma,

paises como Venezuela, Peru, Argentina,
Equador, Trinidad e Tobago e Estados
Unidos tem atualmente  exploragdes
présperas, contudo muito novas. O Brasil,
com uma atividade criatéria mais antiga, ja
tem uma situacdo bastante sélida, e comeca
a exportar tecnologia e material genético
desta espécie (Federacite et al, 1994
Marcantonio, 1998; Jorge, 2001; FAO,
2005).

Situacao no Brasil

A espécie bubalina cresceu de maneira
relevante no Brasil no século XX, evoluindo
de alguns animais que entraram no pafs por
volta de 1870, para os atuais 1.140.000
(IBGE, 2008). Este rebanho esta crescendo
em diversas regides aonde as circunstancias
vinham antes dificultando a producgdo da
pecudria bovina.

A regido Norte, com 705.000 animais (IBGE,
2008), de clima quente e umido, onde essa
espécie tem sido uma opcdo de exploragdo
pecudria, abriga atualmente o maior rebanho
de bufalos em nosso pafs. A regido Nordeste,
com 110.000 animais, ji apresenta uma
situagdo diversa. A regido apresenta
temperaturas altas, baixa umidade e ¢&
predominantemente seca. Do calor e da seca
resultam graves restri¢des ao
desenvolvimento da vegetacdo, fato que gera
pobreza de pastagens e caréncia alimentar de
grandes proporcdes. O bufalo cresce
baseado nessas dificuldades, colocando-se
como alternativa para a producao animal que
pretende se estabelecer nessa regido
(Federacite et al, 1994).

As regides Centro-Oeste, com 65.000, e a
Sudeste com 110.000 sdo as mais ricas e
férteis do pais, onde prosperam as ragas
zebuinas,  algumas  racas  européias
especializadas, além de seus cruzamentos, os
quais se desenvolvem nas diversas dreas
dependendo das condi¢des e da capacidade
de adaptacdo de cada uma delas (Federacite
et al, 1994; IBGE, 2008).
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A regido Sul, com 150.000 bufalos, tem sido
o local onde a pecudria bovina de corte é
mais conhecida e expressiva. No entanto, é
ai que rebanho bubalino mais cresce, apesar
de muitos criarem o bovino, que nesse
ambiente apresenta algumas limitacdes ao
seu crescimento. O budfalo, mais rustico,
chega a produzir até o dobro do bovino em
situacOes idénticas nestas pastagens. Isso
pode ser explicado, tendo em vista sua
origem, em ambientes adversos no médio e
extremo oriente. (Federacite et al, 1994;
IBGE, 2008).

Devido a sua boa adaptabilidade, em geral o
bufalo apresenta boa fecundidade, as fémeas
bubalinas t€m a caracteristica de concen-
trarem os cios numa época bem restrita do
ano, isto é, naquela que lhes € mais
favordvel. Suspeita-se que a estacionalidade
reprodutiva das bufalas € devida a uma
queda na atividade reprodutiva decorrente da
alta temperatura ambiente ou ao bindmio
temperatura-umidade  dos  trépicos e
subtrépicos, durante os meses de verdo. As
coberturas se concentram nos meses de abril
a junho, os nascimentos nos meses de
fevereiro a abril e, conseqiientemente, a
desmama € feita no inicio do ciclo de boas
pastagens, favorecendo o crescimento dos
animais até aos 12 meses de idade e pre-
parando-os para enfrentar o estresse das
secas (O bufalo, 1991; Federacite, 1994).

O crescimento € outro fator fundamental
para a produgdo de carne. O bufalo € rustico,
e cresce bem mesmo em regides com
situagdes adversas.

Comércio Internacional

O potencial de comercializacdio para
produtos origindrios do bufalo mostra-se
muito promissor. A demanda de produtos
lacteos, tais como a mozzarella, evidenciam

alta tanto na Italia como nos Estados Unidos.

O primeiro, apesar de ter alta produgido, tem
potencial no mercado bem maior do que
aquele que atualmente abastece com sua

producdo nacional, sendo por isso possivel
consumidora desses produtos, caso eles
venham a ser disponiveis no mercado
internacional. Os Estados Unidos atualmente
ndo apresentam producdo prépria, mas sdao
consumidores, importando da Venezuela.
Seu potencial de consumo, no entanto, é
bem maior que o atual. Outros paises como
o Brasil consomem internamente sua
producdo tendo, contudo, um mercado
interno ainda pouco explorado e, portanto,
bastante amplo antes que existam excedentes
exportaveis. Grande nimero de paises onde
estes produtos sdo pouco conhecidos podem
ainda criar mercados potenciais a serem
explorados (O budfalo, 1991; Federacite,
1994; FAO, 2005).

A carne por sua vez ¢ intensamente
aproveitada no continente americano,
ocorrendo também producdo na Austrilia e
consumo na Europa, onde destacam-se
qualidades como maciez, sabor, valor
nutricional e baixo indice de colesterol. Nos
mercados, tanto brasileiro como americano,
sempre que esta é oferecida com boa
apresentacdo e énfase para suas qualidades,
€ bem aceita pelos consumidores. A carne de
bufalo australiano é exportada para a Europa,
que ndo tem conseguido suprir a demanda
existente (O bufalo, 1991; Federacite, 1994).

Além do leite e da carne e seus respectivos
derivados, 0 couro, trabalhado
adequadamente, ¢ muito apreciado pela sua
plasticidade para a confec¢do de certos tipos
de calcados e de méveis (O bufalo, 1991;
Federacite, 1994).

O leite de bufala

A produgdo de leite de bufala gira em torno
de 10,5% de todo o leite produzido no
mundo. Desse montante, 92,12% sio
produzidos na India, China e Paquistio, que
possuem  aproximadamente 78%  da
populacdo mundial de bufalos. O continente
asidtico é responsdvel por 96% da produgdo
mundial de leite de bifala, com destaque
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para a India, onde 55% do leite produzido
sdo de bufala (Silva er al., 2003).

O leite de bifala € cerca de 40-50% mais
produtivo na elaboragdo de derivados
(queijos, iogurte, doce de leite, etc.) que o
leite bovino (Tab. 1). Por conter um teor de
gordura maior, sio necessdrios apenas 14
litros de leite de biifala para produzir 1 kg de
manteiga, ao passo que para obter a mesma
quantidade de manteiga com leite de vaca
bovina, sdo necessarios mais de 20 litros. Da
mesma forma, com apenas 5,0 litros de leite
de bufala pode-se obter 1 kg de queijo
Mozzarela de alta qualidade (Silva et al.,
2003). A FAO (2004) reconheceu a
importincia do leite da bufala devido a
superioridade da composi¢cdo quimica em
relacdo ao de vaca.

Tabela 1. Rendimento industrial de leite de bidfala e
vaca.

Derivado Volume de
leite/quilo de Rendimento
produto comparado
Bufala Vaca Biifala/Vaca
(%)
Togurte 1,20 2,0 40
Mozzarella 5,50 8,0-10,0 39
Provolone 7,43 8,0-10,0 20
Queijo Maraj6 6,00 10,0-12,0 41
Doce de leite 2,56 3,5 29

Fonte: Adaptado de Silva et al., 2003.

Caracteristicas marcantes do leite de bufala
sd0: a sua coloragdo totalmente branca,
devido a auséncia total de pigmentos
carotendides, o que também confere
coloracdo branca a manteiga e ao queijo
produzidos, e o sabor levemente adocicado.
(Benevides, 1998; Bernardi et al, 2000;
Mozzarela ..., 2004).

Fisico-quimicamente, a composic¢ao do leite
de bufala apresenta caracteristicas proprias,
que variam conforme o periodo da lactagdo,
a raca e a alimentagdo, entre outros fatores.
Mas, como linha geral, apresenta densidade
entre 1,025 a 1,047 g/ml; pH entre 6,41 e 6,
47; acidez entre 14 a 20 °D (que se deve ao
elevado teor de proteinas, em especial a

caseina); crioscopia entre — 0,531 e -
0,548 °C; solidos totais em torno de 15,64 —
17,95%, gordura variando entre 5.4 e 8%;
proteina entre 3,6 e 5,26%; minerais entre
0,79 e 0,83 % (sendo até 25% deste o
conteddo de célcio), segundo Furtado (1980),
Kosikowski (1979), e Cunha Neto (2003).
Amaral (2005), em estudo realizado na
regido do Alto Sdo Francisco - Minas Gerais
encontrou valores semelhantes (17,21% para
solidos totais, 6,85% para gordura, 4,19%
para proteinas e 4,93% para lactose) que
confirmam os dados anteriores. Relatou,
ainda, a contagem de células somadticas nos
rebanhos da regido, que apresenta média de
24000 células/ml.

Microbiologicamente, a qualidade do leite
de bufala estd intimamente relacionada aos
habitos do animal e ao manejo de ordenha.
Um fator de relevancia é o comportamento
do animal de imergir em colecdes de dgua a
procura de conforto térmico. Tal habito
dificulta a higieniza¢do do tbere da bufala.
Cunha Neto (2003) cita a presenga de
microorganismos meso6filos no leite de
bufala in natura, de acordo com a estagao do
ano, encontrando valores entre 1,3 x 103 a
5,0 x 10 * UFC/ml no inverno, e 1,5 x 10°a
3,2 x 10" UFC/ml no verdo. Uma alta
contagem microbioldgica, além apresentar
risco potencial para a satde publica, reduz a
vida 1til do leite, e resulta em perda na
qualidade dos produtos derivados deste.

Importancia da qualidade do leite na
producao do queijo de bifala

A qualidade da matéria prima é essencial
para a fabricacdo de um bom produto. Com
os queijos feitos com leite de bifala ndo é
diferente, pois um leite com baixas
contagens  microbioldgicas e  teores
adequados dos constituintes fisico-quimicos
garante caracteristicas sensoriais adequadas,
refletindo na maior aceitabilidade pelo
consumidor, boa durabilidade do produto e,
por fim, maior rendimento industrial.
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O leite com alta contagem microbioldgica
altera a coagulacio da massa e
conseqiientemente a textura do queijo. Essa
alteracdo na formacdo do queijo se reflete
diretamente no rendimento da producio, que
apresentard onerosa queda no rendimento. A
durabilidade e as caracteristicas
organolépticas (como o sabor) do queijo
também ficam prejudicados, fazendo com
que o consumidor ndo seja fiel ao produto
(Amante et al., 2001). Ainda segundo o
mesmo autor, a contagem total de bactérias
no leite destinado a fabricagdo de
Mozzarella deve estar entre 5,0x10° a
5,0x10° UFC/ml.

A contagem de células somdticas também
interfere no processamento do queijo, € pode
ser um bom indicativo da qualidade do leite.

Teramoccia (2001) verificou que a presenca
de até 2,0x10° células somdticas/ml no leite
de bufala ndo interfere no processo de
coagulagdo, e leites com mais de 4,0x10°
células somdticas/ml ndo coagulam bem.
Andlises de leite de bifala de diferentes
propriedades, realizadas no laboratdrio de
andlise da qualidade do leite da Escola de
Veterinaria da UFMG, demonstraram a
grande variacdo na qualidade microbioldgica
do leite em uma mesma época do ano
(Teixeira et al, 2005).

A variacdo na composic¢ao fisico-quimica e
microbioldgica do leite observada na Tab. 2
ocorre em func¢do de diferentes técnicas
nutricionais do rebanho e do manejo das
bufalas no momento da ordenha.

Tabela 2. Resultado da anélise da composicéo fisico-quimica e microbioldgica do leite de biifala oriunda de oito

propriedades diferentes em Junho de 2005

Amostra Gordura Proteina Lactose Sélidos Totais CCS (x 1.000) UFC (x 1.000)
1 6,20 3,82 5,03 15,97 185 138
2 6,42 3,74 4,97 16,01 76 138
3 5,83 3,58 5,06 15,37 85 816
4 5,94 3,77 5,02 15,65 16 1331
5 7,78 4,03 4,89 17,51 164 1480
6 5,79 34 5,1 15,71 343 1623
7 6,95 3,98 4,94 16,76 127 1946
8 7,9 3,6 4,76 16,95 73 4090

Fonte: Teixeira et al, 2005.

O leite destinado a fabricagdo de Mozzarella
deve ser pasteurizado, ndo s6 por exigéncia
legal, mas porque a teoria de que o processo
de filagem em d4gua quente equivaleria a
pasteurizacdo, é errdnea. Durante o processo
de filagem, bactérias, enzimas, etc., sdo
protegidas pela caseina e pelos glébulos de
gordura, sendo que estes dltimos possuem
uma notdavel capacidade de isolamento
térmico. H4 comprovacgdo cientifica de que
bactérias do género Coli, adicionadas no
momento da coalhada, sobreviveram bem ao
processo de filagem, no interior da massa.
Se o leite ndao é devidamente pasteurizado
antes da coagulacdo, a microbiota patégena
presente no leite tem tempo e temperatura

propicios para multiplicar-se. A temperatura
de pasteurizagio de 72 °C durante 15
segundos € ideal para este tipo de queijo
(Del Prato, 1998).

De acordo com o decreto-lei 54/97 (Legge...,
2005) que estabelece os padroes de
contagem bacteriana total (CBT) do leite
pasteurizado ou cru na Itidlia, desde
dezembro de 1999 a CBT deve ser no
méximo 5,0x10°/ml> para leite, produzido
em propriedades livres de brucelose e
tuberculose, que serd usado cru na produgao
de queijo, e de até 1,5x10°/ml” para leite que
serd pasteurizado antes de ser processado.
Assim como a lei 54/97, a Instrugdo
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Normativa 51 - IN 51(Instrugdo..., 2005)
estipula parametros de qualidade para o leite
no Brasil. A IN 51 determina que a
contagem bacteriana total (contagem padrdo
em placa — CPP) deve ser de 1,0x106, desde
julho de 2005, para as regides sul, sudeste e
centro-oeste. Para as regides norte e nordeste
este parametro entrou em vigor em 2007. A
IN 51 utilizard como valor de referéncia a
contagem de 1,0x10° UFC/ml para leite
individual e 3,0x10° UFC/ml para leite em
conjunto, a partir de 2011 para as regiodes sul,
sudeste e centro-oeste e 2012 para o norte e
nordeste. A contagem mixima de células
somdticas (CCS) permitida atualmente é de
1,0x10° CS/ml. O valor méximo de 4,0x10
CS/ml passard a vigorar em 2011 para as
regides sul, sudeste e centro-oeste e 2012
para as demais.

Os queijos de origem italiana: a
mozzarella e a ricotta

Dois dos principais queijos suaves € nao
maturados  origindrios da Itdlia sdo a
Mozzarella e a Ricotta. A Mozzarella é um tipo
de queijo tradicionalmente feito a partir de leite
bubalino integral, com alto teor de gordura, o
que lhe confere paladar delicado. E um tipo de
queijo fresco de massa filada, originario do sul
da Itidlia (regidio de Campana), perto de
Napoles, no século XVI. A regido da Campana
hoje possui o selo de origem da auténtica
Mozzarella.

A fabricagdo da Mozzarella é feita com a

adicao do fermento lactico, método tradicional

de fabricagdo, ou 4cidos  organicos,

metodologia recente, ao leite de bufala integral.

Posteriormente sdo realizadas as seguintes

etapas:

e adi¢cdo do coalho e apds a formacdo do
codgulo

e corte da massa em graos (3x3 cm)
drenagem do soro.

e filagem, massa com pH entre 5,2 e 54,
com 4gua a 85 °C.

e molde e salga (opcional) da massa em
solucdo a 2% de NaCl

A acidificacdo da massa € uma etapa muito
importante e deve ser cuidadosamente
controlada, pois a conversio da dicélcio-
paracaseina em  monocdlcio-paracaseina,
realizada pelo 4cido lactico durante a exposicao
a alta temperatura da 4gua, é que dard a
elasticidade adequada ao queijo. A Mozzarella
feita com leite de bifala que tenha, por
exemplo, 3% de gordura, apresentara cerca de
18% de gordura, 53,6% de umidade, 22,1% de
proteina total e 0,3% de lactose em sua
composicao (Kosikowski, 1979), ao passo que
a Mozzarella produzida com leite de bufala
integral apresenta umidade entre 55-60%; 23 a
27% de gordura e 19 a 20 % de proteina total
(Del Prato, 1998).

Pedacos, fatias, trancas, tiras e as tradicionais
bolas sdo as diferentes formas de
comercializacdo da Mozzarella. Ela pode ser
encontrada em liquido de conservacdo (que
contém sal e d4cido citrico), em embalagem
plastica a vicuo, ou com atmosfera modificada
(com nitrogénio e didéxido de carbono), sendo
que essas duas dltimas apresentacdes
aumentam a meia vida do produto
(Kosikowski, 1979).

A Ricotta € um queijo popular no sul da Itdlia e
pode ser feita de leite de varios mamiferos e
também de fragdes do leite. A forma mais
tradicional de fabricacdo € feita a partir da
acidificacdo do soro de queijo. Porém, com a
demanda do consumidor por um queijo mais
suave e cremoso, a Ricotta passou a ser
elaborada com adicdo de cerca de 10% leite
integral ou parcialmente desnatado, € ndo mais
somente de soro de queijo. Quando elaborada
exclusivamente com o soro de queijo a Ricotta
também é conhecida como ricottone. E um
queijo fresco, ndo curado, macio e geralmente
sem sal, de cor esbranquigada, textura fina e
sabor suave. Adicionalmente ao processo
tradicional pode-se defumar e condimentar a
Ricotta.

16



Seu processamento deve ser cuidadoso devido

a complexidade do processo de precipitagdo e

de sua massa fragil:

® aquecimento do soro de queijo a 70 °C

¢ adicdo de solugao acidificante (dcido latico
ou acético) até pH 6,0a 5,9

e aquecimento a 85 °C e retirada da fonte de
calor

e aguardar a flutuacdo dos codgulos de
proteinas e retird-los suavemente

A flutuacdo depende de se atingir o pH ou
acidez tituldvel ideal da massa. A Ricotta
produzida somente com soro de queijo pode
apresentar, em média, 0,5% de gordura, 82,5%
de umidade, 11,3% de proteinas totais e 1,5%
de lactose. Quando produzida com 3% de
gordura, a Ricotta pode apresentar-se com
12,7% de gordura, 72,2% de umidade, 11,2%
de proteinas totais e 3% de lactose
(Kosikowski, 1979).

Outros queijos

Outro queijo tradicionalmente feito com
leite de bufala é o saboroso Cheddar,
fabricado na India (Kosikowski, 1979). Na
Itdlia podemos encontrar o Caciocavallo,
que tem este nome por assemelhar-se ao

casco de cavalo, também feito com este leite.

Outro queijo mundialmente conhecido que
pode ser feito utilizando-se leite de bifala é
0 provolone, pois seu processamento seria
como uma continuacdo ao da Mozzarella,
quando, apds a salga, este queijo € maturado
por cerca de 50 dias (quando o teor de
gordura € alto) e defumado. Quando feito
com leite de bufala, o provolone demanda
mais tempo para sua maturacdo devido ao
maior teor de gordura, se comparado ao de
vaca. O provolone tem sabor picante e pode
ser encontrado em diversos formatos e
tamanhos. As atuais embalagens a vicuo
evitam o excessivo ressecamento de sua
superficie e aumentam a vida média deste
produto (Kosikowski, 1979, Silva et al.,
2003).

A maioria dos demais queijos que
conhecemos também pode ser produzida a
partir do leite de biifala, como queijo frescal
e requeijao (Yunes e Benedet, 2000). Estes
produtos apresentam muito boa
aceitabilidade e bom rendimento, o que pode
ser comprovado no mercado nacional,
inicialmente do norte do pais e mais
recentemente do sudeste. Encontramos até
mesmo queijos originalmente desenvolvidos
no Brasil utilizando-se o leite de bufala,
como o CPATU (desenvolvido pela
Embrapa), que é um queijo frescal, branco e
macio, e 0 queijo Marajoara, que € branco,
leve e cremoso (Silva et al., 2003). Porém
uma dificuldade que se encontra na industria,
para a utilizagdao do leite de bufala, é a
producdo de queijos maturados, devido ao
alto teor de gordura deste leite, necessitando
um tempo maior de maturagdo do produto,
ou padronizacdo da gordura (Kosikowski,
1979).

Outros lacteos

Outros derivados lacteos também podem ser
produzidos tendo como matéria-prima o leite
de bufala, como doce de leite e manteiga.
Este leite possibilita a formacao de texturas
mais firmes e cremosas, sem a necessidade
da utilizagd@o de espessantes como o leite em
p6, devido ao seu alto teor de gorduras,
proteinas e a elevada retencdo de 4gua
dessas dltimas. E o caso da fabricagdo, por
exemplo, de iogurtes e creme de leite
(Benevides, 1998; Cunha Neto, 2003).

Os produtos fabricados com leite de bifala
como matéria-prima, em especial os queijos,
apresentam Otima qualidade sensorial e
nutricional, devido ao seu maior teor de
célcio e vitamina A. O consumidor tem
procurado os produtos de leite de bufala
devido a sua maciez e paladar suave. Além
disso, os proprietdrios de laticinios t&m
oferecido um preco diferenciado pelo leite
da bufala, em funcdo do excelente
rendimento no seu processamento. O
mercado, tanto interno quanto externo,
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encontra-se em expansdo, € o Brasil
apresenta condicdes propicias para a criacdo
de bufalas leiteiras.

A carne de bifalo versus a carne bovina

Por muitos séculos, os bufalos foram criados
e mantidos para o trabalho e isso levou a
evolucdo dos animais para um maior
desenvolvimento muscular. A maior parte da
carne de bufalo foi, e ainda é procedente de
animais abatidos em emergéncia, ou no fim

de uma proficua e produtiva vida de trabalho.

Nessas condigdes a carne passa a ter
qualidade sensorial pobre, e muitas vezes
uma aparéncia pouco atrativa (O bufalo,
1991; Jorge, 2001; Oliveira, 2005) o que
limita a insercdo deste produto no mercado.
Para o sucesso da producdo da carne de
biufalo e de sua aceitacio no mercado
consumidor, se faz urgentes programas
modernos de producio, criacdo e engorda de
bufalos visando a colocar ao alcance do
publico uma carne de animal jovem e de
6timo aspecto (O biifalo, 1991).

Nao se pode mais ignorar a tendéncia
mundial em manter a sadde, procurando
consumir alimentos ricos em proteinas de
alto valor, com baixos teores de colesterol e
livres de residuos quimicos. Em trabalho
pioneiro, realizado nos Estados Unidos,
verifico-se que hd um grande mercado
emergente para a producdo do hamburguer
light (Oliveira, 2005). Por outro lado, o
répido crescimento das populacdes no
mundo incrementa a demanda alimentar
sendo premente que se procure alternativas
para a producdo de proteina de uma forma
mais racional e barata. Em 1990 a média de
consumo de carne era de 12 kg/pessoa/ano
na Africa sub-Saara, 18 kg/pessoa/ano na
Asia e 45 kg/pessoa por ano na América
Latina. Em comparacdo, a taxa de consumo
nos paises desenvolvidos ¢é de 76
kg/pessoa/ano. Pelo nimero de fatores que
afetam as estimativas para demanda per
capita de produtos carneos, o cendrio mostra
uma tendéncia de aumento no consumo

destes produtos na Africa e na Asia, tendo
perspectiva de atingir 30 kg/ pessoa em 2025.
Levando isso em consideracdo, a carne de
bifalo tem um forte potencial para o
incremento deste consumo (FAO 2005).

A produgdo de carne de bifalo tem alta
possibilidade de crescimento e um nivel
minimo de riscos advindos de pesticidas e
drogas veterindrias, devido a sua resisténcia
natural a diversos parasitas, quando
comparado com a produgdo de carne bovina
em paises desenvolvidos. A carne de bufalo
era inicialmente produzida na Asia. A
contribuicdio desta carne na produgdo
mundial de carne é de 1,3 %. A India produz
1,43 milhGes de toneladas de carne de bufalo
anualmente e contribui com 36 % do total da
producdo de carne. A demanda pela carne de
bifalo € alta, principalmente por seu
contetido de gordura abaixo de 2% e por ser
livre da Encefalopatia Espongiforme Bovina
(FAO, 2005).

O Brasil, sendo um pafs de dimensdes
continentais, oferece regides com as mais
diferentes condi¢des para a producdo de
animais para corte. O bifalo mostra seu
valor em dreas alagadas, a exemplo da ilha
de Marajd, onde sua criagdo se desenvolve
de maneira intensa e bem sucedida. Mas
também € criado no nordeste, sob clima
arido, no sudeste € no sul onde o clima
apresenta grandes variagdes (Jorge, 2001;
Oliveira, 2005).

Sdo caracteristicas inerentes ao bufalo:
longevidade, rusticidade, prolificidade,
precocidade e adaptabilidade. E necessério
entender que a espécie bubalina ndo veio
para ocupar o espago da bovina, ou
concorrer com o mesmo na produgdo de
carne. Veio, sim, como mais uma opg¢do de
aproveitamento de 4reas ndo favordveis ou
menos indicadas a produgcdo de bovinos
(Federacite, 1994).

Crescente ateng¢ao vem sendo direcionada ao
potencial de animais até agora pouco
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explorados para a producdo de carne. O
bifalo € uma espécie que se mostra
consideravelmente promissora. A populagdo
mundial de bufalos ja alcanca 1/9 da
populacdo bovina. Na bacia amazonica, eles
estdo aumentando numa taxa de 10% ao ano.
A qualidade sensorial da carne é semelhante
a do bovino, inclusive, pode ser preferida em
algumas dreas. Apresentando menos gordura,
a carne de bifalo estd de acordo com as
tendéncias atuais. O biifalo se desenvolve
bem nos trépicos imidos - uma drea extensa
na qual os bovinos sofrem muito (Lawrie,
2005; FAO, 2005).

Em relacdo aos bufalos, a qualidade e a
quantidade de carne dependem de alguns
fatores, sendo os mais importantes a espécie,
o cruzamento, idade, alimentacdo, sistema
de manejo e condicdes de melhoramento
genético (FAO, 2005; Lawrie, 2005).

Os musculos bubalinos apresentam menor
teor de gordura intramuscular (1,47 a

2,59%) do que a encontrada em bovinos

Tabela 3: Composicéo de carcaga de bovinos e bifalos

(2,77 a 447%). Em experimento com a
carne de biifalo, verificou-se que a textura
(cisalhamento) da carne bubalina apresentou
indices superiores a bovina (p<0,01), porém
ndao houve relagdo significativa com o teor
de coldgeno. As perdas de peso por
cozimento também ndo foram influenciadas
pelos tipos de cortes e animais (Espirito
Santo, 1996).

Os cortes em musculos de bufalos mais
velhos demonstraram uma aparéncia mais
grosseira que aquela de musculos de bufalos
jovens, uma textura mais firme e uma
coloragdo mais escura (O bufalo, 1991;
Jorge, 2001).

Comparando-se com carcagas de carne
bovina nobre, mais gordura acumula-se nas
paredes do térax e da cavidade abdominal
dos bufalos (Tab 3), menos gordura entre os
grupos musculares, e igualmente menos no
interior dos musculos. H4 também menos
marmorizacao (O bufalo, 1991).

Idade em
semanas 20 28 36 52 64
Bov. Buf. Bov. Buf. Bov. Buf. Bov. Buf. Bov. Buf.

Peso de meia 43.7%%  39.0 59.2%#% 50,7 71.7* 65.3 108.5%: 97.5 125.0 117.3
carcaca (kg)
Carne (%) 65.0%*  67.6a 64.16%*%  66.36b  64.35 63.80C 62.34 61.41d  61.67 62.00d
Osso (%) 26.4%*%  249a 23.16 22.09b 21.38%* 19.5C 19.48#:#* 17.7d 20.20%**  16.87d
Gordura total (%) 8.6 7.51d 12.68 11.55¢  14.37* 16.70B  18.19* 21.02a  18.12%* 21.13a
Outros tecidos (%) 091 0.99 0.86 0.92 1.17 1.22
Subcutaneo (%) 4.56%*% 728 5.20%#:% 8.86 5.25%#:% 9.41
Gordura do 6.48 6.78 9.52 9.13 8.57 8.26
subcutineo (%)
Gord. perineal (%)  1,9%* 0,7 2,23%%% ()87 2,42% 1,65 2,61 2,11 3,13%* 2,23

(* p<5%, ** p<1%, *** p<0.1% entre as espécies da mesma idade)
Diferentes letras representam diferencas entre as idades (p<0.05)

Fonte: FAO, 2005.

A carne de bifalo € considerada alimento
nobre para o homem, tanto pelo seu valor
nutricional, como pelos aspectos sensoriais
extremamente desejaveis (Oliveira, 2005).
Neste novo milénio, a saide e a qualidade de
vida passaram a ser objetivos para um
segmento de consumidores que ji tém a
maior parte de suas demandas basicas
atendidas e buscam, agora, uma vida

sauddvel e uma dieta adequada. Assim, a
inclusdo da carne nos cardipios e o apelo
para o seu consumo estdo ligados ndo
somente as caracteristicas sensoriais como
também a adequacgdo nutricional, dando-se
preferéncia as carnes que apresentem baixos
teores de gorduras (totais e saturadas). Nesse
sentido, a carne de bufalo se destaca dentre
as demais espécies, de acordo com os
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resultados de composi¢do nutricional
disponibilizados em outubro de 2005 pelo
Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos (USDA/ARS, 2005).

Segundo estudo do RIRD (Rural Industries
Research & Development, da Austrilia,
2001), a carne de bufalo poderia ser definida
como "densamente nutritiva", isto é, possui
um menor teor de gordura total e de
calorias/100g que outras carnes vermelhas,
apesar de conter importante quantidade de
nutrientes essenciais (Tabelas: 4, 5 e 6).
Caracteriza-se, ndo s6 por ter menos gordura,
mas por ter uma "gordura mais adequada”,
sendo talvez a fonte de proteina animal
(domésticos) com menor teor de gorduras
(Tab. 7), bem como o menor teor de

colesterol dos animais domésticos, com
menor teor de gorduras saturadas (que
contribuem para doengas corondrias) que a
carne de bovinos ou ovinos. Contém ainda
quantidade  significativa de  gorduras
poliinsaturadas ~ Omega-3  consideradas
importantes na prevencdo de doengas
cardiacas e outras desordens inflamatdrias.
A carne de bufalos é também importante
fonte de minerais (Tab. 4) como zinco e
ferro, sendo que sua carne é a que mais
possui ferro, e também possui quantidades
de zinco necessdrias para adequada resposta
imunoldgica. Além de tudo isso, o bufalo,
depois dos peixes, € a espécie que possui
maior conteido de Omega-3 (Jorge, 2001;
Rodrigues et al, 2004; Oliveira, 2005; Lira et
al, 2005).

Tabela 4. Composicdo comparativa entre carnes de biifalo e bovina

Componente/100 g de carne Biifalo Bovino

Caloria (cal) 131,00 289,00
Proteina bruta (%) 26,83 24,07
Lipidios totais (g) 1,80 20,69
Acido graxo

Saturado (g) 0,60 8,13
Monoinsaturado (g) 0,53 9,06
Poliinsaturado (g) 0,36 0,77
Colesterol (mg) 61,00 90,00
MINERAL (mg)

Ca, Fe, Mg, P, K, Na, Zn, Cu e Mn 641,80 583,70
VITAMINA (mg)

Acidos ascérbico, pantoténico e f6lico, tiamina, 20,95 18,52

riboflavina, niacina, B¢ e B,

Fonte: Silva et al, 2003

Tabela 5. Composi¢do fisico-quimica em carnes de diferentes espécies

Espécie Nutriente
Umidade Proteina Gordura Cinzas Colesterol (100g)
Buifalo 76,90 21,93 0,48 1,09 61
Bovino 71,6 20,94 6,33 1,03 90
Fonte: Silva et al, 2003
Tabela 6. Composicdo de minerais em carnes de diferentes espécies
Mineral (mg/100 g)
Espécie Zinco Calcio Potassio Magnésio Ferro Fosforo
Bifalo - 7,50 324 - 2,70 213,0
Bovino 4,30 7,00 350 20,00 2,10 180,0

Fonte: Silva et al, 2003
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Tabela 7 - Composicdo centesimal, Colesterol e Energia fornecida por cortes e carnes cozidas de diferentes espécies.

Caracteristica Bufalos Bovinos Suinos Frango Ovinos Coelhos

avaliada (média)

Agua (g2) 68,81 66,03 60,31 63,79 59,95 60,61
Proteina (g) 26,83 26,29 29,27 28,93 29,59 29,06
Lipidios (g) 1,80 6,55 9,66 7,41 8,86 8,05
Cinzas (g) 1,39 1,06 1,18 1,02 1,60 1,04
Colesterol (mg) 61 76 86 89 109 82
Energia ( Kcal) 131 171 212 190 206 197

Fonte: obtido de NDB- Nutrient Databank USDA/ARS, 2005 citado por Oliveira, 2005

No estado do Pard, ji existem estudos sobre
caracterizacdo fisico-quimica, bem como a
viabilidade de elaboracdo, conservacdo e
vida de prateleira de derivados processados
a partir da carne de bufalos (tais como
carne-de-sol, mortadela com ervas finas,
hambudrguer, lingliiga defumada, carne
maturada, carne defumada, entre outros)
objetivando transferéncia de tecnologias, o
que permitiria estimular a inddstria de
beneficiamento na Amazonia (Silva et al,
2003).

A carne de bufalo tem excelentes qualidades
para fabricacdo de produtos resfriados ou
congelados, para a manufatura de salsicha,
hamburguer e bolo de carne. Esta carne foi
considerada tdo adequada quanto a carne
bovina, para a fabricacio de salsichas
alemds tipo frankfurter (O bifalo, 1991;
Paleari et al, 2000; Oliveira, 2005).

Produtos nobres, como o Gabrovi, altamente
apreciado e consumido nos Baélcds, sdo
produzidos com carne de bufalo,
aumentando sua qualidade e agregando valor
ao produto (O bufalo, 1991).

Na Turquia, na Grécia e em outros paises,
salsichas sdo feitas de carne de bufalo, e
alguns tipos sdo preparados de carne seca
com temperos. A carne de bufalo fresca é
usada nas Filipinas para substituir acima de
70% da carne de porco em lingiiicas, sem
diminuir o seu sabor. As salsichas
bolonhesas de carne de bufalo foram
consideradas como sendo melhores do que
as de carne bovina (O bufalo, 1991; Paleari
et al, 2000).

O bolo de carne, feito de carne de bufalo,
registrou marcas superiores em todas as
caracteristicas sensoriais, € o corned beef de
bufalo foi semelhante ao de bovinos (O
bufalo, 1991; Paleari et al, 2000).

A carne seca ao sol (jerked, biltong e
charque) é popular em outros paises, € com a
carne de bidfalo fazem-se excelentes
produtos. O estudo da qualidade do charque
¢ altamente avaliado no Brasil (O bufalo,
1991; Paleari et al, 2000).

Mais pesquisas sdo necessdrias quanto ao
processamento industrial da carne de bufalo.
Fazem-se necessdrias modernas instalacdes
de comércio com resfriamento,
congelamento e acondicionamento da carne
e dos produtos cdrneos, em muitas dreas de
desenvolvimento de bifalos (O bufalo,
1991).

Aspectos econdomicos do mercado carneo

O mercado da carne de bifalo estd em
franca ascensdo, devido as diversas
caracteristicas favordveis. Uma dessas
caracteristicas é o rendimento econdmico da
carne, que € de cerca de R$ 500,00/ha/ano, o
que é aproximadamente oito vezes superior
a média brasileira no segmento recria-
engorda para bovideos, adotando baixa,
média e alta tecnologias, de R$ 12,00/ha/ano,
R$50,00/ha/ano e R$188,00/ha/ano,
respectivamente. O preco de
comercializacdo, anteriormente praticado
por R$0,60/kg de peso vivo, foi aumentado
para R$1,10/kg de peso vivo e até para
R$1,40/kg de peso vivo, dependendo do
rendimento de carcaga (Silva et al, 2003).
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Segundo os dados da FAO (2005) o Brasil
apresentava um rebanho bubalino de
1.200.700 cabegas em 2004. Ja os dados do
Censo agropecudrio (IBGE, 2008), relativo
ao ano de 2007, apresentavam valores do
efetivo do rebanho bubalino de 1.140 mil
cabecas, sendo que esses animais se
distribuiam pelas cinco regides do pais.
Entretanto, segundo outras estimativas
(Jorge, 2004; Oliveira, 2005), o rebanho
nacional de bufalos atinge cerca de 3,5
milhdes de cabegas. Desse rebanho nacional,
15% se destinam a producdo de leite e 85%
para corte, sendo estimado um abate de
600.000 biifalos por ano, o que resultaria na
producdo de cerca de 150.000 toneladas de
carne. A taxa anual de crescimento do
rebanho chegou a 10% na década passada,
mais de cinco vezes a de bovinos no Brasil
(Silva et al, 2003; IBGE, 2003, Oliveira,
2005).

Em relacdo ao rendimento de carcacga, vérios
autores de diversas partes do mundo
concluiram que o bifalo tem um rendimento
ligeiramente menor que o bovino (tanto
machos castrados, quanto inteiros e fémeas)
principalmente por apresentar pele mais
grossa e cabeca, chifres, cascos e intestinos
grandes (O bifalo, 1991; Jorge et al, 1997,
Oliveira, 2005). Grandes variacdes sdo
encontradas em relatos provenientes de
diferentes fontes. Em alguns casos, as
variagdes sao devido as diferentes formas de
esfola. Por exemplo, linguas e chifres podem
ser pesados com as cabegcas ou
separadamente. A porcentagem de gordura
varia com o grau de terminacgdo de engorda e
poderd variar de 0,5 a 5,0 ou mais. Os
quartos traseiros de bifalos machos italianos
selecionados constituem 42,64% do peso
total de carcaca: de fémeas 44,45% e de
castrados 45,07% (Federacite, 1994; Jorge,
2004).

Especialmente quanto a carcaca e a carne do
bifalo deverd haver uma adequada
identificacdo do produto, ndo s6 pela marca
de um determinado produtor ou frigorifico,

mas também pela rastreabilidade, permitindo
diferencid-la da carne bovina, em relacdo a
aspectos ligados a origem, produgdo,
qualidade sensorial e beneficios a saide do
consumidor (Lara e Soares, 2003).

Ultimamente o mercado da carne vem
apresentando sinais de mudanca. Agora hi
uma grande variacdo em supermercados e
restaurantes de produtos direcionados a
grupos especificos de consumidores. A
preocupacdo com a satide, o bem-estar
animal e o meio ambiente sdo pesos cada
vez mais significativos na escolha desses
produtos. Os produtores e revendedores ja
perceberam isso. E os setores de tecnologia
e inspe¢do destes produtos devem
acompanhar essas tendéncias.
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Resumo — Para avaliar a viabilidade da
técnica de PCR-RFLP na identificagdo de
fraude intencional e contaminagdo acidental
em produtos cirneos de origem bubalina, in
natura e processados, foram testadas
amostras puras e amostras de fraudes
controladas, produzidas em laboratério, com
adicdo de 1%, 5%, 10% e 50% de carne
bovina em carne de bufalo, homogeneizada
crua e autoclavada. Foram comparados,
ainda, diferentes métodos de extragao,
usando um kit comercial e a técnica cléssica
de Sambrook et al, 1989. O resultado
estatistico foi obtido por tabela de
contingéncia, analisada pelo método do teste

do qui-quadrado ( y°) e teste exato de

Fisher. A especificidade encontrada foi
altamente significativa (p<0,0001).
Observou-se também sensibilidade
altamente significativa na dilui¢des a partir
de 10% (p<0,0001). A técnica tem alta
especificidade e sensibilidade para detectar
até mesmo contaminacdo de 1%, mas a
repetibilidade desse resultado impede a
aplicagdo oficial desse método para a
inspecdo de contaminagdo acidental, sendo
recomendada somente para inspecdo de
fraude a partir de 10% de substitui¢do. E
possivel obter a especiacdo, estatisticamente
significativa, até mesmo de material
autoclavado. A técnica também pode ser
empregada para certificacio de produto
especifico (selo de identidade de espécie).
Termos para indexacdo: Bos taurus e Bos
taurus indicus, Bubalus bubalis, carne de
bufalos, carne bovina, certificagao.

Title: Identification specie-specific of
water buffalo and bovine red-meat
and its meat derivative products with
the PCR-RFLP technique

Abstract — To evaluate the viability of the
PCR-RFLP technique in the identification of
intentional fraud or accidental contamination
in water buffalo meat and its processed
products by beef meat, tests were conducted

2
and analyzed using the chi-square (Z )
statistical method. Samples of in nature
products, samples of contamination-free
processed products, and samples of
laboratory-made controlled contamination
processed products, homogenized and
treated in autoclave, with additions of 1%,
5%, 10% and 50% of beef meat were used in
the analyses. The PCR-RFLP technique
presents a high-significance of the meat
species (p<0,0001). Also, this technique
presents high sensibility. More specifically,
water buffalo meat processed products
samples prepared with 10%, and above,
levels of contamination by beef meat very
high sensitivity presented (p<0,0001).
Despite its accuracy and precision, capable
to detect a contamination level of 1%, the
PCR-RFLP technique is not recommended
for inspection in cases of accidental
contamination. This is due to the need of test
repetition in levels of contamination lower
than 10%. The PCR-RFLP technique was
capable to detect the meat specie, with
statistic significance, even for samples
treated in autoclave. The PCR-RFPL
technique can also be used for certification
of specific species (species identification
certification stamp).

Index terms: Bos taurus e Bos taurus indicus,
Bubalus bubalis, water buffalo meat, bovine
meat, certification.

Introducao

A qualidade dos produtos alimenticios inclui
a autenticidade do alimento, sendo um
importante conceito para os consumidores
modernos, resultando em crescente pressao
nas politicas governamentais e diferentes
niveis de prote¢ao da cadeia de produgdo de
alimentos. Um exemplo é a verificacdo da
exatiddo dos rétulos dos  produtos
alimenticios, prevenindo fraudes, como a
substitui¢do de carnes nobres por carnes de
pior qualidade, que lesam o consumidor ndo
sO economicamente, mas também se deve
levar em conta a saide e até as questdes
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religiosas (Branciari et al., 2000; Maccabiani
et al., 2005; Lopparelli et al., 2007; Zhang et
al., 2007; Tanabe et al., 2007; Corona et al.,
2007). Para a deteccio de ingredientes
animais nos alimentos e a identificacdo de
sua origem (espécie animal) sdo necessdrias
ferramentas adequadas (Verkaar et al., 2002;
Lopez-Andreo et al., 2005; Zhang et al.,
2007).

A PCR (polymerase chain reaction ou
reacdo em cadeia da polimerase) oferece a
possibilidade de detectar ingredientes
animais em alimentos e identificar de quais
espécies sdo origindrios (Partis et al., 2000;
Herman, 2001; Verkaar et al., 2002; Myers,
2003; Lopez-Calleja et al., 2005; Zhang et
al., 2007). Em relac@o a carne, este método é
eficaz tanto em matéria crua, como também
em produtos fermentados, cozidos ou
autoclavados (Gouli et al., 1999; Pascoal et
al., 2005; Corona et al., 2007; Zhang et al.,
2007). A andlise de produtos oriundos de
PCR-RFLP tem sido amplamente utilizada
para discriminacdo de espécies, pois um
unico par de primers produz um fragmento
que pode identificar multiplas espécies por
meio da utilizacdo de enzimas de restricdo
apropriadas (Lockley and Bardsley, 2000).

A carne de biifalos tem encontrado mercado
crescente no Brasil e ji consolidado em
varias partes do mundo. A qualidade
nutricional e sensorial da carne bubalina é
superior a bovina e apresenta rendimento de
carcaca semelhante. Destaca-se como
alternativa para se otimizar o rendimento de
carcaga, a produgdo de derivados elaborados
a partir de carne mecanicamente separada,
como o hambirguer. Contudo, a garantia ao
consumidor de que o produto € realmente
derivado exclusivamente de carne bubalina
s6 serd possivel com a certificacdo por meio
de selo de garantia obtido apds anélise
laboratorial acurada (Jorge, 2001; Oliveira,
2005).

As técnicas mais comuns para identificagdo
da espécie sdo a eletroforese e o

imunoensaio (ELISA ou ORBIT). A
Eletroforese oferece resolucdo melhor que a
cromatografia liquida de alto-desempenho
(HPLC) e ¢é mais adequada a separagdo
simultdnea de vdrios componentes de
quimicas diferentes dentro de uma unica
matriz. Além disso, a eletroforese requer
procedimentos de limpeza de amostra menos
rigorosos que HPLC, enquanto oferece o
mesmo grau de automatizacdo. Os
imunoensaios, como 0 ORBIT e o ELISA,
consistem em anticorpos anti-bovino e de
outras espécies (suino, aves, etc.) em 4gar-
gel de imunodifusdo que entram em contado
com a amostra preparada para o teste. O
inconveniente é que na identificacdo de
espécies filogeneticamente préximas, como
o bufalo e o bovino, nem sempre permite a
visualizacdo e identificacdo satisfatéria por
meio dessas técnicas. O aquecimento da
carne também prejudica principalmente os
imunoensaios, por destruir 0s epitopos,
inviabilizando a reagdo antigeno-anticorpo,
que é a base do imunoensaio (Herman,
2001; Bellis et al., 2003; Lopez-Calleja et al.,
2005; Mayer, 2005;).

O objetivo deste trabalho foi a sensibilidade,
especificidade e aplicabilidade da técnica de
PCR-RFLP em rotina laboratorial, na
especiagdo de produtos cdrneos, como
ferramenta auxiliar para a inspe¢do de
produtos de origem animal.

Material e Métodos
Amostras e extracdo de DNA

Foi utilizada musculatura da face de 60
animais, sendo 30 bovinos (Bos taurus e Bos
taurus indicus) e 30 bubalinos (Bubalus
bubalis), provenientes de abatedouros da
grande Belo Horizonte — MG. Também
foram coletados pélos dos mesmos animais
para utilizacdo como controle positivo de
amplificacdo e tamanho de fragmento de
cada espécie, por meio da técnica de
extracdo rotineira do laboratério. Todas as
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analises foram realizadas no Laboratdrio de
Genética da Escola de Veterinaria da UFMG,
no periodo entre 2006 e 2008.

Foram testadas extragdes com o kit EZ-
DNA, da Biological Industries, conforme
instrucdes do fabricante, e com a técnica
descrita por Sambrook et al.(1989).

O DNA da amostra de carne foi extraido,
apés de digestio com proteinase K,
utilizando-se as técnicas do
Fenol/cloroférmio/alcool-isoamilico), €
precipitacio e purificagdo com etanol,
método de Sambrook et al., 1989. Além da
extracdo de DNA das 30 amostras puras de
cada espécie, foi feita extracdo do DNA de
fraudes controladas com valores conhecidos,
adicionando-se 1%, 5%, 10% e 50% de
carne bovina em carne de bufalo, cada qual
com um par de individuos diferentes. Para as
amostras com 1% de carne bovina em carne
de bifalo foram feitas 79 repeti¢Oes, e para
as amostras com 5% fraude foram feitas 41
repeticoes. Para as demais foram realizadas
30 repeticdes. Para testar o limite de
sensibilidade para deteccio em amostras
com contaminagdo acidental (< 1%), foram
executadas analises em seis réplicas de cada
uma das 30 amostras de contaminagao
conhecida com 1% de material bovino em
material bubalino. Foram testadas também
30 amostras puras autoclavadas (de bufalos
e de bovinos) para extragdio de DNA pela
mesma metodologia.

As amostras de DNA foram quantificadas
em espectrofotometro para determinar sua
concentracdo e qualidade (Shimadzu — UV-
160), na faixa de 260 a 280 nm. Apds a
quantificacdo, o DNA foi diluido em 4gua
estéril para concentracdo de 0,5 ng/pl. As
diluicdes de DNA e as solucdes estoque
foram armazenadas a -20 °C, até o momento
do uso.

Os controles foram feitos a partir da
extracdo de DNA de bulbos pilosos de

bovinos e bubalinos por método utilizado
como rotina no laboratdrio.

Os dados foram analisados pelo programa
SAS versao 8.0(SAS Institute, 2002), como
tabela de contingéncia 2x2, usando o teste

de qui-quadrado ( 12 ), teste de McNemar

(para numero de analises acima de 30, cujas
amostras apresentavam alguma
dependéncia) e teste exato de Fisher (apenas
para comparacdo entre métodos de extracdo).

Amplificacdo por PCR

Foram empregados iniciadores universais de
citocromo b de artiodétilos, o que dispensa a
necessidade de controle interno para
monitorar a amplificagdo de DNA (Partis et
al., 2000). Iniciadores modificados por
Verkaar et al. (2002) foram utilizados para
amplificar fragmentos de DNA de 271 pares
de base (pb), por meio de PCR. O sistema de
amplificacdo da PCR foi realizado conforme
protocolo adaptado de Verkaar et al. (2002),
em reagdo contendo 5 mM de cada iniciador,
0,2 mM de cada dNTP’s, 2 unidades de
TagDNApolimerase, 1X de tampdo (a base
de Tris HCI 10mM; 15mM MgCl,. 50mM
KCI) 10ng de DNA amostral e 4gua Milli-Q
autoclavada, perfazendo um total de 20uL.

Andlise do RFLP dos produtos de PCR

Foi feita andlise de restricdio de
endonuclease com Tagl (TYGGA AGC*T)
para deteccdo da espécie bubalina e com
Hinfl (GYANT C C TNA*G) para detecgdo
da espécie bovina, Sul. de produto de PCR
foram acrescido de 1X de tampdoe 5a 10 U
de enzima de restricdo (Invitrogen),
submetendo-se a 3 horas de digestdo a 65°C
a Tagl e a 37°C a Hinfl.

Os produtos da restricdo foram diluidos em
solucdo de rampdo de corrida 2X e, entao,
submetidas a corrida eletroforética (200
volts, 30 miliamperes por 2 horas),

juntamente ao padrio de peso molecular
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(pGEM® Promega), em gel de poliacrilamida
8%. Foram incluidos um controle positivo
para bufalo e um para bovino, extraidos de
pélos, e um controle negativo (branco). A
visualizagdo dos produtos, tanto apés PCR
quanto ap6s digestdo, se deu pela coloracdo
dos géis com nitrato de prata.

Resultados e Discussao

A utilizag¢do da técnica cldssica de extracdo
pelo método do fenol (Sambrook et al, 1989)
apresentou diferenca  estatisticamente
significativa, quando comparado ao kit
comercial (EZ-DNA, Biological Industries)
para extracdo de DNA (p=0,0153, pelo teste
exato de Fisher).

Neste experimento, a maior importancia esta
na especificidade do teste com o uso de duas
enzimas de restricdo, o que permitiu
identificar ~ espécies  filogeneticamente
préximas como Bos taurus e Bubalus
bubalis (tab. 1) neutralizando o efeito de
polimorfismos intra-especificos (Partis et al.,
2000; Bottero et al, 2002; Verkaar et al.,
2002; Bellis et al., 2003; Myers, 2003;
Girish et al., 2005).

Porém a sensibilidade também se faz
importante, uma vez que, quanto mais
sensivel, maior a capacidade do teste em
detectar pequenas porcentagens de adi¢do de
carne de espécies diferentes (contaminagio).
No caso especifico deste experimento, a
sensibilidade fica comprometida pela
natureza do material, que é sélido e ndo
permite uma mistura tdo homogénea como
se € possivel obter de matéria prima liquida.
Com relagdo a derivados carneos faz-se

necessaria a realizacdo da coleta de, no
minimo, quatro amostras (réplicas) para a
andlise e detec¢do com sensibilidade de até
1% de material clandestino (com 80% de
probabilidade de sucesso), e sugere-se a
coleta de trés amostras (réplicas) para a
andlise e detec¢do com sensibilidade de até
10% de material clandestino (Tab. 2). Essa
diferenca na sensibilidade se d4 ndo ao teste,
mas devido a natureza do material analisado
(Partis et al, 2000). As réplicas sdo utilizadas
quando a mensuragdo de uma resposta estd
sujeita a erros de manipulagdo e/ou humana,
justificando que o seu valor médio retrataria
melhor aquela resposta para um produto
(Sampaio, 2002). Por tal motivo deve-se,
também, estudar outras formas de
homogeneizacdo de amostras, de modo a
contornar esse problema. A escolha de
fragmentos do citocromo b mitocondrial
para amplificacio de DNA foi importante,
uma vez que o DNA mitocondrial é mais
abundante que o gendmico, o que aumenta a
sensibilidade da técnica (Parson et al., 2000;
Partis et al.,, 2000; Herman, 2001; Lopez-
Calleja et al., 2005; Arslan et al., 2006). As
porcentagens de tecidos de outros animais
presentes também interferem na detecgdo
pela RFLP, como jia mencionado por Partis
et al. (2000) e Myers (2003).

Ap6s a digestdo com enzima Tagql o produto
de PCR apresentou 108 e 163 pb para a
carne bubalina e 271 pb para carne bovina.
Enquanto que apds a digestdo com enzima
Hinfl, os fragmentos foram de 101 e 170 pb
para a carne bovina e 271pb para a bubalina,
conforme encontrado também por Verkaar et
al. (2002) (fig. 1).
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Figura 1: Gel de poliacrilamida a 8% corado com prata. Produto de restricdo enzimatica com Tagl e Hinfl em 5
fraudes (amostras de 1 a 5) de 5% (5% de carne de boi misturada a carne de bifalo), em ensaio realizado na

EV/UFMG em 2007

A amplificagdo de DNA proveniente de
material autoclavado foi vidvel, mas com
diferenca estatisticamente significativa, pelo
teste do qui-quadrado, quando comparada
ao material in natura (p=0,0076). A
amplificacdo de um fragmento relativamente
pequeno de DNA (271pb) viabiliza a
aplicacio da técnica em  produtos
termicamente processados, pois o DNA da
carne quebra-se em pequenos pedacos apos
tratamento térmico. Assim sendo, quanto
menor o fragmento a ser amplificado,
maiores as chances de sucesso da técnica,
sendo o ideal fragmentos menores que
200pb (Partis et al., 2000; Pascoal et al.,
2005; Arslan et al., 2006).

Tabela 1: Resultados dos testes com amostras de carne
bubalina e bovina apés a digestdo com enzimas de
restricdo Hinfl e Tagl, em ensaio realizado na
EV/UFMG em 2007.

n

Amostra  Total Cortes com enzimas (%)
Taql Taql Hinfl Hinfl
positivo negativo  positivo  negativo
boi 30 0 100 100 0
bifalo 30 100 0 0 100

pPCR = produto de PCR, sem acdo de enzima de
restri¢do.

n= nimero total de amostras analisadas

Tabela 2: Resultados dos testes em fraudes controladas
de carne bovina misturada a carne bubalina, apds a
digestdo com enzimas de restricdo Hinfl e Taql, em
ensaio realizado na EV/UFMG em 2006 e 2007.

n

Mistura Total Cortes com enzimas (%)

Taql Taql Hinfl Hinfl
positivo negativo  positivo  negativo
1% 79 100 0 36,7 63,3
5% 41 100 0 29,3 70,7
10% 30 100 0 100 0
50% 30 100 0 94 6
pPCR = produto de PCR, sem agdo de enzima de
restri¢do.

n= nimero total de amostras analisadas

Conclusoes

1. A técnica tem alta especificidade
(p<0,0001), e por isso pode ser empregada
na certificacio de identidade/autenticidade
de produtos cdrneos.

2. A técnica tem alta sensibilidade
(p<0,0001) para detectar adicdes a partir de
10% de produto carneo nao rotulado.
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3. A técnica detecta seqiiéncias de DNA em
amostras carneas autoclavadas, viabilizando
a aplicabilidade dessa técnica em produtos
termicamente processados.
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Resumo- foram testados trés métodos de
extracdo de DNA em amostras de queijo. O
objetivo deste estudo foi identificar uma
técnica eficiente para extracio de DNA em
amostras com vdrias limitagcdes como: alto
teor de gordura, alto grau de degradagdo do
DNA e grande concentracdo de impurezas.
A técnica que faz uso do Tiocianato de
Guanidina se mostrou mais adequada para
identificacdo de adicdo intencional nao
declarada de leite bovino em queijos
bubalinos, podendo ser empregada para
certificacdo de produto especifico (selo de
Identidade de Espécie).

Termos para indexacdo: extracdo de DNA,
queijos de bufalos, fraude, certificagao.

Title: DNA extraction and evaluation
of the specie-specific composition of
cheeses.

Abstract - three methods of DNA extraction
were tested in cheese samples. The objective
of this study is to identify an efficient
technique for DNA extraction in different
samples with several limitations as high fat
tenor, high degree of DNA degradation and
great sludge’s concentration. The technique
that uses Guanidine thiocyanate was more
appropriate for identification of intentional
addition of bovine milk not declared in
buffalo cheeses. This technique can be used
for certification of specific product (stamp
of Identity of Species).

Index terms: DNA extraction, water
buffalo’s cheeses, fraud, certification.

Introducao

A identifica¢do da espécie animal na 4rea de
alimentos tem sido aplicada principalmente
para deteccio de fraude comercial,
envolvendo substituicdo de matéria-prima
por outras de baixo valor. E usada também
como ferramenta para detectar material que
ofereca perigo ao homem, como no caso da
BSE (Bovine Spongiform Encefalopathy —
Encefalopatia espongiforme bovina)
(Dalmasso et al., 2004; Pascoal et al., 2005;
Fumiere et al., 2006; Corona et al., 2007;

Schonenbriicher et al., 2007; Lopparelli et
al., 2007; Tanabe et al., 2007). A qualidade
dos produtos alimenticios inclui a
autenticidade do alimento, sendo um
importante conceito para os consumidores
modernos, resultando em crescente pressao
nas politicas governamentais e diferentes
niveis de protecdo da cadeia de producdo de
alimentos. Por exemplo, a verificacdo da
exatiddo dos rétulos dos  produtos
alimenticios, por razdes econdmicas,
religiosas ou de satde (Branciari er al.,
2000; Bottero et al., 2002; Lopez-Calleja et
al., 2005; Zhang et al., 2007). Para a
deteccdo de ingredientes animais nos
alimentos e a identificacdo de sua origem
(espécie animal) sdo necessdrias ferramentas
adequadas (Verkaar et al., 2002; Lopez-
Andreo et al., 2005). Métodos baseados em
DNA sao amplamente aceitos por serem
menos afetados pelos processos industriais,
como aquecimento e fermentacdo (Pascoal
et al., 2005; Arslan et al., 2005; Lopparelli
et al., 2007; Corona et al., 2007). O DNA
mitocondrial tem bons resultados nas
analises em alimentos submetidos a
tratamentos com pressdo € temperatura
elevados, onde o DNA ¢ parcialmente
degradado (Pascoal et al., 2005; Arslan et al.,
2005; Lopparelli et al., 2007; Corona et al,
2007; Zhang et al., 2007).

A PCR (polymerase chain reaction ou
reacdo em cadeia da polimerase) oferece a
possibilidade de detectar ingredientes
animais em alimentos e identificar de quais
espécies sdo origindrios (Partis et al., 2000;
Herman, 2001; Verkaar et al., 2002; Myers,
2003; Lopez-Calleja et al., 2005). Em
relacdo a carne, este método é eficaz tanto
em matéria crua, como também em produtos
fermentados, cozidos ou autoclavados
(Gouli et al., 1999; Pascoal et al., 2005;
Lopparelli et al., 2007; Corona et al., 2007).
Porém, em relacdo a produtos lacteos, a
extracdo de DNA se torna uma etapa critica
dessa metodologia, pois este é obtido das
poucas células somdticas origindrias da
parede do tbere presentes no leite de vacas
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saudaveis (Branciari et al., 2000; Herman,
2001; Rea et al., 2001; Zhang et al., 2007).
O aquecimento e manipulacdo do leite ou
queijo também prejudicam a obtencdo de
fragmentos de DNA em quantidade e com
qualidade (Zhang et al., 2007).

N3o ha no Brasil legislacdo que caracterize
produtos de bufalo. Em relacdo aos queijos
que também poderiam ser fabricados com
leite de bufala, a legislacdo vigente
(RIISPOA) apresenta somente os artigos 621
(mussarela), 622 e 627 (provolone), 628
(cacciocavalo), 610 (ricota), 608
(gorgonzola), onde somente o artigo 608
especifica que o queijo gorgonzola deve ser
confeccionado integralmente com leite de
vaca. Visando possibilitar a diferenciacdo de
produtos feitos a partir de leite de bufala, a
ABCB instituiu o selo de pureza para tais
produtos, que t€m legislacdo propria
instituida pela associagdo (anexo 1). Por sua
vez, em relacdo a rotulagem de produtos de
origem animal compostos, o RIISPOA (art.
801 item 2) estipula que os rétulos devem
indicar sua composi¢do qualitativa e
quantitativa (inclusive em relacdo as
espécies animais). Na Itdlia, pais onde a
producdo e consumo de produtos oriundos
de bufalos é relevante, hd um programa de
valorizacdo desses, com legislacdes que
regulamentam e protegem tais produtos
(Denominazione di Origine Protetta alla
Carne di Bufalo Campana - Reg. 628/2008;
leite e mozzarella: leis 54/97 e 107/96), que
sdo identificados por selos.

O objetivo deste trabalho foi analisar
diferentes métodos de extragdo de DNA a
partir de queijos, bem como verificar a
sensibilidade, especificidade e aplicabilidade
desta técnica em rotina laboratorial, na
identificacdo de adi¢do ndo declarada de
leite de vaca em queijos de bifala, como
ferramenta auxiliar para a inspecdo de
produtos de origem animal.

Material e Métodos

Amostras e extragdo de DNA

Foram utilizadas amostras de queijos, de
marcas e tipos variados, que possuiam
registro no Ministério da Agricultura,
Pecuéaria e Abastecimento, coletados em
supermercados da cidade de Belo Horizonte,
durante o ano de 2008, perfazendo um total
de 30 amostras, dentre as quais sete
rotuladas como “puro bufalo” e 23
tradicionalmente rotuladas como produzidas
a partir de leite (sem identificacdo da espécie
proveniente). Para cada método de extragao
foram utilizadas 30 repeticdes. Foram
coletados pélos de bovinos (Bos taurus e
Bos taurus indicus) e bubalinos (Bubalus
bubalis), para utilizagdo como controle
positivo de amplificagdo. Todas as andlises
deste experimento foram realizadas em 2008,
nos laboratérios de Genética da Escola de
Veterinaria da UFMG (Univerdade Federal
de Minas Gerais - Brasil) e da UNLP
(Universidad Nacional de La Plata -
Argentina).

Os dados foram analisados pelo programa
SAS (SAS Institute, 2002), como tabela de
contingéncia 2x2, usando os teste de qui-

quadrado (¥ )

Foram testadas trés técnicas de extracdo de
DNA: extracdes com o kit QIAMP DNA
Stool mini kit (da Qiagem), conforme
instrucdes do fabricante; a técnica descrita
por Sambrook et al.(1989); e a técnica de
Boom et al. (1990).

Método de Sambrook et al (1989) - o DNA
da amostra de queijo foi extraido, apds de
digestdo com proteinase K, utilizando-se as
técnicas do  Fenol/cloroférmio/alcool-
isoamilico, e precipitagdo e purificacdo com
etanol.

Método de Boom et al (1990) — o DNA das
amostras foi extraido utilizando-se solucio a
base de Tiocianato de guanidina, e
empregando o uso de silica preparada com
carga elétrica adequada para se prender aos
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fragmentos de DNA. O restante do material
que ndo era de interesse para andlise foi
descartado. Posteriormente o DNA foi
separado da silica precipitando-o por meio
de etanol e acetona.

Método utilizando QIAMP DNA Stool mini

kit— a extragdo foi executada conforme
instrugdes do fabricante.

As amostras de DNA foram quantificadas
em espectrofotdmetro para determinar sua
concentracdo e qualidade (Shimadzu — UV-
160), na faixa de 260 a 280 nm. Apds a
quantificacdo, o DNA foi diluido em &4gua
estéril para concentracdo de 0,5 ng/pl. As
diluicdes de DNA e as solucdes estoque
foram armazenadas a -20 °C, até o momento
do uso.

Os controles foram feitos a partir da
extracio de DNA de bulbos pilosos de
bovinos e bubalinos por método utilizado
como rotina no laboratério. O protocolo
usado para a extracdo foi fornecido pelo
Laboratério de Genética Veterindria da
Universidade da Califérnia-Davis (uso sob
licenga).

Amplificacdo por PCR

Foram empregados iniciadores universais de
citocromo b de artiodétilos, o que, por si S0,
dispensa a necessidade de controle interno
para monitorar a amplificacdo de DNA
(Partis et al., 2000), para comprovar a
eficiéncia das técnicas e identificar possiveis
fraudes. Iniciadores modificados por
Verkaar et al. (2002) foram utilizados para
amplificar fragmentos de DNA de 271 pares
de base (pb), por meio de PCR. O sistema de
amplificacdo da PCR foi realizado conforme
protocolo adaptado de Verkaar et al. (2002),
em reagdo contendo 5 mM de cada iniciador,
0,2 mM de cada dNTP, 2 unidades de
TagDNApolimerase, 1X de tampao (a base
de Tris HCl 10mM; 15mM MgCl,. 50mM
KCI), no minimo 10ng de DNA amostral e

dgua Milli-Q autoclavada, perfazendo um
total de 20uL.

Andlise do RFLP dos produtos de PCR

Foi feita andlise de restricdio de
endonuclease com Tagl (TYGGA AGC*T)
para deteccdo da espécie bubalina e com
Hinfl (GYANT C TNA*G) para detec¢o da
espécie bovina, SpuL. de produto de PCR
foram acrescido de 1X de tampdoe 5 a 10 U
de enzima de restricdo (Invitrogen),
submetendo-se a 3 horas de digestdo a 65°C
a Tagl e a 37°C a Hinfl.

Os produtos, tanto da PCR quanto os
fragmentos resultantes do corte com a
enzima de restricio foram diluidos em
solucdo de Tampdo de corrida 2X e, entdo,
submetidas a corrida eletroforética (200
volts, 30 miliamperes por 2 horas),
juntamente ao padrdo de peso molecular
(pGEM® Promega), em gel de poliacrilamida
8%. Foi incluido um controle positivo para
biifalo e um para bovino, extraidos de pélos,
e um controle onde nao é adicionado DNA,
para verificar se ndo houve contaminagdo
dos reagentes utilizados para a amplificagdo.
A visualizacdo dos produtos, tanto apés PCR
quanto apéds digestao, se deu pela coloragao
dos géis com nitrato de prata.

Resultados e discussao

A utilizacdo da técnica com tiocianato de
guanidina (Boom, 1990), bem como o uso
do kit QIAMP DNA Stool para extragcdo de
DNA, apresentaram diferenca
estatisticamente significativa pelo método
do qui-quadrado (p<0,006) em relagdo a
extracdo classica com fenol-cloroférmio
(Sambrook et al, 1989). Esta foi a etapa
mais critica do experimento. Teoricamente o
leite e 0 queijo possuem pouco teor de DNA,
pois este provém das células de descamagado
do ubere da vaca. Além de possuir pouco
DNA o queijo ainda apresenta diversos
inibidores de PCR, como alto teor de
proteinas e alta degradacdo do DNA por
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microorganismos presentes nos fermentos, a
partir dos quais se faz os queijos. O método
de extragdo de DNA por guanidina esta
baseado nas propriedades de ligacdo de
particulas de silica ao DNA na presenca de
tiocianato de guanidina (GuSCN), que tem
acdo caotrdpica e de inativac@o de nucleases
(Boom et al., 1990; Mafra et al., 2004,
Corona et al., 2007). A técnica se baseia na
alteracdo de pH. Em condic¢des de pH baixo
(obtido pela adicdo de HCI), a silica tem
carga positiva para aderir a estrutura
principal de &cidos nucléicos, carregados
negativamente. Proteinas e  outros
contaminantes ndo se aderem a silica e sdo
simplesmente eliminados com o tampdo de
lavagem. Para retirar os dcidos nucléicos a
carga na superficie silica € neutralizada
aumentando o pH para 8.5, usando o tampao
de elui¢do com baixo teor de sal. O DNA
purificado dilui instantaneamente no tampao
e estd pronto para uso em diversas
aplicagdes. Por isso a PCR apresentou
melhores resultados apds a extragdo de DNA
pelo método que usa a guanidina. O método
do fenol:cloroférmio apenas precipita o
DNA, mantendo os demais inibidores.

Tabelal: Resultados das metodologias de extragdo de
DNA em queijos, em ensaio realizado na EV/UFMG
em 2008

Técnica de n

extracio Total Amplificacio
pPCR pPCR
positivo (%) negativo (%)
TlOClaI:laFO de 30 933 6.7
guanidina
Fenol- 30 60 40
cloroférmio
Kit comercial 30 93,3 6,7

pPCR = produto de PCR, sem agdo de enzima de
restri¢do.
n= nimero total de amostras analisadas

Para identificar espécies filogeneticamente
proximas como Bos taurus e Bubalus
bubalis, foram usadas duas enzimas de
restricao (tab. 2), o que permitiu neutralizar
o efeito de polimorfismos intra-especificos
(Partis et al., 2000; Parson et al., 2000;
Verkaar et al., 2002; Bellis et al., 2003;
Myers, 2003; Girish ef al., 2005).

Ap6s a digestdo (fig. 1) com enzima Tagl o
produto de PCR apresentou 108 e 163 pb
para l4cteos de origem bubalina e 271 pb
para os de origem bovina. Enquanto que
apés a digestdo com enzima Hinfl, os
fragmentos foram de 101 e 170 pb para
l4cteos de origem bovina e 271pb para os de
origem bubalina, confirmando o mencionado
por Verkaar et al. (2002).

35



Figura 1: gel de poliacrilamida a 8% corado com nitrato de prata.

271pb

170pb
163pb

108pb
101pb

Coluna 1: controle branco; coluna 2: controle bovino digerido com enzima Hinfl; coluna 3: controle bubalino
digerido com enzima Tagl; coluna 4: marcador molecular; colunas 5 e 6: amostras ndo amplificadas; colunas 7 e 8:
amostra de queijo bubalino digerido com enzimas Hinfl e Taql respectivamente; colunas 9 e 10: amostra de queijo

bovino digerido com enzimas Hinfl e Taql respectivamente.

A amplificagio de um fragmento
relativamente pequeno de DNA (271pb)
viabiliza a aplicagdo da técnica em produtos
termicamente processados, pois o DNA
quebra-se em pequenos pedacos apds
tratamento térmico ou degradacgdo bacteriana
(Partis et al., 2000; Pascoal et al., 2005;
Arslan et al., 2006). Assim sendo, quanto
menor o fragmento a ser amplificado,
maiores as chances de sucesso da técnica,
sendo o ideal fragmentos menores que
200pb (Arslan et al., 2006).

A escolha de fragmentos do citocromo b
mitocondrial para amplificacio de DNA foi
importante, uma vez que este ¢ mais
abundante que o gendmico, 0 que aumenta a
sensibilidade da técnica, levando em
consideracdo que as amostras de DNA sdo
obtidas de poucas células somaticas
provenientes da descamagdo natural do
tibere de vacas sauddveis (Parson et al.,
2000; Partis et al., 2000; Herman, 2001;
Girish et al., 2005; Arslan et al., 2006).

A sensibilidade também se faz importante,
uma vez que, quanto mais sensivel, maior a
capacidade do teste para detectar pequenas

porcentagens de adicdo de produtos de
espécies diferentes (contaminacdo). Por isso,
e também pela utilizacdo de iniciadores
espécie-especificos, nos diversos estudos ja
realizados sobre adulteracdo de queijos de
bifala com leite de vaca, é possivel a
discriminagdo de adicdo de até 0,5% de leite
de espécie diferente da declarada em queijos
processados (Partis et al., 2000; Herman,
2001; Lopez-Calleja et al., 2005). Para tanto
se faz necessdria a realizacdo da coleta de,
no minimo, trés amostras (réplicas) para a
andlise e deteccdo com maior sensibilidade
(Partis et al, 2000; Zhang et al., 2007). As
réplicas sdo utilizadas quando a mensuragao
de uma resposta estd sujeita a erros de
manipulagdo humana, ou a variagdo
intrinseca que existe entre medidas numa
mesma amostra, justificando que o seu valor
médio retrataria melhor aquela resposta para
um animal (Sampaio, 2002; Zhang et al.,
2007).

Como a utilizacdo de kits comerciais gera
certa dependéncia do laboratério com as
empresas fabricantes e/ou importadoras, o
uso da extracdo pela técnica da silica
apresenta um custo-beneficio altamente
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favordvel a sua ado¢do na rotina laboratorial.
A disponibilidade de um método analitico
rdpido e sensivel para detec¢do de materiais
derivados de espécies animais, proibidos ou
ndo declarados, representa uma poderosa
ferramenta para aumentar a confiabilidade
da rotulagem dos produtos e o cumprimento
das legislagdes correspondentes.

A pesquisa de mercado (Tab. 2) apresentou
correspondéncia esperada entre o rétulo e a
composi¢cdo espécie-especifica encontrada,
exceto em uma amostra de mozzarella de
bufala, onde foi encontrada contaminagdo
com leite de vaca. A atual legislacdo ndo

exige a diferenciac@o de produtos obtidos de
leite de vaca ou de bufala. No entanto, o uso
do termo Mozzarella ja indica que o produto
deve ser produzido a partir do leite de
bufalas, e quando se acrescenta a
especificagdo na identificagdo do produto
como “de bufala”, da-se ao consumidor a
falsa idéia de um derivado fabricado
integralmente com o leite de bufala. Por isso
faz-se necessdrio o estabelecimento pelo
Ministério da Agricultura Pecudria e
Abastecimento, do perfil de identidade e
qualidade dos produtos feitos
exclusivamente a partir de leite de bufala.

Tabela 2- Resultados dos testes com amostras de queijo comerciais rotulados como fabricados com leite de bufala ou de vaca, em

ensaio realizado na EV/UFMG em 2008.

Amostra n Total Amplificacio

Cortes com enzimas para determinacio espécie-especifica

30 pPCR positivo pPCR negativo Tagl positivo Tagl negativo HinfI positivo HinfI negativo

Queijo de bifala 7 7 (23,3%) 0

Queijo de vaca 23 23 (76,7%) 0

6 (20%) 0 1(3,3%) 6

0 23 (76,7%) 23 (76,7%) 0

pPCR = produto de PCR, sem ag¢do de enzima de restri¢ao
n= nimero total de amostras analisadas

Conclusoes

1. A extracio de DNA de amostras de
queijos baseada em solucdo de tiocianato de
guanidina e silica apresentou igual resultado
obtido pelo kit comercial (ndo houve
diferenca significativa estatisticamente) e
melhores resultados do que extragdes feitas
com fenol-cloroférmio (p=0,006).

2. A técnica de PCR-RFLP tem alta
especificidade (p<0,0001), e por isso pode
ser empregada na certificacio de
identidade/autenticidade de produtos lacteos.
3. A técnica PCR-RFLP detecta seqiiencias
de DNA em amostras de derivados l4cteos
feitos a partir de leite pasteurizado, e
produtos com adicio de fermentos,
viabilizando sua aplicabilidade em produtos

termicamente processados e queijos diversos.
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CONCLUSOES GERAIS

A técnica de PCR-RFLP tem alta
especificidade (p<0,0001), e por isso pode
ser empregada na certificacio de
identidade/autenticidade de produtos de
origem animal.

Esta técnica apresenta alta sensibilidade
(p<0,0001) para detectar adicdes acima de
10% de produto carneo ndo rotulado, sendo
possivel a aplicacdo da técnica na inspecao
de fraudes intencionais de produtos carneos.

A extracdo de DNA de amostras de queijos
baseada em solucdo de tiocianato de
guanidina e silica apresentou igual resultado
obtido pelo kit comercial (ndo houve
diferenca estatisticamente significativa) e
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melhores resultados do que extracdes feitas
com fenol-cloroformio (p=0,006).

A técnica de PCR-RFLP detecta seqiiéncias
de DNA em amostras carneas autoclavadas,
derivados léacteos feitos a partir de leite
pasteurizado, e produtos com adi¢do de
fermentos, viabilizando a aplicabilidade
dessa técnica em produtos termicamente
processados e queijos diversos.
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ANEXOS
Anexo 1

Regulamentos do Selo de Pureza

Art. 1o Fica instituido, no Ambito da Associagcdo Brasileira de Criadores de Bifalos, (ABCB) o
“Selo de Pureza” (Selo), cuja utilizagdo serd regida por este regulamento, sendo exclusiva dos
respectivos associados, mediante assinatura e registro do ‘“Termo de Autorizacdo e
Compromisso”, conforme minuta anexa e parte integrante do presente Regulamento,
devidamente registrado no Cartério de Registro de Titulos e Documentos, para conhecimento de
terceiros.

Art. 20 O Selo serd exclusivamente aplicado aos derivados do leite de bufala, produzidos
exclusivamente com leite de bufala, de origem conhecida da ABCB e sujeitos ao regime de
controle e andlise de pureza estabelecido neste Regulamento.

Art. 30 O Selo corresponderd ao modelo depositado pela ABCB junto ao Instituto Nacional da
Propriedade Industrial, observando as caracteristicas e dimensdes previstas na anexa Arte Final
do logotipo, que fica fazendo parte integrante do presente Regulamento.

Art. 40 A autorizagcdo para a utilizacdo do Selo, contida no acima mencionado “Termo de
Autoriza¢do e Compromisso”, vigorard pelo tempo em que o produtor se mantiver associado a
ABCB e cumulativamente cumprir integralmente suas obrigagdes previstas no presente
Regulamento, devendo a utilizac@o cessar imediatamente, caso o produtor, por qualquer motivo,
deixe de ser associado a ABCB, renuncie ou tenha sua autorizagdo cassada por descumprimento
de quaisquer de suas obrigacdes previstas no presente Regulamento.

Art. 50 Até 30 (trinta) dias apds a assinatura do “Termo de Autorizacdo e Compromisso” o
associado deverd apresentar, para exame e aprovacao da ABCB, a arte final de seus rétulos, com
a inclusao do Selo, devendo ater-se a forma aprovada até que qualquer alteracdo seja examinada
e aprovada pela ABCB.

Art. 60 O controle permanente da fabricacio dos derivados do leite de bufala, e da utilizagdo do
Selo, conforme prevista neste Regulamento, sera feito através do Grupo Técnico de Controle
(GTC), constituido dos técnicos da ABCB, presidido pelo presidente do Conselho Deliberativo
Técnico (CDT) e composto, no minimo de trés e no mdximo de dez membros, nomeados pela
Diretoria da ABCB, mediante indicagcdo dos associados, tendo por base os seus conhecimentos
da criac@o de bufalas leiteiras e producdo de derivados do leite de biifala. Os membros do GTC
terdo mandato de 2 (dois) anos, podendo ser reconduzidos. As reunides do GTC terdo
periodicidade trimestral, devendo constar da agenda da reunido o exame dos relatérios de visita
e andlises, realizados no periodo. Das reunides do GTC serdo lavradas atas, que serdo
encaminhadas a considerac¢do da Diretoria da ABCB, incluindo as recomendacdes, sugestdes e
medidas punitivas aprovadas pelo GTC .

Art. 7o Compete ao presidente do GTC selecionar o técnico para efetuar a visita ao laticinio,
bem como contratar de forma terceirizada o Laboratério e o apoio técnico necessirio ao servigo
de andlises dos produtos e controle da utilizagdo do Selo, conforme previsto no presente
Regulamento.

Art. 8o As préticas de controle e as andlises para a confirmagdo da pureza dos produtos serdo
feitas com base nos métodos aprovados pelas autoridades italianas para a “mozzarella di bufala
campana” com as modificacdes e adaptacdes que forem aprovadas pelo GTC. Garantida a
pureza do produto, os produtores nao serdo obrigados a revelar segredos de producio ou alterar
seus métodos, desde que estes sejam compativeis com as exigéncias do SIF/DIPOA, do
Ministério da Agricultura.
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Art. 90 As vistorias nos laticinios e as andlises dos produtos serdo feitas com a periodicidade
considerada adequada pelo GTC, devendo os técnicos conferir a origem do leite utilizado,
anotar a quantidade de leite recebida e colher amostras de leite e/ou seus derivados, para
posterior andlise laboratorial. A critério e com a periodicidade que o GTC julgar adequada, a
coleta de material para andlise poderd ser feita nos pontos de venda ou consumo dos produtos.
Art. 10 Constatada em andlise a presenca de proteinas de leite bovino ou de origem diversa do
leite de biifala em produtos autorizados a utilizar o Selo, o produtor serd imediatamente
notificado do laudo, sendo os técnicos deslocados para o laticinio produtor para determinar a
origem da mistura. O deslocamento serd feito as expensas do produtor, que, além de arcar com
os custos adicionais, deverd colaborar com os técnicos para que o problema seja sanado o mais
cedo possivel. Uma vez sanado o problema e ainda as expensas do produtor, o GTC, a seu
critério, aumentard a freqiiéncia das vistorias e das andlises a serem feitas no laticinio do
produtor, até que se certifique de que a mistura cessou.

Art. 11 O GTC desenvolverd e recomendard aos produtores métodos praticos de controle de
pureza do leite recebido na plataforma, de forma a permitir suspeita de mistura do leite recebido.
Em tal caso, a pedido do produtor, o GTC dara apoio técnico para a confirmacio e origem da
eventual mistura. Constatada a mistura por dentincia do préprio produtor, ndo serd esta contada
para o efeito de reincidéncia.

Art. 12 Constatada a reincidéncia de mistura, dentro do prazo de seis meses da mistura anterior,
0 GTC julgard, dando ao produtor ampla defesa, se o produtor agiu com culpa ou dolo, devendo,
em ambos 0s casos, cancelar a autorizacao para o uso do Selo, bem como ser aplicada multa no
valor de R$5.000,00. Se o GTC entender que o produtor agiu com dolo ou ma fé, propord a
Diretoria da ABCB a sua expulsdo dos quadros associativos da ABCB. Art. 13 Além da
contribuicdo associativa devida a ABCB, os produtores autorizados ao uso do Selo deverdo
arcar com as despesas € custos necessdrios ao servico de controle de pureza dos derivados do
leite de bufala através de uma contribuicdo adicional, de periodicidade mensal, proporcional a
quantidade de leite recebida em seus laticinios. Anualmente, o GTC juntamente a Diretoria da
ABCB, preparard o orcamento das despesas e custos necessdrios a manutengdo dos servicos,
determinando o valor a ser cobrado dos produtores autorizados e fixando a respectiva
contribuicdo, acrescida de 10%, para constitui¢do de fundo de reserva. Para a determinacdo da
quantidade de leite recebida, serd utilizada a declaragdo do produtor, sujeita a confirmacio
durante as visitas técnicas aos laticinios, observada a sazonalidade da produgdo do leite de
bufala.

Art. 14 Os recursos provenientes da contribuicido adicional dos produtores autorizados serdo
mantidos pela ABCB em conta bancdria a parte.

Art. 15 O presente Regulamento estd em vigor, devidamente aprovado pela Assembléia Geral
Extraordindria da ABCB do dia 05 de agosto de 2000.

Art. 16 Como medida transitéria, a autorizacdo para o uso do Selo entrard em vigor
imediatamente, mediante assinatura do compromisso dos produtores de respeitar a pureza dos
derivados do leite de bufala de sua produgdo e declaracdo da quantidade de leite recebida em
sua plataforma, ficando a critério do primeiro GTC escolhido iniciar as vistorias e andlises com
a periodicidade adequada, tdo logo os recursos das contribuicdes adicionais o permitam, sem
Onus para o Caixa da ABCB.

Art. 17 Competird a Diretoria da ABCB resolver os casos omissos.

Art. 18 O presente Regulamento serd periodicamente revisto, a luz da experiéncia obtida com a
sua aplicacdo, ficando a primeira revisdo prevista para agosto de 2001.

Disponivel em <http://www.criareplantar.com.br/pecuaria/bubalino/zootecnia.php?
tipoConteudo=texto&idConteudo=83>.
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Anexo 3

Tabela de amostragens para inspecdo (MAPA)

PRODUTO UNIDADE | QUANTIDADE |2 DE UMIDADES PESO TOTAL DAS
A INSPECIOMAR AMOSTRAS kg)
Caixa 001 a 500 0,2% al 4%
INDUSTRIALIZ. Fardo 501 a 2000 0,1%a0,2% |MAOCOLETA AMOSTRA
(CATEGORIA 1) Saco 2001 a 5000 004% a0,1%
Tonel 5001 a20000 | 0,02% a0,04%
Granel | mais de 20001 0,01%
PRODUTO UNIDADE | QUANTIDADE % A PESO TOTAL DAS
(unidades) INSPECIOMAR AMOSTRAS (kg)
001 a 500 5% al1i% las
ENSACADOS 501 a 2000 2% ab% 3ab
(CATEGORIAS Saco 2001 a 5000 1% a 2% S5al10
2e il 5001 a 20000 05%al1% 15a 30
mais de 20001 0,50% 30 a40
001 a 500 0,5% a 1,0% 1a5ou1 unid
PRODUTOS 501 a 2000 0,2% a0,5% Ea 10 ou 2 unid.
‘N MATURA Caixa 2001 a 5000 0,1% a0.2% 10a15 ou 3 unid.
(CATEGORIA 3) 5001 a 20000 005% a0, 1% 18 a 20 ou 4 unid.
mais de 20001 0,05% 20 a 30 ou 5 unid.
PRODUTO UMNIDADE | QUANTIDADE | NUMERO DE PESO TOTAL DAS
ftan) SUB-AMOSTRAS|  AMOSTRAS (kg)
1 a3 20 5
GRAMEIS 30 a 100 20 a 30 5a 10
(CATEGORIA 2) | Ambientea 100 a 1000 30 a4 15a20
1000 a 10000 40 a 50 20 a25
mais de 10000 50 a 60 25a 30
PRODUTO UNIDADE | QUANTIDADE % A N2 DE MUDAS
INSPECIOMAR
MATERIAL DE 001 a 100 100% 3ab
F:":‘E%Pér%@r%ﬁf MUDA 101 a 500 50% A 100% 5a10
Lnidade 501 a 2000 25% 10a1s5
(CATEGORIA 4) 2001 a 10000 12,5% 15az0
mais de 10000 5% 20 a 30

OBSERVAGAO: PARA CALCULO DA AMOSTRAGEM DEVE SER CONSIDERADO O LOTE

TOTAL
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