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DETECTION OF ADULTERATIONS IN FOOD PRODUCTS CONTAINING MILK AND/OR MILK PROTEINS. A critical review
of the most relevant analytical methodologies for quality and authenticity control of dairy products and foods containing milk
proteins is presented. Chromatographic, electrophoretic and immunological methods are used for: detection of cow’s milk in
ewe and goat milks, detection of whey added to milk, detection of caseins and/or whey proteins in non-lactic foods and study
compounds resulting from milk proteins degradation. Techniques based on polimerase chain reaction are also suitable for detection

of cow’s milk on cheeses of ewe and goat milks.
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INTRODUCAO

A autenticidade dos alimentos tornou-se um problema global. E
cada vez mais importante detectar a introdugdo no mercado de pro-
dutos fraudul entamente rotulados e de produtos de qualidade inferi-
or, quer por razdes econdmicas, quer por razdes de salide publica. As
adulteracBes em produtos alimentares contendo leite €/ou proteinas
l&cteas sdo relativamente frequentes e diversificadas, incluindo: (i)
adicdo de |eite de vaca ao | eite de ovelha e/ou cabra para a prepara-
¢do de queijo; (ii) aincorporagdo de proteinas do soro na producdo
dequeijos; (iii) aadicdo de caseinas, ou proteinas do soro aprodutos
alimentares, particularmente nos derivados de carne.

As flutuagBes sazonais na disponibilidade do leite de cabra e de
ovelhae o prego mais el evado comparativamente ao leite de vaca so
um incentivo para que os produtores de queijo adulterem os queijos
tradicionais, de leite de cabra e de ovelha, com leite de vaca e prote-
inas do soro**. Deste modo, a possibilidade de determinar a matéria
prima (tipo de leite) que foi utilizada na producdo de queijos, tem
grande importancia, ndo so para garantir a genuinidade dos queijos
com denominacgdo de origem, e dos queijos fabricados com leites
puros, mas também na determinagdo das percentagens de leite em
queijos de mistura. Por outro lado, a incorporagéo de proteinas do
Soro em queijos aumenta o rendimento de producdo, podendo assim
ser utilizadas para substituir agordura do |eite dando origem a quei-
jo de baixo teor de gordura®. A adicdo fraudulenta destas proteinas é
normalmente detectada e quantificada pela determinacéo do
glicomacropéptideo. Este polipeptideo sendo um componente espe-
cifico do soro obtido da coagulagdo do |eite pelarenina, devera estar
ausente no leite®”.

Um outro tipo de fraude que devera ser detectado é apresencade
produtos em desacordo com a rotulagem. Por exemplo, 0 consumo
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de produtos que contenham leite e este ndo seja declarado na
rotulagem, poderéa causar reagOes aérgicas, em individuos sensiveis
aesse produto. As proteinas do soro e as caseinas sdo frequentemen-
te adicionadas a produtos alimentares devido as suas propriedades
agregantes. Assim, por razfes éticas e econdmicas, torna-se impera-
tivo o desenvolvimento de métodos sensiveis para a deteccdo dos
vérios tipos de |leites em produtos |acteos e ndo lacteos.

A avaliagdo da qualidade dos produtos lacteos devera também
incluir a detec¢do de compostos resultantes da degradacdo das pro-
teinas. Por exempl o, adeteccdo de peptideos presentesem leite UHT
(Ultra-High-Temperature) recentemente processado podera indicar
quefoi obtido apartir de leite de qualidade duvidosa. Por outro lado,
a formagéo de peptideos durante o armazenamento de produtos de
longa duragdo, poder-se-a dever a presenca de enzimas termicamen-
te resistentes, que frequentemente provocam deterioracéo da quali-
dade desses produtos. Poder-se, também, analisar o grau de
desnaturagéo das proteinas do soro, paraavaliar a severidade do tra-
tamento térmico utilizado, uma vez que este pode levar a umaim-
portante perda da qualidade nutricional 72.

Nestetrabal ho derevisio serdo abordadas diferentes metodol ogias
analiticas utilizadas na avaliaco da qualidade e detecgéo de adultera-
¢Bes em produtos alimentares contendo leite e/ou proteinas |acteas.

DETECCAO DE MISTURAS DE LEITE DE VACA,
OVELHA E CABRA

Com o objetivo de garantir a genuinidade dos queijos que tém
leite de ovelha ou cabra como ingredientes, tém sido identificados
aguns marcadores de autenticidade, quimicos e biologicos, utili-
zando diferentes metodologias analiticas bem estabelecidas e vali-
dadas. No entanto, devido a grande variedade de queijos com dife-
rentes caracteristicas microbiologicas e bioquimicas e devido aos
diferentes fatores que podem afetar o processo de maturagéo, os re-
sultados obtidos para um dado tipo de queijo, podem ndo ser aplica-
dos a outra variedade.
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Num trabalho de revisdo publicado pela FIL (Fédération
Internationale de Laiterie), Ramos® divide estas metodol ogias anali-
ticas em dois grupos, um baseado na determinac&o da composi¢cao
em gordura, e outro na composi¢do em proteinas do leite.

Os métodos baseados na composi¢do em gordura utilizam geral-
mente ou os indices de acidos graxos volateis sollveis e insol Gvels,
em particular o indice de Polenske® ou métodos cromatogréficos,
utilizados para determinar a composi¢do em &cidos graxos. Para a
andlise das fracOes de proteinas podem igualmente ser utilizados
métodos cromatogréficos. No entanto, neste campo os métodos
eletroforéticos e imunol dgicos tém-se mostrado mais vantaj 0sos.

Maisrecentemente, atécnicade PCR (Polimerasechainreaction),
a0 tornar possivel localizar um pequeno fragmento de DNA numa
complexa mistura de moléculas mais ou menos fragmentadas e
replica-lo milhdes de vezes, permitindo a sua posterior identifica-
¢80, tem contribuido para a identificacdo de espécies componentes

em diferentes produtos alimentares™ e inclusive no leite e no quei-
j04,12,13.

M étodos cromatogr aficos

A cromatografia gasosa é uma das técnicas utilizadas no estudo
da composi¢do em gordura em queijos maturados, umavez que com
excegdo dos queijos maturados com fungos, poucas mudangas tém
lugar nacomposi co em gorduradurante o processo de maturagao™*®S.
Contudo, estatécnicanao é eficiente quando se usacomo adulterante
leite desnatado.

A gordura do leite das trés espécies (vaca, ovelha e cabra) con-
tém elevada propor¢ao de acidos vol &eis com niimero par de &omos
de carbono. No entanto, o leite de ovelha e cabra contém teores mais
elevadosde acido capraico (Cy), caprilico (C,), caprico (C, ) elaurico
(C,,)- As misturas podem ser detectadas com base nestas diferengas,
desde que as proporgdes ndo sejam inferiores a 15-20%, pois € ne-
cessario ter em conta o interval o de variagdo da composi¢ao em &ci-
dos graxos, devido afatores genéticos e ambientais. A relagdo entre
alguns acidos graxos, especificamente, C/C+C, e C_/C , entre
outras, apresentamenoresinterval os de variagdo que os &cidos graxos
individuais'.

Técnicas de cromatografia liquida (RP-HPLC - Reversed-phase
High Pressure Liquid Chromatography), com detecgcdo por ultra-
violeta e fluorescéncia, foram igualmente utilizadas para a identifi-
cacdo deleite devacaem leite e queijo de outras espécies, atravésda
andlise da composi¢do em B-lactoglobulina A bovina®. Os autores
conseguiram detectar quantidades de 2% de leite de vaca em amos-
tras de queijos com 2 anos de maturag&o.

Kaminarides e Anifantakis'® conseguiram a separagdo das dife-
rentes fragdes de caseinas que compdem o leite de vaca, ovelha e
cabra por HPLC com uma coluna de troca anidnica (PL.—SAX 8 p
1000 A) e deteccdo no UV a 280 nm. Os leites de ovelha e cabra
apresentam perfis cromatogréficos relativamente parecidos, mas que
diferem consideravelmente do leite de vaca. A €luigdo daa-caseina
bovina ocorre mais tarde que a das o, -caseinas caprina e ovina, uti-
lizando-se as mesmas condi¢des cromatogréficas. Deste modo, €
possivel detectar e quantificar apresencadeleite de vacaem leitede
ovelha e cabra. A quantidade de leite de vaca adicionado em amos-
tras adulteradas poderd assm ser calculada por integracdo da area
dos picos de a,-caseina bovina, usando uma curva padrao preparada
previamente com amostras adulteradas de composi¢édo conhecida

M étodos eletrofor éticos

Entre os métodos fisico-quimicos utilizados para estudar mistu-
ras de |eite de ovelha, cabra e vaca, as técnicas eletrof oréticas apre-
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sentam elevada sensibilidade (comparaveis aos métodos biol 6gicos)
e ndo requerem reagentes especiais, nem equipamento muito
dispendioso.

Inicialmente, os métodos el etroforéticos detectavam as misturas
de leite baseando-se na mobilidade superior da o -caseina do leite
devaca. No entanto, tém surgido técnicas mais sofisticadas, taiscomo
aeletroforese em géis de poliacrilamida contendo ureia, que permi-
tem adiferenciagdo das proteinas do leite de vaca do leite de ovelha
e cabra, a partir da y-caseinas bovinas. Apesar destas técnicas
eletroforéticas serem muito Uteis na andlise de misturas de leite, a
deteccdo € mais dificil em queijos com protedlise extensa. Diversos
fatores, como o pH, tipo de coagulante, quantidade de soro que per-
manece na coalhada e o uso de culturas “starter”, pode afetar a
protedlise das caseinas.

Encontram-se resumidos na Tabela 1 alguns métodos eletro-
foréticos aplicados na detecgdo de adulteractes em leite.

A adicdo de leite de vaca em queijos de ovelha foi quantificada
por esta metodologia por Amigo et al.*. Estes autores utilizaram a
andlise eletroforética das proteinas do soro para detectarem a adulte-
racdo, e verificaram que arazdo entre a 3-lactoglobulinaA eB ea
albumina sérica bovina forneceu resultados muito precisos. Utili-
zando como corante nitrato de prata, foi possivel adeteccdo de quan-
tidades de leite de vaca da ordem de 1% nos queijos. Este método
tem a vantagem de permitir analisar as proteinas do soro que sd0
menos susceptiveis que as caseinas a protedlise. Deve ser ressaltado,
que embora as proteinas do soro estejam presentes em concentra-
¢Oes muito reduzidas, estas permanecem inateradas apds 5 meses
de maturacdo dos queijos. No entanto, os autores verificaram que o
aguecimento do leite de vaca a 90° C durante 30 minutos desnatura
as proteinas do soro, ndo permitindo detectar pequenas concentra-
¢Oes (1 a10%) deleite de vaca adicionado. Estes autores verificaram
ainda que os agentes coagul antes vegetai's exerciam nas proteinas do
soro, uma agdo proteolitica superior ao do coalho animal, embora
ndo influenciassem o nivel de deteccdo. O tipo de pressdo exercida
também néo afeta o nivel de deteccdo. Este procedimento € simples
e de baixo custo.

Mayer e Hortner utilizaram uma eletroforese em gradiente em
gel de poliacrilamida para separar a -caseina e assim determinar a
presenca das caseinas bovinas em produtos |acteos.

Utilizando a técnica de SDS-PAGE (Polyacrylamide Gel
Electrophoresisin Sodium Dodecyl Sulfate) é possivel quantificar as
caseinas e as proteinas do soro em leite processado liquido e em
pé*. Este método poderd permitir a deteccdo de adulteractes do lei-
te por concentrados de proteinas do soro ou |eite desnatado em po.

O método de SDS-PAGE néo sb é apropriado para a determina-
¢do das proteinas do soro e caseinas nos produtos | &cteos, como tam-
bém, tem sido utilizado para estudar e caracterizar a proteose-
peptona?.

Recentemente a técnica de SDS-PAGE foi usada para determi-
nar a composi¢ao das proteinas do soro em leite de cabra e de ove-
Iha. A quantificacdo das diferentes proteinasfoi feita por um sistema
de andlise de imagem?.

A focagem isoelétrica (pH 4 a 9) tem sido utilizada como pri-
meira eletroforese, seguida por uma eletroforese em gel de
poliacrilamida com SDS ou ureia para separar as caseinas do leite®.
Estes autores relatam que com esta técnica, € possivel separar ndo so
as caseinas como também a para-k-caseing, a -lactoglobulina e a-
lactoalbumina.

A eletroforese capilar tem provado ser uma técnica eficiente na
andlise das proteinas do leite e na avaliagdo da qualidade dos produ-
tos lacteos. Existem diversos trabalhos que descrevem a sua utiliza-
¢80 na andlise de polimorfismos das proteinas, na avaliacdo da ex-
tensdo dos tratamentos térmicos, na deteccdo de adulteragOes e de
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Tabela 1. Métodos €eletroforéticos em gel aplicados na deteccdo de adulteractes em leite e derivados

Composto Método Condigdes de analise Aplicacéo Referéncia
Caseinas Eletroforese - gel de poliacrilamida 9% Deteccéo da adigéo de leite (29)
em gel de - coloragdo: azul de Coomassie G250, 15 h devacaaleite de cabra
poliacrilamida - Quantificagdo por densitometria a 550 nm pasteurizado
Proteinas do soro Eletroforese - tampéo de electroforese: tampéo Deteccdo de leite de vaca (20)
em gel de Tris-glicinaapH 8,3 adicionado a queijos de
poliacrilamida - coloragdo: azul de Coomassie G250 e R250  leite de ovelha
e nitrato de prata
- quantificag8o por densitometria a 600 nm
[-caseina Eletroforese - tampdo superior: ACES 40mM, pH 6,8 Deteccao de caseinas bovinas (21)
em gel de - tamp&o inferior: piridina 200 mM, pH 5,2 em leite e produtos derivados

poliacrilamida

- coloragdo: azul de Coomassie G250

- quantificag8o por densitometria a 629 nm

Caseinas, proteinas do Eletroforese - coloragdo: azul de Coomassie R
soro, proteinas da em gel de - quantificac8o por densitometria a 600 nm
membrana dos glébulos  poliacrilamida
de gordura com SDS
Proteinas do soro Eletroforese - coloracdo: azul de Coomassie R250
em gel de - quantificagdo por tecnologia de andlise
poliacrilamida  de imagem
com SDS

Detec¢éo de adulteragdes do (22)
soro de leite coalhado em p6

Determinacdo da composicéo (23
das proteinas do soro em leite
de cabra e ovelha

Tris - tris(hidroximetil)aminometano; ACES - &cido N-(2-acetamido)-2-aminoetanosulfonico; SDS - dodecilsulfato de sddio

peptideos derivados das proteinas durante a protedlise no leite e seus
derivados’. Os tipos de eletroforese capilar mais utilizados nestas
andlises sdo a eletroforese capilar de zona (capillary zone
electrophoresis - CZE), a eletroforese capilar em gel (capillary gel
electrophoresis - CGE) e a focagem isoeléctrica capilar (capillary
isoelectric focusing - CIEF). Na Tabela 2 sdo apresentados alguns
trabalhos que aplicam esta técnica na detecgdo de adulteracfes em
produtos alimentares contendo leite €/ou proteinas | &cteas.

A eletroforese capilar de zonafoi utilizada na deteccdo dos dife-
rentes tipos de leite em misturas de leite de vaca, ovelha e cabra?.
Cada tipo de leite originou um perfil eletroforético tipico, permitin-
do asuaidentificagdo. O método desenvolvido por estes autores per-
mitiu a detecg@o de 8% e 1% de leite de vaca adicionado aleite de
ovelha ou cabra, respectivamente, de acordo com os diferentes tem-
pos de migragdo da o -caseina de cada espécie. Por outro lado,
Cartoni et al.® utilizaram amesma técnica para determinar a adulte-
racao de produtos de leite de cabra com leite de vaca. A deteccéo e
quantificacdo do leite de vaca foi obtida pela presenca da a-
lactoalbumina e B-lactoglobulina A e B. Estes autores conseguiram
detectar 2% de |eite de vaca em misturas dos dois tipos de leite e 4%
em queijos. Com este método estes autores apenas conseguiram uma
andlise qualitativa de misturas de leite de vaca, cabra e ovelha e de
misturas de | eite de cabra e ovelha, devido a sobreposi¢ao dos picos
referentes & a-lactoalbumina do leite de cabra e ovelha.

M éodos imunol6gicos

Os ensaios imunol égicos sdo frequentemente utilizados na in-
dustria alimenticia para uma deteccdo qualitativa e quantitativa de
componentes alimentares e contaminantes, tendo sido utilizados pela
primeira vez no fina dos anos 60. A sua aplicacdo inicia foi na
deteccdo de proteinas especificas em concentragdes muito baixas.

Estes primeiros ensaios baseavam-se em ensaios radioimuno-
|6gicos desenvolvidos no campo da medicing, ndo sendo extensiva-
mente utilizados devido a necessidade de utilizacdo de marcadores

radioativos. O desenvolvimento, no inicio dos anos 70, de ensaios
imunoenziméticos, onde os marcadores radioativos sdo substituidos
por enzimas, €liminando os perigos associados com atécnica anteri-
or, resulta numa maior aceitacdo destes ensaios aplicados a andlises
de alimentos. Além disso, a relativa simplicidade dos ensaios
enziméticos e a elevada sensibilidade, devido a especificidade das
reacOes antigenio-anticorpo, associada a baixos custos e a utilizagdo
de equipamento ndo sofisticado, ddo a estes métodos um grande po-
tencial naindlstria alimenticia

As proteinas do soro sdo extremamente antigénicas e a sua de-
terminacdo por técnicas imunol égicas usuais como a imunodifusio
radial, a “Rocket” eletroforese, método ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), e ensaios radioimunol 6gicos ndo é compli-
cada. A determinacdo das caseinas, apesar de bastante fiavel, é mais
dificil, umavez que, estas proteinas sdo pouco antigénicas e encon-
tram-se na forma de agregados®.

A imunoprecipitacdo em meio liquido foi a primeira técnica
imunol égica utilizada na detecgéo de leites, de diversas origens ani-
mais, em misturas lacteas®. E eficaz em leites crus e pasteurizados,
mas ndo em leites esterilizados, em p6 ou condensados. Para estes
leites ndo é possivel observar a reagdo de precipitagdo, porque os
precipitados so pouco visiveis e desaparecem rapidamente apés a
sua formag&o.

Os métodos imunol 6gicos em gel, em que se mistura o anticorpo
em concentragdo conhecida no gel, sdo sensivels e apresentam eleva
da reprodutibilidade. A técnica de imunodifusdo dupla em géis de
agarose foi utilizada pela primeira vez em 1974, e permitiu detectar
2,5 % deleite de vacaem leite de cabra e ovel ha. Este método embo-
ra semi- -quantitativo, ndo é influenciado pela protedlise do queijo.

O teste COMIT para a identificac8o de leite de vaca (3-100%)
em leite de ovelha, utiliza anticorpos policlonais para as proteinas
séricas do leite de vaca®. A diferenca entre este e as técnicas de
imunodifusdo convencionais esta na utilizagcdo de reagentes
liofilizados em discos de papel defiltro, o que permite a sua difusdo
no gel. Além disso, os géis possuem um corante e uma concentragdo
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Tabela 2. Métodos de eletroforese capilar aplicada a andlise das proteinas do leite
Composto M étodo Condicgdes de analise Aplicacéo Referéncia
o-la B-lgA eB, Eletroforese capilar - coluna n&o tratada de silica fundida Determinacdo da razéo 27)
a-Caseinas e de zona - solvente de andlise: tampéo fosfato B-caseinala-lana
B-caseina 0,5 M, pH 6-9, com e sem ureia4 M deteccdo de adulteracOes

- solvente da amostra: PBS, pH 7 do leite com leite em po

- injeccdo do leite sem tratamento da

amostra

- deteccdo UV a200 nm
Glicomacro-péptideo Eletroforese capilar - coluna capilar hidrofilicarevestidade  Detecgdo e quantificagdo (28)

de zona silica fundida do glicomacropeptideo

- solvente de andlise: tampéo citrato para detectar e estimar o

comuréa6 M e MHEC 0,05%, pH 3 soro em pod, em leite e

- deteccdo UV a214 nm soro de |eite coalhado em p6
o e B-caseinas, Eletroforese capilar - coluna capilar revestida de Separacdo das proteinas do 2
proteinas do soro de zona silica fundida leite de diferentes espécies.

- solvente de andlise: tampéo citrato Deteccdo de leite de vaca

de sbdio 20 mM com MHPC 0,1% em leite de cabra e ovelha

eureiab6 M

- deteccdo UV a 214 nm
a-la, B-lgA eB eBSA Eletroforese capilar - coluna ndo tratada de silica fundida Quantificagdo das proteinas (8)

de zona - solvente de andlise: tamp&o borato do soro do leite durante o

100 mM com sulfato de sddio 30 mM, armazenamento de leites UHT.

pH 8,2 Comparagéo com HPLC.

- S0ro &cido injectado directamente Identificacdo da origem de

- deteccdo UV a214 nm produtos resultantes da

protedlise

o-laep-lgA eB Eletroforese capilar - coluna capilar de metil-silanizada Andlise qualitativa das (29)

de zona

- solvente de andlise: tampao borato
50 mM, pH 9,27 ou tamp&o borato
120 mM, pH 9,2

- detecgdo UV a 200 nm

proteinas do soro de leite

de vacae cabra

Determinacdo do leite de
vacaem leite e queijo de cabra

MHEC - metilhidroxietilcelulose; PBS — cloreto de sédio 75 mM, fosfato de potéssio 20 mM e azida de sddio 0,01%; MHPC —

metilhidroxipropilcelulose.

adequada de polietilenoglicol, o que permite uma visualizagdo mais
eficiente das linhas de precipitacdo antigénio-anticorpo.

As técnicas descritas apresentam alguns inconvenientes, parti-
cularmente, requerem muito tempo ou necessitam de uma grande
quantidade de anticorpos purificados e s8o qualitativas ou semi-quan-
titativas. O desenvolvimento dastécnicasimunoenziméticas (ELISA)
constituiu uma alternativa interessante, pois estas possuem boa
reprodutibilidade e uma sensibilidade mais elevada que a dos méto-
dos imunoldgicos em gel.

Diversos tipos de ELISA tém sido aplicados no doseamento das
proteinas do soro e das caseinas, principalmente com o objetivo de
detectar adulteracGes nos produtos |acteos. Alguns exemplos sdo
apresentados na Tabela 3.

Dois métodos ELISA (indireto e em sanduiche), foram desen-
volvidos por Garcia et al.**3 para detectar pequenas adulteragdes de
leitedevacanoleitede ovelha. Em ambosforam utilizados anticorpos
policlonais contra as proteinas do soro do leite de vaca, conjugados
com biotina. Uma vez que a biotina € uma pequena molécula, a sua
ligagdo aos anticorpos ndo prejudicaaassoci agdo antigeni o-anticorpo,
mantendo a especificidade do anticorpo para o antigenio, o que po-
der& ndo acontecer quando uma enzima se fixa diretamente ao
anticorpo. Por outro lado, a conjugacao da biotina com anticorpos &
um procedimento muito mais simples, originando produtos mais
estaveis do que os complexos enzima-anticorpo.

No método de ELISA indireto foi possivel detectar |eite de vaca
cru em leite de ovelha, embora a sensibilidade do método fosse bai-
xa, dado que ndo permitiu a quantificagdo de pequenas percentagens
de leite de vaca (1-10%) adicionadas®. As proteinas do soro
desnaturam mais facilmente pelo calor que as caseinas. Assim, asua
desnaturagdo térmica podera diminuir a sensibilidade deste método
para adeteccdo de leite de vacaem leite de ovelha. Os autores anali-
saram leite de vaca pasteurizado e UHT, retirados do mercado, e
obtiveram resultados semel hantes aos obtidos com amostras de leite
cru. O mesmo néo aconteceu com leites esterilizados, onde obtive-
ram uma diminui¢do de 25% de antigenicidade das proteinas do
soro®.

No método de ELISA em sanduiche, foi possivel detectar e
quantificar quantidades bem definidas (1-30%) de leite de vaca adi-
cionadas a leite de ovelha. Este método é mais sensivel do que o
método ELISA indireto na deteccdo e quantificagdo de pequenas
quantidades (1-10%) de leite de vaca adicionado a leite de ovelha
Contudo, com o ELISA em sanduiche ndo foi possivel detectar a
adicdo de leite de vaca UHT e esterilizado. A resposta obtida com
leite de vaca pasteurizado foi 50% mais baixa que a obtida com leite
de vaca cru®.

O método de ELISA indireto desenvolvido por Haza et al .2 utili-
za anticorpos monoclonais contra a o,,-caseina do leite de cabra.
Este método foi utilizado para detectar e quantificar quantidades de-
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Tabela 3. Métodos imunol 6gicos de ELISA aplicados as proteinas do leite

METODO ANTIGENIO APLICACAO REFERENCIA

ELISA (indirecto) Proteinas do soro do leite de vaca Deteccéo de leite de vaca adicionado (33
aleite de ovelha

ELISA (sanduiche) Proteinas do soro do leite de vaca Deteccdo e quantificag8o de leite de (39
vaca adicionado aleite de ovelha

ELISA (indirecto) a,,~Caseina de |eite de cabra Deteccdo de leite de cabra adicionado ©)]
aleite de ovelha

ELISA (competitivo indirecto) B-1g bovina nativa e desnaturada Detec¢do de proteinas do leite de vaca D
nativas e desnaturadas em queijos de
ovelha e cabra

ELISA y-caseina bovina Deteccdo de leite de vaca e caseinatos (35)

adicionados a queijo de cabra e ovelha

finidas (0,5-15%) de leite de cabra adicionado a leite de ovelha. O
limite de deteccéo situa-se entre 0,5 e 1% de |eite de cabra adiciona-
do. Estes autores analisaram também | eite de cabra sujeito adiferen-
tes tratamentos térmicos. Os resultados obtidos indicam que a
antigenicidade da caseina do leite de cabra ndo é afetada por estes
tratamentos, permitindo a sua detecgdo e quantificagéo.

Beer et al.! e Richter et al.® descrevem dois métodos ELISA
competitivos indiretos para detectar |eite de vaca adicionado a quei-
jo de cabra e ovelha. Os primeiros autores utilizam anticorpos
policlonais contra a f3-lactoglobulina bovina nativa e desnaturada,
enquanto os segundos utilizam anticorpos policlonais contra a y-
caseinabovina. No primeiro método foi possivel detectar 100 ng/ml
de B-lactoglobulina bovina nativa e desnaturada que equivale a 0,1-
0,2% de leite de vaca adicionado nos queijos de cabra e ovelha, sen-
do assim possivel a detecgéo de adulteragdes. No método desenvol-
vido por Richter et al.® o limite de deteccéo conseguido foi de 0,1%
de leite de vaca e caseinatos adicionados. Os autores concluiram
ainda que este método n&o podera ser aplicado a detecgéo de leite de
vaca em queijos de leite de bufalo, uma vez que, a y-caseina deste
leite esta relacionada com a y-caseina bovina, ligando-se de modo
semel hante aos anticorpos utilizados.

Os métodos ELISA sfo cada vez mais utilizados na andlise de
produtos alimenticios devido & sua sensibilidade, baixo custo e re-
duzido tempo de andlise podendo vir a desempenhar um importante
papel no controle da autenticidade dos produtos |cteos.

Reacédo em cadeia da polimerase (PCR)

O leite proveniente de glandulas mamarias saudavel s contém um
certo nimero de células sométicas (100.000-500.000/ml paraavaca),
predominantemente leucdcitos, 2% dos quais se acredita serem pro-
venientes das células epiteliais®. A técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) baseia-se naandlise de DNA, permitindo detectar
e amplificar pequenos fragmentos de DNA. Esta técnica tem sido
aplicada na industria de lacticinios, principalmente para detectar
contaminagdes microbioldgicas, contudo, o leite é também um
substrato adequado para as andlises por PCR*1213,

E possivel extrair DNA do |eite e de produtos | &cteos processa-
dos como o queijo e utilizar este DNA gendmico como substrato
para amplificagdo por PCR do DNA especifico da caseina. Nesta
técnicasdo utilizados primers codificando parte dasequénciado gene
da B-caseina, para detectar o correspondente DNA no leite e queijo.
Os fragmentos de DNA amplificados sdo separados por eletroforese
em gel de agarose corado com brometo de etidio. O fragmento do

gene da 3-caseina (253, 247 pb) foi observado no leite de vaca, ove-
Iha e cabra, assim como no leite em pd, no leite condensado bovino
e em queijos. A detecco de leite de vaca nos leites e queijos de
ovelha e cabra foi possivel com base na diferenciagdo de tamanho
dos fragmentos de PCR, os de bovino apresentaram 253 pb enquan-
to que os de ovino/caprino apresentaram 247 pb*1213,

O DNA extraido pode ser usado também em analises mais com-
plexas, como andlises de restricdo enzimética especifica. A identifi-
cacdo de locais especificos de restricdo enzimética, localizados ex-
clusivamente no produto de PCR de ovino/caprino, permitiu uma
deteccdo mais exata apds digestdo. Obtiveram-se doisfragmentos de
66 e 181 pb apd6s 0 uso de enzimas de restri¢ao Alu | ou 87 e 160 pb
paraaenzimaAvall. Aposaadicéo deleitedevacaao leite de cabra,
Plath et al.* obtiveram uma banda adicional correspondendo ao pro-
duto por hidrolisar do PCR de bovino (253pb). Deste modo, foi pos-
sivel estabelecer um ensaio semi-quantitativo, com um limite de
deteccdo de 0,5% de leite de vaca em queijos preparados com leite
de ovelha e de cabra.

Espectrometria de massa

A espectrometria de massa tem sido utilizada para determinar a
massa molecular das proteinas do leite de vaca®, ovelha® e cabra®,
assim como haidentificacdo de variantes genéticas™ %2, alteracBes na
composicdo dos aminoécidos e modificagdes como fosforilagdo™ e
glicosilaggo™.

O estudo das proteinas do leite de vaca utilizando a técnica de
HPLC com deteccdo por espectrometria de massa (MS) forneceu
informagdes importantes para a caracterizagdo das caseinas™ e ou-
tras proteinas do leite®®. Trujillo e colaboradores aplicaram igual-
mente a espectrometria de massa em combinag&o com HPLC, paraa
separagdo em linha, detecgfo e estudo da composi¢ao das proteinas
de leite de cabra® e de ovelha®. As proteinas do soro que nédo foi
possivel resolver por HPLC-MS, foram purificadas por FPLC (fast
preparative liquid chromatography) e analisadas por espectrometria
de massa via andlise por injec¢do em fluxo (FIA) 4%,

As metodologias descritas permitem caracterizar cada um dos
tipos de leite, assm como o estudo de processos proteoliticos no
leite.

DETECCAO DA INCORPORAGCAO DE SORO EM LEITE

A adicdo fraudulenta de soro ao leite € normal mente detectada e
quantificada pela determinagdo do glicomacropeptideo, que resulta
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da quebra da ligagdo peptidica da k-caseina entre os aminoécidos
105-106 Phe-Met. Desta cisdo forma-se a para-k-caseina (1-105)
gue permanece nas micelas de caseina e o glicomacropeptideo (106-
169) que fica no soro.

O glicomacropéptideo é geralmente quantificado por métodos
cromatogréficos, particularmente a cromatografia de excluséo
molecular®”, HPL C em fasereversa® e cromatografiade trocaionica,
quer catidnica®, quer anidnica®. A eletroforese capilar de zonacom
uma coluna hidrofilica de silica fundida®® foi também utilizada com
sucesso na detecgdo e quantificagdo do glicomacropetideo para de-
tectar e quantificar o soro em leite.

DETECCAO DE CASEINAS E/OU PROTEINAS DO SORO
EM PRODUTOSALIMENTARES NAO LACTEOS

As caseinas podem ser facilmente purificadas através da precipi-
tagdo no ponto isoelétrico ou por coagulagdo pela renina. Desde os
anos 60 que as caseinas vém sendo utilizadas na indUstria alimenti-
cia por proporcionarem textura e corpo aos alimentos, funcionarem
como emulsificantes e reterem agua. S80 frequentemente utilizadas
em alimentos como produtos de confeitaria (bolos, p&o, biscoitos),
bebidas (lacteas e ndo |4cteas), sopas, vegetais, carnes, sobremesas
(mousses e gelados), cremes de café, etc.

O interesse pelas proteinas do soro é mais recente. O desenvolvi-
mento, nos anos 70, de processos de ultrafiltragdo facilitou a sua
purificag8o, observando-se uma crescente aplicacdo destas proteinas
naindustriaalimenticia. Devido as suas propriedades emulsificantes
e gelificantes e & viscosidade e solubilidade, a sua utilizagéo é rele-
vante em bebidas, produtos |&cteos, carneos, confeitaria, sopas, mo-
lhos, condimentos e produtos dietéticos™.

No entanto, a incorporagdo de caseinas e proteinas do soro nos
alimentos deve ser declarada na rotulagem. O consumo de produtos
gue contenham leite e que ndo seja mencionado na rotulagem, pode
causar reacOes al érgicas emindividuos sensiveis. Paradetectar apre-
senca de proteinas do leite em alimentos ndo | acteos, particularmen-
te em produtos cérneos, utilizam-se igualmente métodos el etro-
foréticos, imunol 6gicos e cromatogréficos®. Estes métodos apresen-
tam alguns problemas de sensibilidade e reprodutibilidade em ali-
mentos esterilizados.

DETECCAO DE COMPOSTOS RESULTANTES DA
DEGRADACAO DASPROTEINASDO LEITE

ModificagOes tais como desnaturacdo e protedlise, comuns na
manufactura de muitos lacticinios levam a formagdo de novos com-
postos, incluindo peptideos e aminoécidos. As proteolises
incontroladas ou prolongadas (quimicas ou enziméticas) podem re-
sultar na formagdo de peptideos amargos. Geramente, este sabor
amargo esta relacionado com o conteddo em aminoécidos
hidrofébicos. Informagdes sobre a ocorréncia destes compostos de-
rivados so (itels para avaliar a qualidade do processamento e possi-
veis adulteracOes.

O estudo, por eetroforese capilar e por HPLC, das modificactes
que ocorrem nafracdo protei cadeleites submetidos atratamento UHT
contribuiu decisivamente paracontrolar aqualidade deste produto. Por
um lado, é possivel avaliar a severidade do tratamento térmico através
do estudo da desnaturagdo das proteinas do soro®#4, Por outro lado,
a presenca de peptideos no leite recentemente produzido indica que
estefoi obtido apartir deleite cru de baixaqualidade, e aformagéo de
peptideos durante 0 armazenamento do leite UHT, pode ser umaindi-
cacdo da presenca de enzimas resistentes ao calor®.

A técnica de eletroforese capilar permite a diferenciagdo entre
peptideos produzidos pela agdo da plasmina e os que resultam das
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enzimas proteoliticas das bactérias psicotroficas®. Deste modo, for-
nece informagdo sobre a qualidade do leite cru e da tecnologia utili-
zada. Também permite avaliar a severidade do tratamento térmico a
que o leite foi submetido.

Uma outra reaccdo de interesse em leites aquecidos é a reaccéo
da lactose com os residuos de lisina das proteinas. As reacgdes de
Maillard observadas provocam a formagdo de lactulosil-lisina. A
hidrdlise deste produto origina a furosina, cuja quantificacéo é uma
boa indicagdo da intensidade do tratamento térmico, assm como,
uma medida da desnaturacdo proteica e perda de lisina. A sua pre-
senca no leite pode ainda fornecer uma informagéo complementar
sobre aqualidade do Ieite, pois permite saber se foi adicionado leite
em po reconstituido ao leite liquido™#+7.

CONCLUSOES

O controlo de qualidade do leite e derivados deve tornar-se cada
vez mais rigoroso e frequente. A indUstria de lacticinios e as entida-
des responsaveis por assegurar a autenticidade destes produtos, ne-
cessitam ter a sua disposi¢o meios que possam dar respostas preci-
sas em tempo real, ao longo das vérias etapas de fabricagdo e
comercializagdo, minimizando os custos decorrentes de qual quer
anomalia que possa surgir.

A cromatografia, a eletroforese e os ensaios imunol6gicos tém
sido astécnicas mais adequadas paraavaiar aqualidade e autenticida-
de dos produtos dimentares contendo leite e/ou proteinas lacteas. O
desenvolvimento de cromatografias répidas, FPLC e HPLC, e de
eletroforese capilar, abriu novas perspectivas para a diminuigdo dos
tempos de andlise. Mais recentemente, com atécnicade PCR também
se tém obtido resultados promissores. O mesmo acontecendo com a
espectrometria de massa. Os ensaios imunol 6gicos serdo, certamente
mais utilizados na tecnologia dos lacticinios, quando estiverem dispo-
niveis comercial mente anticorpos mais baratos e especificos.
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