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1. INTRODUCAO

Os bufalos representam 11% da producdo global de leite, com uma populacdo
mundial de 201,1 milhdes (FAO, 2018). A maior parte dessa populagéo, cerca de 96,9%,
esta concentrada no continente asiatico, abrangendo paises como india, Paquistio e
China. Na India, especificamente, os bfalos s&o responsaveis por 57% da producéo de
leite (Cavali; Pereira , 2020).

O Brasil detém o maior rebanho de bufalos no mundo ocidental, totalizando 1,4
milhdo de animais. Sua distribuicdo por regido é 65,93% na regido Norte; 13,23% na
regido Sudeste; 9,59% na regido Nordeste; 7,59% na regido Sul e o Centro-Oeste com
3,73%, conforme dados da Associacdo Brasileira das Industrias Exportadoras de Carne
em 2018. O estado do Para se destaca como o principal detentor desse rebanho, com mais
de 600 mil animais, seguido pelo Amap4, que possui 300 mil cabecas de bufalos. Juntos,
os rebanhos desses dois estados correspondem a 85% do total da regido Norte do pais
(Cavali; Pereira , 2020)

Segundo a legislacao brasileira, o leite € definido como o produto proveniente de
ordenha completa, ininterrupta, em condi¢cdes higiénicas, de vacas sadias, bem
alimentadas e descansadas. Para o leite de outras espécies, é obrigatorio utilizar a
denominagdo correspondente & espécie animal. E permitida a mistura de leite de
diferentes espécies, desde que isso seja explicitamente indicado na denominacéo de venda
do produto e que a porcentagem de leite de cada espécie seja informada na rotulagem
(Brasil, 2017).

No leite de bufala, por se tratar de um produto disponivel em pequenas
quantidades em varios paises do mundo, fraudes e adulteracdes por adicdo de matérias-
primas com maior disponibilidade e/ ou custo mais baixo, sdo constantemente relatadas
(Drummond, 2013), podendo comprometer a salde do consumidor pela ingestdo de
compostos ndo relatados no rétulo do produto (Dias, 2009) como a beta-caseina Al, por
exemplo. Sendo assim, a deteccdo da adulteracdo de forma mais rapida e eficiente é
fundamental para que se garanta a autenticidade, evitando fraudes quanto aos produtos

comercializados.
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O leite de bufala apresenta distingdes dos demais animais devido as caracteristicas
nutricionais que possui, ele apresenta em sua composicdo maior concentracdo de
proteinas e lipidios, que garantem um maior rendimento de fabricacdo (Verruma, 1994;
Silva et al., 2003), além de ser mais rico em vitaminas, sais minerais, e gorduras (Tonhati
et al., 2000); possui coloragdo mais branca e sabor mais adocicado (Tonhati et al., 2000).
Todos esses fatores o tornam diferente e interessante do ponto de vista comercial,
exibindo um maior rendimento na producdo de derivados quando comparado ao leite
bovino (Bernardes, 2010).

Apesar de apresentar variacdes entre racas, tipo de alimentacdo, diferentes épocas
de lactacdo, e possuindo apenas a beta-caseina A2, o leite de bufala apresenta melhores
resultados quando comparados com o leite de vaca, e cerca de 40-50% mais produtivo na
elaboracdo de derivados (Silva et al., 2003).

Os produtos fabricados a partir desse leite sdo voltados principalmente para a
producdo de queijos, com destaque para Mozzarella, o mais fabricado e consumido no
Brasil, além de produzir também outros produtos como requeijdo, manteiga, iogurte e
doce de leite. Seu maior teor de célcio e vitaminas, deixam 0 queijo mais suave, 0 que
agrada o consumidor e fazem com que o valor pago pelo litro de leite de bufala chegue a
ser até duas vezes maior que o valor do leite de vaca (Buzi et al., 2009).

Apos 13 anos de procedimentos burocraticos e logisticos a ABCB criou em 2013
o selo de pureza “100% bufalo” visando certificar os laticinios que comercializam
produtos com leite de bafala com a finalidade de garantir ao consumidor final a qualidade
e procedéncia do produto, bem como, auxiliar as empresas certificadas na publicidade e
fortalecimento deste mercado (Selo da Bufala, 2018).

Para identificacdo de adulteracbes de misturas de leite em queijos sdo utilizadas
técnicas para baseadas na andlise das diferentes proteinas do leite, caseinas e proteinas do
soro, como a eletroforese, imunologia, cromatografia e espectroscopia de infravermelho,
que identificam a diferenca entre os produtos e quantificam a mistura (Feligini et al.,
2005).

A técnica utilizada no estudo é baseada no método PCR geralmente utilizado para
a deteccdo e diferenciacdo de espécies devido a sua alta especificidade, sensibilidade e
velocidade, que foi desenvolvida por Reale, Campanella, Merigioli e Pilla (2008) e

seguindo as modificacdes recomendadas por Giglioti et al. (2020).
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Assim, esse estudo objetivou identificar as possiveis adi¢des de leite bovino em
queijos comercializados como sendo de origem exclusivamente bubalina, utilizando

técnicas de extracdo de DNA comparando diferentes periodos de safra e entressafra.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.  Bubalinocultura no Brasil

Os bubalinos possuem origem Asiética, mais tarde sendo introduzidos na Africa,
Europa, Oceania e, por ultimo, no continente americano, e atualmente sdo encontrados
em todos os continentes (Borghese; Mazzi; 2005).

A populacdo global de bufalos é estimada em cerca de 204 milhdes de animais,
conforme dados da FAO em 2022. Nos ultimos anos, houve um notavel crescimento nesse
namero, com destaque para o Brasil, que detém atualmente o maior rebanho de bufalos
no mundo ocidental, totalizando 1,4 milh&o de cabecas, conforme o IBGE em 2022. Esses
animais estédo distribuidos por todas as regides do pais, com maior concentracdao no Norte
(65,93%), seguido pelo Sudeste (13,23%), Nordeste (9,59%), Sul (7,59%), e Centro-
Oeste (3,73%). (ABIEC, 2018).

Os bdfalos estdo presentes em todos 0s continentes por apresentar boa
adaptabilidade, facil manejo de alimentacdo, rusticidade, resisténcia, docilidade,
longevidade, precocidade, prolificidade e conversdo alimentar eficiente (Jorge et al.,
2011). Uma evidéncia da adaptabilidade do bufalo no Brasil sdo as condi¢des de manejo
e ambiente totalmente diferentes em cada regido do pais (Zava, 1984). Sdo animais de
tripla aptidao, sendo utilizados para producdo de leite e derivados, carne e trabalho
(Pereira, 2007).

Esses animais chegaram ao Brasil na década de 1880 no Estado do Par4, e entre
os anos de 1919 e 1920 ocorreram as importacdes de bufalos em diferentes regides como
Minas Gerais, Amazonas, Nordeste e Sul (Marques, 1998).

A producdo com fim comercial s6 se iniciou em 1973, quando o0 pecuarista

Wanderley Bernardes, dono de uma fazenda que fica localizada no Vale do Ribeira em
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S&o Paulo, iniciou sua pequena producdo com cerca de 117 fémeas de diferentes
categorias, mesticas e das racas Mediterranea e Murrah. Essas fémeas foram cruzadas
com machos da raga Murrah, em um total de 37 touros. Entre 1973 e 2013, produziu 3.487
crias (Dantas, et al, 2020). A partir das reprodugdes desses animais surgiram grande parte
da populagéo bubalina do centro-sul e sudeste do Brasil, principalmente de Minas Gerais
e S&o Paulo (Zava, 2011).

Entre os estados do Brasil com maior nimero de animais produtores, o Para se
encontra em primeiro, com 644.672, seguido do Amapa (312.355) e S&o Paulo (122.766)
(IBGE, 2022). Esses resultados demonstram o real potencial de producdo da
bubalinocultura no Brasil, sendo uma atividade econdmica rentavel para pequenos e
médios produtores, que utilizam os produtos derivados de bufalos para comercializacao
(Vieira et al, 2009).

2.4 Caracteristicas do leite de vaca e de bufala

O leite produzido pelas buafalas possui caracteristicas peculiares quando
comparados com outros, com destaque para o sabor caracteristico adocicado e cor mais
branca devido a vitamina A na sua forma natural e menores percentuais de beta-caroteno
em sua composicdo lipidica, que é o causador e responsavel pela cor amarelada dos
demais leites de mamiferos (Ganguli, 1979).

Alguns nutrientes encontrados no leite de bufala sdo importantes para a saude
humana, como a prevencdo de futuras doencas. O calcio e o fésforo em maior
porcentagem, ajudam na atuacdo dos dentes e nos 0ssos (Harper, 1971; Huhn et al., 1991).
A vitamina A é necessaria para um crescimento normal, manutencdo do tecido epitelial,
resisténcia a certas infeccGes e uma boa visdo. A falta desta vitamina produz cegueira
noturna (baixa adaptacéo a escuriddo).

A gordura é o constituinte do leite que apresenta maior valor econdémico, ela
contribui para seu sabor caracteristico e melhoria da textura. A partir do ponto de vista
nutricional, os lipidios do leite de bufalas possuem niveis altos de acidos graxos essenciais
ao organismo, sendo a propor¢do de acido graxo saturado/ polinsaturado considerada

nutricionalmente correta (Zoccal, el al., 2008; Guo, et al., 2004)
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Quando comparado ao leite bovino apresenta vantagens nutricionais, como
maiores teores de gordura, proteina, calcio, fosforo e sélidos totais (Tabela 1) (Oliveira
et al., 2009; Silva e Ribeiro, 2021), além do rendimento do leite bubalino em mais de
40%, favorecendo o produtor, causando uma melhor remuneragdo quando comparado ao
leite de vaca (Hunh et al, 1982; Nader Filho et al, 1984). Também possui uma maior
concentracdo, apresentando menos &gua e mais matéria seca, 0 que 0 tornou mais
utilizado na fabricacdo de produtos lacteos (Dubey et al, 1997; Macedo et al., 2001).

A partir da tabela é possivel perceber que o leite de bafala é cerca de 40-50% mais
produtivo na elaboracdo de derivados (Silva et al., 2003). Possui 33% menos colesterol,
48% mais proteina, 59% mais calcio e 47% mais fosforo (Marques, 1998). A FAO
reconheceu a importancia do leite da bufala devido a superioridade da composigao

quimica em relagéo ao de vaca (FAO, 2022).

Tabela 1 - Anélise lactea comparativa entre os leites de vaca e bufala

Vaca Bufala

Calcio: 1,30% Calcio: 1,30%

Ferro: 37 ppm* Ferro: 61 ppm*

Gordura: 3,68% Gordura: 8,16%

Proteinas: 3,7% Proteinas: 4,5%

Sélidos Totais: 12% Sdlidos Totais: 17%

Fosforo: 82 mg Fésforo: 120 mg
Vitamina A: 185,49 UI** Vitamina A: 204,27 UI**
Calorias por 100 ml: 62,83 Calorias por 100 ml: 104,29

Fonte: Adaptado de Verruma e Salgado (1994)

Em estudos comparativos com o leite bovinos, foram obtidos resultados que

demonstram superioridade no leite bubalino, com um maior teor de célcio (1,99 g/kg X
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1,17 g/kg de vaca) e magneésio (0,18 g/kg x 0.11 g/kg de vaca). O leite de bufala é 1,5 a
1,9 vezes mais caldrico que o leite bovino, com concentragdo total menor de colesterol
dessas espécies (275 mg x 330 mg em vacas por cada 100 g de gordura (De Franciscis et
al, 1994).

Ao analisarem a composicdo dos amino&cidos, foi verificado que o leite de bafalas
apresenta 25,5% de aminoécidos essenciais que o leite de vacas, de acordo com Verruma
e Salgado (1994). O pH do leite de bubalinas apresenta-se, dentro das medidas esperadas
de higienizacao, como ideal para a absorcéo intestinal, ficando entre 6,55 e 6,70 (Neves,
2002). A acidez varia entre 14 - 20°D, o que se deve ao elevado teor de proteinas, em
especial a caseina (Cunha Neto, 2003).

O leite possui diversas proteinas e elas sdo divididas em proteinas do soro do leite
(alfa-lactalbumina e beta-lactoglobulina) (Zohreh et al., 2015) e proteinas caseinas, como:
alfa s1, alfa s2, kappa e beta-caseina (CSN2) (Sulimova et al., 2007; Jaiswal et al., 2014).
As beta-caseinas chegam a 30% das proteinas totais, 0 que as torna 0 maior grupo de
proteinas (Kminski et al., 2007; Hag et al., 2013; Keaating et al., 2008;). Existem ainda,
as variantes genéticas da CSN2, sendo a Al e a A2 as mais comumente encontradas e
estudadas entre as diferentes racas. (Haqg et al., 2013).

A caseina compde cerca de 80% das proteinas do leite. No de bufala ocorre a
presenca de 100% da beta caseina A2, ndo possuindo a Al (Boro et al., 2018). A beta-
caseina € uma molécula que possui 209 aminoacidos, que é traduzida pelo gene CNS2,
no qual as variantes mais comuns sao Al e A2 (Jaiswal et al., 2014).

O leite de bafala torna-se superior aos demais devido a possibilidade de ingestéo
por pessoas alérgicas ao leite de vaca, considerando que ele ndo possui a beta-caseina Al
em sua composicdo, componente que ¢é indicado como o causador das alergias ao leite
bovino, que possui tanto a beta-caseina A1l quanto a A2 (Mishra, 2009).

O alelo A2 geneticamente é associado ao aumento da producdo de leite e
diminuicdo de gordura (Olenski et al, 2010). A existéncia da beta-caseina A2 na
composicao do leite serve como alternativa para pessoas que possuem alergia ao leite de
vaca, que possui a beta-caseina Al, geralmente responsavel por inflamacdes e digestdo
dificultada em algumas pessoas causando desordens gastrintestinais devido a presenca da
betacasomorfina-7 (Ho et al., 2014).
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Jiagin et at., (2016) conduziu um experimento, onde 45 adultos intolerantes a
lactose foram divididos em dois grupos, no qual um grupo consumiria apenas “leite A2”
e 0 outro consequentemente “leite Al1”. Os participantes que consumiram leite Al
relataram que houve maior desconforto e mais transito gastrointestinal, enquanto os que
consumiram leite A2 ndo sentiram diferenca durante o consumo. Além disso, apds a
mudanca do leite Al para o A2, houve uma diminuic¢éo de 20% na inflamagé&o do intestino
delgado. Com isso, pressupde-se que a beta-caseina Al reduz as atividades da lactase e
agrava os desconfortos gastrointestinais (He et al., 2017). Outro estudo comparando o
leite A1 com o A2 foi feito em atletas e mostrou que o consumo de leite de A2 pode
ajudar na recuperacao muscular pés treino (Kirk et al., 2017).

Em relacdo aos derivados, a quantidade de gordura influencia no rendimento dos
produtos: 14L de leite de bufala produzem 1 kg de manteiga, enquanto o leite bovino é
necessario aproximadamente 22L. Além da mozzarella, onde sdo necessarios 5L para
produzir 1 kg de mozzarella de bufala, enquanto leite de vaca s@o necessarios 10L para
producdo de 1 kg de mozzarella (Cavalli e Pereira, 2010).

Um problema recorrente relacionado ao setor ¢ a estacionalidade reprodutiva dos
bubalinos que ,em algumas latitudes, faz com que haja uma concentracdo de partos em
determinada época do ano, dificultando a disponibilidade de leite para a industria de

forma regular ao longo dos meses.

2.5 Possiveis fraudes na fabricacdo da Mozzarella

A mozzarella é um queijo de origem italiana, onde a receita original é feita com
leite de bufala. E um produto natural, sem aditivos e com alto teor de umidade, muito
diferente daquela produzida com leite de vaca, denominada Fiore de Late, na Italia
(Mozzarella, 2020). No Brasil é também chamado de mucarela ou mozzarela e se tornou
popular a partir do leite de vaca, isso faz com que os tipos de produtos lacteos derivados
dos dois tipos de leite sejam bem diferentes um do outro (Madella-Oliveira et al., 2005;
Rodrigues et al., 2012;Bernardes, 2013).

Em decorréncia da facil fabricacdo e rendimento do queijo mozzarella, além da

grande aceitabilidade no mercado e alto valor agregado, houve estimulo para o aumento
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em sua producdo e, consequentemente, de sua importancia para a industria brasileira
(Buzi; Pinto, 2009).

A mozzarella pode ser comercializada de diferentes formas, como as tradicionais
bolas, tiras, fatias, trancas e outros. Também pode ser encontrada em embalagens
plasticas a vacuo, liquido de conserva (sal e acido citrico), sendo possivel aumentar a
meia vida do produto (Kosikowski, 1979).

Diversas reportagens relatam a situacdo da “pirataria” no mercado varejista. A
revista Dinheiro Rural, de 11 de junho de 2008 apresenta reportagem com titulo “A
mozzarella contra — ataca” mencionando que ha no mercado queijos com 80% de leite de
vaca sendo vendidos como mozzarella de bafala. Um dos principais motivos que
incentivam a fraude ao produto € a menor disponibilidade da matéria-prima, consequéncia
da sazonalidade de producéo, e o maior valor agregado se comparado ao leite de vaca
(Amaral; Escrivdo, 2005; Bernardes, 2007; Buzi et al., 2009; Vieira et al., 2009; ABCB,
2010; Souza, 2010; Dalsecco, 2013; Pignata, 2013; Souza, 2015).

No mercado varejista o valor pago em média pelo quilo da mozzarella de vaca ¢é
de aproximadamente R$50,92 e o0 da mozzarela de bifala R$90,00 (Pao de Acucar, 2020),
provocando um estimulo a fraude dos produtos pelas industrias, aumentando o volume
produzido devido a mistura dos leites (Verruma e Salgado, 1994; Bastianetto, 2005;
Teixeira et al., 2005).

Embora haja grande comercializacdo de produtos bubalinos no mercado, a
legislacdo brasileira ainda ndo possui um método oficial valido para deteccdo de fraude
em produtos dessa origem, bem como, de outras espécies com adicdo de leite bovino.

Um dos objetivos dos métodos utilizados para avaliar a autenticidade de alimentos
é identificar a individualidade de cada espécie na elaboracdo de produtos lacteos. As
proteinas tém sido amplamente utilizadas como marcadores por meio de técnicas bem
estabelecidas e validadas (Guerreiro, 2013).

Devido a grande variedade de produtos lacteos com diferentes caracteristicas
microbioldgicas e bioquimicas, vindas do leite de diferentes espécies e aos fatores que
podem afetar o processo de maturacdo dos queijos, sdo citados na literatura varios
métodos como, eletroforese, imunologia, cromatologia e espectroscopia de

infravermelho, que identificam a diferenca entre eles e mensuram a quantidade da mistura
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de maneira confidvel, através da caseina que apresentam diferencas entre cada espécie,
podendo ser dividida em quatro grupos: o, B, v, k (Veloso et al.., 20004; Mayer, 2005).

A técnica de PCR (Polymerase chain Reaction ou Reacdo em cadeia da
polimerase) é baseada na analise de DNA, ampliando fragmentos de DNA mitocondrial
de células somaticas, leucocitos, células mamarias e B - caseina. A extracdo de DNA de
produtos lacteos processados € feita através de primers (Oligonucleicos especificos),
codificando a sequéncia do gene desejado, amplificando e identificando através da
eletroforese, essa técnica apresenta sensibilidade alta, no nivel de 0,5% de mistura de
espécies, podendo chegar a 0,1% de limite de deteccdo (Feligini et al., 2005).

Os métodos de PCR utilizando DNA mitocondrial como alvo especifico para
deteccdo de DNA bovino em produtos lacteos de bufalas, cabras e ovelhas tém sido
frequentemente estudados (Mafra, Ferreira, Faria, & Oliveira, 2007; Feligini et al., 2005;
Cottenet, Blacpain, & Golay, 2011).

Sendo assim, as técnicas empregadas para deteccdo de adulteracdo de queijos e
produtos lacteos sdo confiaveis na funcao de separacdo, identificacdo e quantificacdo das

proteinas do leite de diferentes espécies (Fontenele, 2013)

3.  MATERIAIS E METODOS

3.1. Local e periodo do experimento

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual Paulista - UNESP, no
campus de Jaboticabal/SP em parceria com o Instituto de Zootecnia na cidade de Nova
Odessa/SP. A coleta das amostras de queijos comercializados como oriundas da espécie
bubalina foi realizada no ano de 2023 em diferentes localidades e estabelecimentos
comerciais do estado de Séo Paulo. As analises quimicas e fisicas dos queijos foram

conduzidas no Instituto de Zootecnia de Nova Odessa/SP.

3.2 Amostras e analise de pureza
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Para esse estudo foram utilizadas 76 amostras de queijo elaborado com leite de
bafala, colhidas de janeiro a outubro de 2023 de diferentes marcas existentes no mercado.

O efeito das estacdes foi definido ao longo dos meses do ano como: Outono (20
de marco a 21 de junho), Inverno (21 de junho a 23 de setembro), Primavera (23 de
setembro a 22 de dezembro) e Verao (22 de dezembro a 20 de marco) (INMETRO, 2023),
e subdivididos em dois periodos para analise: safra e entressafra.

O periodo de safra representa a época de alta producgdo, sendo de Abril a Junho,
enquanto o periodo de entressafra vai de Julho a Margo.

Os produtos lacteos observados foram de 24 marcas diferentes, elaboradas
somente com leite bubalino, baseando-se na data de fabricacdo de cada produto. Sendo
que quatro marcas recebem o “Selo de Pureza” da Associagao Brasileira de Criadores de
Bufalos. Os queijos utilizados para o experimento eram do tipo mozzarella, burrata,
ricota, requeijao, minas e coalho.

Cada produto foi analisado individualmente, desde a rotulagem, conferindo os
requisitos obrigatdrios de presenca em produtos embalados de origem animal, de acordo
com a RDC no 259, 23 de setembro de 2002, 7 em relacdo a rotulagem de alimentos
embalados: denominacdo de venda, marca do produto, lista de ingredientes, contetdo
liquido, identificacdo de origem, identificacdo do lote, data de validade; até a extracdo do
DNA.

O metodo utilizado foi desenvolvido por Reale et al., (2008), seguindo as
modificagcdes recomendadas por Giglioti et al. (2020), do Instituto de Zootecnia de Nova
Odessa, que é baseado no método PCR geralmente utilizado para a deteccdo e
diferenciacdo de espécies devido a sua alta especificidade, sensibilidade e velocidade.
Amostras de DNA de produtos lacteos foram extraidas de acordo com o método descrito
por Azevedo et al. (2021). Todas as amostras de DNA foram diluidas para uma
concentracdo final de 5 ng/pL.

Sua utilizacdo em produtos lacteos é possivel devido a presenca de DNA
recuperavel derivado de células somaticas (leucocitos e células da mama) (Lipkin,
Shalon, Khatib, Soller, Friedmann, 1993).

A partir dele foi desenvolvido o PCR quantitativo em tempo real (QPCR) que serve

para deteccdo e quantificacdo simultdnea de DNA bovino em amostras de DNA de leite
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e derivados de buafalos, caprinos e ovinos. Além disso, esse método estabelece um limite
de detec¢do, também calcula a quantidade de DNA contaminante.

Este procedimento descreve a extracdo de DNA, a partir de amostras de produtos
derivados do leite (mozzarella, requeijdo, iogurte, manteiga e outros), independente da
espécie original, que sera utilizada na amplificacdo de regido polimdrfica (contendo
SNPs) para a identificacdo da pureza na composicao.

Um conjunto de primers especificos foi projetado usando as sequéncias que
cercam 0 gene mitocondrial da subunidade 1 do citocromo c oxidase (cox 1 DNA) para
cada espécie. O DNA extraido de amostras de leite (vaca, bufala, cabra e ovelha, n = 12)
foi submetido a reacdes de PCR.

Um conjunto de primers especificos para gPCR foi projetado usando as regides
do gene cox 1 DNA sequenciado delimitado pelos primers desenhados para PCR
convencional. O ensaio qPCR foi realizado em volumes de reagao de 10 pL usando um
termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen, Venlo, Holanda). Cada reagdo continha 5,4 uL de
agua estéril, 2 uLL de mistura 5 X HOT FIREPol EvaGreen® HRM (Solis Biodyne, Tartu,
Estonia), 0,3 uL de cada iniciador (10 uM) e 2 uLL de DNA (10 ng).

Um controle de modelo negativo foi incluido em cada execucdo de PCR. A gPCR
foi realizada nas seguintes condi¢des: desnaturacao inicial a 95 °C por 12 min, seguida
de 35 ciclos de desnaturagao (95 °C por 15 s), anelamento (63 °C por 20 s) e extensao (72
°C por 20 s). Apos a amplifica¢do, a analise HRM (fusao de alta resolucéo) foi realizada
durante as curvas de dissociacdo de 70 a 92 °C em incrementos de 0,2 °C, aumentando a
0,1 °C/2s.

As corridas de PCR foram realizadas em conjunto de acordo com o primer
especifico comparando as diferentes marcas de mozzarella de bufala. As amostras padréo
de mozzarella utilizadas para cada reacdo de PCR foram as previamente sequenciadas

A especificidade de cada primer especifico foi verificada quanto a
presenca ou auséncia de amplificacdes inespecificas pela temperatura do
pico de fusido (-C) e alteragdes na forma das curvas normalizadas pela
analise HRM. A sensibilidade analitica foi avaliada usando diluicOes seriadas
de 5 vezes (51 a 5— 5, 10 ng a 0,0032 ng) de controles de amostras de

DNA de cada espécie (amostras de espécies especificas sequenciadas).
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Para estimar a quantidade de DNA de cada espécie-alvo, as curvas de calibragdo
foram padronizadas a partir de diluicdes seriadas de 5 vezes (descritas acima) e as faixas
de quantificacdo foram determinadas para cada espécie. A eficiéncia da reacdo (E),
inclinacdo e coeficiente de determinacdo (r2) também foram determinados para cada
espécie.

Além disso, a sensibilidade analitica também foi avaliada testando
concentracdes decrescentes de DNA bovino em amostras de DNA de
bufalos, caprinos e ovinos: 50% (5 ng), 10% (1 ng), 5% (0,5 ng), 2% (0,2
ng ), 1% (0,1 ng), 0,5% (0,05 ng) e 0,1% (0,01 ng). O limite de detecgao
foi definido na ultima diluicao que apresentou = 90% de deteccédo, e para
cada concentracao foram utilizadas 10 réplicas técnicas.

As 76 amostras de DNA de mucarela de bufala foram avaliadas por gPCR para
detectar e quantificar a presenca de DNA de vaca. As diferencas entre a quantidade de
DNA (ng) entre vaca e bufala foram transformadas em porcentagens de DNA de vaca:
(DNA de vaca — [DNA de vaca + DNA de bufalo])*100

4.  ANALISES ESTATISTICAS

Apos coleta dos dados, estes foram organizados em planilha Microsoft Excel em
relacéo a distribuicdo de frequéncia dos produtos ao longo dos meses e estacGes do ano,
avaliando esta distribuicdo atraves de teste Qui-quadrado (x2 ), que é utilizado para
avaliar variaveis qualitativas, observando se existe diferenca significativa entre as
frequéncias observadas e frequéncia esperada.

As andlises estatisticas foram realizadas sob nivel de significancia p=0,05 em

todos os teste estatisticos.

Gréfico - Distribuicdo da quantidade dos queijos elaborados com leite bubalino, ao longo

dos meses do ano.
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O teste Qui-quadrado foi elaborado na forma de hipétese, onde deve-se testar que
as estacdes do ano influenciam na fraude e adulteracdo da mozzarella de bufala, isto é, o
periodo do ano difere na proporcéo dos queijos adulterados.

Gréafico - Distribuicdo de frequéncia (Fo) observada dos queijos elaborados com leite
bubalino, ao longo dos meses do ano, divididos em Safra (de abril a junho), e Entressafra

(de julho a marco).
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Gréafico - Distribuicdo de frequéncia (Fe) esperada dos queijos elaborados com leite
bubalino, ao longo dos meses do ano, divididos em Safra (de abril a junho), e Entressafra
(de julho a marco).
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5. RESULTADOS
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Das 24 marcas de queijos de bufala analisadas, apenas quatro possuiam a
certificacdo "Selo de Pureza", indicando que seus produtos foram testados e
comprovadamente contém 100% de leite de bufala, conforme regulamentacdo da
Associacao Brasileira de Criadores de Bufalos (ABCB). Essas marcas foram submetidas
a uma analise especifica de PCR, onde é possivel ampliar e detectar sequéncias de DNA.

Além das marcas que participam do programa, outras 9 marcas que ndo estavam
envolvidas no “Selo de Pureza" também alcangaram 100% de pureza em seus produtos.
Isso indica que elas também usam exclusivamente leite de bufala, embora ndo possuissem
a certificacdo oficial.

No entanto, nem todas as marcas atingiram esse nivel maximo de pureza. Cinco
marcas foram identificadas com uma pureza que variava entre 50% e 99%, o que significa
que parte dos seus produtos era composta por leite de bufala. Trés marcas apresentaram
uma pureza entre 1% e 49,9%, mostrando uma menor proporc¢édo de leite de bifala em
seus produtos.

As anélises mostraram que 4 marcas ndo continham leite de bufala, apresentando

100% de adulteracdo no produto.

Grafico - Porcentagem de DNA de vaca detectado em cada amostra de queijo de bufala
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Em sintese, o estudo revela que a maioria das marcas participantes do programa
de certificacdo ou que alegam usar leite de bufala realmente o fazem, apresentando
consistentes resultados de pureza. Contudo, algumas marcas ndo participantes também
conseguiram manter elevados padrbes de pureza. Por outro lado, algumas marcas nao
cumpriram suas alegacdes sobre o uso de leite de bufala, o que pode induzir os
consumidores ao erro ao procurarem produtos especificos por suas caracteristicas de
origem.

A adicdo significativa de leite bovino ao leite de bufala torna as amostras
adulteradas mais facilmente distinguiveis das amostras puras de leite de budfala. 1sso
ocorre porque a composicdo das amostras adulteradas se assemelha mais ao leite de vaca
ndo adulterado, que é mais comum. Em contrapartida, o leite de bufala puro possui
caracteristicas quimicas distintas. Essa diferenca fortalece os testes de identificacdo de
fraudes, ja que as amostras adulteradas divergem dos padrd@es tipicos do leite de bufala,
facilitando a deteccéo precisa das fraudes.

Nas andlises foram considerados dois periodos do ano: safra (Abril a junho) e
entressafra (julho a marco) representando uma subdivisdo das estacGes do ano.

O resultado do teste estatistico indicou que a proporcao dos queijos adulterados
na safra difere da entressafra sob nivel de significancia p=0,05.

Gréfico - Resultado Qui-quadrado
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X"2 CALCULADO (15,03) > X*2 CRITICO (3,841)

6. DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo indicam a necessidade de utilizacdo de métodos
préprios para a deteccdo e quantificacdo de adulteragdo em produtos lacteos utilizando
técnicas de PCR.

A adulteracdo de queijos, particularmente pela adigédo de leite de vaca em produtos
rotulados como feitos exclusivamente de leite de bafala, mostrou-se uma pratica que
compromete a autenticidade e a qualidade dos produtos.

A adulteracdo de queijos com a adicdo de leite bovino ao leite bubalino, é uma
pratica mais comum nos periodos de escassez sazonal de leite de bdfala. A
estacionalidade reprodutiva da espécie bubalina interfere significativamente na
disponibilidade de produtos lacteos. A concentracdo de producdo nos meses de abril a
junho resulta em uma alta oferta de leite de bdfala, enquanto nos meses de verdo a
producdo é drasticamente reduzida, incentivando praticas fraudulentas, fazendo com que
a producao de leite bubalino caia até 60%, o que leva produtores a utilizarem leite bovino
para atender a demanda do mercado (Bastianetto et al., 2005; Czerwenka et al., 2010;
Andrighetto, 2011).

Dentre as adulteracdes de leite bubalino mais comumente relatadas, a adi¢do de
leite bovino é a mais frequente. Segundo o Art. 235, paragrafo 2°, do RIISPOA, ¢é
permitida a mistura de leite de diferentes espécies de animais, desde que conste na
denominacdo de venda do produto e seja informada na rotulagem a porcentagem do leite
de cada espécie (Brasil, 2017). Tratando-se de adulteracdo, essa mistura ndo € informada
ao consumidor e, por esta razdo, além da avaliacdo da qualidade sensorial, microbiologica
e fisico-quimica do leite, torna-se necessario que métodos eficazes sejam empregados
para deteccdo desses processos (Mendes et al., 2010).

Na analise, revelou-se que 5 marcas registraram niveis de pureza variando entre
50% e 99%. Esses produtos, apesar de conterem uma quantidade significativa de leite de

bafala, também possuiam algum nivel de adulteracdo com leite de vaca.
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Mais intrigante foi o fato de que 3 marcas apresentaram uma pureza de apenas 1%
a 49,9%. Esse baixo nivel de pureza indica uma adulteracdo consideravel,
comprometendo seriamente a integridade do produto.

Essas praticas podem lesar os consumidores em relacéo aos valores agregados ao
produto (Dias, et al., 2012) e acarretar riscos indiretos a satde publica, como reacdes
alérgicas devido a ocorréncia de alergias especificas a proteina do leite de vaca.

A fraude no leite de bufala ndo se limita apenas a adicdo de leite bovino. Outras
praticas incluem a adi¢do de agua e soro, que aumentam o volume e reduzem o custo de
producédo, comprometendo ainda mais a qualidade do produto final (ABCB, 2009).

Os resultados refletem a variacdo na qualidade dos queijos de bufala disponiveis
no mercado e a necessidade de fiscalizagdo rigorosa para garantir a autenticidade dos
produtos. A adulteracdo de queijos ndo so prejudica os consumidores, mas tambem afeta
negativamente os produtores que seguem as normas de pureza.

Cottenet et al. (2011) conduziram um estudo sobre a aplicacdo do PCR multiplex
em tempo real com amplificacdo do DNA mitocondrial para verificar a autenticidade de
leites fluidos de diversas marcas vendidas na China, india e Paquistdo, focando na
deteccdo de contaminacdo e fraudes. O estudo revelou, que a técnica foi eficaz na
identificacdo de amostras contendo DNA de multiplas espécies, incluindo casos em que
houve mistura de leites de diferentes espécies ndo declaradas na rotulagem.

Especificamente, foi observado que 21% das amostras de leite bovino continham
DNA de bufala. No leite bovino indiano, 20% das amostras continham pequenas
quantidades de leite de bufala (<5%), enquanto 50% continham entre 5% e 50% de leite
de bufala. Além disso, o estudo investigou a presenca de DNA de vaca em leite de bufala
da India e Paquistdo, encontrando DNA bovino apenas em amostras de leite indiano, com
70% dessas amostras mostrando presenca de leite bovino.

Lopez-Calleja et al. (2007) descreveram o0 uso da PCR como uma abordagem
simples e rapida para detectar DNA especifico de vaca em amostras de leite e queijo tipo
mucarela de bufala comprados na Espanha. Da mesma forma, Darwish et al. (2009)
analisaram 21 amostras de leite de bufala disponiveis no mercado, identificando fraudes
em oito amostras.

Silva et al. (2015) utilizaram o PCR Multiplex para diferenciar DNA de diferentes

espécies em queijos feitos com leite de bufala fraudados experimentalmente, além de 44
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amostras de queijos obtidas no comércio varejista do Para. O estudo revelou que o PCR
foi eficaz em identificar misturas de leites de diferentes espécies, detectando fraudes em
13,63% das amostras comerciais analisadas, principalmente provenientes do mercado
informal e feiras livres. Esses estudos destacam a rapidez e eficacia do método na garantia
da autenticidade dos produtos analisados.

Em resumo, as variacdes na pureza dos queijos estdo diretamente relacionadas ao
periodo do ano e a sazonalidade reprodutiva dos bufalos. Essas informac@es sdo cruciais
para a industria de laticinios e podem orientar praticas de producdo mais eficientes e
confiaveis ( Torres et al., 2016).

7. CONCLUSAO

Os achados neste trabalho permitem concluir que ha produtos rotulados como
oriundos de leite bubalino, mas que apresentam mistura de leite bovino. Cabe destacar
que aqueles laticinios associados ao Programa Selo de Pureza da ABCB e outros
cumprem as informacdes contidas nos rétulos utilizando somente o leite de bufalas.
Conclui-se ainda que em periodos de entressafra ha maiores adulteracbes com adicdo de
leite bovino na elaboracdo dos produtos.

Estes resultados indicam que se faz necessario que os 0rgdos publicos
responsaveis realizem inspecdes visando a protecdo do consumidor e a integridade do

mercado como um todo.
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8. RESUMO
ADULTERACAO DE QUEIJOS PRODUZIDOS COM LEITE DE BUFALA

O estudo aborda a adulteracdo de queijos produzidos com leite de bdfala, uma
pratica que pode comprometer a qualidade e a seguranca dos produtos lacteos. Com uma
populagdo global de bufalos significativa, especialmente concentrada na Asia, o Brasil
destaca-se no cenario ocidental com o maior rebanho de bdfalos. O leite de bufala possui
caracteristicas nutricionais superiores ao leite de vaca, sendo mais rico em proteinas,
lipidios, vitaminas, sais minerais, e ndo contém a beta-caseina Al, o que o torna uma
alternativa para pessoas com alergia ao leite bovino.Devido ao seu alto valor comercial,
o leite de bufala é frequentemente adulterado com leite bovino, uma pratica que pode
prejudicar a saude do consumidor. O trabalho teve como objetivo identificar possiveis
adulteracdes em queijos comercializados como de origem bubalina utilizando técnicas de
extracdo de DNA. Foram analisadas amostras de queijos por meio de métodos como
eletroforese, imunologia, cromatografia e espectroscopia de infravermelho para detectar
e quantificar misturas de leite.Os resultados evidenciam a presenca de adulteragdes em
amostras de queijos, destacando a necessidade de métodos eficientes para garantir a
autenticidade dos produtos. A pesquisa contribui para a melhoria dos processos de
fiscalizacdo e certificacdo, promovendo a seguranca alimentar e a confianca dos
consumidores.

Palavras Chave:Bubalinocultura, fraudes na fabricacdo de mozzarela, caseina
A2.
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9. ABSTRACT

ADULTERATION OF CHEESE PRODUCED WITH BUFFALO MILK

The study addresses the adulteration of cheeses made with buffalo milk, a practice
that can compromise the quality and safety of dairy products. With a significant global
population of buffaloes, especially concentrated in Asia, Brazil stands out on the western
scene with the largest herd of buffaloes. Buffalo milk has superior nutritional
characteristics than cow's milk, being richer in proteins, lipids, vitamins, minerals, and
does not contain Al beta-casein, which makes it an alternative for people with allergies
to bovine milk.Due to its high commercial value, buffalo milk is often adulterated with
bovine milk, a practice that can harm the consumer's health. The aim of the work was to
identify possible adulterations in cheeses marketed as buffalo origin using DNA
extraction techniques. Cheese samples were analyzed using methods such as
electrophoresis, immunology, chromatography and infrared spectroscopy to detect and
quantify milk mixtures.The results highlight the presence of adulterations in cheese
samples, highlighting the need for efficient methods to guarantee the authenticity of the
products. The research contributes to improving inspection and certification processes,
promoting food safety and consumer confidence.

Keywords: buffalo farming, fraud the manufacture of mozzarella, A2 casein.
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