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NOVA METODOLOGIA PARA DETECCAO DE FRAUDES EM LEITE DE CAPRINOS
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RESUMO - O aumento do consumo de derivados do leite de caprinos nos ultimos anos tem
destacado a busca por esses animais na pecuaria brasileira. Esses produtos tém maior valor
agregado em comparacdo com os laticinios de bovinos. Consequentemente, a adicdo de
guantidades variaveis de leite de vaca durante a fabricacdo pode ocorrer, o que constitui fraude por
adulteracédo do produto. Assim, o presente estudo desenvolveu um novo método baseado em PCR
em Tempo Real quantitativa (qPCR) para detectar e quantificar DNA bovino em amostras de leite e
devirados lacteos de caprinos. As reacdes de gPCR foram baseadas em primes que flanqueiam o
gene da regido do DNA mitocondrial ( mtDNA) de bovinos e caprinos. As curvas de calibracdo para
cada primer-especifico foram padronizadas, assim como, os limites de deteccdo foram
estabelecidos e permitiram a quantificacdo de cada espécie e o limite de detecgéo foi de 0.016 ng

para ambas as espécies.
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ABSTRACT - The increased consumption of goat milk derivatives in recent years has highlighted
the search for these animals in Brazilian livestock. These products have greater added value
compared to dairy products from cattle. Consequently, the addition of varying amounts of cow's milk
during manufacturing can occur, which constitutes fraud by product tampering. Thus, the present
study developed a new method based on Real-Time PCR to detect and quantify bovine DNA in milk
samples and detonators of goats. The qPCR reactions were based on primes that flank the same

gene of the mitochondrial region (MtDNA) of the two evaluated species, cattle and goats

Keywords: dairy products, molecular genetics, inspection, adulteration.

1. INTRODUCAO

O rebanho caprino vem apresentando crescimento no Brasil, assim como a producdo de
leite desses animais. O mercado esta dividido entre a producdo de leite fluido, leite em po e
derivados lacteos como queijos, doces, iogurtes, etc (DUARTE, OCCULATI e MANFRE, 2019). O
leite de cabras possui elevado valor nutricional, além de possuir como beta caseina, apenas a do
tipo A2. Além disso, possui triacilglicer6is em sua composicéo (98% da proporcéo de lipides), com
tracos de fosfolipideos, colesterol e acidos graxos livres. Os glébulos de gordura séo menores e
com maior presenca de acidos graxos de cadeia média e curta, o que facilita o processo digestivo,
gue também ¢é justificado pela composicdo dos éacidos graxos. Os &acidos caprico, caprilico e
caproéico representam em torno de 15% dos acidos graxos no leite de cabra, enquanto no leite
bovino representam 7%, fato este também associado ao odor caracteristico do leite caprino
(TAYLOR & MACGIBBON, 2011).

As proteinas, assim como no leite de vaca, sdo divididas em caseinas e proteinas do soro
do leite (whey proteins). A maior parte das proteinas do leite bovino é composta pela as;-caseina,
enquanto no leite caprino, as proteinas majoritarias sdo B-caseina e as;-caseina. (VERRUCK,
DANTAS & PRUDENCIO, 2019). A asi-caseina, associada a processos de digestdo mais dificil, é
presente no leite bovino em cerca de 12 a 15 g/L, enquanto no leite caprino, este valor chega a, no
méximo, 7 g/L. A alergia ao leite de vaca atinge cerca de 6% de criancas brasileiras, e a
substituicdo por leite caprino demonstra resultados satisfatérios em até 40% dos casos.

(HODGKINSON et al., 2017). A B-lactoglobulina do leite de cabra apresenta diferencas com rela¢éo
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a presente no leite de vaca. Durante a sua digestdo e processamento, gera peptideos bioativos que
possuem efeitos anti-hipertensivos, antimicrobianos, antioxidantes e imunomoduladores
(BALTHAZAR et al, 2017).

Além da lactose, outros tipos de carboidratos presentes no leite de cabra séo
oligossacarideos, glicopeptideos e glicoproteinas. Os oligossacarideos do leite caprino exibem uma
série de efeitos benéficos a saude humana, como propriedades antigénicas e efeitos anti-
inflamatorios na regido intestinal. Ainda, os &cidos linoleicos conjugados presentes no leite,
definidos como uma familia de isdmeros do acido linoleico tem importancia comprovada na inibicao
do cancer e aterosclerose e melhora das fun¢des imunoldgicas (ELWOOD et al., 2010).

Com relagao ao conteddo mineral, sabe-se que além do leite caprino ter maiores niveis de
calcio, fosforo, magnésio, ferro e cobre comparativamente ao leite de vaca, suas
biodisponibilidades sdo aumentadas. O contelddo de vitamina A também se mostra mais elevado
em relacdo ao leite de vaca, pois as cabras sdo capazes de converter carotenos em vitamina A
(VERRUCK, DANTAS & PRUDENCIO, 2019).

Produtos oriundos do leite de caprinos, assim como os de bufalos e ovinos, possuem valor
agregado e maior valor comercial em relacéo ao leite de vaca, o que faz com que eventualmente,

esses produtos sejam adulterados pela adigédo do leite de vaca.

De acordo com AZEVEDO et al (2021), existem varios métodos para detectar fraudes em
leite como cromatografia, eletroforese, imunolégico, fluorescéncia. Os autores descrevem nesse
artigo, metodologias baseadas em técnicas de genética molecular, para detectar fraude em leite e

produtos lacteos de bubalinos por adicao de leite de vaca.

Assim, o presente estudo desenvolveu um novo método baseado em PCR em Tempo Real

para detectar e quantificar DNA bovino em amostras de leite e devirados lacteos de caprinos.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Amostras experimentais e processamento

As amostras de DNA usadas nesse estudo foram provenientes do banco de DNA do
Laboratério de Biotecnologia do Instituto de Zootecnia-1Z, Nova Odessa, Sdo Paulo, Brasil, obtido
através da coleta de leite de trés cabras da raca Saanen. Os produtos comerciais (amostra de leite

e duas amostras de queijo, foram adquiridas em lojas comercias).
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2.2. Extracdo de DNA

A extracdo de DNA dos produtos lacteos foi realizada de acordo com o0 método de Reale et
al. (2008), com algumas modificagdes: 20 mL de solugdo PBS (pH 7.8) foram adicionados a 20 mL
de leite fresco e centrifugados a 1500 x g a 4 °C por 20 min. Uma lavagem adicional foi realizada
adicionando 10 mL de PBS e as amostras foram entdo centrifugadas a 1500 x g a 4 °C por 10 min.
O pellet obtido foi ressuspenso em 60 uL de PBS e em seguida submetido a extracdo de DNA
utilizando o kit Easy-DNA™ (cat. n. K1800-01 - Protocolo n°® 1 — pequenas mostras de sangue ou
foliculos capilares; Invitrogen, Carlsbad, EUA), conforme recomendado pelo fabricante. O pellet de
DNA foi diluido em 60 pL de Tris-EDTA. A concentragdo e pureza das amostras de DNA foram
determinadas por meio de espectrofotdmetro BioDrop (BioDrop uLITE, Integrated Scientific
Solutions Inc., Walnut Creek, CA, USA). As concentracdes de DNA de todas as amostras avaliadas

foram ajustadas para 5 ng / pL.
2.3. PCR e Sequenciamento do DNA

Um conjunto de oligonucleotideos iniciadores foram desenhados usando as sequéncias que
flanqueiam o gene do DNA mitocondrial (mtDNA) para cada espécie (Tabela 1). As amostras de
DNA extraidas das amostras de leite (3 de bovino e 3 de caprino) foram submetidas a reacdes de
PCR. Os ensaios foram realizados para um volume final de 50 pL, utilizando 0,2 pL de Platinum ™
Taq DNA Polimerase High Fidelity (5 U / pL; Invitrogen), 1,5 uL de MgS0O4 50 mM (Invitrogen), 5 uL
de tampéo de PCR 10 x Tag DNA Polimerase [(600 mM Tris-SO4 (pH 8,9), 180 mM (NH4) 2S04;
Invitrogen)], 1 pL de mistura de dNTP 10 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), 2 pL de cada 10
MM de iniciadores diretos e reversos (Tabela 1) e 2 yL de DNA (10 ng). As condicdes de
amplificacdo da PCR foram: 95 C por 5 min (ativacdo enzimatica), seguida de 35 ciclos a 95 C por
30 s (desnaturacao), 55 C por 45 s (anelamento) e 72 C por 1 min (extensdo), com extensao final
de 68 C por 10 min. Os produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 2,0%, corados com brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta. Os produtos de
PCR foram purificados usando um kit de purificagdo PureLink®PCR (Invitrogen) de acordo com as

recomendacdes do fabricante e foram submetidos as rea¢des de sequenciamento.

A reacdo de sequenciamento foi realizada usando o kit BigDye Termi-nator v3.1 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA) e ent&o analisados por meio do equipamento ABI Prism 3730XL
(Applied Biosystems). As sequéncias de DNA obtidas foram alinhadas com o software CLUSTAL /

W (Thompson, Higgins, & Gibson, 1994) e comparadas com as ja depositadas no GenBank. As
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similaridades também foram avaliadas pelo BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). As
sequéncias de nucleotideos de ambas espécies avaliadas neste estudo foram depositadas no

banco de dados GenBank.

Tabela 1. Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores usados nos ensaios de PCR e qPCR.

Tamanho do

Ensaio espécie Primer Sequéncia (5'-3) produto (bp)

B. taurus mt-PCR-bov-F F: CTACTCTCGCTCCCTGTAT 553
' mt-PCR-bov-R  R: CATAGTGGAAATGTGCGACAA

PCR _
sequenciamento G, hircus MPCR-capF  F: CCTAGCAGGCATCTCTTCAAT -
mt-PCR-cap-R ~ R: TCCGTGGAGTGTTGCTAATC
B taurus  MPAPCR-bOV-F  F: TTAATCTTACCTGGGTTTGGA 120
' mt-gPCR-bov-R R: GAAACCTAGAAATCCGATTGAC
PCR - -cap- :
q C hircus MPAPCR-cap-F  F:CTTATTTTACCTGGATTTGGA 124

mt-qgPCR-cap-R R: CAATAAATCCTAGAAACCCGA

2.4. Reagdes qPCR

Um conjunto de oligonucleotideos iniciadores especificos para a PCR quantitativa (qPCR)
foi desenhado usando as regides que flanqueiam parte do gene mtDNA delimitadas pelos
oligonucleotideos desenhados para PCR convencional (Tabela 1). As rea¢gfes de gPCR foram
realizadas em volumes final de 10uL usando um o equipamento Rotor-Gene Q (Qiagen, Venlo,
Holanda). Cada reacédo continha 5,4 uL de agua ultra-pura, 2 yL de master mix 5 x HOT FIREPol
EvaGreen® HRM (Solis Biodyne, Tartu, Estonia), 0,3 pL de cada primer (10 pM) e 2 yL de DNA
(10 ng). Uma amostra de controle negativo foi incluida em cada ensaio de qPCR. A gPCR foi
realizada utilizando as seguintes condi¢des: 95 ° C por 12 min (ativacdo enzimatica), seguida de 35
ciclos de 95 ° C por 15 s (desnaturacédo), 63 ° C por 20 s (anelamento) e 72 ° C por 20 s
(extensdo). A curva de dissociacdo foi produzida em ciclo Unico adotando-se a variacdo de
temperatura entre 60 - 95 °C com incremento de 0,5°C com 5 segundos para cada passo. As
corridas de gPCR foram realizadas de acordo com o0s oligonucleotideos especificos para bovinos
e caprinos, utilizadas para cada reacdo de qPCR foram aquelas previamente sequenciadas (secao
2.3).
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2.5 Testes de especificidade e sensibilidade

As especificidades de cada oligonucleotideo especifico foram verificadas quanto a
presenca ou auséncia de amplificacdes ndo especificas e pela temperatura da curva de
dissociagdo (°C). A sensibilidade analitica foi avaliada usando diluigdes seriadas na base 5 (5* a
57, ou 10 ng a 0,0032 ng) de controles de amostra de DNA de cada espécie, usando cinco
repeticdes técnicas de cada amostra e foram submetidas as rea¢cfes de qPCR.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A qualidade, certificacdo e rastreamento de alimentos tem ganhado cada vez mais atengao
do setor produtivo, principalmente dos consumidores. Alimentos seguros e com garantia de origem
e conteudo, tem ganhado cada vez mais espaco e agregado valor ao produto. Por ter valor
agregado maior, propriedades nutricionais especificas e dar origem a produtos lacteos mais
valorizados, o leite e derivados lacteos de caprinos podem sofrer adulteracdo, principalmente por
leite de vaca (CHENG, CHEN e WENG, 2006). Em estudo com pequenos produtores na regiao
Nordeste do Brasil, RODRIGUES et al (2012) encontraram que 41,2% das 160 amostras
analisadas possuiam algum grau de contaminacdo com leite bovino. Técnicas de PCR tem sido
relatadas para deteccao de fraudes por adigédo de leite bovino em bufalos (AZEVEDO et al, 2021) e
caprinos (CHENG, CHEN e WENG, 2006 e RODRIGUES et al, 2012).

3.1 Sequenciamento de DNA

Os fragmentos de PCR foram especificos para cada oligonuneotideo especifico permitindo
seu uso para reacdes de sequenciamento (Fig. 1). As amostras sequenciadas foram depositadas

no GeneBank e foram utilizadas como controles para as rea¢des gPCR (Fig. 2).
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Figura 1. Fragmentos de PCR de bovinos (1 a 3), caprinos (4 a 6) e controle negativo (7).

B. taurus
C. hircus

B. taurus
C. hircus

TTTTAATCTTACCTGGGTTTGGAATAATCTCTCATATCGTGACCTACTACTCAGGAAARAARL 62
TTICTTATTTTACCTGGATTTGGAATAATCTCTCATATCGTAACCTACTACTCAGGGARAARA 62

*hk ok kk kkkhkhhkhkhk Khkhkhkhkhkhkhkohkhkhkhhkhkhkhkhkohkhkkkok Khkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhk kokkhkokok

GAACCATTCGGATATATGGGAATAGTTTGGGCTATAATGTCAATCGGATTTCTAGGTTTCATCG 126
GAACCATTCGGGTACATAGGAATAGTGTGAGCCATAATATCAATCGGGTTTCTAGGATTTATTG 126

khkhkhkhkhkhkhkkhk Hhk Kk hhkhkhkhkhkk Kk khk Khkhkhkk hhkhkhhkhkhkhk hhkkhkhkhkkk Kkhk khkhKk

Figura 2. Alinhamento de sequéncia do DNA do gene mitocondrial (mtDNA) de bovinos (120 pb) e cabra
(124 pb), e localizacdo de oligonucleotideos (em negrito) utilizados nos ensaios qPCR. Os asteriscos
representam a similaridade entre as duas sequencias.

3.2 Reagdes de gPCR

3.2.1 Especificidade e sensibilidade

Cada conjunto de oligonucleotideos desenhados para cada espécie foi especifico ndo

apresentando amplificacdes inespecificas quando contrastadas com amostras inespecificas

(bovino x cabra) (Fig. 3). Cada conjunto de oligonucleotideos também mostrou temperaturas de
curvas de dissociacéo distintas (Fig. 3).
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Figura 3. Temperatura da curva de dissociagdo do ensaio de PCR em Tempo Real.

O limite de deteccdo encontrado para cada espécie foi o mesmo, 0,016 ng (Fig. 4). As
curvas de calibracdo usando as diluicbes seriadas de cada amostra especifica permitiram
guantificar e estimar os limites de deteccdo de cada espécie-especifica. As curvas de calibracdo
foram analisadas conjuntamente entre bovinos e cabras. As concentragdes de 10 ng utilizadas para
cada espécie permitiram que as curvas de amplificacdo apresentassem ciclos quantitativos (Cq)

semelhantes e, assim, permitiram a quantificacdo conjunta de ambas as espécies (Fig 4).

A Amplification bovine and goat Calibration curve bovine and goat
Cycling A_ HRM (Page 1)
10" * R=0 99656
25 R*2%0.99313
2 M=-3.580
B=18.931
o 4 23 Efficiency=0.90
3 1074 =
- G 21
g Threshold @
Z 10°. 19
18
17
107 16

.1ﬁ -1f} 10’
Concentration

Figura 4. Curvas de amplificacéo e eficiéncia de reacao a partir de analises comparativas especificas de
espécies. A: bovino (clinha urva preta) e caprinos (linha verde).
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4. CONCLUSAO

A metodologia proposta se mostrou eficiente em detectar fraudes com leite bovino em leite
e produtos lacteos de caprinos tendo sensibilidade de detecc¢éo a partir de 0,016ng de DNA bovino

na amostra analisada.
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