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A mistura do leite de cabra com leite de vaca é uma prática fraudulenta na indústria

láctea. As principais razões para esta adulteração, além do aspecto econômico, são o

menor rendimento do leite de cabra e o fato do leite de vaca estar sempre disponível.

Para garantir a autenticidade do leite e dos queijos de cabra, há necessidade da aplicação

de testes analíticos específicos que permitam o controle deste tipo de adulteração.

Dentre os métodos encontrados na literatura destacam se aqueles baseados na análise

das frações protéicas do leite, dos quais, os mais utilizados são os cromatográficos,

eletroforéticos, imunológicos, a reação em cadeia da polimerase (PCR) e a

espectroscopia de infravermelho. O objetivo desta revisão foi abordar os principais

métodos, baseados em análise protéica, utilizados para detecção de adulteração do leite

de cabra por adição de leite de vaca.

: Adulteração, leite de cabra, leite de vaca.

The mixture of goat milk with cow's milk is a fraudulent practice in the dairy industry.

The main reasons for this adulteration, besides the economic aspect, are the lowest yield

of goat milk and the fact that cow's milk is always available. To ensure the authenticity

of milk and goat cheeses, it is necessary the application of specific analytical tests that

allow the control of this kind of fraud. Among the methods found in the literature

stand out those based on analysis of protein fractions of milk, of which, the most used

are chromatographic, electrophoretic, immunological, the polymerase chain reaction

(PCR) and infrared spectroscopy. The purpose of this review was to address the main

methods, based on protein analysis, used to detect adulteration of goat milk by the

addition of cow's milk.

: Adulteration, goat’s milk, cow’s milk.
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A adulteração dos mais variados tipos de alimentos, tem sido uma prática

constante há muito tempo, e em toda a cadeia produtiva, comprometendo a qualidade

dos produtos e a segurança do consumidor. Com relação ao leite não é diferente, vários

estudos têm demonstrado que este alimento e os seus derivados, durante décadas, vêm

sofrendo adulterações de diferentes formas.

O mercado atual tem se preocupado em disponibilizar grande variedade de

produtos adequados a interesses cada vez mais particulares, o que se observa também no

setor lácteo pela crescente oferta de produtos específicos para certos nichos de mercado.

Os consumidores buscam qualidade e alimentos mais saudáveis e prezam pela confiança

de que estão levando o que é especificado no rótulo. Nas embalagens, a origem dos

ingredientes utilizados para a fabricação deve ser relatada, pois a adição não

mencionada de substâncias fere o direito do consumidor e a legislação em vigor

(Congresso Nacional, Lei n° 8078 de 11 de setembro de 1990; Resolução RDC n° 259

de 20 de setembro de 2002).

O leite de cabra caracteriza se como um produto diferenciado, convergindo

propriedades nutricionais e funcionais. Comparado ao leite de vaca, apresenta maior

proporção de ácidos graxos de pequena e média cadeia (6 a 14 carbonos) e menor

proporção de caseína αs1, que resultam em maior digestibilidade. Além disso, em

função da menor proporção de caseína do tipo αs1 e da configuração de suas

lactalbuminas, o leite de cabra é uma alternativa alimentar para indivíduos que

desenvolvem intolerância e reações alérgicas ao leite de vaca, sendo utilizado, também,

como substituto na dieta de crianças e idosos (Chapaval, 2007). Desse modo, a

possibilidade de determinar a qualidade e autenticidade do leite entregue no laticínio,

que será utilizado para o consumo ou na produção de derivados lácteos

caprinos, tem enorme importância.

A comercialização do leite caprino como uma especialidade, e até mesmo como

alimento funcional, agrega valor ao produto e traz consigo um grande potencial de

adulteração com o leite bovino, mais barato. A mistura, não mencionada, do leite de

cabra com leite de vaca é uma prática fraudulenta na indústria láctea. As principais

razões para esta adulteração, além do aspecto econômico, são o menor rendimento do

leite de cabra e o fato do leite de vaca estar sempre disponível em maior quantidade.
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O leite de cabra e o de vaca apresentam características físico químicas e de

composição bastante similares, o que impossibilita a detecção da sua mistura por testes

convencionais de rotina. Para garantir a genuinidade do leite e dos queijos de cabra, há

necessidade da aplicação de testes analíticos específicos que permitam o controle deste

tipo de adulteração. Nesse intuito, diferentes metodologias têm sido desenvolvidas,

algumas delas já bem estabelecidas e validadas, destacando se aquelas baseadas na

análise das frações protéicas do leite (Pereira, 2003; Veloso, Teixeira, & Ferreira,

2002b).

Dentre os métodos encontrados na literatura os mais utilizados são os

cromatográficos, eletroforéticos, imunológicos, a reação em cadeia da polimerase (PCR)

e a espectroscopia de infravermelho, que muitas vezes, além de identificarem a

diferença entre os produtos, quantificam a mistura de forma confiável (Dias, Lobato, &

Verruma Bernardi, 2009).

Na União Européia, utiliza se como método de referência para detectar caseína

bovina em queijos fabricados com leite caprino, ovino e bubalino a focalização

isoelétrica (IEF Isoelectric focusing) da caseína γ (Commission Regulation No.

273/2008 of 5 March 2008). No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuária e

Abastecimento (MAPA), publicou no ano de 2000 a instrução normativa Nº37 que

fixou as condições de produção, identidade e os requisitos mínimos de qualidade do

leite de cabra, proibindo também a mistura com leite de outras espécies ou classificando

o produto, assim adicionado, como fraudado ou falsificado. Entretanto, a legislação

sancionada pelo governo federal não prevê metodologia específica para o combate à

esta adulteração. Sendo assim, por razões éticas, econômicas e de saúde pública, torna

se imperativo a aplicação de métodos sensíveis para a detecção da mistura do leite de

cabra, e de seus derivados, com leite de outra espécie.

O objetivo desta revisão foi de abordar os principais métodos, baseados em

análise protéica, utilizados para detecção de adulteração do leite de cabra por adição de

leite de vaca.

2.1 Métodos eletroforéticos

A eletroforese tem um papel muito importante no estudo das proteínas lácteas e

foi utilizada na investigação de suas variantes genéticas, contribuindo para a



13

diferenciação do leite de várias espécies, sendo usada, também, na detecção da mistura

destes (Strange, Malin, Van Hekken, & Basch, 1992).

Na eletroforese, as proteínas migram submetidas a um campo elétrico, em que as

cargas positivas e negativas são atraídas para seus pólos contrários correspondentes,

sendo possível sua separação e identificação. Além de sua carga, a forma, o tamanho e a

associação com outros íons, podem alterar sua mobilidade (Silva, 2002).

A principal vantagem do método eletroforético é a de permitir a separação,

quantificação e identificação simultânea das diferentes proteínas de uma mistura. Após

a separação, as diferentes bandas resultantes podem ser identificadas com a utilização

de corantes como o azul de Coomassie ou o nitrato de prata. Estes permitem não só uma

identificação qualitativa dos grupos de proteínas, como também uma quantificação

aproximada utilizando um densitômetro no comprimento de onda correspondente à

absorção do corante (James, 1995).

A diferença entre os perfis eletroforéticos de proteínas caprinas e bovinas foi

observada sobre gel de poliacrilamida (PAGE) ou gel de amido, podendo detectar se

1% de mistura com ambos os suportes, da mesma forma que em géis alcalinos contendo

uréia (Furtado, 1983; Ramos & Juárez, 1985; Szijarto & Van de Voort, 1983). O

método PAGE pode ser usado na presença de SDS ou de uréia. A uréia e o ânion

detergente dodecil sulfato de sódio (SDS) possuem a habilidade de dissolver vários

tipos de proteínas e decompô las em componentes de polipeptídeos. O Uréia PAGE

separa por diferença na carga elétrica, enquanto o SDS PAGE pelo tamanho da

molécula, ambos podem separar as proteínas tanto por grupos, como por variações

genéticas (Amigo, Ramos, Martin Alvarez, & Barbosa, 1991; Dennis, 1998). Egito et

al.(2006) avaliaram as duas técnicas, sendo Uréia PAGE o método mais apropriado na

identificação da fraude, podendo detectar a adição de 2,5% de leite de vaca, baseado na

presença da caseína αs1 com migração mais rápida no leite bovino.

Nos últimos anos, o desenvolvimento de uma técnica de eletroforese capilar,

baseada na separação das proteínas através do fluxo em um tubo capilar, resultou na

redução do tempo das análises, com uma alta resolução e o uso de quantias muito

pequenas de amostras e tampões (Recio, Amigo, & López Fandifio, 1997). A técnica

permite a separação de caseínas e proteínas do soro das diferentes espécies e tem se

mostrado eficiente na detecção de misturas de leite, identificando adulterações a partir

de 1%. Os tipos de electroforese capilar mais utilizados são a electroforese capilar de

zona, a electroforese capilar em gel e a focagem isoeléctrica capilar.
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A separação de proteína de acordo com seus pontos isoelétricos é especialmente

satisfatória para a análise de caseínas que formam muitas variantes genéticas. A

focalização isoelétrica (IEF) é o método de referência da União Européia para a

determinação da presença de leite de vaca e caseinato em queijos feitos de leite ovelha,

cabra ou de búfala ou a mistura destes. Baseia se na identificação de γ caseínas depois

de plasminólise. Usando dois padrões de referência (com 0 e 1% de leite de vaca), as

amostras positivas para a presença de leite de vaca podem ser detectadas. No caso em

que as concentrações de γ2 e γ3 caseína bovinas forem iguais ou maiores que no

padrão a 1%, a presença de leite de vaca será confirmada. O método permite determinar

0.5% de adição (Commission Regulation No. 273/2008 of 5 March 2008).

2.2 Métodos cromatográficos

A cromatografia é fundamentalmente um processo de separação por migração

diferencial entre duas fases, a fase móvel e a fase estacionária, sendo estabelecidas

interações entre os solutos e a fase estacionária (eletrostática, hidrofóbica, de afinidade e

estereoquímicas), conforme o tipo de cromatografia (Prazeres, 1995).

Métodos cromatográficos têm uma extensa aplicação na separação de proteínas

do leite. Técnicas de cromatografia líquida de alta performance (HPLC) estão entre os

métodos mais empregados na detecção de adulterações por mistura, destacando se a

RP HPLC (Reverse phase High Pressure Liquid Chromatrography ou cromatografia de

fase reversa), onde as substâncias são separadas devido à diferença de hidrofobicidade,

e a cromatografia de troca iônica (Ion Exchange HPLC / IE HPLC), onde a separação se

baseia na diferença de afinidade dos íons com a coluna, ou outro componente, como pH

e a força iônica da coluna, que podem variar dependendo das proteínas analisadas

(Borková & Snáselová, 2005; Mayer, 2005).

A detecção da adição de leite de vaca no leite de cabra pela análise de proteínas

do soro (α La, β Lg e BSA) foi descrita por Romero, Perez Andújar, Olmedo, e

Jiménez (1996) usando RP HPLC. A determinação da adulteração resultou do tempo de

retenção das proteínas do soro e variantes genéticas. Esta técnica possibilitou a detecção

de mistura em quantias abaixo de 1%. Ferreira e Caçote (2003) trabalharam com a

detecção e quantificação de misturas em leite e queijos de vaca, cabra e ovelha através

da determinação de β lactoglobulinas por meio de RP HPLC em um limite de detecção

de 2%.
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Kaminarides e Anifantakis (1993) conseguiram a separação das diferentes

frações de caseínas que compõem o leite de vaca, ovelha e cabra por HPLC com uma

coluna de troca aniônica. Os leites de ovelha e cabra apresentaram perfis

cromatográficos relativamente parecidos, mas que diferiram consideravelmente do leite

de vaca. A eluição da αs1 caseína bovina ocorreu mais tarde que a das αs1 caseínas

caprina e ovina, utilizando as mesmas condições cromatográficas. Deste modo, foi

possível detectar e quantificar a presença de leite de vaca em leite de ovelha e cabra. A

quantidade de leite de vaca adicionada em amostras adulteradas pôde, assim, ser

calculada por integração da área dos picos de αs1 caseina bovina, usando uma curva

padrão preparada previamente com amostras adulteradas de composição conhecida.

2.3 Métodos espectroscópicos

A espectrometria de massa tem sido utilizada para determinar a massa molecular

das proteínas do leite de vaca, ovelha e cabra, assim como na identificação de variantes

genéticas, alterações na composição dos aminoácidos e modificações como fosforilação

e glicosilação (Veloso, Teixeira, Ferreira, & Ferreira, 2002).

A técnica para análise da mistura do leite de várias espécies baseia se nos

diferentes picos espectrais apresentados pelas proteínas distintas após sofrerem

isolamento, com alteração de pH, dessa forma uma análise estrutural dos grupos

funcionais presentes em determinadas regiões do espectro, a partir de seus perfis

característicos, permite a quantificação através de curvas analíticas (Rodriguez Otero,

Hermida, & Centeno, 1997).

Alguns estudos aplicaram a espectrometria de massa em combinação com HPLC

para a separação em linha, detecção e estudo da composição das proteínas de leite de

cabra e de ovelha. Estas metodologias permitiram caracterizar cada um dos tipos de leite

(Veloso, Teixeira, Ferreira, & Ferreira, 2002).

Recentemente, o desenvolvimento da espectroscopia de infravermelho permitiu

a identificação de diferentes compostos do alimento, assim como sua quantificação,

tendo a vantagem de ser um método rápido, podendo chegar a 400 amostras/h, com

custo moderado de equipamentos, facilidade de preparação da amostra, podendo ser

realizada muitas vezes no alimento íntegro ((Rodriguez Otero, Hermida, & Centeno,

1997; Pappas et al., 2008). Este método analisa vários parâmetros ao mesmo tempo,

podendo separar proteína (caseína e proteínas do soro), lipídios, lactose, cinzas, entre

outros, além de verificar vários tipos de adulteração (Dias, Lobato, & Verruma



16

Bernardi, 2009). González Martin et al. (2007), utilizando a espectroscopia de

infravermelho, analisaram o percentual de leite de vaca, ovelha e de cabra em queijos ao

longo de seis meses de maturação, sendo possível detectá los com segurança após este

período, se mostrando uma alternativa no combate a adulteração de queijos maturados

em comparação com HPLC que analisa com limite de 4 a 8 semanas de maturação.

2.4 Métodos imunológicos

Os ensaios imunológicos são frequentemente utilizados na indústria alimentícia

para detecção qualitativa e quantitativa de componentes alimentares e contaminantes. A

sua aplicação na análise de alimentos tornou se possível com o desenvolvimento, no

início dos anos 70, de ensaios imunoenzimáticos, onde os marcadores radioativos foram

substituídos por enzimas, eliminando os perigos associados com a técnica anterior.

Além disso, a relativa simplicidade destes ensaios e sua elevada sensibilidade, devido à

especificidade das reações antígeno anticorpo dão a estes métodos um grande potencial

na indústria alimentícia (Grappin & Ribadeau Dumas, 1992).

Diversas técnicas para detecção de mistura entre leites baseadas na interação

antígeno anticorpo foram desenvolvidas e entre elas destaca se o método ELISA,

(Enzyme Linked Immunosorbent assay ou Ensaio de Imunoabsorção ligado à enzima)

que em comparação a outros, como a imunoprecipitação e a imunodifusão em gel,

mostra se mais viável devido a sua simplicidade, menor tempo de elaboração, alta

sensibilidade e especificidade, e por fornecer resultados quantitativos (Dias, Lobato, &

Verruma Bernardi, 2009).

O teste ELISA detecta ou mede a concentração de uma proteína de interesse em

uma amostra que pode conter muitas proteínas diferentes. Usa se um anticorpo

associado a um suporte, que se liga especificamente com a proteína alvo. Um segundo

anticorpo conjugado a uma enzima gera um produto cuja cor é visível pela adição de um

substrato específico, e é facilmente mensurável por uma curva padrão da proteína de

interesse (López, Mallorquín, & Veja, 2003). Essas análises empregam mono ou

policlonais anticorpos específicos que podem reagir com proteínas do soro, frações

individuais de caseína e peptídeos fragmentos de caseínas. Em comparação com as

caseínas, as proteínas do soro (β lactoglobulina, α lactalbumina, imunoglobulina G) são

mais antigênicas e apresentam maior resistência à proteólise, podendo ser utilizadas

como marcadores em análises de queijos maturados. Em contrapartida, as caseínas

apresentam maior estabilidade a tratamentos térmicos, o que possibilita a utilização
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destas em análises de produtos lácteos tratados pelo calor, como leite UHT e

esterilizado (Veloso, Teixeira, Peres, Mendonça, & Ferreira, 2004).

Existem duas variações para o teste ELISA, segundo Asensio, González, García,

e Martín (2008): o ELISA indireto, utilizando dois anticorpos, um específico ao

antígeno e outro conjugado a uma enzima, sendo este o responsável pela reação

enzimática que, quando presente, poderá ser observada e quantificada por diferentes

técnicas. Na segunda forma mais utilizada, o ELISA sanduíche, o antígeno é colocado

entre dois anticorpos, um de captura e outro de detecção, esse estará conjugado a uma

enzima ou ao complexo enzima anticorpo produzindo uma reação bioquímica que

poderá ser analisada por técnicas como cromatografia, fluorescência e densitometria.

Desse modo, os testes ELISA podem apresentar resultados de forma qualitativa e

quantitativa, com limites de detecção de até 0,01% de mistura.

Novas estratégias, baseadas em ensaios imunoquímicos, vem ganhando destaque

como alternativa para o controle de rotina das adulterações. Um teste

imunocromatográfico rápido, baseado na detecção da imunoglobulina IgG bovina, foi

desenvolvido para o diagnóstico qualitativo da adição de leite de vaca no leite de cabra,

com limite de detecção de 0,5% 1% e obtenção do resultado em apenas 5 10 minutos. O

teste pode ser usado com leite fresco, pasteurizado, integral ou desnatado, lactosoro e

queijo produzido com leite pasteurizado. As imunoglobulinas resistem às condições de

pasteurização padrão (72 75 ºC por 15 20 segundos). Porém, tratamentos térmicos mais

severos podem desnaturar a IgG bovina e produzir resultados falso negativos

(Anonymous, 2003).

2.5 Métodos baseados em DNA

O leite proveniente de glândulas mamárias saudáveis apresenta certo número de

células somáticas (100.000 500.000/ml para a vaca), formado predominantemente por

leucócitos, sendo cerca de 2% constituído por células epiteliais. A técnica de PCR

(Polymerase Chain Reaction ou Reação em Cadeia da Polimerase) baseia se na análise

de DNA, amplificando fragmentos do DNA das células somáticas (Reale, Campanella,

Mergioli, & Pilla, 2008).

É possível extrair DNA do leite e de produtos lácteos processados, como o

queijo, e utilizá lo como substrato para amplificação em PCR. Nesta técnica são

utilizados que codificam a sequência desejada do gene da caseína, sendo os

fragmentos amplificados e separados por eletroforese, permitindo a identificação da



18

espécie correspondente. A detecção de leite de vaca no leite e queijos de cabra foi

possível com base no tamanho dos fragmentos de gene das β caseínas, sendo os de

bovino 253 pb (pares de base) e os de caprino 247 pb (Veloso, Teixeira, Ferreira, &

Ferreira, 2002).

A técnica de PCR foi utilizada para a detecção de leite de vaca no leite (Bania,

Ugorski, Polanowski & Adamczyk, 2001) e queijos de cabra (Maudet & Taberlet 2001)

com limite de detecção de 0,1%. López Calleja et al. (2004), encontraram o mesmo

limite de detecção tanto em amostras de leite cru, como também em amostras de leite

pasteurizado e esterilizado. A vantagem das técnicas de DNA está na sua elevada

sensibilidade e possibilidade de aplicação em amostras muito deterioradas.
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A cromatografia, a eletroforese e os ensaios imunológicos têm sido as técnicas

mais utilizadas para se avaliar a autenticidade do leite e derivados. O desenvolvimento

de cromatografias rápidas, como HPLC, e da eletroforese capilar, abriu novas

perspectivas para a diminuição dos tempos de análise. Porém, ainda são técnicas de

pouca aplicabilidade na rotina.

Mais recentemente, com o PCR, têm se obtido resultados precisos, devido à sua

elevada sensibilidade, sendo muito eficaz em análises de produtos deteriorados. Já a

espectroscopia, por permitir a determinação de vários parâmetros ao mesmo tempo,

também tem se destacado. Todavia, ambos são métodos onerosos e que requerem

capacitação técnica e estrutura laboratorial complexa.

Métodos do tipo ELISA são muito sensíveis e tem a vantagem de apresentar

resultados quantitativos, o que é importante em análises de queijos. Já os ensaios

imunoquímicos, como os testes imunocromatográficos, são bastante práticos,

dispensando equipamento laboratorial sofisticado, e têm apresentado resultados

extremamente rápidos e seguros, podendo ser utilizados em análises de rotina pelos

laticínios.
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A crescente valorização do leite de cabra e a sua semelhança com leite de vaca têm

induzido uma frequente ocorrência de adulteração pela adição do leite mais barato. O

Estado da Paraíba tem se destacado como o maior produtor de leite de cabra do Brasil, o

que ressalta a importância de se avaliar a autenticidade desse produto, já que não há

metodologia validada para fiscalização no país. O objetivo deste trabalho foi detectar a

presença de leite bovino no leite caprino entregue por produtores em mini usinas da

região utilizando técnicas de imunocromatografia e ELISA. Foram analisadas 184

amostras de leite de cabra, sendo 65 (35%) delas positivas na imunocromatografia e 68

(37%) no ELISA, e observou se concordância entre os métodos. Concluiu se que há

necessidade urgente do controle de rotina no combate às adulterações no leite de cabra

da região.

: Adulteração, leite de cabra, ELISA, imunocromatografia

The growing appreciation of goat’s milk and its similarity to cow's milk have induced a

high incidence of goat’s milk adulteration and its derivatives with cow's milk that is

cheaper. The state of Paraiba has emerged as the largest goat’s milk producer in Brazil,

which highlights the importance of evaluating the authenticity of the product, since

there is no validated methodology for monitoring in the country. The aim of this paper

was to detect the presence of cow’s milk in goat’s milk in mini mills of milk in the

county using immunochromatography and ELISA techniques. We analyzed 184

samples of goat’s milk, 65 (35%) of them were found to be positive in

immunochromatography and 68 (37%) were positive in ELISA tests, and, thus, there

was agreement between the tests. It was concluded that there is urgent need for routine

monitoring to detect and combat adulteration in goat’s milk in the semi arid region.

: Adulteration, goat’s milk, ELISA, immunochromatography
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A produção de leite de cabra e derivados vem ganhando impulso nos últimos

tempos, não apenas devido às suas propriedades físico químicas que lhe conferem alto

valor nutritivo, comparado ao leite de vaca, mas também por apresentar vantagens em

relação a este, como alta digestibilidade, baixo teor de colesterol, e, sobretudo,

hipoalergenicidade, conferida pela menor concentração de αs1 caseína (Bevilacqua et al

2001), sendo considerado um alimento funcional e recomendado, principalmente, para

indivíduos que apresentam alergia ao leite de vaca (Park, 1994).

Por ser um produto alternativo e que agrega características nutracêuticas, o leite

de cabra e derivados, principalmente o queijo e o iogurte, vêm apresentando boa

perspectiva mercadológica. A crescente valorização do leite de cabra em relação ao leite

de vaca, aliada à semelhança na composição geral de ambos, têm induzido uma

frequente ocorrência de adulteração pela adição do leite mais barato, corroborada ainda

por outros fatores, como a sazonalidade, descentralização e pequena produção,

característicos do leite caprino. A ocorrência dessa fraude implica no abuso contra a

economia e à saúde pública, constituindo uma preocupação em vários países. O controle

deste tipo de adulteração requer a disponibilidade de métodos analíticos rápidos e

seguros que permitam vigilância constante dos órgãos de fiscalização e que possam ser

usados para controle de rotina do leite recebido pela indústria.

Nos últimos anos, foram desenvolvidos vários métodos analíticos para detecção

de misturas de leite de diferentes espécies. Entre esses métodos destacam se os

baseados na análise das frações protéicas, dos quais os principais são os métodos

cromatográficos, eletroforéticos e imunológicos (Borková, & Snášelová, 2005; Costa,

Ravasco, Miranda, Duthoit, & Roseiro, 2008). Mais recentemente, a técnica de PCR

( ), ao tornar possível identificar um pequeno fragmento de

DNA numa complexa mistura de moléculas, sendo aplicável também à análise de

amostras deterioradas, tem contribuído para a detecção de adulterações em diferentes

produtos alimentares, inclusive no leite e no queijo (Veloso, Teixeira, Ferreira, &

Ferreira, 2002; López Calleja et al., 2007).

Técnicas cromatográficas, eletroforéticas e genéticas, devido à sua morosidade,

complexidade e, muitas vezes, ao custo elevado apresentam pouca aplicabilidade na

utilização em análises de rotina pelos laticínios (Asensio, González, García, & Martín,

2008; Colak, Aydin, Nazli, & Ergun, 2006). Como alternativa, os ensaios imunológicos
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podem ser usados para reduzir o tempo e o custo dessas análises. Testes

imunocromatográficos, por exemplo, detectam 0,5% de leite de vaca no leite de ovelha

ou cabra, não requerem nenhuma habilidade técnica ou equipamento laboratorial e

permitem um resultado rápido e seguro (Anonymous, 2003a; Colak et al., 2006;). Já o

teste ELISA, além de apresentar elevada sensibilidade e especificidade tem a vantagem

da quantificação, ao contrário de muitos métodos baseados em DNA, sendo esta uma

qualidade atraente para ensaios utilizados em rotina (Anonymous, 2003b; Hurley,

Coleman, Ireland, & Williams, 2006).

Na União Européia, utiliza se como método de referência para detectar caseína

bovina em queijos fabricados com leite caprino, ovino e bubalino a focalização

isoelétrica da γ caseína (EC regulation, No.213/2001)). No Brasil, tem se observado a

adulteração do leite caprino, principalmente, por adição de leite bovino, porém, até o

momento, nenhum método oficial foi validado para detecção desta fraude (Egito et al.,

2006).

Nos últimos anos, o estado da Paraíba tem se destacado no cenário nacional

como maior produtor de leite de cabra do país, com 18.000 litros de leite/dia, o que tem

contribuído para o seu desenvolvimento sócio econômico. A maior parte desta produção

tem como destino os programas governamentais de merenda escolar e de combate à

desnutrição infantil, reconhecidamente a parcela da população mais susceptível a

desenvolver alergia ao leite bovino (Junior, Medeiros, Monte, Costa, & Filho, 2008;

Maria, 2001). Nesse sentido, torna se imprescindível a necessidade de se avaliar e

garantir a qualidade do leite de cabra produzido, principalmente quanto à sua

autenticidade, considerando a falta de fiscalização e de pesquisas sobre a adulteração

com leite bovino, além da crescente exigência por alimentos mais seguros.

Neste estudo, objetivou se detectar a presença de leite bovino no leite caprino

entregue em mini usinas por produtores de leite de cabra do Estado da Paraíba. Para

tanto, utilizou se testes comerciais baseados em imunocromatografia e ELISA.
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2.1 Amostragem e coleta

O cálculo da amostra foi efetuado considerando se um nível de confiança de

95%, a possibilidade de detecção da mistura de 50% (referente à prevalência usada

quando não se tem conhecimento da frequência do evento na população estudada) e um

erro estatístico de 5%. Foram coletadas, ao todo, 354 (100%) amostras em dez mini

usinas de leite de cabra localizadas na região semi árida do Estado da Paraíba. Desse

universo, selecionaram se de forma aleatória 184 (52%) amostras por sorteio de frações

amostrais de cada mini usina. Dois desses laticínios processavam, também, leite de

vaca.

As alíquotas foram retiradas de baldes dos produtores, com leite individual ou de

conjunto, no momento da recepção do mesmo na plataforma das usinas, utilizando se

recipientes plásticos de 1 ml sendo, posteriormente, acondicionadas em caixas

isotérmicas com gelo para envio ao laboratório, onde permaneceram congeladas até o

momento da análise. Cada amostra foi submetida a testes de imunocromatografia e

ELISA, respectivamente, para detecção e quantificação da presença de leite de vaca.

2.2 Análises

Foram utilizados dois kits de diagnóstico fabricados pela empresa ZEU

Inmunotec S.L. Espanha, um imunocromatográfico qualitativo, denominado IC Bovino,

e um teste ELISA, que além de detectar a presença da mistura pode também quantificá

la, denominado RC Bovino. Ambos são baseados na detecção da imunoglobulina IgG

bovina presente em amostras de leite caprino adulteradas.

2.2.1 Teste Imunocromatográfico (IC Bovino)

Inicialmente as amostras foram analisadas pelo teste imunocromatográfico IC

Bovino. De acordo com as instruções do fabricante, retirou se uma gota (25 l) de cada

amostra do leite de cabra, colocando as em tubos de ensaio e adicionando 05 (cinco)

gotas (150 l) da solução tampão de diluição. Agitou se ligeiramente e introduziu se a

fita reativa, deixando em contato com a amostra durante 5 a 10 minutos. Em seguida, o

resultado foi interpretado como quando apareceu uma linha transversal de cor
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azul na zona branca central da tira, ou quando apareceu neste local duas linhas

transversais, uma de cor azul e outra de cor vermelha (Fig. 1). Todas as 184 amostras

foram submetidas, posteriormente, ao teste ELISA para confirmação da presença de

leite bovino e sua quantificação.

Fig. 1. Tiras reagentes do teste imunocromatográfico, apresentando

resultado negativo à esquerda e positivo à direita.

2.2.2 Teste ELISA (RC Bovino)

O segundo teste usado nesse estudo foi um ensaio ELISA do tipo sanduíche que,

assim como o teste anterior, utiliza anticorpos específicos contra imunoglobulinas (IgG)

bovinas, que impedem a reação cruzada com imunoglobulinas de cabra, evitando se

resultados falso positivos (Anonymous, 2003b).

Cada kit utilizado era composto por: micro placa de tiras individuais, quatro

padrões de leite de vaca em leite de cabra (0%, 1%, 5%, 10%), solução de conjugado,

conjugado de diluição, substrato e solução de parada. A realização dos testes ELISA

procedeu se também de acordo com as instruções do fabricante, com a leitura da

absorbância feita por um espectrofotômetro de placas a um comprimento de onda de

450 nm (Fig. 2).
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Fig. 2. Micro placa do kit ELISA. A intensidade da reação em cada

poço é proporcional à concentração de leite de vaca nas amostras

(coluna 1 mostra a localização e concentração dos controles).

Para se calcular a porcentagem de mistura em cada amostra, representou se

graficamente a absorbância dos padrões (Eixo Y) em função da porcentagem de leite

bovino em cada padrão (Eixo X), obtendo se uma curva de calibração. Baseado nessa

curva padrão determinou se as concentrações de leite de vaca nas amostras de leite de

cabra por meio de regressão linear.

2.3 Análise Estatística

Calculou se as taxas de sensibilidade e especificidade de ambas as técnicas

usadas nesse estudo e a sua comparação foi estabelecida pelo teste estatístico de Mc

Nemar (Siegel & Castellan, 2006), adotando se o nível de significância de 5% de

probabilidade. O coeficiente de concordância dos resultados obtidos com as duas

técnicas foi estimado utilizando se o indicador Kappa (Thrusfield, 1995).

Os valores de absorbância obtidos no ELISA para os padrões 0%, 1%, 5% e

10% foram de 0,06; 0,281; 0,984 e 1,578, respectivamente. As amostras de leite de

cabra que apresentaram absorbância igual ao padrão 0% (cut off) foram consideradas

puras, enquanto que aquelas com valores mais altos indicaram a presença de leite de

vaca nas mesmas.
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Conforme demonstrado na tabela 1, das 184 amostras de leite de cabra

analisadas nesse estudo, 65 (35%) foram positivas para a presença de leite de vaca pelo

teste imunocromatográfico, sendo 119 (65%) negativas no mesmo, que apresentou uma

sensibilidade de 95,6% (87,6% 99,1%) e especificidade de 100% (96,9% 100%).

Todas as amostras positivas no teste imunocromatográfico foram posteriormente

confirmadas pelo teste ELISA. Este detectou adulteração em 68 (37%) e descartou a

mistura em 116 (63%) do total de amostras analisadas, com sensibilidade de 100%

(94,5% 100%) e especificidade de 97,5% (92,8% 99,5%).

Os valores de calculados para comparar as duas técnicas diagnósticas

variaram de 0,965 a 1, indicando uma concordância de ótima a perfeita. Houve

discordância em apenas três amostras, devido à maior sensibilidade do teste ELISA

(RC Bovino), que detecta até 0,01% de leite bovino em amostras de leite caprino,

enquanto o teste imunocromatográfico (IC Bovino) apresenta limite de detecção de

0,5%, de acordo com o laboratório ZEU Immunotec. Porém, a análise estatística dos

resultados discordantes não revelou diferença significativa (P = 0,248). Portanto, ambos

os testes podem ser utilizados com eficiência no diagnóstico qualitativo da adulteração

do leite caprino com leite bovino.

Tabela 1. Comparação entre os resultados obtidos por Imunocromatografia e ELISA (p
> 0,05).

ELISA

Imunocromatografia Positivas (%) Negativas (%) Total (%)

Positivas 65 0 65 (35%)

Negativas 3 116 119 (65%)

Total 68 (37%) 116 (63%) 184 (100%)

Das 68 amostras positivas no teste ELISA, 13 (7,1%) apresentaram

concentrações de leite de vaca muito baixas, entre 0,01% e 1%. Esse resultado sugere a

possibilidade de mistura acidental do leite de cabra com leite residual de vaca presente

em latões utilizados para o armazenamento do leite de ambas as espécies, já que é

comum na região a sua exploração conjunta, além disso, o fato de algumas usinas locais

processarem os dois tipos de leite aumentaria a chance de isso ter ocorrido. Para Song et

al. (2011), a adulteração menor que 2% ocorre sem fins lucrativos.

Observaram se quatro amostras (2,2%) no intervalo entre 1% e 5%, treze (7,1%)

entre 5% e 10% e a maioria das amostras positivas, 38 (20,7%), com porcentagem de
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leite de vaca acima de 10%. Isso significa um enorme risco à saúde pública,

principalmente com relação às crianças, principais consumidoras do leite caprino

produzido na região, além de representar prejuízo econômico para o setor,

comprometendo o desenvolvimento e a credibilidade dessa atividade.

Dado semelhante ao obtido neste trabalho foi encontrado por Rodrigues (2011),

que utilizando uma técnica de PCR duplex, analisou amostras de leite de cabra também

provenientes de produtores do Estado da Paraíba, encontrando 38% (24) delas

adulteradas com leite bovino. O método usado por Rodrigues (2011) permitiu o

diagnóstico qualitativo da mistura, com limite de detecção de 0,5%.

O teste ELISA, usado neste estudo, apresenta algumas vantagens quando

comparado à PCR na análise de rotina: é mais rápido, confiável, barato, sensível e

requer menos treinamento. Além disso, ao contrário de muitos métodos baseados em

DNA, o teste ELISA tem a vantagem da quantificação, uma qualidade atraente para

ensaios usados em análises de rotina de produtos lácteos (Hurley et al., 2006).

Com relação aos métodos imunocromatográficos, estes são capazes de detectar,

de forma rápida e confiável, as adulterações do leite em exames de rotina e, pela sua

praticidade, dispensam equipamento laboratorial e qualquer habilidade técnica. Cordeiro

e Cordeiro (2005) testaram o kit imunocromatográfico IC Bovino em amostras de leite

de cabra fraudadas experimentalmente com a adição de 0,5%, 1% e 5% de leite bovino,

e todas elas apresentaram resultados positivos. Colak et al. (2006), utilizando outro kit

imunocromatográfico (R Biopharm GmbH), investigaram 100 amostras de queijos de

ovelha e encontraram leite de vaca em 48% delas. Stanciuc e Rapeanu (2010), usando a

mesma técnica, testaram amostras de queijos de ovelha e de cabra encontrando,

respectivamente, 67,3% e 79,7% delas adulteradas com leite bovino.

Os métodos imunológicos aplicados neste trabalho apresentam se como

alternativa a outras técnicas de detecção de misturas devido à sua simplicidade, menor

tempo de elaboração e elevadas especificidade e sensibilidade. Por serem testes

baseados na detecção de proteínas do soro (IgG bovinas), não apresentam eficácia no

exame de leite e derivados submetidos à elevadas temperaturas, como leite UHT e

esterilizado, devido a desnaturação dessas proteínas (Asensio et al., 2008). Porém,

podem ser perfeitamente utilizados nos laticínios como testes de triagem da matéria

prima e de produtos pasteurizados.

Conclui se que há necessidade urgente do controle de rotina para garantir a

autenticidade do leite de cabra produzido no Estado da Paraíba, bem como no Brasil, já
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que, até o momento, nenhum método oficial para detecção da mistura com leite bovino

foi validado no país.
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