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Resumo

A fraude alimentar ndo ¢ um conceito novo, existindo registos desta atividade
referentes a Grécia antiga e ao império Romano. Contudo, com os escandalos alimentares
ocorridos na Europa na ultima década, a credibilidade da industria alimentar diminuiu e a
populagdo tornou-se mais alerta. Comprovar a autenticidade dos produtos alimentares
existentes no mercado, torna-se crucial para garantir o fornecimento de informagdes corretas
aos consumidores ¢ a possibilidade de que os mesmos possam fazer escolhas conscientes no
ato de compra.

A identificagdo das espécies que estao na origem dos alimentos ¢ bastante importante
para demonstrar que se trata de produtos auténticos uma vez que pode haver substitui¢do total
ou parcial da(s) espécie(s) indicada(s) no rétulo por outra(s) com um valor econdémico
inferior.

Nos ultimos anos a popularidade dos produtos derivados de leite de bufala tem vindo a
aumentar. Este fator conjugado com o seu elevado valor de comercializacdo, faz com que se
tornem alvo de possiveis fraudes alimentares.

Este trabalho tem como objetivo verificar a autenticidade de diversos queijos de leite
de bufala presentes no mercado nacional, tendo sido realizadas 4 fases experimentais:
preparacdo das amostras, extragdo, quantificagdo e amplificagdo do ADN por PCR em tempo
real. Para fazer este ultimo passo experimental e verificar a presenga de leite de bufala nas
amostras, foi utilizado um kit comercial de detegdo de ADN de bufalo que continha as sondas
fluorescentes ¢ também a mastermix com todos os reagentes necessarios para que pudesse
ocorrer a reacgao.

Foram analisadas 23 amostras que foram recolhidas em supermercados de grandes
superficies, numa queijaria regional e em restaurantes. Destas amostras, 13 eram produzidas a
partir de leite de bufala e estas foram analisadas quanto a presenca de leite de vaca e de
bufala. Nas amostras muito processadas e condensadas (ravioli e queijo de leite de bufala em
pizza) obteve-se ADN em pouca quantidade e baixa qualidade, pelo que os resultados para
estas matrizes foram inconclusivos. Os resultados obtidos nas restantes amostras

evidenciaram que estas ndo tinham sido adulteradas com a adicdo de leite de vaca.

Palavras-chave: fraude; rotulagem; autenticidade; bufala; PCR em tempo real.
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Abstract

Food fraud is not a new concept, with records of this activity referring to ancient
Greece and the Roman Empire. However, with food scandals occurring in Europe over the
last decade, the credibility of the food industry has declined and the population has become
more aware. Verifying the authenticity of food products on the market becomes crucial to
ensure the provision of correct information to consumers and the possibility that they can
make conscious choices in the act of purchasing.

The identification of the species which originate food are very important to
demonstrate that it is authentic products, as there may be total or partial substitution of the
species indicated on the label by another with a lower economic value.

In recent years, the popularity of products derived from buffalo milk has been
increasing. This factor, coupled with its high commercialization value, makes it likely to
become the target of potential food fraud.

This work aims to verify the authenticity of several buffalo milk cheeses present in the
national market, having been carried out 4 experimental phases: Cutting tissue samples, DNA
extraction, quantification and amplification by real-time PCR. To make this last experimental
step and verify the presence of buffalo milk in the samples, was used a commercial kit of
buffalo DNA detection, that contained the fluorescent probes and the mastermix with all the
necessary reagents so that the reaction can occur.

There were analyzed 23 samples gathered in supermarkets of large surfaces, in a
regional cheese shop and in restaurants. Of these samples, thirteen were produced from
buffalo milk and were analyzed for the presence of cow's milk and buffalo. In the very
processed and condensed samples (ravioli and buffalo milk cheese in pizza) we obtained
DNA in low quantity and poor quality, so the results for these matrices were inconclusive.
The results obtained in the remaining samples showed that they had not been tamed with the

addition of cow's milk.

Keywords: fraud; labeling; authenticity; buffalo; real time PCR.
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1- Componente Tedrica




1.1- Sequranca alimentar

’ .

Cada vez mais “seguranca alimentar” ¢ um conceito que nao ¢ indiferente a populacao
em geral, tendo vindo a evoluir significativamente ao longo dos tempos. Se outrora os
consumidores ndo demostravam grandes preocupagdes com estas questdes, a verdade € que
isso mudou. Com o tempo os hébitos alimentares da sociedade foram-se modificando.
Atualmente ter uma grande variedade de produtos ao longo de todo o ano, faz parte do nosso
quotidiano e, para que isso acontega, os alimentos tém de vir de toda a parte do mundo,
aumentando desta forma a probabilidade de possiveis contaminagdes (Afonso, 2008).

Preocupagdes com a falta de seguranga alimentar existente ja remontam ao século
XVIII, algo que ¢ evidenciado na obra “An Essay on the Principle of Population”, escrita por
Thomas Malthus onde o escritor afirma que a producdo de alimentos ndo acompanhava o
crescimento populacional da altura (Brissos, 2016; Burchi ¢ Muro, 2016). Contudo, o
aparecimento do conceito moderno de “seguranga alimentar” ocorreu no inicio do século XX
com as grandes guerras mundiais. Nesta altura grande parte populagdo europeia ndo tinha
condi¢des para produzir alimentos pois a guerra tinha devastado varios paises fazendo com
que a fome perdurasse entre as populagdes. Foi este o impulsionador para o estabelecimento
das denominadas politicas alimentares, que tinham como objetivo assegurar que todas as
pessoas tinham acesso a refei¢cdes didrias, mesmo em situagdes dificeis como por exemplo a
existéncia de uma guerra. S6 na década de 40 do século passado, primeiro com a criagdo da
ONU e da FAO em 1945 e depois com a criagdo da OMS em 1948, ¢ que “seguranca
alimentar” se torna um conceito mais internacional e a luta contra a fome e a escassez de
alimentos, ganha maiores propor¢des. Mais tarde, em 1974, com a Conferéncia Mundial da
Alimentac¢do, realizada com o intuito de examinar a situa¢do de redu¢do global de alimentos
que se vivia na altura, ¢ que se constatou que seguranca alimentar era algo relevante para
todos os paises, tendo as politicas nutricionais ganhado expressao (Graga e Gregorio, 2012;
Brissos, 2016).

Em qualquer area da cadeia alimentar ¢ necessario que exista seguranca alimentar e,
ao analisar mais particularmente a cadeia alimentar, ¢ necessario esmiucar dois termos que lhe
sdao adjacentes: perigo e risco. Contudo estes conceitos t€ém significados diferentes daqueles
usados diariamente, sendo importante saber distingui-los para ter uma visao mais abrangente
do conceito de seguranca alimentar e assim desenvolver sistemas cujo principal objetivo seja
proteger a populagdo de possiveis danos de origem alimentar. O termo perigo ¢ associado a
uma propriedade inerente a uma substancia para causar um efeito adverso. J4 o risco € a

probabilidade de ocorréncia de um perigo e ¢ baseado na exposi¢ao ao perigo (European Food
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Information Council, 2017). Por exemplo se cozinharmos massa e posteriormente nao a
guardarmos no frio, estamos perante um perigo, pois pode ocorrer crescimento microbiano. O

risco sera maior caso a temperatura exterior seja elevada (nomeadamente no Verao).

1.2- Perigos na cadeia alimentar

O incumprimento de boas praticas e procedimentos que t€m como objetivo manter a
seguranca alimentar nas diversas fases da cadeia de produgao dos géneros alimenticios, € um
dos fatores que pode contribuir para a ocorréncia de danos na satide dos consumidores. Cada
etapa da cadeia alimentar tem diversos perigos que lhes s3o associados. Assim, para garantir
uma qualidade higieno-sanitaria, a identificacdo e controlo dos mesmos torna-se essencial. As
origens dos diversos perigos na cadeia de producdo dos géneros alimenticios sdo variadas,

entre as quais se podem destacar:

e (Contaminagao pelos manipuladores, por exemplo devido a utilizacao de fardas
de trabalho mal higienizadas, ma lavagem das maos apds o contacto com
alimentos crus ou até mesmo espirros;

e Contaminagdo através de uma ma higienizagdo dos utensilios e das superficies
de trabalho;

e Pragas.

Os perigos podem causar efeitos graves na saude dos consumidores e, conforme a sua
natureza, eles podem ser divididos em bioldgicos, quimicos e fisicos (sendo os primeiros os
mais frequentes). Nos ultimos anos apareceu um outro grupo denominado de perigos

nutricionais (Baptista e Linhares, 2005).

1.2.1- Perigos biolégicos

Os perigos bioldgicos sdo 0s que representam um maior risco para a populagdo. Estes
referem-se a microorganismos como bactérias, virus, parasitas (vermes € protozoarios) e
prides que se encontram em praticamente todos os alimentos. Apesar de existirem mais de
200 destes agentes capazes de provocar doengas de natureza alimentar, tal s6 acontece quando
os alimentos ndo sdo devidamente distribuidos, armazenados e/ ou confecionados. Entre os
varios organismos com potencial para causar intoxicagdes alimentares a populagdo, pode-se

tomar como exemplo as bactérias do género Salmonella, capazes de provocar salmoneloses



aos consumidores. Estes organismos podem estar presentes em varios alimentos,

nomeadamente nos ovos, leite cru ¢ carne de aves (ASAE, [s.d.]%).

1.2.2- Perigos quimicos

Substancias quimicas toxicas podem estar presentes nos alimentos que a populagdo
consome diariamente. Estes perigos quimicos sdo de dificil detecdo e podem surgir como
consequéncia de mas praticas dos manipuladores ou entdo ser provenientes das matérias-
primas e ingredientes utilizados na cadeia alimentar, do acondicionamento, da distribuicao
e/ou da conservagao dos géneros alimenticios (ASAE, [s.d.]?). Estas podem ter uma origem
natural, como as toxinas produzidas por diversos organismos (nomeadamente as micotoxinas
que sdao metabolitos toxicos produzidos por fungos), ou podem ser por exemplo pesticidas,
fungicidas, inseticidas, medicamentos veterinarios (etc.) que sdo introduzidas durante o
processo de producdo e ou transformacao dos géneros alimenticios. Quando estas substincias
sdo ingeridas em grandes quantidades, trazem riscos para a saude do consumidor. Sao
variados os efeitos que estas substancias podem ter, nao s6 nos consumidores mas também no

meio ambiente (Baptista e Linhares, 2005).

1.2.3- Perigos fisicos

Os perigos fisicos sdao causados por qualquer particula estranha que normalmente nao
estd presente no género alimenticio em questdo. Estes podem causar danos na saude dos
consumidores, como por exemplo lesdes em orgdos do sistema digestivo (Baptista e Linhares,
2005). Sao variadissimos os materiais que podem constituir um perigo fisico, assim como a
sua origem. Entre eles estdo plasticos, ossos, vidros, pedras, matérias de uso pessoal, etc. que
podem ser introduzidos na cadeia de produ¢do dos alimentos de diversas formas. Pode-se
tomar como exemplo da sua origem os manipuladores, os equipamentos, os utensilios e as

embalagens dos produtos alimentares (Baptista e Venancio, 2003).

1.2.4- Perigos nutricionais

Uma ma alimentacdo ¢ um precursor de diversos problemas para a satde da
populagdo. Sal, acucar e gordura em excesso podem causar problemas como diabetes, doencas
cardiovasculares, hipertensdo, obesidade, etc. (ASAE, [s.d.J?). E crucial que o rétulo dos

alimentos esteja correto, de maneira a que todos os consumidores possam fazer escolhas



conscientes e informadas no momento da compra. Um grupo mais restrito da populagao sofre
de alergias alimentares causadas por reagdes adversas a substancias que se encontram
presentes em alguns alimentos. A contaminacdo acidental neste grupo populacional pode
provocar danos sérios na sua saude. Como tal, torna-se importante ter alguns cuidados ao
longo da cadeia de producao dos géneros alimenticios, como por exemplo a separacao das
salas onde ocorre a manipulagdo das matérias-primas. O fornecimento de informagdo
fidedigna e completa também ¢ fulcral para evitar possiveis danos nos consumidores que
padecem de alergias alimentares, ndo s6 no rotulo dos alimentos, mas também nos

estabelecimentos de restauragao (Baptista e Linhares, 2005).

1.3- Sistema HACCP

O sistema HACCP ¢ um método internacionalmente reconhecido que identifica,
analisa e controla os perigos na cadeia alimentar. Este sistema visa garantir a seguranga
alimentar no processo de produgdo. Assim sendo, a identificagdo dos pontos onde ¢ possivel
ocorrer o controlo dos perigos por parte do operador, ¢ crucial para produzir alimentos
seguros (Wallace et al., 2014). Foi aplicado pela primeira vez no final da década de 50, na
missdo Apolo, através de uma pareceria entre a empresa Pillsbury, a NASA, os laboratérios
do exército e também a forca aérea dos Estados Unidos da América. A aplicagdo deste
sistema tinha como objetivo garantir um fornecimento de alimentos seguros aos astronautas
durante a sua estadia no espaco. Contudo, s6 a partir da década de 90 do século passado, ¢ que
se fixou como a principal ferramenta utilizada para a obtencdo de géneros alimenticios
seguros, comegando a fazer parte dos regulamentos europeus. (Afonso, 2006; Gilling et al.,
2001; Mil-Homens, 2007). A partir do dia 1 de Janeiro de 2006, este sistema passou a ser de
obrigatéria aplicagdo em todos os estados membros da Unido Europeia através do

Regulamento (CE) n°® 852/2004 (Afonso, 2006).

O objetivo do sistema HACCP ¢ prevenir acidentes alimentares através da eliminacao
dos perigos ou entdo da redugdo dos mesmos, fornecendo alimentos seguros a populacdo. Este
sistema € constituido por 7 principios e 8 pré-requisitos (Tabela 1). Estes tltimos estdo mais
relacionados com o meio envolvente da cadeia de producdo dos produtos alimentares,
enquanto que os principios estdo associados diretamente com os perigos da cadeia de

producdo (Mil-Homens, 2007).



Tabela 1- Os pré-requisitos e os principios do sistema HAACP.

Pré-requisitos

Principios

Controlos de infestagdes de origem

animal

Identificacdo dos perigos

Fornecimento de agua

Identificacdo dos pontos criticos de

controlo

Infra-estruturas e equipamentos

Estabelecimento dos limites criticos
para cada medida referente a cada
ponto critico de controlo

Planos de limpeza

Processos de vigildncia de cada ponto

critico de controlo

Recolha de residuos alimentares

Estabelecimento de a¢fes corretivas

Materiais que entram em contacto

com os géneros alimenticios

Verificac8o das medidas

Higiene dos manipuladores

Criagdo de um sistema de registo

Formag&o

Fonte: Mil-Homens (2007).

1.4- Enquadramento da fraude alimentar
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Fraude alimentar (“food fraud”) ¢ um conceito que ndao ¢ desconhecido para a
populagdo em geral. Trata-se de um problema emergente que pde os consumidores e as
autoridades responsaveis pelo controlo oficial dos géneros alimenticios em alerta constante,
uma vez que pode ser uma ameaca a saude publica. Um fator que veio agravar os potenciais

riscos que podem advir desta atividade ¢ a globalizagdo da cadeia de fornecimento de

alimentos, algo que se tem acentuado muito nas Ultimas décadas.

O conceito de “food fraud” ¢ incluido no tema de protecdo dos géneros alimenticios,

juntamente com outros conceitos como “food security”, “food defense” e “food safety”, sendo

fulcral percebé-los (Figura 1) ( (Spink e Moyer, 2011).




| Atos nao intencionais |

>

| “Food Safety” I | “Food Security” I

| !

Protecdo da cadeia alimentar da introdugao de forma
acidental de agentes de contaminacéo

| Atos intencionais |

>

| “Food Defense” | | “Food Fraud” |

) )

Protec&o da cadeia alimentar da introducéo de forma
intencional de agentes de contaminagao, com o intuito de
causar danos a populag&o e/ou empresa (“Food defense”)

ou de gerar ganho economico(“Food fraud”)

Figura 1- Esquema da relag@o entre os diversos conceitos que se encontram adjacentes a
protecao dos alimentos.

Fonte: Spink e Moyer (2011).

1.4.1- “Food safety”

O conceito de “food safety” esta relacionado com a oferta de alimentos indcuos.
Refere-se a capacidade do sistema alimentar proteger os géneros alimenticios da exposi¢do a
perigos que ndo sdo intencionais, como diversos tipos de contaminantes que possam existir ao
longo da cadeia alimentar (Tola, 2018). Uma forma de obter alimentos seguros € através da
aplicacdo de medidas preventivas como a implementagdo do sistema HACCP, ter boas
praticas de fabrico e também de higienizagdo, tentando minimizar a0 maximo potenciais
fontes de perigo para os produtos alimentares (Spink e Moyer, 2011). Contudo, para além de
“food safety”, também ¢ importante “food quality” para que um produto alimentar ndo seja
rejeitado pelo consumidor. Este conceito de “food quality” pode-se definir como um conjunto
de caracteristicas que o género alimenticio deve possuir, sejam externas (como a forma e a
consisténcia) ou internas (sabor e textura) de maneira a agradar ao consumidor e ndo levar a

rejei¢ao do produto (Ansari et al., 2013).



A seguranca dos alimentos e a sua qualidade tornaram-se uma das grandes
preocupacdes dos consumidores na hora da escolha do produto alimentar. Nao importa s6 a
producdo de alimentos, mas também se sdao saudaveis, nutritivos e livres de agentes

patogénicos e contaminantes.

1.4.2- “Food security”

A primeira vez que o conceito “food security” foi abordado, remete ao ano de 1943 na
Conferéncia de Alimentacdo e Agricultura de Hot Springs. Contudo, como ja foi referido
anteriormente, s6 a partir do ano de 1974, com Conferéncia Mundial de Alimentagao
realizada em Roma, é que todo o tema de seguranca alimentar comegou a ganhar maiores
proporcdes e desde entdo muitas definigdes de “food security” surgiram. A defini¢do mais
aceite ¢ a que foi apresentada em 1996 na Conferéncia Mundial de Alimentagdo, organizada
pela FAO. Segundo eles, “Food security” existe quando todas as pessoas, em todos os
momentos, tém acesso fisico, social e econémico a alimentos suficientes, seguros e nutritivos,
que atendem as suas necessidades e preferéncias alimentares para uma vida ativa e saudavel”
(Pinstrup-Andersen, 2009).

Este conceito ¢ mais amplo do que o conceito de “food safety”, uma vez que nao
engloba s6 a inocuidade dos alimentos, mas também as necessidades nutricionais de cada

individuo.

1.4.3- “Food defense”

“Food denfense” ¢ um conceito que aponta para as medidas que t€ém como objetivo a
protecdo dos produtos alimentares e da dgua contra ataques de contaminacao intencional (de
agentes bioldgicos, fisicos e/ou quimicos) que exer¢gam uma ameaca a saude publica
(Manning e Soon, 2016).

Existem diversas formas e origens de uma contaminacdo intencional e, apesar de
pouco frequentes, quando acontece pode ter repercussdes serissimas na populacdo. Embora
haja diversos casos descritos de contaminagao intencional de produtos alimentares, o caso que
remonta a década de 80 do século passado, mais precisamente em 1984 no Oregon, ¢ um dos
casos de bioterrorismo mais medidticos e estudados. O que aconteceu foi a contaminagdo
intencional de saladas comercializadas em restaurantes com bactérias Salmonella spp, com o
intuito de provocar danos na satide dos consumidores e assim aumentar a absten¢do numa

votacao eleitoral. Neste caso em particular houve graves consequéncias, em que 751 pessoas
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ficaram doentes e mais de 40 foram hospitalizadas (Carus, 2001). De forma a evitar mais
ataques deste género, existe a formacdo de planos de defesa que visam proteger os
consumidores de atos classificados como intencionais, que constituem perigo para a saide dos
consumidores, que representam um prejuizo econdémico € que provocam receio nas pessoas
(Severino e Almeida, 2007).

Na UE este movimento de aplicagdao de sistemas de “food defense” encontra-se em
crescimento, tendo sido divulgado em 2013 a Decisdo n° 1082/2013 do Parlamento Europeu,
que se foca no estabelecimento de medidas por parte da UE para combater possiveis riscos
alimentares que advém de um mercado Unico sem fronteiras, € também na criagdo de medidas

de vigilancia para assegurar a protecao da saude dos consumidores (Decisdo n° 1082, 2013).

1.5- “Food fraud”

Tanto o conceito de “food fraud” como o de “food defense” dizem respeito a praticas
intencionais, porém no caso de “food fraud” as motivagdes sdo econdémicas, podendo ou nao
provocar danos na saude dos consumidores (Manning ¢ Soon, 2016). Diversas repercussoes
advém destas ilegalidades, como o facto do negdcio do produto em si ficar afetado, assim
como a perda da confianga por parte do consumidor (Tola, 2018).

Na EU ndo existe uma definicdo de fraude alimentar contudo, o artigo 16* do
Regulamento (CE) N°178/2002 refere que a embalagem, a rotulagem, a propaganda e também
a apresentacao dos produtos (tanto para humanos como para animais) ndo podem induzir o
consumidor em erro. Spink e Moyer (2011) definem fraude alimentar como “um termo
indireto usado para abranger a substitui¢do deliberada e intencional, adi¢do, alteragdo ou
adulteragdo de alimentos, ingredientes alimenticios ou embalagens de alimentos; ou
declaracdes falsas ou enganosas feitas sobre um produto para ganho econémico”.

De notar que a fraude alimentar nao se trata de algo novo. Sao conhecidos varios casos
na antiguidade de adultera¢des nos alimentos. H4 documentos histéricos que levam a acreditar
que no tempo da Grécia antiga e também do império Romano, ja ocorria fraude alimentar em
varios produtos, como por exemplo o vinho. Na idade média, com os descobrimentos, iniciou-
se a importacdo de especiarias para a Europa, havendo uma intensificacdo deste tipo de
atividade fraudulenta. Como se tratava de um produto caro, por vezes 0s comerciantes
juntavam substitutos mais baratos de maneira a aumentar a quantidade. Os substitutos que se
adicionavam as especiarias eram variadissimos, entre os quais € possivel destacar nozes,

sementes e até mesmo poeiras. Outro fator que contribuiu para o aumento de adulteragdes nos



géneros alimenticios, foi a separagdo entre as pessoas que produzem os alimentos e as que 0s
consomem, 0 que ndo era tdo comum antigamente, em que grande parte da populacao
produzia os seus proprios alimentos com recurso a agricultura. Tal foi acentuado a partir do
século XVIII nos EUA, em que uma economia industrial comegou-se a sobrepor a uma
economia agricola. Desta altura conhecem-se muitos casos de adulteracdes no leite como a
sua diluicdo ou entdo a adi¢cdo de produtos como gesso para o branquear e disfargar possiveis
falhas. O cha era outro produto alvo de fraude, em que adicionavam folhas de outras plantas
ou até mesmo areia. E de notar que naquela época ja existiam leis que proibiam estes atos
fraudulentos, contudo devido a auséncia de testes fidveis, ndo se conseguia controlar estas
praticas (Schumm, 2014).

As fraudes alimentares para além de serem enganadoras para os consumidores a nivel
econdmico, também vao comprometer o alimento a nivel sensorial € nutritivo. Nelas pode-se
distinguir trés tipos de riscos. Os riscos diretos, os indiretos e os técnicos. Nos riscos diretos
ha um risco imediato e iminente para o consumidor. O risco indireto refere-se a situacdes em
que ocorre o consumo de baixas doses de um contaminante durante um largo periodo de
tempo ¢ nesse caso ha uma contaminagdo cronica (efeito acumulativo) em que os sintomas
podem demorar meses ou anos a se manifestarem. Por fim o risco técnico ndo estd
relacionado com o género alimenticio em si, mas com a sua documentagdo, em que ha
informacdes deturpadas ou ocultas, por exemplo dados incorretos no rétulo, na composi¢ao

do alimento, na sua origem, etc. (Spink e Moyer, 2011).

1.5.1- Tipos de fraudes alimentares

De acordo com Spink e Moyer (2011) as fraudes alimentares podem ser cometidas de

diversas maneiras, podendo ser divididas em 7 tipos (Figura 2).
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Adulteracdo .
Falsificagdo

Manipulacdo

Tipos
de fraudes
alimentares

Roubo

Figura 2- Os varios tipos de fraudes alimentares.

As fraudes por adulteragéo, como o proprio nome indica, referem-se a fraudes em
que hé adulteracdo do produto final. Este tipo de fraude pode ser divido em 3 categorias

(Moore, Spink e Lipp, 2012):

e Substituicdo — Ocorre a troca da matéria-prima ou ingrediente(s) do alimento por
outro, normalmente de valor econdmico inferior. Pode-se dar como exemplo a
substitui¢do de uma carne de determinada espécie por outra que seja mais barata, etc.;

e Adicao — Quando se adiciona determinado ingrediente, sem ser declarado no rétulo,
cuja intencdo ¢ mascarar a falta de qualidade do género alimenticio. Por exemplo a
adicdo de corantes aos sumos para mascarar produtos de baixa qualidade,
nomeadamente a falta de frutas;

e Remocdo — Quando algum componente ¢ removido do género alimenticio, sem ser
mencionado no rotulo, comprometendo a qualidade do mesmo. Um exemplo deste
tipo de pratica acontece nas especiarias, nomeadamente na paprica, em que ha a
remocdo de alguns dos seus constituintes com a finalidade de produzir extratos da
especiaria. Este tipo de pratica vai retirar os tracos caracteristicos da paprica. Outro
exemplo ¢ a remocao da gordura do leite (para a producdo de manteiga), sem informar

o consumidor.
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Fraudes por falsificacdo ¢ um termo aplicado a situa¢des que ocorrem no ato de venda
do produto, sendo uma tentativa do vendedor enganar o consumidor. Refere-se a produtos
com caracteristicas parecidas com um de qualidade superior, que sdo denominados como o
produto genuino e portanto vendidas mais caras. Neste tipo de fraudes pode ocorrer por
exemplo o reaproveitamento de embalagens ou rotulos.

Fraudes por Roubo sao praticas em que produtos auténticos sdao roubados e depois
vendidos como sendo originais do produtor.

Nas fraudes denominadas “Over- Run” a composi¢ao do produto ndo ¢ alterada,
sendo um produto auténtico, contudo existe uma producao excessiva, contrariamente ao que
esta estipulado.

As fraudes por desvio dizem respeito a géneros alimenticios auténticos que sdo
vendidos fora do ambito/mercado pretendido, por exemplo produtos destinados a pessoas
desfavorecidas que ndo chegam ao destino e sdo vendidas no mercado normal.

Nas fraudes por simulacdo os produtores, com o intuito de maximizar o seu lucro,
produzem géneros alimenticios muito semelhantes a outros muito populares. Um dos perigos
associados a este tipo de pratica ¢ a falta de garantia de seguranca alimentar destas quase
imitacoes.

Nas fraudes por manipulacéo o produtor/vendedor utiliza um produto auténtico para a
pratica de atividades fraudulentas, por exemplo aumentando a data limite de consumo com o

intuito de maximizar o seu lucro (Spink e Moyer, 2011).

1.5.2- Os géneros alimenticios com maior risco de fraude na Europa

De acordo com um relatério do Parlamento Europeu de 2013, ¢ dificil saber em que
ponto a UE se encontra em relagdo a fraude alimentar, todavia o relatorio indica um possivel
aumento. Diversos géneros alimenticios podem ser alvos de fraudes, contudo o Parlamento

Europeu (2013) enumera os 10 que mais estdo expostos a essas praticas (Figura 3).
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Figura 3- Os 10 géneros alimenticios com maior risco de sofrerem fraude.

1.5.2.1- Azeite

No azeite podem ser cometidas diversas fraudes, nomeadamente a sua mistura com
outro azeite de menor qualidade e portanto mais barato, como por exemplo mistura de azeite
extra virgem com azeite refinado. Pode também haver misturas de azeite com Oleos
alimentares (Dourtoglou et al., 2003). Este tipo de pratica ¢ especialmente perigosa por
exemplo quando ocorre a jungdo de 6leo de nozes e ha o consumo por pessoas que tenham
alergia a este alimento, podendo assim levar a danos gravissimos nestes consumidores,
inclusive a morte. Também h4 relatos de casos em que ocorre a jungdo de 6leos nao alimentar,

porém ¢ mais raro (Everstine, Spink e Kennedy, 2013).

1.5.2.2- Peixe

No caso do peixe, o tipo de fraude mais frequente ¢ ocorrer a substituicdo de uma
espécie por outra que exista em maiores quantidades e portanto seja mais barata (Tola, 2018).
Um exemplo ¢é o bacalhau do Atlantico (Gadus morhua). Esta espécie é bastante consumida
na Europa, mais particularmente em Portugal, contudo, devido a um elevado consumo ao

longo dos anos, o seu stock ja ndo ¢ tdo elevado, o que faz com o que o seu valor de mercado
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aumente. Como tal, pode- se encontrar fraudes em que o bacalhau ¢ substituido por outros
peixes com morfologia e sabor semelhantes, contudo mais baratos, como ¢ o caso do peixe-
gato riscado (Pangasius spp.) (Saull et al., 2015). Nas refei¢des cozinhadas que se
encontram a venda nas grandes superficies, como por exemplo preparados de bacalhau com

natas ou bacalhau a bras, ¢ onde ¢ mais dificil detetar possiveis fraudes.

1.5.2.3- Géneros alimenticios bioldgicos

A procura por produtos biologicos tem aumentado. Uma agricultura biologica
pretende promover a satide do consumidor, diminuir a poluicdo e diminuir o impacto
ambiental. Como tal, neste tipo de agricultura deverdo estar ausentes contaminantes como
pesticidas, adubos quimicos, organismos geneticamente modificados, etc. (Agrobio, [s.d.]).
Assim o preco no mercado serd maior do que aqueles que advém de uma agricultura cujo
objetivo ¢ produzir em maior escala. Existem vendedores que se aproveitam deste detalhe e
rotulam produtos de agricultura convencional como sendo biologicos, levando o consumidor a

pagar um preco superior (Tola, 2018).

1.5.2.4- Leite

Como j4 foi referido anteriormente, as praticas fraudulentas no leite ndo sdo nenhuma
novidade na histéria da humanidade. A juncdo de agua ao leite para aumentar o volume e
portanto trazer enriquecimento ao vendedor, ¢ algo que acontece ha milhares de anos (Spink e
Moyer, 2011).

Leites de cabra, de ovelha e de bufala, uma vez que sdao mais caros, costumam ser
alvos de adulteracdo com a jung¢do de leites de outras espécies (geralmente de vaca uma vez
que ¢ de mais facil obten¢do pois ¢ mais abundante) ou com leite em pd. Em alguns paises
adultera-se o leite com a juncdo dos mais variados produtos como agafrdo, cana-de-agucar,
farinha de arroz, etc. Os leites adulterados podem ser utilizados para o fabrico de iogurtes,

queijos, manteiga, formulas para lactantes, etc. (Tola, 2018).

1.5.2.5- Cereais

Assim como nos outros produtos alimentares, as fraudes nos cereais estdo orientadas

para que o produtor/vendedor maximize o seu lucro. Como exemplo pode-se mencionar um
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caso que aconteceu na década de 90 do século passado no Minnesota. Trata-se de uma
empresa que adicionava ureia aos cereais antes de eles serem vendidos para a transformacao
em farinha, uma vez que assim os graos eram vendidos mais caros pois tinham uma maior
quantidade de proteina (Everstine, Spink e Kennedy, 2013).

Outro exemplo ¢é o arroz basmati. Este arroz é vendido ao consumidor por um preco
mais elevado do que os outros tipos de arroz, devido a um conjunto de caracteristicas do grao
que o tornam distinto. J& foi encontrado neste tipo de arroz rastos de atividades fraudulentas,
em que ocorreu a jungdo de graos de arroz mais barato ao arroz basmati (Shears, 2008).

Os cereais também podem ser vendidos como sendo organicos quando na verdade nao
o0 sdo, sendo este um outro tipo de fraude cometida neste tipo de produto alimentar (Everstine,

Spink e Kennedy, 2013).

1.5.2.6- Mel e xarope de acer

Existem diversos tipos de fraudes no mel, sendo que na maioria consistem em
aumentar a quantidade de produto. Para isso pode haver a jungdo de substancias que ndo vém
mencionadas no rétulo como xaropes de agucar, xaropes de milho, frutose, etc. Contudo
também ¢ comum a venda de mel com uma origem geografica diferente da que ¢ reivindicada.
(Everstine, Spink e Kennedy, 2013). Relativamente ao xarope de 4cer, por vezes o produtor

adiciona outras substancias nao declaradas como o xarope de milho (Tola, 2018).

1.5.2.7- Cha e café

No cha o tipo de fraude mais frequente ¢ a adulteragdo com folhas de outras plantas
mais comuns e portanto de mais facil obten¢do, contudo também se pode encontrar corantes,
areias e também folhas de cha ja usadas. Relativamente ao café, podem ser encontrados
adulterantes tanto no moido, como no instantdneo. O café moido pode conter substancias
como folhas, milho e cevada torrada que foram introduzidos aquando o processo de moagem
dos grdos. No café instantdneo também sdo encontrados cereais, mas também substancias
como caramelo e chicoria, sendo considerado uma fraude caso nao se encontrem mencionados
no rdtulo. A qualidade do café vai ficar alterada e, consequentemente, as caracteristicas

sensoriais vao ser diminutas (Tola, 2018).
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1.5.2.8- Especiarias

Existem varias qualidades de especiarias, mas como ¢ de esperar, as que apresentam
um maior valor no mercado, sdo as que mais sao adulteradas. Devido a baixa capacidade dos
consumidores em detetar fraudes nas especiarias, elas tornaram-se um produto atrativo para
possiveis infragdes (Silvis et al., 2017). Por exemplo, uma das especiarias mais caras do
mundo ¢ o acafrdo e, ja houve casos em que para se aumentar o seu volume, foram

adicionadas substancias como a glicerina e o sulfato de bario (Tola, 2018).

1.5.2.9- Vinho

Nos vinhos as maioria das fraudes estdo associadas com uma rotulagem incorreta,
nomeadamente em relacdo a sua origem geografica, onde vinhos sdo rotulados como tendo
uma origem (tornando-os com um valor de mercado superior), quando na verdade provém de
locais completamente diferentes. Contudo, nos vinhos, também pode ocorrer outros tipos de
fraudes, nomeadamente a adicdo de adulterantes (como por exemplo dietilenoglicol, um
quimico que ¢ adicionado com o intuito de mascarar a adi¢ao de agticar ao vinho) ou a mistura

de varios vinhos com diferentes qualidades. (Everstine, Spink e Kennedy, 2013).

1.5.2.10- Sumos de fruta

Nos sumos de fruta os consumidores podem ser enganados de diversas formas. Uma
das fraudes que pode acontecer ¢ a adicdo de dgua com o intuito de aumentar o volume do
produto. Outra pratica ¢ a jun¢do de frutas mais baratas em sumos onde no rétulo sé estdo
referidas a presenga de outras frutas (mais caras), como o caso das frutas tropicais. Nalguns
sumos de frutas o que acontece ¢ que o produto ¢ rotulado como tendo frutas quando na
verdade so tem corantes, d4gua e aromatizantes que sdo de natureza agucarada para conceder o

sabor ao sumo (Tola, 2018).

1.6- Rotulagem

O comércio internacional tem sofrido o impacto das adulteracdes dos alimentos,
levando a um aumento do controlo dos mesmos. Uma rotulagem correta ¢ muito importante

para que o consumidor possa fazer uma escolha consciente. Existem varios fatores que
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interferem na escolha dos produtos no ato da compra, como o estilo de vida, praticas
religiosas e também problemas de satde, sendo de especial atencdo os consumidores que
padecem de algum tipo de alergia alimentar (Meira et al., 2015). Uma maneira de assegurar
que ha o cumprimento das regras de rotulagem ¢ recorrendo a laboratorios que avaliem a
autenticidade dos alimentos.

E o que ¢ a rotulagem? Segundo o Regulamento (CE) n® 1169/2011, rotulagem ¢
definida como “todas as indicagdes, mengdes, marcas de fabrico ou comerciais, imagens ou
simbolos referentes a um género alimenticio que figurem em qualquer embalagem,
documento, aviso, rétulo, anel ou gargantilha que acompanhem ou se refiram a esse género
alimenticio.” Este regulamento ¢ extensivel a todos os estados membros da UE e veio trazer
mudancas na area da rotulagem, de forma a assegurar a defesa dos consumidores
relativamente a este campo e harmonizar todas as regras que existem sobre as informagdes
que devem constar no rétulo dos géneros alimenticios. Tem diversas especificacdes como por
exemplo forcar a que a informacdo sobre os produtos alimentares tenha de estar presente,
tendo que ter o nome do alergénio realgado (com uma grafia diferente), de forma a distinguir
dos demais constituintes. No final de 2014, este regulamento sofreu alteragdes e a informagao
nutricional passou a ser obrigatdria nos produtos pré-embalados. Passados dois anos, em
Dezembro de 2016, passou a ser obrigatoria para os produtos que até a data de saida do
regulamento ndo indicavam informacao nutricional (ASAE, [s.d.]P). Segundo o artigo n° 9 do
Regulamento (UE) n° 1169/2011 a informacao obrigatdria que os géneros alimenticios devem
conter ¢ a seguinte:

¢ Denominacdo dada ao produto alimentar;

e (Quantidade liquida do produto alimentar (sendo que existem determinados
ingredientes cuja quantidade tem de ser especificada);

e Data-limite de consumo do produto alimentar;

e Lista com todos os ingredientes que o constituam;

e Indicacdo de todos os componentes presentes que provoquem intolerancias ou entao
alergias alimentares;

e (Condi¢des especiais de conservacdo do produto alimentar (em certos casos ¢€
necessario também virem referidas as condi¢des de utilizagao);

e Nome da empresa (e o respetivo endereco) responsavel pela informacao fornecida;

e Local de origem (se for aplicavel);

e Para bebidas com teor alcoolico superior 1,2%, tem de se indicar o titulo alcoométrico;

e Declaragao nutricional.
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Todas estas informagdes devem ser claras e de facil compreensao para o consumidor.
Em Portugal tem de vir tudo escrito em portugués para que todos os consumidores possam

conhecer os produtos que se encontram a venda no contexto nacional (ASAE, [s. d.]P).

1.7- Rastreabilidade e acreditacao

E importante conseguir fazer a rastreabilidade dos géneros alimenticios desde o ponto
de venda até a sua origem, caso contrario todo o setor do mercado alimentar pode ficar
comprometido. E assim essencial estabelecer um sistema de rastreabilidade nas empresas
deste setor, de maneira a saber detalhadamente todos os passos dos produtos, dai a famosa
expressao “do prado ao prato”.

De acordo com o Regulamento n° 178/2002, a rastreabilidade ¢ “a capacidade de
detetar a origem e de seguir o rasto de um género alimenticio, de um alimento para animais,
de um animal produtor de géneros alimenticios ou de uma substancia, destinados a ser
incorporados em géneros alimenticios ou em alimentos para animais, ou com probabilidades
de o ser, ao longo de todas as fases da produgdo, transformacdo e distribui¢do”. Todo este
elevado nivel de informagdo em todas as etapas ¢ uma imposi¢ao por parte dos consumidores,
que se tém vindo a tornar mais exigentes com os produtos que compram € consomem. Assim,
gera-se confianga por parte dos clientes, ha acesso a informagao precisa e, mais importante &
que h4 uma maior prote¢ao da saude do consumidor.

Para assegurar que os consumidores estdo a receber informacgdes corretas € que nao
sao alvo de praticas fraudulentas, ¢ necessario verificar os produtos. Os laboratorios sdo
entidades que permitem apurar a verdade, como tal, necessitam ndo sé de trabalhar bem mas
também de demonstrar que trabalham bem. Uma forma de isso acontecer, ¢ pertencendo a
rede de laboratdrios acreditados, sendo a acreditacdo a evidéncia da competéncia técnica dos
laboratorios. Ao longo dos ultimos anos, o nimero de empresas com certificado de qualidade
tem vindo a aumentar, o que traz diversas vantagens nomeadamente a parceria entre diversos
laboratérios e institutos, técnicos, instalagdes e também equipamentos com procedimentos
normalizados e, mais importante, apresentam resultados que se consideram equivalentes a
qualquer outro laboratdrio que também seja acreditado (Barradas e Sampaio, 2011).

Em Portugal o estatuto de acreditacdo ¢ emitido e mantido pelo IPAC, que gere o
sistema nacional de acreditagdo. Este sistema ¢ constituido por regras e procedimentos usadas
pelas entidades acreditadas, de maneira a que sejam reconhecidas como competentes para a

avaliacdo de conformidades especificadas (Instituto Portugués de Acreditagdo, [s.d.]).
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As entidades acreditadas na UE podem possuir certificacdo segundo a norma ISO
9001 e a norma ISO 17025 (Barradas e Sampaio, 2011). A primeira ¢ para as empresas €
fabricantes e a segunda aplica-se a area laboratorial evidenciando quais os requisitos gerais de
competéncia que estes tém de respeitar. Os laboratorios da ASAE encontram se acreditados
pela norma ISO 17025. Esta norma refere os requisitos que os laboratérios acreditados devem
seguir, de maneira a assegurar e evidenciar que os resultados obtidos sdo confidveis e
fidedignos (resultado de um rigoroso controlo de qualidade) e, garantir assim, a satisfacdo de
todos os clientes (quer sejam internos ou externos) (ASAE, [s.d.]¢). Todos os procedimentos
ttm de apresentar uma total rastreabilidade, sendo por isso necessario registar

minuciosamente todas as agdes neles implicados.

1.7.1- Autoridade de seqguranca alimentar e econdmica (ASAE)

A ASAE foi criada em 2005 e tem como missdo “fiscalizacdo e prevencdo do
cumprimento da legislacdo reguladora do exercicio das atividades econdmicas nos setores
alimentar e nao alimentar bem como a avaliagdo e comunicacdo dos riscos na cadeia
alimentar sendo o organismo nacional de ligagdo com as suas entidades congéneres, a nivel
europeu e internacional” (ASAE, [s.d.]9).

Tendo a ASAE como foco a defesa da satde publica, ¢ relevante ser uma entidade
acreditada. O seu Laboratorio de Seguranga Alimentar € resultado da jungdo de 3 laboratérios,
o Laboratério Central de Qualidade Alimentar (da ex-Direccdo Geral de Fiscalizacdo e
Controlo de Qualidade Alimentar), o Laboratorio de Quimica Organica, Analitica e de Sintese
e o Laboratério Vitivinicola do Instituto da Vinha e do Vinho. Como ji foi referido
anteriormente, o estatuto de acreditagdo ¢ responsabilidade do IPAC e serve para assegurar
que os resultados apresentados por este laboratdrio sdo confidveis e, consequentemente trazer
confianga aos consumidores (ASAE, 2019).

Aos laboratérios acreditados € exigido a execucao de analises de controlo de qualidade
interna e externa, de acordo com o requisito evidenciado na norma ISO 17025. Estas analises
devem ser periddicas e programadas, feitas de acordo com o que esta definido no plano de
controlo interno e externo. Os ensaios de competéncia interna, como o proprio nome refere,
sao feitos internamente no laboratério, de maneira a evidenciar o desempenho em equipa € a
consisténcia dos resultados. J& os ensaios de competéncia externa dizem respeito a ensaios
que se realizam em simultdineo numa rede organizada de laboratdérios europeus e cujos

resultados devem ser todos consistentes e coerentes de acordo com os resultados esperados,
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de maneira a demostrar a equivaléncia técnica e desempenho dos varios laboratorios
acreditados (ASAE, 2017).
Para garantir a obtencdo de resultados “verdadeiros”, a norma ISO 17025 apresenta
varios requisitos técnicos:
e Amostragem (colheita de uma por¢do representativa do lote). O Laboratério de
Seguranca Alimentar da ASAE, ndo ¢ responsavel pela amostragem;
e Rastreabilidade das varias medigdes de maneira a garantir que um resultado ¢
verdadeiro e ndo tendencioso;
e Manuseio dos varios itens a ensaiar (regras de boas praticas laboratoriais que se tem
de cumprir para garantir que a amostra mantém as suas caracteristicas originais);
e (Qarantia de resultados fidveis e de confianga, através de controlo de qualidade interno
e externo (ASAE, 2017).
A garantia da qualidade dos resultados de ensaio implica varios tipos de controlo
dentro do laboratorio. Esses controlos sdo realizados de acordo com o plano de ensaios de
controlo da qualidade do laboratorio. O laboratério de Seguranga alimentar da ASAE, sendo

um laboratorio acreditado, tem de um plano de controlo de qualidade (Figura 4).

Bimestral Quadrimestral | Anual |
A partir de amostras puras, amostras cegas elou Controlo de descontaminacéo de Ensaios de competéncia
amostras de rotina superficies externa
‘\
Duplicados de P Amostras
extracdo aralelos cegas

/

Figura 4- Plano de ensaios de controlo de qualidade no Laboratorio de Seguranga Alimentar
na area de biologia molecular de eucariotas.

1.8- Bufalo asiatico (Bubalus bubalis)

O bufalo ¢ um animal de origem asidtica, contudo hoje ¢ possivel encontra-lo em
todos os continentes, em parte devido a sua grande adaptabilidade para os mais diversos
regimes ambientais incluindo aqueles em que os bovinos nao se conseguem adaptar (Pitacas e

Rodrigues, 2013).
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A espécie Bubalus bubalis pertence a familia Bovidade ¢ esta dividida em duas
subespécies: bufalo do pantano (B. bubalis carabenesis) e bufalo asiatico (ou bufalo do rio)
(B. bubalis bubalis). Esta espécie animal tem como mais-valia para o ser humano a sua
producao de leite, carne e também a possibilidade de ser utilizado como meio de trabalho (por
exemplo na China este animal ¢ utilizado na ajuda da cultura de arroz). Contudo, € possivel
distinguir caracteristicas produtivas diferentes nestas subespécies. Enquanto o bufalo de
pantano ¢ utilizado mais concretamente para trabalho e para obten¢do de carne (uma vez que
tem uma produgdo de leite reduzida), o bufalo asiatico ¢ mais utilizado para a produgao

leiteira (Pitacas e Rodrigues, 2013).

1.8.1- Producéo de leite

Devido 4 exploracdo leiteira, os bufalos sdo uma boa opcdo econdmica para os
proprietarios. Com esta matéria-prima produz-se também os produtos derivados de leite, cujo
mercado se encontra em plena expansdo, possuindo um prego elevado quando comparado
com produtos derivados de leite de bovinos.

Desde 1965 até 2005, a producdo de leite de bufala aumentou cerca de 300%, sendo
assim a espécie que obteve um maior aumento da sua producgdo. O leite de vaca ficou em
segundo lugar, com um aumento de apenas 60% (Ricci e Domingues, 2012). Em 2012
estimava-se que existiam mais de 190 milhdes de bufalos em todo o mundo (Pitacas e
Rodrigues, 2013) e que a producao de leite desta espécie seria cerca de 12% da produgdo total
de leite, sendo assim o segundo tipo de leite mais produzido mundialmente (Ahmad et al.,
2008). Um dos fatores que contribui para um aumento da producdo de leite de bufala nestes
ultimos anos foi o aumento de restricdes que existe relativo a produgdo de leite de vaca
(Pitacas e Rodrigues, 2013). Por outro lado, o leite de bufala apresenta um maior rendimento
na producdo dos seus derivados (como por exemplo queijo € manteiga), comparativamente
com o leite de vaca (Ricci e Domingues, 2012). Estes fatores aliados ao aumento da procura
de produtos derivados de leite de bufala, fizeram com que nos tltimos anos tenha ocorrido um
aumento da sua produgdo (Pitacas e Rodrigues, 2013). Assim sendo, a produgdo de bufalos
destina-se na sua maioria para a atividade leiteira, sendo o seu leite s6 ultrapassado em
relacdo ao volume pelo leite dos bovinos. Os maiores produtores sdo os paises asiticos,
contudo a Italia também apresenta uma grande criagcdo de bufalas leiteiras, em que a maioria

se destina a produgdo de queijos mozzarella (Liu et al., 2018).
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1.8.2- Leite de bufala e os seus derivados

Fazendo a comparac¢dao com outras espécies utilizadas para exploragao leiteira, pode-se
afirmar que o leite de bufala apresenta caracteristicas que o diferencia dos outros tipos de
leite. Uma das caracteristicas mais notorias € a cor muito branca deste leite, resultado da
auséncia dos B-carotenos (uma vez que sdo totalmente transformados em retinol). Possui um
maior teor de gordura, proteina e de sais minerais como calcio, fosforo, magnésio e ferro.
Devido ao seu alto teor de célcio, a ingestao deste leite torna-se importante para prevenir
doengas como a osteoporose e, no caso das criangas, ajuda no crescimento e na formagao dos
0ss0s. Assim sendo trata-se de um leite altamente nutritivo, sendo uma fonte de proteina de
alta qualidade para a populagdo que o consome. Relativamente ao colesterol e a agua, o seu
teor € inferior, assim como o seu conteudo de potéssio (Pitacas e Rodrigues, 2013; Ricci e
Domingues, 2012; Ahmad et al., 2008).

A transformacdo desta matéria-prima permite obter diversos produtos lacteos como
por exemplo queijo, manteiga e leite em po.

A mozzarella é um dos principais queijos produzidos a partir de leite de bufala, e isto
deve-se ao facto de ser um produto nutritivo, bem aceite pelo consumidor € que tem um
elevado preco de mercado, o que torna rentavel para o produtor a criagcdo de bufalos (Rosati e
Van Vleck, 2002). Contudo, a burrata também ¢ um queijo que pode ser produzido a partir de

leite de bufala e que também ¢ muito apreciado.

1.8.3- Autenticidade do leite e derivados de bufala

Como ja foi referido anteriormente, o leite de bufala apresenta um elevado valor de
mercado. Esta particularidade pode aliciar o produtor a misturar esse leite com leites mais
baratos para maximizar o seu lucro. Esta mistura tem de ser declarada no rotulo, caso
contrario o produtor estard a cometer fraude e entdo o consumidor vai adquirir o produto
como sendo genuino, pagando um valor mais elevado e ndo beneficiando das qualidades
nutricionais do produto auténtico. Existem muitissimos tipos de queijo no mercado, sendo
aqueles com uma denomina¢do DOP os mais valorizados, uma vez que se trata de produtos
em que a sua producdo, confe¢do e transformagdo ocorre numa determinada regido
geografica, sendo um produto que tem a maneira de fabrico reconhecida e também verificada
(ASAE, [s.d.]®). Estes tipos de queijos tém politicas rigidas, sendo por isso bastante
importante a identificacdo das espécies presentes para o controlo de fraudes (Dalmasso et al.,

2011). Em Italia existe um elevado nimero de queijos com denominagdo DOP como por
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exemplo o queijo “Mozzarella di Bufala Campana”, que pode chegar a atingir 40 €/kg, um
preco elevado e chamativo para possiveis praticas fraudulentas (Pitacas et al., 2013).

Ao falar das adulteragdes do leite de bufala ndo se pode mencionar apenas as misturas
com outros tipos de leite. A verdade ¢ que nas adulteracdes no leite, pode ocorrer diversos
atos fraudulentos como ja foi referido anteriormente, como por exemplo a adi¢do de agua ou
de quaisquer outras substancias que provoquem uma alteragdo das caracteristicas fisico-

quimicas originais (Tola, 2018).

1.9- Métodos de identificacdo de espécies

A autenticidade dos géneros alimenticios ¢ adjacente a qualidade dos mesmos, sendo
importante haver métodos que permitam a identificagdo das espécies animais presentes.
Assim certifica-se se os rotulos estdo corretos ou se se esta perante uma fraude alimentar
(Meira et al., 2015).

Nas fraudes alimentares pode haver a substitui¢ao total ou parcial de espécies, sempre
com o objetivo do produtor obter maiores lucros econdmicos. Existem 2 tipos de métodos
para a identificagdo das espécies que se encontram presentes nos produtos alimentares:
métodos baseados na analise de proteinas e métodos baseados na analise do ADN. Dentro dos
métodos baseados em proteinas estdo técnicas imunologicas, cromatografias e eletroforeses,
porém estes métodos sao considerados menos eficazes relativamente aos que se baseiam na
analise do ADN. Uma das desvantagens ¢ a desnaturagdo das proteinas quando sujeitas a
elevadas temperaturas, sendo este tipo de métodos muito afetados por processos industriais
dos géneros alimenticios. J4 os métodos baseados em ADN conseguem identificar as espécies
de animais presentes mesmo que o produto tenha sido sujeito a um tratamento térmico ou

mesmo que se trate de um produto com uma composi¢do muito complexa. Trata-se de um tipo

de métodos mais rapido, sensivel e especifico (Meira et al., 2017).

1.10- PCR em tempo real

O PCR em tempo real ¢ uma técnica baseada na andlise de ADN e nos ltimos anos
tem sido das mais utilizadas para a identificagdo de espécies de animais nos géneros
alimenticios. Esta ¢ a técnica utilizada no laboratorio de Seguranca Alimentar da ASAE. Mais
concretamente esta técnica consiste na amplificagdo de um fragmento alvo de ADN, devido a

sua hibridagdo com primers especificos, ocorrendo desta forma a sintese de milhdes de copias
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do mesmo fragmento (Rodriguez-Lazaro e Hernandez, 2015; Novais e Pires-Alves, 2004).
Trata-se de uma técnica semelhante ao PCR convencional, a diferenga esta na simultaneidade
em que ocorre a amplificagdo, detegdo e quantificagio do ADN alvo. E possivel visualizar em
tempo real a amplificagdo e também haver a quantificacdo devido a um sistema de
fluorescéncia em que ocorre a emissao e detecdo da mesma. Assim sendo traz vantagens
como ser mais rapida, realizar a quantificacdo do produto amplificado, ser mais sensivel e
apresentar um menor risco de contaminagao, uma vez que existe menos manuseamento ja que
nao ¢ necessario haver a realizacao de eletroforese, como acontece no PCR convencional
(Rodriguez-Léazaro e Hernandez, 2015).

O PCR em tempo real apresenta 3 etapas (Figura 5), que se realizam entre 30 a 40
ciclos:

1* Etapa- Desnaturacao - Nesta etapa ocorre o aumento de temperatura, com o intuito
de provocar a quebra da cadeia dupla de ADN, uma vez que vai haver a destrui¢ao das pontes
de hidrogénio, ficando assim na presenga de duas cadeias simples (93-96°C) (Rodriguez-
Lazaro e Hernandez, 2015).

2* Etapa- Hibridacao - Neste passo ocorre a diminuigdo da temperatura e portanto ha
a ligagdo dos primers as suas regides complementares através da formagdo de pontes de
hidrogénio (55-65°C) (Rodriguez-Léazaro e Hernandez, 2015).

3* Etapa- Extensdo - Nesta ultima etapa ha a sintese da nova cadeia dupla de ADN
devido a acdo de uma polimerase do ADN termoestdvel onde se encontram as bases
nucleotidicas e os primers sao prolongados percorrendo toda a sequéncia do ADN alvo

(72°C) (Pelt-Verkuil, Belkum e Hays, 2008).

100 = Desnaturacio
g 93-96°C Extenséo
o
§ o 72°C
© Hibridacdo
L]
g 0 55.65°C
et
Tempo

Figura 5- Representagdo grafica das 3 etapas da técnica de PCR.
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Estas etapas possuem temperaturas e tempo de duracdo diferente, representando o
conjunto das trés um ciclo que vai ser repetido normalmente entre 30 a 40 vezes (no caso do
PCR em tempo real para a detecdo de Bubalus bubalis sdo 35). Assim, no final do PCR,
havera cerca de 1000 bilides de copias do fragmento de ADN, uma vez que em cada ciclo a
quantidade de ADN duplica (Rodriguez-Lazaro e Hernandez, 2015).

Para que se possa realizar uma técnica de PCR, ¢ fundamental conhecer bem a
sequéncia alvo de ADN, de maneira a se conseguir desenhar um primer especifico para a
mesma (estes primers vem incluidos na mastermix fornecida nos Kits de PCR em tempo real

disponiveis no mercado).

A mastermix ¢ composta por um conjunto de reagentes:

e Polimerase do ADN - Estas moléculas sdo enzimas termostaveis responsaveis pela
formag¢ao de uma nova cadeia dupla de ADN durante a fase de extensdo do PCR. Esta
enzima liga-se ao segmento alvo e, devido a sua atividade de nuclease, a sonda de
fluorescéncia sera degradada permitindo a separagdo da molécula reporter da
molécula quencher, o que ird provocar um aumento exponencial da emissdo de
fluorescéncia (Novais e Pires-Alves, 2004; Wong e Medrano, 2005).

e Primers - Sdo pequenos fragmentos de ADN que se vdo ligar a sequéncia alvo uma
vez que sao complementares @ mesma. Como ja foi referido anteriormente, ¢ na fase
de hibridacdo que ocorre a sua jungdo com a respetiva sequéncia, devido a diminui¢do
da temperatura. Estes primers devem ter um tamanho entre 16 a 30 pb. Um tamanho
muito grande pode levar a formacdo de produtos ndo especificos e um tamanho
demasiado reduzido aumenta a probabilidade de ocorrer a amplificagdo de uma regido
que ndo seja a de interesse (Chen e Janes, 2002; Somma e Querci, 2006).

e dNTP’s - Os 4 desoxirribonucledtdos trifosfato (guanina, citosina, timina e adenina)
sdo fundamentais para que possa ocorrer a sintese de ADN, devendo estar presente
uma concentracdo equivalente de cada um, de maneira a que ndo ocorra erros na sua
integracdo (Chen e Janes, 2002; Somma e Querci, 2006).

e Tamp?o - E necessario existir um tampao para que o pH da reagdo seja regulado.

e Concentracio de Mg - E fundamental a incorporacio de magnésio na reagio uma vez
que a sua presenca € necessaria para o bom funcionamento da polimerase do ADN.
Esta substincia também vai interagir com os dNTP’s formando um complexo, sendo
assim essencial para que ocorra a formacdo da nova cadeia de ADN. E importante ter

uma concentracdo de Mg adequada, uma vez que uma alta concentragdo faz com que
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se forme produtos ndo especificos e uma baixa concentracao faz com que o PCR nao

obtenha os melhores rendimentos (Somma ¢ Querci, 2006).

A visualizagao do ADN amplificado € possivel devido a emissao de fluorescéncia cujo
sinal ¢ diretamente proporcional ao produto amplificado, uma vez que estas sondas
fluorescentes hibridam com a porgio de ADN amplificado. E possivel distinguir dois sistemas
principais de fluorescéncia: corantes intercalares e sondas de sequéncia especifica. Os
primeiros diferem-se dos outros na medida em que se ligam a qualquer molécula de cadeia
dupla de ADN do produto de PCR, ndo apresentado especificidade, sendo o mais comum o
fluor6foro SYBER Green 1. Contrariamente, as sondas de sequéncia especifica sdo, como o
nome indica, especificos para uma determinada sequéncia de ADN. Estas sondas apresentam
dois fluorocromos (uma molécula reporter e uma molécula quencher), um em cada
extremidade, sendo a molécula quencher responsavel por suprimir a fluorescéncia da
molécula reporter. Se a sequéncia alvo das sondas se encontrar presente, estas mudam para
uma estrutura linear (e ndo mantém uma estrutura hairpin-loop), provocando um afastamento
das moléculas reporter e quencher registando-se um aumento de fluorescéncia, uma vez que a
atividade de absorcao desta ultima molécula sera reduzida. Esta atividade de fluorescéncia ¢
medida devido a presenca de um detetor e, com um software, a intensidade de fluorescéncia
versus numero de ciclos vai ser representada graficamente, de maneira a que se consiga
interpretar e retirar conclusdes quanto a presenga ou ndo de determinada sequéncia de ADN
(Rodriguez-Lazaro e Hernandez, 2015).

Para a interpretagdo das curvas obtidas devem-se ter em conta os seguintes conceitos:

e Baseline - é considerado “ruido de fundo”. Nesta fase esta ocorrer acumulacdo de

fluorescéncia (Arya et al., 2005).

e Threshold - corresponde ao ponto em que a fluorescéncia emitida na reagdo inicia a

fase do crescimento exponencial (Kubista et al., 2006).

e Ponto Ct - o valor deste ponto corresponde ao numero de ciclos necessarios para que

a fluorescéncia emitida na reacdo de PCR atinga o threshold conseguindo assim ser

detetada pelo equipamento (Novais e Pires-Alves, 2004). Este termo representa algo

que ¢ inversamente proporcional ao nimero de moléculas na reagdo, pois quantas mais

moléculas existirem inicialmente, menos ciclos s3o necessarios para que a

fluorescéncia ultrapasse o valor da baseline.
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A curva de amplificagao permite-nos visualizar a variacdo da emissao da fluorescéncia
em cada ciclo durante a reagdo de PCR em tempo real, o que permite que se encontre o ponto
Ct e a baseline (Wong e Medrano, 2005). Esta curva apresenta 4 fases (Figura 6):

1* Fase da linha de base- corresponde a fase inicial da curva onde a fluorescéncia
emitida ainda nao ¢ suficiente para alcancgar o ponto Ct (Novais e Pires-Alves, 2004).

2* Fase de crescimento exponencial- ¢ nesta fase que a reagdo deve ser estudada, uma
vez que ¢ a mais especifica e precisa dado que existe uma relagdo mais forte entre a
fluorescéncia e 0 ADN (Wong e Medrano, 2005).

3* Fase de crescimento linear- no inicio desta fase a amplificacdo é 6tima, contudo
vai-se comegando a sentir o processo de degradagdo, o que provoca uma baixa eficiéncia de
amplificacdo (Wong e Medrano, 2005).

4* Fase estaciondria - os produtos da PCR estdo bastante degradadas nesta fase,

constituindo o final da reagdo, uma vez que ja ndo ocorre amplificagdo (Wong e Medrano,
2005).

] Fase estacionaria
Fase de crescimento

linear r—J’/‘

Fase de crescimento
exponencial

Fase da linha
de base

Fluorescéncia

Threshold

Baseline Ct

Ciclos de PCR

Figura 6- Representacdo grafica da curva de amplificagdo do PCR em tempo real (adaptado
de Wong e Medrano (2005)).
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1.11- Objetivos e ambito do trabalho

Um dos objetivos da UE ¢ ter uma politica que assente no bem-estar das pessoas,
plantas e animais, num mercado transparente onde a fraude alimentar nao esteja presente € no
fornecimento de géneros alimenticios seguros e nutritivos, sempre com a finalidade de
proteger a populacdo dos perigos alimentares que possam existir (Comissao Europeia, [s.d.]).

O mercado de leite de bufala e seus derivados, mais especificamente a mozzarella,
encontra-se em plena expansao nao s6 na UE como também no mundo, assim, frequentemente
aparecem novos produtos no mercado. Uma vez que se trata de produtos com uma procura
crescente e com um elevado valor de mercado, este tipo de género alimenticios ¢ atrativo para
atividades fraudulentas. Assim sendo este trabalho visa testar se houve adulteracdo dos
diferentes queijos obtidos a partir de leite de bufala presentes no mercado nacional com leite
de vaca. Através da utiliza¢do da técnica de PCR em tempo real, consegue-se verificar se os
produtos analisados estdo de acordo com o descrito nos seus rotulos.

A avaliagdo da autenticidade deste tipo de produtos permitira tirar conclusdes de como
o mercado nacional se encontra ao nivel da autenticidade dos géneros alimenticios neste setor

em particular.
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2- Componente Experimental




2.1- Implementacdo do método de detecdo da espécie Bubalus bubalis por

PCR em tempo real

Para que ocorra a implementacdo no Laboratério de Seguranca Alimentar da ASAE do
método de detecdao da espécie Bubalus bubalis por PCR em tempo real, tem de se seguir os
seguintes passos (de acordo com o procedimento interno do laboratorio):

e Determinagdo do limite de detecdo, realizando-se uma reta de calibragdo com os 4
padrdes (10%, 5%, 1% e 0,1%) para visualizar em quais houve amplificacdo. De
seguida, para validar o limite encontrado, amplifica-se 2 padrdes (no minimo 3 vezes
cada um), em que um corresponde a concentragdo mais baixa em que houve
amplificacdo e o outro a concentragdo imediatamente acima;

e Realizacdo de ensaios com diferentes tipos de matrizes, no minimo 20, dos quais em
10 tem de se obter um resultado positivo;

e Realizacdo de ensaios de seletividade em condicbes laboratoriais, de forma a
analisar qual a influéncia que essas condigdes vao ter nos resultados obtidos. Assim
sendo tem de se utilizar 3 organismos diferentes do alvo e eles ndo poderdo ser
amplificados;

e Realizagdo de pelo menos 10 ensaios de amostras em duplicado, podendo ser
amostras puras, amostras de rotinas ou até¢ amostras de ensaio de competéncia externa;

e E necessario haver ensaios intralaboratoriais, realizadas por diferentes técnicos, de
pelo menos 3 amostras em paralelo podendo ser amostras puras, amostras de rotina e

amostras de competéncia externa.

2.2- Amostragem

As matrizes utilizadas neste estudo foram amostras de queijos de leite de bufala, de
vaca e de cabra, queijo de leite de bufala e de leite de vaca retirados de uma pizza, raviolis de
queijo de leite de bufala, hamburguer de novilho, lasanha de porco e leite meio gordo de vaca
(Tabela 2). Nos queijos analisados estdo incluidos os do tipo burrata, fresco e mozzarella. A
escolha das amostras derivadas de leite de bufala foi feita de forma a representar o que se
encontra no mercado nacional, sendo elas de diferentes matrizes, marcas, precos e
composicao global. Os produtos alvo de estudos foram provenientes de supermercados de

grandes superficies, de uma queijaria regional e também de restaurantes.
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Tabela 2- Lista das amostras utilizadas e a respetiva espécie declarada no rotulo.

Matriz Espécie rotulada
Queijo mozzarella 1 A Leite de bufala
Queijo mozzarella 1 B Leite de bufala
Queijo mozzarella 2 Leite de bufala
Queijo mozzarella 3 Leite de vaca
Queijo mozzarella 4 Leite de bufala
Queijo mozzarella 5 Leite de bufala
Queijo mozzarella DOP 1 Leite de bufala
Queijo mozzarella DOP 2 Leite de bufala
Queijo mozzarella DOP 3 Leite de bufala
Queijo mozzarella DOP 4 Leite de bufala
Queijo burrata 1 Leite de vaca
Queijo burrata 2 Leite de vaca
Queijo burrata 3 Leite de vaca
Queijo burrata 4 Leite de bufala
Queijo fresco Leite de bufala
Queijo de bufala em pizza Leite de bufala
Queijo de vaca em pizza Leite de vaca
Ravioli Leite de bufala
Leite meio gordo 1 Leite de vaca
Leite meio gordo 2 Leite de vaca
Hamburguer Carne de vaca
Lasanha Carne de porco
Amostra do ensaio de competéncia Carne de ovelha
externa

Nota: O queijo mozzarella 1 A e o queijo mozzarella 1 B sdo do mesmo produtor mas de
lotes diferentes.
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Para haver a implementagdo do método de detegdo da espécie Bubalus bubalis por
PCR em tempo real no laboratdrio, realizaram-se 16 amostras em duplicado (mesmo analista)
e 4 amostras em paralelo (diferente analista) (Tabela 3) desde o passo de preparacdo da

amostra, até a amplificagdo.

Tabela 3- Lista das amostras que foram realizadas em duplicado e das amostras que foram
realizadas em paralelo.

Amostras em duplicado

Amostras em paralelo

Queijo mozzarella 1 A

Queijo mozzarella 1 A

Queijo mozzarella 1 B

Queijo mozzarella DOP 3

Queijo mozzarella 3

Queijo fresco

Queijo mozzarella 4

Leite meio gordo 1

Queijo mozzarella 5

Queijo mozzarella DOP 3

Queijo mozzarella DOP 4

Queijo burrata 1

Queijo burrata 2

Queijo burrata 3

Queijo burrata 4

Queijo fresco

Queijo de bufala em pizza

Queijo de vaca em pizza

Ravioli

Leite meio gordo 1
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2.3- Procedimento para a detecdo de organismos eucariotas através do

método de PCR em tempo real

De acordo com o procedimento interno do laboratério, antes de o PCR em tempo real
¢ necessario que se realizem diversas etapas, todas efetuadas com muito rigor para que os

resultados obtidos sejam fidedignos (Figura 7).

Preparacdo da amostra
{aproximadamente 300 mg)

Extracdo de ADN

Quantificacdo de ADN

W

Amplificagdo por PCR em
tempo real

W

Interpretacdo dos
resultados

Figura 7- Etapas para a detec@o das varias espécies analisadas por PCR em tempo real.

2.3.1- Preparacao das amostras

Esta etapa da preparacdo das amostras ¢ crucial para que todo o processo ocorra da
forma pretendida. Tem de ser realizada tendo em conta as boas praticas laboratoriais no que
diz respeito a desinfecao/ limpeza das superficies de trabalho entre a preparagdo de diferentes
amostras, de forma a reduzir/ eliminar os riscos de contaminac¢do cruzada. Para tal ¢
obrigatdrio o uso de luvas e a manipulagdo das amostras com a ajuda de pontas e bisturis

esterilizados.
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Foi retirada uma porg¢ao representativa do alvo a amplificar, de aproximadamente 300

mg, para um tubo de centrifuga com capacidade de 2 mL.

2.3.2 - Extracdo do ADN

Esta fase ¢ muito importante pois para que a amplificagdo do ADN alvo corra bem, ¢
necessario obter material genético com qualidade e também em alguma quantidade. Para isso,
¢ necessario que ocorra a lise celular e a separacao do ADN do resto das particulas celulares.
Atualmente estdo disponiveis no mercado varios Kits comerciais. Neste caso, o Kit de extragdo
usado foi o NucleoSpin® Food, constituido por tampdes que contém detergentes, sais
caotropicos, agentes desnaturantes e proteinase K (NucleoSpin Food, [s.d.]).

Na extracdo do ADN foi seguido o protocolo de extragdo do fabricante, contudo o
laboratério fez uma otimizacdo em que duplicou a quantidade de proteinase K para quando a
matriz fosse queijo. No primeiro passo desta etapa comegou-se por adicionar 850 uL do
tampao CF e 40 pL de proteinase K (ou 20 pL no caso das amostras de hamburguer, lasanha e
da amostra do ensaio de competéncia externa) aos 300 mg da amostra preparada
anteriormente. De seguida, agitou-se no vortex e colocou-se numa placa térmica com uma
temperatura de 65°C durante cerca de 2 horas e 30 minutos. Durante esse tempo foi
necessario agitar as amostras no vortex de 15 em 15 minutos. Todo este procedimento serve
para provocar a lise celular em que se pode distinguir uma lise quimica (aquando a jung¢ao do
reagente), uma lise fisica (com o calor da placa térmica e a agitagdo no vortex) e ainda houve
a clivagem das proteinas do nucleo devido a adi¢cao da proteinase K.

Apobs essas 2 horas e 30 minutos, os tubos contendo as amostras foram colocadas
numa centrifugadora durante 10 min a 14000 g, de maneira a se obter um sobrenadante. Desse
mesmo sobrenadante pipetou-se 550 pL, aos quais se juntaram outros 550 uL de etanol
absoluto (que estava guardado no congelador a -20°C) e 550 pL de Tampao C4.
Posteriormente, misturou-se tudo através de inversao e retirou-se 630 puL para um tubo com
coluna (fornecido no Kit) que tem uma camada de silica onde o ADN fica retido. Esses 630 pL
foram centrifugar durante 2 min, mas alterou-se o programa da centrifugadora para 9000 g em
vez dos iniciais 14000 g. Apds esse tempo repetiu-se novamente este ultimo procedimento. O
passo seguinte foi a juncdo do tampdao CQW a coluna, numa quantidade de 450 pL. Foi
novamente a centrifugar a 9000 g durante 2 min. Depois pipetou-se mais 630 pL, mas desta
vez do tampao C5 e foi a centrifugar nas mesmas condi¢des. De seguida, voltou-se a pipetar o

tampao C5 mas numa quantidade de 200 pL e todo o procedimento de centrifugagdo foi
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repetido. E relevante mencionar que no fim da coluna ir a centrifugar ia-se trocando sempre o
tubo por um novo. Posteriormente, repetiu-se o passo anterior mas sem a adi¢do de reagentes,
de forma a promover a limpeza total da coluna, que foi de seguida colocada num tubo de
centrifuga com capacidade de 1,5 mL ao qual se juntou 100 pL de um tampao de eluigao
(CE). A composi¢do deste tampao ¢ revelada pelo fabricante (contrariamente aos outros
tampdes) e ¢ 5 mM Tris/HCI a pH 8,5. Este tampao teve de ser previamente aquecido a uma
temperatura de 70°C. Por fim centrifugou-se novamente durante 2 min a 9000 g (NucleoSpin
Food, [s.d.]). As amostras extraidas foram conservadas no congelador (a pelo menos -18°C)

até posterior utilizagao.

Nota: Na matriz leite, o processo de extragdo de ADN foi otimizado, de forma a se conseguir
obter um produto final com melhor qualidade. Para tal, aumentou-se o volume inicial da
amostra para 50 mL e realizou-se uma centrifugagdo. Apods esse passo foi obtido um pellet, ao
qual se adicionou 1 mL de dgua para biologia molecular e foi novamente a centrifugar.
Posteriormente recolheu-se 300 mg do sobrenadante obtido e adicionou-se o tampao CF e um
maior volume de proteinase K, tal como acontece para as matrizes de queijo. De seguida,

foram realizados todos os passos anteriormente descritos no protocolo de extragao.

2.3.3 - Quantificacdo do ADN

Apoés a extracdo fez-se uma leitura de quantificacdo do ADN extraido, utilizando o
fluorémetro Qubit® que, através da utilizagio de corantes fluorescentes, permite que se
quantifique o ADN, uma vez que ocorre a ligacdo do ADN extraido a esses corantes e ¢
emitida florescéncia (Qubit, [s.d.]).

Para a leitura do ADN extraido ¢ seguido um procedimento interno do laboratorio em
que se preparou uma reag¢ao de 200 uLL composta por 198 puL de Qubit Buffer, 1 uL de Qubit
Reagent e 1uL da amostra num tubo proprio com capacidade de 0,5 mL.

Este passo de quantificagdo do ADN ¢ recomendado dado que ¢ indicador da

quantidade de ADN total que se conseguiu extrair.
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2.3.4 - PCR em tempo real

Para se proceder a amplificacdo e quantificacdo do ADN presente nas amostras
utilizando a técnica de PCR em tempo real, foi utilizado um kit de ensaio de detegdo do bufalo
asiatico da Generon® Este kit deteta e amplifica uma sequéncia especifica do ADN do
Bubalus bubalis através de uma sonda de sequéncia especifica (FAM).

Este kit ¢ composto pelos seguintes componentes (Generon, [s.d.]):

e Oligomix - onde estdo as sondas fluorescentes e como tal é necessario proteger da luz,
uma vez que sao fotossensiveis.

e Mastermix - como ja foi referido anteriormente, trata-se de uma solugdo composta por
elementos fulcrais para a reagdo de PCR em tempo real, tais como polimerase do
ADN, dNTP’s, tampao, primers e também Mg.

e Controlo positivo - neste Kit existe 2 tipos de controlo positivo: um para utilizar
quando se trata de matrizes cruas (Controlo positivo R) e outro quando se trata de
matrizes processadas (Controlo positivo HT). Neste trabalho sé se utilizou o controlo
positivo HT para as amostras dos queijos em pizza ¢ para o ravioli.

e Controlo negativo.

Todos estes reagentes estiveram guardados no congelador a -20°C para ndo se
degradarem. Aquando a sua utilizagdo, teve de se proceder ao seu descongelamento e s6 se
pode utilizar ap6s ja estarem ha algum tempo a temperatura ambiente. De seguida, colocaram-
se os reagentes no vortex por alguns segundos, procedida por uma breve centrifugagdo numa
micro centrifuga, de maneira a assentar para o fundo do frasco algum produto que possa ter
ficado na tampa.

Para se preparar @ mastermix de trabalho, juntaram-se 150 pL de oligomix com 750 pL
de matermix. De seguida, foi ao vortex e posteriormente a micro centrifuga. Dessa preparagao
de mastermix de trabalho, retiraram-se 18 pL e colocaram-se em tubos opacos de PCR.

A cada um desses tubos opacos foi adicionado 12 pL ou de ADN da amostra, ou de controlo
positivo ou de controlo negativo, perfazendo um total de 30 pL de volume da reagao.

Apds a amplifica¢do, o software permitiu interpretar os resultados das amostras com os
controlos (através do valor de Ct).

Como ja foi referido anteriormente, as sondas especificas apresentam dois
fluorocromos: a molécula reporter e a molécula quencher. Neste kit é fornecido o nome das
moléculas reporter e das moléculas quencher para a espécie Bubalus bubalis e também para a

amplificacdo do controlo interno (Figura 8).
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Figura 8- As moléculas reporter e as moléculas quencher do kit da Generon® para a
amplificagdo de ADN da espécie Bubalus bubalis e do controlo interno.

Para além de todas as informagdes mencionadas anteriormente, este kit também

apresenta as condi¢des do programa de amplificacdo, onde ¢ dada a temperatura em que cada

etapa acontece, o tempo de duragdo e o nimero de ciclos (Tabela 4).

Tabela 4- Programa de amplificagdo do kit da Generon® de detegdo de Bubalus bubalis por

PCR em tempo real.
Ativacao da Taq 5 5
) Desnaturagéo Extenséo
polimerase
Temperatura °C 95 60
Duracéo 3 min 10 seg 45 seg
Ciclos 1 35
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2.3.5- Interpretacdo dos resultados

Os resultados obtidos podem ser positivos ou negativos em relagdo a presenca da

espécie Bubalus bubalis.

Todas as corridas de amplificagdo de PCR em tempo real realizam-se com:

A amostra a analisar;
Controlo negativo;
Controlo positivo;

Branco.

Para uma amostra ser considerada negativa, tem de apresentar as seguintes caracteristicas:

Nao apresentar amplificagdo (fluorescéncia), ou entdo apresentar uma amplificacao
com um valor de Ct superior ao padrao correspondente ao limite de detecao;

Tanto o controlo negativo como o branco ndo podem apresentar amplificagcdo
(fluorescéncia);

O controlo positivo tem de amplificar;

A amostra tem de amplificar no controlo interno.

Para uma amostra ser considerada positiva, tem de possuir estas caracteristicas:

Apresentar amplificacdo (fluorescéncia) com um valor de Ct inferior ao do limite de
detecao;
Tanto o controlo negativo como o branco nao podem apresentar fluorescéncia;

O controlo positivo tem amplificar.

Caso o branco amplifique, terd de se realizar uma nova extracao procedida por uma

nova amplificacdo, uma vez que todos os resultados obtidos no PCR em tempo real serdo

classificados como invalidos.

Se o controlo positivo ¢ /ou o controlo negativo fornecidos pelo Kit nao obtiverem o

resultado esperado, terd de se repetir o PCR em tempo real, para se fazer uma nova avalia¢ao

dos resultados.
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2.4- Resultados e discussao

2.4.1- Amplificacdo por PCR em tempo real para a implementacao do

método de detecdo da espécie Bubalus bubalis

Como ja foi referido anteriormente, para ocorrer a implementagdo do método de
detegdo da espécie Bubalus bubalis por PCR em tempo real, é necessario seguir um conjunto
de passos. Assim sendo, foram realizados 23 ensaios com diferentes matrizes. Desses ensaios,
16 foram feitos em duplicado e 4 em paralelo, nimero de ensaios suficientes para cumprir um
dos requisitos da implementagao do Kit no laboratorio.

Para a determinagdo do limite de detecdo, procedeu-se a realizacdo de uma reta de
calibragao utilizando os padrdes 100%, 10%, 1%, 0,1% e 0,01% que correspondiam a 8
ng/ulL, 800 pg/uL, 80 pg/uL, 8 pg/uL e 0,8 pg/uL respetivamente (Figura 9). Na tabela 5

estdo os valores de Ct associados a este PCR em tempo real.

Amplification ng 800pg 80pg 8pg 0,8 pg

— ]

3000 + W : E

— FAM

— HEX

2000 - / .

1000 -

Cycles

Figura 9- Representagado grafica da fluorescéncia em fung@o do numero de ciclos, obtida por
PCR em tempo real para calcular o limite de detecdo.
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Tabela 5- Valores do Ct das varias amostras necessarias para calcular o limite de detegao.

Sonda Amostra Valor do Ct
FAM Padrao 100% Bufala 15,94
FAM Padrao 10% Bufala 20,37
FAM Padrao 1% Bufala 26,31
FAM Padrao 0,1% Bufala 28,96
FAM Padrdo 0,01% Bufala 31,03
FAM Branco Bufala 13,24
FAM Controlo Positivo Bufala 23,86
FAM | Controlo Negativo Bufala N/A
HEX Padrdo 100% Bufala 17,00
HEX Padrdo 10% Bufala 16,32
HEX Padrio 1% Bufala 22,35
HEX Padrao 0,1% Bufala 17,59
HEX Padrdo 0,01% Bufala 17,42
HEX Branco Bufala 22,01
HEX Controlo Positivo Bufala 21,03
HEX | Controlo Negativo Bufala 22,07

O kit para a detegdo de Bubalus bubalis por PCR em tempo real, refere que o limite de
detecao ¢ 0,1% contudo, como se v€ na figura 9, todos os padrdes amplificaram, mesmo o
padrao de 0,01%. O controlo interno (HEX) amplificou, assim como o controlo positivo
(FAM). O controlo negativo (FAM) nao amplificou (sendo assim ao seu valor de Ct na tabela
5 atribuido um N/A). O branco nao apresenta um valor de Ct ndo nulo, contudo ¢ considerado
como uma amostra valida, uma vez que tal se deve a uma amplificacdo ndo significativa.
Todos estes fatores referidos anteriormente, tornam as amostras validas e permitiram seguir
para o proximo passo da amplificacdo por PCR em tempo real, para a implementacdo do

método de deteg@o da espécie Bubalus bubalis.

O passo seguinte foi a validagao do limite de detecao em que se amplificou novamente

os padrdes 1%, 0,1% e 0,01% (3 vezes cada um), pois sdo os padrdoes com a concentragdo
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mais baixa (Figura 10). O PCR em tempo real, para além do grafico, fornece também os

valores de Ct associados (Tabela 6).

80 pg 8 pg 0,8 pg
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3%padrio de 0,1%

1500 1

1000 1

1%padrio de 0,01%
2%padrio de 0,01%
3%padrio de 0,01%

500

0 5 10 15 20 25 30 35
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Figura 10- Representagao grafica da fluorescéncia em fungdo do numero de ciclos, obtida por
PCR em tempo real para validar o limite de dete¢do anteriormente encontrado.

Tabela 6- Valores do Ct das varias amostras necessarias para validar o limite de detegdo
anteriormente encontrado.

Sonda Amostra Valor do Ct
FAM Padrdo 1% Bufala 22,16
FAM Padriao 1% Bufala 22,20
FAM Padrao 1% Bufala 24,12

FAM | Padrao 0,1% Bufala 27,81

FAM | Padrio 0,1% Bufala 27,90

FAM | Padrio 0,1% Bufala 27,09
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Tabela 6 - Valores do Ct das varias amostras necessarias para validar o limite de detecdo

anteriormente encontrado (Cont.).

Sonda Amostra Valor do Ct
FAM Padrdo 0,01% Bufala 29,64
FAM Padrdo 0,01% Bufala 30,58
FAM Padrdo 0,01% Bufala 25,35
FAM Branco Bufala N/A
FAM Controlo Positivo Bufala 20,56
FAM | Controlo Negativo Bufala N/A
HEX Padrio 1% Bufala 18,25
HEX Padrio 1% Bufala 22,61
HEX Padrdo 1% Bufala 22,40
HEX Padrdo 0,1% Bufala 22,25
HEX Padrdo 0,1% Bufala 22,53
HEX Padrio 0,1% Bufala 22,45
HEX Padréo 0,01% Bufala 22,44
HEX Padrao 0,01% Bufala 21,37
HEX Padrdo 0,01% Bufala 17,61
HEX Branco Bufala 22,53
HEX Controlo Positivo Bufala 21,48
HEX | Controlo Negativo Bufala 20,44

O limite de detegao do kit dete¢dao de Bubalus bubalis por PCR em tempo real é 0,1%.
Ao analisar a figura 10 e a tabela 6, verifica-se que se conseguiu ndo s6 amplificar os padrdes
de 0,1%, mas também o de 0,01%, que ¢ 10 vezes mais baixo. Contudo, uma das curvas de
amplificacdo do padrdao de 0,01% ja ndo apresenta um desenho tdo caracteristico como as
outras, fazendo com que o valor de Ct diminua um pouco. Como tal, e devido ao kit

mencionar o seu limite de detegdo, foi escolhido o padrao 0,1%.
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2.4.2- Quantificacdo do ADN nas amostras utilizadas

Para se fazer a quantificagdo do ADN das varias amostras, utilizou-se 198 uLL de Qubit

Buffer, 1 uL de Qubit Reagent e 1 uL de amostra, lendo-se de seguida no fluorémetro Qubit

(Tabela 7).

Tabela 7- Valores obtidos através da quantificagdo de 1 pL. de amostra.

Quantificacdo

Amostra

(na/pl)
Queijo mozzarella 1 A T.L.
Queijo mozzarella 1 A DUPLICADO T.L.
Queijo mozzarella 1 A PARALELO T.L.
Queijo mozzarella 1 B 5,14
Queijo mozzarella 1 B DUPLICADO 5,64
Queijo mozzarella 2 T.L.
Queijo mozzarella 3 T.L.
Queijo mozzarella 3 DUPLICADO T.L.
Queijo mozzarella 4 T.L.
Queijo mozzarella 4 DUPLICADO T.L.
Queijo mozzarella 5 T.L.
Queijo mozzarella 5 DUPLICADO T.L.
Queijo mozzarella DOP 1 T.L.
Queijo mozzarella DOP 2 T.L.
Queijo mozzarella DOP 3 T.L.
Queijo mozzarella DOP 3 DUPLICADO T.L.
Queijo mozzarella DOP 3 PARALELO T.L.
Queijo mozzarella DOP 4 5,94
Queijo mozzarella DOP 4 DUPLICADO 5,60
Queijo burrata 1 T.L.
Queijo burrata 1 DUPLICADO T.L.
Queijo burrata 2 6,14
Queijo burrata 2 DUPLICADO 6,08

®
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Tabela 7 - Valores obtidos através da quantificagdo de 1 pL de amostra (Cont.).

s Quantificacéo
(ng/uL)

Queijo burrata 3 T.L.
Queijo burrata 3 DUPLICADO T.L.
Queijo burrata 4 T.L.
Queijo burrata 4 DUPLICADO T.L.
Queijo fresco T.L.
Queijo fresco DUPLICADO T.L.
Queijo fresco PARALELO T.L.
Queijo de bufala em pizza T.L.
Queijo de bufala em pizza DUPLICADO T.L.
Queijo de vaca em pizza T.L.
Queijo de vaca em pizza DUPLICADO T.L.
Ravioli 2,98
Ravioli DUPLICADO 1,90
Leite meio gordo 1 T.L.
Leite meio gordo 1 DUPLICADO T.L.
Leite meio gordo 1 PARALELO T.L.
Leite meio gordo 2 T.L.
Hamburguer 6,52
Lasanha 4,22
Amostra do ensaio de competéncia externa 87,20

O kit para a de dete¢do de Bubalus bubalis por PCR em tempo real, refere que as
amostras tém de ser normalizadas para uma concentracdo de 8 ng/uL, de maneira a ficarem
com uma concentragdo igual a do controlo positivo. Neste trabalho ndo foi necessario realizar
diluicdes para as amostras de queijo de leite de bufala, pois os valores obtidos na
quantificagdo nunca foram superiores a 8 ng/uL, tendo até apresentado como resultado um

valor demasiado baixo (T.L.).
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2.4.3- Analise por PCR em tempo real

2.4.3.1- Amostras de lasanha de vaca e hamburguer de porco

Como ja foi referido anteriormente, para que ocorra a implementa¢cdo de um método

no Laboratério de Seguranca Alimentar da ASAE, € necessario realizar ensaios com pelo

menos 3 espécies diferentes da espécie alvo (Bubalus bubalis). Nesse sentido, foi analisada

uma amostra de hamburguer de vaca e uma lasanha de porco, para verificar se estas

continham galinha e cavalo (Figura 11 e 12). As tabelas 8 ¢ 9 contém os valores de Ct

associados a cada figura respetivamente.

Nota: Amplificagio realizada com um kit de deteciio de galinha do fabricante Biopremier®.

Amplification

i . Positivo Galinha Padrdo 0,1% Galinha

1400 |
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go0 |
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40

Hamburguer 1 e Lasanha

Figura 11- Representacdo grafica da fluorescéncia em fungdo do ntimero de ciclos, obtida por
PCR em tempo real para analisar o hamburguer 1 e a lasanha quanto a presenca de galinha.
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Tabela 8- Valores do Ct do hamburguer 1 e da lasanha, necessarios para os analisar quanto a

presenca de galinha.

Sonda Amostra Valor do Ct
FAM Hamburguer N/A
FAM Lasanha N/A
FAM Padrao 0,1% Galinha 23,50
FAM Branco Galinha N/A
FAM Controlo Positivo Galinha 20,80
FAM | Controlo Negativo Galinha N/A
ROX Hamburguer 18,74
ROX Lasanha 19,13
ROX Padrao 0,1% Galinha 19,18
ROX Branco Galinha 18,62
ROX Controlo Positivo Galinha 18,58
ROX | Controlo Negativo Galinha 18,90

Ao analisar a figura 11 e a tabela 8 verifica-se que o controlo interno (ROX) e o

controlo positivo (FAM), amplificaram. Ja o branco, o controlo negativo ¢ as amostras de

hamburguer e lasanha (FAM) ndo amplificaram (sendo assim ao seu valor Ct na tabela 8,

atribuido um N/A). Pode-se assim concluir que tanto o hamburguer de vaca, como a lasanha

de porco nao foram adulterados com a adi¢ao de galinha.

De seguida, procedeu-se a andlise para verificar se estas amostras continham cavalo

(Figura 12). Na tabela 9 sao fornecidos os respetivos valores de Ct.

Nota: Amplificagdo realizada com um kit de detegdo de cavalo do fabricante Generon®.
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Amplification
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Figura 12- Representagao grafica da fluorescéncia em fung¢ao do niimero de ciclos, obtida por
PCR em tempo real para analisar o hamburguer 1 e a lasanha quanto a presenca de cavalo.
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Tabela 9 - Valores do Ct do hamburguer 1 e da lasanha, necessarios para os analisar quanto a
presenca de cavalo.

Sonda Amostra Valor do Ct
FAM Hamburguer N/A
FAM Lasanha N/A
FAM Padrao 0,1% Cavalo 26,64
FAM Branco Cavalo N/A
FAM | Controlo Positivo Cavalo 31,07
FAM | Controlo Negativo Cavalo N/A
HEX Hamburguer 27,82
HEX Lasanha 28.86
HEX Padrdo 0,1% Cavalo 28,28
HEX Branco Cavalo 28,30
HEX Controlo Positivo Cavalo 28,16
HEX [ Controlo Negativo Cavalo 28,50

A partir dos dados da figura 12 e da tabela 9, verifica-se que as amostras sdo
consideradas negativas para a presenca de cavalo. O controlo interno (HEX) e controlo
positivo (FAM) amplificaram e as amostras de hamburguer e de lasanha, o controlo negativo
e o branco (FAM), ndo sofreram amplificacdo (sendo assim ao seu valor Ct na tabela 9,
atribuido um N/A). Tanto o padriao 0,1% de galinha, como o padrao 0,1% de cavalo

amplificaram.

2.4.3.2- Amostra do ensaio de competéncia externa

Foi realizada uma amostra de ensaio de competéncia externa, que referia ser de
ovelha, com o intuito de avaliar os resultados obtidos, dado que este ensaio ja tinha sido
realizado pelos técnicos do Laboratorio de Seguranca Alimentar da ASAE, para a detecdo das
espécies de cabra, ovelha e vaca, no plano anual para o controlo de qualidade no laboratorio.

Este ensaio também foi realizado no ambito dos requisitos impostos pelo

procedimento de implementacdo do método de detecdo por PCR em tempo real, em que
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especifica que se tem de utilizar pelo menos 3 organismos diferentes do alvo e que estes nao
poderao ser amplificados.
Primeiramente foi-se testar a amostra para verificar a presenca de ovelha (Figura 13).

Os valores de Ct obtidos nesse PCR em tempo real sao fornecidos na tabela 10.

Nota: Todas estas 3 amplificagdes foram realizadas com um kit de detegdo de espécies

(ovelha, cabra e vaca) do fabricante Biopremier®

Amplification
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200 1 / - 1

0 10 20 30 40

Cycles -
Figura 13- Representagdo grafica da fluorescéncia em fung¢@o do ntimero de ciclos, obtida por
PCR em tempo real, para analisar a amostra de ensaio de competéncia externa quanto a

presenca de ovelha.
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Tabela 10- Valores do Ct da amostra de ensaio de competéncia externa, necessarios para a
analisar quanto 4 presenca de ovelha.

Sonda Amostra Valor do Ct
FAM | Amostra de ensaio de competéncia externa 15,01
FAM Padrao 0,1% Ovelha 24,18
FAM Branco Ovelha N/A
FAM Controlo Positivo Ovelha 21,73
FAM Controlo Negativo Ovelha N/A
ROX | Amostra de ensaio de competéncia externa 15,69
ROX Padrao 0,1% Ovelha 16,20
ROX Branco Ovelha 16,29
ROX Controlo Positivo Ovelha 15,87
ROX Controlo Negativo Ovelha 16,18

De seguida, a amostra foi analisada para verificar se continha cabra (Figura 14). Nesta
corrida ndo foi adicionado o padrao 0,1%, dado que se encontrava a espera de ser fornecido
pelo fabricante ao laboratério. Os valores de Ct obtidos neste PCR em tempo real sdo

fornecidos na tabela 11.
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Figura 14- Representagdo grafica da fluorescéncia em fung¢do do numero de ciclos, obtida por
PCR em tempo real, para analisar a amostra de ensaio de competéncia externa quanto a

presenca de cabra.

Tabela 11- Valores do Ct da amostra de ensaio de competéncia externa, necessarios para a

analisar quanto a presenca de cabra.

Sonda Amostra Valor do Ct
FAM | Amostra de ensaio de competéncia externa 22,03
FAM Branco Cabra N/A
FAM Controlo Positivo Cabra 22,88
FAM Controlo Negativo Cabra N/A
ROX | Amostra de ensaio de competéncia externa 16,96
ROX Branco Cabra 17,44
ROX Controlo Positivo Cabra 16,98
ROX Controlo Negativo Cabra 16,87
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E por fim, foi-se verificar se a amostra de ensaio de competéncia externa continha na
sua constitui¢do vaca (Figura 15). Os valores de Ct obtidos neste PCR em tempo real sao

fornecidos na tabela 12.
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Figura 15- Representacdo grafica da fluorescéncia em fungdo do niimero de ciclos, obtida por
PCR em tempo real, para analisar a amostra de ensaio de competéncia externa quanto a
presenca de vaca.
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Tabela 12- Valores do Ct da amostra de ensaio de competéncia externa, necessarios para a
analisar quanto a presenca de vaca.

Sonda Amostra Valor do Ct
FAM | Amostra de ensaio de competéncia externa N/A
FAM Padrdo 0,5% Vaca 23,28
FAM Branco Vaca N/A
FAM Controlo Positivo Vaca 23,61
FAM Controlo Negativo Vaca N/A
ROX | Amostra de ensaio de competéncia externa 19,69
ROX Padrdo 0,5% Vaca 20,96
ROX Branco Vaca 20,74
ROX Controlo Positivo Vaca 20,58
ROX Controlo Negativo Vaca 20,27

Ao analisar o grafico do PCR em tempo real para analisar a presenca de ovelha
(Figura 13) e os respetivos valores de Ct (Tabela 10), verificou-se que o controlo interno
(ROX) amplificou, assim como o controlo positivo (FAM). O controlo negativo e o branco
(FAM) nao amplificaram (sendo assim ao seu valor Ct na tabela 10, atribuido um N/A).
Nomeadamente a amostra de ensaio de competéncia externa, esta amplificou (FAM) e

apresentou um valor de Ct inferior ao do limite de detegdo (padrao 0,1% ovelha).

Observando o grafico do PCR em tempo real obtido ao analisar a amostra de ensaio de
competéncia externa quanto a presenca de cabra (Figura 14) e os valores de Ct
correspondentes (Tabela 11), verifica-se que, mais uma vez, o controlo interno (ROX) e o
controlo positivo (FAM) amplificaram. A amostra de ensaio de competéncia externa também
amplificou no FAM. O controlo negativo e o branco (FAM) ndo amplificaram (sendo assim
ao seu valor Ct na tabela 11, atribuido um N/A). Neste caso nao se tem padrao, contudo, como
apresenta um valor de Ct relativamente baixo (22,03), considera-se a amostra de ensaio de

competéncia externa como sendo positiva para a presenga de cabra.
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Por fim, através do grafico obtido por PCR em tempo real obtido ao analisar a amostra
relativamente a presenca de vaca (Figura 15) e os valores de Ct (Tabela 12), verificou-se que
o controlo interno (ROX) e o controlo positivo (FAM) amplificaram. J4 o branco, o controlo

negativo ¢ a amostra (FAM) ndo amplificaram (sendo assim ao seu valor Ct na tabela 12,

atribuido um N/A).

A amostra de ensaio de competéncia externa possui realmente ovelha, contudo ndo se
se trata de uma amostra auténtica, uma vez que também t€m na sua composi¢ao cabra. Ao
analisar a presenca de vaca, conclui-se que DNA desta espécie ndo esta presente na amostra.

Estes resultados estdo de acordo com os resultados obtidos no ensaio de competéncia externa.

2.4.3.3- Amostras de queijos de leite de vaca

Todas as amostras de queijos de leite de vaca deste trabalho foram analisadas para
perceber se de facto era utilizado leite de vaca para o seu fabrico (Figura 16). Também se
analisou o leite meio gordo neste PCR em tempo real. Na tabela 13 estdo mencionados os

valores de Ct obtidos.

Nota: Esta amplificagdo foi realizada com um kit de detecdo de vaca do fabricante

Biopremier®.
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Figura 16- Representacao grafica da fluorescéncia em fun¢do do numero de ciclos, obtida por

PCR em tempo real, para analisar os queijos derivados de leite de vaca e os leites quanto a

presenca de leite de vaca.

Tabela 13- Valores do Ct das amostras de queijo derivadas de leite de vaca e dos leites,
necessarios para os analisar quanto a presenca de leite de vaca.

Sonda Amostra Valor do Ct
FAM Leite meio gordo 1 duplicado 26,36
FAM Leite meio gordo 1 28,13
FAM | Leite meio gordo 1 paralelo duplicado 27,45
FAM Leite meio gordo 1 paralelo 26,82
FAM Leite meio gordo 2 28,38
FAM Queijo burrata 1 19,36
FAM Queijo burrata 1 duplicado 19,81
FAM Queijo mozzarella 3 18,07
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Tabela 3- Valores do Ct das amostras de queijo derivadas de leite de vaca, necessarios para as
analisar quanto a presenca de leite de vaca (Cont.).

Sonda Amostra Valor do Ct
FAM Queijo mozzarella 3 duplicado 18,61
FAM Queijo de vaca da pizza 20,17
FAM Queijo de vaca da pizza duplicado 20,19
FAM Queijo burrata 2 20,12
FAM Queijo burrata 2 duplicado 19,83
FAM Queijo burrata 3 19,22
FAM Queijo burrata 3 duplicado 19,07
FAM Padrao 0,5% Vaca 20,60
FAM Branco Vaca 24,40
FAM Controlo Positivo Vaca 20,79
FAM Controlo Negativo Vaca N/A
ROX Leite meio gordo 1 duplicado 21,38
ROX Leite meio gordo 1 21,34
ROX | Leite meio gordo 1 paralelo duplicado 21,79
ROX Leite meio gordo 1 paralelo 21,44
ROX Leite meio gordo 2 21,20
ROX Queijo burrata 1 21,63
ROX Queijo burrata 1 duplicado 21,52
ROX Queijo mozzarella 3 21,54
ROX Queijo mozzarella 3 duplicado 21,30
ROX Queijo de vaca em pizza 21,27
ROX Queijo de vaca em pizza duplicado 20,96
ROX Queijo burrata 2 21,42
ROX Queijo burrata 2 duplicado 22,13
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Tabela 13- Valores do Ct das amostras de queijo derivadas de leite de vaca, necessarios para
as analisar quanto a presenca de leite de vaca (Cont.).

Sonda Amostra Valor do Ct
ROX Queijo burrata 3 19,68
ROX Queijo burrata 3 duplicado 21,44
ROX Padrao 0,5% Vaca 21,04
ROX Branco Vaca 21,41
ROX Controlo Positivo Vaca 21,66
ROX Controlo Negativo Vaca 21,68

Ao analisar a tabela 13, verifica-se que o controlo interno (ROX) amplificou, assim
como o controlo positivo (FAM). O controlo negativo (FAM) nao amplificou (sendo assim ao
seu valor Ct na tabela 13, atribuido um N/A). O branco apresenta um valor de Ct nao nulo,
contudo ¢ considerado valido, uma vez esse valor se deve a uma ligeira amplificagdo derivada
de um ADN vestigial.

Todos estes dados, associados ao facto de todas as amostras de queijos derivados de
leite de vaca apresentarem um valor de Ct no FAM inferior ao limite de dete¢do de vaca
(padrdo 0,5%), validam as amostras como sendo positivas.

Relativamente aos leites, o grafico e a interpretacdo dos resultados evidenciam que
houve amplificagdo para a espécie de vaca. Dado que esta amplificacdo ¢ inferior a
amplificacdo do limite de detecdo, pode-se inferir que, sendo o leite uma matriz de dificil
extracdo, ndo se tenha conseguido extrair ADN em quantidade suficiente. No entanto, revela

que as amostras sao positivas para vaca.

2.4.3.4- Amostras de queijos de leite de bufala

Para todas as amostras de queijo de leite de bufala, fez-se primeiramente uma
avaliagdo quanto a presenca de leite de vaca (Figuras17 e 18), uma vez que uma das fraudes
mais comum nestes produtos € a juncdo de leite de vaca por se tratar de uma matriz mais
barata. Nas tabelas 14 e 15 estdo os valores dos Ct associados as figuras 17 e 18

respetivamente.
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Nota: Esta amplificacdo foi realizada com um Kit de dete¢do de vaca do fabricante

- - ®
Blopremier™.
Amplification
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Figura 17- Representagdo grafica da fluorescéncia em fungdo do nimero de ciclos, obtida por
PCR em tempo real, para analisar as amostras de queijos derivados de leite de bufala (com

excecdo do ravioli e do queijo burrata 4) quanto a presenga

de leite de vaca.
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Tabela 14- Valores do Ct das amostras de queijos derivados de leite de bufala (com excegao
do ravioli), necessarios para analisar quanto a presenca de leite de vaca.

Sonda Amostra Valor do Ct
FAM Queijo mozzarella 1 A N/A
FAM Queijo mozzarella 1 A duplicado N/A
FAM Queijo mozzarella 1 A paralelo N/A
FAM Queijo mozzarella DOP 2 N/A
FAM Queijo mozzarella DOP 1 N/A
FAM Queijo mozzarella 2 N/A
FAM Queijo mozzarella DOP 3 paralelo N/A
FAM | Queijo mozzarella DOP 3 paralelo duplicado N/A
FAM Queijo mozzarella DOP 3 N/A
FAM Queijo mozzarella DOP 3 duplicado N/A
FAM Queijo fresco paralelo duplicado N/A
FAM Queijo fresco paralelo N/A
FAM Queijo fresco duplicado 36.54
FAM Queijo fresco N/A
FAM Queijo mozzarella 4 N/A
FAM Queijo mozzarella 4 duplicado N/A
FAM Queijo de bafala em pizza 26,02
FAM Queijo de bufala em pizza duplicado 24,85
FAM Queijo mozzarella DOP 4 35,13
FAM Queijo mozzarella DOP 4 duplicado 35,65
FAM Queijo mozzarella 1 B N/A
FAM Queijo mozzarella 1 B duplicado N/A
FAM Queijo mozzarella 5 26,99
FAM Queijo mozzarella 5 duplicado 27,60
FAM Padrao 0,5% Vaca 25,17

59



Tabela 14- Valores do Ct das amostras de queijos derivados de leite de bufala (com excegdo

do ravioli), necessarios para analisar quanto a presenca de leite de vaca (Cont.).

Sonda Amostra Valor do Ct
FAM Branco Vaca 24,40
FAM Controlo Positivo Vaca 20,79
FAM Controlo Negativo Vaca N/A
ROX Queijo mozzarella 1 A 20,12
ROX Queijo mozzarella 1 A duplicado 20,11
ROX Queijo mozzarella 1 A paralelo 19,92
ROX Queijo mozzarella DOP 2 19,88
ROX Queijo mozzarella DOP 1 20,27
ROX Queijo mozzarella 2 19,74
ROX Queijo mozzarella DOP 3 paralelo 20,15
ROX | Queijo mozzarella DOP 3 paralelo duplicado 20,03
ROX Queijo mozzarella DOP 3 20,41
ROX Queijo mozzarella DOP 3 duplicado 20,43
ROX Queijo fresco paralelo duplicado 20,49
ROX Queijo fresco paralelo 20,42
ROX Queijo fresco duplicado 20,21
ROX Queijo fresco 20,07
ROX Queijo mozzarella 4 20,40
ROX Queijo mozzarella 4 duplicado 20,22
ROX Queijo de bufala em pizza 20,21
ROX Queijo de bufala em pizza duplicado 20,26
ROX Queijo mozzarella DOP 4 20,34
ROX Queijo mozzarella DOP 4 duplicado 20,04
ROX Queijo mozzarella 1 B 20,48
ROX Queijo mozzarella 1 B duplicado 20,08
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Tabela 14- Valores do Ct das amostras de queijos derivados de leite de bufala (com excegdo

do ravioli), necessarios para analisar quanto a presenca de leite de vaca (Cont.).

Sonda Amostra Valor do Ct
ROX Queijo mozzarella 5 20,47
ROX Queijo mozzarella 5 duplicado 20,40
ROX Padréo 0,5% Vaca 20,09
ROX Branco Vaca 20,19
ROX Controlo Positivo Vaca 19,78
ROX Controlo Negativo Vaca 20,23

Posteriormente foi-se analisar as amostras de ravioli com queijo de leite de bufala,

quanto a presenga de vaca (Figura 18). Na tabela 15 vém os valores de Ct associados ao

respetivo grafico.
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Figura 18-Representagdo grafica da fluorescéncia em fungdo do ntimero de ciclos, obtida por
PCR em tempo real, para analisar as amostras de ravioli quanto a presenga de leite de vaca.
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Tabela 15- Valores do Ct das amostras de ravioli, necessarios para as analisar quanto a

presenca de leite de vaca.

Sonda Amostra Valor do Ct
FAM Ravioli 30,13
FAM Ravioli duplicado 28,08
FAM Padrdo 0,5% Vaca 25,69
FAM Branco Vaca N/A
FAM Controlo Positivo Vaca 24,44
FAM | Controlo Negativo Vaca N/A
ROX Ravioli 20,44
ROX Ravioli duplicado 20,78
ROX Padréo 0,5% Vaca 20,67
ROX Branco Vaca 21,41
ROX Controlo Positivo Vaca 20,48
ROX | Controlo Negativo Vaca 21,01

Ao analisar as figuras 17 e 18 e as tabelas 14 e 15, verifica-se que todas as amostras
analisadas nao amplificaram (FAM) (sendo atribuido um N/A ao valor de Ct nas tabelas em
questdo), tendo amplificado sim no controlo interno (ROX). Os controlos negativos (FAM)
ndo amplificaram, no entanto na tabela 14 verifica-se que o branco do respetivo PCR em
tempo real ndo apresenta um valor nao nulo, contudo as amostras sao validas, uma vez que tal
se deve a uma amplificagdo ndo significativa. As amostras do queijo mozzarella 5, queijo de
leite de bufala em pizza e de ravioli de queijo de leite de bufala (assim como os respetivos
duplicados), apresentaram uma fraca amplificacdo. Estas amostras sdo consideradas
negativas, uma vez que os seus valores de Ct sdo superiores ao valor do Ct do padrao 0,5% de
vaca (ou entdo apresentam um valor superior mas muito proéximo do limite de detecdo),
contudo revelam uma quantidade de ADN vestigial para esta espécie. Todas as outras
amostras sdo também consideradas negativas, dado que ndo amplificaram. Pode-se entdo
aferir que todas as amostras derivadas de leite de bufala analisadas sdo consideradas negativas

quanto a presenca de ADN de vaca.
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Posteriormente foi-se verificar a presenca de leite de bufala nas amostras (Figuras 19 e

20). Nas tabelas 16 e 17 vém os valores de Ct associados ao respetivo grafico.

Nota: O duplicado do queijo mozzarella 5, de queijo de btfala da pizza e ravioli (assim como
os respetivos duplicados destas ultimas amostras) s6 foram amplificados posteriormente
(Figura 20), devido a espera do fornecimento do Kit para a dete¢do por PCR em tempo real da
espécie Bubalus bubalis.

Amplification
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Figura 19- Representagdo grafica da fluorescéncia em fungdo do numero de ciclos, obtida por
PCR em tempo real, para analisar as amostras de queijos derivados de leite de bufala (com
exceg¢do do duplicado do queijo mozzarella 5, de queijo de bufala da pizza e ravioli e dos
respetivos duplicados destas tltimas duas amostras) quanto a presenca de leite de bufala.
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Tabela 16- Valores do Ct das amostras de queijos derivados de leite de bufala (com excegao
do duplicado do queijo mozzarella 5, de queijo de bufala da pizza, ravioli e dos respetivos
duplicados destas ultimas duas amostras), necessarios para as analisar quanto a presenga de

leite de bafala.

Sonda Amostra Valor do Ct
FAM Queijo mozzarella 1 A 18,59
FAM | Queijo mozzarella 1 A duplicado 16,84
FAM Queijo mozzarella 1 A paralelo 17,99
FAM Queijo mozzarella DOP 2 24,10
FAM Queijo mozzarella DOP 1 22,09
FAM Queijo mozzarella 2 21,12
FAM Queijo mozzarella DOP 3 16,14

paralelo
FAM Queijo mozzarella DOP 3 18.76
paralelo duplicado
FAM Queijo mozzarella DOP 3 19,09
FAM Queijo mozzarella DOP 3 17.16
duplicado
FAM Queijo fresco paralelo duplicado 16,95
FAM Queijo fresco paralelo 16,51
FAM Queijo fresco duplicado 17,46
FAM Queijo fresco 17,41
FAM Queijo mozzarella 4 19,04
FAM Queijo mozzarella 4 duplicado 18,96
FAM Queijo mozzarella DOP 4 18,60
FAM Queijo mozzarella DOP 4 16,10
duplicado
FAM Queijo mozzarella 1 B 15,22
FAM | Queijo mozzarella 1 B duplicado 15,04
FAM Queijo mozzarella 5 26,99
FAM Padrao 1% Bufala 24,92
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Tabela 16- Valores do Ct das amostras de queijos derivados de leite de bufala (com excegao
do duplicado do queijo mozzarella 5, de queijo de bufala da pizza e ravioli e dos respetivos
duplicados destas ultimas duas amostras), necessarios para as analisar quanto a presen¢a de

leite de bufala (Cont.).

Sonda Amostra Valor do Ct
FAM Padrao 0,1% Bufala 26,82
FAM Branco Bufala N/A
FAM Controlo Positivo Bufala 17,87
FAM Controlo Negativo Bufala 34,09
HEX Queijo mozzarella 1 A 22,80
HEX Queijo mozzarella 1 A duplicado 22,36
HEX Queijo mozzarella 1 A paralelo 23,09
HEX Queijo mozzarella DOP 2 21,94
HEX Queijo mozzarella DOP 1 23,09
HEX Queijo mozzarella 2 22,24
HEX Queijo mozzarella DOP 3 22,63

paralelo
HEX Queijo mozzarella DOP 3 22.70
paralelo duplicado
HEX Queijo mozzarella DOP 3 22,83
HEX Queijo mozzarella DOP 3 23,04
duplicado
HEX Queijo fresco paralelo duplicado 19,08
HEX Queijo fresco paralelo 23,04
HEX Queijo fresco duplicado 22,01
HEX Queijo fresco 22,18
HEX Queijo mozzarella 4 22,40
HEX Queijo mozzarella 4 duplicado 22,64
HEX Queijo mozzarella DOP 4 22,71
HEX Queijo mozzarella DOP 4 22,74
duplicado
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Tabela 16- Valores do Ct das amostras de queijos derivados de leite de bufala (com excegdo
do duplicado do queijo mozzarella 5, de queijo de bufala da pizza e ravioli e dos respetivos
duplicados destas ultimas duas amostras), necessarios para as analisar quanto a presenga de

leite de bufala (Cont.).
Sonda Amostra Valor do Ct
HEX Queijo mozzarella 1 B 19,01
HEX | Queijo mozzarella 1 B duplicado 18,69
HEX Queijo mozzarella 5 23,38
HEX Padrao 1% Bufala 22,77
HEX Padrdo 0,1% Bufala 21,57
HEX Branco Bufala 22,03
HEX Controlo Positivo Bufala 22,06
HEX Controlo Negativo Bufala 34,09
Amplification
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Figura 20- Representagao grafica da fluorescéncia em fung¢@o do ntimero de ciclos, obtida por
PCR em tempo real, para analisar as amostras de queijo derivados de leite de bufala em pizza
e ravioli (e dos seus respetivos duplicados) e do duplicado da amostra de queijo mozzarella 5
quanto a presenca de leite de bufala.
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Tabela 17-Valores do Ct das amostras de queijo de bufala em pizza e ravioli (¢ dos seus
respetivos duplicados) e do duplicado da amostra de queijo mozzarella 5, necessarios para as
analisar quanto a presenca de leite de bufala.

Sonda Amostra Valor do Ct
FAM Queijo de bufala da pizza 31,61
FAM | Queijo de bufala da pizza duplicado 31,56
FAM Queijo mozzarella 5 duplicado 19,49
FAM Ravioli 29,71
FAM Ravioli duplicado 29,93
FAM Padrio 1% Bufala 20,35
FAM Padrao 0,1% Bufala 31,91
FAM Branco Bufala 31,52
FAM Controlo Positivo R Bufala 18,68
FAM Controlo Positivo HT Bufala 20,70
FAM Controlo Negativo Bufala 31,04
HEX Queijo de bufala em pizza 19,32
HEX | Queijo de bafala em pizza duplicado 17,91
HEX Queijo mozzarella 5 duplicado 23,08
HEX Ravioli 16,72
HEX Ravioli duplicado 22,13
HEX Padrao 1% Bufala 22,31
HEX Padrao 0,1% Bufala 17,58
HEX Branco Bufala 19,71
HEX Controlo Positivo R Bufala 22,95
HEX Controlo Positivo HT Bufala 20,73
HEX Controlo Negativo Bufala 22,54
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Ao analisar a figura 19 e 20 e as tabelas 16 e 17, pode-se verificar que quase todas a
amostras que dizem ser produzidas a partir de leite de bufala, realmente contém leite de
bufala, uma vez que apresentaram um valor de Ct inferior ao limite de detecdo do Kit (padrao
0,1%), sendo validadas pelo facto do controlo interno (HEX) de todas elas ter amplificado,
assim como ter ocorrido amplificacdo no controlo positivo (FAM). O controlo negativo
(FAM) da tabela 16 e o controlo negativo ¢ o branco (FAM) da tabela 17 apresentam um
valor de Ct ndo nulo, o que demonstra que houve amplificacdo (dado que os valores de Ct sdao
muito altos, esta amplificacao ocorreu no final da reagdo de PCR), contudo considera-se que
nao ¢ algo significativo, sendo as amostras consideradas validas.

Contudo, as amostras de queijo de bufala em pizza e de ravioli (juntamente com os
seus respetivos duplicados), ndo apresentaram amplificacdo (no caso dos raviolis) ou entdo
apresentaram pouco amplificacdo e inferior ao padrao 0,1% de bufala (no caso do queijo de
bufala em pizza). Isto ndo indica necessariamente que se trata de amostras que sejam resultado
de uma fraude, pois como sdo matrizes muito processadas, pode ndo se ter conseguido extrair
ADN de qualidade ¢ em quantidade. Como tal, foi-se repetir a preparacdo das amostras ¢ a
extracdo do ADN. Neste ultimo passo, aumentou-se a quantidade de proteinase K (pipetando-
se 45 pL em vez de 40 pL) e o tempo em que as amostras foram colocadas na placa térmica
também foi superior (3 horas). Além disso, também se diminuiu o volume adicionado de
tampao de eluigdo, pipitando-se 50 pL em vez de 100 pL. Apos a extragdo, foi-se quantificar

0 ADN (Tabela 18).

Tabela 18-Valores obtidos através da quantificagdo de 1uL de amostra para os raviolis,
queijos de bufala em pizza e os respetivos duplicados de ambas as amostras.

Amostra Quantificacio
(na/ul)
Ravioli 11,50
Ravioli duplicado T.L.
Queijo de bufala em pizza T.L.
Queijo de bufala em pizza duplicado 2,22

68



Ao analisar a tabela 18 verifica-se que mais uma vez que hd amostras com um valor

demasiado baixo para quantificar (T.L.).

De seguida, realizou-se novo PCR em tempo real para estas amostras (Figura 21),

estando mencionados os valores de Ct do ensaio de PCR em tempo real na tabela 19.
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Figura 21- Representacdo grafica da fluorescéncia em fungdo do ntimero de ciclos, obtida por
PCR em tempo real, para analisar o queijo derivado de leite de bufala em pizza, o ravioli e os
respetivos duplicados de ambas as amostras quanto a presenga de leite de btfala, apos nova
extragao de ADN.
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Tabela 19- Valores do Ct das amostras do queijo derivado de leite de bufala em pizza, do
ravioli e dos respetivos duplicados de ambas as amostras, necessarios para as analisar quanto
a presenca de leite de bufala, apds nova extracdo de ADN.

Sonda Amostra Valor do Ct
FAM Queijo de bufala em pizza 31,49
FAM | Queijo de bufala em pizza duplicado 30,60
FAM Ravioli 23,21
FAM Ravioli duplicado 22,52
FAM Padrio 1% Bufala 21,06
FAM Padrdo 0,1% Bufala 23,68
FAM Branco Bufala 29,57
FAM Controlo Positivo HT Bufala 21,47
FAM Controlo Positivo R Bufala 21,03
FAM Controlo Negativo Bufala 3,91
HEX Queijo de bufala em pizza 22,66
HEX | Queijo de bafala em pizza duplicado 22,74
HEX Ravioli 22,35
HEX Ravioli duplicado 22,16
HEX Padrdo 1% Bufala 19,27
HEX Padrao 0,1% Bufala 22,39
HEX Branco Bufala 18,57
HEX Controlo Positivo HT Bufala 21,47
HEX Controlo Positivo R Bufala 21,05
HEX Controlo Negativo Bufala 22,23

Ao analisar o gréafico (Figura 21) e os valores Ct (Tabela 19), pode-se verificar que o

controlo interno (HEX) amplificou, assim como os controlos positivos (FAM). O branco e o
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controlo negativo (FAM) sdao considerados negativos. Apesar destes apresentarem um valor
de Ct ndo nulo, sdo consideradas amostras validas, uma vez que esses valores se devem a uma
ligeira amplificacdo derivada de um ADN vestigial. Reunidos estes fatores podemos
considerar as amostras validas. Os raviolis apresentaram amplificacdo (FAM), contudo,
apesar de ter um valor de Ct inferior ao do padrdo de 0,1%, ¢ baixa. Neste PCR em tempo real
as amostras de queijo de leite de bufala em pizza nao amplificaram (FAM). Tal como no PCR

anterior, ndo se conseguiu extrair ADN em quantidade suficiente para se retirar conclusdes.

Fez-se um tltimo PCR em tempo real para uma amostra de queijo burrata de leite de
bufala. Esta amostra encontra-se separada das demais devido a dificuldade de encontrar no
mercado portugués um queijo burrata que so tivesse na sua constitui¢ao leite de bufala e nao
uma mistura com leite de vaca. Por esse motivo s6 se obteve este produto depois de ja se ter
realizado o PCR das outras amostras de queijo de leite de bufala. Assim como aconteceu em
todas as outras amostras fabricadas com leite desta espécie, primeiro foi-se analisar quanto a
presenga de leite de vaca (Figura 22) e posteriormente de leite de bufala (Figura 23). Nas

tabelas 20 ¢ 21 vém os respetivos valores de Ct.
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Figura 22- Representacao grafica da fluorescéncia em fun¢do do numero de ciclos, obtida por
PCR em tempo real, para analisar o queijo burrata 4 e o seu duplicado quanto a presenca de
leite de vaca.
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Tabela 20- Valores do Ct da amostra de queijo burrata 4 e do seu duplicado, necessarios para
as analisar quanto a presenca de leite de vaca.

Sonda Amostra Valor do Ct
FAM Queijo burrata 4 N/A
FAM Queijo burrata 4 N/A
FAM Padréo 0,5% Vaca 24,94
FAM Branco Vaca N/A
FAM Controlo Positivo Vaca 23,24
FAM | Controlo Negativo Vaca N/A
ROX Queijo burrata 4 19,13
ROX Queijo burrata 4 19,28
ROX Padrao 0,5% Vaca 19,77
ROX Branco Vaca 19,54
ROX Controlo Positivo Vaca 19,66
ROX | Controlo Negativo Vaca 20,40

Ap0s os resultados obtidos na figura 22 e na tabela 20, pode-se concluir que o queijo

burrata 4 ndo tem na sua constitui¢do leite de vaca, uma vez que nao houve amplificagdo da

amostra e do respetivo duplicado (FAM) (apresentando assim na tabela 20 um N/A no valor

do Ct). No controlo interno (ROX) houve amplificagdo. Tanto o controlo negativo como o

branco (FAM) ndo amplificaram, tendo sido o controlo positivo e o padrao 0,5% de vaca, os

unicos onde ocorreu amplificacdao neste canal.

De seguida, foi-se analisar a amostra do queijo burrata 4 e do seu duplicado, quanto a

presenca de leite de bufala (Figura 23).
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Figura 23- Representagao grafica da fluorescéncia em fung¢ao do ntimero de ciclos, obtida por
PCR em tempo real, para analisar o queijo burrata 4 e o seu duplicado quanto a presenga de
leite de bufala.
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Tabela 21- Valores do Ct da amostra de queijo burrata 4 e do seu duplicado, necessarios para
as analisar quanto a presenca de leite de bufala.

Sonda Amostra Valor do Ct
FAM Queijo burrata 4 20,15
FAM Queijo burrata 4 18,05
FAM Padrao 1% Bufala 23,59
FAM Padrao 0,1% Bufala 28,34
FAM Branco Bufala N/A
FAM | Controlo Positivo Bafala R 21,13
FAM | Controlo Negativo Bufala N/A
HEX Queijo burrata 4 21,88
HEX Queijo burrata 4 17,36
HEX Padrdo 1% Bufala 19,14
HEX Padrio 0,1% Bufala 22,59
HEX | Controlo Positivo Bufala R 17,44
HEX Controlo Negativo Bufala 17,35

Através dos resultados obtidos ao analisar a amostra de queijo burrata 4 para a
presenca de leite de bufala (Figura 23 e Tabela 21), verifica-se que houve amplificacao, tanto
da amostra como do seu duplicado. Os valores de Ct no FAM desta amplificagdo foram
bastantes inferiores ao do limite de dete¢do (padrdo 0,1%) e também ao do padrdo 1%. O
facto do controlo negativo e do branco (FAM) nado terem amplificado (tendo assim sido
atribuido um N/A no respetivo valor do Ct da tabela 21) e do controlo positivo (FAM) e do
controlo interno (HEX) terem amplificado, evidencia validam esta amostra como sendo

positiva quanto a presenca de leite de bufala.
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2.5- Conclusao

As fraudes alimentares ja acontecem ha milhares de anos. Os produtores alteram os
géneros alimenticios de maneira a poderem obter um maior lucro econdémico. No caso dos
queijos, pode ocorrer por exemplo a jun¢do de leite de outras espécies, de agua ou até de
substancias ndo comestiveis. Para que o consumidor consiga fazer uma compra consciente e
informada, ¢ fundamental que lhe seja fornecida informagdo completa e correta sobre o
género alimenticio em questdo. No mercado dos queijos existe uma variedade imensa de
produtos, sendo eles de diversas formas, tipos de matrizes e matérias-primas. Os queijos
produzidos com leite de bufala apresentam um valor de mercado mais elevado, uma vez que a
matéria-prima nao ¢ tdo abundante como por exemplo o leite de vaca. Contudo, o leite de
bufala e seus derivados trazem numerosos beneficios para a saude e bem-estar dos
consumidores. Todos estes fatores fazem com que este nicho de mercado se encontre em
expansao.

Em relagdo aos queijos de leite de bufala, a fraude mais provavel de acontecer ¢ a sua
mistura com leite de vaca, uma vez que este ¢ mais barato. Misturar leite de bufala com, por
exemplo, leite cabra, ndo trazia um lucro tao elevado para o produtor uma vez que este leite ¢
mais caro do que o de bovino.

Para avaliar a autenticidade dos queijos utilizou-se a técnica de PCR em tempo real,
antecedida por uma série de passos até¢ a obtencdo de ADN amplificavel. As amostras de
queijos de leite de bufala obtidos foram assim analisadas quanto a presenca de ADN de bufala
e de ADN de vaca, para se perceber se tinha ocorrido jungdo de leite de vaca aquando o
fabrico dos mesmos. Contudo, ndo se analisou s6 amostras de queijos da espécie alvo, mas
também amostras de queijos de leite de vaca e também outras matrizes, como leite de vaca,
lasanha de porco, hamburguer de novilho e uma amostra de ensaio de competéncia externa
que se declarava ser de ovelha.

Antes de se ter procedido a andlise das amostras de queijos derivados de leite de
bufala para verificar a sua autenticidade, foi-se implementar o método para a detecdo da
espécie Bubalus bubalis por PCR em tempo real no laboratorio. Para isso, foi necessario
estabelecer/ cumprir varios passos:

e Primeiro encontrou-se o limite de detecdo que correspondeu ao padrio 0,1% e
procedeu-se a sua validacao. Conseguiu-se também amplificar o padrao 0,01%,
contudo uma das curvas de amplificagdo evidenciava ja ndo ser tdo caracteristica.

e Utilizou-se 23 ensaios com diferentes tipos de matrizes (queijos provenientes de

supermercados de grandes superficies, de restaurantes e de uma queijaria regional, um
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leite meio gordo de vaca, um hamburguer e uma lasanha de um supermercado das

grandes superficies, ¢ uma amostra de ensaio de competéncia externa), dois quais 13

eram amostras de ou com queijos de leite de bufala e dessas, 11 obtiveram um

resultado positivo.

e Utilizou-se 3 organismos diferentes do alvo em que nao pode ocorrer a amplificaciao
dos mesmos, funcionando assim como ensaios de seclectividade em condicoes
laboratoriais, tendo sido realizada a dete¢do de cavalo e galinha no hamburguer de
vaca e na lasanha de porco e a detecdo de vaca no ensaio de competéncia externa e nas
amostras de queijo de leite bufala.

e Neste trabalho realizaram-se 16 ensaios de duplicados e 4 de paralelos, de forma a
cumprir o procedimento de implementacdo de métodos rotinado no Laboratorio de
Segurancga Alimentar. Nestes ensaios obtiveram-se sempre resultados concordantes.
As amostras de lasanha de porco e hamburguer de vaca foram ndo apresentaram

vestigios de galinha ou de cavalo.

A amostra do ensaio de competéncia externa foi analisada para 3 espécies, revelando-
se ser positiva para ovelha e cabra e negativa para vaca. Os resultados obtidos sdo idénticos
aos obtidos pelos técnicos do Laboratorio de Seguranga Alimentar da ASAE.

As 7 amostras de queijos de leite de vaca e as duas amostras de leite meio gordo de
vaca foram analisados quanto a presenca de vaca. Todas estas amostras foram consideradas
positivas.

Para este trabalho analisou-se 13 amostras de ou com queijo de leite de bufala que
foram testadas quanto a presenca de leite de vaca e de leite de bufala.

Ao analisar a presenga de leite de vaca nas amostras cujo rétulo dizia ser queijo de
leite de bufala, conclui-se que ndo se estava perante uma adulteragdo com leite de bovino. As
amostras queijo mozzarella 5, ravioli, queijo de leite de bufala em pizza e os respetivos
duplicados apresentaram alguma amplificagdo, contudo sdo consideradas negativas uma vez
que apresentam uma amplificacdo inferior ao padrdo 0,5% de vaca (limite de detegdo para a
espécie vaca). Todas as restantes amostras também foram consideradas negativas quanto a
presenca de leite de vaca, ndo tendo amplificado.

Depois de se analisar as amostras para perceber se havia leite de vaca, foi-se testa-las
para a presenca de leite de bufala. Mais uma vez, através de PCR em tempo real, conseguiu-se
perceber que quase todas tinham leite de bufala, apresentando um valor de Ct menor do que o
do limite de detecdo (padrao 0,1%). Contudo, com as amostras processadas (queijo de leite de

bufala em pizza e ravioli) foi mais dificil tirar uma conclus@o. No primeiro PCR em tempo
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real, o queijo de leite de bufala em pizza apresentou uma amplificagdo baixa, muito perto da
do limite de detegdo ¢, no caso dos ravidlis, nao houve qualquer amplificagdo. Como tal, foi-
se realizar uma segunda extragdo onde se fizeram algumas otimizagdes ao protocolo, de
maneira a facilitar a extragdo de ADN amplificavel. Neste segundo PCR os resultados obtidos
foram ligeiramente diferentes. A amostra de ravioli, apresentou desta vez uma amplificagdo
(contudo baixa) e o queijo de leite de bufala em pizza ndo amplificou. Estes resultados
evidenciam que estamos perante amostras muito processadas (tratamento térmico, adicdo de
condimentos, etc.) o que provoca uma degradacdo do ADN presente, fazendo com que a
extracdo de ADN se torna muito dificil em termos de qualidade e de quantidade. Assim sendo,
nestas amostras nao ¢ possivel tirar conclusdes quanto a sua autenticidade.

Para este trabalho foi feita uma procura exaustiva para encontrar amostras de queijos
de leite de bufala, uma vez que no mercado nacional ndo se encontram muitos produtos
disponiveis. Com os resultados obtidos a partir das amostras recolhidas, pode-se extrapolar
que os queijos derivados de leite de bufala presentes no mercado nacional nao sdo adulterados

com leite de vaca.
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