Métodos imunoldgicos na deteccéo
de fraudes em leite e queijo de ovinos

Valdemar Rebelo Osério e Castro *

1. Introdugéio

A adulteragdo de leite de ovelha por leite de vaca
¢ uma pritica relativamente comum. Ela surge como
consequéncia das flutuagdes sazonais na produgdc do
leite ovino e também por motivos econémicos, pois o

_leite bovino ¢ mais barato. Certamente que o leite de
ovelha falsificado vai ter alteradas as propriedades
organolépticas do respectivo codgulo conduzindo i
formagao de queijos de inferior qualidade (Aranda et
al., 1988),

O desenvolvimento de métodos analiticos para a
detecgdo de fraudes na mistura de leites e nos respectivos
queijos tem grande interesse para os pafses que produzem
ou importam queijo de ovelha. Entre os procedimentos
de andlise j4 propostos, baseados na composigao lipidica
ou proteica contam-se os métodos electroforéticos, cromatograficos
¢ imunoldgicos (Ramos e Juarez, 1984).

O grande nimero de publicagdes relacionadas
com o assunto justifica uma revisdo bibliogréfica
critica como seguimento ¢ complemento ao Gltimo
¢studo efectnado (Ramos e Juarez, 1984)., Com
esse objectivo pretendo discutir somente os mélodos
imunol6gicos utilizados nos dltimos anos, na deteccdo
das fraudes em leites ¢ queijos, chamando a atengio
para 0s aspectos fundamentais dos ensaios (imunogénio
utilizado, objectivo técnico do méiodo, natureza
das amostras utilizadas, cardcter qualitativo ou
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quantitativo, sensibilidade e dura¢do da anilise).
Os pormenores técnicos nfio serdo considerados,
pois podem ser examinados nas préprias publicagdes
citadas e também em obras especializadas, como
por exemplo o manual “Imunologia” (Ivan Roit,
Jonathan Brostoff ¢ David Male, 1989, Editora
Manole, S3o Paulo, 8P, Brasil).

2. Imunodifuséao dupla

Durand et ¢l. (1974) aplicaram o método da imunodifusio
utilizando as imunoglobulinas e as lactoalbuminas dos
leites bovino e caprino como imunogénios para preparar
imunosoros aptos a detectarem aquelas proteinas em
leites e queijos de ovelha, A determinagdo, baseada na
intensidade da linha de precipitag#o obtida apés difusao
dos -antigénio e anticorpo previamente aplicados a
depresses produzidas em gel de agar (Fig. 1, adaptada
de Levieux, D., 1977), torna possivel obter informagdes
semiquantitativas com uma sensibilidade relativamente
alta (2,5% de leite de vaca na mistura).

Investigadores de varios paises passaram a usar
¢ste procedimento na andlise da adulteragio de
queijos. Foi possivel aplicd-lo para o queijo Roquefort
(Assenat, 1975), mesmo ap6s um tempo de cura
superior a 8 meses, consegnindo-se reconhecer niveis
baixos de mistura de leite de vaca na crdem dos
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Figura 1 - A imunodifusgo duple & o imunodifusde
radial no deteccdo de fraudes em leites. As placas
com as varias depressdes pora onoiizer o adulterogae
de leite de cobrg por leite de vaco 560 observadas
em perfil na parte de cimo. Na parte de baixo as
mesmas placas vistos de cima para baixe permitem
reconhecer as linhas de imunoprecipitagae [imunedifusée
duplao & esquerda, e imunodifusdo radial & direito).

2.5%. Oulros yucijos de ovelha, particularmente -

os tradicionais de Itdlia (Carini e Busca, 19735),
Espanha (Lorenzo, 1975} e Grécia (Kalatzopoulos,
1977). foram lambém analisados, com sucesso, para
delectar misturas indesejiveis.

O inconveniente mais ngldria desie mérode, que o
pude tornar inadequadoe ao fim em vista. esté relacionado
com a sensibilidade térmica das proteinas do soro.
Desse mado, lcite bovino previamenie esterilizado,
niiu € delectado na mistura de leites se foram utilizados
us anlicorpus preparados contra as imunoglobnlinas e
as lactoalbuminas, Por exemplo. a utilizagdo do método
a leite bovino esterilizado ¢ ao respoctivo queijo de
vaca nfio fornece imunoprecipitagio (Ramos, 1976).

3. Imunodifuséao radial

Levicux (1977) preparou um novo anti-soro para
analisar a pureza de leitcs de cabra ¢ de ovelha. A
IgG, (imunoglobulina G,) dc leite de vaca. proteina
néa sintetizada pela glandulamamdria, serviu de imunogénio
cm cabras ¢ ovelhas na obtengio do respectivo anti-
sora que, purificado em colunas de cromatografia (Sephadex
G-100 ¢ DEAE cclulose) (Levieux. 1974). pode ser
aplicado nas 1écnicas da imunodifusio radial e da
inibicdo da hemaglutinagio.

No método da imunodifusdo radial uma placa de

gol de agar é previamente impregnada com ¢ anticorpo
& o antigénio (amosira de leite on extrato de queijo) &
colocado em pequenas cavidades abertas nesse gel para
se difundir durante 3-4 h (Fig.1). Q complexo antigénio-
-anticorpo vai sendo furmado mantendo-se a principio
solivel, mas precipitando depois. & medida que mais
anticorpo € complexado. O didgmetro do anel, que &
visuvalizado no gel, é proporcional A concentragio do
antigénio o gue permite estabelecer curvas padrio para
adeterminagio quantitativa de mistoras de I¢ile bovino
com os de ovino & caprino. E grande a sensihilidade
dessa anilise podendo-se chegar 4 detecgio de 1% de
leite de vaca na mistura. Contudo a sua aplicagio a
queijos ¢ mais problemdtica exigindo correcgses.

A imunodifusio radial dupla, tecnicamente similar
ap método agora descrito, foi desenvolvida (Gombcez
& colaboradores, 1981) para detectar leite de vaca
em leite dec cabra ulilizando anti-soro comercial
para casefna bovina. O limire de detecgio Foi de
3% dc leile bovino na mistura € a aplicagdo a
queijos também se mostrou promissora.

4. Inibi¢éio da
hemaglutinagéo

MNeste método, glébulas vermelhos de galinha sio
normalmente sensibilizados com IgG, bovino podendo,
assim, ser facilmente aglutinados com anti-soro especifico,
mesmo em altas diluigdes. Contudo, na presenga de
leite de ovelha ou cabra adulterados com leite de vaca
o anti-soro € neutralizado pelo antigénio bovinoe inibindo
assim a aglutinagdo. Esla andlise utiliza uma placa
com pequenas cavidades (96, normalmente) dispostas
em 8 séries de 12, Nas cavidades da 1° sequéngia, por
exemplo, € colocado o anti-soro em 10 diluiges succssivas
(172, 1/4, 1/8, 1f16 ... 1/1024) sendo os controlos
positivo (hemaglutinagio prescnte) € negativo (auséncia
de hemaglutinagfio) preparados, respectivamente, na
11% ¢ na 12* séries, sendo as outras cavidades utilizadas
para os cnsaios imunoldgicos com as amostras de leite
¢ queijo adulicrados. O limite de detec¢do & grande
(1% para os leites e 4% para os queijos). O tempo de
analise & menor (cerca de 30 minutes) do que no
método daimunodifusao radial sendo, conudo, a deierminagio
muito mais delicada (Levieux, 1978 e 1980). As figoras
2 e 3 ilustram e¢sic procedimento.

5. Imunoeleciroforese
(em foguete)

A imunoelectroforese foi ulilizada para u determinagio
de feite de vaca misturado a leite de cabra (Radford,
et al., 1981). O processo passa-se em uma placa
de gel de agarose impregnada com anti-soro oblido
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Figura 2 - O principic da inibigdo da hemaglutinacdo
na detecgdo de fraudes em leites. Este esquema
mostra como os antigénios correspondentes ao
leite estranho ao se complexarem com os respectivos
anti-corpos impedem que os glébulos vermelhos
previamente sensibilizados sofram o hemecglutinagéo.
(Adoptagdio de Levieux, T980}.

de cabra, utilizando.como imunogénio leite magro
de vaca. As amostras de leite de cabra adulterado
$40 aplicadas em uma das extremidades do gel e
submetidas ao campo elécirico pelo menos durante
3 h,aum pH adequado, a fim de permitir a mobilidade

clectroforética dos antigénios ¢ assegurar a imobilizagdo

dos anticorpos impregnados. Com isso a precipitina
formada durante o ensaio surge em forma de foguete
cuja altura ¢ proporcional A concentragdo do antigénio
€ portanto & concentragdo do leite de vaca na mistura,

E um método que permite estabelecer curvas
padrio com amostras de leite caprino contendo,
em mistura, de 1 a 10% de leite bovino. A sensibilidade
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Figura 3 - O principio da inibigdo da hemaglutinagéo
na detecgdo de fraudes em leites. Este esquema
mostra os vérics possos da prova imunolégica
conduzido nos varias cavidodes da placo. A 4°
etapa permite observar o resultado final da anélise,
com a placa vista de cimao para baixo, para leites
com percentagens diferentes mas conhecidas de
leite estranho (cavidades padronizadas) e para
dois leites em andlise.

(Adaptagdo de Levieux, 1980)

¢ pois muito boa, sendo quase ausentes as reacgdes
imunol6gicas cruzadas com o anti-soro obtido da
cabra, o que ndo aconteceria se fosse usado anti-
soro obtido de outro mamifero que ndo a cabra.
Por outro lado o limite dc detecgio utilizando
anti-soro obtido de coelho é somente de 5%.

De facto todos os métodos imunolégicos tém
como principal problema a resolver a preparagio
de um bom anticorpo para detectar antigénios especificos.
Neste trabalho houve um avango nesse sentido pois,
através da imunizagdo de caprinos com leite magro
de vaca, foi possfvel obter um anti-soro especifico
para este leite com um minimo de operagdes laboratoriais.

Este método é adequado também para o caso de
leites pasteurizados, pois os resultados sio similares
aos obtidos com leites crus. J4 para leites esterilizados,
provavelmente, haverd problemas, devido A desnaturagio
térmica das proteinas do soro, que as tornam insensiveis
aos respectivos anticorpos. O método é muito mais
simples do que 0s processos imunolégicos até agora
citados, sendo possivel aumentar-lhe a sensibilidade,
controlando adequadamente a relagio antigénio-
-anticorpo. E de se esperar também que, relacionando
a drea ocupada pela precipitina com a concentragio
do leite caprino na mistura ¢ ndo simplesmente a




altura de “fogucie™ os aspectos quantitativos sejam
mais rigorosos.

6. Imunoelectroforese
(em contra corrente)

Esta modalidade analftica foi aplicada 4 avaliagio
da qualidade de queijos de ovelha e de cabra (Elberizhagen
¢ Wenzel. 1982), utilizando a imunoeleciroforese
anterionmente descrita {Clarke ¢ Freeman, 1967).
Sae utilizadas placas de gecl de agar impregnadas
de tampao, a wm pH adegquado para conferir carga
Positiva ao anticorpo e ncgativa ao antigénio. O
anticorpo ¢ aplicado em uma ¢xtremidade do gel ¢
o antigénio no extremo oposto. A diferenga de
potencial estabelecida permite a migragfio das citadas
amostras em sentidos opostos até acentecer o enconfro
¢ 4 respecliva precipitagao. HA uma semelhanga
com a técnica da imunodifusac mas a sensibilidade
anmenta (10 a 20 vezes) particularmente se a revelagio
¢ feita com sal de praia.

Na investigagao de caseina bovina em gueijos
de ovelha e de cabra, por este méilode, foi utilizado
anli-soro contra cssa protcina obtido a partir do
coelho correctamente imonizado. Foi possivel detectar
ncsses queljos niveis muito baixos de caseina bovina
na erdem dos 0,1 a (L,2%. Além da grande sensibilidade
obtida hd que referir também a sua aplicabilidade
para qucijos adulterados com leile de vaca esterilizado,
uma vez que a desnaturagio da caseina nio causa
inibigdo imunoldgica com o respectivo anticorpo.

7. Imunoadsergao
com enzima ligada
(mancha imunolégica)

Quasc todos os métodos até agora discutidos baseiam-
-se em reacgdes de precipitagio enite prolcinas do
leite hovino com os respectivos anticorpos. As proteinas
do soro nfo sfio termaesidveis o que limita a soa
utilizagdo para leites crus on moderadamente aquecidos.
Por vuotro lado a caseina, cmbora resistente ao calor,
tem fraco poder antigénico. o gue obriga a utilizar
concentraghes elevadns de antisora para a sua detecglo.

0 métode da mancha imunnldgica. no procedimento
a seguir descrito, envolve também um anticorpo
com afinidade pela caseina bovina mas em concentlragfes
menores do que as utilizadas pelos oulros métodos
até aqui tratados. Para isso, a sua preparagio exige
uma imunoadsorcic em colunas de cromatografia
por afinidade em gque cascina ovina imobilizada
na sepharose 4B permiie a remoghe de anticorpos
capazes de fornecer reacgdes cruzadas nos ensajos

visando A investigagio das adulteragfes (Aranda
et al, 1988).

Na anilise de leite cu queijo de ovelha adulterado
por leite de vaca as amostras sdo aplicadas em volumes
muilo baixos (1ul), sobre uma membrana de nitrocclulose
de forma a obter-se uma pequena mancha em circulo
para permitir a adsorg8o do material. A adicdo posterior
do anti-soro contra a caseina bovina vai permitir a
interacgio antigénin-anticorpo nas amostras com caseina
de leite de vaca. A lavagem exaustiva da pclicula de
nitrocclulose permite eliminar todos os componentes
soliveis e reter o complexo antigénio-anticorpo, cuja
concenlragdo & indirectamente determinada pela aplica¢iio
de um anticorpo contra IgG associado a uma peroxidase.
Apds lavagens cxaustivas a cazima retida junto com o
anticorpo ligado ¢ detcctada utilizando o 4-cloro-1-
-naltol como substrato, cuja transformagfio & reconhecida
pela cor lilds nos locais contendo caseina bovina.

E um método mais sensivel do que as kécnicas de
imunoprecipitagio em gel tendo, 0s autores que o
propuseram, detectado de 0,1 a 10% de leite bovino
em mistura com leite de ovinos, nao apresentando o
controlo, constituido por leite de ovelha puro, qualguer
reaccio colorimétrica. A anélise de leites pastenrizados
ou esterilizades conduz aos mesmos resultados que
sfo obtidas com leite cro.

A detecgdo que este método refere € ainda de natureza
semiguantitativa, nio tendo havido por parte dos autores
a preocupacico de medir a inlensidade do croméforo
visualizado nas peliculas de nitrocelulose. Provavelmente
¢ dificil essa determinag3o o gue vai requerer um
estudo mais elaborado, plenamente justificdvel tendo
em vista que o método & simpies. econdmico ¢ rdpido.

A aplicacdo a determinagio do gram de adulteragio
de queijos de ovinos por leite de vaca em diferantes

_percentwoais foi realizada para queijos Manchego (de

ovelha) em mistura com queijos Cheddar (de vaca).
A detecgdo, emhora possivel, nfio & nem semiquantilativa
devido 4 dificuldade de dispersdo dos dois tipos dc
queijo. Também neste aspecto este método imunoldgico
cxige uma anélisc mais aprofundada.

Este métaodo jA4 € muito semelhante, em certos
aspectos, aos métodos ELISA, descritos a scguir,
que sdo muito mais priticos, quantitativos, e semi-
aulomiticos permitindo a andlise simultanca de muitas
amosiras em placas adequadas para as provas imunolégicas.

8. Imunouadsorgaoe
com enzima ligada
(ELISA indirecio)

Neste método apreseniado recentemente (Rodrigucz
er al., 1980) na aplicagio & elucidagdo quantitativa da
adulteragdo de leiles ¢ queijos de ovinos por leite
bovino, o anti-soro & preparado em coelhos imunizados
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Figura 4 - As vérios reacgdes fundamentais do método
ELISA (indirecte). Em primeiro lugar o antigénio é
adicioncdo & ploca e em seguida sdo colocados
os reagentes mensioenados na figura, na ordem
indicado de cima paro baoixo. Nas restantes versées

da técnica do ELISA ¢ procedimenic é similar com

as modificagbes descritos no texto.

contra caseina bovina sendo depois purificado porimunoadsorgio
em colunas de afinidade de Sepharose 4B. A biotinilaggo
(incorporagio de biotina ao anticorpo) seguida de incubagio
longa com casefnas de ovinos e de caprinos, num
processo denominado bloqueamento, permite obter o
anti-soro especifico para caseina bovina ¢ minimizar
0s processos morosos, caros e delicados das cromatografias
de afinidade contendo ligados os antigénios heter6logos.
Com este procedimento 0s aulores acima referidos
conseguiram melhorar o processo de preparagio de
anticorpos com vista as aplicagdes desejadas.

Uma outra novidade ¢ a introdugio da técnica semi
-aulomética de imunoadsor¢io ¢com enzima ligada (ELISA)
a deteccdo de fraudes em leites ¢ queijos. Abstraindo
0s detalhes técnicos o método ELISA é realizado em
microplacas apropriadas, contendo 96 cavidades, onde
0 anticorpo biotinilado é adicionado. ap6s prévia adsorgio
das casefnas antigénicas eventualmente contidas nas
amostras a analisar. O complexo anticorpo-antigénio
imobilizado nas cavidades &. entdo. detectado pela
adigdo de extravidina-peroxidase, que tem uma forte
afinidade pela biotina do anticorpo. através da Avidina
(uma protefna da clara do ovo). Finalmente a adigio
do substrato especifico (2.2'-azidobis-3-etilbenzotiazolino)
permite determinar a quantidade de enzima ligada,
pela medida espectrofotométrica a 405nm do croméforo
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verde produzide. Todo este procedimento demora mais
de 3h, mas permite a andlise simultinea de vérias
amostras num processo que utiliza um instrumento
adequado para tornd-lo quase inteiramente automatico.

Na andlise de misturas de leites o método foi aplicado
com pleno sucesso, permitindo determinar a inclusio
de 1 a 50% de leite bovino em ieite ovino. A curva
padrido determinada mostra-se linear, particularmente
apartir de 10% de leite de vaca na mistura. Os resultados
com leite bovino pasteurizado, esterilizado e tratado a
temperaturas muito elevadas (leite UHT) sfo essencialmente
semelhantes aos obtidos com leite cru o que confirma,
mais uma vez, no ser a imunorreactividade das caseinas
de leite de vaca afectada pelo aquecimento. Também
na andlise dos queijos o méwodo é adequado, tendo
sido possivel detectar queijo bovino quando em mistura
com queijo caprino nos teores compreendidos entre I
e 50%. Neste caso, ha também nestes limites, uma
proporcionalidade entre a densidade &ptica a 405 nm
¢ o percentual de queijo bovino na mistura.

Outras determinagdes, baseadas também no ELISA
indirecto, foram aplicadas na detecgao de leite caprino
em misturas de leites ¢ em queijos (Rodrigues, et al,
1991) e na andlise de misturas de leite bovino em
leite de ovelha {Garcia et al, 1990), apresentando,
em ambos os casos, bom nivel de sensibilidade. A
Figura 4 ilustra a sequéncia de reacgdes desta prova
imunolégica.

9. Imunoadsorgdo
com enzima ligada
(ELISA “sandwich”)

O método ELISA em “sandwich™ foi aplicado na
determinagfio quantitativa de leite caprino em leite
ovino (Garcia et al., 1993) através de uma metodologia
parecida com a apresentada anteriormente. Neste caso
os anticorpos foram produzidos em coelhos imunizados
com proteinas de soro de leite de cabra ¢ depois
purificados por cromatografia de afinidade para climinar
a antigenicidade contra proteinas de soro de leite
bovino ¢ ovino. Os anticorpos foram entdo biotinilados
para posterior utilizagdo nas provas imunolégicas.

Este método difere do anterior no que diz respeilo
a técnica empregada na preparagio do anticorpo.
substituindo o processo de bloqueamento pela cromatografia
de imunoadsorgdo quc ¢ mais trabalhosa e dispendiosa.
A andlise imunolégica também & algo diferente da
descrita anteriormente, embora em linhas gerais haja
semelhancas. As diferengas fundamentais residem
no facto da amosira a analisar ser adicionada a placa

-do ensaio imunoldgico apés prévia imobilizagio do

anticorpo de captura (ndo biotinilado) e s6 entio &
que o anticorpo biotinilado entra em contacto com o
antigénio, Desse modo surge uma “sandwich” em
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que o antigénio ocupa a posi¢do central do conjonto
imebilizado. A enzima (ExtraAvidinaperoxidase) adicionada
depois, liga-se fortemente ao anticorpo biotinilado,
alravés da alla afinidade existente entre a biatina do
anticorpo ¢ a Avidina associada i peroxidase. A
catdlise da transformagio da substrato (2,2' - azinobis-
3-ctileno-benzutiazolino), que ¢ adicionado por 1iltimo,
Trnece um croméforo que € detectado espectrofotometricamente
a 405 nm. A andlise demora mais de 5 horas mas,
pode ser condozida com véarias amoastras cm simultanego
¢ de um modo semiautomético.

Este mélodo permite deteclar leite caprino em
leite ovino, quantitativamente, em teores comprecndidos
entre 0.5 ¢ 100%. E extraordindria a sensibilidade
da anélise nos limitos compreendidos entre 0.5 ¢
20% onde se devem sitmar 0s icorgs normais das
fraudes. Com amustras de leite caprino pasteorizado
a resposta imunelégica & pralicamente igual A do
leite cru o gue nde acontece com o leite csterilizado
em que os respectivos valores sdo 30% menores do
quec os do leite cru, Assim sendo, havendo mistura
de leite caprino esterifizado a lgite ovino, aguele vai
ser delectado ¢m menor percentagem.

Esta mesma técnica foi também recentemente utilizada
(Levieux, ¢ Venicn, 1994) para deteclar misturas de
lcite de vaca em leiie de ovelha ¢ cabra. Neste caso
porém, foram aplicados anticerpos monoclonais contra
o antigénio f-lactoglobulina bovino.

E a primeira vez que um anticorpo munvclonal &
produzido e utilizado nestas provas imunolégicas. A
escolha da (-lacteglobulina como imunogénio apresenta-
-5C como vantajosa cm relagdio ds owntras protefnas do
leite pois € particatarmente resistentic A protedlise
gue ocorre durante a maturagio dos queijos {Amigo
et al., 1991). Além disso a sua concentragdo no leite
nio oscila, significativamente, por alleragbes nas
paslagens ou por condigdes patologicas (Larson ¢
Kendall, 1957},

A preparagfo de anticorpos peliclonais, especificos
para a f-lactoglobulina bovina, ndo & f4cil, pois a
estrutura das f-lactoglobulinas dos ruminantes € muito
semclhante. Daf os autores terem optado em utilizar
a técnica do hibridoma e através de adequada selecgio
¢ clonagem conseguiram produzir anticorpos contra
ji-lactoglobulina bovina em grandes guantidades, sem
necessidade de recotrer as demoradas e dispendivsas
purificagdcs por cromatografia de afinidade.

Os anticorpos preparados (MAb 17 ¢ MAb 102)
[oram utilizados no processo ELISA {“sandwich™),
servindo © MAbB 17 como anticorpo de captora e o
MAD LO2. apds conjugacio i peroxidase, como detecior
dc alla afinidade da B-tg previamente fixada ap MAb
17. O substrato utilizado ¢ o ortofenilenodiamina cuja
transfornnagdo catalisada pela peroxidase fornece um
cromiforo medido a 490 nm.

O autores optimizaram as condigoes para uma boa
prova imunoldégica que se revelou allamente especifica

sensfvel e reprodutivel. Na aplicagio a andlise de misturas
dc Icite bovino em leites ovino ¢ caprino & possivel
chegar ao limiar de 0,5% de adulteragiio ¢ que & muito
bor pois os niveis da falsificagio sd0 certamente superiorcs.
O méiodo ndo foi utilizado na andlise de adulteragio
de queijos mas ¢ de sc esperar que seja muito ciectivo,
ainda mais tendo em conta gque a B-lactoglobulina
bovina € resistente A protedlise da maturagio como foi
jé referido. Embora as provas imunoldgicas sejam lentas
como as de todos os processos ELISA hd que ndo
esquecer o grande nimero de amostras que podem ser
simultaneamentc analisadas.

10. Imunoadsorgao
com enzima ligada
(ELISA competitivo)

0 método ELISA competitivo utilizando um anticorpo
moneespecifico para a ¢, -caseina bovina foi aplicado
na deierminacdo de leite bovino em leite ¢ queijo de
ovinos (Rolland et al., 1993). Estes investigadores
conseguiram preparar um anticorpo moneespecifico
para a o, -caseina buvina, portanto sem possibilidade
de formagdo dc complexos antigéniv-aniicorpo com
proleinas homoélogas de ovinos ou caprinus. 1sso 56 foi
possfvel porque a sequéncia primaria da o -caseina
bovina € diferente da da ovina. Particularmente o fragmento
correspondente aos residuos dos aminodcidos desde o
141 a 148 existente na o -cascina bovina nao faz
partc da @ -caseina ovina e o residuo 148 ¢ diferente
na g -cascina caprina (Brignon e al., 1989},

Q peptidin correspondente 4 sequéncia 140-149
da o, -caseing bovina (QELAYFYPEL), sintetizado
em fasc sdlida {Calas e al., 1985), foi directamente
utitizado comoe imunogénio na produgao de anticorpos
policlonais monocspecificos em coelhos. O anticorpo
obtido revelou-se com actividade imunogénica retativamente
av peptidio ligado & resina da fase sélida e relativamente
a propria e -casefna bovina, n@o recunhecendo
imunologicamente as proteinas homélogas ovinas ou
caprinas. Assim, de um mode extremamenlc simples
foi possivel preparar um anti-soro monoespecifico
som necessidade das cromatografias de imunoadsorgio
dispendiosas ¢ lentas normalmente utilizadas por
outrps investigadores.

A aplicag#o & prova imunoldgica deste EL1SA difere
um pouce, no seu procedimento, do apresentado nos
métodos ELISA anteriormente mencionados. No processo
agera em consideragfio, as cavidades das placas de
ensaio sAp previamente sensibilizadas com x,,-caseina
bovina e apds completa saturagao com gelatina ¢ hidzolisado
de gelatina dous locais ndo ccupados, as microplacas
sip conservadas a -20 °C até posterior wilizagdo, As
amostras a analisar, uma vez devidamente preparadag, -
580 adicionadas As microplacas nas respectivas cavidades
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juntamente com o anti-soro total de coelho previamente
preparado ¢ deixadas incubar durante a noite. Estabelece-
s¢ entio uma competigdo enire ¢ antigénio adsorvido
previamente nas cavidades e o préprio antigénio da
amostra (s¢ 0 houver ¢videntemente) pelo anticorpo
que lhe é especifico. Apés essa longa incubagio e
lavagens sucessivas € adicionado anti-IgG marcado
com fosfalase alcalina. O substrato, paranitrofenilfosfato,
detecta esta enzima fornecendo paranitrofenol, que ¢
medido especirefotometricamente a 405 nm. Deste modo
o antigénio da amostra pode ser quantificado pela sua
capacidade de inibir a ligacfio dos anticorpos ao antigénio
previamente adsorvido nas cavidades. O processo é
demorado, mas como nas outras versdes do ELISA permite
examinar virias amostras simul{aneamente e de um modo
semiantomético.

" Pela descri¢do suméria do ELISA competitivo
compreende-se que valores altos de densidade 6piica
a 405 nm sdo obtidos para pequenas percentagens
de Ieite bovine nas misturas de leites. O método
apresenta-se altamente sensivel permitindo uma
curva padrdo linear desde 0.125 a 64% (v/v) correspondente
a percentagens de leite bovino em leite ovino,
achando-se o leite L00% bovino, testado nas mesmas
condighes experimentais, perfeitamente na linha
recta da calibracdo. Em relagdo acs quecijos de
ovelha (Roquefort) preparados a partir de leite de
ovinos misturado com lcite de vaca, a calibragio
¢ também rigorosamente linear, nos limites entre
0.5% a 25% (v/v}, ndo sendo alierada pelo tratamento
térmico do leite (115 ?°C, 15 min) nem pelo tempo
de maturacio do queijo, até 8§ meses.

Este método foi apresentado A Comissdo das
Comunidades Europeias, Direcgdo Geral de Agricultura,
VI1-D-1, Produtos Licteos, em 08 de Maio de 1992.
Considerando a sua sensibilidade, especificidade,
‘facilidade de execugdio, economia de instrumentagio
sofisticada, tem grandes hipateses de vir a substituir
o método da isvelectrofocalizacio (Jornal Oficial

"das Comunidades Europeias, 20.03.1992 n?1 74/
23-32) como método oficial da Comunidade Europeia
na andlise da adulteragdo de leites e queijos de
ovelha com o de outras espécies,

11. Conclusdes finais

Na evolugdo da metodologia para a detecgdo de
fraudes em leites ¢ queijos conscguiu-se chegar a um
método semiautomatico, o método ELISA, (nas suas
vérias modalidades), que se constitui numa técnica
robusta, econmica, sensivel ¢ de rapida operacionalidade.
Permite também tratar muitas amostras em simultdneo,
em placa, de um modo ficil e com economia de
reagentes, pois as quantidades utilizadas (de anticorpos,
particularmente) sdo muito pequenas, ao contrdrio
do que acontece nos métodos mais tradicionais.
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