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"Es forte porque estas préximo da origem
da criatura. Es nutritivo porque manténs o
melhor do leite. Es quente, porque és

gordo..."

(Hipocrates/450 a.c.)



RESUMO

A bubalinocultura e a producéo de leite de bufala do Estado de Pernambuco vem se
destacando devido a excelente qualidade sensorial e nutricional, gerando assim um
queijo de alto teor de gordura, proteina e sdlidos totais, com maior aceitabilidade pelo
consumidor, durabilidade do produto e rendimento industrial. Esses resultados s&o
possiveis devido a uma alimentacédo balanceada, um manejo sanitario adequado e boas
condi¢cBes de manejo durante o processo de ordenha dos animais. O queijo mucarela é
o principal derivado lacteo fabricado com leite de bufala consumido no Brasil. O objetivo
deste estudo foi avaliar a presenca de polimorfismo nos genes Kappa-caseina e Beta-
lactoglobulina em bufalas da raga Murrah e analisar a composicéo do leite e rendimento
de queijo mucarela. As analises individuais de composicdo do leite (proteinas, gordura,
sélidos totais, CCS) foram realizadas no Laboratério de Andlise de Qualidade de Leite
da Universidade Federal Rural de Pernambuco (PROGENE-UFRPE). As andlises de
cinco amostras de queijo mucarela avaliando os seguintes parametros: proteina total,
gordura total e sdlidos, tendo sido observado que todos o0s parametros seguiram o
padréo estabelecido na Instrucdo Normativa N° 62, 26 de agosto de 2003 do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — Secretaria de Defesa Agropecuaria. Os
polimorfismos nos genes Kappa-caseina e Beta-lactoglobulina foram determinados por
PCR-RFLP e a populacdo de estudo foi composta por 300 amostras de sangue de
bufalas sadias provenientes de empresas rurais onde ha registro de producédo através
do programa Prodap Profissional GP. Todas as bufalas avaliadas apresentaram
gendtipo BB para o gene da Kappa-caseina e AA para 0 gene Beta-lactoglobulina.
Diante do exposto, 0os gendétipos BB e AA para os genes da Kappa-caseina e Beta-
lactoglobulina estéo relacionados com a alta qualidade do leite e rendimento de queijo
mucarela em bufalas da raca Murrah, resultando numa alta taxa de homozigose e alto
monomorfismo observados nos loci génicos analisados.

Palavras-chave: queijo mucarela; leite de bufala; proteinas do leite; marcadores

moleculares.



ABSTRACT

Buffalo breeding and buffalo milk production in the State of Pernambuco has been
notable for its excellent quality and nutritional value, thus generating a cheese with a
high fat content, protein and total solids, with greater consumer acceptability, product
durability and industrial profits. These results are possible due to a cattle’s balanced
diet, adequate sanitary management and good handling conditions during its milking
process. The muzzarella cheese is the main dairy product from buffalo milk consumed in
Brazil. The objective of this study was to evaluate the presence of polymorphism in the
Kappa-casein and Beta-lactoglobulin genes in Murrah buffaloes and to analyse the milk
composition and the production of muzzarella cheese. The individual analysis of milk
composition (proteins, fat, total solids, CCS) were carried out at the Laboratory of
Analysis of Milk Quality of the Federal Rural University of Pernambuco (PROGENE-
UFRPE). The analysis of five samples of cheese were evaluated in the following
parameters: total protein, total fat and solids. It was observed that all the parameters
followed the standard established in the Normative Instruction No. 62, August 26, 2003
of the Ministry of Agriculture, Livestock and Supply - Secretary of Agricultural Defense.
Polymorphisms in the Kappa-casein and Beta-lactoglobulin genes were determined by
PCR-RFLP and the study population was composed of 300 blood samples from healthy
buffaloes from rural companies where production is recorded for the Prodap
Professional GP program. All evaluated buffaloes showed a BB genotype for the Kappa-
casein gene and AA for the beta-lactoglobulin gene. Considering the above, the BB and
AA genotypes for the Kappa-casein and Beta-lactoglobulin genes are related to the high
quality of the milk and the production of mozzarella cheese in Murrah buffaloes,
resulting in a high homozygous and a high monomorphism rate observed in the genetic
loci analysed.

Key words: mozzarella cheese; buffalo milk; milk proteins; molecular markers.
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1 INTRODUCAO

De acordo com dados da FAO (Food and Agriculture Organization of the United
Nations), em 2013 a populacdo mundial de bufalos abrangia mais de 199 milhdes de
animais, distribuidos em 42 paises. Ainda segundo dados desta mesma Organizacao
em 2006, a producdo mundial de carne bubalina vem apresentando crescimento
significativo, principalmente no Oriente, destacando-se a India, Paquistdo e China como

principais paises produtores.

O Brasil configura-se como primeiro produtor de carne bubalina dada a sua
extensdo territorial, aliada as condicdes favoraveis de clima e de solo, o que facilita a
ostentacdo da producdo de bubalinos, a médio e a longo prazo, com melhor
desempenho em termos quantitativos e qualitativos. Apesar de haver poucas unidades
industriais capacitadas para o processamento do leite de bufala, existe um grande
interesse, por parte dos laticinios, em reter o leite bubalino para producéo de queijos.
Suas caracteristicas marcantes contribuem para a producdo de derivados com
qualidade nutricional e maior valor agregado (BERNARDES, 2007).

A introducdo de budfalos no Brasil foi motivada mais por seu exotismo que por
suas qualidades zootécnicas e a chegada dos mesmos ocorreu no final do século XIX,
oriundos da Asia, Europa (ltalia) e Caribe (BERNANRDES, 2007). Essa chegada em
territdrio nacional, foi caracterizada por pequenos lotes de animais em épocas distintas
(SANTIAGO, 2000) e o primeiro aporte da espécie se deu na Amazodnia por volta de
1890/1895 quando animais de variedade Malaia ou Chinesa foram trazidos por

refugiados da Guiana Francesa.

J& no inicio do século XX tem-se confirmado as importacdes feitas por Bertino
Lobato de Miranda e Vicente Chermont de Miranda para a llha de Maraj6. Séo
reconhecidas pela Associacéo Brasileira de Criadores de Bufalos (ABCB, 2014) quatro
racas: Mediterraneo (ltaliana), Murrah (Indiana), Jafarabadi (Indiana), chamado também

de bufalo-do-rio e Carabao (Sudeste asiatico), ou bufalo-do-pantano.
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Hoje, a criacdo de bufalos se d4 em propriedades de pequeno a médio porte, e 0
efetivo nacional desse rebanho foi de 1,32 milhdo de cabecas em 2014, sendo este
efetivo concentrado na Regido Norte (66,5%), onde os maiores rebanhos encontram-se
nos Estados do Para (37,4%) e Amapa (21,7%). A Regido Sudeste na sequéncia, com
11,3%, localizado, principalmente, nos Estados de Sao Paulo (6,2%) e Minas Gerais
(4,3%). O Nordeste € a regido com o terceiro maior rebanho (9,1%), sendo seu principal
representante o Estado do Maranhao (6,1%). O Sul participou com 8,1%, sendo o
efetivo localizado, principalmente, no Estado do Rio Grande do Sul (5,1%). O Centro-
Oeste ficou com os demais 5,0%, com maior participacdo no Estado de Goias (2,5%)
(IBGE, 2014).

Os sistemas de exploracéo bubalina no Brasil sdo classificados como extensivos
a principio destinados a producdo de carne, mas em meados dos anos 90 houve
interesse pela producéo leiteira. Segundo Bernardes (2007) quando se observa a
criacdo de bovinos leiteiros, verifica-se que ela vem diminuindo nas pequenas
propriedades rurais, fenbmeno inverso a bubalinocultura leiteira. Quando comparado
com o leite de outras espécies, o leite de bufala confere aos derivados lacteos
propriedades sensoriais peculiares, permitindo a elaboracdo de produtos com
caracteristicas tecnoldgicas préprias e maior rendimento industrial. Tais propriedades
sdo derivadas dos maiores teores de proteinas, gorduras, vitaminas, extrato seco total

(EST) e minerais presentes em sua composicdo (CUNHA NETO et al., 2005).

A producdo de leite de Bufala no Brasil, € estimada em 92,3 milhdes de litros,
produzidos por cerca de 82.000 bufalas em 2.500 rebanhos calculando-se que existam
pelo menos 150 industrias produzindo derivados de leite de bufalas no pais. Estas
industrias transformam anualmente 45 milhdes de litros de leite em 18,5 mil toneladas
de derivados, gerando um faturamento bruto da ordem de U$ 55 milhdes aos laticinios
e de cerca de U$ 17 milhdes aos criadores (BERNARDES, 2007).

Segundo BORGES et al. (2009), a producéo e procura do leite de bufala e seus

derivados vém aumentando e ganhando uma grande importancia no Brasil, nos ultimos
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5 anos, sendo o queijo mugarela o produto de maior destaque com rendimento entre 20
a 25% (ROSSI, 1998). A producdo de leite de bufala é totalmente absorvida pelo
mercado interno brasileiro e, além deste queijo, o leite bubalino é utilizado na fabricacao
de outros derivados, tais como queijo tipo minas frescal, provolone, ricota, manteiga,
requeijao, doce de leite e iogurte (BERNARDES, 2007).

Os diferentes tipos de queijo requerem uma técnica de producdo especifica,
sendo que quando processados, a partir do leite de bufala apresentam um maior
rendimento. Esta caracteristica do leite de bufala esta relacionada as suas proteinas,
dentre elas as caseinas, que exercem papel importante na fabricacdo de queijos, uma
vez que determinam a coagulacao e o rendimento, pois quanto maior sua concentracao
no sistema coloidal, maior o rendimento (AQUARONE et al. 2001).

As principais proteinas presentes no leite de bufala s&o: as1-caseina, as2-
caseina, B- caseina, k-caseina, B-lactoglobulina e a-lactoalbumina. A funcao bioldgica
das caseinas na glandula mamaria é transportar calcio, fosfato e proteina para o
neonato (KRUIF; HOLT, 2003), a k-caseina esta em maior quantidade no leite bubalino
quando comparado com leite de vaca, e 0 processo de coagulacdo é acelerado devido
a uma menor quantidade de quimosina para a fabricacdo de queijos. Entretanto, o gene
da B-lactoglobulina (B-LG) ndo tem um papel definido na coagulacdo do leite mas tem
sido focado o seu polimorfismo com caracteristicas de producdo e na industria
tecnologica do leite (FOX E MCSWENEEY, 2003; ORNER; ELMACI, 2006; WALSTRA
et al., 2006; EL-SALAM; EL-SHIBINY, 2011).

A associacdo da Biologia Molecular com a Producdo Animal vem
desempenhando papel importante em programas de conservacdo e melhoramento
genético. O uso de marcadores moleculares em selegéo assistida vem proporcionando
descobertas que auxiliam nas selecbes de reprodutores e avaliagbes de progénies.
Recorrendo a estudos, utilizando marcadores moleculares associados a programas de
conservacdo e de melhoramento genético nacionais em bubalinos no sentido de

promover uma maior producao do leite e fabricacdo de derivados lacteos (MALHADO,
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2008; CASSIANO et. al., 2004; TONHATI et al. 2002), em animais de produgdo como
0s bovinos e bubalinos, observou-se variantes alélicas dos genes da k-CN e da B-LG,
sendo estas variantes, relacionadas com caracteristicas zoogenéticas (FOX;
MCSWENEEY, 2003; ORNER; ELMACI, 2006; WALSTRA et al., 2006).

O presente estudo teve como objetivo caracterizar os genoétipos do gene da
Kappa-caseina e Beta-lactoglobulina através da técnica de PCR-RFLP em bufalas da
raca Murrah no Estado de Pernambuco e correlacionar seus genoétipos com a producao

e composicao do leite e rendimento de queijo mugarela.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 BUFALOS

Os bufalos sdo animais domésticos, de origem asiatica, introduzidos na Africa,
Europa e, mais recentemente, no continente americano. Sao animais utilizados para
produzir carne e leite para o consumo humano e pertencem a ordem Arthiodactyla,
Subordem: Ruminatia, Familia: Bovidae, cuja sub-familia Bovinae compreende seis
géneros: Angra, Bibos, Bison, Bos, Bubalus e Syncerus. O Género Syncerus representa
os bufalos selvagens de origem africana e o Género Bubalus compreende os bufalos de
origem asiatica. Deste ultimo, somente os bufalos da espécie Bubalus bubalis séo
criados para fins econémicos (bufalos domésticos) (LENSTRA; BRADLEY, 1999). O
género Bubalus esta dividido em duas Sub-espécie: Bubalus bubalis (Bufalo do rio ou
River Buffalo), com 2n=50 cromossomos e Bubalus bubalis kerebau ou Carabao (Bufalo

do pantano ou Swamp Buffalo), com 2n=48 cromossomos (PEARY, 1990).

Atualmente a FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations),
estima que a populacdo mundial de bufalos abrange 200 milhdes de animais,
distribuidos em 42 paises (FAO, 2014). E considerado o animal doméstico mais décil do
planeta, o que facilita sua criacdo e manejo e dotado de extrema versatilidade para se
adaptar as mais variadas condi¢Bes climaticas (Frio da Europa Oriental, aos desertos
da Africa, nas regides tropicais da Amazonia, nos sertdes nordestinos e nas diferentes
altitudes) (FAO, 2000; SILVA et al., 2005).

No Brasil sédo reconhecidas pela Associacdo Brasileira de Criadores de Bufalos
quatro racas: Mediterraneo, Murrah, Jafarabadi (bufalo-do-rio) e Carabao (bufalo-do-
pantano) (Figura 1). Os animais da raca Mediterraneo tém origem italiana, possuem
aptidao tanto para producdo de carne quanto de leite, apresentam porte médio e séo
medianamente compactos. A raca Murrah, de origem indiana, apresenta animais com
conformacdo média e compacta, cabecas leves e chifres curtos, espiralados
enrodilhando-se em anéis na altura do cranio. A raca Jafarabadi, também indiana, é

menos compacta e de maior porte, apresenta chifres longos e de espessura fina, com
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uma curvatura longa e harmoénica. A raca Carabao é a Unica adaptada as regides
pantanosas, e estd concentrada na ilha de Marajé, no Par4. Teve sua origem no norte
das Filipinas, apresenta pelagem mais clara, cabeca triangular, chifres grandes e
pontiagudos, voltados para cima, porte médio e capacidade para producédo de carne e

leite, além de serem bastante utilizados como for¢a motriz (ABCB, 2014).

] ,:_-,’J
S Ly

Figura 1 — Racgas bubalinas reconhecidas pela ABCB. Fonte:

Associagao Brasileira de Criadores de Bufalos — ABCB.

2.2 RACA MURRAH

Principal raca leiteira da india é encontrada especialmente nos distritos de
Rohtak, Hisar, Jind, Haryana, Nabha, Patiala e Punjab. No Brasil o rebanho esta se
formando por absorcdo Genética de animais importados e seus descendentes, nos

plantéis sem raca definida.

As caracteristicas marcantes dessa espécie sdo chifres curtos, finos e pequenos,
curvandos para tras e para cima em forma de espiral; fronte larga com pequena

convexidade e cara estreita; pelagem preta sem manchas brancas, com tufo de pelos
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brancos na vassoura da cauda. Apresenta barbela muito curta, Ubere e tetas bem
desenvolvidas com veias mamarias sinuosas e ramificadas e a produtividade leiteira
encontra-se entre 1.500 a 2.500 kg de leite por lactacdo. Ao nascer pesa em meédia 30
kg, e quando adultos pesam em média 430 a 500 kg (Fémeas) e 530 a 575 kg
(Machos) (BERNARDES, 1997).

Tem aparéncia reveladora de saude e vigor, constituicdo robusta, com
masculinidade e feminilidade segundo o sexo; tamanho indicativo do crescimento por
idade, sendo de porte médio a grande e de corpo simétrico e equilibrado. A
conformacado prépria do tipo morfo-fisiologica misto, com prevaléncia leiteira, além de
incluir exigéncias de aprumos normais, com cascos fortes e bem conformados.
Apresenta uma reproducéo de aparéncia normal quanto ao tamanho da bolsa escrotal e
vulva, além do numero de testiculos e tetas (ndo sdo avaliadas as tetas

extranumerarias) e tem um temperamento manso ou docil (ABCB, 2014).

2.3  HISTORICO DA BUBALINOCULTURA NO BRASIL

Existem relatos que os primeiros Bufalos, cerca de 200 animais, teriam entrado
no Brasil pela Amazonia, entre 1890 - 1895, trazidos pelo Dr. Vicente Chermont de
Miranda, em um barco que aportou na costa norte da llha do Maraj6. Vieram espécies
de origem Malaia ou da China, mas provenientes de llha do Caribe ou das Guianas,

onde foram introduzidos pelos colonizadores ingleses e holandeses (ABCB, 1960).

O efetivo de bubalinos foi de 1,32 milhdo de cabecas em 2014 (Figura 2), sendo
1,0% menor que o registrado em 2013. Este efetivo é concentrado na Regido Norte
(66,5%), com os maiores rebanhos encontrados nos Estados do Para (37,4%) e Amapa
(21,7%). Os Municipios de Chaves (PA), Soure (PA) e Cutias (AP) registraram o0s
maiores efetivos de bubalinos no Brasil, conservando as mesmas posi¢cées ocupadas
em 2013. Regido Sudeste na sequéncia, com 11,3% do total localizado, principalmente,
nos Estados de S&o Paulo (6,2%) e Minas Gerais (4,3%). O Nordeste € a regido com o
terceiro maior rebanho (9,1%), sendo seu principal representante o Estado do
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Maranhdo (6,1%). O Sul participou com 8,1%, sendo o efetivo localizado,
principalmente, no Estado do Rio Grande do Sul (5,1%). O Centro-Oeste ficou com 0s
demais 5,0%, com maior participacdo no Estado de Goias (2,5%). Todas as Grandes

Regides apresentaram reducédo do numero absoluto de bubalinos (IBGE, 2014).

NORTE SUDESTE
Efetivo Pard Amapi Outros Efetivo Sido Paulo Minas Gerais Outros
7.40 0.80
21.70 4.30
66.50 11.30
37.40 620
NORDESTE SUL CENTRO OESTE
Efetivo Maranhdo = Pernambuco Efetivo Rio Grande do Sul Outos Efetivo * Goids * Outros

1.58
3.00
1.42 =

9.10 8.10 5

6.10 5.10

Figura 2 - Efetivo bubalino segundo as grandes regiées do Brasil. Fonte: Adaptado do

IBGE.

2.4 COMPOSICAO DO LEITE DE BUFALA

Nos ultimos anos houve acentuado aumento na exploracdo da bubalinocultura
para a producéo de leite em virtude de apresentar elevado valor nutricional, maiores
teores de gordura, proteinas e minerais, podendo ser utilizado tanto para 0 consumo “in
natura” como matéria-prima para elaboracéo de produtos lacteos que podem variar de
acordo com as condi¢Bes edafoclimaticas de cada regiio (ARAUJO et al., 2011). Esse
aumento da producdo e qualidade do leite esta sendo alcancado por meio de
estratégias como nutricdo adequada, boas praticas de manejo, controle de doengas e
melhoramento genético (DOMINGUES; LANGONI, 2001; KIPLAGAT; LIMO; KOSGEY,
2012).
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Quando comparado com o leite de outras espécies, o leite de bufala confere aos
derivados lacteos propriedades sensoriais peculiares, permitindo a elaboracdo de
produtos com caracteristicas tecnologicas préprias e maior rendimento industrial. Tais
propriedades sdo derivadas dos maiores teores de proteinas, gorduras, vitaminas,
Extrato Seco Total (EST) e minerais presentes em sua composi¢do (CUNHA NETO et
al., 2005).

O leite de bufala possui 33% menos colesterol e mais 48% de proteinas, 59% de
célcio e 47% de fosforo quando comparado ao leite bovino (HUHN et al., 1986). O
rendimento industrial do leite bubalino € 40% superior ao leite bovino, sendo de extrema
importancia no aproveitamento da fabricacdo de derivados lacteos (SOUSA et al.,
2002). Uma vez que o soro de leite de bufala apresentou teores médios de proteina,
gordura e lactose acima das médias encontradas no soro de leite de vaca (LIRA et al.,
2009). A coloragéo do leite de bufala € totalmente branca devido a auséncia total de
pigmentos carotenoides, o que confere a mesma coloracdo a manteiga e ao queijo
produzidos (MOZZARELLADIBUFALA, 2004).

Em paises como a lItalia, o leite de bufala é pouco utilizado para o consumo in
natura, sendo a quase totalidade destinada a fabricacdo de derivados, em especial a
mucarela, que possui Denominacdo de Origem Protegida (DOP) (BUZI et al., 2009).
Estima-se que a producdo de leite de bufala no Brasil seja de mais de 92 milhdes de
litros de leite/ano, sendo metade destinada a industrializacdo (KISS, 2012), com a
producdo de diversos tipos de produtos lacteos como queijos, requeijao, manteiga,
iogurte, dentre outros. A mucarela, no entanto, € o principal produto (BUZI et al., 2009),
devido a tendéncia histérica de seu consumo (RODRIGUEZ et al., 2008).

As principais proteinas presentes no leite de bufala s&do: as1-caseina, as2-
caseina, B- caseina, k-caseina, B-lactoglobulina e a-lactoalbumina. Por possuir uma
maior quantidade de k-caseina em relagéo ao leite de vaca, o processo de coagulagéo
do leite bubalino é acelerado, exigindo uma menor quantidade de quimosina para a

fabricacdo de queijos. A concentracdo relativa do soro e proteinas € muito semelhante
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nas duas espécies, e tanto para o soro do leite bovino quanto para o soro do leite
bubalino, a B-lactoglobulina (B-lg) esta presente em maior quantidade (=50%), seguida
pela a-lactoalbumina (a-la) e soro albumina (SA). H& também proteinas em quantidades
menores como lactoferrina, imunoglobulinas, lactoperoxidase, lisozimas, lipases,
proteases, entre outras (EMMONS et al., 2010; YAHYAOUI et al., 2003; EL-SALAM; EL-
SHIBINY, 2011).

De acordo com Aquarone et al. (2001), dentre as proteinas presentes no leite as
caseinas exercem papel importante na fabricacdo de queijos, influenciando na
coagulacédo e no rendimento, pois quanto maior sua concentracdo no sistema coloidal

maior o rendimento.

Micelas das caseinas tém a funcdo de sequestrar particulas de fosfato de célcio
no leite, caracterizando-se como a principal fonte desses minerais para a nutricdo de
neonatos. O transporte de fosfato de céalcio por meio dessas micelas contribui tanto
para 0s processos de mineralizagdo dos ossos de recém-nascidos quanto para o
controle da concentracdo de calcio e fosfato no leite, impedindo a calcificacdo das
glandulas mamarias (HOLT et al., 2013).

A lactoferrina, substancia inespecifica com papel importante na defesa da
glandula mamaria. E uma proteina com a funcdo de quelar o ferro, e ndo o deixar
soltivel para o uso dos microorganismos. E importante notar que o ferro, ndo disponivel
ou disponivel em menor concentracdo para as bactérias, ainda é passivel de absor¢céo
intestinal no consumidor do leite, e, portanto, niveis maiores de lactoferrina no leite
contribuem para melhor alocacdo do metal (PUVOGEL, 2005). O leite bubalino possui
guantidade de lactoferrina superior ao leite bovino e essa quantidade varia durante a
lactacdo normal, com a quantidade colostral atingindo niveis duas vezes maiores do
gue os encontrados no inicio do periodo lactante, tanto em vacas com em bufalas
(BHATIA; VALSA, 1994ab).
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As imunoglobulinas séo substancias liberadas no canal do teto e ajudam na
prevencdo e no controle de infec¢cdes nesse local. Os anticorpos sao disponibilizados
pela bufala através do leite, com mudanca qualitativa e quantitativas através da
lactacdo nas primeiras duas semanas. Em bufalas egipcias (MAHRAN et al., 1997),
evidenciaram o gradual aumento de proporcao das imunoglobulinas classe G1 e G2,
em detrimento de IgM e IgA no leite de budfalas sem sinais de mastite, todavia esta
proporcao € alterada quando da infec¢do experimental, segundo a revisdo de Butler em
1999, sobre as tentativas anteriores de atingir uma resposta humoral a antigenos da
glandula maméria (em bovinos, ovinos e murinos). A presenca de anticorpos no leite
serve mais ao bezerro do que propriamente a bufala, mas a concentracéo de anticorpos
nas secrecbes mamarias pode ser uma medida direta da maturidade ou salubridade

imune da bufala.

A lactoperoxidase, considerada também uma substancia ndo especifica no leite,
tem a funcdo de ajudar na prevencdo e no controle das infeccdes mastiticas. E uma
enzima que, na presenca de tiocianato e peroxido de hidrogénio, apresenta atividade
bacteriostatica contra bactérias gram-positivas e bactericida para as gram-negativas,
(KUMAR; BHATIA, 1994). Esta enzima apresenta atividade 23% maior no leite de
bdfala, quando comparado com o de vaca, 0 que contrasta com o0s resultados
encontrados po (HARNULV; KANDASAMY, 1982). Além de suas atividades de protecéo
do teto, a enzima é usada para aumentar a vida util do produto lacteo nas gondolas e ,
assim sendo, uma maior atividade no leite bubalino pode significar possibilidade de seu
uso em produtos com maior vida de prateleira do que o leite de vaca.

No Brasil, a producdo média de leite bubalino tem alcancado 1.583,7 litros por
lactacdo com média diaria de 7,3 litros por animal, sendo que cerca de 30% das bufalas
produzem mais de 2.000 litros de leite por lactacdo. Ja a producdo média das fémeas
bovinas encontra-se ao redor de 1.290 litros por lactacdo com média diaria de 4,3 litros
por animal (ANUALPEC, 2009; NARDI JUNIOR, 2012).
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2.5 QUEIJO MUCARELA

O queijo € um dos mais antigos alimentos preparados que a histéria da
humanidade registra. Desde o reinado dos Césares, 0 queijo tomou uma parte
significativa na alimentacdo dos povos italianos e acredita-se que na lItalia sdo
produzidas, anualmente, 900.000 toneladas de queijos com mais de 100 diferentes
tipos de sabores e perfumes tdo peculiares quanto atraentes, dos mais fortes aos mais

suaves, 0s queijos italianos encantam paladares do mundo inteiro. (ITALIAOGGI, SD).

A producdo de mugarela com leite de vaca teve inicio no Brasil na segunda
metade do século XVIII com a colonizagcdo portuguesa. Durante a corrida do ouro nas
serras mineiras o leite produzido pelos rebanhos destinados a alimentacdo dos
colonizadores passou a ser utilizado nas fazendas para producédo de queijo. Com a
vinda dos imigrantes italianos, no inicio do século XX, iniciou-se a producao dos queijos
tipo mucarela e parmesdo. Mas, apenas em 1920, com a chegada dos primeiros
dinamarqueses na regido de Minas Gerais, foi que o mercado queijeiro passou a

desenvolver-se de maneira acelerada (PRIMO, 1996).

A producgéo de leite de bufala € completamente absorvida pelo mercado interno
brasileiro, sendo utilizada principalmente na fabricagcdo de queijo tipo “mucarela” que é
um tipo de queijo tradicionalmente feito a partir de leite bubalino integral e a sua
fabricacdo, de acordo com a tradi¢do italiana, envolve uma técnica artesanal revelando
um queijo de massa fresca e sabor caracteristico com alto teor de gordura, o que lhe
confere paladar delicado (CARMO, 2006).

Mucarela é um queijo fresco da regido da Campania, a principio produzido com
leite de bufala, mas hoje feito em todo o mundo a partir de leite de vaca. Sua fabricacao
iniciou-se por volta do século XVI. Uma boa mucarela deve possuir uma crosta fina,
consisténcia semi-dura, textura compacta, fechada, coloracdo esbranquicada, odor

suave e sabor ligeiramente acido e salgado. E um queijo coalhado, para ser consumido
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fresco, fatiavel, com textura firme, sabor e aroma que lembram o leite de que é feito. E

indispensavel na preparacgéo de pizzas e lasanhas (ALBUQUERQUE, 2003).

Além deste queijo, o leite bubalino é utilizado na fabricacdo de outros derivados,
tais como queijo tipo minas frescal, provolone, ricota, manteiga, requeijao, doce de leite
e iogurte (BERNARDES, 2007).

A Associacdo Brasileira de Criadores de Bufalos (ABCB) lancou em 2000 um
selo de pureza para a mucarela de bufala produzida no pais com a finalidade de
garantir a autenticidade do produto devido a mistura com o leite de vaca. Para se obter
este selo na embalagem e garantir a comprovacdo da pureza, o produto devera ser
submetido a andlises laboratoriais, como o0 método baseado na eletroforese e
cromatografia, com maior destaque para a técnica de IEF (gel electrofocusing) (MOIO et
al.,1989) e o HPLC (Hihg-performance liquid chromatography) indicada por (ADDEO et
al. 1995; CATINELLA et al. 1997; OTAVIANO, 2005).

Segundo a Mintel (Principal agéncia de inteligéncia de mercado do mundo), o
mercado brasileiro de queijos, que cresceu em volume 9,4% ao ano e em faturamento
total 7,7% ao ano no periodo de 2006 a 2013, devera aumentar seu ritmo de
crescimento até 2017. A projecdo da empresa de pesquisa é de que os volumes
vendidos crescam, em média, 11,4% ao ano entre 2014 e 2017, e os valores anuais de

venda 11,1% ao ano, no mesmo periodo (Figura 3).



28

1.659

848
761

632 i

I I . i H I

2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017
mm Valor (RS Bilhdes) -wVolume (1,000 tons)

Figura 3 - Tamanho do mercado de queijos no Brasil (Volume e Valor)

e projecdes até 2017. Fonte: Dados relatério da Mintel.

2.6 RENDIMENTO DO QUEIJO MUCARELA DE BUFALA

Diferentes tipos de queijo requerem uma técnica de producéo especifica, sendo
gue quando processados a partir do leite de bufala geralmente apresentam um maior
rendimento. Além dos queijos, também se produz outros lacteos com o leite bubalino,
como o iogurte e o doce de leite, e outros (VERRUMA et al., 2000; CUNHA NETO,
2005; SILVA et al., 2005). Apresentam 6tima qualidade nutricional, devido ao seu maior
teor de calcio e vitamina A (TEIXEIRA et. al., 2005). Para a fabricacdo de um bom

produto € necessaria uma boa qualidade de matéria prima.

O leite com alta contagem microbiolégica altera a coagulacdo da massa e
consequentemente a textura do queijo. Essa alteracédo na formacgéo do queijo se reflete
diretamente no rendimento da producdo, que apresenta uma grave diminuicdo. A
durabilidade e as caracteristicas organolépticas (como o sabor) do queijo também ficam
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prejudicados, fazendo com que o consumidor nao seja fiel ao produto (AMANTE et al.,
2001).

O rendimento de cada queijo (tradicionais e com Extrato Hidrossoluvel de Soja -
EHS) foi estimado de duas maneiras; 1) em litros de leite necessarios para a
elaboracdo de um quilo de queijo (L/kg). Neste caso, dividiu-se o volume de leite
empregado pela soma da massa dos queijos obtidos (Equacéo 1) (ROSSI, 1998). 2) em
gramas de solidos totais de queijo por litro de leite (g ST/L), (SABOYA et. al., 1998).

Equacéo 1. R(gST/L)=PxSTx1

R = rendimento; P = quilos de queijos obtidos; ST = percentagem de extrato seco

dos queijos; V = volume de leite utilizado

O rendimento industrial da priducédo de derivados de leite bubalino no Brasil esta
diretamente ligado ao teor de solidos do leite, em especial, aos teores de gorduras e
proteinas. Na fabricacdo da mucarela de bufala estima-se que, para um rendimento
otimizado, a relacdo entre os teores de gordura e proteinas no leite deve se apresentar
préxima a 2:1 (CAMPANILE et al., 2007). Segundo Di Palo (1992), o teor minimo ideal
de gordura no leite para a producdo do produto nos padrdes usuais da Italia deve ser
de pelo menos 7,2%. O rendimento de fabricacdo naquele pais, onde o produto
fabricado € usualmente bastante Umido e macio, pode ser calculado em funcdo dos

teores de proteinas e gordura do leite através da equacao 2.

Equacao 2. ) :
Rend. mucarela = ((3,5 x %P no leite) + (1,25 x %G no leite)) — 0,088

P= % de proteinas no leite; G= % de gordura no leite

Dessa maneira, o leite com 7,67% de gordura e 4,37% de proteina com leite da
primavera (Tabela 1) resultaria num rendimento em sua transformagdao em mucarela de
(3,5 x 4,37) + (1,25 x 7,67) — 0,088 = 24,79%, ou seja, com 100 litros deste leite, se
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produz 24,79 kg de mucarela no padrdo italiano (4,0L de leite por kg de mucarela). J&
com o leite de inverno (Tabela 1), com 6,85% de gordura e 4,02% de proteina, o
rendimento seria de 22,54% (4,4L de leite por kg de mucarela), ou seja, para obtencao

de 1 kg de mucarela, neste caso, seriam necessarios 10% mais leite (DI PALO, 1992).

Tabela 1. Valores médios dos componentes e da contagem de células somaticas (CCS) de leite
de bufalas da Regido do Alto Sao Francisco — MG.

_ Gord. Prot. Lactose Extrato cCCs

Estacao (%) (25) (25) seco total il

do ano (2%) células/ml
Outono E,EBE,_E 4.1 EE 4,952 1 ?':D'E'g_} S35
Inverno 5,85, 4 02,4 4 938 17,03 17,
Primavera ?E?i 4,3?E 4‘BEH 18,10 [=1
Verao 6.42, 4. 52, 4,942 17,06, 385
Media 6,90 4,27 4 91 17,32 24

Fonte: Amaral (2_6645, a, b; c, d Médias dentro da mesma coluna com diferentes Ietraé-,-diferem
estatisticamente (P<0,05).

Quanto ao rendimento bruto dos queijos mucarela avaliados e relatados na
literatura, estima-se necessario aproximadamente 5 litros de leite de bufala para se
produzir 1,0 kg de queijo mucarela (SILVA et al., 2005). De acordo com a Associacao
Brasileira de Criadores de Bufalo, sdo necessarios de 6 a 7 litros de leite de bufala para
produzir 1,0 kg da mucarela de bufala (ABCB, 2010).

2.7 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE SEGUIDA DE DETECCAO DE
POLIMORFISMO DE TAMANHO DE FRAGMENTO DE RESTRICAO (PCR-
RFLP)

No Brasil, as caracteristicas produtivas e reprodutivas dos bubalinos vém sendo
estudadas (CASSIANO et al., 2004; TONHATI et al., 2002), no entanto ainda sao raros
os trabalhos com marcadores bioquimicos e moleculares na espécie bubalina. Del
Lama e Zago (1996), utilizando marcadores bioquimicos para comparar bubalinos do
grupo Murrah com zebuinos das racas Gir e Nelore, por meio dos locos k-caseina e da

B-lactoglobulina, observaram variacdo genética nas racas bovinas, nao tendo
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encontrado polimorfismos na espécie bubalina. lorio et al. (2004) estudaram parametros
de diversidade genética em duas populacdes de bufalos de regides distintas do Sul da
Italia, utilizando marcadores bioquimicos e moleculares e nao verificaram diferencas

genéticas significativas entre elas.

Dentro de uma mesma espécie, 0os cromossomos homodlogos sdo bastante
similares entre si, mas em determinadas localizagcdes do cromossomo (loci) pode haver
variabilidade na sequéncia do DNA. O polimorfismo genético ocorre quando diferentes
formas alélicas de um mesmo locus génico podem ser observadas na frequéncia de
pelo menos 1% em uma populacdo (WATSON; BERRY, 2006). Desta forma podem
atuar como marcadores genéticos que sao transmitidos associados a outros genes

localizados na regido cromoss6mica proxima a eles (linkage).

Existe uma diversidade de técnicas utilizadas em Biologia Molecular disponiveis
para deteccdo de variabilidade genética quando se trata de sequenciamendo de DNA
ou identificacdo de polimorfismo genético. Por intermédio da utilizacdo de enzimas de
restricdo, foi desenvolvida a técnica de analise de Polimorfismos do Comprimento do
Fragmento de Restricdo de DNA (Restriction Fragment Length Polymorfism - RFLP)
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998), técnica em que 0S organismos podem ser

diferenciados pela andlise de padrdes derivados da clivagem do seu DNA.

Nesta técnica o primeiro passo para uma analise de PCR-RFLP é a amplificacao
de um fragmento gendmico contendo ou ndo variagcdo, seguido por tratamento do
fragmento amplificado com uma enzima de restricdo apropriada. As sequéncias
nucleotidicas séo especificas para cada enzima que clivada do DNA. E assim sendo, a
presenca ou auséncia do reconhecimento das enzimas de restricdo resulta na formacao
de fragmentos de restricdo de diferentes dimensdes, a identificacdo dos alelos pode ser
feita por eletroforese (RASMUSSEN, SD).

VariacOes detectadas pela técnica RFLP decorrem de mutagbes simples,

rearranjos dos segmentos de DNA, delecbes, inser¢des ou translocacbes e
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recombinacdo (Polimorfismos de tamanho). Essas modificagbes podem ocasionalmente
alterar a sequéncia ou substituir bases nitrogenadas em um ou mais sitios de
reconhecimento de uma determinada enzima (Figura 4) (SCOTT et al. , 2000; CAIXETA
et al ., 2009).

5'AAGCTT

3TTCGAA

Haelll scece

3'CCGG G G

Figura 4 - Ponto de corte das enzimas de restrigdo utilizadas. Fonte: New England Biolabs.

Em Bovinos, o polimorfismo genético com relacdo as proteinas lacteas, em
particular kappa-caseina (k-CN) e beta-lactoglobulina (B-LG), tem sido associado a
diferencas na composicado, caracteristicas de processamento e qualidade do leite, além
de parametros de produtividade (LIN et al., 1986; ALEANDRI et al., 1990; FOX;
MCSEWEENEY, 2003).

Diversos autores citam os bufalos como grande opc¢ao econémica e discutem as
diversas formas de manejo, criacdo e melhoramento genético, inclusive o uso da
genética molecular como ferramenta para o melhoramento e associacdo de genes com
as caracteristicas produtivas e tecnologicas do leite (MACEDO et al.; 1995; DEL LAMA,;
ZAGO, 1996; TIWANA; DHILLON, 1996; YOUSSEF e KHATTAB, 1997; LARA, 1998;
ROSATI; VAN VLECK, 1998; TONHATI et al., 1998; VASCONCELLOS ; TONHATI,
2002; ROSATI; VAN VLECK, 2002; SENA et al., 2003; ALBUQUERQUE et al., 2005;
BARBOSA et al., 2006; SENO et al., 2006; MALHADO et al., 2007).

2.8 KAPPA CASEINA

A k-CN foi analisada pela primeira vez por Zittle e Custer (1966) e sua sequéncia

de 171 aminoécidos (aa) foi determinada posteriormente por Mercier et al. (1976 ab).


http://www.neb.com/nebecomm/products/productR0108.asp
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Devido a modificagbes pos-transcricionais, a k-caseina bovina apresenta numerosas
variantes genéticas ja identificadas (A, B, C, E, F, G, H, | e J), sendo que A e B sdo as
mais comumente encontradas (FOX e McSWENEEY, 2003). Em outro estudo com
bovinos, (KAMINSKI, 1996; BARROSO et al., 1998), foram observadas seis variantes
alélicas do gene da k-CN A, B, C, E, F e G, sendo que a k-CN consiste de 169
aminoacidos com regides variaveis nos codos 136 e 148 do éxon 3. A variante A
contém treonina no cédon 136 (ACC) e acido aspartico em 148 (GAT) e a variante B
contém isoleucina (ATC) e alanina (GCT). Yahyaoui et al. (2003) estudando o gene da
k-caseina (CSN3) observaram 5 éxons, estando a regido codificante para a proteina
contida nos éxons 3 (9 aa) e 4 (171 aa). Por sua vez, o éxon 4, contém uma regiao de
459 pares de bases (pb), que é responsavel pela maior parte da regido codificante para
a proteina k-CN (141 aa de um total de 171 aa).

Comparando os genotipos do tipo A e a do tipo B, este ultimo tem maior teor de
proteina, maior estabilidade ao calor e congelamento, reducdo do tempo de
coagulacdo, coalho mais consistente e mais 5-10% do rendimento de queijo
(BARROSO et al., 1998). O gendtipo BB da k-Cn determina uma melhor propriedade do
leite para a producéo de queijo (VIANA, et al., 2001). Em particular, o genétipo BB esta
associado com o coalho mais firme, com reducédo do tempo necessario para a formacgao
do coalho e com maior rendimento da producdo de queijo. A producdo de queijo &
baseada na clivagem do peptidio Phe-Met (fenilalaninametionina) da k-CN por enzimas
ou pelo calor (ANGIOLILLO et al., 2002).

As caseinas encontram-se dispersas no leite e estdo organizadas na forma de
micelas, compostas de as1-caseina, as2-caseina, [B-caseina e fosfato de célcio
coloidal. A k-caseina, Unica entre as caseinas que nao precipita na presenca do ion
calcio, encontra-se na superficie externa da micela, exercendo efeito protetor sobre as
demais caseinas. Por meio da acdo de enzimas proteoliticas, ocorre a hidrolise das
ligacbes 105 e 106 da k-CN (Figura 5), desestabilizando-a e expondo as demais
caseinas aos ions de calcio. A quebra desse efeito protetor permite a fabricacdo de

queijos e, dessa forma, a maior ou menor concentracdo de caseina e glébulos de
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gorduras retidos na coalhada iréd determinar o maior rendimento do produto. Mediante
essas informacdes a caseina apresenta maior teor em relacdo ao leite de bufala e,
assim sendo, o queijo mucarela elaborado com leite bubalino possui maior rendimento
industrial (FARKYE, 2004).

—_—
Quimosina
\ (renina ou
() ) coalho)
quimosina
K - caseina
| Phe ~ Met |
' 105 - 106 |

-Quimosina = renina ou coalho;

-Enzima obtida do 4° estomago do bezerro,
é extremamente especifica e quebra
apenas a ligagdo entre os aa. 105 e 106; l

169
Glico-macropeptideo ou macro peptideo

Hidrdlise — Paracaseina
Figura 5 — Coagulacao enziméatica no processo de fabricacdo dos queijos: Fonte:
http://www.farmacia.ufrj.br/consumo/disciplinas/t_gb_kit_ponto_isoeletrico_e_coagulacao_de_pr

oteinas.pdf

De acordo como esas informacdes fica demonstrado que a utilizacédo do leite de
bdfala, o qual apresenta maior teor de caseina, possui maior rendimento industrial na

producédo de queijo mucarela.

29 BETA LACTOGLOBULINA

Estudos sobre os genes das proteinas do leite, tais como Kappa-caseina e Beta-
lactoglobulina estdo associados com o desempenho da producdo de leite e tém uma
grande influéncia sobre a composicdo e as propriedades de processamento do leite (
NG-KWAI-HANG et al., 1997; MEIGNANALAKSHMI; MAHALINGA NAINAR, 2009 ). A
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B-lg esta situado no cromossoma bovino 11, codifica para um polipéptido de cadeia
Unica de 18 kDa, que compreende de 162 aminoacidos e ocorre em diferentes formas
alélicas (MEIGNANALAKSHMI; MAHALINGA NAINAR, 2001).

Beta-lactoglobulina € a mais abundante proteina de soro encontrada no leite dos
ruminantes sendo também um dos genes importantes que podem afetar caracteristicas
economicamente importantes no gado (BADOLA et al. 2003; TSIARAS et al., 2005).

O polimorfismo do gene da Beta Lactoglobulina foi descoberto em 1955
(ASCHAFFENBURG; DREWRY, 1955) e sao conhecidos um total de 15 alelos, estando
cinco destas variantes (A, B, C, D e E) bem identificadas (ORNER; ELMACI, 2006;
WALSTRA et al., 2006; MATEJICEK et al, 2007; MEZA-NIETO et al, 2007). Os alelos
comuns séo A, B, C, D e E, sendo os alelos A e B 0s mais frequentes. Estas duas
variantes de proteina tém pequenas diferencas quimicas entre elas, como por exemplo,
0S aminoacidos aspartato 64 e valina 118 na variante A foram substituidos por glicina e

alanina, respectivamente, na variante B (RACHAGANI et al., 2006).

Varios estudos foram realizados para investigar o efeito de genotipos B-lg na
producdo, composicdo e qualidade do leite. Foi descoberto que o gendtipo AA de B-Ig
teve um efeito favoravel sobre a producdo de proteina e uma associacao
significativamente maior no teor de gordura, proteina, caseina, proteina verdadeira, e
sélidos totais em comparacdo com a variante BB (MATEJICEK et al. , 2007; MEZA-
NIETO et al, 2010).

Em Bubalinos a B-lg possui um fragmento de 247 pb e esta localizada no éxon
IV, e a analise da técnica de PCR-RFLP utilizando enzimas de restricdo do tipo Hae llI
tem tido sucesso em estudos de polimorfismo genético em bovinos (BADOLA et al.
2003, 2004). O polimorfismo genético nao foi encontrado em varios estudos com B-Ig de
bafalos da raca Murrah na india (MEIGNANALAKSHMI; MAHALINGA NAINAR , 2009).
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Em bovinos o gene de B-lg consiste em 897 pares de bases (pb) e é localizado
no cromossomo 11 (EGGEN, SD). As diversas variantes diferem umas das outras por
substituicGes de um ou mais aminoacidos na sequéncia de proteina e as variantes mais
encontradas sdo: A e B (CREAMER, 2004). O alelo C incomum foi encontrado em
Jersey (australiano e alemé&o), a variante D foi observada em outras racas (Simental,
italiana Brown, Reggiana, Modenese, Modicana, Rendena) e as variantes E, F e G até
agora soO foram encontradas no sudeste asiatico, chamado de gado Bali, Banteng ou
Bos javanicus (FORMAGGIONI, 1999; NG-KWAI-HANG, 2003; CREAMER, 2004).

Aschaffenburg e Drewry em 1955, argumentaram que a B-lg foi a primeira
proteina lactea na qual o polimorfismo foi detectado e desde entdo, foram descobertos
polimorfismos nos genes que codificam as caseinas e grande parte das principais
proteinas do soro do leite bovino, representando cerca de 50% das proteinas do soro e
12% do total de proteina no leite. Dentre as cinco variantes genéticas principais, A, B,
C, D e E, da B-lg em bovinos, A e B sdo as mais frequentes, apresentando uma
molécula com 162 aminoacidos com peso molecular de 18,4 kDa (KONTOPODIS,
2004). A variante A possui acido aspartico na posicao 64 e valina na 118, enquanto a
variante B apresenta glicina e alanina nessas posi¢coes (FOX; MCSWENEEY, 2003).
Desde a descoberta dos alelos A e B desta proteina, o polimorfismo genético tem sido
foco de investigacbes por sua relacdo com caracteristicas de composicdo e
tecnoldgicas do leite (ORNER; ELMACI, 2006; WALSTRA et al., 2006).

A B-lg ndo esté presente em leite humano e de roedores, por exemplo, e embora
sua funcéo biblogica ainda néo esteja bem estabelecida, acredita-se que ela tenha um
papel no metabolismo do fosfato nas glandulas mamarias e no transporte da vitamina A
e outras moléculas hidrofébicas (acidos graxos) no tratro intestinal de neonatos. Essa
proteina é sintetizada em células epiteliais da glandula mamaria sob regulacéo da
prolactina (KONTOPODIS, 2004).

Foi constatado que B-Ig tem reducdo na concentracdo no soro lacteo em bufalas

de todos os grupos entre a fase inicial e a fase intermediaria da lactacéo, seguida de
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aumento no soro lacteo das bufalas primiparas (G1) e com mais de trés lactacbes (G3)
na fase final da lactagdo. Foi também observada uma diminuicdo da concentracédo
desta proteina no soro lacteo das bufalas com duas a trés lactacdes (G2) (RAIMONDO,
2013), assim como constataram diminuicdo da concentracdo desta proteina no soro

lacteo de fémeas bovinas ao longo da lactagéo.

Diante disso, faz-se necessario estudos que avaliem o perfil genético de bufalas

no sentido de melhorar a producao e rendimento do queijo mucarela pela industria rural.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo caracterizar os gendétipos do gene da
Kappa-caseina e Beta-lactoglobulina através da técnica de PCR-RFLP em bufalas
da raca Murrah no Estado de Pernambuco e correlacionar seus genotipos com a

producédo e composicao do leite e rendimento de queijo mucarela.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Extrair DNAgendmico de sangue dos animais (Bufalas);

v Amplificar o gene da Kapa-caseina e Beta-lactoglobulina com
oligonucleotideos especificos através da PCR (Reacado de Polimerizacdo em
Cadeia);

v Identificar o polimorfismo através da eletroforese em gel desnaturante (PCR-
RFLP);

v Identificar as possiveis variacbes alelicas da Kapa-caseina e da Beta-
lactoglobulina em bubalinos.

v" Avaliar a composicao do leite e rendimento do queijo de bufala a partir dos

genaotipos encontrados para Kappa-caseina e Beta-lactoglobulina.
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5. ARTIGO CIENTIFICO

COMPARACAO DOS GENOTIPOS KAPPA-CASEINA E BETA-LACTOGLOBULINA
COM A COMPOSICAO DO QUEIJO MUCARELA PRODUZIDO A PARTIR DE LEITE
DE BUFALAS DA RACA MURRAH
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COMPARISON OF KAPPA-CASEIN AND BETA-LACTOGLOBULIN GENOTYPES
WITH THE COMPQOSITION OF MUZZLE CHEESE PRODUCED FROM MILK OF
BUFFALO MURRAH

Isabella A. Ramalho!, Severino B. P. Barbosa®, Diogo M.F. Silval?, Elizabete C.
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ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the polymorphism in the kappa-casein and
Beta-lactoglobulin genes and to relate the characteristics of milk and mozzarella cheese
in Murrah buffaloes. A total of 300 animals were used and all 300 blood samples were
submitted to genotyping. For the analysis of the genetic polymorphism by PCR-RFLP
technique, 80 animals were selected from a technified farm. After the identification of the
genotypes, the same 80 buffaloes producing on average 8l of milk/day were used for
analysis of milk composition and production of cheese. In 100% of the analyzed
population, the genotypes BB were identified for k-casein and AA for B-lactoglobulin.
The combination of these genotypes showed potential for milk production with 6.47%
fat, 16.22% total solids and 3.94% protein; sufficient components to produce mozzarella
cheese with 4.63% fat, 14.47% total solids and 4.26% protein. The production of
cheese, based on the volume of milk (I) and mass of cheese produced (kg), was 5| of
milk to 1 kg of mozzarella cheese. In view of the above, the BB and AA genotypes for
the k-casein and B-lactoglobulin genes are related to the high quality of the milk and the
production of mozzarella cheese in Murrah buffaloes, resulting in a high homozygous
and a high monomorphism rate observed in the genetic loci analysed.

Key Words: candidate genes, genetic polymorphism, milk quality, cheese production,
CCS in buffaloes.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o polimorfismo nos genes da kappa-caseina e [eta-
lactoglobulina e relacionar com as caracteristicas do leite e queijo mucarela em bufalos
da raca Murrah. Um total de 300 animais foram utilizados e todas as 300 amostras de
sangue foram submetidas a genotipagem. Para a realizacdo da andlise do polimorfismo
genético por meio da técnica de PCR-RFLP, 80 animais foram selecionados de uma
empresa rural tecnificada. ApGs a identificacdo dos gendtipos, as mesmas 80 bufalas,
produzindo em média 8| de leite/dia, foram utilizadas para analise de composicédo de
leite e rendimento de queijo mucarela. Em 100% da populacdo analisada foram
identificados os gendtipos BB para k-caseina e AA para B-lactoglobulina. A combinacgéo
desses genotipos apresentou potencial para producdo de leite contendo 6,47% de
gordura, 16,22% de solidos totais e 3,94% de proteina; componentes suficientes para
producdo de queijo mucarela com 4,63% de gordura, 14,47% de sdlidos totais e 4,26%
de proteina. O rendimento do queijo, baseando-se no volume de leite (I) e massa de
queijo produzida (kg), foi de 5l de leite para 1 kg de queijo mucarela. Diante do exposto,
0s genodtipos BB e AA para os genes da k-caseina e B-lactoglobulina, estédo
relacionados com alta qualidade do leite e rendimento do queijo mucarela em bufalas
da raca Murrah, resultando numa alta taxa de homozigose e alto monomorfismo
observados nos loci génicos analisados.

Palavras Chaves: genes candidatos, polimorfismo genético, qualidade de leite,

rendimento de queijo, CCS em bufalas.

INTRODUCAO

A importancia dos produtos lacteos para o consumo humano em muitos paises esta
ligada diretamente ao importante papel do desempenho do rebanho bubalino no cenario
da producéo de proteina de origem animal. Estes animais destinados a atividade leiteira
apresentavam em 2000, um rebanho mundial de 47 milhdes passando para 59 milhdes
em 2011, ou seja, um aumento de 25,5%. No mesmo periodo, a producdo mundial de
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leite passou de 66,5 para 93 milhdes de toneladas de litro, representando um acréscimo
de aproximadamente 40% (FAO, 2013).

Nos ultimos anos houve um incremento significativo nas pesquisas realizadas em
diversos paises com objetivo de avaliar a variabilidade em genes codificantes de
proteinas do leite (as1-caseina, as2-caseina, B-caseina, k-caseina, B-lactoglobulina e
a-lactoalbumina) que apresentam algum efeito na producdo e na composicédo do leite
de varias espécies de interesse zootécnico. As proteinas do leite sdo constituidas por
caseinas na forma micelar (as1-caseina, as2-caseina, [-caseina e k-caseina),
proteinas soluveis do soro (B-lactoglobulina, a-lactoalbumina e albumina) e proteinas
pouco abundantes, tais como, lactoferrina, imunoglobulinas, glicoproteinas e enzimas
(Roncada et al., 2002).

Recentemente, o0s bubalinos tém recebido bastante atencdo nos estudos de
polimorfismos genéticos que acarretam variantes nas proteinas do leite Kappa-caseina
(k-cn) e Beta-lactoglobulina (B-Ig) por serem considerados animais economicamente
superiores aos zebuinos e bovinos. Esses animais sdo rusticos e apresentam uma
longa vida produtiva e reprodutiva dentro do rebanho, garantindo uma reducdo no custo
de producéo de leite (Verruma et. al., 1994; Malhado et al., 2008).

A k-cn estd em maior quantidade no leite bubalino e o processo de coagulagdo é
acelerado devido a uma menor quantidade de quimosina para a fabricacdo de queijos. A
B-lg ndo tem um papel definido na coagulacdo do leite, mas sua variabilidade protéica,
assim como a da k-caseina, apresenta relacbes com as caracteristicas de producéo,
qualidade e composicao de leite, bem como na producéo e rendimento de queijos
(Walstra et al., 2006; El-Salam; EI-Shibiny, 2011).

Para o gene da k-cn, em bovinos, foram descritas seis variantes genéticas: A, B, C, E, F
e G (Angiolillo et al., 2002). A influéncia destas variantes genéticas pode determinar o
tamanho, funcdes especificas das micelas e sua clivagem pela quimosina, responsavel
pela coagulacéo do leite (Yahyaoui et al., 2003), especialmente na fabricacdo do queijo
com alto rendimento. O leite contendo a variante genética B apresenta melhores
propriedades lactodinamicas do que o leite contendo as variantes genéticas A (Rahali;
Me'nard, 1991) E (Gravert et al., 1991), ou C (Macheboeuf et al., 1993). Portanto,
espera-se que individuos com o gendtipo BB para k-cn produzam leite de melhor
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propriedade para a producédo de queijo (Angiolillo et al., 2002).

Dentre as cinco variantes genéticas principais da B-Ig em bovinos, A e B sdo as mais
frequentes (Fox; McSweneey, 2003; Rachagani et al., 2006). A variante genética B foi
reconhecida como superior para a qualidade do leite em racas bovinas europeias,
enquanto a variante genética A estd associada com parametros de rendimento de
produtos lacteos (Strazalkowska et al., 2002). A relacdo dos aspectos fisiologicos e
adaptativos é de grande relevancia uma vez que os elevados niveis de sdlidos totais,
gordura, proteina, calcio e fosforo presentes no leite bubalino quando comparado ao do
bovino, apresentam menos agua e mais matéria seca que aumentam o rendimento na
elaboracdo de queijos, produtos fermentados e outros (Tonhati et al., 1996). Neste
contexto, o trabalho teve por objetivo avaliar o polimorfismo nos genes da k-cn e B-Ig,
caracteristicas fisico-quimicas e contagem de células somaticas do leite e queijo

mugcarela em bufalos da raga Murrah criados no Estado de Pernambuco.

MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos utilizados neste estudo foram revisados e aprovados pelo
Comité de Etica e Uso de Animais - CEUA, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, sob nimero de protocolo 23082/006150/2015-54.

Material biolégico e amostragem - Para obtencdo do DNA gendmico, foram coletados 5
mL de sangue total da veia jugular, usando tubos vacutainer contendo 7.5 mg de EDTA,
de 300 bufalas adultas da raga Murrah, provenientes de duas propriedades da regido da
Mata Sul (n=254) e uma propriedade do Agreste Meridional (n=46) do Estado de
Pernambuco, Brasil.

Andlises moleculares - O DNA gendmico foi extraido utilizando kit QlAamp DNA Mini
and Blood (Quiagen®) e posteriormente foi avaliado em gel de agarose a 0,8% por 30
min. As regifes analisadas nos genes da Kappa-caseina e Beta-lactoglobulina
corresponderam as amplificadas pelos primers 5CACGTCACCCACACCCACATTTATC-
3 e 5STAATTAGCCCATTTCGCCTTCTCTGT-3' (Mitra et al.,, 1998) e 5'-
TGTGCTGGACACCGACTACAAAAAG-3 e 5-GCTCCCGGTATATGACCACCCTCT-3’
(Karimi et al., 2009), respectivamente. As reacfes de PCR foram constituidas de 10 pl

de Top Tag MM, 2 ul de Coralload concentrate 10x, 5,6 uyL de RNase — free water
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(TopTaqTM Master Mix kit - Qiagen), 0,2 ul de cada par de primer (10 pmol) e 2 ul de
DNA, com um volume final de 20 ul. As condigbes de PCR foram as seguintes: um
passo de desnaturacao inicial a 95°C durante 4 min, seguido por 30 ciclos de 94°C
durante 1 min., 56°C durante 2 min. e 72°C durante 1 min e um passo de extensao final
de 72°C durante 10 min. Os produtos de amplificagdo foram corados com Blue Green
Dye (LGC Biotecnologia) e submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2% em
tampéao TAE 1,0 X com corrida a 100 V por 50 min.

Para determinacdo dos genotipos pela técnica do PCR-RFLP foi realizada a digestao
dos produtos de amplificacdo dos genes da Kappa-caseina e Beta-lactoglobulina em
reagOes separadas utilizando-se as endonucleases Hind Il e Hae IIl (Thermo Scientific),
respectivamente. Cada reacéo foi constituida por 1,0 ul de tampé&o de enzima, 10 ul de
DNA amplificado, 1,0 yl de enzima e 8,0 uyl agua ultrapura, totalizando 20 ul. As
amostras foram incubadas a 37°C durante 3h e inativada a 65°C e 80°C por 20 min. Os
produtos da digestdo enzimética foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
(3%), corados com Blue Green Dye (LGC Biotecnologia), em tampéao TAE 1,0 X (100 V
por 1 h e 30 min.). Os géis foram visualizados sob luz ultravioleta e fotodocumentados
para avaliacdo dos produtos da PCR, e os tamanhos dos fragmentos foram estimados
usando como referéncia a migracdo de um marcador de 50 pb (DNA ladder, 50pb -
Qiagen).

Andlises da composicéo do leite - ApoOs a determinacdo dos genétipos da populacéo
em estudo, 80 bufalas com os mesmos gendtipos para 0s genes da Kappa-caseina e
beta-lactoglobulina, provenientes de uma empresa rural da regido da Mata Sul de
Pernambuco que se disponibilizou a participar das analises de composi¢cdo do leite,
foram utilizadas no estudo de andlises fisico-quimicas (teores de gordura total, proteina
total, caseina e sélidos totais) e contagem de células somaticas (CCS) do leite. As
amostras individuais de leite foram coletadas e transferidas para frascos plasticos de 40
mL contendo o conservante Bronopol® (2-bromo-2-nitropropano-1,3-propanodiol). Apos
a homogeneizacdo para completa dissolugdo do conservante, as amostras foram
devidamente acondicionadas em recipiente com isolante térmico e enviadas ao
Laboratério de Analise de Qualidade de Leite da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (PROGENE-UFRPE). A composicao do leite foi analisada pelo método de
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espectroscopia no infravermelho meédio (IDF 1996), utilizando-se o equipamento
eletrdnico Bentley Combi 2300. Para a CCS (IDF 1995), foi empregado o método de
citometria de fluxo por meio do equipamento eletrénico IBC Bentley.

Andlises da composicdo e rendimento do queijo - Para analise de composicédo e
rendimento, o queijo mucarela foi processado a partir da utilizagdo de um pool do leite
da ordenha das 80 bufalas citadas anteriormente. O processamento do queijo foi
realizado em cinco dias diferentes e, em cada dia, foi obtida uma amostra do queijo
para as analises requeridas totalizando cinco amostras. A metodologia utilizada no
processamento do queijo mucarela foi de acordo com o fabricante da industria queijeira,
tendo sido utilizados 5 litros de leite para producdo de 1kg de massa de queijo. As
amostras obtidas do queijo foram analisadas quanto a proteina total, gordura total e
sélidos totais segundo as recomendacdes do (MAPA, 2003). As coletas de leite e queijo
foram realizadas no més de setembro do ano de 2016.

Andlises estatisticas. Os dados obtidos da composicdo do leite e do queijo e do
rendimento do queijo mucarela foram avaliados pela estatistica descritiva (medias e
desvios-padréo) para cada componente analisado. O rendimento do queijo mucarela foi
estimado de duas maneiras:

a) rendimento em funcdo dos teores de proteinas (%P) e gordura (%G) do leite
utilizando a féormula descrita por (Del Prato, 1998).

Rendimento do queijo mucarela = ((3,5 x %P no leite) + (1,25 x %G no leite)) — 0,088.

b) rendimento baseado no volume em litros de leite necessario para a elaboracéo de 1

kg de queijo (L/kQ).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Perfil genotipico

No presente estudo, os produtos da amplificacdo para os genes da Kappa-Caseina (k-
cn) e Beta-Lactoglobulina (B-Ig) geraram fragmentos com comprimentos de 379 pb e
247 pb, respectivamente. A digestdo dos produtos de PCR com a enzima Hind Il para
0 gene k-cn gerou dois fragmentos: 225 e 154 pb, que correspondeu ao genotipo BB; e

a digestdo com Haelll para o gene da B-Lg também gerou dois fragmentos: 148 e 94
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pb, que correspondeu ao gendtipo AA (Fig. 1). No rebanho estudado da raga Murrah,
foram identificados apenas o alelo B para o gene da k-cn e o alelo A para o gene da B-
lg.

O tipo de caseina da proteina do leite € um fator importante que afeta a firmeza do
coalho, além da qualidade e o rendimento do queijo (Lawrence, 1993). Aleandri et al.,
(1990), observaram que a firmeza do coalho € um dos principais fatores que podem
afetar significativamente a producdo de queijo e outro fator € o baixo teor da gordura.
Alguns gendtipos, tais como o do tipo B da k-cn, estdo diretamente relacionados com o
tamanho das micelas de caseina e resulta em melhor formacéo do coalho. O gendtipo
BB para a k-cn também foi encontrado por outros autores (Pipalia et. al., 2001; Otaviano
et. al., 2005; Jaayid et al., 2013). Singh et al., (2005), encontraram duas variantes (A e
B) para locus de k-cn nas racas Murrah e Bhadawari, porém identificaram a presenca
de monomorfismo para o genétipo BB em bufalo das racas Surti e Mehsana. Pipalia et
al., (2001), na india, e Otaviano et al., (2005), no Brasil, também encontraram
monomorfismo (BB) para este gene em bufalos.

O gendtipo identificado para a B-lg foi AA e foi o mesmo encontrado por Badola et al.,
(2003); Karimi et al., (2009), para bufalos Murrah e Bhadwari, respectivamente. Varios
estudos foram realizados sobre o efeito dos gendtipos da B-Ig sobre a producao de leite
tendo o gendtipo AA demonstrado efeito favoravel sobre a quantidade de proteinas,
rendimento na producdo de leite (Bovenhuis et al., 1992) e maior estabilidade térmica
do leite (Fox; McSwenney, 2003). Robitaille et al., (2002) observaram que bufalos com
0 gendtipo AA produziram maior proporgao de B-lg, menor proporgéo de a-lactalbumina
e uma tendéncia para diminuir a concentracdo de caseina no leite em relacdo aos
animais de gendtipo BB. Diante do exposto, deve-se considerar que a populacdo pode
resultar de acasalamentos endogamicos, o que resulta em aumento da homozigose e

consequentemente no monomorfismo observados nos locos génicos analisados.

Composicao do leite e do queijo, CCS, rendimento do queijo

Para o estudo de composicao do leite e queijo, foram avaliadas as condi¢cfes sanitarias

das bufalas para que nédo houvesse interferéncia na qualidade dos resultados. Dessa
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forma, cada animal foi avaliado para a mastite clinica por meio de observacédo de
alteracdes no leite, pelo teste da caneca telada ou de caneco de fundo escuro, de sinais
da inflamacdo como a presenca de dor e edema no uUbere e modificacdo das
caracteristicas da secrecao do leite. Para a mastite subclinica, foi realizado contagem
de células somaticas (CCS) por citometria de fluxo.

O valor médio de CCS obtido das 80 amostras de leite bubalino foi de 64.323
células/mL. Este valor estd de acordo com os valores referenciados como padrdo de
normalidade do leite de bufalas (Ceron-Mufioz; Tonhati; Duarte, 2002). O resultado
apresentado indica a excelente qualidade do leite no que se refere a CCS, o que
favorece a sua industrializacéo para a fabricagdo do queijo mucarela e ainda pode ser
considerado como reflexo do bom estado de saude do Ubere das bufalas do rebanho.
Esse parametro é de extrema importancia para avaliagdo da qualidade do leite do
tanque e para que o produtor obtenha a remuneragéo adequada pelo produto. Diversos
autores encontraram valores médios das contagens de células somaticas no leite
normal de bdfalas apresentando resultados variaveis entre 50.000 e 375.000
células/mL, com média de 140.000 células/mL (Silva; Silva, 1994), e entre 50.000 e
100.000 células/mL (Galiero; Morena, 2000).

A média encontrada para gordura do leite foi de 6,47% + 1,53, valor aproximado aos
encontrados por Cunha Neto et al., (2005) entre abril e junho (6,82%), Seno; Cardoso;
Tonhati, (2007), entre maio e outubro (6,89%), Costa Filho et al., (2014), na estacao
seca do ano (5,76%) e Pignata et al., (2015), que obteve média de 4,26%. A maior
concentracéo de gordura no leite de bufalas, durante a época seca, pode ser atribuida a
concentracdo desses componentes na glandula mamaria devido a menor producéo de
leite dos animais nesse periodo. Porém, vale ressaltar que a gordura se apresenta
como o constituinte mais variavel no leite e assume valores entre 55% e 8,5%,
podendo chegar até 15% (Venturini; Sarcinelli; Silva, 2007; Varrichio et al., 2007; Costa
Filho et al., 2014). A gordura é o constituinte do leite que apresenta maior valor
econdmico, sendo utilizada na producdo de derivados, contribuindo para o sabor
caracteristico e melhorando a textura dos mesmos. Sob o ponto de vista nutricional, os
lipideos apresentam niveis apreciaveis de acidos graxos essenciais ao organismo
(Oliveira, 2004).
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Em nossos resultados, no més de setembro, o teor de sdlidos totais do leite foi de
16,22% + 1,59. Esse valor encontra-se dentro da faixa dos teores solidos do leite de
bdfalos que varia de 15% a 17% segundo (Amaral et al., 2005). Putra et al., 2015,
avaliando quatro rebanhos distintos entre os meses de julho a janeiro, no Norte de
Sumatra, encontrou valores que oscilaram entre 15,70 e 17,88%. Costa Filho et al.,
2014, também encontraram valor de 15,66%, na época seca ha regido Nordeste do
Brasil, entretanto, Pignata et al., 2015, reportaram valor menor (12,02%). Os sélidos
totais sdo parametros importantes para industria de lacteos, pois sua propor¢cao no leite
indica rendimento industrial na fabricacéo de queijos (Araujo et al., 2011).

No presente estudo, a percentagem média de proteina no leite foi de 3,94% + 0,43, e
68% deste total correspondeu a caseina (2,68% * 0,02). Das proteinas totais de leite de
bdfala, aproximadamente 80% sdo caseinas e 20% sdo tracos de outras proteinas
como beta-lactoglobulina, alfa-lactalbumina, imunoglobulina e lactoferrina (Livney,
2010). Os valores encontrados estdo dentro de parametros reportados por outros
autores (Rosati; Van Vleck, 2002; Amaral et al., 2005) (Tabela 1).

O potencial de producédo do queijo mucarela depende em grande parte da composicao
do leite em gordura e proteina, sendo a proteina responsavel pela firmeza e
estiramento, caracteristicas essenciais no processamento do queijo mucarela (Murtaza
et al., 2008; Jana; Mandal, 2011), bem como a contagem de células somaticas (CCS),
pasteurizacdo, tipo de coagulante e parametros de fabricacdo, entre outros (Fenelon;
Guinee, 1999). Com os valores obtidos para os parametros proteina e gordura foi
possivel produzir, em média, 21,79kg + 2,47 de queijo mucarela para cada 100 litros de
leite. Essa estimativa esta de acordo com o preconizado pela industria leiteira que
calcula o rendimento do queijo baseando-se no volume de leite (5 L) utilizado para
produzir um kg de queijo. Portanto, a férmula de Del Prato, (1988) pode ser util para
avaliar o rendimento do queijo apenas com as informacdes do componente do leite.

O queijo mucarela obtido no presente estudo apresentou 4,63% + 0,27 de gordura,
14,47% £ 0,56 de sdlidos totais e 4,26% * 0,18 de proteina (Tabela 1). A composi¢éo do
queijo mucarela depende do tipo de leite utilizado e do procedimento para a sua
fabricacdo (Jana; Mandal, 2011; Putra et al., 2015), entre os meses julho e janeiro,
encontrou valores de gordura no queijo que variaram de 3,79% a 10,13%. Além da
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forma de processamento, o teor de gordura do queijo depende do teor de gordura no
leite, mas no processo de fabricacdo do queijo existe a possibilidade da perda de
gordura durante o processo de aguecimento a uma temperatura superior a 80 ° C (Fox
et al., 2000). Apesar de néo ter sido encontrado polimorfismo para os genes estudados,
todas as bufalas avaliadas apresentaram genotipo BB para o gene na Kappa-caseina e
AA para o gene da Beta-lactoglobulina.

CONCLUSOES

Os bdfalos da raca Murrah, nas regides do Agreste e Mata Sul de Pernambuco,
apresentaram apenas 0s genotipos BB e AA para os genes da kappa-caseina e Beta-
lactoglobulina respectivamente. Sendo esses resultados relacionados, com alta
qualidade do leite e rendimento do queijo mucarela de bufalas, observamos que néo
ocorreu diferencas significativas entre elas, confirmando assim, que os valores
encontrados em nossas analises estdo dentro dos parametros utilizados pela industria.
Contudo, a falta de variabilidade genética nos dois locos génicos também pode ser
resultante do processo de selecao durante décadas para obtengédo de animais com bom
potencial leiteiro. Diante do exposto, deve-se considerar que a populagéo pode resultar
de acasalamentos endogémicos, o0 que resulta em aumento da homozigose e

consequentemente no monomorfismo observados nos locos génicos analisados.
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FIGURAS

Figura 1. Eletroforese de produtos de PCR e PCR-RFLP do gene da k-Cn (379pb) e B-
Lg (247pb). M - Marcador de 50pb; CN - controle negativo; k-Cnh — Produto de
amplificagdo da k-Cn; 1 e 2 - Produtos de digestdo da k-Cn, padrdo de bandas de
225pb e 154pb; B-Lg — Produto de amplificacédo da B-Lg; 3 e 4 - Produtos de digestao
da B-Lg, padrdao de bandas de 148pb e 99pb. k-Cn - Kappa-Caseina, B-Lg- Beta-
Lactoglobulina
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Tabela 1. Composi¢éo do leite e do queijo mucarela de bufalas com genoétipos BB e AA

para os genes da k-Cn e 3-Lg, respectivamente.

Parametros Leite Queijo
Proteinas (%) 3,94 £ 0.43 4,26 £0.18
Caseina (%) 2,68 £ 0.02 -
Gordura (%) 6,47 £ 1.53 4,63 +0.27
Sélidos totais (%) 16,23 + 1.59 14,47 + 0.56
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A combinacdo desses dois genoétipos contribuiu para que 0s animais
apresentassem as caracteristicas desejaveis para producao de leite e queijo com
gualidade e bom rendimento. Assim sendo, esse SNP (single nucleotide
polymorphism) pode ser utilizado como marcador molecular para identificagao
induvidual e de pureza racial e para avaliacdo de produtos de origem. E por fim
0s genotipos identificados podem ser utilizados para melhoramento genético de

rebanhos bubalinos leiteiros.



7. ANEXOS

5& i“-‘
A=

-‘%é“wﬂigﬂ BT

Universidade Federal Rural de Pernambuco f I 2!, 20 f q

% Rua Dom Mancel de Medeiros, sin,
____ UFRPE Dois frmdos - CEP: 52171-900 - Recife/PE

“’f*u\\ f" 2 4*,;,'"?

Comissio de ética no use de animais - CEUA- C-02

Licenga para o uso de animais em experimentaciio e¢/ou ensino

O Comité de ética no uso de ani_mais CEUA da Universidadé Federal Rural de
. Pernambuco, no use de suas atribuigBes, égtoriza a execugdo do projeto descriminado
abaixo. O presente projeto t_élmi..)ém se encontra de acordo com as normas vigentes no
Brasil, especialmente a Lei 11794/2008.
“Ntmero da licenca 02/ 2017
Ndmero do Pprocesso 23082/006150/2015-54

Data de emissdo da licenga | 06 de fevereiro de 2017

Titulo do Projeto . | Avaliacfo do efeito do polimorfismo do genes da Kappa-
‘caseina e beta-lactoglobulina-na composi¢io do leite e

rendimento do queijo de biifala no estado de Pernambuco .

Finalidade (Ensino, E Pesquisa

Pesquisa, Extensdo)

Responsavel.pela Manoel Adrido Gomes Filho .

‘execugio do projeto '

Colaboradores Izabella de Albuquerque Ramalho, Aurea Wischral,
e Severino Benon¢ Paes Barbosa; Jamilly Lopes_de

M‘ace&b; Diego de Souza Dantas; Ericka Femnda
.| Ferreira de Queiroz; Ellen Cordeiro Bento da Silva; Carla

Lopes Mendonga

Tipo de animal e Bubalinos: Linhiagem Murrah, idade: 4anos. 10 Machos &
.quantidade total autorizada | 290 Fémeas. Total: 300

o DY Tl Amories
" Coordesadora CEUA

Wf@ oo Sl W
Profa.. Dra Marleyne José Afonso Accioly Lins Ammlm
(Coordenadora da CEUA-UFRPE)

67



