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Resumo

A autenticidade alimentar e a rotulagem incorreta dos alimentos sao atualmente
temas que preocupam as autoridades para a seguranca alimentar de cada pais. A técnica da
reagao em cadeia da polimerase (PCR) tem-se revelado uma técnica bastante util na identifi-
cacao de espécies animais. Dois kits comerciais de PCR em tempo real, baseados na pesquisa
do DNA mitocondrial, utilizando primers especificos para suino (Sus scrofa) e para bovino
(Bos taurus), foram validados para a sua utilizagdo em produtos carneos. Os kits SureFood®
ANIMAL ID Pork Sens Plus V e SureFood® ANIMAL ID Beef (R-Biopharm) revelaram-se
bastante precisos, sensiveis, especificos e robustos, podendo ser aplicados em produtos ali-
mentares processados. Utilizando estes dois kits analisaram-se 137 amostras comerciais ten-
do sido obtida uma percentagem de 5,1 1% de produtos alimentares a base de carne adulte-

rados.

Palavras-chave: Autenticidade, PCR em tempo real, identificagao de espécies, suino,

bovino.



Abstract

The authenticity of food and incorrect labeling of food is currently subject s of con-
cern to the authorities for the food safety of each country. The use of polymerase chain re-
action (PCR) has proven to be a useful technique for the identification of animal species.
Two commercial kits for real time PCR with mitochondrial DNA-specific primers to pork
(Sus scrofa) and beef (Bos taurus) has been validated for use in meat products. The kits
SureFood® ANIMAL ID Pork Sens Plus V and SureFood® ANIMAL ID Beef (R-Biopharm)
has been proved fairly accurate, sensitive, specific, robust and can be applied in processed
food products. A hundred and thirty seven commercial samples of meat products were ana-

lyzed with the mentioned kits and 5,1 1% of analyzed foodstuffs presented incorrect labels.

Keywords: Authenticity, real time PCR, species identification, pork, beef



Indice

A= Yo [T el T T=T 1 1o TN iv
RESUIMIO cuuiiirrnniiiinnnneccinnneeiccessseecssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnee vi
2 o 1 o T of o vii
INICE ceecuirerncnrecnninnncnsiensisncasesnsessascsstssassasasssssasasssssssassssasssssssassssasssssssassssssssssssssssses viii
INAICE A FIGUFAS c...ucueeeeeeeeeerereeeeesesesesesenesssssssesesesesssssssesssesesssssesssesesessssasssssesssessnsaseses X
INICE AE TADEIAS ceevueereeeerrenererereesesenesesessesesesssesessesesssssesssssessssssessssssessssssesssseseses Xii
Lista de abreviaturas e Simbolos......ccccccceiiirrneciiitinniciinnnnciiennsecscccnssesscessssessesssssecens xiii
L@k T o 11 1] [ 2 PPN |
{121 5 o o [T ot~ T o 2P |
Ll INEFOAUGAO. ..ttt ere b e b b e s b esssbesssbesssbesessebensesensesessasesensesennene 2
.2 Enquadramento da EMPIresa ...t secesesseseesessas e astesessastenenns 3
@1 11T Lo 3 | RPN 4
FuNdamento TEOKICO .uciiirneiciirnneccienneeicccrssessessssessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssees 4
II.1 A seguranga alimentar e a autenticidade..........cccocoeueeeeeeririreceererenccereecer e eeesseeenenns 5
[1.2 MELOAOS ANANITICOS ....cvevveeeeeieireiececte ettt ettt e sttt s s s se s s s s e e e s et esesasessnesesanan 6
[1.2.1 Reacao em cadeia da POIIMEIASE......c.coiviurirurerenecinecieee sttt sttt sttt st 7

[1.2.2 PCR emM TemMPO Rl ...ttt ettt sttt st sttt Il

I1.3 Infraestruturas num laboratorio de PCR ...ttt 15
[I.3.1 Zona de preparagao da reagao de PCR...........ornccesreseseetses ettt 16

[1.3.2 Zona de extragao de ACidos NUCIBICOS .......cceueeeeeeeeeeeeeee s s anans 16

[1.3.3  Zona de amMPlifiCACAO0 .....cccurireuricericeeieeri ettt sttt sttt st 17

[1.3.4 Zona de detegao de produtos de PCR........ccrnninincineiseseseeieseieessesteesessessesseaseeseene 17

1.4 Controlos utilizados NO PCR.........e ettt et ae e s s aan 18
1.5 Validacao de meEtodos analitiCOS........cmviiririeeiriiercitcrecreetcree s s s s ssessesesensenen 18
[L5.]  Pardmetros de Validaga0.......ccceeeeeeeeeeeeee s s s s s s s s sas s s sasanann 20

II.6 Adulteracao de produtos carneos € SUA dELEGAD .......couveeueerereueueereseeueerereeseeseseeessaseenenns 22
[1.6.1 Integridade do DNA e inibidores de PCR ...t 23
[1.6.2  MELOAOS ANANILICOS ..evuvrererrreerircerieeniseesieassessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssnses 26

[1.6.3 Estudos de autenticidade de produtos CAMMEOS ........c.cceeurueueuremremreneieineisensesisesessesseaseasesseens 28


file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Tese/Métodos%20de%20biologia%20molecular%20aplicadas%20à%20segurança%20alimentar%20-%20identificação%20de%20espécies%20de%20bovino%20e%20suino.doc%23_Toc358987949
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Tese/Métodos%20de%20biologia%20molecular%20aplicadas%20à%20segurança%20alimentar%20-%20identificação%20de%20espécies%20de%20bovino%20e%20suino.doc%23_Toc358987950
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Tese/Métodos%20de%20biologia%20molecular%20aplicadas%20à%20segurança%20alimentar%20-%20identificação%20de%20espécies%20de%20bovino%20e%20suino.doc%23_Toc358987953
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Tese/Métodos%20de%20biologia%20molecular%20aplicadas%20à%20segurança%20alimentar%20-%20identificação%20de%20espécies%20de%20bovino%20e%20suino.doc%23_Toc358987954

L@k 1o 1T [T | | N 29

Parte EXperimental ........eiiieinnneiieiiinnneienisnnneecssssnnnsesssssssessssnssessssssssssssssssssesssssnns 29
[T Materiais € MELOAOS .....c.cocueeeicirietricireeireetrtee ettt st s st s st st st sseeseas 30
LT T AMOSEIAZEIM ..eoereeeecierenreneeseieasessessessesesessessessess e s sttt sstastas et sst st bbb sesstasenssncens 30
T2 MALEIIAIS «.ecveeeeeeeeneenceeeseusesseaeeactsessesseaseas et ssessesseas e s s sttt s sttt sttt bbb sesstaseassacens 30
1.3 REAGENTES ...ttt ettt ess sttt sttt st st st sttt stas st 31
[H1.1.4 EQUIPAMENTOS «..cueniueinceiceecesecustcasteaseesstsesstesses st esstse sttt stas et se s sttt senssstassseasssencs 31
NI1.5 EXEragao do DINA ...ttt ss s sse s sss s st ssessssasessssssssessssssssnes 32
l.1.6 Qualidade e quantidade do DINA.........cconcrcrereececrersesesee et ssessessesssaeene 35
N.1.7 AMPlIficagao do DINA ...ttt ettt e st esseasens s sne 35
[1.1.8 Material de REfEr&NCia ....c.cccuucecueuremrieecicireieeseeecreisesseseeae et sessesseas et sesseasens e ens 36

I T.9 ValiAGAO.....cueeeeeeeicineecicieie et sas s s sss s sas st sss s ess s s e st ssessssasssstans 38
[1.1.10 Aplicagao do método a produtos comerciais a base de carne...........cocoeeveereveereneereneereneenenee 39

1.2 RESUIAOS ... ssae 41
[11.2.1 Material de REfErENCIA ....c.vcvceeeemcmicecicrreneeecetenseseete ettt ssessesseasasenns 4|
[11.2.2 ValIAGAO.....euceueeeeeeceneneieicineia s esesse st essessesse s ess s sas st es b eae s ssesasessesns 42
[11.2.3 Aplicagao do método a produtos comerciais a base de carne........cceoeeeveerereereneerencerencenenee 51

[11.3 Discussao de ReSUIAOS .........ccocueurericucirineciciritccin ettt st ssaseeaenes 54
CONCIUSAOD cocununnnnnnneeeieneciiissnnnneeteeeeccssssssssnneeeessscssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 61

Referéncias Bibliograficas ....cccccceevvunneeeiincccisiinnnnnnneeecccsssssssnnnnneeecccssssssnsssssenscscssssnnns 63


file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Tese/Métodos%20de%20biologia%20molecular%20aplicadas%20à%20segurança%20alimentar%20-%20identificação%20de%20espécies%20de%20bovino%20e%20suino.doc%23_Toc358987971
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Tese/Métodos%20de%20biologia%20molecular%20aplicadas%20à%20segurança%20alimentar%20-%20identificação%20de%20espécies%20de%20bovino%20e%20suino.doc%23_Toc358987972

indice de Figuras

Figura |: Esquema representativo de dois oligonucleotidos (primer F e primer R)

desenhados para identificar 0 geNe AlVO ...ttt 8
Figura 2: Representacao esquematica de um ciclo de PCR........cccooourveennncncnnncncnncccenenes 10
Figura 3: Principio da sonda TagMan® ............c.cccnicmnicricnnicnicnicnicnicniesssessesssscsens 13
Figura 4: Curva de amplificagao de PCR em tempo real ........c.cocecveeurenevccenenenccenenencceneneeennanes I5
Figura 5: Disposicao recomendada de um laboratério de PCR.........coeeurrivccnnncncnncccannes |7
Figura 6: Representaciao esquematica de precisao e exatidao de um método.........ccceeueunee. 21

Figura 7: Protocolo de extracio de DNA de amostras de sementes e de produtos

COMENCiais @ base d@ CAINE ...ttt sens 33
Figura 8: Protocolo de extragao de DNA de amostras de tecido animal ..........cccececureececucunene. 34
Figura 9: Detegao de produtos de PCR em gel de agarose a 3 %......cccccoeuvuvevecurencnccunencnccunenes 41
Figura 10: Detecao de produtos de PCR purificados em gel de agarose a 3 % .........ccccuc...... 42

Figura 11: Curvas de amplificacdo das aliquotas utilizadas no teste de repetibilidade do
Método de Pesquisa A& DOVINO........cccururiecuririrecieiriecieir ettt ettt seaes 43
Figura 12: Curvas de amplificacdo das aliquotas utilizadas no teste de repetibilidade do
MELOdo de PESQUISA A SUINO w.cuceueueucuuiricucieieicaciee ettt ae st st s st s st seaen 43
Figura 13: Curvas de amplificagao da série de diluicoes utilizada no teste do limite de
detecao do método de pesquisa A SUINO .......cccccueureeecurerircucurininecereseees st ess st ssestesessanes 45
Figura 14: Curvas de amplificacao da série de diluicoes utilizada no teste do limite de
detecao do método de pesquisa de DOVINO.......ccc.ueeeurericcerenireeinreecre e senes 46
Figura 15: Detecao de produtos de PCR em gel de agarose a 3 % das espécies para os
testes de eSPECfiCidade ..ot 47
Figura 16: Curvas de amplificagao das varias espécies utilizadas no teste de especificidade
do método de pesquisa A€ DOVINO.......c.c.cueccururecuerrereccericcrre et ese et ess st ssa e eseenes 48
Figura 17: Curvas de amplificagao das varias espécies utilizadas no teste de especificidade
do Método de Pesquisa A SUINO ......cccceueeeeurerecucrrericereeeeerse st ess e esesessasesesessaseaesesenes 48
Figura 18: Curvas de amplificagao do controlo interno das varias espécies utilizadas no
teste de especificidade do método de pesquisa de SUINO..........cccccueurerecueurenecucerenerceereneceeneneeaenne 48
Figura 19: Curvas de amplificagao das amostras A, B, C e D na pesquisa de suino............... 49
Figura 20: Curvas de amplificagdo do controlo interno das amostras A, B, C e D na
PESQUISA AE SUINO c.cereeueiiecucneiricieueeseeaessesesesesees e s asesese st s e tae s a e s s e tae e s atseaessatacaessantacaesanes 49

Figura 21: Curvas de amplificagao das amostras E, F, G e H na pesquisa de suino................ 49


file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Tese/Métodos%20de%20biologia%20molecular%20aplicadas%20à%20segurança%20alimentar%20-%20identificação%20de%20espécies%20de%20bovino%20e%20suino%20(Reparado).doc%23_Toc358842357
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Tese/Métodos%20de%20biologia%20molecular%20aplicadas%20à%20segurança%20alimentar%20-%20identificação%20de%20espécies%20de%20bovino%20e%20suino%20(Reparado).doc%23_Toc358842361
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Tese/Métodos%20de%20biologia%20molecular%20aplicadas%20à%20segurança%20alimentar%20-%20identificação%20de%20espécies%20de%20bovino%20e%20suino%20(Reparado).doc%23_Toc358842366
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Tese/Métodos%20de%20biologia%20molecular%20aplicadas%20à%20segurança%20alimentar%20-%20identificação%20de%20espécies%20de%20bovino%20e%20suino%20(Reparado).doc%23_Toc358842366

Figura 22: Curvas de amplificagao do controlo interno das amostras E, F, G e H na pesquisa
A€ SUINO ettt sttt sttt 50
Figura 23: Curvas de amplificagao das amostras |, J, K, L e M na pesquisa de suino.............. 50

Figura 24: Curvas de amplificacao do controlo interno das amostras |, J, K, L e M na

PESQUISA AE SUINO c.ceeeueiincucuriricaeueesteaeasese e ses st s et ese st a st sttt s st sssstaeaessataeaesssnen 50
Figura 25: Curvas de amplificagao das amostras N, O e P na pesquisa de bovino................. 51
Figura 26: Curvas de amplificagao das amostras Q, R, S e T na pesquisa de bovino............. 51

Figura 27: Representacao grafica comparando o numero de amostras analisadas e de
adulteragoes com carne de suino em diferentes PaiSes........cococrrcveueurerereucerireneerreneseneeresesenessenenene 59
Figura 28: Representacao grafica comparando o numero de amostras analisadas e de

adulteragoes com carne de bovino em diferentes Paises.........cococvceurereveeererencceneneseenneneseensenenene 60



indice de Tabelas

Tabela I: Sondas mais comuns utilizadas no PCR em tempo real.........cccocoeveureenencunncnccunenence 14

Tabela 2: Produtos alimentares a base de carne utilizados para determinar a robustez dos

OIS METOAOS ...ttt sttt sttt st st s st 40
Tabela 3: Determinagao da repetibilidade dos métodos de pesquisa de bovino e suino......42
Tabela 4: Determinagao da precisao intermédia inter-dia .........cococeeeeeeerenenccerenenescenenesecenenenene 44
Tabela 5: Determinagao da precisao intermédia variando o operador.........c..ceceeeeureeevccurunence 44

Tabela 6: Série de diluicoes utilizada para estabelecer o limite de detegao do método de
Pesquisa de DINA d SUINO ...ttt s st s st ssaees 45
Tabela 7: Série de diluigcoes utilizada para estabelecer o limite de detecao do método de
Pesquisa de DINA de DOVINO ...ttt ettt sees 45
Tabela 8: Racio A, /A,;, € concentragio das amostras utilizadas nos testes de
ESPECIICIAAAR ..ttt ettt ettt 46
Tabela 9: Resultados do estudo de autenticidade de produtos a base de carne
comercializados €M POrtUGAl ...ttt eeeae 52

Tabela 10: Resultados de adulteragoes obtidos em diferentes paises.......c.ccceeevecurerenccunenenee 58



Lista de abreviaturas e simbolos

°C: graus Celsius

®: marca registada

ML: microlitros

A, absorvancia a 260 nm

A, absorvancia a 280 nm

bp: pares de bases

CE: Comunidade Europeia

C;: threshold cycle

DNA: acido desoxirribonucleico

dATP: desoxiadenosina trifosfato

dCTP: desoxicitosina trifosfato

dGTP: desoxiguanina trifosfato

dNTP: desoxirribonucleétidos trifosfatados
dTTP: desoxitimina trifosfato

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay
EUA: Estados Unidos da América

g: forga de aceleragao

h: horas

HCI: acido cloridrico

HPLC: cromatografia liquida de alta performance

IEF: focagem isoelétrica



KCI: Cloreto de Potassio

mg: miligramas

Mg”*: ides de Magnésio

MgCl,: Cloreto de Magnésio

min: minutos

mL: mililitro

mM: milimolar

MR: material de referéncia

mtDNA: DNA mitocondrial

NaCl: Cloreto de Sédio

NCBI: National Center for Biotechnology Information

nm: nanémetros

NP: norma portuguesa

nDNA: DNA nuclear

OGM: organismo geneticamente modificado

PCR: reagao em cadeia da polimerase

PCR-RAPD: PCR- Random Amplification of Polymorphic DNA
PCR-RFLP: PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism
PCR-SSCP: PCR- Single-Strand Conformation Polymorphism
Primer F: primer forward

Primer R: primer reverse

RNA: dcido ribonucleico

SDS-PAGE: dodecil-sulfato de sédio-gel de eletroforese de poliacrilamida

seg: segundos



TBE: tampao Tris Borate EDTA

TE: Tris-EDTA

™. marca registada (do inglés tradmark)
UE: uniao europeia

UV: ultravioleta

V: volt



Capitulo |

Capitulo |

Introducado




Capitulo |

1.1 Introducao

O conceito de seguranga alimentar foi criado e tem vindo a impor-se de forma
crescente ao consumidor e consequentemente a industria, fruto de uma evolugao dos habi-
tos alimentares e de um controlo cada vez mais rigoroso na qualidade dos alimentos. Com
esta modificagcao de habitos aumentou o nimero de produtos de elevada qualidade e conse-
quentemente um aumento do prego comercial, o que determinou a exigéncia de certas

caracteristicas para que os mesmos possam ser considerados auténticos.

A questao da autenticidade dos alimentos coloca-se, provavelmente, desde o inicio
da sua comercializagao e tem sido, ao longo dos anos, orientada pelas tendéncias do merca-
do. A autenticidade abrange diversos aspetos desde as adulteragdes intencionais ou aciden-
tais até a seguranca e inocuidade dos alimentos. A autenticidade de um produto alimentar
pode ser definida como a auséncia de adulteragao e/ou como a presenga de um conjunto de
componentes que |lhe é caracteristico. A substituicao fraudulenta de espécies de elevado
valor comercial por outras mais econémicas em produtos carneos € uma pratica comum. A
identificagdo de espécies em alimentos carneos e seus derivados é importante devido a

razoes éticas, economicas, religiosas e de saude dos consumidores (ILhak e Arslan, 2007).

A necessidade de verificagao da autenticidade aliada ao progresso tecnologico tem
constituido uma forga impulsionadora para o desenvolvimento de métodos analiticos apro-
priados. Uma variedade de metodologias analiticas baseadas na analise de proteinas ou em
ensaios imunoldgicos foi largamente publicada, mas estas técnicas tém aplicagoes limitadas.
Por conseguinte, os investigadores recorrem atualmente a técnicas baseadas na amplificagao
de DNA, mais robustas, eficientes, versateis e sensiveis (Rojas et al., 201 1). A tecnologia de
PCR permite uma amplificagao de regioces especificas do DNA, facilitando a dete¢ao de uma

determinada espécie, mesmo numa matriz com varias espécies.

A detecao baseada no DNA mitocondrial (mtDNA) é bastante comum devido a sua
especificidade que permite distinguir entre espécies relacionadas ou mesmo entre géneros.
Ha cerca de 104 copias de mtDNA disponiveis por célula em comparagao com apenas uma
copia de DNA gendmico, sendo por isso um método mais eficiente (Sahilah et al., 2011). A
utilizagao da técnica de PCR em tempo real permite a detegao de fragmentos mais pequenos
de DNA o que constitui uma vantagem quando se trata de alimentos altamente processados

(Jonker et al., 2008).
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Este trabalho teve como objetivo a validagao dos métodos de pesquisa de DNA de
suino e de bovino, de acordo com as necessidades do laboratério de Biologia Molecular da
empresa Controlvet, utilizando os kits comerciais SureFood® ANIMAL ID Pork Sens PLUS
V e SureFood® ANIMAL ID Beef (R-Biopharm) e a avaliagao da sua aplicabilidade em produ-
tos carneos, como hamburgueres, lasanhas, empadao, enchidos, entre outros, a venda no

mercado portugués.

.2 Enquadramento da Empresa

A Controlvet é uma marca de referéncia na prestagao de servigos na area da segu-
ranga alimentar, com uma forte solidez empresarial (Controlvet, 2012). Este grupo é consti-
tuido por diversas empresas, como a Controlvet Seguranga Alimentar, Controlvet Consul-
toria, Controlvet Técnica, Servigo Mais, AliControl, Controlvet Madeira, FullSense, Inogen,
MindPower, Visafety, Braindea Designers, Betechin, Inlab, Controlvet Mogambique e mais

recentemente Controlvet Food Safety Polska.

A Controlvet Seguranca Alimentar é uma empresa que presta um servico de exce-
|éncia na area do controlo alimentar, tanto a nivel biolégico como quimico. Em Janeiro de
2000 foi concluida a construcao do laboratério e iniciou-se a prestagao de servigos de
ensaio no sector alimentar, no ambito da microbiologia alimentar, diagnostico e testes imu-
nologicos (Controlvet, 2012). Desde entao o grupo tem vindo a crescer sendo agora consti-
tuido por diversas empresas e por varios laboratérios espalhados por Portugal, Espanha,

Cabo Verde, Mogambique e Poldnia.

A par da expansao do grupo ocorreu também um aumento da oferta de analises
realizadas pela Controlvet Seguranga Alimentar. Da microbiologia a quimica passando pela
biologia molecular e pela imunologia, este laboratério é entao um centro tecnoldgico de
referéncia, utilizando a técnica de PCR em tempo real, o que permite desenvolver servigos
inovadores que sao usados na pesquisa de patogénicos em microbiologia, autenticidade de
espécies animais e pesquisa de organismos geneticamente modificados (OGM’s) (Controlvet,

2012).
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II.1 A seguranca alimentar e a autenticidade

E hoje consensual dizer que a alimentagio influencia decisivamente a satde dos indi-
viduos e das populagoes, desempenhando um papel crucial na manutengao e na prevengao
de diversas doencas. A globalizagao do mundo atual e a industrializagao das técnicas de pro-
cessamento dos alimentos expoem os consumidores a um elevado numero de perigos
(Caporale et al., 2001). Simultaneamente tem sido crescente a atengao do consumidor para
com a seguran¢a e a qualidade dos produtos alimentares que adquire (Cunha e Moura,

2008).

O conceito de seguranga alimentar tem evoluido ao longo dos tempos, acompa-
nhando o desenvolvimento da sociedade e a modernizacao das técnicas utilizadas na indus-
tria alimentar. Atualmente este conceito é transversal a toda a cadeia alimentar, iniciando-se
na producao primaria (pecudria e hortofruticola) e atravessando todos os intervenientes até
ao consumidor final (Oliveira e Martins, 2006). A industria da transformagao de alimentos
acompanhou as necessidades cada vez mais exigentes dos consumidores, introduzindo uma
enorme variedade de produtos no mercado (Quinta et al., 2008). Com a evolugao da socie-
dade, houve um aumento da atengao dirigida a protegao e seguranga dos consumidores em
relagao a todos os ramos da produgao alimentar (Vesna, 2009). Nos ultimos 50 anos a com-
preensao da segurancga alimentar cresceu a tal ponto que o consumidor nao aceita a possibi-
lidade de contrair uma doenga de origem alimentar ou de adquirir um produto que nao cor-

responda as suas expetativas (Shaw, 2012).

O conceito de seguranga alimentar é agora mais alargado, abarcando também as
questoes da autenticidade dos produtos alimentares. O problema da autenticidade esta cada
vez mais patente nas preocupagoes dos consumidores. Estes adquirem atualmente um maior
numero de produtos de elevada qualidade, dos quais exigem um maior rigor na sua prepara-
¢ao (Unajak et al., 201 I; Ahmed et al,, 2007; Calvo et al., 2001). A adulteragao de um alimen-
to pode ocorrer através da adicao de substancias estranhas e subtragao ou substituigao total

ou parcial de constituintes.

Contudo, e apesar da crescente preocupagao por parte de entidades e consumido-
res, a rotulagem errada, intencional ou nao, surge em muitos produtos que sao colocados no
mercado, resultando numa diminuicao da qualidade dos mesmos (Calvo et al.,, 2001). Uma

incorreta rotulagem dos produtos representa uma fraude comercial e conduz a problemas
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de concorréncia desleal entre produtores (Santos et al., 2012). Para garantir a seguranga e a
total liberdade de escolha dos consumidores é necessario um controlo analitico rigoroso
dos produtos alimentares, com recurso a laboratérios que oferecam garantias da fiabilidade
dos resultados, respostas em tempo Uutil e capacidade técnica para apoio a interpretagao dos

resultados obtidos (Oliveira e Martins, 2006).

1.2 Meétodos analiticos

A fim de salvaguardar os consumidores, a Uniao Europeia (UE) implementou legisla-
¢ao mais apertada no que respeita a rotulagem dos produtos alimentares (Chandrika et al.,
2010; Sakalar e Abasiyanik, 2011). Consequentemente € necessario estabelecer métodos
rapidos e fiaveis que possibilitem a detegao de adulteragoes fraudulentas (Tanabe et al.,

2007a).

Para a identificagao de espécies e autenticidade de produtos alimentares podem-se
utilizar diversos métodos (Ong et al., 2007). A escolha fica dependente da matriz, da sensibi-
lidade e especificidade pretendidas e da rapidez necessaria. Os métodos biotecnoldgicos e
todas as técnicas deles decorrentes tém-se mostrado ferramentas importantes e acompa-
nhado o processo evolutivo com inovagoes que permitem dar respostas essenciais e de for-
ma expedita (Quinta et al.,, 2008). Muitos dos métodos baseiam-se na andlise de proteinas,
incluindo ensaios imunoldgicos (testes enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), imuno-
fluorescéncia, etc.), técnicas eletroforéticas e cromatograficas (Ong et al., 2007; Kesmen et
al., 2012; Jorfi et al,, 2012; Amjadi et al,, 2012). No entanto, estes métodos dependem do
estado de degradacao destas biomoléculas. Em alimentos processados e que estiveram sujei-
tos a elevadas temperaturas as proteinas desnaturam, o que conduz a perda da especificida-

de destes métodos.

Por estas razoes, os métodos baseados na amplificagao de DNA tém sido utilizados
para a identificagao de espécies devido a elevada estabilidade desta molécula e ao facto de se
encontrar presente em qualquer tipo de tecido bioldgico (Ong et al., 2007; Pascoal et al.,
2004; Mafra et al., 2007; Yoshida et al., 2009). A técnica de Reagao em Cadeia da Polimerase
(PCR) apresenta um elevado potencial neste tipo de analises devido a sua rapidez, simplici-
dade, elevada sensibilidade e especificidade (Mafra et al,, 2007). No entanto, temperaturas

extremamente elevadas e processos aplicados a produtos carneos processados podem cau-
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sar fragmentagao da molécula de DNA, reduzindo a sensibilidade do método (Yoshida et al,,

2009; Martin et al., 2007a). E portanto necessario utilizar um método de PCR que amplifique

pequenos fragmentos da molécula de DNA (Martin et al., 2007a).

11.2.1 Reagcao em cadeia da polimerase

De todos os avangos tecnologicos que a biologia molecular moderna sofreu, a téc-
nica de reagao em cadeia da polimerase, ou PCR, é sem duvida a mais util. O PCR é entao
uma técnica rapida e poderosa que se baseia na amplificagao in vitro da molécula de DNA
(Hui, 2012). A metodologia foi desenvolvida nos anos 80 por Kary Mullis, investigador norte-

americano, que recebeu em 1994 o prémio Nobel (Novais e Pires-Alves, 2004).

A técnica de PCR explora a fungao natural de enzimas designadas por polimerases.
Estas enzimas estao presentes em todos os organismos vivos e o seu trabalho é copiar o
material genético (Powledge, 2004). Esta técnica permite amplificar um fragmento de DNA
especifico presente numa mistura complexa. Utiliza-se entao uma enzima que sintetiza uma
nova cadeia de DNA, usando para tal uma cadeia pré-existente como molde. Esta cadeia
recém-formada torna-se entao um molde, permitindo a formagao de uma nova cadeia, e

assim sucessivamente (Clark e Pazdernik, 2012; Wilson e Walker, 2010).

1.2.1.1 Componentes utilizados na reacao de PCR

Uma reagao tipica de PCR contém varios componentes essenciais, tais como inicia-
dores (ou primers), uma enzima DNA polimerase, MgCl,, KCl, Tris-HCI, desoxirribonucleo-
tideos trifosfatados (dNTP’s), um molde de DNA e agua estéril DNA/RNA free (Reece, 2004;
Pelt-Verkuil et al., 2008; McPherson e Mgller, 2006).

Atualmente existem no mercado master mixes que contém todos os componentes

necessarios, exceto os primers, nas concentragoes indicadas para o processo de PCR.

Primers

A especificidade do PCR reside na concec¢ao dos dois oligonucleotidos iniciadores.

Os primers sao cadeias curtas de quatro componentes quimicos que compoem o material
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genético, adenina, timina, guanina e citosina (Powledge, 2004). Estes dois curtos segmentos
de cadeia simples de DNA, designados primer forward e primer reverse, emparelham com as
extremidades do segmento-alvo (figura I). Os primers ndo s6 tém de ser complementares
com a cadeia de DNA alvo como nao devem ser complementares entre si. A formagao de
dimeros entre os primers evita a amplificagdo do fragmento de DNA, reduzindo a sensibilida-

de (Clark e Pazdernik, 2012; Wilson e Walker, 2010).

Primer F

—

] 3
5

Qo

Primer R

Figura |: Esquema representativo de dois oligonucleétidos (primer F e primer R) desenhados para
identificar o gene alvo (adaptado de Reece, 2004).

DNA Polimerase

A enzima DNA polimerase é essencial para a sintese da nova cadeia de DNA. O
procedimento da técnica de PCR envolve etapas com elevadas temperaturas, por isso é
necessaria uma enzima termoestavel. Este tipo de enzimas sao isoladas de bactérias que habi-
tam em fontes de aguas termais, com temperaturas até 90 °C (Clark e Pazdernik, 2012). A
enzima mais utilizada, Tag DNA polimerase, ¢ isolada da bactéria Thermus aquaticus desco-

berta pela primeira vez das fontes termais no Parque Nacional de Yellowstone, EUA.

Cloreto de Magnésio

O Magnésio € um dos componentes mais criticos na reagao de PCR e a sua con-
centragao pode afetar a especificidade e a eficiéncia da reagio. Os ides Mg”* sdo o cofator da
Taq polimerase sendo necessarios numa concentragao entre 1,2 e [,3 mM (Wilson, 1997;
McPherson e Mgller, 2006). Em baixas concentragoes de Magnésio, a reagao falha pois a
polimerase nao é suficientemente ativada. Em concentragoes elevadas de Magnésio a reagao

perde especificidade o que conduz a amplificagcao de genes nao desejaveis (Reece, 2004).
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Cloreto de Potdssio

O Cloreto de Potassio (KCI) auxilia no emparelhamento dos primers com a sequén-
cia alvo. No entanto, em concentragoes elevadas pode levar ao seu emparelhamento nou-

tros locais, conduzindo a produtos inespecificos (McPherson e Mgller, 2006).

Tris-Acido Cloridrico

O tampao Tris-HC| é um tampao dipolar idnico e o seu pH varia com a temperatu-
ra. Durante a reacao de PCR, tendo em conta as variagoes de temperatura, o pH pode

variar entre 6,8 e 8,3 (McPherson e Mgller, 2006).

Desoxirribonucleotidos trifosfatados

Os desoxirribonucleétidos trifosfatados (dNTP’s) sao os quatro nucleétidos do
DNA, desoxiadenina trifosfato (dATP), desoxicitosina trifosfato (dCTP), desoxiguanina tri-
fosfato (dGTP) e desoxitimina trifosfato (dTTP). Estes sao utilizados na fase de extensao do
PCR para criar uma cépia do DNA. E importante que os quatro nucleétidos se encontrem

em concentragoes iguais (McPherson e Mgller, 2006).

. 2.1.2 Etapas da técnica de PCR

Ha trés etapas essenciais, com temperaturas especificas, em cada ciclo da reagao:
desnaturacao, hibridagao e extensao (figura 2). Estas etapas sao repetidas 30 a 40 vezes, con-
soante o método, o que permite um aumento extraordinario do numero de cépias de DNA.
Na fase de desnaturagao, acima de 90 °C, a cadeia dupla é desnaturada, o que permite que o
segmento-alvo fique acessivel aos primers. Na fase de hibridizagao, entre 40 °C e 60 °C, os
primers emparelham nas extremidades complementares da cadeia modelo. A temperatura
desta etapa (designada temperatura de annealing) é especifica para cada método e é essencial
para a otimizagao do processo. Por ultimo, a etapa de extensao, que ocorre a 72 °C, é pro-
movida por uma enzima DNA polimerase termoestavel, sendo a mais utilizada a Taq polime-
rase (Reece, 2004; Powledge, 2004). Este ciclo de etapas é repetido o nimero de vezes pro-

gramado, o que permite um nimero de copias na ordem dos 10’ copias de DNA (Wilson e
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Walker, 2010; McPherson e Mgller, 2006).

Desnaturagao

C———
———
————
C )
DNA desnaturaatemp > 94 2C
Extensao [ Hibridizagao

- ] 1 Ciclode PCR T
C——
o— —
=} =
C—

Tag polimerase promove a extensdo das Primers emparelhamcom a sequéncia molde

.

Figura 2: Representacio esquematica de um ciclo de PCR (adaptado de Wilson e Walker, 2010).

sequéncia

A visualizagao dos produtos do PCR ¢ tradicionalmente feita recorrendo ao uso de
um gel de eletroforese, normalmente de agarose ou poliacrilamida, corado com brometo de
etidio, um reagente quimico que se intercala com as cadeias de DNA permitindo a sua
visualizagao através da fluorescéncia emitida sob uma luz ultravioleta (UV) (Pelt-Verkuil et
al., 2008). Esta visualizagdo permite ao operador saber se o produto da amplificagao
corresponde a regiao pretendida ou se se obteve um produto nao-especifico (Mafra et al,,

2007).

. 2.1.3 Vantagens e limitacoes

O segredo do sucesso da técnica de PCR reside na sua capacidade de amplificar
uma sequéncia especifica de DNA, aliada a sua simplicidade, rigor e elevada sensibilidade.
Nao é necessario isolar o DNA que se pretende amplificar, mesmo que se encontre numa
amostra com DNA de outras espécies, uma vez que a sua especificidade é dada pelos primers

(McPherson e Mgller, 2006; Logan et al., 2009).

10
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No entanto apresenta algumas limitagoes visto que necessita de instrumentagao
dispendiosa, como os termocicladores, nao estando por isso ao dispor de qualquer labora-
torio. Os laboratérios que dispoem desta técnica necessitam de trés a quatro zonas distintas
de trabalho a fim de prevenir contaminagoes cruzadas (Walker e Rapley, 2009). A exigéncia
da manipulagao dos produtos de PCR pés-amplificagdo aumenta o risco de contaminagoes e
de resultados falsos-positivos (Rojas et al., 2010). E também necessario conhecer a sequéncia
que se pretende amplificar para que possam ser sintetizados primers especificos. Outro
inconveniente desta técnica reside no uso de brometo de etidio para a visualizagao da ampli-
ficacdo, visto que este quimico possui propriedades mutagénicas (Mccann et al, 1975;

Matselyukh et al., 2005; Saadoun et al., 1998).

. 2.2 PCR em Tempo Real

Recentemente a técnica de PCR tem evoluido, tornando-se mais sofisticada, através
da introducao do PCR em tempo real. O primeiro trabalho nesta area demonstrou que a
amplificacao e a detegao das sequéncias especificas de DNA em simultineo era possivel com
a adicao de brometo de etidio a reagao de PCR. O brometo de etidio quando se encontra
ligado a dupla cadeia de DNA, e excitado pelo luz UV, emite uma fluorescéncia que aumenta
com o aumento da quantidade de DNA presente. Este passo permitia que o aumento do
produto de PCR pudesse ser visualizado a cada ciclo (Logan et al., 2009; Valasek e Repa,

2005).

Esta ideia foi desenvolvida encontrando-se agora mais moderna e sofisticada. A rea-
¢ao de PCR em tempo real permite entao a quantificagao dos acidos nucleicos de maneira
precisa, com maior reprodutibilidade e rapidez, elevada sensibilidade e com possibilidade de
automagao (Santos et al, 2012). A emissao de compostos fluorescentes gera um sinal que
aumenta na proporgao direta da quantidade do produto de PCR. Sendo assim, os valores da
fluorescéncia sao gravados durante cada ciclo e representam a quantidade de produto ampli-

ficado (Logan et al., 2009; Reece, 2004).

O PCR em tempo real requer uma plataforma de instrumentagao que contém um
termociclador com sistema ético para mensurar a emissao da fluorescéncia e um computa-

dor com um software para a aquisi¢do dos dados (Logan et al., 2009).
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. 2.2.1 Vantagens e limitacoes

A técnica de PCR em tempo real, segundo Logan et al. (2009), oferece diversas van-

tagens que incluem:
v Amplificagdo e detegio dos produtos de PCR num sistema integrado.
v" Monitorizacao constante da reacao.
v' Baixo tempo de reagdo (20 a 40 min para um método com 35 ciclos).

v’ Baixo risco de contaminagio, visto que a reagio e a andlise pos-PCR ocorrem

num tubo fechado e sem intervengao do operador.
v Elevada sensibilidade.
v Permite a quantificacio de resultados.

A par de todas estas vantagens, esta técnica, de acordo com Logan et al. (2009),

apresenta também algumas limitagoes:

v" O desenvolvimento de protocolos requer um elevado nivel de competéncia

técnica.

v' Elevado custo do equipamento.

1. 2.2.2 Fluoroforos

Os fluoroforos sao moléculas que absorvem e emitem luz a um comprimento de
onda especifico. Estes permitem a monitorizacao do processo ao longo dos ciclos. Os com-
postos fluorescentes mais utilizados saio SYBR® Green e TagMan® (Logan et al., 2009;
Reece, 2004).

SYBR® Green

A molécula de SYBR® Green liga-se a dupla cadeia de DNA e emite fluorescéncia
verde. No inicio da amplificagao as moléculas nao se encontram ligadas, emitindo uma fluo-

rescéncia fraca. Apos o inicio da fase de extensio o nimero de cadeias duplas de DNA
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comega a aumentar e o fluoroforo liga-se a estas, emitindo fluorescéncia. Esta fluorescéncia
aumenta proporcionalmente ao aumento dos produtos da amplificagao do PCR. A principal
desvantagem da utilizagao desta molécula é o facto de se ligar inespecificamente a qualquer
cadeia dupla presente na solugao, incluindo primers, o que pode sobrestimar a concentragao

inicial da sequéncia-alvo (Novais e Pires-Alves, 2004; Reece, 2004; Walker e Rapley, 2009).

TagMan ®

A sonda TagMan® ¢ utilizada para sequéncias especificas nos fragmentos de DNA
amplificados no PCR. Esta sonda apresenta numa extremidade o fluoréforo e na outra um
quencher, que aceita a energia do fluoroforo. Durante o PCR a sonda liga-se a sequéncia alvo
da cadeia simples de DNA. No processo de amplificagao a sonda é degradada devido a ativi-
dade exonuclease 5’3’ da enzima Taq polimerase, separando o quencher do fluoréforo
(figura 3). Esta separagao resulta num aumento da intensidade da fluorescéncia (Novais e

Pires-Alves, 2004; Reece, 2004).

1.Polimerizacao
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Figura 3: Principio da sonda TagMan® (adaptado de Novais e Pires-Alves, 2004).

No mercado existe uma grande variedade de sondas, sendo cada uma excitada a um
comprimento de onda especifico (tabela |). Para cada fragmento que se pretende amplificar
é necessario sintetizar uma sonda especifica (Whitcombe et al., 1998). E possivel utilizar duas

sondas no mesmo ensaio, que absorvam a comprimentos de onda distintos. Isto € o que se

13
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acontece quando se utiliza um controlo interno de amplificagdo. A amostra utiliza uma son-
da, por exemplo FAM, que foi sintetizada para amplificar um fragmento especifico, e o con-

trolo interno utiliza outra sonda, como a sonda VIC.

Tabela I: Sondas mais comuns utilizadas no PCR em tempo real (adaptado de Qiagen, 2010).

Sondas Emissdo maxima (nm)
FAM 518
Texas Red® 615
VIC® 552
HEX 553
NED 575
1. 2.2.3 Interpretacao de resultados

As curvas de amplificagao sao representadas graficamente pelo software e apresen-
tam uma forma sigmoide (Valasek e Repa, 2005; Pelt-Verkuil et al., 2008). Neste grafico des-
tacam-se duas fases, uma fase exponencial seguida de uma fase de plateau, nao exponencial
(figura 4). Durante a fase exponencial a quantidade de produto de PCR duplica a cada ciclo,
aproximadamente. Quando os componentes da reagao sao consumidos um dos reagentes
torna-se um reagente limitante. Neste momento a fase exponencial da lugar a fase de pla-

teau, normalmente por volta do 28° ciclo (Bio-Rad Laboratories, 2006).

A linha de base é definida pela fluorescéncia dos ciclos iniciais em que qualquer sinal
de amplificagao tende a situar-se dentro do “ruido de fundo” do sistema. A amplificagao vai
aumentando e atinge um valor critico e o sinal produzido pela fluorescéncia cruza a linha de
base. O nimero do ciclo em que isso ocorre é designado por threshold cycle (C;). Este valor
de C; é inversamente proporcional a quantidade de DNA alvo na amostra. Se na amostra
esta presente uma grande quantidade de DNA alvo serao necessarios menos ciclos para a
reagao entrar na fase exponencial, e o valor de C; sera menor. Em contrapartida, se o DNA
alvo estiver presente numa baixa concentragao o valor de C; sera maior. Esta relagao é a
base para a quantificagao na técnica de PCR em tempo real (Bio-Rad Laboratories, 2006;

Valasek e Repa, 2005; Pelt-Verkuil et al., 2008; Schefe et al., 2006).
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Figura 4: Curva de amplificacio de PCR em tempo real (adaptado de Bio-Rad Laboratories,
2006).

Il. 3 Infraestruturas num laboratéorio de PCR

Uma das principais caracteristicas da técnica de PCR ¢ a sua elevada sensibilidade.
No entanto esta particularidade torna o ensaio propenso a falsos-positivos, visto que é alta-
mente suscetivel a contaminagdes cruzadas (Beldk e Maraz, 2010). Resultados falsos-
positivos podem surgir devido a questoes relacionadas com o laboratério, como as contami-
nacoes cruzadas, ou relacionadas com o método, como ineficiente otimizacao do ensaio. A
contaminagao por produtos de PCR de ensaios anteriores € uma possivel fonte de erro e
existem varias ferramentas e técnicas que se podem utilizar para evitar estes falsos-positivos

(World Organisation for Animal Health, 2008).

Durante todo o processo deve ser assegurado que a contaminagao das amostras
pelo ambiente nao ocorre. Por esta razao deve-se proceder a separagao das areas de traba-
lho, contendo cada uma os seus proprios equipamentos, materiais e reagentes (figura 5). A
principal fonte de contaminagao sao os produtos de PCR gerados em reagoes anteriores.
Com a separagao fisica das duas principais areas de atividade (pré-PCR e po6s-PCR) o poten-
cial de contaminagao é significativamente reduzido (Belak e Maraz, 2010). O fluxo de traba-
lho entre estas areas deve ser unidirecional, isto é, de areas limpas (pré-PCR) para areas
contaminadas (p6s-PCR) e nunca na diregao oposta. O vestuario de laboratoério, luvas e

qualquer outro equipamento de protegao dos trabalhadores devem ser trocados entre cada
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area e as maos lavadas frequentemente. Nenhum material de trabalho deve transitar de
areas contaminadas para areas limpas, nem mesmo cadernos, canetas ou outros objetos

(Health Protection Agency, 2010).

11.3.1 Zona de preparacao da reagao de PCR

Nesta sala sao mantidos todos os reagentes necessarios para a preparacao da rea-
¢ao de PCR bem como pipetas, micropipetas e pontas com filtro, uma camara de fluxo lami-
nar, e batas especificas. A camara de fluxo laminar deve estar equipada com um sistema de
luz UV que permite a sua descontaminagao, assegurando assim um ambiente seguro e livre

de acidos nucleicos (Belak e Maraz, 2010).

Os procedimentos realizados nesta area incluem a preparagao e separagao em ali-
quotas dos reagentes em stock e a mistura prévia dos reagentes para a amplificagao dos aci-
dos nucleicos. A separagao em aliquotas dos primers e outros reagentes minimiza as conse-
quéncias de uma contaminagao e reduz o tempo de ensaio (Health Protection Agency,

2010).

11.3.2 Zona de extracao de acidos nucleicos

A extragao de acidos nucleicos nao pode ser realizada no mesmo local da visualiza-
¢ao dos produtos de PCR. Esta area deve ter o seu proprio material, como pipetas, pontas
com filtro, luvas e batas de laboratério. Nesta sala encontram-se também equipamentos
como microcentrifuga, agitador, banhos de agua, entre outros. Os reagentes do PCR sao
transferidos da area de pré-PCR diretamente para o laboratorio de extragao. O DNA da
amostra € entao adicionado a reagao de PCR preparada na zona descrita anteriormente. As
amostras nunca devem entrar nas areas limpas nem na sala onde o DNA é amplificado (Belak

e Maraz, 2010; Health Protection Agency, 2010).
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11.3.3 Zona de amplificagao

A zona de amplificagao é a area onde se encontram os equipamentos de PCR (ter-
mocicladores). Quando os equipamentos sao partilhados por varios operadores é necessario
haver um sistema coeso para que nao ocorram erros, como alteragao ou eliminagao aciden-

tal de métodos (Health Protection Agency, 2010).

1.3.4 Zona de detecao de produtos de PCR

Nesta sala, para a analise pos-PCR das amostras, encontra-se um sistema de eletro-
forese em gel de agarose, por exemplo. Esta drea encontra-se muitas vezes no mesmo espa-
¢co fisico da area de amplificagao. Esta é considerada uma area contaminada, como tal, rea-
gentes, equipamentos, batas, etc., nao poderao ser utilizados em mais nenhuma area (Health
Protection Agency, 2010). No caso de um sistema de PCR em tempo real esta zona nao é

necessaria, visto que a detecao dos produtos de PCR é realizada simultaneamente com a

amplificagao.
Adigdo do DNA Extragdo de DNA Zona
areagao 1.3.2
t
Zona Prepar. reagcao
11.3.1 de PCR
——— Detecao de prod. de Zona
Zona Amplificagdo  weiy PCR 11.3.4
1.3.3

Figura 5: Disposicdo recomendada de um laboratério de PCR.
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1.4 Controlos utilizados no PCR

A melhor maneira para monitorizar a contaminagao cruzada numa analise de PCR ¢
a introdugao de um controlo negativo. Este controlo contém todos os reagentes utilizados
na reagao, primers e master mix, e uma quantidade de agua estéril DNA/RNA free equivalente a
quantidade de DNA da amostra. Apos a amplificagao, o controlo negativo nao deve apresen-
tar qualquer aumento de fluorescéncia (no caso do PCR em tempo real) demonstrando
assim a auséncia de contaminagao durante o processo analitico (World Organisation for

Animal Health, 2008; Belak e Maraz, 2010).

O controlo positivo constitui um molde de DNA que se pretende pesquisar na
amostra em estudo. Permite monitorizar o processo de amplificagao evitando assim falsos-
negativos devido a degradagao e/ou ineficiéncia dos primers (World Organisation for Animal

Health, 2008; Health Protection Agency, 2010).

Os controlos internos podem ser utilizados como indicadores de eficiéncia de todo
o processo de PCR. Consistem numa pequena quantidade de DNA que acompanha todo o
processo de PCR, desde a extragao até a visualizagao dos resultados. Este controlo possui
DNA de outra espécie que nao aquela que se pretende pesquisar, por isso utilizam-se pri-
mers diferentes dos utilizados na amostra. Numa técnica de PCR em tempo real a absorvan-
cia emitida é lida num comprimento de onda diferente do da amostra. Estes controlos per-
mitem entao verificar a presenca de inibidores de PCR e/ou falhas no processo de extragao,
permitindo validar um resultado negativo (World Organisation for Animal Health, 2008;

Health Protection Agency, 2010).

I.5 Validacao de métodos analiticos

A validagao de um método analitico é o processo pelo qual é estabelecida a adequa-
¢ao desse mesmo método para proporcionar resultados analiticos adequados a sua finalidade
(Keer, 2008). Na Norma Portuguesa 17025:2005 (2005) o conceito de validagao é definido
como “confirmagdo, através de exame e apresentacdo de evidéncia objetiva, de que os requisitos

especificos relativos a uma dada utiliza¢do pretendida sdo satisfeitos”.

Cada laboratorio devera proceder a validagio dos métodos utilizados quando estes
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nao se encontram normalizados, quando sao métodos concebidos ou desenvolvidos pelo
proprio laboratorio, quando se encontram normalizados mas sao utilizados fora do ambito
de utilizagao previsto, e por fim, quando o laboratério procedeu a extensdes ou modifica-
¢oes de métodos normalizados. Tal processo permite confirmar que os métodos sao ade-

quados a utilizagao prevista (NP 17025, 2005).

A validagao de um método é especifica para um dado numero de fatores, como a
matriz da amostra e o analito, o analista, os equipamentos utilizados e o laboratério. A
extrapolagao para outros tipos de amostras, equipamentos ou laboratorios implica uma nova
validagao ou verificagao para assegurar que o método ainda é adequado sob as novas condi-

¢oes apresentadas (Keer, 2008).

No processo de validagao de um método é essencial que os operadores sejam
competentes, profissionais e que apresentem formagao adequada para as tarefas que desem-
penham, que o ambiente no laboratoério, como a temperatura e humidade, disposicao dos
equipamentos, etc., seja apropriado, e que os equipamentos e softwares utilizados sejam ade-
quados para o método e se encontrem calibrados e bem conservados. Tais requisitos impli-
cam uma grande preparagao prévia por parte do laboratério, de modo a que todas as verifi-

cagoes e calibragoes sejam feitas (Keer, 2008; NP 17025, 2005).

Para um laboratério analitico existem diversas razoes para proceder a validagao dos
métodos utilizados. Para uma empresa que solicita os servigos do laboratério é importante
que o método utilizado seja rigoroso e apresente resultados fiaveis. Sem ser validado, nao ha
garantias que os resultados produzidos pelo método sao fiaveis, prejudicando assim a relagao

laboratério-empresa (NP 17025, 2005).

Financeiramente faz sentido implementar e utilizar um método que funcione como
o esperado, fornecendo resultados adequados. A validagao evita o gasto desnecessario de
fundos em métodos inadequados que nao garantem a veracidade dos dados fornecidos. O
controlo dos parametros do método auxiliam a identificar as etapas criticas do processo,
permitindo que estas sejam controladas com maior rigor, o que assegura a fiabilidade dos

resultados do método a longo prazo (NP 17025, 2005; Keer, 2008).
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11.5.1 Parametros de validacao

I1.5.1.1 Precisao

Entende-se por precisao o grau de concordancia entre os resultados individuais dos
ensaios, quando o processo € aplicado a aliquotas multiplas de uma amostra homogénea. Um
método é considerado preciso quando ha uma pequena, ou mesmo nenhuma variagao entre
os vérios resultados (figura 6). E importante notar que a precisio nos resultados obtidos nio
reflete a veracidade dos mesmos, apenas indica que o método apresenta uma baixa variabili-
dade nos resultados (Keer, 2008; Saunders e Parkes, 1999; Singer, 2001). Na precisao deve-

se considerar trés parametros:

v A repetibilidade expressa a variagdo dos resultados quando as anilises sio efe-
tuadas sob as mesmas condigoes, isto é, pelo mesmo analista, nas mesmas con-
dicoes de andlise, com o mesmo equipamento, num curto espago de tempo
(Keer, 2008; VIM, 2012). Para calcular a repetibilidade de um método de PCR
utilizam-se réplicas de uma amostra que sao tratadas como amostras diferentes.
Trés aliquotas da amostra sao extraidas e amplificadas, e o seu resultado devera
ser concordante. E importante que o analito que se pretende detetar com o
PCR se encontre na mesma matriz (World Organisation for Animal Health,

2008).

v A precisio intermédia expressa a precisio avaliada sobre a mesma amostra ou
amostras idénticas, utilizando o mesmo método de ensaio, no mesmo laborato-
rio, mas definindo exatamente as condi¢oes a variar, tais como analistas, equi-

pamentos, dias, lotes de reagentes... (Keer, 2008; Singer, 2001).

v A reprodutibilidade expressa a precisio de um método de ensaio efetuada em
condi¢coes de ensaio diferentes, utilizando o mesmo método de ensaio, sobre a
mesma amostra, ou amostras idénticas, mas variando as condicdes de medicao
como diferentes laboratorios, diferentes analistas, diferentes equipamentos,
diferentes dias, diferentes lotes de reagentes (Keer, 2008; Singer, 2001). Nor-
malmente este parametro ¢ avaliado sob a forma de ensaios interlaboratoriais
que sao realizados periodicamente e o resultado dos quais é fundamental para a

validagao de qualquer método analitico.
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11.5.1.2. Exatidao

A exatidiao é a concordancia entre o resultado de um ensaio e o valor de referéncia

aceite convencionalmente como verdadeiro (VIM, 2012).

Exato e preciso Exato mas néo preciso

Centro do Alvo

Repetitivo Exato Centro do Alvo

Nao Repetitivo Exato

Preciso mas ndo exato Nao preciso e nao exato

Centro do Aivo
Nao Repetitivo Inexato

Centro do Alvo
Repetitivo Inexato

Figura 6: Representacio esquematica de precisao e exatidio de um método (adaptado de
http://lwww.agroinfoti.com.br/portal/component/content/article/28-current-users/78-
normastecnicas [Acedido a: 09 de Janeiro de 2013]).

1.5.1.3. Sensibilidade/Limite de detecao

O limite de detecao é definido como a menor quantidade de analito que pode ser
detetada na amostra com confianga estatistica, mas nao necessariamente quantificado como
valor exato. Por outras palavras, é a quantidade minima que é possivel distinguir do branco.
O limite de detecao pode ser representado pelo numero de células por massa da matriz,
percentagem de substincia estranha na matriz, nUmero de copias de um gene ou genoma,

etc. (Saunders e Parkes, 1999; World Organisation for Animal Health, 2008).

Para determinar o limite de detecao sao utilizadas diluicoes sucessivas do analito até

nao ser possivel deteta-lo (World Organisation for Animal Health, 2008).

11.5.1.4. Especificidade/Seletividade

Por especificidade entende-se como sendo a capacidade de um método analitico
para discriminar o analito de outras substancias presentes na amostra. A sua determinagao é
feita procedendo a pesquisa do analito em amostras que contenham outros agentes seme-

lhantes, utilizando material de referéncia certificado (material de referéncia acompanhado de

21
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uma documentagao emitida por uma entidade reconhecida, a qual fornece um ou mais valo-

res de propriedades especificadas com as incertezas e as rastreabilidades associadas, utilizan-

do procedimentos validos) (Singer, 2001; Saunders e Parkes, 1999; VIM, 2012).

I1.5.1.5. Robustez

A robustez é a capacidade de um método para resistir a pequenas variagoes expe-
rimentais durante a sua execugao. A robustez de um processo analitico fornece uma indica-
¢ao sobre a confianga do método, definindo os parametros criticos que necessitam de ser
controlados durante o uso normal, como os tempos de incubagao, variagoes de temperatu-

ra, pH, etc. (Saunders e Parkes, 1999; Singer, 2001; Chan et al., 2004).

1.6 Adulteraciao de produtos carneos e sua detecao

Nos dias de hoje, produtos a base de carne podem conter varias espécies mistura-
das, em diferentes proporgoes, e que nao sao detetaveis a olho nu. A adulteragao de produ-
tos carneos tornou-se uma pratica comum em muitos paises, levando a necessidade de
desenvolvimento de métodos analiticos, em especial na determinagao das espécies presentes
nos alimentos (Ong et al., 2007). Quando os consumidores compram carne fresca nao tém
qualquer problema na identificagado da espécie, mas nos alimentos processados, como salsi-
chas, alimentos enlatados, hamburgueres, lasanhas e afins, nao é possivel identificar a olho nu

as espécies de origem (Al-Tamimi e Ashhab, 2012).

Os produtores de alimentos processados a base de carne podem intencionalmente
adicionar outros tipos de carnes, de menor valor comercial, a produtos a base de bovino,
veado, ou outras, com um pre¢o mais elevado. Outra possibilidade ¢ a utilizagao indevida de
proteinas vegetais, como a soja, visto que estas apresentam um custo de mercado inferior
em relagao as proteinas animais (Soares et al., 2010). Estes produtos adulterados, para além
dos problemas econémicos, constituem um risco para a saude (Ong et al., 2007; Azmi et al.,
201 I). Muitos individuos, devido a problemas de saude, evitam ingerir carnes vermelhas, pre-
ferindo carnes consideradas mais saudaveis (Ahmed et al., 2007). Para consumidores com
alergias a determinadas proteinas a rotulagem errada de produtos alimentares constitui um

perigo. Segundo Tanabe et al. (2007b) a prevaléncia de individuos que sofrem de reagoes
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alérgicas a carne de vaca, porco e frango é de cerca de 73%, 58% e 41%, respetivamente,
num total de 57 individuos com suspeita de sofrerem de alergia a carne, nos Estados Unidos

da América (EUA).

Atualmente ha um crescente nimero de consumidores que apreciam o sabor e
valor nutricional de produtos alimentares regionais e tradicionais. Estes sao entendidos
como artigos alimentares cujas qualidades e singularidades derivam da aplicagao de métodos
de produgao tradicionais, o que constitui um elemento de identidade de uma determinada
regiao. A procura crescente por este género de produtos e do numero de consumidores
dispostos a pagar precos elevados por eles podem justificar tentativas de adulteragoes por
parte dos produtores. A adulteracao deste tipo de produtos constitui uma desonestidade

em relagao aos seus consumidores (Spychaj et al., 2009).

A autenticidade dos produtos carneos é também importante por razoes de ordem
religiosa. De acordo com a lei islamica, um fator importante para os consumidores mugul-
manos € a condigao halal (palavra arabe que significa “permitido para consumo”) ou haram
(“ilicito para consumo”) dos alimentos que consomem. A procura por alimentos halal tem
aumentado devido essencialmente ao crescimento da populagao mugulmana. Estima-se que
em 2011 residiam em Portugal mais de 20 500 mugulmanos com |5 ou mais anos de idade
(Instituto Nacional de Estatistica, 2012). A detegao de carne de porco em varios produtos
alimentares tem sido um importante tema de estudo em diversos paises, especialmente onde
as leis religiosas proibem o consumo de produtos suinos (Jorfi et al., 2012; Erwanto et al,,

2012; Demirhan et al., 2012; Azmi et al.,, 201 |; Sahilah et al., 201 1).

Pelas razoes descritas, sio necessarios métodos analiticos fidveis que permitam a
identificacdo de espécies presentes numa amostra de alimento, a fim de proteger os consu-
midores de possiveis fraudes (Azmi et al., 2011). Estes terao também de ser sensiveis e

robustos uma vez que é necessaria a sua aplicagdo a matrizes alimentares complexas (Rojas

etal,, 2010).

1.6.1 Integridade do DNA e inibidores de PCR

Varios fatores ambientais podem comprometer a integridade do DNA ao longo do
tempo. Sao de especial relevancia a combinagao entre elevada temperatura e humidade,

condigoes em que os produtos a base de carne sao preparados, armazenados e processados.
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A temperatura interna a que as amostras sao sujeitas apresenta um elevado potencial de
afetar a integridade do DNA. Virios estudos que avaliam o efeito dos diferentes métodos de
cocgao dos alimentos e da elevada temperatura e pressao tém sido publicados nos ultimos

anos.

Hird et al. (2006) verificaram que o grau de fragmentagao do DNA se correlaciona
com a temperatura e a pressao do processamento. A fragmentagao de DNA so6 foi observa-
da quando as carnes se encontravam enlatadas ou sofreram um processo de autoclavagem.
Ao contrario, quando as carnes foram preparadas na auséncia de pressao pouca ou nenhuma
fragmentacao foi observada. O efeito da fragmentacao do DNA em métodos baseados no
PCR é duplamente problematico. Por um lado, quando a cadeia de DNA é clivada em varios
fragmentos, o segmento alvo pode nao se encontrar disponivel para o emparelhamento com
os primers. Por outro lado, os fragmentos de DNA de pequenas dimensoes nao sao extrai-
dos com a mesma eficiéncia que as moléculas de maiores dimensoes (Hird et al., 2006). Hird
et al. (2006) afirmam que o tamanho dos fragmentos de DNA, apods sofrerem elevadas
temperaturas e pressio, é de cerca de 300 bp. E, portanto, recomendavel a amplificacio de

fragmentos mais curtos neste tipo de amostras (Musto, 201 |).

No caso do estudo publicado por Pascoal et al. (2004) nao foi possivel amplificar o
DNA de produtos que sofreram elevados processamentos. Demonstrou também que existe
uma relagao direta entre o tratamento térmico e a intensidade da fragmentagao do DNA,

afetando a qualidade do DNA extraido.

A utilizagao de DNA mitocondrial (mtDNA) neste tipo de amostras oferece diver-
sas vantagens. Por um lado, estao presentes milhares de copias por célula dos genes deste
tipo de DNA. Este facto aumenta a probabilidade de obteng¢ao de um resultado positivo,
mesmo no caso de amostras que sofrem elevada fragmentacao de DNA devido a condigoes
de processamento intensas. Além disso, o mtDNA possui uma taxa de mutagao relativamen-
te elevada em comparagao com o DNA nuclear (nDNA), o que permite a discriminagao de
espécies estreitamente relacionadas (Pascoal et al., 2004; Rojas et al.,, 201 1). Musto (2011)
demonstrou que a quantidade de DNA disponivel para amplificagao por PCR de uma amos-
tra que sofreu cocg¢ao no micro-ondas foi menor do que a quantidade de DNA isolado a
partir de amostras que nao sofreram processamento. Outro resultado interessante foi que a
intensidade da banda produzida em gel de agarose, apos corrida de eletroforese, era inferior
quando a sequéncia amplificada correspondia a nDNA, comparando com mtDNA, indicando

que o nDNA sofre mais fragmentacao que o mtDNA. Musto (201 1) conclui que a amplifica-
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¢ao de genes mitocondriais € um método mais fiavel quando se trata de amostras de DNA

degradadas, devido ao seu maior nimero de copias.

Para além do problema da fragmentagao do DNA, a amplificagao dos produtos de
PCR pode ficar comprometida pela presenca de substancias inibidoras em amostras bioldgi-
cas complexas (Abu Al-Soud e Radstrom, 2000). Os inibidores atuam geralmente num ou
mais dos trés pontos essenciais para a reagao. Podem interferir com a lise das células, neces-
saria para a extragao do DNA, podem interferir com a degradagao dos acidos nucleicos e
podem inibir a atividade da polimerase na amplificacao do DNA alvo (Wilson, 1997;
Davalieva e Efremov, 2010; Klanénik e Kovac, 2012). A lise inadequada pode resultar de
condigoes de reacao de lise desajustadas, inativacao das enzimas ou enzimas liticas de ma
qualidade. A degradacao dos acidos nucleicos pode ocorrer por processos quimicos, fisicos
ou enzimaticos. A estrutura primaria do DNA é suscetivel a instabilidade e decomposicao,
principalmente devido a hidrdlise, metilagao nao enzimatica, danos oxidativos e degradagao

enzimatica (Wilson, 1997).

Outra razao para a inibigao do PCR ¢ a aplicagao de condigoes de reagao inadequa-
das. As principais causas sao a utilizagao de primers inadequados, tempo ou condigoes de
temperatura inadequadas, baixa qualidade da polimerase utilizada e concentragao incorreta

de Mg** (Wilson, 1997).

A utilidade dos métodos de detegcao por PCR ¢ limitada em parte pela presenca de
substancias que inibem ou reduzem a eficiéncia da amplificagao. A inibicao pode ser total ou
parcial, manifestando-se como uma completa falha da reagao ou apresentando uma sensibili-
dade reduzida na detecao dos produtos de PCR. Em alguns casos a inibicao pode ser a causa
de resultados falsos-negativos (Wilson, 1997; Davalieva e Efremov, 2010). Varios métodos
podem ser usados para avaliar a presenca de inibidores em amostras bioldgicas. Os contro-
los internos que sao extraidos e amplificados juntamente com o DNA permitem detetar a

presenca de inibidores e despistar falsos-negativos (Nolan et al., 2006).

Varias substancias tém sido referidas como inibidores da reacao de PCR. Davalieva
e Efremov (2010) estudaram a influéncia de varios sais na capacidade de trés DNA polimera-
ses termoestaveis. A Taq polimerase, a DNA polimerase termoestavel mais utilizada, pode
ser inibida por diferentes substancias biologicas ou organicas e por sais. Esta polimerase é
inibida por concentragoes de NaCl superiores a 40 mM. Em relagao ao KCI e ao MgCl, é

inibida por concentragoes superiores 2 80 mM e a 13,5 mM, respetivamente.
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Outra importante fonte de inibidores de PCR sio o material e os reagente que
entram em contacto com as amostras durante a extragao do DNA. Estes incluem detergen-
tes ionicos, como deoxicolato de sédio, dodecil sulfato de sédio, etanol, isopropanol, fenol,

xileno, cianol e azul de bromofenol, entre outros (Klanc¢nik e Kovac, 2012).

11.6.2 Métodos analiticos

Para a identificacao de espécies de carne podem ser utilizados diversos métodos
analiticos, tais como métodos baseados em proteinas, incluindo dodecil-sulfato de sodio-gel
de eletroforese de poliacrilamida (SDS-PAGE), focagem isoelétrica (IEF) e cromatografia
liquida de alta performance (HPLC). Outra possibilidade é o recurso a métodos imunolégicos,
como os testes ELISA, a andlise sensorial, as diferengas anatomicas e histologicas, o nivel de
glicogénio presente no musculo e a andlise das propriedades da gordura (Al-Tamimi e
Ashhab, 2012; Sakalar e Abasiyanik, 201 1). No entanto, a maioria destes métodos apresenta
limitacoes devido a baixa especificidade, complexidade e morosidade e a ineficiéncia de
alguns em produtos processados devido a desnaturagao de proteinas (ILhak e Arslan, 2007;
Sakalar e Abasiyanik, 201 |; Martin et al., 2007b). Além disso, estes métodos sao inadequados
para a discriminagao entre espécies com uma elevada proximidade filogenética (Kesmen et

al,, 2010).

Em contraste, os métodos baseados na analise de DNA constituem uma alternativa
promissora para a diferenciacdo de espécies relacionadas, mesmo em amostras altamente
processadas, devido a elevada termoestabilidade da molécula de DNA (Rojas et al., 201 1;
Tsai et al.,, 2007). Um certo numero de técnicas baseadas no PCR tem sido desenvolvido ao
longo dos anos, revelando-se uma técnica bastante fiavel (Schwagele, 2005). Varios métodos
baseados na técnica de PCR sao utilizados para detetar adulteragoes em alimentos. O PCR
com species-specific primers € um dos métodos utilizados para a identificagao de diferentes
espécies, tanto em carnes cruas como em alimentos que sofreram processamento térmico.
Neste método é necessario conhecer a sequéncia de nucledtidos do gene que se pretende
amplificar para que os primers sejam desenhados tendo como base essa informagao. PCR
com species-specific primers requer a utilizagado de um controlo negativo e de um controlo
positivo de modo a controlar a possibilidade de se obter falsos-positivos ou falsos-negativos

(Spychaj et al., 2009).
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Outros métodos também utilizados sao PCR-RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), PCR-RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA), PCR-SSCP (Sin-
gle-Strand Conformation Polymorphism), PCR em multiplex e PCR em tempo real (Al-
Tamimi e Ashhab, 2012; Chandrika et al., 2010; Spychaj et al., 2009).

11.6.2.1 PCR em tempo real

Produtos carneos processados, como salsichas, almondegas, hamburgueres e lasa-
nhas sao expostos a elevadas temperaturas durante o seu processamento. Estas condigoes
conduzem a degradagao do DNA levando a falsos-negativos (Erwanto et al., 2012; Demirhan
et al.,, 2012). No caso de amostras degradadas a técnica mais adequada € o PCR em tempo
real, visto que esta permite amplificar e detetar pequenos fragmentos de DNA (Jonker et al.,
2008). Outra vantagem prende-se com o facto das etapas de pds-PCR, como a corrida de
eletroforese em gel de agarose, sao dispensadas, economizando tempo de analise e dimi-

nuindo o risco de contaminagdes (Laube et al., 2003).

Varios estudos tém sido publicados recorrendo a técnica de PCR em tempo real
(Laube et al., 2003; Kesmen et al., 2012; Demirhan et al,, 201 I; Jonker et al., 2008; Santos et
al., 2012; Tanabe et al., 2007a; Sakai et al., 201 1; Rojas et al., 2010). As principais razoes
apontadas prendem-se com a elevada especificidade e seletividade (Kesmen et al, 2012) e a
possibilidade de amplificagao de pequenos fragmentos em alimentos processados (Jonker et

al., 2008).

Santos et al. (2012) utilizaram a técnica de PCR em tempo real para a identificagao
de carne de lebre. Concluiram que esta técnica é adequada para a quantificagao e identifica-
¢ao de lebre em programas de controlo e regulagao da rotulagem. Rojas el al. (Rojas et al.,
2010) avaliaram a autenticidade de produtos carneos a base de aves, recorrendo ao PCR em
tempo real. Embora uma das vantagens desta técnica seja a possibilidade de quantificagao de
DNA presente na amostra, este autor afirma que utilizagao das equagoes padronizadas
desenvolvidas no seu trabalho nao sao adequadas para a quantificagao de carne em produtos
comerciais. Uma das razoes apontadas é o facto da composicao dos produtos carneos ser
bastante variada podendo influenciar a reagao de PCR em tempo real. Por outro lado nao é
possivel saber as condigoes exatas dos tratamentos térmicos aplicados a alguns produtos. As

condigoes dependem sempre do produtor e do produto em questao.
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1.6.3 Estudos de autenticidade de produtos carneos

Demirhan et al. (2012) no seu estudo sobre a detecao de DNA de suino em gelati-
na e produtos e alimentos processados contendo gelatina, analisaram um total de 43 amos-
tras de diversos produtos, || recolhidas na Alemanha e 32 na Turquia. No que se refere as
amostras provenientes da Alemanha, em duas delas foi detetado DNA de suino. Das amos-

tras recolhidas na Turquia em uma foi detetado DNA de suino.

Sakalar e Abasiyanik (2011) analisaram 93 amostras de produtos carneos de varios
tipos, recolhidos em diferentes partes de Istambul. Observaram que |9 das 42 amostras que
estavam rotuladas como contendo apenas carne de ruminantes continham também carne de
aves. Em duas destas amostras apenas foi detetado DNA de aves e nao foi detetado DNA de
ruminantes. No caso de produtos rotulados como contendo apenas carne de aves, 3 das 10
amostras continham também carne de ruminantes. No geral, 25 do total de 7| amostras
apresentaram resultados nao concordantes com a rotulagem e 22 amostras nao apresenta-

vam qualquer tipo de rotulagem.

Pascoal et al. (2004), por seu turno, analisaram 60 amostras recolhidas em super-
mercados regionais do Nordeste de Espanha. Neste estudo, apenas um dos nove produtos
crus ou curados analisados continham a rotulagem incorreta. Em contraste, a rotulagem
incorreta foi detetada em 14 dos 4| produtos submetidos a algum tipo de processamento
térmico. No que toca aos patés analisados, apenas uma das seis amostras apresentava uma
rotulagem incorreta visto que indicava a presenga de cor¢o mas, no entanto, nao foi deteta-
do qualquer vestigio de DNA desta espécie. Pascoal et al. (2004) verificaram também que a
maioria das amostras a partir das quais nao foi possivel amplificar DNA correspondiam a

produtos que foram submetidos a tratamentos intensos, como carnes enlatadas e patés.
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lI1.1 Materiais e Métodos

M.1.1 Amostragem

As amostras de bovino (Bos taurus), suino (Sus scrofa), galinha (Gallus gallus), cabra
(Capra hircus), ovelha (Ovis aries), peru (Meleagris gallopavo), veado (Cervus elaphus), pato
(Anas platyrhynchos), coelho (Oryctolagus cuniculus), cavalo (Equus caballus) e soja (Glycine max)
tém origem comercial e foram adquiridas em supermercados e hipermercados da regiao de
Tondela e Viseu. Foram recolhidas também 20 amostras de produtos a base de carne com a
finalidade de avaliar a robustez do método e 137 amostras de produtos a base de carne para
verificagao da respetiva autenticidade. Todas as amostras foram mantidas a uma temperatura

de -20 °C até a sua utilizagdo de modo a evitar a degradagao enzimatica do DNA.

H.1.2 Materiais

Os materiais utilizados neste trabalho foram:
v Pontas com filtro estéreis descartaveis de diferentes volumes
v Microtubos de 1,5 mL
v Microtubos de 0,2 mL
v'Laminas de bisturi estéreis
v Luvas latex
v Luvas 100 % nitrilo
v Pingas esterilizadas
v Kit NucleoSpin® Food (Macherey-Nagel, Alemanha)
v Kit NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel, Alemanha)
v Kit SureFood® ANIMAL ID Pork Sens PLUS V (R-Biopharm, Alemanha)
v Kit SureFood® ANIMAL ID Beef (R-Biopharm, Alemanha)

v Kit GeneJet PCR Purification (Thermo Scientific, Inglaterra)
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1n.1.3 Reagentes

Os reagentes utilizados foram:
v’ Agua estéril DNA/RNA free
v Isopropanol a 99,5 %
v Etanol 100 %
v Agarose (Fisher Scientific, Reino Unido)
v Marcador molecular (GeneRuler ™ 50 bp, Thermo Scientific, Reino Unido)
v Brometo de etidio (Q.BioGene, EUA)
v’ Corante molecular (Fermentas, Reino Unido)
v TBE 10x (MP Biomedicals, EUA)
v' PCR Master Mix (DreamTaq"" PCR Master Mix, Fermentas, Reino Unido)

v' TE (Fisher Scientific, Reino Unido)

l.1.4 Equipamentos

Os equipamentos utilizados neste trabalho foram:
v’ Banho termostatico (Thermomixer compact, Eppendorf, Alemanha)
v' Agitador vortex (V-1 plus, Biosan, Letonia)
v Moinho (KM 300, Kenwood, Japio)
v Microcentrifuga (54 15D, Eppendorf, Alemanha)
v Espectrofotometro (Smart Sperc Plus, Bio-Rad, EUA)
v' Cimara de fluxo laminar (Biocap RNA/DNA, Captair, Reino Unido)
v Termociclador (GeneAmp, Applied Biosystems, EUA)

v Transiluminador (Digidoc-it, UVP, EUA)
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v Estufa (BD/Bed 53, WTB Binder, Alemanha)
v Termociclador (Chromo4, Bio-Rad, EUA)
v/ Balanga (CENT 203, Gibertini, Itilia)

v Tina de electroforese (RunOne™, Embitet, EUA)

I.1.5 Extracao do DNA

O DNA das amostras foi extraido recorrendo a dois kits comerciais: NucleoS-
pin® Food (Macherey-Nagel, 2012a), da Macherey-Nagel, para amostras de origem vegetal e
alimentos processados (figura 7) e NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel, 2012b) para amos-

tras de tecidos carneos (figura 8).

Para a extragao de DNA com o kit NucleoSpin® Food homogeneizaram-se as
amostras e pesou-se aproximadamente 200 mg para um microtubo de |,5 mL. Adicionou-se
550 pL de Buffer CF, pré-aquecido a 65 °C, e 10 UL de proteinase K incubando-se a 65 °C
no banho termostatico durante cerca de 30 min. Decorrido esse tempo a amostra foi centri-
fugada durante 10 min, a |1 000 g. Transferiu-se 300 LIL do sobrenadante, adicionou-se o
mesmo volume de etanol (96 — 100 %) e de Buffer C4 e agitou-se. A solugao foi pipetada
para uma coluna de NucleoSpin® Food e centrifugou-se a || 000 g, durante | min. O
sobrenadante foi recolhido num tubo de colheita e descartado. O DNA ligado a coluna foi
lavado em duas etapas de centrifugagao, del min cada, usando 400 pIL de Buffer CQW e 700
ML de Buffer C5 a fim de aumentar a pureza do DNA eluido. Procedeu-se a uma lavagem
final da coluna com 200 L de Buffer C5, e posterior secagem da mesma numa centrifugagao
adicional de 2 min a |1 000 g. Por fim, o DNA foi eluido da coluna com 100 pL de Elution

Buffer CE, pré-aquecido a 70 °C, e mantido a 4 °C até a sua utilizagao.
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Homogeneizar 200 mg de
amostra

1 Homogeneizar
amostra

2 550 uL CF (65°C)

Lise celular

10 pL Proteinase K

< |}

65°C,
30 min

> 10,000 x g,
10 min

N
WJ

Tomar 1 vol de sobrenadante e
continuar para o passo 3

3 Ajustedas
condigbes 1vol C4

1 vol ethanol

4 Ligaca
gacaodo
DNA Eluir as amostras na coluna

(max capacidade 750 pL)

11,000 x g,
1 min

S Lavageme AL COWN
secagemda 12 lavagem 11,000 x g,
membrana - 1 min

700 uLC5

22 Javagem 11,000 x g
1 min

6_—? 200 uL C5

32
higes 11,000 x g,
2 min

6 Eluicdo do DNA
100 uL CE (70 °C)
\%) RT,

v} 5 min

11,000 x g,

C—j 1 min

Figura 7: Protocolo de extracio de DNA de amostras de sementes e de produtos comerciais a
base de carne (adaptado de Macherey-Nagel, 2012a).

No caso das amostras carneas cortou-se certa de 25 mg de tecido e incubou-se
com 180 UL de Buffer T1 e 25 UL de Proteinase K a 56 °C no banho termostatico até com-
pleta lise dos tecidos (certa de | h). Decorrido esse tempo agitaram-se as amostras, adicio-
nou-se 200 UL de Buffer B3 e incubou-se novamente a 70 °C, durante 10 min. As amostras
foram agitadas vigorosamente e adicionou-se 210 UL de etanol (96 - 100 %) agitando-se
novamente a fim de homogeneizar a solu¢ao. Cada solugao foi entao pipetada para uma

coluna de NucleoSpin® Tissue e centrifugou-se a |1 000 g, durante | min. O sobrenadante

33



Capitulo Il

foi recolhido num tubo de colheita e descartado. O DNA ligado a coluna foi lavado em duas
etapas de centrifugagao, de | min cada, usando 500 pL de Buffer BW e 600 pL de Buffer B5
a fim de aumentar a pureza do DNA eluido. Com o objetivo de secar a coluna procedeu-se
a uma centrifugacao adicional a |1 000 g, durante um | min, removendo assim qualquer resi-
duo de etanol. O etanol constitui um inibidor da reagao de PCR, sendo por isso este passo
crucial para o sucesso de todo o processo. Por fim, o DNA foi eluido da coluna com 100 pL

de Buffer BE, pré-aquecido a 70 °C, e mantido a 4 °C até a sua utilizagao.

1 Preparar a amostra Cortar 25 mg em pedacos
? Pré-lise da amostra = o0 _T1
25 pL Proteinase K
vl 56°C,

1-3h
3 Lise da amostra 200 uL B3

70°C,

10 min
4

Ajuste das condi¢cdes

210 pL 96100 % ethanol

5 Ligacio do DNA

Eluir as amostras

Carll | e || )| <

11,000 x g,
C:> 1 min

Lavagem da membrana I laagein 500 L BW

2% lavagem 600 pL B5

7 Secagem da membrana éj 11,000 x g,
= 1 min

Eluicio do DNA 100 pL BE

(70°C)
RT,
1 min

11,000 x g,
C—> 1 min

Figura 8: Protocolo de extracdo de DNA de amostras de tecido animal (adaptado de Macherey-
Nagel, 2012b).
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l.1.6 Qualidade e quantidade do DNA

A qualidade do DNA extraido foi verificada recorrendo a leitura da absorvancia no
espectrofotometro. As amostras foram expostas a luz UV a 260 nm e 280 nm. O racio
Ao/ Asgo indica a pureza do DNA extraido. Para a amostra de soja as especificagoes indicam
uma razao entre 1,6 e 1,9 (Macherey-Nagel, 2012a). No caso das amostras de tecido carneo
esta razao deve-se encontrar entre |,7 e |,9, como especificado no kit de extragao

(Macherey-Nagel, 2012b).

A concentragao do DNA presente foi calculada segundo a seguinte equacao (Sakalar

e Abasiyanik, 201 1):

[DNA] = A,,, X 50 ""Lme X fator de dilucio

.1.7 Amplificacao do DNA

HL.1.7.1 Preparacao da reacdo

A preparagao de todas as reagoes, excetuando a fase de adicao do DNA, foram rea-

lizadas numa camara de fluxo de ar laminar vertical.

Para a amplificagao das amostras procedeu-se a preparagao da reagao adicionando-
se 8,5 PL de agua estéril DNA/RNA free, 0,5 PL do primer F e do primer R e por fim 12,5 pL
de DreamTaq"" PCR Master Mix. Em cada corrida de amplificagio é necessario um controlo
negativo no qual é adicionado agua estéril DNA/RNA free (3 [IL) e é fechado ainda dentro da
camara de fluxo. Foram adicionados 3 pL de DNA da amostra no tubo respetivo perfazendo

assim 25 pL de volume reacional.

1.1.7.2 Amplificacio do DNA

A amplificacdo das amostras foi realizada no termociclador programado com uma
desnaturacao inicial a 94 °C, durante 5 min, seguida de 35 ciclos de desnaturagao a 94 °C
durante 30 seg, annealing a 60 °C durante 30 seg e extensao a 72 °C durante 30 seg. Por fim

foi realizada uma extensao final a 72 °C durante 7min.
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1n.1.7.3 Detecao dos produtos de PCR

Os produtos de PCR das amostras amplificadas foram sujeitos a eletroforese atra-
vés de gel de agarose com concentragao de 3 % em tampao TBE, a uma voltagem constante
de 135 V, durante cerca de 20 min. O marcador molecular utilizado (GeneRuler™ 50 bp)
permitiu a comparagao com as bandas produzidas pelas amostras. O gel foi corado com 8 pL
de brometo de etidio e o volume de amostra utilizado, 10 YL, foi misturado com 3,5 pL de
corante molecular antes de ser aplicado no pogo do gel. O gel foi visualizado e a sua fotogra-

fia obtida recorrendo a um transiluminador.

1.1.8 Material de Referéncia

Apos a detegao dos produtos da amplificagao de PCR correspondentes as amostras
de bovino e suino procedeu-se a sua purificagao recorrendo ao kit comercial GeneJET PCR

Purification Kit.

A purificagao dos produtos de PCR foi realizada como descrito no protocolo for-
necido. Ao volume restante da reagao de PCR adicionou-se 50 UL de isopropanol e 50 pL
de Binding Buffer e agitou-se. Transferiu-se 150 PL da solugao anterior para uma coluna
GeneJET Purification e centrifugou-se durante 30 seg, a 13 000 g. O sobrenadante recolhido
no tubo de colheita foi descartado. A coluna foi lavada com 700 UL de Wash Buffer e centri-
fugou-se durante 30 seg, a 13 000 g. A secagem da coluna foi feita com uma centrifugagao
adicional de | min a mesma velocidade. Por fim, transferiu-se a coluna para um tubo de
microcentrifuga e o produto de PCR purificado foi eluido com 50 UL de Elution Buffer. Des-
te volume retirou-se cerca de 45 L para um microtubo de 0,2 mL e colocou-se numa estufa
a 37 °C para evaporar. O restante volume foi corrido em eletroforese de gel de agarose

com o objetivo de confirmar o sucesso da purificagao.

Apos a evaporagao o produto de PCR purificado foi enviado para sequenciar para
um laboratério externo juntamente com |5 pL de duas solugdes |I:1 de TE e primer (uma
com o primer F e outra com o primer R). Os fragmentos de DNA sequenciados foram trata-
dos recorrendo ao software BioEdit e o fragmento obtido foi comparado com um banco de

genes (base de dados do NCBI) para verificar a sua identificagao.
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1n.1.8.1 Amplificacio do DNA

Apods a comprovagao que as amostras de bovino e suino adquiridas correspondiam
as espécies esperadas, e portanto poderiam ser utilizadas como material de referéncia, ini-
ciou-se a validagdo dos kits comerciais. Para a apreciagao dos parametros de validagao ¢

necessario proceder a amplificagao dos materiais de referéncia com esses mesmos kits.

Preparacdo da reacdo

Para a amplificacao do DNA do MR de suino utilizou-se o kit SureFood® ANIMAL
ID Pork Sens PLUS V e a preparagao da reagao foi feita de acordo com o protocolo disponi-
bilizado. Utilizaram-se 20 L de master mix, que contém 19,9 UL de reaction mix e 0,1 pL de
Taq Polymerase, aos quais foram adicionados 5 UL de DNA da amostra, obtendo-se um

volume reacional de 25 pL.

No caso do MR de bovino foi utilizado o kit comercial SureFood® ANIMAL ID Beef
e a preparacao da reacao foi feita de acordo com o protocolo fornecido, sendo igual ao utili-

zado na amostra de suino.

Amplificacdo do DNA

A amplificagao do DNA do MR no termociclador de tempo real foi programada
com as condigoes de reagao descritas nos protocolos fornecidos pelos kits. No caso do pro-
tocolo para suino procedeu-se a uma desnaturagao inicial de 5 min a 95 °C, seguindo-se 35
ciclos de desnaturagao a 95 °C durante |5 seg e uma fase de annealing e extensao a 55 °C
durante 30 seg. A leitura da absorvancia foi feita recorrendo a sonda FAM. Este kit possui
um controlo interno de amplificagao e a leitura da sua absorvancia é feita recorrendo a son-
da VIC. Uma amostra é considerada positiva quando ha amplificagao do DNA da amostra
(sonda FAM). No caso de ser negativa a amostra nao apresenta amplificagaio do DNA da

amostra (sonda FAM) mas apresenta amplificagao no controlo interno (sonda VIC).

O protocolo para bovino apresentou algumas modificagoes. Procedeu-se a uma
desnaturacao inicial a 95 °C durante 5 min seguindo-se 35 ciclos de desnaturagao a 95 °C
durante 10 seg, annealing a 48 °C durante 15 seg e, por dltimo, extensao a 55 °C durante 30

seg. Tal como para o protocolo de suino, a leitura da absorvancia foi também feita recorren-
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do a sonda FAM. Este kit nao possui controlo interno de amplificagao.

.1.9 Validacao
1Hi.1.9.1 Precisao

Repetibilidade

Apos se ter estabelecido que as amostras de bovino e suino adquiridas correspon-
diam as espécies pretendidas e poderiam ser utilizadas como material de referéncia, inicia-
ram-se os testes de validagao dos kits. Na avaliagao da precisao do método é importante
determinar a repetibilidade do mesmo. Para tal foram amplificadas trés aliquotas da mesma
amostra e o valor de C; das curvas obtidas permitiu o calculo da média e do desvio-padrao

para cada um dos métodos.

Precisdo Intermédia

Para a avaliagao deste parametro efetuou-se a amplificagao dos MR por dois opera-
dores diferentes no mesmo dia. Apds este passo procedeu-se a amplificagio do DNA em
diferentes dias, mas pelo mesmo operador. Em cada curva de amplificagao obtida foi retirado

o valor de C; e a sua média e o desvio-padrao calculados.

1L.1.9.2 Limite de detecdo

Para os testes de sensibilidade do método decidiu-se recorrer a uma série de dilui-
¢oes do DNA extraido do MR. Inicialmente foi lida a concentragio do DNA presente na
solugao e procedeu-se a uma série de diluicoes com cinco niveis concentragoes. De acordo
com a Norma Francesa XP U47-600-2 (2011) que afirma que o limite de detegao de um
método de PCR deve ser determinado utilizando uma série de diluicoes sucessivas, foram
amplificadas diluicdes com as concentragoes de | pg/mL, 0,1 pg/mL, 0,01 pg/mL, 0,001
pg/mL e 0,0001 pg/mL. Esta ultima diluicao apenas foi utilizada no método de pesquisa de
suino. A amplificagao foi realizada como descrito anteriormente e o limite de detegao foi

considerado como a concentragao mais baixa que é possivel amplificar.
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1H.1.9.3 Especificidade

Apos a determinagao da sensibilidade procedeu-se a verificagao da especificidade do
método. Para tal extrairam-se varias amostras de espécies diferentes e o seu DNA foi ampli-
ficado com o objetivo de verificar ndo s6 se a espécie estava correta como também se a
extracao do DNA foi bem sucedida. Posteriormente procedeu-se a pesquisa de DNA de

suino e bovino em cada uma destas amostras.

11.1.9.4 Robustez

Para finalizar variaram-se alguns parametros criticos do método, como o grau de
processamento das amostras e a presen¢a de potenciais inibidores da reagao. Atualmente,
muitos produtos alimentares sao feitos com varios tipos de matéria organica de origem ani-
mal e vegetal e com varios compostos inorganicos que podem interferir com a extragao do

DNA ou inibir o processo de PCR (Tanabe et al., 2007b).

Para verificar a robustez do método utilizaram-se 20 amostras de produtos alimen-
tares bastante processados e que continham na sua constituicao potenciais inibidores, consi-
deradas por isso matrizes complicadas (tabela 2). As amostras sofreram um processo de
extracao de DNA como descrito anteriormente e foi pesquisada uma das espécies rotuladas,

bovino ou suino.

[1.1.10  Aplicacao do método a produtos comerciais a base de carne

Apos a validagao dos métodos de pesquisa de DNA suino e bovino em foram anali-
sadas varias amostras de produtos alimentares a base de carne disponiveis no mercado.
Durante o periodo de outubro de 2012 a abril de 2013 foram recolhidas um total de 137
amostras de supermercados na zona de Tondela e Viseu. Todos os produtos recolhidos
sofreram algum tipo de processamento e tinham na sua composi¢ao uma ou varias espécies
carneas, especiarias e outros ingredientes. A lista de ingredientes declarada na embalagem de
cada produto foi registada e consultada durante a interpretagao dos resultados. Todas as

amostras foram armazenadas a -20 °C até a sua utilizagao.

O DNA de cada amostra foi extraido como descrito anteriormente e posterior-

mente amplificado com os kits de pesquisa de suino e de bovino. Os resultados obtidos
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foram entao comparados com o rétulo de cada produto.

Tabela 2: Produtos alimentares a base de carne utilizados para determinar a robustez dos dois

métodos.

Espécie rotulada a

Outras espé-

Tipo de amostra Amostra . . Outros ingredientes
pesquisar cies rotuladas
Paté de porco e A Suino (figado) Pato (gordura) Pimenta verde; sal; especiarias
aves B Suino (figado) Pato (gordura) Sal; especiarias;
Chourico de , . S
N C Suino (porco preto) Sal; pimentao; pimenta
porco preto
. . , Sal; pimentao; noz-moscada;
Farinheira D Suino (gordura) pime
canela; pimenta
Salsichas tipo E Suino Peru; galinha Sal; especiarias
Frankfurt F Suino Aves; soja Sal; especiarias
X G Suino Oleo vegetal; sal; especiarias
Lasanha a bolo- g P
, Oleo e margarina vegetal; sal;
nhesa H Suino S marg 8
especiarias
Fiambre da per- ,
P I Suino Sal
na extra
Paio Yorkdapa | Suino Sal; especiarias
s , : Sal; mistura de especiarias; 6leo
Rissois de carne | K Suino Bovino . :
alimentar; pimenta
Folhados mistos | L Suino Soja Sal; especiarias
Croquetes de , . Gordura vegetal; sal; pimenta;
q M Suino Bovino ira vegetal, sak p ’
carne especiarias
. . Margarina vegetal; 6leo vegetal;
Canelones N Bovino Soja 5 } Veg &
sal; especiarias
Hamburguer de . : Sal; especiarias; 6leo de colza e
. g o Bovino Soja P
bovino palma
Lasanha a bolo- . . .
P Bovino Oleo de girassol; sal;
nhesa
. , Sal; noz-moscada; pimenta bran-
~ Q Bovino Suino (gordura) ’ P
Empadio de ca
carne de vaca . Sal; noz-moscada; pimenta bran-
R Bovino
ca
. , Sal; 6leo alimentar; especiarias;
S Bovino Suino (gordura) . » P ’
. pimenta
Risséis de carne - - —
. , Sal; 6leo alimentar; especiarias;
T Bovino Suino (gordura)

pimenta
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I11.2 Resultados

.21 Material de Referéncia

Foram adquiridas duas amostras comerciais de suino e bovino com objetivo de
serem estabelecidas como material de referéncia. Procedeu-se entao a extracio de DNA, a
sua amplificagdo e por fim a detegao dos produtos de PCR em gel de agarose. Conforme
mostra a figura 9 foram obtidas bandas do tamanho esperado, 362 bp no caso do suino e

216 bp no caso do bovino.

Figura 9: Detecdo de produtos de PCR em gel de agarose a 3 %.

V: amostra de bovino; P: amostra de suino; N: controlo negativo; M: marcador molecular

Os produtos de PCR foram purificados antes de serem enviados para sequenciar.
Apos serem corridos em gel de agarose a sua fotografia foi obtida, observando-se apenas

uma Unica banda com o tamanho esperado (figura 10).
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Figura 10: Detecdo de produtos de PCR purificados em gel de agarose a 3 %.

V: amostra de bovino apos purificagao; P: amostra de suino apos purificagao; M: marcador molecular

Os resultados da sequenciagao foram tratados no software BioEdit. Comprovou-se
que o fragmento de suino e de bovino apds serem sequenciados apresentavam 98 % e 99 %
de similaridade com a espécie Sus scrofa e Bos taurus, respetivamente, quando comparado
com a base de dados do banco de genes NCBI. Este resultado permitiu que estas amostras

fossem utilizadas como material de referéncia das respetivas espécies.

1.2.2 Validacao
11.2.2.1 Precisao

Repetibilidade

Na avaliagao da repetibilidade amplificaram-se trés aliquotas da mesma amostra. As
curvas de amplificagao encontram-se representadas nas figuras || e 12 e os C;’s obtidos, a

média e desvio padrao encontram-se na tabela 3.

Tabela 3: Determinac¢do da repetibilidade dos métodos de pesquisa de bovino e suino.

Amostra Aliquotas C: Amostra  Aliquotas C;
| 17,09 I 24,86
2 17,77 2 25,34
Bovino 3 18,25 Suino 3 25,28
Média 17,70 Média 25,16
Desvio-padrao 0,583 Desvio-padrao 0,262
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| Aliquota 3

Controlo negativo

Figura 1 1: Curvas de amplificacdo das aliquotas utilizadas no teste de repetibilidade do método
de pesquisa de bovino.
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Figura 12: Curvas de amplificacdo das aliquotas utilizadas no teste de repetibilidade do método
de pesquisa de suino.

Precisdo intermédia

Para a determinagao da precisao intermédia dos kits foram amplificadas amostras

em dias diferentes (tabela 4). Com os C;’s obtidos calculou-se a média e o desvio-padrao

para cada uma das amostras.

Posteriormente as amostras foram amplificadas as amostras por dois operadores

diferentes sendo calculada também a média e o desvio-padrao dos C;’s obtidos (tabela 5).
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Tabela 4: Determinacao da precisao intermédia inter-dia.

Amostra Dia C; Amostra Dia C;
| 16,29 I 27,07
2 16,04 2 25,61
3 17,41 3 25,78
4 15,95 4 26,97
5 16,56 5 26,63
6 16,12 6 26,42
7 16,37 7 26,26
8 16,72 8 26,32
Bovino 9 15,89 Suino 9 25,04
10 16,48 10 25,05
I 16,68 I 25,86
12 16,13 12 26,97
13 16,44 13 26,30
14 16,31 14 26,61
15 16,76 I5 25,86
Média 16,41 Média 26,18
Desvio-padraio 0,390 Desvio-padrao 0,643
Tabela 5: Determinacao da precisiao intermédia variando o operador.
Amostra Operador C; Amostra Operador C;
16,04 26,63
A 15,95 A 25,67
16,59 26,48
15,97 24,03
Bovino Suino
B 16,47 B 26,06
16,19 25,94
Média 16,20 Média 25,80
Desvio-padrao 0,271 Desvio-padrao 0,937
11.2.2.2 Limite de detecdo

O limite de detecio do método foi testado usando uma série de diluicdes do DNA

obtido do MR com cinco niveis de concentragao (I pg/mL, 0,1 pg/mL, 0,01 pg/mL, 0,001

pg/mL e 0,0001 pg/mL) para DNA de suino (tabela 6) e quatro niveis de concentragao (|
pg/mL, 0,1 pg/mL, 0,01 pg/mL, 0,001 pg/mL) para DNA de bovino (tabela 7).
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Tabela 6: Série de diluicoes utilizada para estabelecer o limite de detecdo do método de pesquisa

de DNA de suino.

Concentracio de Volume da solu-

Diluicoes

Volume de agua

Volume total

DNA (ug/mL) ¢do anterior (L)  (pL) (uL)
Solucao inicial 58,16 - - -
Diluicdo | I 3,4 196,6 200
Diluicdo 2 0,1 20 180 200
Diluicdo 3 0,01 20 180 200
Diluicdo 4 0,001 20 180 200
Diluicdo 5 0,0001 20 180 200

Tabela 7: Série de dilui¢Ges utilizada para estabelecer o limite de detecio do método de pesquisa

de DNA de bovino.

Concentracido de Volume da solu-

Volume de agua

Volume total

DiluicGes DNA (ug/mL) cdo anterior (UL)  (UL) (uL)
Solucio inicial | 46,38 - - -
Diluicio | | 43 195,7 200
Diluicido 2 0,1 20 180 200
Diluicio 3 0,01 20 180 200
Diluigio 4 0,001 20 180 200

Depois de amplificadas as solugoes o limite de deteciao foi estabelecido em 0,01

pg/mL para o bovino e 0,001 pg/mL para o suino. As curvas de amplificagao estao represen-

tadas na figura 13 e 14, respetivamente.

Fluorescence

—— e e e e e e e T e e e e e — —

| pg/mL

0,1 pg/mL

0,01 pg/mL

0,001 pg/mL
0,0001 pg/mL
Controlo positivo

Controlo negativo

Figura 13: Curvas de amplificacdo da série de diluicdes utilizada no teste do limite de detecdao do

método de pesquisa de suino.
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Figura 14: Curvas de amplificacdo da série de dilui¢6es utilizada no teste do limite de detecdo do
método de pesquisa de bovino.

111.2.2.3 Especificidade

A identificacao de espécies é realizada em produtos complexos onde muitas vezes
estao presentes varias espécies. A especificidade do método constitui portanto um parame-
tro essencial para a sua validagao. Utilizou-se um grande painel de espécies, como galinha,
cabra, ovelha, peru, veado, pato, coelho, cavalo e soja. Apds a extragao do DNA a sua

absorvancia foi lida e o racio A,/A,, e a sua concentragao calculadas (tabela 8). O racio

Ao/ Asgo indica que a qualidade do DNA extraido é adequada para a sua amplificagao.

Tabela 8: Racio A, /A3, e concentracdao das amostras utilizadas nos testes de especificidade.

Amostra Aol Asgo Concentracdo (ug/mL)
Galinha 1,8300 71,92

Cabra 1,7581 124,6416

Ovelha 1,6700 49,9683

Peru 1,8110 47,5759

Veado 1,6724 123,8527

Pato 1,8600 37,33

Coelho 1,6968 109,451

Cavalo 1,6968 27,7938

Soja 1,6402 19,8317
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Todas as amostras foram entao amplificadas e corridas em gel de agarose obtendo-

se bandas do tamanho esperado (figura 15).

289 bp

Figura 15: Detecdo de produtos de PCR em gel de agarose a 3 % das espécies para os testes
de especificidade.

Pa: amostra de pato; Ga: amostra de galinha; Ov: amostra de ovelha; Pe: amostra de peru; Ve: amostra
de veado; Co: amostra de coelho; Ca: amostra de cavalo; So: amostra de soja; Cb: amostra de cabra N:
controlo negativo; M: marcador molecular

Para se detetar a possibilidade de reagoes cruzadas, cada um dos kits foi utilizado na
amplificacao das espécies nao-alvo. Através das curvas de amplificagao representadas nas
figuras 16 e |17 pode-se verificar que nao houve amplificagao de nenhuma das espécies que
nao as espécies-alvo. No caso do suino também foi possivel verificar que a amplificagao cor-

reu como o esperado, visto que o controlo interno amplificou em todas as amostras (figura

18).
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Figura 16: Curvas de amplificacdo das varias espécies utilizadas no teste de especificidade do
método de pesquisa de bovino.
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Figura 17: Curvas de amplificacdo das varias espécies utilizadas no teste de especificidade do
método de pesquisa de suino.

Peru

Cavalo

Pato

Coelho

o
e
w

Veado

Galinha

Fluorescence

Cabra

Ovelha

Bovino

Soja
Il Controlo positivo

B Controlo negativo

Figura 18: Curvas de amplificacdao do controlo interno das varias espécies utilizadas no teste de
especificidade do método de pesquisa de suino.
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111.2.2.4 Robustez

Todas as amostras sofreram um processo de extragao de DNA e uma das espécies
rotuladas, suino ou bovino, foi pesquisada. As curvas de amplificagao, quer das amostras,
quer do controlo interno de amplificagao, encontram-se representadas nas figuras 19 a 24 na

pesquisa de suino e nas figuras 25 e 26 na pesquisa de bovino.

Hc

D

Fluorescence

B Controlo Positivo

Controlo Negativo

Figura 19: Curvas de amplificacdo das amostras A, B, C e D na pesquisa de suino.

A: Paté de porco e aves; B: Paté de porco e aves; C: Chourigo de porco preto; D: Farinheira

[ ]
CIS

Controlo positive
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o
b 1Y h
w
pradlaa s la g leaaa e liaas
O

Controlo negative

Figura 20: Curvas de amplificacdo do controlo interno das amostras A, B, C e D na pesquisa de
suino.

A: Paté de porco e aves; B: Paté de porco e aves; C: Chourigo de porco preto; D: Farinheira
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Figura 21: Curvas de amplificacdo das amostras E, F, G e H na pesquisa de suino.

E: Salsichas tipo Frankfurt; F: Salsichas tipo Frankfurt; G: Lasanha a bolonhesa; H: Lasanha a bolonhesa
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Figura 22: Curvas de amplificacdo do controlo interno das amostras E, F, G e H na pesquisa de

suino.

E: Salsichas tipo Frankfurt; F: Salsichas tipo Frankfurt; G: Lasanha a bolonhesa; H: Lasanha a bolonhesa
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Figura 23: Curvas de amplificacdo das amostras |, J, K, L e M na pesquisa de suino.

I: Flambre da perna extra; J: Paio York da p3; K: Rissois de carne; L: Folhados mistos; M: Croquetes de car-
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Figura 24: Curvas de amplificacdo do controlo interno das amostras |, J, K, L e M na pesquisa de
suino.
I: Flambre da perna extra; J: Paio York da p3; K: Rissois de carne; L: Folhados mistos; M: Croquetes de car-
ne
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Figura 25: Curvas de amplificacdo das amostras N, O e P na pesquisa de bovino.

N: Canelones; O: Hamburguer de bovino; P: Lasanha a bolonhesa
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Figura 26: Curvas de amplificacdo das amostras Q, R, S e T na pesquisa de bovino.

Q: Empadao de carne de vaca; R: Empadao de carne de vaca; S: Risséis de carne; T: Rissois de carne

11.2.3 Aplicacao do método a produtos comerciais a base de carne

Foram recolhidas 137 amostras presentes no mercado (tabela 9). Apos a extragao
do DNA foi pesquisado em todas as amostras DNA de suino e bovino. Os resultados obti-
dos desta pesquisa foram comparados com a rotulagem de cada produto e os resultados
estao apresentados na tabela 9. Na rotulagem dos produtos apenas foi tida em conta a pre-
senga ou auséncia de suino e/ou bovino. Apds o tratamento dos resultados concluiu-se que
sete amostras (5,1 | %) apresentavam a lista de ingredientes incorreta. A carne de suino é a
mais utilizada neste tipo de produtos alimentares, estando rotulada em 109 das 137 amos-
tras analisadas. Das amostras rotuladas como contendo carne de suino uma delas (0,92 %),
um empadao de carne, nao apresentava qualquer trago de DNA desta espécie. Por outro
lado, cinco (17,86 %) das 28 amostras que nao declaravam carne de suino no roétulo apresen-
taram um resultado positivo na pesquisa desta espécie. Este grupo de amostras é constituido
por chamugas de carne, mousse de pato, hamburguer de peru e dois hamburgueres de bovi-

no.
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No que diz respeito a espécie de bovino, foram testadas 25 amostras que apresen-

tavam esta espécie na lista de ingredientes. No entanto, em uma amostra (4 %) nao foi dete-

tado DNA desta espécie. No caso das amostras que nao continham carne de bovino decla-

rada todas apresentaram resultado negativo quando foi pesquisado DNA desta espécie.

Tabela 9: Resultados do estudo de autenticidade de produtos a base de carne comercializados

em Portugal.

Produto N Espécies declaradas  Espécies detetadas
Mortadela fatiada | P+V P+V
Mortadela com azeitonas fatiada I P+V P
Cheeseburguer | P P
Chickenburguer I NR ND
Hotdog | P P
Chourico de porco preto I P P
Chourico 13 P P
Farinheira 8 P P
Chourico preto 3 P P
Chourico de vinho 2 P P
Enchidos variados (morcela, farinheira, chouri- | p P
co e alheira)

Fuet I P P
Pizza fiambre e queijo | P P
Pizza carbonara | P P
Pizza romana 2 P P
Pizza presunto I P P
Paté de porco 3 P P
Paté de pato I P P
Paté de frango | P P
Morcela 4 P P
Rissois de carne 3 P+V P+V
Croquetes de carne 3 P+V P+V
Chamucas de carne I v P+V
Empadas de carne I P+V P+V
Folhados de carne 2 P+V P+V
Folhados mistos I P P
Chamucas de carne 2

Folhado de salsicha 2 P P
Empadas de galinha 2 NR ND
Foudant de pato 2 NR ND
Mousse de pato 2 NR ND
Mousse de pato 1 NR

Paté porco e aves 3 P P
Linguica I P P
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Salsicha de churrasco 4 P P
Alheira I P P
Empadao de carne | P+V P+V
Moira I P P
Hamburguer de frango 2 NR ND
Lasanha a bolonhesa 3 P P
Cannellone a bolonhesa 3 \ \
P3ao com chourico | P P
Chouricio 5 P P
Paio York 3 P P
Torresmo | P P
Fiambre de frango 2 NR ND
Fiambre da perna de peru | NR ND
Cordon bleu I NR ND
Hamburguer peru I NR P
Nuggets peito de frango 2 NR ND
Pizza pepperoni | P P
Pizza quatro estacoes I P P
Pizza havaiana | P P
Lasanha a bolonhesa I \' \
Chili de carne com arroz | \ \
Salsicha alema 12 P P
Salame fatiado 2 P P
Tagliatelle a carbonara I P P
Esparguete a bolonhesa | \' Vv
Empaddo de carne I P+V \'
Fiambre extra fumado | P P
Fiambre da perna extra 3 P P
Tortelini | P P
Almondegas com puré I \" \
Rojoes com migas | P P
Hamburguer 2 A\ P+V

Amostras com rotulagem incorreta estao assinaladas com negrito
N: nimero de amostras | NR: nao declarada nenhuma das espécies (suino ou bovino) | ND: nao
detetada nenhuma das espécies pesquisadas (suino ou bovino)
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I11.3 Discussao de Resultados

O maior desafio das agéncias de controlo alimentar de todo o mundo € a determi-
nacao das espécies de carne presentes nos produtos alimentares. Para a protegao da con-
fianca e seguranca do consumidor é importante assegurar a qualidade dos produtos, por isso
a verificagdo das espécies declaradas é importante por varios motivos: por razoes éticas cer-
tos grupos rejeitam o consumo de determinadas espécies, por razoes de saude certas pes-
soas evitam o consumo de determinadas carnes, e pela possivel perda econémica devido a
substituicao fraudulenta de espécies de carne mais caras por outras com menor valor eco-

nomico (lwobi et al., 2012).

A substituicao de espécies carneas ocorre mais regularmente em produtos alimen-
tares processados, como por exemplo salsichas, carne picada, produtos curados e produtos
de elevado valor. Uma das possiveis razoes para a substituicao deliberada de espécies por
outras de menor valor comercial é a maior dificuldade para a sua detegao visual neste tipo
de produtos. As técnicas de processamento utilizadas na industria alimentar alteram a apa-
réncia, cor, textura e sabor da carne, o que dificulta a distingao entre as varias espécies pre-
sentes numa mistura. Outra razao para a presenga de espécies nao rotuladas nos produtos é
a elevada probabilidade de ocorréncia de contaminagoes cruzadas durante o processamento

devido a incorreta lavagem dos equipamentos (Cawthorn et al., 201 3).

A identificacdo de espécies animais representa um importante tépico no controlo
alimentar e por isso sao necessarias metodologias modernas, robustas e eficazes que permi-
tam dar resposta aos atuais problemas de autenticidade (Azmi et al., 201 1). O uso da técnica
de PCR em tempo real na andlise de produtos alimentar tem sido descrito por varios auto-
res como sendo uma metodologia bastante eficiente e com elevada especificidade e sensibili-
dade (Demirhan et al,, 2012; Jonker et al., 2008; Kesmen et al.,, 2012; Laube et al., 2003;
Santos et al,, 2012; Rojas et al., 2010). Em estudos ja publicados, quando a técnica de PCR é
utilizada em produtos carneos, a regiao amplificada corresponde geralmente a um fragmento
do DNA mitocondrial da espécie (Edris et al.,, 2012). No presente trabalho foi também utili-
zado o mtDNA visto que este apresenta um elevado niumero de copias por célula, é mais
resistente a fragmentacao provocada pelo calor e permite uma maior diferenciagao entre
espécies estreitamente relacionadas (Kesmen et al,, 2012). A sua utilizagao em produtos ali-
mentares processados e onde estao presentes misturas de varias espécies constitui portanto

uma vantagem.
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Neste estudo foram utilizados dois kits comerciais, SureFood® ANIMAL ID Pork
Sens PLUS V para a pesquisa de suino e SureFood® ANIMAL ID Beef para a pesquisa de
bovino. Procedeu-se a sua validagao avaliando-se parametros como a sensibilidade, especifi-
cidade, precisao, robustez e aplicabilidade dos métodos. Iniciou-se a validagao do método
pela avaliagao da sua precisao. Nos testes da repetibilidade obteve-se um desvio padrao de
0,583 e 0,262 para o bovino e para o suino, respetivamente. Na avaliagao da precisao inter-
dias foi obtido um desvio padrao de 0,390 e 0,643 e no caso da variagao do operador de
0,271 e 0,937, para o bovino e para o suino, respetivamente. Sendo este um método qualita-
tivo nao é possivel avaliar este parametro comparando com valores de referéncia. No entan-
to nao foi obtida uma variagao estatisticamente significativa dos C;’s, sendo até inferior a um

ciclo, o que permite concluir que ambos os métodos sao precisos.

Nos resultados dos testes de sensibilidade foi utilizada uma série de diluicoes, com
concentragoes de | pg/mL, 0,1 pg/mL, 0,01 pg/mL, 0,001 pg/mL e 0,0001 pg/mL. Esta dltima
diluigao apenas foi utilizada no método de pesquisa de suino. A espécie de suino foi detetada
até uma concentragao de 0,001 pg/mL e o bovino até uma concentragao de 0,01 pg/mL.
Comparando com estudos ja publicados é possivel verificar que o limite de detegao varia
consoante o método utilizado. Demirhan et al. (2012), utilizando a técnica de PCR em tem-
po real, obtiveram um limite de detegao de 1% no seu estudo de pesquisa de suino em gela-
tinas halal. Branko et al. (2009) utilizando a técnica de PCR convencional determinaram que
o seu método apresentava uma sensibilidade de 1%, tanto para a pesquisa de suino como de
bovino. Pascoal et al. (2004) descreveram um método que utiliza a técnica de PCR-RFLP
cujo limite de detegao foi de 0,5%. Unajak et al. (201 1) utilizaram a técnica de nested-PCR,
tendo obtido um limite de detegao de | ng para a pesquisa de suino e 0,001 ng para a pes-
quisa de bovino. De um modo, geral é possivel constatar que a técnica de PCR em tempo
real apresenta valores de limite de detegao mais baixos. Quando é necessario um nivel de
detecao inferior o nimero de ciclos do método pode ser aumentado (Jonker et al., 2008).
Tal alteragao permite a detegao de concentragoes inferiores de DNA, no entanto aumenta
também o tempo da analise. Na rotina do laboratério esta modificagao apenas sera vantajosa

em casos pontuais, quando é necessario um limite de dete¢ao muito baixo.

Os métodos de identificacido de espécies sao aplicados em produtos complexos,
muitas vezes com varias espécies presentes. Consequentemente foram testadas dez espécies
na avaliagao da especificidade dos métodos, sendo elas suino, ou bovino, galinha, cabra, ove-

lha, peru, veado, pato, coelho, cavalo e soja, nao tendo sido detetada qualquer reagao cruza-
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da. Este resultado permite concluir que os primers e sondas presentes nos kits utilizados sao

bastante especificos, podendo ser utilizados com seguranga em amostras complexas.

A pureza dos acidos nucleicos é particularmente importante na técnica de PCR em
tempo real visto que a presenga de contaminantes pode interferir com a detegao da fluores-
céncia (Kesmen et al,, 2012). Este tipo de contaminantes, como sal, especiarias ou dleos,
estao presentes em muitos produtos alimentares e podem inibir o processo e conduzir a
resultados falsos-negativos (Laube et al., 2003). Para contornar este problema é recomenda-
do o uso de um controlo interno de amplificagao durante o processo, tendo sido utilizado
um na pesquisa de DNA de suino. Dependendo do grau de processamento dos produtos
(tratamentos térmicos, pressao elevada, trituragao, etc.), o DNA das espécies utilizadas
pode encontrar-se fragmentado dificultando a sua detegio. E por isso importante desenvol-
ver um método robusto para a pesquisa de espécies em misturas e nos produtos comerciais
a base de carne. Nos graficos obtidos na amplificacdo das amostras utilizadas na avaliagao da
robustez observa-se que, apesar dos processos de tratamento e dos possiveis inibidores
presentes nas amostras, foi possivel detetar a espécie que se pretendia. O controlo interno
utilizado na pesquisa de suino permite concluir que todas as amostras foram amplificadas
corretamente, nao havendo portanto nenhum resultado falso negativo. Estes resultados sao
concordantes com outros obtidos por varios autores. No estudo elaborado por Laube et al.
(2003) foi possivel detetar a espécie respetiva em todas as amostras de produtos alimentares
que para além do elevado processamento que sofreram continham também especiarias,
oleos e molhos na sua constituicao. Arslan et al. (2006) concluiram que a identificacao de
espécies por PCR é afetada pela temperatura e tempo da cocgao dos alimentos e também
pelo tamanho do fragmento do DNA que se pretende amplificar. No entanto, foi possivel
identificar corretamente as espécies em todos os métodos de cozedura, a excegio das
amostras que sofreram uma fritura excessiva (durante 80 min). Musto (2011) concluiu que
os grandes fragmentos de mtDNA e nDNA foram amplificados com sucesso tanto em ali-
mentos crus como cozinhados, indicando que pequenos procedimentos térmicos nao danifi-

cam excessivamente o DNA.

Apos a validagao dos dois métodos procedeu-se a aplicagao dos mesmos em produ-
tos comerciais. Analisaram-se |37 amostras de produtos alimentares disponiveis em super-
mercados e hipermercados onde foi pesquisado DNA de suino e de bovino. Apos a avaliagao
dos resultados e sua comparagao com a lista de ingredientes de cada produto foram deteta-

dos sete produtos (5,1 1%) com uma incorreta rotulagem. Das amostras analisadas a espécie



Capitulo Il

de suino € a mais utilizada nas adulteracoes. Trés dessas amostras estavam rotuladas como
contendo apenas carne de bovino, no entanto foi também detetada carne de suino. Tal
ocorréncia pode dever-se ao facto de a carne de bovino ter um valor comercial superior a
carne de suino, o que podera levar os produtores a substituirem parcialmente a carne de
bovino. O mesmo sucede com a amostra de hamburguer de peru e com o mousse de pato
onde foi detetada carne de suino. Outra justificagao podera ser a utilizagado da mesma linha
de fabrico para varios produtos que contenham espécies diferentes, o que pode levar a con-
taminagoes acidentais. Nenhum destes produtos esta apresentado como dirigido para a
comunidade mugulmana, no entanto nao deixam de constituir um problema ético e religioso.
Ainda relativamente a carne de suino, um dos produtos apresentava no rotulo a presenga de
bovino e de suino, no entanto apenas foi detetada carne de bovino. Tal acontecimento nao é

muito comum devido a diferenca do valor comercial entre a carne das duas espécies.

No caso do bovino apenas um produto (0,73%), uma mortadela de azeitonas, se
encontrava erradamente rotulado, visto que nao foi detetada esta espécie no mesmo. Este
facto pode dever-se as razoes previamente apresentadas. No que respeita aos produtos que
nao apresentavam esta espécie declarada todos apresentaram um resultado negativo na pes-

quisa de bovino.

Os resultados obtidos nesta pesquisa podem ser comparados com varios estudos ja
publicados que apresentam dados de varios paises. A tabela 10 resume os resultados obtidos

em varios paises, em que a percentagem de adulteragoes foi avaliada.

Os graficos apresentados na figura 27 e 28 comparam o niimero de amostras anali-
sadas e adulteradas em cada estudo provenientes de diferentes paises. Analisando o grafico
referente a espécie de suino € possivel verificar que o maior niUmero de adulteragoes cor-
responde a produtos que nao declaravam esta espécie no rétulo mas que apresentaram um
resultado positivo. O pais com maior nimero de adulteragces é a Africa do Sul, onde
Cawthorn et al. (2013) analisaram um total de 125 amostras estando 46 delas (37%) errada-
mente rotuladas. O estudo realizado com amostras do Egipto (El-nasser et al., 2010) tam-
bém apresenta uma percentagem elevada de adulteragées. Dos 50 produtos analisados, 36%
nao apresentavam carne de suino na lista de ingredientes e apresentaram um resultado posi-
tivo quando esta espécie foi pesquisada. No caso da Alemanha, que apresenta 18% de produ-
tos erradamente rotulados, foi analisado um nimero reduzido de amostras, o que podera

levar a um resultado nao realista. Nesse estudo, Demirhan et al. (2012) analisaram gelatinas
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e produtos com gelatina, e no caso da amostra adulterada, recolhida na Turquia, a expectati-
va do consumidor era que este fosse um produto halal. Este resultado nao deixa de ser
alarmante visto que a comunidade mugulmana nao consome produtos com carne ou deriva-

dos de suino.

Tabela 10: Resultados de adulteragoes obtidos em diferentes paises.

Pais Espécies pesquisadas Adulteracoes Referéncia
Turquia Suino 3,13%
Demirhan et al. (2012)
Alemanha Suino 18,18%
Suino 6,06%
Holanda Jonker et al. (2008)
Bovino 13,51%
. Bovino 9,23% Sakalar e Abasiyanik
Turquia
Suino 0% (2011)
Suino 0%
Malasia Chandrika et al. (2010)
Bovino 0%
Espanha Suino 10,93% Calvo et al. (2001)
Suino 6%
Espanha Pascoal et al. (2004)
Bovino 4%
Japao Suino 0% Tanabe et al. (2007b)
China Bovino 81,82% Chen et al. (2010)
Suino 0%
Taiwan Hsieh et al. (2005)
Bovino 25,58%
, Suino 36,80
Africa do Sul Cawthorn et al. (2013)
Bovino 19,35%
Egito Suino 36% El-nasser et al. (2010)

Quatro dos estudos publicados apresentaram 0% de adulteragoes envolvendo carne
de suino, no entanto, trés deles analisaram um numero reduzido de amostras. Sakalar e
Abasiyanik (2011) analisaram apenas uma amostra, Chandrika et al. (2010) avaliaram 13
amostras e Tanabe et al. (2007) analisaram sete amostras. A utilizagao de um nimero redu-
zido de amostras é desaconselhada visto que os resultados obtidos podem nao transparecer
a realidade. No estudo de Hsieh et al. (2005), realizado em Taiwan, foram analisadas 44
amostras e a percentagem de adulteragoes detetadas foi 0%. No presente estudo obteve-se
uma percentagem de adulteragdes de 4% sendo inferior a cerca de metade dos estudos

apresentados.
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Adulteragdes com carne de suino
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Figura 27: Representacdo grafica comparando o nimero de amostras analisadas e de adultera-
¢Oes com carne de suino em diferentes paises.

Os valores percentuais apresentados ao cimo de cada coluna referem-se a percentagem de produtos
em cada estudo que declaravam carne de suino e apresentaram resultados negativos e que nao declara-
vam essa mesma espécie e apresentaram resultados positivos.

a) Demirhan et al. (2012); b) Jonker et al. (2008); c) Sakalar e Abasiyanik (201 1); d) Chandrika et al.
(2010); e) Calvo et al. (2001); f) Pascoal et al. (2004); g) Tanabe et al. (2007b); h) Hsieh et al. (2005); i)
Cawthorn et al. (2013); j) El-nasser et al. (2010); k) Este estudo

A anilise do grafico apresentado na figura 28 permite observar que as adulteragoes
feitas com carne de bovino tanto se encontram em produtos que apresentam esta espécie
rotulada mas que tém um resultado negativo, como em produtos que nao possuem esta
espécie rotulada mas apresentam um resultado positivo. Dos estudos analisados apenas um
apresenta um resultado de 0%. O estudo realizado por Chandrika et al. (2010) podera apre-
sentar este resultado devido ao reduzido nimero de amostras analisadas. O pais com maior
percentagem de adulteragoes é a China (Chen et al., 2010), no entanto apenas foram anali-
sadas || amostras. No caso do presente estudo apenas foi detetada 0,7% de adulteragoes
com carne de bovino. Este resultado é bastante positivo comparado com outros paises
como Espanha, Turquia e Holanda. Nestes casos foi obtida uma percentagem de adultera-

¢oes de 4%, 9% e 14%.
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Adulteracdes com carne de bovino
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Figura 28: Representacdo grafica comparando o nimero de amostras analisadas e de adultera-
¢Oes com carne de bovino em diferentes paises.

Os valores percentuais apresentados ao cimo de cada coluna referem-se a percentagem de produtos
em cada estudo que declaravam carne de suino e apresentaram resultados negativos e que nao declara-
vam essa mesma espécie e apresentaram resultados positivos.

a) Jonker et al. (2008); b) Sakalar e Abasiyanik (2011); c) Chandrika et al. (2010); d) Pascoal et al.
(2004); e) Hsieh et al. (2005); f) Cawthorn et al. (2013); j) Chen et al. (2010); k) Este estudo
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Os consumidores tém o direito de ter acesso a informagao correta correspondente
aos produtos que pretendem adquirir de forma a fazerem uma escolha em consciéncia. O

o

Decreto-Lei n.° 183/2002, de 20 de agosto (Ministério da Agricultura Desenvolvimento
Rural e Pescas, 2002), que transpoe para a ordem juridica interna a Diretiva n.°
2001/101/CE, indica que a lista de ingredientes é uma das mengoes obrigatérias da rotulagem
dos géneros alimenticios, devendo ser indicados pelo seu nome especifico. Passa entao a ser
obrigatoria a designagao da espécie animal de que a carne utilizada nos produtos alimentares

€ proveniente. Posteriormente, a Diretiva 2002/86/CE da Comissao, de 6 de novembro

(Comissao Europeia, 2002), proibe o comércio de produtos nao conforme.

A maior percentagem de adulteragoes acontece com carne de suino e normalmente
em produtos onde esta espécie nao se encontra rotulada. As autoridades devem identificar
pontos-chave da cadeia alimentar onde seja possivel melhorar as praticas de processamento
e rotulagem dos produtos alimentares, verificar a adequagao dos métodos de monitorizagao
da autenticidade e averiguar se as sangoes emitidas em caso de incumprimento sao suficien-

tes para dissuadir praticas fraudulentas no nosso pais.

A técnica de PCR, nomeadamente o PCR em tempo real, tem-se mostrado uma
técnica rapida e sensivel. Os kits comerciais utilizados neste trabalho revelaram-se uma
importante ferramenta na rotina do laboratoério devido a sua rapidez mas também a elevada
robustez e aplicabilidade em produtos comerciais bastante processados. Em trabalhos futu-
ros seria importante testar a aplicabilidade do método descrito a outras matrizes alimenta-

res.

A percentagem de carne de cada espécie presente ¢ dificil de determinar devido ao
facto da quantidade de DNA presente nos tecidos nao ser constante, a presenga de inibido-
res no musculo e gordura, a composicao e condigoes de processamento das amostras
comerciais conhecidas, as diferengas na quantidade do DNA mitocondrial extraido de cada
uma das espécies de carne, as diferengas na eficacia da extragao, a idade do animal, ao corte
da carne e a proporgao entre musculo e gordura na amostra utilizada (Sakai et al., 201 ;
Jonker et al., 2008; Rojas et al., 2010). No entanto, este € um importante topico para pesqui-
sas futuras. Seria importante perceber se os resultados positivos em amostras que nao apre-

sentam essa espécie rotulada se devem a adigao intencional da referida espécie ou se a uma
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contaminagao na linha de produgao. Para tal é necessario aumentar a pesquisa na area do
PCR em tempo real, desenvolvendo formulas robustas que tenham em conta todas as varia-

veis.

7

E possivel concluir que os métodos utilizados neste trabalho sao robustos e fidveis,
podendo ser utilizados com elevada confianga na rotina do laboratério na identificacao de
espécies. A sua aplicagao em anilises de rotina na industria alimentar permite aumentar os
niveis de exceléncia dos produtos e garantir a autenticidade dos mesmos. Aumentando a
transparéncia de todo o processo aumenta também a confianga dos consumidores nos pro-
dutos que adquirem, podendo conduzir a um acréscimo das vendas no mercado interno e

mesmo nas expo r‘tagées.
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