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RESUMO

O tremoco (Lupinus albus) tem sido largamente utilizado em todos os tipos de produtos
alimentares (padaria, pastelaria, snacks), principalmente devido ao seu valor nutricional e
propriedades funcionais/tecnolégicas. No entanto, o tremoc¢o também é classificado como
um ingrediente alergénico, conhecido por causar reacdes imunes, sendo ligeiras a
potencialmente fatais, em individuos sensibilizados ou alérgicos. Atualmente, estédo
identificados 10 alergénios no tremocgo, estando apenas um (Lup an 1) incluido na base
de dados oficial. Na Unido Europeia, o tremoco e outros 13 grupos de alimentos devem
ser declarados e destacados do resto da lista de ingredientes, no rétulo dos alimentos
pré-embalados, independentemente da sua quantidade. Para verificar a conformidade de
rotulagem e para ajudar a industria alimentar na gestéo dos alergénios, salvaguardando a
saude dos individuos sensibilizados, o desenvolvimento de novas metodologias para a
sua rastreabilidade é de grande importancia.

Este estudo teve como objetivo o desenvolvimento de métodos, com base na reacdo em
cadeia da polimerase qualitativa (PCR) e em PCR em tempo real para a detecdo de
alergénios do tremoco em alimentos processados. Para esta finalidade, foram preparadas
misturas de referéncia de farinhas de arroz e trigo com quantidades conhecidas de
farinha de tremoco (10% a 0,0001%, n=10). Lupinus spp. (L. albus, L. luteus, L.
angustifolius e L. mutabilis) e outras espécies vegetais/animais foram testadas quanto a
especificidade e reatividade cruzada. Um total de 27 amostras de alimentos processados
foram adquiridos em mercados locais. Para o desenvolvimento dos métodos,
desenharam-se primers com alvo em sequéncias que codificam proteinas alergénicas
para amplificar Lupinus spp. A optimizagdo de PCR qualitativa permitiu uma sensibilidade
relativa de 5 mg kg™ de tremoco em arroz (farinhas), 100 mg kg™ de tremoco em trigo
(farinhas) e respetivos paes, e uma detecdo absoluta de 0,2 pg de ADN de tremocgo. O
método de PCR em tempo real permitiu detetar e confirmar 10 mg kg™ de tremoco em
arroz, com uma sensibilidade absoluta de 2 pg de ADN de tremoco. Das 27 amostras
testadas, 15 foram positivas em ensaios de PCR qualitativa para a presenca de tremoco,
mas apenas 5 foram confirmadas por PCR em tempo real, com concentra¢des estimadas
entre 0,02% e 0,77%. Das 14 amostras que mencionavam “podem conter vestigios de
tremocgo”, apenas numa foi confirmada a sua presenca vestigial, mostrando a pratica da
rotulagem de precaucéo. Os resultados sugerem ainda casos de ndo conformidade com

a rotulagem para a presenca de tremogo como ingrediente.

Palavras-chave: Lupinus spp, alergénios, PCR qualitativa, PCR em tempo real, limite de
detecéo.



ABSTRACT

Lupine (Lupinus albus) has been widely used in all kinds of food products (bakery,
confectionery, snacks), mainly owing to its nutritional value and its functional/technological
properties. However, lupine is also classified as an allergenic ingredient known to cause
immune reactions that vary from mild to potentionally life-threatening in sensitized/allergic
individuals. Currently, there are 10 identified allergens in lupine, with only one (Lup an 1)
included in the official database. In the European Union, lupine and other 13 food groups
must be declared and highlighted from the rest of the list of ingredients on the label of
prepackaged foods, regardless of their amount. To verify labeling compliance and to help
food industry in the management of allergens, thus safeguarding the health of sensitized
individuals, the development of new methodologies for allergen traceability is of great
importance.

This study aimed at developing methods based on qualitative polymerase chain reaction
(PCR) and real-time PCR for detection of lupine allergens in processed foods. For this
purpose, rice and wheat flour of reference blends were prepared with known quantities of
lupine flour (10% to 0.0001%, n = 10). Lupinus spp. (L. albus, L. luteus, L. angustifolius
and L. mutabilis) and other plant species/animals were tested for specificity and cross-
reactivity. A total of 27 samples of processed foods were purchased from local markets.
For the development of the methods, primers were designed to target sequences
encoding allergenic proteins to amplify Lupinus spp. Qualitative PCR allowed a relative
sensitivity of 5 mg kg™ of lupine in rice (flours), 100 mg kg™ of lupine in wheat (flours) and
respective breads, and an absolute detection of 0.2 pg of lupine DNA. The real-time PCR
method allowed detecting and confirming 10 mg kg™ of lupine in rice, with an absolute
sensitivity of 2 pg of lupine DNA. From the 27 tested samples, 15 were positive by
gualitative PCR assay for the presence of lupine, but only 5 were confirmed by real time
PCR, with the estimated concentrations of between 0.02% and 0.77%. From the 14
samples that mentioned "may contain traces of lupine”, only one confirmed its vestigial
presence, showing the common practice of precautionary labeling. The results suggest

further cases of non-compliance with labeling for the presence of lupine as an ingredient.

Keywords: Lupinus spp, allergens, qualitative PCR, real-time PCR, relative LOD,
absolute LOD.
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1 INTRODUCAO

As leguminosas fazem parte da dieta de milhdes de pessoas em todo mundo, sendo em
muitos paises a principal fonte proteica da alimentacdo humana. Desta forma, a escassez
no fornecimento de proteinas de origem animal em algumas partes do mundo tem feito
aumentar a necessidade do desenvolvimento de novos processos de suplementacao de
diversos alimentos com proteinas de origem vegetal. Hoje em dia, a grande maioria dos
estudos nessa area esta direcionada principalmente para o uso da proteina da soja.
Enquanto isso, o tremogo é um possivel substituto da soja em alimentos para o consumo
humano por possuir um elevado valor nutricional, sendo uma o6tima opcdo para a
suplementacdo de alimentos, mas que nado tem recebido a devida atencdo (Jiménez-
Martinez et al., 2003a).

Desde o inicio da década de 90 que o tremoco € cada vez mais consumido como
ingrediente em diversos alimentos processados em toda a Europa, EUA e Austrélia.
Desta forma, tem vindo a refletir-se um aumento de casos de alergia induzida pelo
tremoco (Gayraud et al., 2009). As alergias alimentares sédo consideradas um problema
de salde publica emergente, especialmente nos paises desenvolvidos. Torna-se
preocupante pois, mesmo a ingestdo de pequenas quantidades de alergénios pode
desencadear reacdes alérgicas em consumidores sensibilizados. Deste modo, a Unica
forma eficaz de prevencdo consiste em evitar o alergénio presente nos alimentos
associados a dieta. Assim, o aumento do conhecimento por parte dos consumidores
sobre a composi¢cdo dos alimentos levou a necessidade de verificar a rotulagem
associada aos alimentos. Uma rotulagem incorreta de alimentos podera representar
apenas uma fraude comercial, mas também colocar em risco a saude de consumidores
sensibilizados quando se trata de potenciais alergénios ndo declarados.

O Codex Alimentarius da FAO, a Organizacao Mundial de Saude (OMS) e a Comisséao
Europeia sdo responsaveis pela legislacdo da rotulagem dos alimentos, tendo proposto
uma lista de alimentos e ingredientes que podem causar reacdes de hipersensibilidade
severas, com base na prevaléncia e gravidade dos alergénios, que devem ser rotulados
em alimentos pré-embalados (Mafra et al., 2008a). De acordo com a legislacdo mais
recente da UE, o tremoco devera ser incluido na lista de potenciais alergénios
alimentares, cuja presenca deve ser declarada de forma real¢cada na lista de ingredientes.
Atualmente, a Diretiva 2007/68/CE e o Regulamento (UE) N.° 1169/2011 incluem uma
lista que contém um total de 14 grupos de alimentos (ovos, leite, soja, trigo (glaten),

crustaceos, peixe, amendoim, frutos de casca rija, aipo, mostarda, sésamo, tremoco,



moluscos e sulfitos em concentragdes superiores a 10 mg kg™ ou 10 mg L™ em termos de
SO, total) suscetiveis de induzir reagfes alérgicas em individuos sensibilizados. Estes 14
grupos de alimentos, potencialmente alergénicos, deverdo ser mencionados e
destacados na rotulagem, independentemente da quantidade, mesmo quando nao
incluidos intencionalmente ou como resultados de contaminacgéo cruzada.

Além de questdes relacionadas com a saude, € importante que a informagéo encontrada
nos rétulos venha descrita de forma adequada, uma vez que a escolha de um produto
alimentar por parte do consumidor pode refletir aspetos do seu estilo de vida. Assim, por
razdes éticas (por exemplo, 0 vegetarianismo), religiosas (judeus e muculmanos nhao
podem consumir carne de porco) ou por problemas de salude (intolerancias ou alergias),
os consumidores deverdo ser alertados para o contetdo do produto que adquirem.

O perigo da existéncia de alergénios ocultos nos alimentos tem gerado uma grande
procura de métodos sensiveis de forma a rastrear a sua presenca em diferentes
alimentos e a serem implementadas pelas indlstrias de alimentos. Assim, tém sido
desenvolvidas metodologias baseadas na andlise de ADN e de proteinas, ao longo da
tltima década, para a identificacdo e quantificacdo de compostos alergénicos nos

alimentos (Hengel, 2007).

2 CARACTERIZACAO DAS ESPECIES DE TREMOCO

O tremocgo (Lupinus spp.) € uma leguminosa, ou seja, uma planta com vagens, onde se
formam as sementes. E uma planta herbacea, sendo de crescimento anual e adaptada a
climas temperados e subtropicais. As flores formam-se acima das folhas, podem ter cores
variadas e possuem um cheiro a mel. As raizes podem possuir um comprimento
relativamente longo, sendo normalmente noduladas e capazes de fixar azoto.

Apenas algumas espécies de tremoco séo cultivadas, usadas e consumidas pelo homem,
das quais quatro possuem interesse agrondmico e nutricional: Lupinus albus, Lupinus
angustifolius, Lupinus luteus e Lupinus mutabilis (Reinhard et al., 2006). O tremoco
branco ou Lupinus albus (Figura 1) possui flores brancas (Hanelt, 2001). E consumido em
Portugal e Espanha como aperitivo ou snack depois de cozido em salmoura. Além disso,
é utlizado como alimento para animais, quer fresco ou seco (Hanelt, 2001).

O tremoco azul (Lupinus angustifolius) é usado como grdo e como forragem verde,
especialmente para ovinos na Australia (Figura 2). Além disso, também é usado como
enriguecimento proteico em alimentos para animais e como uma leguminosa para

rotacdo de culturas (Hanelt, 2001).



Figura 1 - Tremoco branco (Lupinus albus).

Figura 2 - Tremocgo azul ou tremocgo de
folhas estreitas (Lupinus angustifolius).

A espécie de tremoco amarelo (Lupinus luteus) esta distribuida pela parte ocidental do
Mediterraneo, principalmente na area oeste da Peninsula Ibérica, na Italia e em locais
isolados em Israel (Figura 3). Esta espécie de tremoco € usada como gréo ou forragem
verde, nos paises do norte da Europa, sendo também usada ha alguns séculos, como

planta ornamental na regido norte dos Alpes (Hanelt, 2001).

Figura 3 - Flor do tremogo amarelo (Lupinus
luteus).

O tremoco pérola (Lupinus mutabilis) é cultivado nos Andes, no norte do Chile,
principalmente na Bolivia e no Peru, entre os 2000 e 3800 metros de altitude, muitas
vezes em rotacdo com batatas (Figura 4).



Figura 4 - Flor do tremoco pérola (Lupinus mutabilis).

2.1 Composicao quimica e nutricional da semente do tremoco

O tremoco € uma fonte de nutrientes, ndo s6 de proteinas, mas também de lipidos fibras
e vitaminas. O tremogo contém, geralmente, cerca de duas vezes mais o conteado em

proteinas das leguminosas vulgarmente usadas na alimentagdo humana (Figura 5).

PROTEINAS CARBOIDRATOS FIERAS

VITAMINAS
E MINERAIS

Figura 5 - Perfil nutricional do tremoco (Adaptado de Lup'ingredients, 2015).

Existem variacdes do teor de proteina entre espécies e cultivares, como resultado das
caracteristicas das condicdes de crescimento e tipos de solo (Martinez-Villaluenga et al.,
2006; Capraro et al., 2008).

A semente de tremocgo também contém fitoquimicos com capacidade antioxidante, tais
como polifendis, principalmente taninos e flavonoides (Oomah et al., 2006; Reinhard et
al., 2006; Zielinska et al., 2008; Martinez-Villaluenga et al., 2009). Varios autores afirmam
gue o tremogo possui niveis baixos de compostos indesejaveis, tais como o acido fitico,
oligossacaridos, inibidores de tripsina, lectinas e saponinas, quando comparados com
outras leguminosas (Martinez-Villaluenga et al., 2006; Reinhard et al., 2006; Fernandez-
Orozco et al., 2008; Pastor-Cavada et al., 2009). Além disso, 0 tremogo possui uma
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propor¢ao interessante de acidos gordos insaturados, essencialmente constituidos pelos
acidos oleico e linoleico (Trugo et al., 2003; Erbas et al., 2005; Uzun et al., 2007).

2.2 Compostos bioativos

Alguns compostos encontrados nos produtos naturais podem estar relacionados com a
sua atividade biol6gica, mas ndo com propriedades nutricionais. De facto, alguns deles
podem ser indesejaveis na nutricdo animal e vegetal. Além da semente de tremoco ser
bastante apreciada por possuir elevadas concentracdes proteicas e lipidicas, o seu uso
como alimento tem sido um pouco limitado devido a presenca de fatores antinutricionais
(Jiménez-Martinez et al., 2003b). Contudo, o tremogo apresenta geralmente baixas
concentracbes em antinutrientes, apresentando uma vasta gama de diferentes
substancias, como os alcaloides, os taninos e as saponinas (Glencross, 2001).

Os alcaloides sdo uma importante classe de compostos com efeitos farmacolégicos no
corpo humano. Estes compostos tém apresentado um elevado interesse devido a sua
variedade e atividade fisiologica nos animais e no Homem. Possuem efeito sedativo no
sistema nervoso central, mas também podem ser toxicos em elevadas
concentracdes/quantidades, podendo causar também doencgas graves ou mesmo a morte
em animais e humanos (Maknickiené et al., 2008; Muzquiz et al., 2005; Trugo et al.,
2003). A atuacdo dos alcaloides esta relacionada com o sabor amargo, tendo as
sementes de tremogo entre 5 e 40 g kg™ destes compostos (Gladstones et al., 1998).
Devido a estas quantidades, o consumo de sementes de tremogo sO é possivel apos o
seu cozimento e extragdo com uma solucdo aquosa de sal hipertonica (Day, 2013; Jappe
et al., 2010).

As saponinas estdo presentes em diferentes classes de plantas, particularmente em
leguminosas, raizes e algumas ervas medicinais (Trugo et al., 2003). A ingestdo de
plantas que contém saponinas pelo homem e pelos animais esta associada tanto a
efeitos negativos como a efeitos benéficos (Trugo et al., 2003). Os potenciais beneficios
das saponinas na alimentacdo humana estao associados a reducao do risco de doencas
cardiovasculares, como também podem agir na inibicdo da replicacao viral (Trugo et al.,
2003). Muzquiz et al. (1993) estudaram o conteido em saponinas de seis variedades de
tremoco, o qual variou entre 56,7 a 470 mg kg' em L. luteus, L. mutabilis e L.
Angustifolius, ndo sendo detetadas em L. albus (Muzquiz et al., 1993).

Os taninos sdo substancias que interagem com proteinas, formando um complexo com
ligacdes cruzadas que sao insollveis em agua, o que pode reduzir a digestibilidade dos

alimentos (Ortiz et al.,, 1993). Além disso, também tem sido descrito que o0s taninos



possuem propriedades antissépticas, sendo utilizados na medicina (Lampart-Szczapa et
al.,, 2003). Nas sementes de tremogo, 0S taninos, estdo presentes em valores
relativamente baixos, entre 0,2 e 0,5%, (massa/massa).

2.3 Tremocgo como alimento

Devido a um aumento da utilizacdo da proteina vegetal € necesséario apoiar a sua
producado. Desta forma, podem-se substituir as proteinas animais na dieta humana, de
modo a reduzir a pressdo que a pecuaria intensiva representa para o0 meio ambiente.
Assim, sob ponto de vista nutricional, as proteinas vegetais podem fornecer quantidades
suficientes de aminoacidos essenciais de forma a suprimir as necessidades nutricionais
na dieta humana (Day, 2013).

O tremoco nédo é apenas apreciado pelo seu valor nutricional, € também apreciado devido
as suas propriedades funcionais em produtos carneos, de padaria e confeitaria (Lee et
al., 2006a; Martinez-Villaluenga et al., 2006; Drakos et al., 2007). As sementes trituradas
sdo misturadas com farinhas de cereais e usadas para fazer pizzas, massas, batatas
fritas, pdo, bolos, biscoitos, pao ralado (Faeste et al., 2004; De las Marinas et al., 2007),
panquecas, muffins, croissants (Brennecke et al., 2007), iogurte (Jiménez-Martinez et al.,
2003), molhos e até mesmo substitutos do leite (Martinez-Villaluenga et al., 2006a; Jape
et al., 2010). Devido as suas propriedades emulsificantes, a farinha de tremogo é também
utilizada em cubos de caldo de carne, de frango e sopa de frango desidratada (Rojas-
Hijazo et al., 2006).

A farinha do tremogo pode ser incorporada em farinha de trigo para melhorar o valor
nutricional do produto final, sem efeitos prejudiciais sobre a qualidade (Pollard et al.,
2002). Em geral, a adicdo de até 10% de farinha de tremogo melhora a ligagdo de agua,
textura, prazo de validade e aroma (Martinez- Villaluenga et al., 2006). De facto, a maioria
dos ingredientes de enriquecimento com fibra baseia-se em trigo, havendo assim
algumas limitagbes no “mercado celiaco” em termos de alimentos sem gluten. Desta
forma, estudos demostraram que a fibra da casca de tremoco pode suprimir essa lacuna
neste nicho limitado do mercado (Tucek, 2006).

Devido ao facto das espécies de tremoco ainda ndo serem geneticamente modificadas, a
farinha de tremoco é cada vez mais utilizada como substituto de farinha de soja (Peeters
et al., 2009). Além disso, apresentam uma boa solubilidade e capacidades emulsificante
e gelificante, tal como a soja (Pozani et al., 2002). As proteinas do tremoco possuem
propriedades emulsificantes (Pozani et al., 2002), contribuindo para a estabilizacdo das

particulas de gordura, pois protegem as goticulas de 6leo de se dispersarem com a



emulsdo. A sua capacidade gelificante permite fortalecer a estrutura de um produto
processado/cozido (Drakos et al., 2007).

Quanto a propriedade de formacdo de espuma, Baker et al. (1988) definem-na como
"uma dispersao coloidal de uma fase gasosa de uma fase liquida” (citado por Jayasena et
al. (2010)). A clara do ovo é um dos ingredientes mais comummente utilizado na inddstria
alimentar, com propriedades de formacédo de espuma, criando uma espuma estavel com
elevado volume (Jayasena et al., 2010). A farinha do tremog¢o apresenta um elevado
potencial para ser usada em substituicdo da albumina do ovo como um agente de
formacédo de espuma em alimentos (Pollard et al., 2002). Raymundo et al. (1998) verificou
gue a espuma do tremocgo, quando cozido em agua durante 5 minutos, se tornou muito

semelhante em textura e microestrutura a espuma da clara de ovo cru.

3 ALERGIA ALIMENTAR

A alergia alimentar ou distirbios de hipersensibilidade sao definidos como respostas
imunoldgicas adversas a proteinas alimentares. Esta caracterizacdo distingue estes
distarbios de muitas reagfes adversas alimentares que possuem etiologias ndo imunes
(Sicherer et al., 2006). Cada vez mais se verifica uma alteragdo da dieta devido a reagbes
adversas que foram provocadas por alimentos. Essas rea¢des podem ser: uma resposta
imunolégica adversa verificavel a uma proteina de alimentos (alergia a alimentos); uma
desordem metabdlica especifica do hospedeiro (quando um individuo € intolerante a
algum composto); uma resposta a uma substancia farmacologicamente ativa (por
exemplo, a cafeina) ou componentes téxicos do alimento (por exemplo, as toxinas
libertadas por bactérias); ou reacdes adversas ndo-reprodutiveis (aversdo a alimentos)
(Sampson et al.,, 1999; Eriksson et al.,, 2004; Imamura et al., 2008; Cianferoni et al.,
2009). Assim, um conjunto de especialistas associados ao Instituto Nacional de Alergia e
Doencas Infeciosas dos EUA referem alergia alimentar como um efeito adverso a saude
decorrente de uma resposta imune especifica e reprodutivel que ocorre por exposicéo a
um determinado alimento, ndo sendo dependentes da dose (Boyce et al., 2010). Ja a
intolerancia alimentar é definida como uma reacdo ndo imune que pode estar associada a
propriedades intrinsecas dos alimentos (compostos toxicos ou propriedades ativas
farmacologicas) ou associada as caracteristicas dos hospedeiros (distarbios metabdlicos)
(Cianferoni et al., 2009).

Com base no mecanismo imunoldgico envolvido, as alergias alimentares podem ser

classificadas em trés grupos:



i. Alergia mediada por imunoglobulinas E (IgE), que ocorre quando a maioria das
reagOes alérgicas aos alimentos se devem ao emparelhamento dos anticorpos IgE
especificos do alergénio com o0 seu recetor de alta afinidade (Lee et al., 2006b;
Sicherer et al., 2006; Cianferoni et al., 2009; Verma et al., 2013);

ii. Sintomas gastrointestinais ndo mediados por IgE em que as desordens sdo
mediadas por células (sem IgE detetavel, o componente celular do sistema
imunitario € o responsavel da alergia alimentar e envolvem principalmente o trato
gastrointestinal) (Sicherer et al., 2006; Cianferoni et al., 2009; Verma et al., 2013);

iii.  Distirbios com mecanismos mistos (IgE e nao-IgE) (Sicherer et al.,, 2006;
Cianferoni et al., 2009; Verma et al., 2013).

As reagfes ndo mediadas por IgE sdo reacOes alérgicas que se desenvolvem lentamente
em 6-8 h, atingindo um pico a cerca 48 h apds a ingestao do alimento (Verma, 2013). No
entanto, as alergias aos alimentos mediadas por IgE sé@o imediatas, reprodutiveis e faceis
de serem diagnosticadas por detecdo da IgE especifica do alimento. Essas reagbes
manifestam-se através de sintomas cutaneos (urticaria, eczema, dermatite), sindrome de
alergia oral (inchacgo dos labios, palato e laringe), sintomas respiratérios (asma, rinite,
espirros), sintomas gastrointestinais (inchaco da cavidade oral, vomitos, célicas, diarreia),
sintomas cardiovasculares (ritmo cardiaco anormal, pressédo arterial muito baixa) e, mais
gravemente, através de choque anafilatico (Besler, 2001). A alergia alimentar mediada
pelas IgE pode ainda ser dividida em duas subclassificagcdes com base no padrdo de

sensibilizacdo de alergénios (Figura 6):

i. Classe 1: Os alergénios alimentares sdo estaveis no suco gastrico e vao conduzir a
uma hipersensibilizacdo através do trato gastrointestinal. A alergia oral ocorre,
normalmente, em alimentos cujas proteinas sao estaveis a digestdo e ocorre em
bebés ou criancas durante imaturidade imunolégica (Sicherer et al., 2006).

ii. Classe 2: Os alergénios alimentares sdo sensiveis ao calor e sdo suscetiveis a
digestéo gastrica, desta forma a sensibilizagdo ndo ocorre por via oral, ou seja,
desenvolve-se como consequéncia de uma sensibilizagdo alérgica a alergénios

inalados (Breiteneder et al., 2000).

Nos paises industrializados, cerca de 3 a 4% dos adultos e 5% das criangas sofrem de
alergias alimentares, tendo estes valores vindo a aumentar. Entre 1997 e 2007, a alergia
alimentar na infancia aumentou 18% nos EUA (Sicherer et al., 2010). Em criancgas jovens,
os alimentos que mais causam alergia sdo o leite de vaca (2,5%), o ovo (1,3%), o
amendoim (0,8%), o trigo (aproximadamente 0,4%), a soja (cerca de 0,4%), os frutos de
casca rija (0,2%), o peixe (0,1%) e os crustaceos (0,1%) (Sicherer et al., 2006). Contudo,

geralmente, na infancia, as alergias alimentares devem-se essencialmente ao leite, ovo e
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soja, e normalmente resolvem-se ao longo do crescimento da crianga, enquanto alergias
a amendoim, frutos de casca rija, peixe e crustaceos sdo persistentes (Sicherer et al.,
2014).

3.1 Classificacdo das proteinas alergénicas

Os alergénios sdo antigénios com capacidade de desencadear uma resposta imunoldgica
adversa em individuos sensibilizados. Bioquimicamente, o0s alergénios sao
maioritariamente glicoproteinas sollveis em agua e resistentes a digestdo (Sicherer et al.,
2009). As proteinas alergénicas provém de uma grande variedade de fontes (pdlen,
acaros, fungos, produtos de origem animal, veneno, alimentos e latex). Sdo capazes de
induzir o sistema imunitario a produzir anticorpos do tipo IgE, levando ao aparecimento
de sintomas alérgicos num individuo sensibilizado (Ferreira et al., 2004).

Até a data, apenas algumas caracteristicas bioquimicas distintas podem ser associadas
as proteinas que se sabe serem alergénicas. Estas caracteristicas incluem a abundancia
de proteina no alimento, a existéncia de mudltiplos epitopos lineares, a resisténcia da
proteina a digestdo e ao processamento, e a estrutura molecular (Bannon, 2004).

A maior parte dos alergénios dos alimentos de origem vegetal pertencem a um pequeno
namero de familias de proteinas (Breiteneder et al., 2004): superfamilia das prolaminas, a
superfamilia das cupinas, as profilinas e as proteinas relacionadas com a patogénese
(PR) da planta (Breiteneder et al., 2004; Breiteneder et al., 2005; Radauer et al., 2007,
Hauser et al., 2008). As prolaminas encontram-se em alimentos, tais como leguminosas,
cereais, frutos de casca rija e outros frutos/legumes, estando relacionadas com o sistema
de reserva de nutrientes nas plantas (Shewry et al.,, 2002; Shewry et al., 2004). A
superfamilia das cupinas engloba uma grande variedade de proteinas multifuncionais que
se pensa ser originaria de uma evolucdo divergente de um ancestral comum, cuja
presenca é transversal a diferentes reinos (bactérias, plantas e animais) (Hauser et al.,
2008). A alergenicidade dentro das cupinas esta confinada, fundamentalmente, as
proteinas de reserva (vicilinas ou globulinas 7S e leguminas ou globulinas 11S)
(Breiteneder et al., 2004; Radauer et al., 2007; Verma, 2013).

As sementes do tremogo branco contém uma razdo de albuminas e globulinas numa
proporcao de aproximadamente 1/9 (Guillamén et al., 2010). As globulinas sao o principal
componente proteico de reserva do tremoco. Os dois tipos principais de proteina séao a -
conglutina (vicilina ou globulina 7S, 44-45%) e a a-conglutina (legumina ou globulina 11S,
35-37%), e dois componentes menores sao a 8-conglutina (albumina 2S, 10-12%) e a y-
conglutina (globulina 7S, 4-5%) (Duranti et al., 2008) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Principais caracteristicas das conglutinas do tremoco branco (Duranti et al., 2008).

Proteina nativa Composicdo do monoémero
. Familia de % Total de
Conglutina - 3 Massa Massa
proteinas teaulires molecular Qisattreurtr?é:ﬁa Sglsmﬁdize molecular
(kDa) (kDa)
a 11S 35-37 330-430 Hexamero Acidas* 42-52
(legumina) Bésicas* 20-22
B 7S 44-45 143-260 Trimero HMW 53-44
(vicilina) IMW 25-46
LMW 17-20
Y 7S 4-5 200 Tetrdmero Grande* 29
Pequeno* 17
2S 10-12 13 - Grande* 9
(albumina)

Pequeno*

*Covalentemente ligados por ligagdes dissulfureto

As profilinas representam uma familia de alergénios, que se encontram no citoplasma de
células nucleadas, contendo sequéncias altamente conservadas com 70% a 85% de
residuos idénticos em diferentes espécies (Breiteneder, 2004; Hauser et al., 2008; Verma
et al., 2013; Witke, 2004). O principal papel das profilinas nas células vegetais relaciona-
se com a rapida reorganizacdo dos microfilamentos durante processos como a
citocinese, o alongamento celular e o crescimento de tubos polinicos e pelos radiculares
(Ramachandran et al., 2000). Por estarem envolvidas em processos celulares essenciais,
estas proteinas podem ser encontradas em todos os seres vivos estudados até agora,
por conseguinte, podem ser consideradas como panallergens, que séo responsaveis por
muitas reag0es cruzadas entre alergénios ingeridos ou inalados (Witke, 2004).

Os alergénios de origem vegetal também estdo encontrados entre os varios grupos de
proteinas de defesa (PR) que permitem as plantas resistirem ao stress biético e abidtico.
N&ao séo consideradas uma superfamilia, mas representam uma colec¢do de familias de
proteinas ndo relacionadas compostas por 14 familias de proteinas que funcionam como
parte de defesa da planta (Breiteneder et al., 2004; 2005b; Verma, 2013).

As proteinas Bet v 1 (Betula verrucosa), que estédo relacionadas com a patogénese da
planta, pertencem a familia PR-10 e sdo alergénios associados ao pélen (Jappe et al.,
2010). Estas proteinas sdo, na sua maioria, resistentes as proteases, mostrando também
grande estabilidade a acidez, o que as torna bons candidatos para provocar uma
resposta imune em individuos sensibilizados (Hoffmann-Sommergrube, 2002; Hauser,

2008; Verma, 2013; Sinha et al, 2014). Na sua maioria, estdo associadas a uma elevada
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reatividade cruzada devido a semelhanca estrutural entre algumas das principais
proteinas (Sinha et al., 2014).

3.2 O tremoco como potencial alergénio

Desde o inicio da década de 90 que o tremoco € cada vez mais consumido como
ingrediente em diversos alimentos processados em toda a Europa, EUA e Austrélia. Em
1994, foi reportado o primeiro caso de alergia ao tremoc¢o apds a ingestdo de massa
enriquecida com farinha de tremocgo, o qual foi referenciado numa crianca de 5 anos de
idade sensivel ao amendoim (Hefle et al., 1994; Jappe et al., 2010). Desde entdo, o
namero de incidentes tem vindo a aumentar apos a ingestdo ou inalacado de farinha de
tremoco, tais como asma brénquica (Holden et al., 2005), rinoconjuntivite (Holden et al.,
2005; Campbell et al., 2007), sindrome da alergia oral (Holden et al., 2005; Quaresma et
al., 2007; Shaw et al., 2008), dor abdominal, (Wuthrich et al., 2004; Holden et al., 2005);
urticaria, angioedema (Smith et al., 2004; Shaw et al., 2008), edema (Wdthrich et al.,
2004), tosse (Smith et al., 2004) e anafilaxia (Brennecke et al., 2007).

A inclusédo de tremoco na farinha de trigo foi autorizada pela primeira vez no Reino Unido,
em 1996, e em Franca, no final de 1997, para adicionar proteinas e fibras e melhorar a
textura dos alimentos (Peeters et al.,, 2007). Desde entdo, a semente de tremoco,
respetiva farinha ou pé sdo conhecidos como sendo responsaveis por sintomas alérgicos,
de diferentes graus de gravidade, levando a alergias alimentares ou respiratorias (Jappe
et al., 2010)

Os alergénios do tremoco ainda ndo foram completamente caracterizados, embora, as a-
e y-conglutinas do tremogo tenham sido identificadas como sendo candidatos a
alergénios (Magni et al., 2005). Até a data, apenas um alergénio foi incluido na lista da
WHO-IUIS, sendo designado por Lup an 1. Além deste alergénio, outros 9 alergénios,
pertencentes ao género Lupinus, estdo documentados na base de dados do Allergome
(Tabela 2). Os alergénios de Lupinus foram identificados em trés espécies diferentes:
Lupinus angustifolius, L. luteus e L.albus. Dentro das referidas espécies, trés grupos de
proteinas alergénicas foram identificados no tremoc¢o, nomeadamente PR-10 (Lup a 4 e
Lup | 4), prolaminas (Lup an &-conglutina e Lup a d-conglutina) e cupinas (Lup a 1, Lup
an 1, Lup a a-conglutina, Lup an a-conglutina, Lup a y-conglutina e Lup an y-conglutina)
(Tabela 2).

Uma alimentacdo a base de leguminosas pode envolver o risco de reacdes alérgicas
cruzadas. A reatividade cruzada é um fendmeno imunolégico cuja manifestacdo clinica,

guando ocorre, consiste na associacdo de duas ou mais alergias (Garcia et al., 2011).
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Estes fendmenos séo verificaveis quando existe de homologia nas sequéncias. Desta
forma, proteinas homélogas podem partilhar a mesma funcdo, epitopos comuns,
sequéncias similares ou caracteristicas estruturais, resultando numa possivel reacéo
cruzada (Aalberseet al., 2001; Ferreira et al., 2004; Aalberse, 2007; Garcia et al., 2011).
Além disso, ja& foram descritos casos de reatividade cruzada entre espécies
filogeneticamente proximas como também entre espécies filogeneticamente distantes. No
entanto, quanto menor a distancia taxondmica, maior a probabilidade de reatividade
cruzada. (Garcia et al., 2011).

O tremoco, o amendoim e a soja sdo membros da familia das leguminosas, a segunda
maior familia de plantas com sementes. A farinha de tremogo € uma fonte de alergénios
e, potencialmente, suscetivel de reacdo cruzada com os alergénios do amendoim, soja,
lentilha, feijdo, ervilha e améndoa (Peeters et al., 2007; Holden et al., 2007; Hoffmann-
Sommergruber et al., 2009; Jappe et al., 2010). A alergia ao tremogo pode surgir pela
reagdo cruzada em pessoas que ja sdo alérgicas a outra espécie da familia das
leguminosas, em particular o amendoim pode provocar efeitos adversos de sensibilizagédo
primaria (Moneret-Vautrin et al., 1999; Radcliffe et al., 2005; Monoret-Vautrin, 2006).
Além disso, também existe um risco acentuado do paciente desenvolver asma devido a
farinha de tremogo, sendo um risco relacionado com a alergia ao amendoim (Kanny et al.,
2000).

Segundo Guarneri et al. (2005), o alergénio Lup an 1 do tremocgo possui homologia na
sequéncia com o alergénio Ara h 1 do amendoim. Além disso, foi encontrada uma
homologia muito significativa e uma similaridade molecular entre o alergénio Ara h 8, do
amendoim, com as PR-10 do tremoco (Guarneri et al., 2005). Além do amendoim,
também foi demonstrada a reatividade cruzada do tremog¢o com a soja por Berkner et al.
(2009). O alergénio Gly m 4 da soja (Glycine max), que pertence a familia de proteinas
homodlogas de Bet v 1 (PR-10), assemelha-se a proteinas de tremoco amarelo (Berkner et
al., 2009).

A maioria dos estudos acerca da alergia ao tremocgo varia no que diz respeito a
populacdo, origem geogréfica, entre outros aspetos. Dependendo da sele¢do da
populacdo em estudo, a percentagem de individuos sensibilizados ao tremoco difere em
termos clinicos uma vez que alguns individuos apresentam sintomas relevantes,
enguanto outros ndo. No entanto, apesar de existir reatividade cruzada entre o tremocgo e
a soja, a lentilha, o feijdo e a ervilha, raramente parece apresentar relevancia clinica.
Contrariamente, a reatividade cruzada entre o tremoco e o amendoim aparece com maior

frequéncia e apresenta extrema importancia clinica (Jappe et al., 2010).
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Tabela 2 - Identificacdo dos alergénios do tremoco de acordo com a funcédo biol6gica e respetivos nimeros de acesso nas bases de dados UNIPROT e

NCBI.
Designacéo Massa Proteina Proteina Nucleétido - Isoformas ou oA
Nome Bioquimica molecular (kDa) (UnitProt)  (NCBI) (NCBI) SRR FUmEED Seleriea
Lupal Vicilina (Superfamilia  ~ 62,1 (533 aa) Q53HYO0 CAI84850.2 AJ966470.2 Proteinas de
das cupinas) ~62,1(531aa) QB6EBC1 AAS97865.1  AY500372.1 armazenamento da
semente
Lupa4 PR-10 ~ 16,9 (158 aa) 024010 CAA03926.1 AJ000108.1 Proteinas relacionadas
(Fammlie 2t o) ~16,9(158aa)  Q93XI0 BAB63949.1  ABO70618.1 GET & EEEEE C8 PR
Lup a Legumina ~ 58,4 (512 aa) Q53154 CAIB3773.2 AJ938034.2 Proteinas de
a-conglutina  (Superfamilia das _ armazenamento da
cupinas) 27,8 (245 aa) Q53155 CAI83770.1 AJ938033.1 semente
Lup a Albumina ~17,1 (148 aa) Q333K7 CAJ42100.1 AM156845.1 Proteinas de
&-conglutina (Superfamllla das CAJ43922 1 AM160790.1 armazenamento da
prolaminas) semente
Lup a Vicilina (Superfamilia  ~ 4,4 (40 aa) Q7M1IN2 Desconhecido  Desconhecido Atividade da
y-conglutina  das cupinas) ~49,5(448aa)  QOFEX1  CAC17729.2  AJ297568.2 Zgggﬁﬁg'dase do tipo
~49,2 (452 aa) Q9FSH9 CAC16394.1 AJ297490.1
~3,4 (31 aa) Q9S8M6 Desconhecido  Desconhecido
Lupanl Vicilina (Superfamilia  ~71,9 (611 aa) B8Q5G0 ACB05815.1 EU352876.1 Lup an 1.0101  Proteinas de
das cupinas) armazenamento da
semente
Lup an Legumina ~15,5 (131 aa) Q96475 AAC49787.1 U74384.1 Proteinas de
a-conglutina  (Superfamilia das armazenamento da
cupinas) semente
Lup an Albumina ~4,6 (37 aa) P09930 Desconhecido  Desconhecido Reservatorio de
8-onglutina (Supen_‘amllla das ~9,4 (80 aa) P09931 Desconhecido  Desconhecido nutrientes na semente
prolaminas)
~17,8 (153 aa) Q99235 AEB33722.1 HQ670419.1
CAA37598.1 X53523.1
Lup an Vicilina (Superfamilia  ~48,9 (449 aa) Q42369 AAB53771.1 L39786.1 Atividade da
y-conglutina  das cupinas) AEB33719 1 HOQB70416.1 endopeptidase do tipo
) ) aspartico
CAA46552.1 X65601.1

Gt
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Tabela 2 - Identificacdo dos alergénios do tremoco de acordo com a funcédo biol6gica e respetivos nimeros de acesso nas bases de dados UNIPROT e

NCBI (Continuac¢éo).

Massa

one Smeie Wi o RO MOSIO oo SOSTE g sosee
Lup |4 PR-10 ~16,9 (156 aa) P52778 CAA56298.1 X79974.1 Proteinas relacionadas
(Familia Bet v1) AAC12790.1  AF002277.1 com a defesa da planta
~16,7 (156 aa) P52779 CAA56299.1  X79975.1
AAC12791.1  AF002278.1
~16,8 (157 aa) Q7XZT8  AAP57943.1  AY303549.1
~16,9 (157 aa) Q7YIW5  AAP37978.1  AY288355.1
~16,8 (158 aa) QUAXKL  AAK09429.1  AF322226.1
~16,8 (158 aa) QUAXK2  AAK09428.1  AF322225.1
~16,8 (158 aa) QOLLQ2  AAF77634.1  AF170092.1
AAQ83586.1  AY377535.1
~16,9 (158 aa) QOLLQ3  AAF77633.1  AF170091.1
AAU43882.1  AY729802.1
~16,8 (156 aa) QUSPB2  AAD55099.1  AF180941.1




A maior parte dos alimentos provenientes de plantas, antes do consumo, s&o cozidos ou
por ebulicdo, em forno, por fritura, podendo ser consideradas como formas de tratamento
térmico. Além disso, 0 processamento térmico pode também incluir autoclavagem,
aguecimento por micro-ondas, branqueamento, pasteurizacdo ou vapor (Alvarez-Alvarez
et al., 2005; Verma et al., 2012).

O tratamento térmico € um aspeto bastante importante a considerar na alergenicidade de
uma alimento, pois pode reduzir, eliminar ou melhorar o potencial alergénico, neste caso
particular, das leguminosas (Verma et al., 2012). Assim, 0 processamento térmico pode
influenciar a alergenicidade das proteinas da planta em diferentes graus, quer
aumentando ou diminuindo a imunorreatividade das IgE (Maleki et al.,, 2000). O
processamento pode ter impacte na estrutura da proteina, ou seja, nas caracteristicas
intrinsecas da proteina, dependendo da severidade do tratamento aplicado e do ambiente
em que ocorre (por exemplo, a presenca de outros ingredientes, o pH, etc.). Os
tratamentos térmicos podem induzir a perda de estrutura terciaria, afetando a ligagéo da
IgE a epitopos conformacionais, ou induzindo o aparecimento de epitopos alergénicos
escondidos, ou em outros casos, fomentar a criagdo de novos alergénios (Hengel, 2007).
Segundo estudos efetuados por Alvarez-Alvarez et al. (2005), chegou-se a conclusdo que
os alergénios do tremoco sdo relativamente estaveis ao tratamento por calor. Foram
investigadas as caracteristicas dos alergénios das sementes de tremoco, apds ebulicdo
(até 60 minutos), autoclavagem (121°C a uma pressao de 1,18 atmosferas durante 20
minutos e 138°C a uma pressao de 2,56 atmosferas durante 30 minutos), bem como o
aquecimento em micro-ondas durante 30 min e o cozimento por extrusdo (Alvarez-
Alvarez et al., 2005). Nem o aquecimento por micro-ondas, nem o cozimento reduziram a
capacidade de ligacdo das IgE. Apenas se verificou uma reducdo importante na
imunorreatividade observada unicamente quando os extratos de tremoco foram
autoclavados a 138°C durante 20 minutos, podendo também reduzir a alergenicidade do
tremoco. (Alvarez-Alvarez et al., 2005).

Um outro estudo teve por objetivo a detecdo de alergénios de tremogo em bolachas,
cubos de caldo de galinha e sopa de frango desidratada (Rojas-Hijazo et al., 2006).
Sendo que o processamento térmico destes derivados de tremoco nado alterou a sua

alergenicidade.

4 METODOS DE DETECAO DE ALERGENIOS

by

A rotulagem de produtos alimentares devido a presenca de alergénios alimentares é

atualmente a forma mais eficaz para evitar a ingestdo acidental de alergénios ocultos em
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individuos alérgicos. Desta forma, h& claramente uma necessidade da existéncia de
métodos analiticos de detecdo e quantificacdo que sejam altamente especificos e
sensiveis, detetando até mesmo quantidades vestigiais de alergénios, sendo rapidos,

robustos, confiaveis e de baixo custo.

4.1 Métodos baseados em proteinas

Associados aos métodos baseados em proteinas, existem dois principais grupos de
técnicas que podem ser distinguidos: um grupo relacionado com interagdes
anticorpo/alergénios, tais como ELISA; e um segundo grupo baseado em cromatografia
liquida (LC) com detecdo por espectrometria de massa (MS). Até agora, os métodos
baseados em imunoensaios estdo entre os mais utilizados, embora recentemente os
métodos de MS também tém conquistado um papel especial na detecdo e quantificagédo
de alergénios em alimentos (Costa et al., 2014).

41.1 ELISA

Os ensaios ELISA sdo amplamente utilizados em estudos bioquimicos, baseando-se na
interacdo especifica entre o anticorpo e o antigénio. No caso da dete¢cdo de alergénios
alimentares, o antigénio é o alergénio em estudo. O sucesso destes ensaios depende dos
anticorpos utilizados. Os anticorpos monoclonais reconhecem antigénios especificos,
enguanto anticorpos policlonais reconhecem multiplos epitopos espalhados sobre as
proteinas e requerem um custo de producdo mais baixo (Schubert-Ullrich et al., 2009;
Monaci et al., 2010).

Os ensaios ELISA tém como base a imobilizacdo de um antigénio ou anticorpo a uma
superficie sélida (Montowska et al., 2010). Esta técnica envolve uma enzima (uma
proteina que catalisa uma reacao bioquimica) para detetar a presenca de um anticorpo
ou um antigénio numa amostra. O anticorpo marcado esta, geralmente, ligado a uma
enzima, que em presenca do substrato origina um produto corado (Asensio et al., 2008).
Os ensaios ELISA podem fornecer uma avaliagdo qualitativa ou quantitativa,
caracterizam-se por serem baratos, rapidos e sensiveis, mas podem ser afetados pela
reatividade cruzada e matriz alimentar (Hengel, 2007; Costa et al., 2014). Além disso, a
propensdo de proteinas alvo sofrerem alteragcdes conformacionais aquando do
processamento dos alimentos, pode levar, consequentemente, a resultados falso-
negativos (Hengel, 2007). Portanto, os resultados de ELISA devem ser interpretados com

cuidado, tendo em consideracéo o tipo de matriz e processamento de alimentos.
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Os kits ELISA disponiveis no mercado sdo direcionados para a améndoa, crustaceos,
ovo, aveld, leite, amendoim, soja, gergelim, mostarda, trigo mourisco, trigo e tremocgo, e
sdo atualmente utilizados pela indastria alimentar para fins de rastreio (Monaci et al.,
2010). Na Tabela 3 estdo resumidas algumas aplicacbes de ELISA descritas na
bibliografia para a detecédo e quantificacéo de alergénios o tremoco.

Tabela 3 - Metodologias de ELISA para a detecdo e quantificacao de alergénios do tremoco.

; LOD LOQ
Método Ant|c9rpo/ Matriz alimentar Referéncia
proteina alvo . u
(mg proteina kg ~)
ELISA-Sandwich  Anticorpos de P&o de cachorro- 0,1 0,4 Holden et al.
coelho guente, salsicha (2005)
vegetariana,
massas, chocolate.
ELISA-Sandwich  Anticorpos de Bolos, pdo, massa, 1 Holden et al.
coelho pasta de chocolate, (2007)
biscoitos, farinha e
batatas fritas.
ELISA-Sandwich  Anticorpos de Muffins de milho e 1 Kaw et al.
coelho e ovelha  salsichas. (2008)
ELISA-Sandwich  Anticorpos de P&o, macarrao, 0,1-0,6 0,5-1,7 Ecker et al.
coelho e galinha  biscoitos integrais, (2012)
tostas, rissois
vegetarianos e tofu.
ELISA-competivo  Anticorpos de P&o, macarrao, 5-20 26 - 68 Ecker et al.
(1gG) coelho e galinha  biscoitos integrais, (2013)
biscoitos, rissois
ELISA-competivo vegetarianos e tofu. 3 _ 34 4-79

(Igy)

4.1.2 Métodos cromatogréficos

A analise por cromatografia liquida acoplada a espetrometria de massa tem sido
amplamente utilizada para identificagdo e caracterizagdo inequivoca de proteinas ou
peptideos alergénicos em alimentos, com potencial para a andlise quantitativa (Poms et
al., 2004; Costa et al., 2012a; Costa et al., 2014).A identificacdo o das proteinas por
tecnologia MS é normalmente realizada com base na sua digestdo com uma protease
especifica, vulgarmente tripsina. Os espectros de massa sdo registados apés a
separacao dos fragmentos proteoliticos por cromatografia liquida de fase inversa (Harrer
et al.,, 2010). Considerando a diversidade de moléculas alergénicas, o0 processo de

purificacdo é desenvolvido especificamente para garantir o reconhecimento inequivoco
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da molécula através da geracao de uma impressao digital de massa do péptido (Costa et
al., 2012a).

As tecnologias de MS apresentam vdrias vantagens que destacam a sua potencial
aplicacdo para a detecdo de alergénios, tais como a possibilidade de analisar analitos
alvo com elevada sensibilidade, precisdo, especificidade e reprodutibilidade (Picariello et
al., 2011). Além disso, possuem um potencial para a andlise simultdnea de multiplos
alergénios (Monaci et al., 2009; Costa, 2012a). Apesar de todas as vantagens, o elevado
custo do equipamento e a exigéncia de conhecimentos especializados sao suscetiveis de
restringir a ampla aplicacdo desta tecnologia.

Recentemente, foi efetuado um estudo sobre o desenvolvimento de métodos de MS para
a detegdo do tremogo em alimentos. Mattarozzi et al. (2012) utilizaram a metodologia de
espectrometria de massa por ionizagdo por electrospray (LC-ESI-MS) para determinar os
principais alergénios de tremogo em massas e biscoitos. As concentragfes detetadas

foram em torno de 1 mg de tremocgo por kg.

4.2 Métodos baseados em ADN

Os métodos baseados na andlise de ADN surgiram como alternativas eficazes na
avaliagdo da autenticidade, permitindo ultrapassar algumas das dificuldades
apresentadas pelas técnicas ja existentes. Atualmente, as técnicas biomoleculares tém
sido amplamente aplicadas no controlo de alimentos para consumo humano e animal,
tanto a nivel de detecdo inequivoca de qualquer adulterante biolégico como na
identificacdo de espécies geneticamente relacionadas.

Os métodos de ADN aplicados na detecdo de alergénios baseiam-se sobretudo na
amplificacdo de sequéncias especificos por PCR, em que a especificidade e seletividade
sdo conseguidas através da utilizacdo de primers e sondas especificamente desenhados
para um gene que codifica uma proteina alergénica ou outro marcador da espécie
(Hengel, 2007; Costa et al., 2012a). Os métodos baseados na técnica de PCR, que tém
como alvo sequéncias de ADN especificas da espécie, oferecem alternativas adequadas
para a detecdo sensivel de alergénios alimentares, permitindo a detecao de quantidades
muito pequenas de ADN em matérias-primas e alimentos processados (Poms et al.,2004;
Mafra et al., 2008a). Ultimamente, os métodos baseados em ADN tém sido cada vez
mais utilizados como abordagens altamente sensiveis e especificas para a detecdo e
autenticacdo alimentos alérgenicos (Costa et al., 2012a, Costa et al., 2012b; Mafra et al.,
2008a; Galan et al., 2010), tirando como vantagem a elevada estabilidade térmica de

moléculas de ADN em comparac¢ao com proteinas. Além disso, cada vez mais se verifica
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o desenvolvimento de métodos baseados na detecdo de sequéncias de ADN que
codificam proteinas alergénicas (Galan et al., 2010).

4.2.1 PCR qualitativa

A descoberta e desenvolvimento da PCR sé&o atribuidos a Kary Mullis, que em 1983,
criou a técnica que veio revolucionar a Biologia Molecular. O seu impacte em diversas
areas como a medicina, biotecnologia, genética ou ciéncias forenses tem merecido um
elevado destaque, essencialmente devido a sua versatilidade, especificidade e
sensibilidade. Esta técnica tem sido utilizada com sucesso na identificagdo de
microrganismos, na detecdo de componentes em produtos alimentares e na identificacédo
de espécies de varios animais e plantas (Rodriguez-Lazaro et al., 2013).

A amplificacdo por PCR necessita essencialmente da presenca de ADN que se pretende
amplificar, um par de primers, nucleétidos (dNTP), Mg* (cofator da enzima), uma
polimerase de ADN termoestavel, como a Taq polimerase e o respetivo tampdo. Os
primers sdo os elementos que conferem a especificidade a técnica de PCR, quando
desenhados de forma correta. A presenca de dNTP é fundamental para a construgéo da
nova cadeia dupla sintetizada pela ADN polimerase, e os ibes Mg** estimulam a atividade
da enzima polimerase e formam um complexo solavel com os dNTP, para facilitar a
sintese da nova cadeia de ADN.

Esta técnica consiste na amplificacdo exponencial de um fragmento de ADN especifico,
tendo como principio a hibridagcdo de oligonucleotidos especificos (primers) desenhados
de forma a hibridarem em zonas opostas de cada uma das cadeias da sequéncia alvo
(Mafra et al., 2008b, Rodriguez-Lazaro et al., 2013). Para o desenho dos primers, é
necessario obter alguma informagéo acerca da sequéncia de ADN a amplificar, de forma
a permitirem a especificidade necessaria a reacao.

A técnica de PCR baseia-se em trés etapas, envolvendo trés temperaturas diferentes, ao
longo das quais o nimero de sequéncias alvo cresce de forma exponencial, atendendo

ao numero de ciclos predefinidos (Figura 6) (Videira, 2001):

i. Desnaturacdo — a uma temperatura de cerca de 94-95°C, favorecendo a
separacéo do ADN alvo de cadeia dupla em cadeias simples;

ii. Hibridacdo — a temperatura da reacdo baixa para 48-65°C durante 15 a 45
segundos, levando a ligacdo dos primers as moléculas de ADN de cadeia simples;

ii. Extensdo — a temperatura volta a subir até aos 72°C, favorecendo a ligagédo da

Taq polimerase, que ird sintetizar as cadeias complementares a partir dos
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primers. Esta etapa dura entre 30 segundos a alguns minutos, dependendo do

comprimento dos fragmentos a amplificar.

O numero de ciclos, composto pelas trés etapas, repete-se geralmente entre 25 a 40
vezes, sendo possivel aumentar em cada ciclo, duas vezes a concentracdo de ADN pré-
existente (Lima et al., 2003). A amplificacdo de uma sequéncia alvo e a verificagdo do
seu tamanho por eletroforese em gel de agarose € a forma mais simples e rapida para
efetuar uma analise qualitativa por PCR.
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Figura 6 - Representacdo esquematica das trés etapas de amplificacdo por PCR (1 -
desnaturacgéo, 2 — hibridagéo e 3 — extensao).

O uso de primers, desenhados especificamente, tornou possivel o desenvolvimento de
métodos de PCR adequados para avaliar a autenticidade dos alimentos de forma simples
e direta, podendo assim ser aplicados no controlo e autenticidade de alimentos, mesmo
em matrizes complexas (Fajardo et al., 2010). Um fator limitante relacionado com esta
técnica relaciona-se com o desenho adequado dos primers, e posterior avaliacdo da sua
especificidade para testar a possibilidade de reacdo cruzada. Para além disso, o
desenvolvimento da PCR com primers especificos permitiu a identificacdo de espécies,
sem recorrer a sequenciacdo ou a digestdo dos produtos da PCR com enzimas de
restricdo (Martin, 2007).

Os métodos de PCR multiplex também se podem apresentar como sendo ferramentas
valiosas para indicar a presenca de alergénios, quando necessario o rastreio de varios
alvos de diversos alimentos alergénicos, como por exemplo tremogo e soja (Galan et al.,
2010). Baseia-se no mesmo principio da PCR com primers especificos, em que a
diferenca reside no facto de poder amplificar mdultiplas sequéncias em simultaneo,
conferida pela presenca de mais do que um par de primers especificos na reacdo. Assim,

a técnica torna-se vantajosa quando o objetivo do estudo consiste na identificacdo de
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varias espécies (Schoringhumer et al., 2009). Esta técnica, utilizada em autenticidade, €
executada muito rapidamente, uma vez que todas as andlises séo feitas em simultaneo,
sendo menos dispendiosa, produzindo menos erros e permitindo uma melhor analise de
resultados (Schoringhumer et al., 2009; Zha et al 2011).

4.2.2 PCR em tempo real

A PCR em tempo real surgiu de forma a ultrapassar as dificuldades e limitacdes inerentes
a PCR convencional, sendo amplamente aceite como um ensaio robusto, devido a sua
maior sensibilidade e especificidade, maior gama de dete¢cdo, menor risco de
contaminagao, com menor probabilidade de reatividade cruzada, facil execucao e rapidez
(Monaci et al., 2010; Costa et al.,2012b). O procedimento segue o principio geral da PCR,
mas a sua principal caracteristica consiste na capacidade de monitorizar o progresso de
amplificacdo a medida que este decorre. Elimina-se assim a necessidade de manipulacéo
pés-PCR, nomeadamente a eletroforese, reduzindo assim o risco de contaminagédo, a
coloracao e revelagado do gel de agarose, o que contribui para a diminuicdo do tempo de
andlise (Fajardo et al., 2008, Rodriguez-Lazaro et al., 2013).

Atualmente, existem dois formatos para correlacionar a quantidade dos produtos da PCR
com o sinal de fluorescéncia: sondas e corantes fluorescentes (Fajardo et al., 2008; Yan
et al., 2013). As sondas podem ser de hidrolise (TagMan™), de hibridagdo ou FRET
(Fluorescence Ressonance Energy Transfer) e de interacdo especifica (Molecular
Beacons™) (Yan et al., 2013). Ja o corante mais comum ¢é o fluoréforo SYBR Green |,
nao sendo tdo dispendioso como o uso das sondas (Yan et al.,, 2013). A forma mais
simples de efetuar a PCR em tempo real consiste na utilizagdo de um corante universal
como o SYBR Green |, uma vez que os produtos da PCR séo detetados pela sua ligagéo
a cadeia dupla de ADN (Yan et al.,, 2013) (Figura 7). Recentemente, surgiram 0s
chamados corantes de nova geracdo, como o EvaGreen, com maior potencial de
fluorescéncia, maior estabilidade e maior especificidade para as cadeias duplas de ADN
(Mohamad, et al. 2013).

A especificidade da fluorescéncia emitida em PCR em tempo real é, no entanto, superior
guando se opta pelo uso de sondas especificas para o fragmento alvo, uma vez que a
sonda funciona como um *“terceiro primer”, alinhado com os primers forward e reverse
(Mohamad et al. 2013). A especificidade adicional proporcionada pela presenca da sonda
do tipo TagMan™ (Figura 8) assegura que o sinal fluorescente gerado durante o ensaio
seja apenas resultante da amplificacdo da sequéncia alvo (Smith et al., 2009). A sonda

consiste num oligonucleétido complementar a sequéncia alvo que contém
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simultaneamente um fluoré6foro, que imite fluorescéncia quando excitado, e um quencher,
gue anula esta emissao quando esta perto do fluoréforo (Smith et al., 2009). No caso das
sondas de hidrolise TagMan™, a atividade 5’-exonucleotidica da Taq polimerase provoca
a separacdo fisica entre o fluoréforo e o quencher, havendo por isso aumento da emissao
de fluorescéncia a medida que vai havendo amplificacdo e aumento da quantidade de
produto de PCR (Smith et al., 2009) (Figura 8).

Absorcéo da flourescéncia

Emissdo de flourescéncia

§ = Clivagem da sonda
\.@ ~

Figura 8 - Principio de detegdo por PCR em tempo real utilizando sondas de TagMan. TAQ — Taq
Polimerase. R — Fluoréforo; Q — quencher. Adaptado de Rodriguez-Lazaro et al. (2013).

As sondas Molecular Beacons ou primers Scorpion exploram interacdes especificas entre
o amplicéo e a sonda. Quando ocorre a separacao entre o fluoréforo e o quencher, existe
a emissdo de um sinal de fluorescéncia e a sua detecdo. Um aumento de produtos
amplificados ao longo de cada ciclo leva, assim, a um aumento proporcional da

fluorescéncia (Yan et al., 2013).
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Existem ainda outras estratégias, como é o caso da tecnologia FRET (Fluorescence
Ressonance Energy Transfer), em que sdo usadas duas sondas, cada uma com um
fluoréforo. O principio desta tecnologia € a transferéncia de energia de um fluoréforo
doador para um recetor. Quando os dois fluoréforos estao proximos um do outro ocorre,
entdo, a transferéncia de energia e a consequente emissdo de fluorescéncia (Garcia-
Canas et al., 2010).

A medida que a amplificacdo ocorre, a emissdo de fluorescéncia é proporcional a
gquantidade de ADN sintetizado, resumindo-se num grafico semi-logaritmico em que se
representa o aumento do sinal em funcdo do nimero de ciclos. Na Figura 9 encontra-se
representada uma curva de amplificagdo obtida durante a reacdo. Esta é composta por
trés fases (Smith et al., 2009):

i. Fase lag — Corresponde aos primeiros ciclos em que nao existe produto detetado,
uma vez que o sinal de fluorescéncia esta abaixo do limite de detecdo do aparelho
e a emissdo de fluorescéncia é camuflada pelo ruido do aparelho;
i. Fase exponencial — Aumento acentuado de fluorescéncia, proporcional a
gquantidade de ADN que esta a ser amplificado;
iii. Fase “plateau” — Nesta fase 0s reagentes estdo esgotados e ndo se observa

aumento da fluorescéncia.

E durante a fase exponencial que a quantidade de ADN pode ser determinada recorrendo
ao parametro Ct (Cycle threshold), ou seja, quando a amplificacdo atinge a eficiéncia
maxima, sendo a quantificacdo menos afetada por condicbes limitantes da reacgéo
(Rodriguez-Lazaro et al., 2013). Considera-se que o Ct seja 0 numero de ciclos a partir
dos quais a acumulacgéo de fluorescéncia € significativamente superior ao ruido (Smith et
al., 2009). Este valor esta inversamente relacionado com a concentracgao inicial de ADN
alvo, no inicio da reagdo. Assim, o valor de Ct corresponde ao numero de ciclos
necessarios para que seja detetado pela primeira vez o sinal de fluorescéncia, sendo
determinado pela intersec¢do da curva de amplificacdo com a linha threshold (Figura 9). A
medida que o numero de ciclos aumenta, a eficiéncia da amplificacdo diminui, resultando
no efeito plateau (Rodriguez-Lazaro et al., 2013).

A quantificacdo de uma amostra desconhecida pode efetuar-se tanto a nivel absoluto
como relativo. A quantificacdo absoluta pode ser realizada por interpolacédo dos valores
de Ct numa curva de calibracdo de uma série de diluicdes de uma concentragéo
conhecida de ADN. Posteriormente, uma curva de calibracdo € construida através dos
valores de Ct obtidos para cada diluicdo em funcdo do logaritmo da quantidade de ADN,
ou seja, a quantificacao é feita por interpolagéo dos valores de Ct obtidos nas diferentes
diluicdes (Mohamad et al., 2013).
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Figura 9 - Fases da curva de amplificacdo por PCR em tempo real. Linha vermelha: curva de
amplificacdo de uma amostra positiva. Linha azul: Threshold. Linha preta: linha de base dos ciclos.
Adaptado de Rodriguez-Lazaro et al. (2013).

4.3 Aplicacédo das técnicas de PCR na detecdo de tremoc¢o em alimentos

Das técnicas referidas na literatura para a detecdo de tremoco como alergénio em
alimentos, destaca-se a técnica de PCR em tempo real. Demmel et al. (2008)
desenvolveram um método de PCR em tempo real com alvo na regido do ITS1 de L.
angustifolius para a detecdo de tremoco em alimentos, com uma sensibilidade absoluta
de 0,01 pg de ADN de tremoco e sensibilidade relativa de 0,1 mg kg™* (Tabela 4). O
ensaio mostrou-se adequado para a analise de uma diversidade de matrizes alimentares
e foi suficientemente sensivel para detetar com éxito a presenca ou auséncia de ADN do
tremocgo (Demmel et al., 2008). Mais tarde, Demmel et al. (2011) verificaram o efeito do
processamento na detecdo de tremocgo utilizando a mesma técnica. Para tal,
confecionaram massas de pizza contendo entre 0,01 e 10 mg kg™ de farinha de tremoco,
tendo congelado e cozido parte dessas massas. A analise das massas permitiu-lhes
concluir que o limite de detecdo aumenta com o tratamento térmico (Tabela 4) (Demmel
et al., 2011). Dada a importancia da quantificacdo de alergénios do tremo¢o, 0 mesmo
grupo de investigadores (Demmel et al., 2012) demonstrou a aplicabilidade da técnica de
PCR em tempo real na quantificacdo de tremoco entre 1 e 10 mg kg™, que considerou a

gama relevante para os consumidores alérgicos.
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Tabela 4 - Metodologias baseadas na analise de ADN reportadas para a detecao e quantificacdo de tremoco em alimentos.

Método Genelregido alvo Especificidade Material de referéncia Sensibilidade Aplicagao Referéncia
PCR em tempo ITS1 Lupinus spp. Gelado comercial com 0,1 mg kg'l. Diversos alimentos Demmel et al. (2008)
real com sondas L tifoli farinha do tremoco (0,1- processados (pao, gelado,
TagMan (L. angustifolius) 100 mg kg™) gomas, bolos, etc.)
(Z72202)* . . 1 .
Base de pizza produzida 0,1 mg kg Massa de pizza crua, Demmel et al. (2011)
com farinha de trigo (pizza crua) congelada e cozida
contendo 0,01-10 mg kg™ 1 mg kg™
de farinha de tremoco (pizza cozida)
Farinha de trigo contendo  Quantificacdo entre Misturas de farinhas de Demmel et al. (2012)
1-5mg kg™ de farinhade  1-10 mg kg™ tremoco e trigo
tremoco
PCR em tempo CyA32 que codifica Lupinus spp. Farinha de tremoco em 7 pg de ADN de Biscoitos, pdo, snacks, Scarafoni et al.
real com SYBR Lup a y- conglutina alimentos 0,1-100% tremogo flocos de cereais (2009)
*
Green (CAC16394) <0,1% (farinha de
tremogo em alimentos)
PCR qualitativa Lup an L. albus, L. Biscoitos produzidos com 1 pg de ADN de Biscoitos crus e tostados Galan et al. (2010)
a-conglutina angustifolius farinha de trigo contendo tremogo
(U74384)* 1-50 mg kg™ de farinha de o
PCR em tempo Lup an - conglutina tremogo 10 mg kg'* Biscoitos crus e tostados,
realcom sondas

TaqMan

PCR em tempo
real com sondas
TagMan

PCR em tempo
real com sondas
TagMan

(X53523)*

tARN-MET
mitocondrial

(X04377)*

Lup an 1 B-conglutina

(HQ670415.1,
EF455724.1,
DQ142920.1)*

L. angustifolius

L. albus, L.
angustifolius, L.
luteus

Biscoitos produzidos com
farinha de trigo contendo
1-50 mg kg-1 de farinha
de tremoco

Sementes de L. albus, L.
angustifolius, L. luteus

1 pg de ADN de
tremogo

2,5mg kg™

1 mg kg™ (obtido por

equivalente de diluicdo

seriada)

alimentos vegetarianos,
pao biscoitos

Pao, produtos de

pastelaria, alimentos
vegetarianos

N&o aplicado

Galan et al. (2011)

Roder et al. (2013)




Scarafoni et al. (2009) desenvolveram um método de PCR em tempo real com alvo no
gene CyA32 que codifica uma y-conglutina de L. albus e utilizacdo do corante universal
SYBR Green. O ensaio permitiu a detecéo de 7 pg de ADN do tremocgo e 0,1% de farinha
de tremogo em alimentos (Tabela 4). Galan et al., (2010) desenvolveram dois métodos de
PCR em tempo real baseados em sondas de hidrolise do tipo TagMan de forma a detetar
as sequéncias a- e [1-conglutina de L. angustifolius, tendo determinado uma sensibilidade
relativa de 10 mg kg-1 numa matriz de biscoitos para ambos os casos. Por PCR
gualitativa com alvo nos dois genes, 0s mesmos autores conseguiram detetar 1 pg de
ADN de tremoco em matrizes cruas e processadas (Tabela 4). (Galan et al., 2010). Mais
recentemente, o0 mesmo grupo de investigadores (Galan et al., 2011) desenvolveu um
terceiro método de PCR em tempo real com alvo no gene iniciador tARN-MET
mitocondrial que Ihe permitiu melhorar a sensibilidade relativa para 2,5 mg kg™.

Roder et al. (2013) desenvolveram um novo ensaio de PCR em tempo real com alvo no
gene da B-conglutina de L. angustifolius para a dete¢do de tremogo e compararam a sua
aplicacdo em 14 cultivares das trés espécies L. angustifolius, L. luteus e L. albus. Estes
autores compararam ainda a aplicagdo dos métodos propostos por Demmel et al. (2008),
Galan et al. (2011) e Scarafoni et al. (2009) na amplificacdo das referidas cultivares de
Lupinus spp. e demonstraram que, dependendo do método, podem-se observar grandes
diferencas nas respostas quantitativas, pelo que a otimizacao dos métodos de detecao de
alergénios de plantas devera incluir varias cultivares.

Além disso, existem métodos que combinam as metodologias PCR e ELISA e que foram
desenvolvidos para a detecdo de alergénios alimentares de forma a atender aos
requisitos de rotulagem impostos pela legislacdo (Holzhauseret al., 2002). A metodologia
PCR-ELISA combina a elevada especificidade baseada na andlise de ADN com a
sensibilidade de ELISA, como abordagem bastante simples e econdmica para analise

semi-quantitativa.
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5 OBJETIVOS E AMBITO DO TRABALHO

Devido ao elevado valor comercial do tremo¢o que, comparativamente a soja, € um dos
alimentos mais nutritivos do mundo, e com a sua crescente utilizagcdo como alimento e
até mesmo como ingrediente em diversos alimentos processados em toda a Europa, EUA
e Australia, tem vindo a refletir-se num aumento de casos de origem alergénica induzida
pelo tremoco. Desta forma, a ingestdo de quantidades muito baixas deste alimento pode
provocar reagfes imunoldgicas adversas, variando em grau de intensidade (leves a
potencialmente fatais). De modo a proteger a salde dos consumidores sensibilizados, ou
até mesmo o direito de escolha de um produto alimentar em detrimento de outro, a
informagé&o da rotulagem e verificagdo da sua conformidade sdo de especial relevancia.
Assim, torna-se essencial o desenvolvimento de métodos que permitam a avaliacdo da
autenticidade de alimentos e a detecdo de potenciais alergénios, como o caso do
tremoco.

Pretendeu-se com este trabalho desenvolver metodologias de PCR e PCR em tempo real
para a detecdo especifica e sensivel de espécies de tremoco (Lupinus spp.) em
alimentos. Para o desenvolvimentos das metodologias e na auséncia de materiais de
referéncia foi necessario, num primeira fase, preparar misturas binarias contendo farinhas
de tremoco e arroz e farinhas de tremogo e trigo. A etapa subsequente consistiu em
extrair o ADN das misturas de referéncia e amostras comerciais em estudo. Dado o
objetivo deste trabalho centrar-se no desenvolvimento de novas metodologias com base
na PCR, foi necessario proceder ao desenho de novos primers e sonda; no caso de PCR
em tempo real, com alvo em genes que codificam proteinas alergénicas e so6
posteriormente se passou a etapa de otimizacdo das condigdes experimentais de modo a
obter a sensibilidade e especificidade adequadas.

Por fim, procedeu-se a aplicacdo das metodologias qualitativa (PCR com primers
especificos) e quantitativa (PCR em tempo real) com alvo na detecdo de espécies de

tremoco (Lupinus spp.) nas amostras comerciais adquiridas.
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COMPONENTE EXPERIMENTAL






6 METODOLOGIA

6.1 Descricdo das amostras

Neste estudo, foram utilizadas 27 amostras de alimentos comerciais adquiridos em
Novembro de 2014. Tentou-se abranger uma larga variedade de produtos a base de
tremoco. Contudo, dada a ainda recente introducdo desta leguminosa na dieta alimentar,
em substituicdo de outros ingredientes, a escolha dos produtos foi um pouco limitada.
Atualmente o tremogo, como ingrediente, esta associado, geralmente, a produtos
dietéticos e sem glaten. Na Tabela 5 estdo descritas as amostras e respetivas
informagdes disponiveis nos rétulos de todos os produtos adquiridos comercialmente
(Figura 10).

7
Y

Figura 10 - Algumas amostras comerciais testadas neste trabalho.

Neste estudo, também foram utilizadas sementes de tremogo de diferentes espécies e
variedades, gentiimente cedidas pelo Banco de Germoplasma da Universidade de
Arizoma (Boyce Thompson Arboretum, Az, USA) e pela empresa Germisem (Tabela 6).
Estas sementes foram particularmente importantes na otimizacdo dos métodos de
detecdo desenvolvidos, sendo utilizadas como controlos positivos nas PCR, tanto a nivel

qualitativo como quantitativo.
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Tabela 5 — Descrigéo dos alimentos adquiridos comercialmente para o presente trabalho.

Cod. Descricéo Marca Presenca de tremoco Notas
TRO3  Bolachas de alperce 3 PAULY Sem adic¢éo de tremoco. Isento de lactose.
(Aprokosen Keks)
TRO4  Pao classico del mastro Schar Pode conter vestigios de  Isento de gliten e
panettiere tremocgo. lactose.
TRO5  Pa&o de cereais fatiado Schér Pode conter vestigios de  Isento de gliten e
(Cereale del mastro panettiere tremoco. lactose.
du maitre boulanger)
TRO6  Pao rustico com cereais Schar Pode conter vestigios de  Isento de gliten e
tremogo. lactose.
TRO7  Bolo (Marble cake) Schér Pode conter vestigios de  Isento de gliten e
tremogo lactose
TRO8  Queques (Plum cake Yogo Schar Pode conter vestigios de  Isento de gluten.
Cake) tremoco
TRO9  Bolachas frollini Schér Pode conter vestigios de  Isento de gliten e
tremogo. lactose.
TR10 Bolachas Petit biscotto Schar Pode conter vestigios de  Isento de gluten.
classico tremoco.
TR11 Bolachas Biscotti con Schér Pode conter vestigios de  Isento de gluten.
cioccolato tremogo.
TR12  Bolachas Sorrisi Schar Pode conter vestigios de  Isento de gluten.
tremoco.
TR13  Biscoitos de Tremoco. CEM Farinha de tremoco. Produto dietético.
PORCENTO
TR14  Sortido de bolachas Noblesse HF — HANS  Farinha de tremogo
FREITAG doce.
TR15 P&o de forma (Pan Carré) Schér Proteina de tremoco. Isento de gluten e
lactose.
TR16  Pa&o torrado (Crostini) Schér Proteina de tremoco. Isento de gluten e
lactose.
TR17  Bolachas de tremogo integrais CEM Farinha de tremoco Produto dietético.
com sabor a limao PORCENTO
TR18  Bolachas (Spekulatius) Schér Farinha de tremoco Isento de gluten e
lactose.
TR19  Bolachas delicias com Beiker Pode conter vestigios de  Isento de gluten.
chocolate tremogo.
TR20  Bolacha Maria (Plain biscuits) Schar Pode conter vestigios de  Isento de gluten.
tremoco
TR21  Pao ralado (Pan grati) Schér Pode conter vestigios de  Isento de gliten e
tremogo. lactose.
TR22  Bolachas (Fior di Sole) Schér Pode conter vestigios de  Isento de gliten e
tremoco. lactose.
TR23  Farinha (Mix Pan — Mix B) Schér Proteina de tremoco. Isento de gluten e
lactose.
TR24  Sortido de bolachas Day HF — HANS  Farinha de tremoco
dreams FREITAG doce.
TR25  Sortido de bolachas Desiree HF —HANS  Farinha de tremoco
FREITAG doce.
TR26  Panados recheados com Schéar Proteina de tremoco. Isento de gluten.
tomate e queijo congelados
(Panzerottini)
TR27  Rolos de Waffers HF — HANS  Pode conter vestigios de
FREITAG tremocgo.
TR28  Waffers recheados com HF —HANS  Farinha de tremoco
chocolate FREITAG doce.
TR29  Waffers com creme HF —HANS  Farinha de tremoco
FREITAG doce.
TR30  Farinha de tremoco branco Biosagesse  100%.Farinha de Isento de gluten.

(Lupinus albus)

tremoco
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Tabela 6 - Diferentes espécies de tremoco utilizadas neste estudo.

Cddigo do Banco de

Codigo da amostra  Espécie Germoplasma

TRO1 Lupinus albus a

TRO2 Lupinus luteus a

TR31 Lupinus angustifolius 0078690
TR32 Lupinus mutabilis 90-0580D
TR33 Lupinus mutabilis 90-0581D
TR34 Lupinus albus 91-0035D
TR35 Lupinus albus 91-0023D
TR36 Lupinus luteus 90-0578D
TR37 Lupinus luteus 90-0579D

a — Sementes cedidas pela empresa Germisem.

6.2 Preparacao das amostras

A preparacgdo das amostras incluiu uma etapa prévia de descontaminagdo de todos 0s
materiais. Esta etapa teve como principal objetivo evitar contaminagfes cruzadas entre
as amostras analisadas. Nesse sentido, preparou-se uma solugéo de hipoclorito de sédio
de forma a esterilizar quimicamente todo o material utilizado, durante cerca de 30
minutos.

De forma a minimizar possiveis contaminac¢des, as amostras e misturas de referéncia
foram homogeneizadas num moinho de laboratério (Grindomix, GM200, Retsch, Haan,
Alemanha), com acessoérios independentes e esterilizados. Devido as baixas quantidades
de gréos de tremoco as amostras TR31, TR32, TR33, TR34, TR35, TR36 e TR37 foram
trituradas num almofariz, utilizando também material descontaminado entre cada uma
das sementes. Devido a elevada dureza, as sementes TRO1 e TR02 foram trituradas num
moinho adequado para farinha com granulometria 0,1 mm (MFC-90D MicroHammer Mill
(Culatti, Zurique, Suica)).Todas as amostras/sementes/misturas de referéncia foram
armazenadas em recipientes esterilizados e devidamente identificados a uma
temperatura de -20°C.

As extracdes de ADN e as misturas de PCR foram realizadas em locais diferentes. As
misturas para PCR foram efetuadas numa sala equipada com luz UV para
esterilizacdo/descontaminagdo do ambiente e do material da sala. Os tubos utilizados na
extracdo de ADN e preparacdo de PCR (ADNse/ARNse free) foram esterilizados por
autoclavagem a 121°C e as pontas com filtro foram adquiridas esterilizadas e
“ADNse/ARNse free”. Os reagentes aquosos, exceto os primers, dNTP e enzimas, foram

sujeitos a autoclavagem a 121°C, com o objetivo de degradar possiveis nucleases e ADN
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presentes. Além disso, todas as solu¢des foram preparadas com reagentes aptos para a
utilizacdo em biologia molecular, sendo as destinadas a PCR armazenadas em pequenas
aliquotas, de forma a evitar contamina¢des do reagente. O uso constante e a mudanca

periddica de luvas também foram imprescindiveis.

6.3 Preparacao das misturas de referéncia

De forma a desenvolver e otimizar o método de detecdo de tremoco, foi necessério
preparar uma série de misturas de referéncia que consistram em homogeneizar
guantidades conhecidas de farinha de tremogo em farinha de arroz através do moinho de

lamina dupla, de acordo com as quantidades da Tabela 7.

Tabela 7 - Misturas binarias de farinha de tremog¢o com farinha de arroz utilizadas como materiais
de referéncia.

Padrdes Concentracédo de tremogo Massas usadas
TAOO 0% 100 g Arroz
TAO1 50% (500 g kg™) 50 g Tremogo + 50 g de Arroz
TAO02 10% (100 g kg"l) 20 g TAOL + 80 g Arroz
TA03 5% (50 g kg™) 60 g TAO2 + 60 g Arroz
TA04 2% (20 g kg™) 50 g TAO3 + 75 g Arroz
TAO05 1% (10 g kg™) 60 g TAO4 + 60 g Arroz
TAO06 0,8% (8 g kg™ 80 g TAO5 + 20 g Arroz
TAO7 0,5% (5 g kg™ 50 g TAO6 + 30 g Arroz
TAO08 0,2% (2 g kg'l) 40 g TAO7 + 60 g Arroz
TA09 0,1% (1 g kg™ 50 g TAO8 + 50 g Arroz
TA10 0,05% (500 g kg'l) 50 g TAQ9 + 50 g Arroz
TA11l 0,02% (200 g kg'l) 40 g TA10 + 60 g Arroz
TA12 0,01% (100 g kg'l) 40 g TA11 + 40 g Arroz
TA13 0,005% (50 g kg™*) 40 g TA12 + 40 g Arroz
TAl4 0,001% (10 g kg™) 20 g TA13 + 80 g Arroz
TA15 0,0005% (5 g kg™) 30 g TA14 + 30 g Arroz
TA16 0,0001% (1 g kg'l) 10 g TA15 + 30 g Arroz
TA17 100% 100 g Tremocgo

Além das misturas binarias de referéncia de farinha de tremogo em farinha de arroz,
também foram preparadas misturas de referéncia utilizando farinha de tremogo em
farinha de trigo. Estas misturas de farinhas foram efetuadas de forma a poderem ser

utilizadas na preparacdo de produtos de padaria e avaliar-se assim o efeito do
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processamento na matriz (Tabela 8). Entre cada mistura foram pesados 300 g do
respetivo padréo de referéncia e o restante foi armazenado em recipientes esterilizados.
Seguidamente foram pesados e misturados os ingredientes necessérios para a cozedura
das misturas de farinha para a confecédo de pao de acordo com a Tabela 9.

A cozedura da massa foi efetuada numa maquina para pdo Moulinex OW6101, durante 3
horas (Figura 11). Apés arrefecimento, cortaram-se 0s paes ao meio e fatiou-se uma tira,
no centro do pao, de forma a uniformizar a amostragem, que foi triturada no moinho de

lamina dupla e armazenada em recipientes esterilizados a -20°C.

Tabela 8 - Misturas binéarias de farinha de tremog¢o com farinha de arroz utilizadas como materiais
de referéncia (TTO0-TT16) e em preparacao de pado (PTT00-PTT16)

Padrdes Massas usadas
TTOO / PTTOO 0%
TTO1/PTTO1 50% (500 g kg™)

TT02 / PTTO2 10% (100 g kg™)

Concentragdo de tremog¢o

100 g Trigo
200 g Tremoco + 200 g de Trigo
80 g TTO1 + 400 g Trigo

TTO3/PTTO3
TTO04 /PTTO4
TTO5/PTTO5
TTO6 / PTTO6
TTO7 / PTTO7
TTO8 /PTTO8
TTO9 /PTTO9
TT10/PTT10
TT11/PTT11
TT12/PTT12
TT13/PTT13
TT14/PTT14
TT15/PTT15
TT16/PTT16

5% (50 g kg™
2% (20 g kg™)
1% (10 g kg™)
0,8% (8 g kg™
0,5% (5 g kg™
0,2% (2 g kg™
0,1% (1 g kg™
0,05% (500 g kg™)
0,02% (200 g kg™
0,01% (100 g kg™
0,005% (50 g kg™)
0,001% (10 g kg™)
0,0005% (5 g kg™)
0,0001% (1 g kg™

160 g TTO2 + 320 g Trigo
150 g TTO3 + 375 g Trigo
180 g TT04 + 360 g Trigo
220 g TTO5 + 275 g Trigo
175 g TTO6 + 280 g Trigo
140 g TTO7 + 350 g Trigo
160 g TTO8 + 320 g Trigo
155 g TTO9 + 310 g Trigo
140 g TT10 + 350 g Trigo
150 g TT11 + 300 g Trigo
130 g TT12 + 260 g Trigo
759 TT13 + 375 g Trigo
1259 TT14 + 250 g Trigo
55 g TT15 + 275 g Trigo

Tabela 9 - Ingredientes utilizados na preparacéo dos péaes.

Ingrediente Quantidade (g)
Farinha 300

AAgua 180

Melhorante 3

Sal 4,5

Fermento de padeiro 6
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Figura 11 - P&es confecionados a partir das misturas de farinha de tremoco e farinha de trigo.

6.4 Extracdo de ADN

6.4.1 Reagentes e solucdes

a) Tampao de extracdo TNE

Pesou-se 1 g de dodecilsulfato de sodio (SDS) para um gobelé, ao qual foram
adicionados 70 mL de agua ultrapura. Essa solucao foi colocada em agitagcdo magnética
onde, seguidamente, foram adicionados 1 mL da solug&o Tris-HCI (1 M), 3 mL da solugéo
de NaCl (5 M) e 0,4 mL da solugcé&o de EDTA (500 mM). Apos acertar o pH para 8, com
NaOH ou HCI, completou-se o volume até 100 mL, num baldo volumétrico, com agua

ultrapura e autoclavou-se a solucdo durante 15 minutos a 121°C.

b) Solucao de Hidrocloreto de Guanidina (GUHCI) 5 M

Dissolveram-se 4,78 g de GuHCI num gobelé e completou-se o volume de 100 mL em
baldo volumétrico com agua ultrapura. Esta solucdo foi posteriormente autoclavada

durante 15 minutos a 121°C.

c) Solucéo de Proteinase K (20 mg mL™)

Num tubo de reacao (2 mL) dissolveram-se 20 mg de Proteinase K em 1 mL de agua

ultrapura, que seguidamente armazenou-se a uma temperatura de -20°C.

d) Tampéao TE 0,1x

Para obter a solucdo TE 1x adicionaram-se 0,5 mL de solucéo Tris (1 M) e 0,1 mL de
EDTA (0,5 M), completando-se o volume até 50 mL com &gua desionizada. A solugdo TE
0,1x obteve-se por diluicdo da solugdo TE 1x em agua desionizada. Posteriormente, a
solucgéo foi autoclavada a 121°C durante 15 minutos.
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e) Tampéo SGTB 1x

Adicionaram-se 100 mL de SGTB 20x (GRiSP Research Solutions, Porto, Portugal) até
perfazer 2 L com agua desionizada.

f) Solucdo de dNTP (10mM)

Juntaram-se 50 pL de cada ANTP com 1800 pL de agua ultrapura. De seguida

armazenou-se a solucéo a -20°C.

Q) Tampéao de carregamento 6x

Dissolveram-se 10 g de sacarose e 5 mg de azul de bromofenol em cerca de 5 mL de
agua desionizada. Adicionaram-se 2,4 mL de solucdo de EDTA (0,5 M) e completou-se o

volume até 10 mL. Autoclavou-se e armazenou-se a -20°C.

6.4.2 Método Wizard

A extracdo de ADN pelo método Wizard foi realizada segundo o descrito por Mafra et al.,
(2008b), que consistiu na utilizacdo parcial do kit de extracdo Wizard® Plus Minipreps
(Promega, Madison, WI, EUA).

Inicialmente, foram pesados cerca de 100 mg de cada amostra para tubos de reacéo
esterilizados, de 2 mL. Posteriormente foram adicionados 860 uL do tampao de extracao
TNE, que esta relacionado com a lise celular e precipitacido das proteinas, 100 pyL de
solucdo de GuHCI 5 M, que permite a desnaturagdo das proteinas e 40 pL de uma
solugéo de proteinase K (20 mg mL™), utilizada na digestdo enzimética. Apds agitacdo
vigorosa por vortex, incubou-se durante 1 h a 65°C num termobloco (Eppendorf
Thermomixer Comfort, Hamburg, Alemanha) com uma agitagdo de 900 rpm. Durante este
periodo, cada tubo de reagdo sofreu agitacdo vigorosa peridédica, com o objetivo de
aumentar o rendimento de extragdo do ADN. A suspenséo obtida foi centrifugada durante
15 min a 4°C a uma velocidade 17.000 x g. Apds a centrifugagdo, pipitou-se 0 maximo de
sobrenadante, cerca de 700 uL, para um novo tubo de reagéo de 1,5 mL estéril, que foi
submetido a uma segunda centrifugacdo durante 5 min, nas condicbes mencionadas
anteriormente. Pipitou-se, novamente, o0 maximo de sobrenadante para novo tubo de
reacdo esterilizado de 2 mL, adicionou-se 1 mL de resina de purificacdo de ADN Wizard®
(Promega, Madison, WI, EUA) e misturou-se por inversdo. A mistura da resina e amostra
foi eluida recorrendo as colunas do Kit Wizard® Plus Minipreps ADN Purification System e
utilizando um émbolo de uma seringa de 2 mL. Esta coluna foi lavada, com 2 mL de
solucdo de isopropanol (80%, v/v). Posteriormente, de forma a eliminar residuos de

isopropanol na coluna, efetuou-se uma centrifugacdo a 10.000 x g durante 2 minutos,
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ficando a repousar cerca de 5 minutos, garantindo a sua secagem. De seguida, as
colunas foram colocadas em tubos de reacéo de 1,5 mL esterilizados e o0 ADN que ficou
retido nas particulas de silica foi eluido através de 100 pL de tampao TE 0,1x,
previamente aquecido a 70°C. Por ultimo, apds 1 min de incubacgéo, o ADN foi eluido por
centrifugacdo durante 1 min a 10.000 x g obtendo-se, assim, o extrato final de ADN.

Em cada extracéo foi efetuado um branco de forma a controlar eventuais contaminagoes

durante o processo. Todos os extratos de ADN foram armazenados a -20°C.

6.4.3 Método Nucleospin Food

Inicialmente foram pesados cerca de 100 mg de cada amostra para tubos de reacdo
esterilizados, de 2 mL, aos quais se adicionaram 600 yL do tampao de lise CF pré-
aquecido a 65°C e 10 pL de solucéo de proteinase K, de forma a promover a lise celular.
Seguidamente os tubos foram incubados a 65°C, num termobloco pré-aquecido, durante
60 minutos, a uma rotacédo de 900 rpm. A cada 15 min efetuou-se uma agitacdo vigorosa,
num vortex, com o objetivo de aumentar o rendimento de extracdo do ADN. Apés
incubacéo, adicionaram-se 2 L de solucdo de ARNse (2 ou 5 ng pL™), misturou-se por
inversdo e incubou-se no mesmo termobloco a 37°C durante 5 min. Centrifugou-se de
imediato a 17.000 x g durante 15 min (4°C), recolhendo-se o sobrenadante para tubos
estéreis de 1,5 mL, seguida de nova centrifugacdo durante 5 min nas condigbes
anteriores. Ao sobrenadante recolhido adicionou-se um volume idéntico do tampéo C4 e
de etanol absoluto, para ajustar as condi¢6es de ligagdo do ADN a coluna, e misturou-se
por inversdo. Montou-se a coluna no tubo de recolha, pipetaram-se 750 yL de cada
amostra e centrifugou-se 1 min a 11.000 x g. Foi rejeitado o liquido eluido e repetiu-se
este procedimento com a restante mistura. Para lavagem da coluna, foram adicionados
400 pL do tampao CQW, centrifugou-se durante 1 min a 11.000 x g e rejeitou-se o liquido
eluido. Adicionaram-se 700 yL do tampao C5 a coluna, realizou-se outra centrifugacao
durante 1 min a 11.000 x g e rejeitou-se o liquido eluido. Adicionaram-se 200 pL do
tampéao C5 e centrifugou-se mais uma vez a 11.000 x g durante 2 min. Seguidamente foi
colocada a coluna num novo tubo estéril e foram adicionados 100 pL do tampao de
eluicdo CE, pré-aquecido a 70°C. Incubou-se 5 min a temperatura ambiente e
centrifugou-se a 11.000 x g durante 1 min de forma a eluir o ADN.

Em cada extracgdo foi efetuado um branco de forma a controlar eventuais contaminagdes

durante o processo. Todos os extratos de ADN foram armazenados a -20°C.
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6.5 Quantificacédo e avaliacdo do ADN extraido

A avaliacdo e quantificacdo da pureza dos extratos de ADN foi efetuada recorrendo a um
leitor de microplacas Multidetection Synergy™ HT (Biotek Instruments, Winooski, EUA) e

ao seu software de analise de dados Gen5™

a partir das leituras de absorvéncia a 260
nm e 280 nm, pois tanto acidos nucleicos como as proteinas absorvem parcialmente a
260 nm e a 280 nm, respetivamente. Assim, a razao entre estes dois valores (A260/A280)
fornece a pureza dos extratos de ADN. Quando esta razéo se encontra entre 1,5 e 2,0
temos a indicacdo de que o extrato de ADN apresenta uma boa qualidade e valores de
aproximadamente 1,8 indicam que 0s extratos possuem uma elevada pureza. Diluiram-se
os extratos a uma concentracdo de 10 ng uL™ para posterior amplificacdo por PCR.

A integridade dos extratos de ADN obtidos foi também avaliada, realizando uma
eletroforese do ADN gendémico em gel de agarose a 1% em tampdo SGTB 1x (GRIiSP
Research Solutions, Porto, Portugal) e corado com Gel Red 1x (Biotium, Hayward, CA,
EUA). Assim, foi possivel observar o tamanho e a forma das bandas obtidas por cada
extrato.

Na realizagdo deste tipo de eletroforese, aplicaram-se 5 pyL de marcador de massa
molecular HiperLadder | (Bioline, Londres, Reino Unido), num dos poc¢os do gel de
agarose. Juntaram-se 5 uL de extrato de ADN a 4 uL de corante de carregamento (6x) e
aplicou-se em cada poco do gel. A eletroforese foi efetuada em tampé&o SGTB 1x (GRIiSP
Research Solutions, Porto, Portugal) a uma tensao elétrica de 200 V durante
aproximadamente 30 minutos, a temperatura ambiente. O gel foi entdo visualizado com
recurso a um transiluminador de luz UV e a imagem digital foi adquirida utilizando um
sistema fotogréafico Gel Doc™ EZ Imager (BIO RAD, CA, EUA).

6.6 Amplificacdo por PCR

6.6.1 Primers

Os primers utilizados para este trabalho foram desenhados manualmente apds o
alinhamento de vérias sequéncias nucleodtidicas em fung¢édo da proteina codificada, delta-
conglutinas e PR-10. No caso das delta-conglutinas, as sequéncias nucleétidicas de L.
albus (GenBank: AM160790.1 e AM156845.1) e L. angustifolius (GenBank: MQ670419.1,
HQ670420.1, HQ 670418.1) foram alinhadas (BioEdit V7.1.9 software) e as regides
comuns usadas para o desenho de primers que possibilitassem a amplificacdo das

espécies selecionadas (Figura 12, Tabela 10). Relativamente as PR-10, o procedimento
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de desenho de primers foi 0 mesmo, mas utilizando sequéncias nucledtidicas de L. albus
(Genbank: AJ000108.1, AB070618.1) e L. luteus (GenBank: AF170091.1, AF322226.1,
AY288355.1, AF322225.1, AF1700092.1) (Figura 13) (Tabela 10).
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Figura 12 - Alinhamento das sequéncias de genes de delta-conglutinas disponiveis na base de
dados do NCBI para as espécies L. albus e L. angustifolius. As setas indicam as regifes dos

primers.
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Figura 13 - Alinhamento das sequéncias de sequéncias de genes de proteinas PR-10 disponiveis
na base de dados do NCBI para as espécies L. albus e L. luteus. As setas indicam as regides dos
primers.
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A propriedade dos primers e a auséncia de formacdo de hairspins ou auto-hibridagcdo
também foi estudada utilizando o] software Oligo Calc
(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html). Além disso, também foi
estudada a especificidade dos primers através da ferramenta Primer-Blast que permite
revelar as homologias de um par de primers relativamente a todas as sequéncias
presentes na base de dados do GenBank. A sintese dos novos primers foi efetuada pela
empresa STAB Vida (Caparica, Portugal).

Tabela 10 - Oligonucledtidos utilizados na identificacdo de Lupinus spp. e amplificacdo de gene
universal.

Espécie Primers Sequéncia Gene Alvo Amplicédo Referéncia
Ladc-F2 atgagaatcaaagcgagcaatgc b
Ladc-R2 tcactcttcatcagggttaacgt cdp2 131 pb AM160790.1

Lupinus spp. La4-F1 ggtggccctggaaccattaaga a b
La4-R1 ggtaacccaactccaccaacta PR-10 134 pb AJ000108.1
La4d-F2 aaccaaaggagatgctaaacctaa ) b
La4-R2 gagttgagtttagttgtaatcagg PR-10 124 pb AJ000108.1

Eucariotas 18SRG-F  ctgccctatcaactttcgatggta Costa et al.
18SRG-R  ttggatgtggtagccgtttctca 18S rARN 113 pb (2013)

*Tamanho esperado; ®Ntmeros de acesso do GenBank.

6.6.2 PCR qualitativa

Para amplificacdo por PCR qualitativa foi necessaria a preparacdo de uma mistura
reacional que teve como volume final 25 pL, com os seguintes componentes: H,O
ultrapura (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha), tampao (Tris-HCI 67 mM, pH 8,8,
(NH,4).SO,4 16 mM, Tween 20 0,01%), MgCl,, dNTP (Bioron, Ludwigshafen, Alemanha),
primers (Tabela 10), enzima SuperHot Taq Polymerase® (Genaxxon Bioscience, Ulm,
Alemanha) e extrato de ADN. As quantidades de cada componente encontram-se
descritas na Tabela 11. Em cada ensaio, foi incluido um controlo negativo (CN) em que
se substituiu o extrato de ADN por agua ultrapura.

As reacoes foram efetuadas num termociclador MJ Mini™ Gradient Thermal Cycler (Bio-
Rad Laboratories, EUA) com condicbes de tempo e temperatura diferentes para cada

primer e indicadas na Tabela 12.
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Tabela 11 - Componentes das misturas de PCR qualitativa utilizados com os diferentes primers
(volumes em pL).

Primers Ladc-F2/ La4-F1/ La4-F2/ La4-F1/ 18SRG-F/
Componente Ladc-R2 La4-R1 La4-R2 La4-R3 18SRG-R
Agua Ultrapura 15,3 14,3 14,3 14,3 15,6
Tampéo (10x) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
MgCl; (25 mM) 2,0 3,0 3,0 3,0 15
dNTP (2,5 mM cada) 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Primer Forward (10 mM) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,6
Primer Reverse (10 mM) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,6
Taq Polimarese 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Extrato de ADN 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Volume Total 25 25 25 25 25

Tabela 12 - Condig¢6es utilizadas nas amplificagdes por PCR qualitativa com diferentes primers.

Primers Ladc-F2/ La4-F1/ La4-F2/ La4-F1/ 18SRG-F/
Ladc-R2 La4-R1 La4-R2 La4-R3 18SRG-R
© o o o o
=] = =] =] =
Etapas g 3 g 3 g 3 g 3 g o
= & o & = & = & = &
5 5 § 5 5 5 5 5 5 5
= [a) [ [a) [ a [ s} = &)
Desnaturacéo 95°C 5min | 95°C 5min | 95°C 5min | 95°C 5min | 95°C 5 min
95°C 30s 95°C 30s 95°C 30s 95°C 30s 95°C 30s
Amplificacéo 60°C 30s 61°C 30s 59°C 30s 60°C 45s 65°C 30s
72°C 30s 72°C 30s 72°C 30s 72°C 60 s 72°C 30s
N° de ciclos de
amplificacio 40 40 40 38 33
Extensao 72°C 5min | 72°C 5min | 72°C 5min | 72°C 5min | 72°C 5 min

Os fragmentos de PCR foram depois visualizados ap0s eletroforese em gel de agarose a
1,5% e em tampéo SGTB 1x (GRiSP Research Solutions, Porto, Portugal), corado com
Gel Red 1x (Biotium, Hayward, CA, EUA), durante 25 min a uma tenséo elétrica de 200
V. Em cada pogo da eletroforese misturaram-se 20 yL de cada produto da reagédo com 4
ML de corante de carregamento azul de bromofenol. No caso do marcador de ADN (100
pb) (Bioron, Ludwigshafen, Alemanha), misturaram-se 2 yL de marcador com 4 uL de
corante. Todos estes reagentes e produtos de PCR foram previamente misturados numa
placa de 96 pocos. No final da eletroforese, procedeu-se a visualizacdo das bandas
através de um transluminador com luz UV e a imagem digital foi adquirida utilizando um

sistema fotografico Gel Doc™ EZ Imager (Bio-Rad, CA, EUA).
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6.6.3 PCR em tempo real

A amplificacdo por PCR em tempo real foi realizada numa mistura reacional de 20 L,
com 0s seguintes componentes: H,0 ultrapura (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha),
SsoFast™ Supermix (Bio-Rad, Laboratories, EUA), extrato de ADN, primers (La4-F2/La4-
R2, Tabela 10) e sonda TagMan™ (La4-P, FAM-AAGAGGGTAAAGCTAGGCTAGA-
BHQ1). As quantidades de cada componente encontram-se descritas na Tabela 13. Em
cada ensaio de PCR em tempo real incluiu-se um controlo negativo dos reagentes, em
gue se substituiu o extrato de ADN por agua ultrapura.

As condi¢bes de tempo e temperatura foram as seguintes: 3 min a 95°C, 40 ciclos a 95°C
durante 30 s e 59°C durante 35 s, com a detecdo do sinal de fluorescéncia ao fim de
cada ciclo. As reagbes foram efetuadas num termociclador CFX96 Real-Time System
(Bio-Rad Laboratories, EUA), sendo os dados adquiridos e processados pelo software
Bio-Rad CFX Manager 3.1 (Bio-Rad, Laboratories, EUA). Cada amostra foi amplificada
em triplicado.

Tabela 13 - Componentes das misturas de PCR em tempo real.

Componente Volume (uL)
Agua Ultrapura 6,5
SsoFast™ Supermix (2x) 10
Primer La4-F2 (10 mM) 0,6
Primer La4-R2 (10 mM) 0,6
Sonda La4-P (10 mM) 0,3
Extrato de ADN 2,0
Volume Total 20
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Extracédo e avaliacdo da qualidade do ADN extraido

No ambito deste trabalho, foram utilizados dois métodos de extragéo diferentes uma vez
gue foram estudadas amostras altamente processadas (amostras comerciais) e amostras
ndo processadas (misturas de referéncia de farinha de tremoco com farinha e arroz e
trigo). Desta forma, obtiveram-se extratos de ADN com diferentes concentragdes e
purezas. Os extratos com niveis de pureza entre 1,7 e 2,1 podem ser considerados como
de boa qualidade, sendo que o valor 6timo devera centrar-se por volta de 1,8. Nesse
sentido, 0 método Wizard foi utilizado na extragdo de ADN em amostras comerciais e nas
misturas de referéncia das farinhas de tremogo com arroz. O método Nucleospin Food foi
utilizado na extragdo de ADN dos pées, das sementes e das misturas de referéncia das
farinhas de tremogo com arroz e trigo.

Os resultados da extracdo das amostras pelo método Wizard mostram que as
concentracdes de ADN obtidas foram, em muitos casos, elevadas (>100 ng pL™) e que
apresentaram purezas, em geral, acima de 1,4. No entanto, varias amostras apresentam
rendimentos e purezas baixos, provavelmente devido ao elevado grau de processamento
que afeta a integridade do ADN de forma diferente (Tabela 14).

A extracdo de ADN das misturas de referéncia das farinhas de tremogo com arroz foi
efetuada pelos métodos Wizard e Nucleospin Food. Na Tabela 15 é possivel observar
gue as concentracdes de ADN dos extratos por Wizard sdo bastante elevadas, contudo,
apresentam uma pureza acima do valor maximo desejavel (1,9-2,0), que podera estar
relacionada com a presenca de ARN. Ja os extratos de ADN extraidos pelo método
Nucleospin Food apresentaram concentracdes de ADN mais baixas, mas purezas mais
aceitaveis.

A integridade e qualidade do ADN gendmico dos extratos provenientes das misturas de
farinhas de tremogo com arroz obtidas pelos métodos Wizard e Nucleospin Food foram
também avaliadas por eletroforese em gel de agarose (Figuras 14 e 15). Na Figura 14
pode observar-se arrastamentos sem bandas, sugerindo que o método Wizard promoveu
a degradacdo do ADN. A maior intensidade dos arrastamentos de baixas massas
moleculares sugere a presenca de elevadas quantidades de ARN, o que esta

concordante com o resultado da avaliagdo da pureza por espetrofotometria.
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Tabela 14 - Concentracdes e purezas do ADN extraido de amostras comerciais pelo método
Wizard.

Amostra Concentrﬁgéo Pureza Amostra Concentrﬁgéo Pureza
(ng puL™) (A260/A280) (ng pL™) (A260/A280)
TRO3 424,1 1,9 TR17 447,6 1,6
TRO4 82,6 1,8 TR18 108,5 1,8
TRO5 106,5 1,8 TR19 42,6 1,5
TRO6 148,9 1,8 TR20 16,1 1,2
TRO7 60,1 1,3 TR21 249,4 1,9
TRO8 32,6 0,8 TR22 44,4 1,7
TRO9 51,8 14 TR23 179,2 1,8
TR10 27,7 1,2 TR24 2743 1,8
TR11 32,0 14 TR25 106,8 1,7
TR12 42,6 15 TR26 18,5 1,4
TR13 16,1 1,2 TR27 168,9 1,8
TR14 249,4 1,9 TR28 90,1 1,7
TR15 44,4 1,7 TR29 47,2 1,8
TR16 179,2 1,8 TR30 103,4 2,0

Tabela 15 - ConcentracBes e purezas do ADN extraido das misturas de referéncia das farinhas de
tremoco com arroz pelos métodos Wizard e Nucleospin Food.

Wizard Nucleospin Food
ATTOETE Concentragéo Pureza Concentragéo Pureza
(ng pL™) (A260/A280) (ng pL™ (A260/A280)
TAOO 827,1 2,2 56,1 2,0
TAO02 858,7 2,2 139,6 2,0
TAO5 832,5 2,2 64,6 2,0
TAO09 930,7 2,2 58,7 2,1
TA12 859,0 2,2 50,5 2,1
TA13 819,4 2,2 43,5 19
TAl4 791,0 2,2 27,9 2,0
TA15 869,4 2,2 294 2,1
TA16 813,4 2,2 25,7 1,9
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Figura 14 - Eletroforese em gel de agarose de ADN genémico das misturas de referéncia de
farinha de tremogo com farinha de arroz extraidas pelo método Wizard. Linhas 1 a 18 — 0%, 50,
10%, 5%, 2, 1%, 0,8 %, 0,5%, 0,2%, 0,1%, 0,05%, 0,01%, 0,05%, 0,01%, 0,005%, 0,001%,
0,0005%, 0,0001% de tremogo, respetivamente. M — marcador molecular HyperLadder | (Bioline,
Londres, Reino Unido).
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Figura 15 - Eletroforese em gel de agarose de ADN gendémico das misturas de referéncia de
farinha de tremoco com farinha de arroz extraidas pelo método Nucleospin Food, utilizando
ARNSse nas concentracdes de 2 ng uLt (Linhas 1 a 4) e 5 ng uLt (Linhas 5 a 8). Linhas 1 a 8 —
10%, 1%, 0,1%, 0,01%, 0,005%, 0,001%, 0,0005% e 0,0001% de tremoco, respetivamente. M —
marcador molecular HyperLadder | (Bioline, Londres, Reino Unido).

Na extracdo de ADN pelo método Nucleospin Food, com a utilizacdo de ARNse, em
diferentes concentracdes, foram obtidos extratos com melhor integridade, menor
contaminacdo com ARN e com ADN de elevado peso molecular, estando este resultado
também concordante com a avaliagdo da qualidade por espetrofotometria. Na Figura 15,
os extratos onde foi utilizada ARNse com a concentracdo de 5 ng pL™ apresentaram
melhor qualidade (Linhas 5-8) do que os extratos com a concentracdo de 2 ng pL™
(Linhas 1-4), uma vez que se verifica a auséncia de ARN nos primeiros extratos com
maior concentracao.
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A extracdo de ADN das sementes de tremoco foi efetuada pelo método Nucleospin Food
(Tabela 16), com a utilizacdo de ARNse na concentracdo de 5 ng uL™*, sendo possivel
observar que as concentracbes de ADN se apresentam relativamente elevadas e as

purezas aceitaveis.

Tabela 16 - Concentracfes e purezas do ADN extraido em
sementes de tremoco pelo método Nucleospin Food.

Amostra Concentri(;ao Pureza
(ng pL™) (A260/A280)
TRO1 120,0 2,0
TRO2 164,2 2,1
TR31 96,0 1,9
TR32 118,1 2,1
TR33 158,0 2,1
TR34 130,0 2,2
TR35 157,0 2,2
TR36 98,6 2,1
TR37 237,9 2,1

Tabela 17 - ConcentracBes e purezas do ADN extraido das misturas de referéncia das farinhas de
tremoco com trigo (TT) e respetivos paes (PTT).

AT Concentrigéo Pureza JY - Concentrigéo Pureza
(ng puL™) (A260/A280) (ng pL™) (A260/A280)

TT02 143,2 2,0 PTTO2 45,6 2,0
TTO5 115,5 1,9 PTTO5 35,5 1,9
TTO9 76,8 1,9 PTTO9 26,0 1,9
TT10 137,6 2,0 PTT12 36,8 1,9
TT12 130,5 1,9 PTT14 26,6 1,9
TT13 94,5 1,9 PTT16 30,1 1,8
TT14 76,4 1,9 PTTOO 46,0 1,8
TT15 94,4 1,9

TT16 121,2 1,9

TTOO 102,6 1,9
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Também as misturas de referéncia de tremoco com trigo e os respetivos paes foram
extraidos pelo método Nucleospin Food, com a utilizacdo de ARNse na concentragdo de
5 ng uL™. De uma forma geral, os extratos das amostras processadas (paes) (PTT)
apresentaram menor rendimento de ADN do que os correspondentes as misturas de
farinhas ndo processadas (TT) (Tabela 17). Além disso, tanto as amostras processadas
como as respetivas farinhas permitiram obter extratos com uma elevada pureza.

A avaliacdo da qualidade e integridade do ADN gendmico dos extratos de ADN das
misturas de farinhas e respetivos paes foi também efetuada por eletroforese em gel de
agarose (Figura 16), onde é possivel observarem-se bandas de elevada massa molecular
(> 10000 pb) provenientes das misturas de farinhas (Figura 16A), enquanto nos
respetivos paes, ap0s cozedura, apenas se observam arrastamentos (Figura 16B),

indicando a degradacao do ADN resultante do processamento.

Figura 16 - Eletroforese em gel de agarose de ADN gendmico das misturas de referéncia de
farinha de tremoc¢o com farinha de trigo cruas (A) e processadas (B). Linhas 1 a 10 — 10%, 1%,
0,1%, 0,01%, 0,001% e 0,0001% de tremoco, respetivamente. M — marcador molecular
HyperLadder | (Bioline, Londres, Reino Unido).

7.2 Desenvolvimento do método de PCR especifica de espécies

7.2.1 Avaliacdo da capacidade de amplificacao

Inicialmente, todos os extratos de ADN foram submetidos a uma PCR qualitativa com
alvo num gene universal presente em todos 0s organismos eucariotas (primers 18SRG-

F/18SRG-R), de forma a confirmar a capacidade de amplificagdo dos mesmos, ou seja,
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de forma a comprovar que os extratos possuiam ADN e estavam aptos a serem
amplificados. Nesse sentido, pode-se verificar que todas as amostras comerciais
amplificaram positivamente com o aparecimento de bandas com o tamanho esperado
(113 pb) (Figuras 17 e 18). Contudo, algumas amostras apresentaram bandas de menor
intensidade, sendo explicavel pelo tipo de processamento associado a cada uma delas.
Na Figura 19, podem-se observar os resultados da amplificacdo do gene universal em
sementes de tremocgo utilizadas como referéncia, apresentando bandas intensas com o

tamanho esperado (113 pb), para todas as espécies de tremoco utilizadas.

120734758 T8 9 10 11 12 15 ™M 15 16 17 18 CN
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Figura 17 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificacdo
dos extratos das amostras comerciais, utilizando os primers 18SRG-F/18SRG-R. Linhas 1 a 6 —
TRO1 a TROG6, respetivamente; Linhas 7 e 8 — TRO7 (diferentes extracdes); Linhas 9 e 10 — TR08
(diferentes extragdes); Linha 11 — TR09; Linhas 12 e 13 — TR10 (diferentes extra¢des); Linha 14 —
TR11; Linha 15 — TR12; Linha 16 — TR13; Linha 17 — TR14; Linha 18 — Controlo positivo. CN —

Controlo negativo; M — Marcador molecular 100 bp ADN Ladder (Bioron, Ludwigshafen,
Alemanha).
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Figura 18 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificacéo
dos extratos das amostras comerciais, utilizando os primers 18SRG-F/18SRG-R. Linhas 1 a 16 -
TR15 a TR30, respetivamente. Linha 17 — Controlo positivo. CN — Controlo negativo; M —
Marcador molecular 100 bp ADN Ladder (Bioron, Ludwigshafen, Alemanha).

52



ft 2 0 4 5 5 w8 Y 10 CN

L

aPer e sSrErEsER s EeEe 113pb

Figura 19 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificacéo
dos extratos das diferentes variedades de sementes de tremoco utilizadas neste estudo, utilizando
0s primers 18SRG-F/18SRG-R. Linha 1 — L. albus; Linha 2 — L. luteus; Linha 3 — L. albus; Linha 4
— L. angustifolius; Linha 5 — L. mutabilis; Linha 6 — L. mutabilis; Linha7 — L. albus; Linha 8 — L.
albus; Linha 9 — L. luteus; Linha 10 — L. luteus; CN — Controlo negativo; M — Marcador molecular
100 bp ADN Ladder (Bioron, Ludwigshafen, Alemanha).

7.2.2 Otimizacdo do método

O trabalho desenvolvido tinha como principal objetivo a dete¢éo tremogo em amostras
comerciais. Para tal, e como referido anteriormente, foram escolhidas amostras onde
estivesse presente tremogo como ingrediente ou como vestigios da sua presenca. Desta
forma, foram desenvolvidas metodologias baseadas na andlise de ADN, homeadamente
PCR qualitativa e PCR em tempo real, a partir do desenho de novos primers (Tabela 10).
Inicialmente, foram utilizados os primers Ladc-F1/Ladc-R1, tendo como regido alvo as
sequéncias de ADN que codificam ©-conglutinas. Estes primers amplificaram
positivamente o arroz, revelando assim a ocorréncia de reatividade cruzada com esta
espécie (Figura 20, linhas 9 e 18). Desta forma, os referidos primers ndo foram mais
utilizados para este estudo, procedendo-se a otimizacdo de um segundo conjunto de
primers.

Seguidamente foram avaliados os primers La4-F1/La4-R1, tendo como regido alvo as
sequéncias de ADN que codificam as proteinas PR-10. Estes primers amplificaram
positivamente o tremocgo e ndo houve ocorréncia de reatividade cruzada com o arroz
(Figura 21, linha 6). No entanto, deram origem a fragmentos de ADN de maior massa
molecular do que a esperada (134 pb). Assim, estes primers também ndo foram mais

usados na técnica de PCR qualitativa.
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Figura 20 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificacao
dos extratos das misturas de referéncia de tremoco em arroz, utilizando os primers Ladc-F1/Ladc-
R1. Linhas 1 a 8 — 10%, 1%, 0,1%, 0,01%, 0,005%, 0,001%, 0,0005%, 0,0001%, respetivamente,
e extratos na concentracdo de 5 ng pL™; Linhas 10 a 17 — 10%, 1%, 0,1%, 0,01%, 0,005%,
0,001%, 0,0005%, 0,0001%, respetivamente e extratos na concentracédo de 10 ng uL'13 Linhas 9 e
18 — farinha de arroz; CN — Controlo negativo; M — Marcador molecular 100 bp ADN Ladder
(Bioron, Ludwigshafen, Alemanha).
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Figura 21 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificacao
dos extratos das misturas de referéncia de tremogo em arroz, utilizando os primers La4-F1/La4-
R1. Linhas 1 a 5 — 1%, 0,1%, 0,01%, 0,001%, 0,0001% de tremoco, respetivamente; Linha 6 —
farinha de arroz; CN — Controlo negativo; M — Marcador molecular 100 bp ADN Ladder (Bioron,
Ludwigshafen, Alemanha).

Um novo conjunto de primers foi avaliado (La4-F2/La4-R2), também com alvo nas
sequéncias de ADN que codificam as proteinas PR-10 (Figura 22). Pode-se verificar que
este par de primers permitiu amplificar o tremogo positivamente, sem ocorréncia de
reatividade cruzada com o arroz, originando um fragmento de cerca de 124 pb (Figura 22,
Linha 7).
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Figura 22 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR de diluicbes seriadas a partir da
mistura de referéncia de 10% de tremog¢o em arroz, utilizando os primers La4-F2/La4-R2. Linhas 1
a6-2ng, 0,2 ng, 0,02 ng, 0,002 ng, 0,0002 ng, 0,00002 ng de ADN, respetivamente; Linha 7 — 0
farinha de arroz; CN — Controlo negativo; M — Marcador molecular 100 bp ADN Ladder (Bioron,
Ludwigshafen, Alemanha).

Existem dois tipos de limites de detec@o associados as técnicas desenvolvidas: o limite
de detecdo absoluto e o limite de detecao relativo. O limite de detecdo absoluto consistiu
em efetuar cinco diluigbes sucessivas de 1/10 de um extrato de ADN, sendo neste caso o
de 10% de tremogo em arroz, com uma concentrac&o inicial de 10 ng uL™ (Figura 22).
Assim, o limite de detecdo absoluto associado a esta técnica foi de 0,2 pg (Figura 22,
linha 5), sendo bastante inferior ao reportado (1 pg) por Galan et al. (2010) por PCR
qualitativa com alvo nas sequéncias a- e §-conglutina de L. angustifolius. Relativamente
ao limite de detegdo relativo, que se baseou em testar cinco misturas de referéncia de
tremoco em arroz, foi atingida a concentracdo de 5 mg kg™ (0,0005% de tremoco) (Figura
23, linha 7).

124 pb

Figura 23 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificacdo
dos extratos das misturas de referéncia de tremogo em arroz, com os primers La4-F2/La4-R2.
Linhas 1 a 8 — 10%, 1%, 0,1%, 0,01%, 0,005%, 0,001%, 0,0005%, 0,0001%, respetivamente.
Linha 9 — arroz; CN — Controlo negativo; M — Marcador molecular 100 bp ADN Ladder (Bioron,
Ludwigshafen, Alemanha).
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O limite de detecao relativo também foi determinado em misturas de referéncia de farinha
de tremoco em trigo e em pdo. Como podemos observar na Figura 24, as misturas que
sofreram processamento (linhas de 1 a 7), ou seja, 0s paes, atingiram um limite de
detecéo relativo de 100 mg kg™ (0,01% de tremoco), o qual foi mais elevado do que nas
misturas ndo processadas, que foi 100 vezes inferior ao atingir o valor ideal de 1 mg kg™
(0,0001% de tremoco). Tal facto seria de esperar, pois, como anteriormente referido, o
tratamento térmico leva a degradagdo do ADN, sendo por isso mais dificil de deteta-lo.
No entanto, apesar da aparente elevada sensibilidade do método quando aplicado a
misturas de farinhas de tremoco em trigo ndo processadas, os resultados ndo foram
reprodutiveis entre varios ensaios, tendo-se observado grandes diferencas nos LOD.
Assim, de acordo com os resultados desses ensaios, hdao se pode considerar um LOD
inferior a 0,01% para misturas de farinhas de tremogo em trigo. Comparando com o0s
resultados com as misturas de farinhas de tremogo em arroz, pode-se evidenciar que a
matriz afetou a sensibilidade do método, uma vez que as misturas de tremoco com arroz
permitiram obter um LOD mais baixo (0,0005%) (Figura 23), de forma reprodutivel nos

ensaios realizados.
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Figura 24 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificacao
dos extratos das misturas de referéncia de farinha de tremoco em trigo e dos respetivos pées
processados, utilizando os primers La4-F2/La4-R2. Linhas 1 a 7 — 10%, 1%, 0,1%, 0,01%, 0,001%
e 0,0001% de farinha de tremoco em pd&o, respetivamente. Linhas 14 a 9 — 10%, 1%, 0,1%,
0,01%, 0,001% e 0,0001% de farinha de tremoco em farinha de trigo, respetivamente. Linhas 7 e 8
— trigo; CN — Controlo negativo; M — Marcador molecular 100 bp ADN Ladder (Bioron,
Ludwigshafen, Alemanha).

7.2.3 Avaliacao da especificidade

Apo6s o desenvolvimento e otimizacdo do método qualitativo, passou-se a avaliacdo da

sua especificidade, ou seja, a testes de reatividade em espécies com forte probabilidade
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de surgirem em produtos alimentares. Para tal, utilizaram-se extratos, de espécies de
origem animal e vegetal, previamente extraidos no laboratério. Anteriormente, todos
estes extratos foram submetidos a uma PCR qualitativa utilizando o par de primers com
alvo num gene universal para eucariotas (18SRG-F/18SRG-R) (Tabela 10), confirmando
sua capacidade de amplificagao.

Seguidamente, passou-se a amplificacao especifica de Lupinus spp. com os primers La4-
F2/La4-R2. Das 40 espécies testadas, sendo 33 de origem vegetal e as restantes de
origem animal, nenhuma delas amplificou positivamente com os referidos primers

(Figuras 25-27), demonstrando a especificidade do método para o género Lupinus.
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Figura 25 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificacdo
por PCR qualitativa (primers La4-F2/La4-R2) dos extratos de varias espécies vegetais e animais.
Linhas 1 a 8 — vaca, borrego, cabrito, caju, farinha de trigo, cevada, améndoa, tremoco cozido,
respetivamente; CP — Controlo positivo (1% tremoco); CN — Controlo negativo; M — Marcador
molecular 100 bp ADN Ladder (Bioron, Ludwigshafen, Alemanha).
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Figura 26 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificacdo
por PCR qualitativa (primers La4-F2/La-R2) dos extratos de varias espécies vegetais e animais.
Linhas 1 a 17 — Tomate cereja, sementes de abdébora, amora liofilizada, favas fritas, folha de
morango, miolo de noz, sementes de girassol, milho, bacalhau (Gadus morhua), paloco (Theragra
chalcogramma), salmao (Salmo salar), camardo cozido, castanheiro-da-india, videira, oliveira,
figueira e alcachofra, respetivamente. CP — Controlo positivo (1% tremoco); CN — Controlo
negativo; M — Marcador molecular 100 bp ADN Ladder (Bioron, Ludwigshafen, Alemanha).
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Figura 27 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificacdo
por PCR qualitativa (primers La4-F2/La4-R2) dos extratos de varias espécies vegetais. Linhas 1 a
17 — noz macadamia, noz, noz do Brasil, noz pecan, castanha, aveld, amendoim, améndoa,
pistacho, pinhdo, caju, colza, aveia, cevada, centeio, soja, tremoc¢o cozido, respetivamente. CP —
Controlo positivo (1% tremoc¢o); CN — Controlo negativo; M — Marcador molecular 100 bp ADN
Ladder (Bioron, Ludwigshafen, Alemanha).

Depois de confirmada a auséncia de reacdo com espécies ndo-alvo, prosseguiu-se para
a amplificagdo em quatro espécies de tremoco: Lupinus albus, L. luteus, L. mutabilis e L.
angustifolius. Os resultados obtidos estdo representados na Figura 28, onde se pode
verificar que estes primers amplificaram todas as espécies testadas, como comprovado
pelo aparecimento de bandas no tamanho esperado del124 pb. No entanto, nas linhas 5 e
6 (Figura 28), que correspondem a amplificagdo de L. mutabilis podemos verificar que as
bandas apresentam uma menor intensidade quando comparadas com outras. Este facto
pode ser explicado por existirem pequenas diferencas nas sequéncias nucleétidicas

desta espécie, implicando assim uma menor eficiéncia de amplificagéo desta.
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Figura 28 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificacéo
por PCR qualitativa (primers La4-F2/La4-R2) dos extratos das diferentes variedades de sementes
de tremoco utilizadas neste estudo. Linhas 1, 3, 7 e 8 — Lupinus albus; Linhas 2, 9 e 10 — Lupinus
luteus; Linha 4 — Lupinus angustifolius; Linhas 5 e 6 — Lupinus mutabilis; CN — Controlo negativo;
M — Marcador molecular 100 bp ADN Ladder (Bioron, Ludwigshafen, Alemanha).
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7.2.4 Aplicacdo na andlise qualitativa das amostras comerciais

Depois da otimizacdo do método e confirmacéo da sua especificidade para a detecao de
espécies de tremoco, procedeu-se a sua aplicacdo em amostras de alimentos
processados disponiveis comercialmente. Por serem amostras complexas, sendo muitas
submetidas a elevado nivel de processamento, foi fundamental numa primeira etapa
avaliar a capacidade de amplificacdo dos extratos de forma a evitar quaisquer falsos
negativos (Figuras 17 e 18). Apos amplificacdo positiva com alvo num gene universal
para organismos eucariotas, prosseguiu-se para a detecdo especifica de espécies de
tremoco utilizando os primers La4-F2/La4-R2.

Como é possivel verificar, através da andlise da Figura 29, apenas 15 amostras
comerciais amplificaram positivamente, pelo aparecimento de bandas com o tamanho
esperado (124 pb). As amostras nas linhas 2-10, 17-20 e 25 (14 amostras), estavam
rotuladas com a indicagdo de que “pode conter vestigios de tremogo”, ou seja, uma
rotulagem aparentemente preventiva. Dessas amostras, 4 amplificaram positivamente,
ainda que com bandas muito ténues (Linhas 3 e 8, correspondendo a TRO5 e TRI10,
respetivamente) ou quase impercetiveis (Linhas 17 e 18, correspondendo a TR19 e
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Figura 29 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificacdo
dos extratos das amostras comerciais, utilizando os primers La4-F2/R2. Linhas 1 a 27- Amostras
comerciais TR03 a TR29, respetivamente. Linhas 28 a 30, Lupinus albus, Lupinus luteus e Lupinus
albus, respetivamente. Extratos na concentracdo de 10 ng pL'l. CN — Controlo negativo; M —
Marcador molecular 100 bp ADN Ladder (Bioron, Ludwigshafen, Alemanha).
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TR20, respetivamente). Este tipo de rotulagem, sendo aplicado em salvaguarda dos
consumidores sensibilizados e da entidade produtora, acaba, muitas vezes, por diminuir a
livre escolha desse tipo de produtos. Ou seja, a informacdo contida na rotulagem deveria
apresentar-se mais objetiva, indo de encontro aos resultados acima discutidos, uma vez
gue apenas 4 de 14 amostras comerciais que estavam rotuladas com a indicacdo de que
“pode conter vestigios de tremogo”, mostraram conter quantidades vestigiais de tremoco.

Ainda na Figura 29, as linhas 11-16, 21-24 e 26-27 correspondem a amplificacdo de
amostras cuja rotulagem evidencia a presenca de tremo¢o com ingrediente. Estes
resultados estdo de acordo com a rotulagem, a excecdo da linha 24, que corresponde a
amostra de panados recheados com tomate e queijo congelado (TR26). No rétulo desta
amostra comercial estava evidenciada a presenca de proteina de tremoco, no entanto,
esta ndo foi detetada. Este facto poderd ser explicado pelo elevado nivel de
processamento da proteina de tremoco adicionada ao alimento e/ou baixas quantidades
adicionadas, ja que a amplificacdo do gene universal mostrou a presenca de uma banda
forte (Figura 18). Relativamente as restantes amostras, algumas apresentam bandas
menos intensas (Linhas 12, 16, 22, 26 e 27), podendo também estar relacionadas com a
degradacdo do ADN pelo processamento e/ou baixa quantidade de tremoco presente nas
amostras, uma vez que todas amplificaram positivamente e com bandas intensas com

alvo no gene universal de eucariotas (Figura 18).

7.3 Amplificacdo por PCR em tempo real

Uma vez que o principal objetivo deste trabalho consistiu no desenvolvimento de
metodologias de biologia molecular para a detecdo de tremocgo, apds a otimizacdo da
PCR qualitativa com os primers La4-F2/La4-R2 e respectiva avaliacdo da especificidade,
procedeu-se ao desenho de uma sonda de hidrolise do tipo TagMan (La4-P) (Secgéo
6.6.3) que, em conjunto com os referidos primers, permitiu avangar para a técnica de
PCR em tempo real. Para tal, esta técnica foi otimizada através de misturas binérias de
tremoco em arroz, anteriormente descritas, para a realizacdo de curvas de calibracdo. As
misturas de tremoco em trigo ndo foram utilizadas nesta fase, uma vez que os resultados
preliminares ndo se mostraram adequados para PCR em tempo real, o que também foi
concordante com os resultados da PCR qualitativa.

A avaliacdo dos ensaios de PCR em tempo real teve em conta 0s pré-requisitos exigidos
nas guidelines MIQE (Bustin et al, 2009) e nas Guidelines for validation of qualitative real-

time PCR methods (Broeders et al., 2014). Nestes documentos, os critérios de aceitacao
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exigem que o coeficiente de correlacéo (R?) seja igual ou superior 0,98, que a eficiéncia
da PCR varie entre 0s 90% e os 110% e que o declive varie entre -3,6 e -3,1.

7.3.1 Identificacdo das espécies de tremoco

Numa primeira fase, procedeu-se a verificacdo da amplificacdo das espécies de tremoco
em estudo (Lupinus albus, L. luteus, L. mutabilis e L. angustifolius) por PCR em tempo
real. Contudo, através das resultados da Figura 30, pode verificar-se que apenas as
espécies L. albus e L luteus amplificaram positivamente, apresentando alguma diferenca
nos valores de Ct (Tabela 18). Este facto pode ser explicado por existirem pequenas
diferencas nas sequéncias nuclettidicas destas duas espécies, o qual ja tinha sido
notado enteriormente por PCR qualitativa no caso de L. mutabilis. Relativamente as
espécies que ndo amplificaram, uma vez que tinham mostrado um resultado positivo por
PCR qualitativa, a auséncia de amplificacdo poderd ser atribuida a diferencas
nucleotidicas na regido de ligacdo da sonda. A acrescida especificidade da PCR em
tempo real comparativamente ao método qualitativo € neste caso conferida através da
sonda especificamente desenhada para o ensaio.

Na Tabela 18 apresentam-se as médias dos valores de Ct e os respetivos desvios padrao
para cada espécie testada no ensaio. Tal como na Figura 30, podemos verificar que
apenas as especies L. albus e L. luteus amplificaram, obtendo apenas diferenca de 1

ciclo no valor de Ct.
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Figura 30 - Curvas de amplificacdo obtidas por PCR em tempo utilizando extratos de ADN de
diferentes espécies de tremoco.
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Tabela 18 - Resultados obtidos por PCR qualitativa e PCR em tempo real de ADN aplicadas a
diferentes espécies de tremoco.

PCR qualitativa PCR em tempo real
Espécie c trach
18SRG-F/ 18SRG-R  Lad-F2/La4-R2 Ct + SD O”C(‘;”g)r agao
Lupinus albus + + 26,48 + 0,05 20
Lupinus luteus + + 27,56 £ 0,23 20
Lupinus mutabilis + + - 20
Lupinus angustifolius + + - 20

7.3.2 Determinacao do limite de detecéo absoluto

O limite de detegc&do absoluto foi obtido através da amplificacdo do extrato de ADN de
farinha de tremoco, na concentracdo de 10 ng pL™, que foi submetido a 5 diluicbes
sucessivas de 20 ng até 0,002 ng. Foi efetuado um ensaio com 3 réplicas para cada nivel
de concentracdo de ADN para a determinacdo do LOD. As Figuras 31 e 32 representam
os resultados do ensaio realizado para a determinagdo do LOD absoluto, relativamente
as curvas de amplificag@o para cada nivel de diluicdo e a curva de calibracdo resultante,
respetivamente. Na Tabela 19 apresentam-se as médias dos valores de Ct e os
respetivos desvios padréo para cada nivel de concentracdo do ensaio. Pode-se verificar
que, entre niveis de diluicdes, obtiveram-se diferencas de aproximadamente 3 nos
valores de Ct. Esta diferenca constante nos valores de Ct afetou a curva de calibragéo
(Figura 32) de forma positiva, uma vez que |he atribui a linearidade. Também, na Tabela
19, pode confirmar-se um critério exigido, em que para que o valor de sensibilidade seja
considerado de LOD € necessario que pelo menos 95% das réplicas amplifiquem (Bustin
et al, 2009). Neste caso, as réplicas amplificaram em 100%, 3 em 3, podendo cosiderar-
se 2 pg como o LOD absoluto, que foi inferior ao obtido por Scarafoni et al. (2009) (7 pg)
por PCR em tempo real, com alvo no gene CyA32 que codifica uma y-conglutina de L.
albus. No entanto, um outro estudo desenvolvido por Galan et al. (2011) por PCR em
tempo real com alvo no gene iniciador tARN-MET mitocondrial permitiu-lhes detetar 1 pg
de ADN de tremogo em matrizes cruas e processadas, ou seja, inferior ao obtido no
presente estudo.

A curva de calibracdo apresentou o coeficiente de correlacdo e o declive concordantes
com os critérios de aceitagdo anteriormente mencionados, ou seja, 0 coeficiente de

correlagéo foi de 0,99, superior a 0,98, e o declive foi -3,378, pertencendo ao intervalo de
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-3,6 a -3,1 (Broeders et al., 2014). A eficiéncia da PCR (97,7 %) também esteve de
acordo com os valores recomendados, ou seja, entre 0s 90% e 0s 110% (Tabela 19).
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Figura 31 - Curvas de amplificagdo obtidas por PCR em tempo real resultantes da amplificacdo da
diluicdo seriada do extrato de ADN de farinha de Lupinus albus (100% tremocgo), para a
determinacéo do limite de detecéo absoluto.
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Figura 32 - Curva de calibracdo obtida por PCR em tempo real resultantes da amplificacdo da
diluicBo seriada do extrato de ADN de farinha de Lupinus albus (100% tremocgo), para a
determinacéo do limite absoluto.
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Tabela 19 - Resultados obtidos para a determinacdo do LOD absoluto
por PCR em tempo real de ADN de tremoco.

ADN Ct £ SD*

20 ng 21,84+0,14

2 ng 24,93+ 0,13

0,2 ng 28,35+0,18

0,02 ng 31,55 +0,39

0,002 ng 35,42 £ 0,19
Coeficiente de correlacéo (Rz) 0,997
Declive -3,378
Eficiéncia do PCR 97,7%

*Média do nimero de ciclos (Ct) + desvio padrao (SD) (n=3)

7.3.3 Determinacao do limite de detecdao relativo

Posteriormente, passou-se a etapa da determinagéo do limite de deteg&o relativo, onde
também foram utilizadas misturas de referéncia de farinha de tremoco em farinha de
arroz. Este foi obtido através da amplificagdo dos extratos de ADN das misturas de
referéncia respeitantes a 0%, 1%, 0,1%, 0,01%, 0,001% e 0,0001% de tremoco, na
concentracdo de 10 ng uL™. Para tal, efetuou-se um ensaio com 2 réplicas para cada
nivel de concentraco e obteve-se uma sensibilidade de 0,001 % (10 mg kg™) (Figuras 33
e 34), idéntica a reportada pelo grupo de investigadores Galan et al. (2010) e Demmel et
al. (2012) (10 mg kg™, utilizando alvos e matrizes diferentes. Mais recentemente Galan et
al. (2011) desenvolveram um outro método de PCR em tempo real com alvo no gene
iniciador tARN-MET mitocondrial que lhes permitiu melhorar a sensibilidade relativa para
2,5 mg kg, apresentando-se mais baixa do que a sensibilidade obtida no presente
estudo. Demmel et al. (2008) reportaram um LOD também inferior ao do presente
trabalho, por PCR em tempo real (0,1 mg kg™). No estudo de Scarafoni et al. (2009) por
PCR em tempo real, utilizando o corante universal SYBR Green, com alvo no gene
CyA32 que codifica uma y-conglutina de L. albus, obtiveram uma sensibilidade de 1000
mg kg™ (0,1%) de farinha de tremoco em alimentos, ou seja, a qual foi superior &
determinada no presente estudo.

Na Figura 34 apresenta-se a curva de calibracdo relativamente as misturas de referéncia
de farinha de tremoco em farinha de arroz, onde se pode verificar a linearidade entre os
valores de Ct e o logaritmo da concentracdo, de acordo com 0s critérios de aceitagédo

para este tipo de método dado o coeficiente de correlacdo foi 0,98 e a eficiéncia da PCR

64



foi de 104%. Na Tabela 20 estdo apresentadas as médias dos valores de Ct e 0s
respetivos desvios padrdo para cada mistura de referéncia, podendo-se verificar que,
entre cada mistura de referéncia, se obtiveram diferencas proximas 3 valores de Ct,
exceto para o Ultimo nivel de concentracdo. Também, na Tabela 20 e nas Figuras 33 e
34, pode verificar-se que o LOD relativo se pode considerar 0,001 % (10 mg kg™) uma
vez que as duas réplicas amplificaram positivamente.
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Figura 33 - Curvas de amplificacdo obtidas por PCR em tempo real utilizando misturas de
referéncia contendo 10%, 1%, 0,1%, 0,01% e 0,001% de farinha de tremoc¢o em farinha de arroz
para a determinacéo do limite de detecéo relativo.
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Figura 34 - Curva de calibracéo obtida por PCR em tempo real utilizando misturas de referéncia
contendo 10%, 1%, 0,1%, 0,01% e 0,001% de farinha de tremoc¢o em farinha de arroz para a
determinacéo do limite de detecéo relativo.
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Tabela 20 - Resultados obtidos para a determinacdo do LOD relativo por PCR
em tempo real para as misturas de referéncia de tremogo em arroz.

Tremoco (%) Ct £ SD*
10% 23,81 +£0,08
1% 26,53+ 0,01
0,1% 29,86 + 0,34
0,01% 34,54 + 0,39
0,001% 35,95+0,14
Coeficiente de correlacéo 0,980
Declive -3,229
Eficiéncia do PCR 104,0%

*Média do nimero de ciclos (Ct) + desvio padrdo (SD) (n=2)

7.3.4 Avaliagdo quantitativa das amostras comerciais

Uma vez construido e otimizado o modelo quantitativo para as misturas de referéncia de
farinha de tremoco com farinha de arroz, passou-se a confirmacao e quantificacdo das
amostras comerciais positivas em ensaios de PCR qualitativa para a presenca de
tremoco. E de realcar que neste estudo os valores apresentados apenas poderdo ser
considerados como uma semi-quantificacdo, uma vez que nao foi utilizado nenhum
procedimento de normalizagcdo e validacdo do modelo de quantificacdo. Na Tabela 21
estdo resumidos os resultados obtidos para a detegcédo de tremocgo por PCR qualitativa e
PCR em tempo real, assim como a informagéo da rotulagem relevante para cada amostra
comercial, os valores médios de Ct obtidos por PCR em tempo real, bem como as
guantidades de tremoco estimadas em cada amostra.

Nos ensaios de PCR em tempo real foram testadas as 15 amostras comerciais positivas
em ensaios de PCR qualitativa para a presenca de tremoco. Destas amostras, 5 nao
amplificaram, outras 5 amplificaram, mas com valores de Ct abaixo do LOD, tendo as
restantes sido confirmadas como positivas (Tabela 21). Das amostras negativas (TR14,
TR18, TR19, TR24 e TR27) ou amplificadas abaixo do LOD (TR05, TR10, TR25, TR28 e
TR29), deve-se realcar que por PCR qualitiva tinham aparecido bandas ténues ou quase
inexistentes, ou seja, que os resultados de PCR em tempo real apresentaram-se
concordantes com os resultados qualitativos, apesar de ndo concordantes com a
rotulagem. Na rotulagem associada as amostras TR05, TR10, TR19 e TR27 indica que
“‘podem conter vestigios de tremogo”, podendo-se assim considerar os resultados obtidos

como concordantes com a rotulagem. Relativamente as amostras TR25 e TR28, cuja
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rotulagem evidencia a presenca de tremogo como ingrediente, os valores de Ct foram

abaixo do limite de detecao.

Tabela 21 - Resumo dos resultados obtidos por PCR convencional e PCR em tempo real para a
detecdo e quantificagdo de tremog¢o em amostras comerciais.

PCR qualitativa

PCR em tempo real

Amostra Informacéo relevante no rétulo ﬁgggz tziizzl CtSD el—:FnTacziQooi
SD (%)
TRO3 Sem adicéo de tremogo +++ - NA
TRO4 Pode conter vestigios de tremoco + - NA
TRO5 Pode conter vestigios de tremoco +++ + <LOD
TRO6 Pode conter vestigios de tremogo + - NA
TRO7 Pode conter vestigios de tremogo +++ - NA
TRO8 Pode conter vestigios de tremoco + - NA
TRO9 Pode conter vestigios de tremoco +++ - NA
TR10 Pode conter vestigios de tremogo +++ + <LOD
TR11 Pode conter vestigios de tremoco +++ - NA
TR12 Pode conter vestigios de tremoco + - NA
TR13 Farinha de tremoco +++ +++ 28,80 £ 0,16 0,28 £ 0,00
TR14 Farinha de tremoco doce +++ + -
TR15 Proteina de tremoco +++ +++ 32,68 + 0,08 0,02 + 0,00
TR16 Proteina de tremoco +++ +++ 29,86 £ 0,04 0,14 £ 0,00
TR17 Farinha de tremoco +++ +++ 29,23 +£0,07 0,21+£0,01
TR18 Farinha de tremoco +++ + -
TR19 Pode conter vestigios de tremoco +++ +/- -
TR20 Pode conter vestigios de tremogo +++ +/- 37,05 +0,81 0,001 £ 0,000
TR21 Pode conter vestigios de tremogo +++ - NA
TR22 Pode conter vestigios de tremocgo +++ = NA
TR23 Proteina de tremoco +++ + 27,37 £0,14 0,77 £ 0,08
TR24 Farinha de tremoco doce +++ +/- -
TR25 Farinha de tremoco doce ++ ++ <LOD
TR26 Proteina de tremoco ++ - NA
TR27 Pode conter vestigios de tremogo +++ - -
TR28 Farinha de tremoco doce ++ +/- <LOD
TR29 Farinha de tremoco doce ++ +/- <LOD

(+) amplificagdo positiva com banda ténue; (++) amplificacdo positiva com banda média; (+++) amplificagdo positiva
com banda forte; (+/-) amplificag&o duvidosa; (-) amplificacéo negativa; SD — desvio padréo; NA — N&o aplicavel.
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As restantes amostras comerciais amplificadas positivamente por PCR em tempo real
apresentavam na rotulagem a presenca de tremogo como ingrediente (TR13, TR15,
TR16, TR17 e TR23), & exce¢do de uma amostra que mencionava “pode conter vestigios
de tremoco” (TR20). Os resultados das amostras TR13, TR15, TR16, TR17 e TR23 foram
concordantes com as bandas fortes obtidas por PCR qualitativa, permitindo estimar as
concentracoes de tremoco entre 0,02% e 0,77%, que indica a presenca de quantidades
relativamente baixas, quando o tremoco estava presente como ingrediente. Deve-se
notar que a estimativa da proporcéo do tremoco deveria ter sido efetuada através de uma
curva de calibracdo normalizada que pudesse minimizar o efeito da matriz e do
processamento, os quais poderdo contribuir para subsestimar o valor final. Na amostra
TR20, o valor estimado foi de 0,001% de tremogo, 0 que confirma a presenca de
vestigios de tremoco.

Relativamente as amostras que ndo amplificaram positivamente por PCR em tempo real
(TR14, TR18, TR24, TR28 e TR29), mas indicavam tremog¢o como ingrediente, tais
resultados demonstram que a rotulagem podera ndo estar conforme, uma vez que todas
foram fortemente positivas para a PCR com alvo no gene eucariota (Tabela 21). A
amostra TR26, que contém proteina de tremoco no rétulo, ndao amplificou por PCR
qualitativa, tendo a banda com alvo no fragmento eucariota sido média. Neste caso, o
efeito do processamente tera afetado a amplificacdo, tanto do gene eucariota, como do
alvo, uma vez que o tremocgo foi adicionado na forma de um ingrediente previamente

processado (proteina).
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8 CONCLUSAO

A alergia alimentar, no que diz respeito ao tremoco, € um problema de saude publica
importante devido a sua crescente utilizacdo na industria alimentar. Consequentemente,
o tremoco € considerado como uma potencial fonte de alergénios ocultos devido a
rotulagem incorreta ou inclusdo involuntaria resultante da contaminagéo cruzada durante
0 processamento industrial. Por outro lado, para dar cumprimento a legislacéo, existe
uma rotulagem excessiva sobre a presenca de potenciais alergénios, restringindo assim a
gama de alimentos adequados a pessoas alérgicas. Desta forma, a monitorizacdo da
contaminacdo cruzada na industria alimentar constitui uma etapa bastante importante,
para a salvaguarda da saude dos consumidores propensos ao desenvolvimento de
alergias alimentares provocadas pela ingestdo de potenciais alergénios como o tremoco.
Para tal, o desenvolvimento de metodologias analiticas capazes de detetaram
quantidades vestigiais de alimentos potencialmente alergénicos, como o caso tremoco, é
fulcral dado néo existirem ainda métodos de referéncia.

As metodologias utilizadas neste trabalho basearam-se na andlise de ADN, podendo tirar
partido da maior estabilidade destas moléculas em comparagdo com as proteinas uma
vez que os produtos comerciais a ser analisados eram processados. Adicionalmente, a
elevada sensibilidade e especificidade da amplificagdo do ADN por PCR séo vantagens a
referir. Desta forma, a detecéo de tremoco foi efetuada com recurso as técnicas de PCR
convencional e PCR em tempo real, que constituem opc¢des de elevada fiabilidade e
aplicabilidade na deteccao de alergénios alimentares.

Para o desenvolvimento deste trabalho e na auséncia de materiais de referéncia
disponiveis, prepararam-se misturas binarias como padrdes de referéncia, contendo
farinha de tremoco em farinha de arroz e farinha de tremogco em farinha de trigo que
permitiram o desenvolvimento e otimizacdo dos métodos propostos.

A extracdo de ADN é uma etapa crucial para a detecdo de quantidades vestigiais em
matrizes alimentares complexas e processadas, como € o caso da detecdo de potenciais
alergénios. Neste trabalho utilizaram-se dois métodos: Wizard para se obterem os
extratos de ADN das amostras comerciais e o método Nucleospin Food, utilizando
diferentes concentracBes de ARNse, para se obterem os extratos de ADN das misturas
de referéncia e das sementes de tremoco. O método Nucleospin Food evidenciou um
melhor desempenho e reprodutibilidade, tendo como vantagem a sua facilidade e rapidez

de execucéo, permitindo o melhor compromisso entre rendimento e pureza.
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Apébs extragcdo, desenharam-se trés conjuntos de primers apds o alinhamento de varias
sequéncias nucleotidicas que codificam diferentes proteinas (8-conglutinas e PR-10), de
forma a amplificar o género Lupinus. As sequéncias utilizadas para o desenho dos
primers foram escolhidas por serem diferentes das reportadas pela bibliografia. As PR-10
sdo um grupo de proteinas homologas da Bet v 1, ou seja, proteinas que podem induzir
uma reacdo alérgica por sensibilizacdo através do trato respiratério. No entanto, o
alergénio Lup an 1, o uUnico alergénio documentando na base de dados oficial, tem
merecido um maior destaque. Dos trés pares de primers desenhados, apenas um deles
se revelou especifico para a detecdo do tremoco (La4-F2/La4-F2), com alvo no gene que
codifica as proteinas PR-10, ndo mostrando qualquer reatividade para diversas espécies
animais e vegetais ndo alvo, mas apresentando-se especificos para as espécies de
tremoco testadas (L. albus, L. luteus, L. mutabilis e L. angustufolius) por PCR qualitativa.
Depois de otimizado o método de PCR especifica de Lupinus spp., determinou-se a sua
sensibilidade absoluta e relativa, sendo o LOD absoluto foi de 0,0002 ng de ADN de
tremoco. Relativamente ao LOD relativo, alcangcaram-se diferentes niveis para misturas
binarias de tremogco em arroz e tremoco em trigo, com e sem processamento. Nas
misturas binérias de tremoco em arroz obteve-se um LOD relativo de 5 mg kg™, enquanto
nas misturas binarias de tremoco em trigo LOD relativo foi de 100 mg kg™, em farinhas e
em produtos de padaria.

Depois de desenvolvido o método de PCR qualitativa para a detecdo do tremoco, com
base nos mesmos primers e numa nova sonda do tipo TagMan'™, procedeu-se a
implementacéo do método de PCR em tempo real. A especificidade do método de PCR
em tempo real foi também estada para as quatro espécies de tremoco, cujo resultado
mostrou que apenas as espécies L. albus e L. luteus amplificaram positivamente,
podendo este facto ser explicado por existirem pequenas diferengas nas sequéncias
nucleotidicas na regido de ligacdo da sonda, a qual confere maior especificidade ao
método. Neste método apenas, foram utilizadas as misturas binarias de tremoco em
arroz, atingindo-se um LOD absoluto de 2 pg de ADN de tremoco, e um LOD relativo de
10 mg kg™ de tremoco. Estes valores de LOD apresentaram-se aparentemente inferiores
aos da técnica de PCR qualitativa, podendo ser explicados pelo excesso de otimizagéo
da técnica de PCR qualitativa para uma sensibilidade demasiado elevada, sendo por isso
mais suscetivel ao aparecimento de resultados falsos positivos. Por outro lado, seria
necessario efetuar mais ensaios de PCR em tempo real com maior numero de
concentracgdes no limiar do limite de detecgéo.

Por fim, passou-se a aplicacdo da técnica a amostras de alimentos processados de forma
a confirmar e quantificar os resultados positivos para tremoco por PCR qualitativa, tendo-

se considerado como semi-quantificacdo por ndo se ter normalizado o método. De uma
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maneira geral, os resultados de PCR em tempo real apresentram-se concordantes com
os resultados de PCR qualitativa, embora varios casos ndo concordantes com a presenca
de tremoco na rotulagem.

Apesar de muitas das amostras comerciais serem sujeitas a elevado nivel de
processamento, foi possivel extrair ADN amplificavel dos 27 produtos testados, que foram
posteriormente avaliados para a presenca de tremoco. Das amostras testadas, 15 foram
positivas em ensaios de PCR qualitativa para a presenca de tremoc¢o, mas efetivamente
apenas 5 foram confirmadas como positivas por PCR em tempo real, com concentracbes
de tremoco estimadas entre 0,02% e 0,77%. Outras 5 amostras apresentaram
amplificacdo positiva por PCR em tempo real, mas abaixo do limite de detec¢édo, nédo
podendo por isso ser consideradas como positivas.

Das 27 amostras testadas, 14 mencionavam “podem conter vestigios de tremoco”, mas
apenas em uma amostra foi confirmada a presencga vestigial de tremoco, a qual foi
também detetada noutras duas, mas abaixo do limite de detecdo, mostrando
efetivamente a pratica da rotulagem de precaucdo. Relativamente as 12 amostras que
foram negativas para a presenca de tremoco que estava referido como ingrediente, tais
resultados poderdo sugerir a ndo conformidade com a rotulagem, uma vez que todas
foram positivas para a PCR com alvo no gene eucariota.

Como perspetiva futura e de forma a complementar os resultados obtidos neste trabalho,
€ de salientar a necessidade de sequenciacdo das espécies de tremoco em estudo,
nomeadamente L. albus, L. angustifolius, L. luteus e L. mutabilis. Essa sequenciacdo
necessitaria de amplificar uma zona com cerca de ~400 bp contendo a regido de 134 pb
amplificada pelos primers La4-F1/La4-R1, através do desenho de um novo par de
primers. Além disso, também seria interessante a realizacado de novos ensaios permitindo
avaliar a reprodutibilidade dos resultados obtidos no presente estudo, nomeadamente em
PCR em tempo real, a realizagdo de ensaios com maior numero de repetices de forma

aumentar a robustez do método.
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