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Palavras-chave

Resumo

Produtos carneos, Fraude Alimentar, Autenticidade, Rotulagem, Rastreabilidade, ADN,
PCR.

A identificacdo de espécies, em alimentos para consumo humano é cada vez mais
importante para avaliar a sua autenticidade. Uma rotulagem correta, verdadeira e precisa
é essencial para manter o consumidor informado sobre a identidade e qualidade dos
produtos alimentares que pretende adquirir, especialmente nos produtos processados,
onde a diferenciagdo das espécies utilizadas é extremamente dificil, tornando-os alvos
faceis de adulteracdes.

A crescente demanda por transparéncia na inddstria alimentar e a aplicacdo de uma
correta rotulagem, proporcionaram uma forca motriz para o desenvolvimento de
metodologias analiticas adequadas a identificacdo de espécies de carne. Assim, 0 recurso
a técnicas de biologia molecular, em especial a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
tem-se mostrado como uma alternativa especifica, rdpida, sensivel e adequada para a
identificacdo de espécies em produtos alimentares.

Neste estudo, inicialmente procedeu-se a extragdo de ADN de diferentes espécies de
carne fresca (amostras de referéncia) adquiridas no talho, Bos taurus (vaca), Sus scrofa
(porco), Eqqus caballus (cavalo) e Ovis aries (ovelha). De seguida, as espécies em
estudo foram identificadas com recurso a um protocolo de amplificagdo multiplex em
tempo real. Posteriormente avaliou-se a autenticidade de 38 amostras comerciais de
produtos carneos, que apenas continham carne de vaca na sua rotulagem, de forma a
averiguar a veracidade e rigor da rotulagem em relagdo ao conteido do produto. De
todas as amostras comerciais analisadas, nenhuma revelou a presencga de qualquer outra
das espécies em estudo, para além da mencionada no rotulo de cada uma, pelo que ndo
foi necessario proceder-se a posterior quantificagdo da mesma. Assim, através da
utilizacdo de metodologias de biologia molecular, podemos concluir que a rotulagem

estd em conformidade com o contetdo do produto alimentar.
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In food the identification of species for human consumption is increasingly important to
evaluate it authenticity. A correct truthful and accurate labeling is essential to keep the
consumer informed about the identity and quality of the food products that he intends to
acquire, especially in processed products, where species differentiation is extremely
difficult, making them easy targets for adulteration.

A growing demand of the transparency on food industry and an application of a correct
labeling, have provided a driving force for the development of analytical methodologies
suitable for the identification of meat species. Thus, the use of molecular biology
techniques, in particular Polymerase Chain Reaction (PCR), is a specific, fast, sensitive
and adequate alternative for the identification of species in food products.

In this study, DNA from different fresh meat species (reference samples) acquired in the
butcher's shop, Bos taurus (cow), Sus scrofa (pig), Eqqus caballus (horse) and Ovis aries
(sheep) were initially extracted. Next, the species under study were identified using a
real-time multiplex amplification protocol. Subsequently, the authenticity of 38
commercial samples of meat products containing only beef in their labeling was assessed
to ascertain the veracity and accuracy of the labeling in relation to the product content. Of
all the commercial samples analyzed, none revealed the presence of any of the other
species under study, in addition to the one mentioned in the label of each one, reason why
it was not necessary to be quantified later. Thus, through the use of molecular biology
methodologies, we can conclude that the labeling is in conformity with the content of the

food product.
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1. Introdugéo

1.1. A Seguranca Alimentar e a Autenticidade de Produtos Carneos

A seguranca alimentar constitui, nos dias de hoje, uma exigéncia prioritaria por parte dos
consumidores finais, que desejam alimentos saudaveis e seguros para a saude. Este tema tem-se
tornado cada vez mais pertinente, sendo uma fonte de preocupacdo e interesse por parte dos
consumidores e das empresas do setor alimentar. A globalizacdo e a industrializagdo das técnicas
empregues no processamento dos alimentos, expdem os consumidores a um elevado ndmero de
perigos (Caporale et al., 2001). Para além disto, a atengdo por parte do consumidor para com a
seguranca e a qualidade dos produtos que adquire tem crescido nos ultimos anos (Cunha & Moura,
2008). Assim, as autoridades responsaveis pela seguranca sanitaria tém o dever de adotar medidas
que assegurem a protec¢do do estado de satde do consumidor (FAO/OMS, 2002).

O conceito de seguranca alimentar tem evoluido bastante nos Gltimos anos, acompanhando
a modernizacgdo das técnicas empregues na industria alimentar e o crescente desenvolvimento da
sociedade. De modo a garantir a seguranca dos produtos alimentares, ¢ fundamental considerar
todos os aspetos envolvidos na cadeia de producdo dos mesmos, desde a producdo primaria,
incluindo aspetos como a salde do animal e a producdo de alimentos para 0 animal, até a
distribuicdo dos produtos alimentares ao consumidor final (FAO/OMS, 2002). O setor alimentar,
de uma forma geral, encontra-se assente em dois pilares basilares, Food Security e Food Safety,
conceitos originais de seguranca alimentar e seguranca sanitaria (Figura 1). Segundo a Organizacao
das NacOes Unidas para Agricultura e Alimentagdo (FAO), é possivel distingui-los. O primeiro
tende a dar-se como adquirido nos paises desenvolvidos e existe quando qualquer pessoa tem
acesso fisico, econémico e social a alimentos suficientes, seguros e nutritivos, permitindo assim
satisfazer, a qualquer momento, as suas preferéncias alimentares e necessidades nutricionais, de
modo a manter um estilo de vida saudavel e ativo. Por outro lado, a seguranga sanitaria dos
alimentos visa garantir que um determinado alimento ndo causard qualquer dano no consumidor,
quando preparado e consumido de acordo com as instru¢cbes do fabricante (CAC - Codex
Alimentarius Comission, 2003). Apesar de serem conceitos diferentes, um depende diretamente do
outro, embora em Portugal apenas se utilize o conceito de seguranca alimentar (Robertson et al.,
2004; Salgueiro, 2009).
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Figura 1 - Inter-relagdo entre “Food Safety” e “Food Security”. Adaptado de Amaral et al., (2015).

A evolucdo da sociedade atual resultou num aumento da atengdo dirigida & protecdo e
seguranca dos consumidores relativamente a todos os ramos da producdo alimentar. O consumidor
ndo aceita a possibilidade, por muito remota que seja, de adquirir um produto que ndo corresponda
as suas expectativas ou de contrair uma doenca de origem alimentar (Shaw, 2012).

Segundo a legislacdo da Comissdo Europeia (178/2002) sobre a seguranca alimentar, todos
os intervenientes de uma cadeia alimentar devem ter a possibilidade de rastrear as matérias-primas
utilizadas no fabrico dos produtos alimentares (Ali et al., 2012; Lotta & Bogue, 2015). O tema da
seguranca alimentar tornou-se numa prioridade politica fundamental, devido as recentes fraudes
ocorridas em produtos alimentares, as praticas abusivas realizadas por parte de alguns produtores
alimentares e por todas as razfes mencionadas anteriormente, o que tem contribuido para o
crescente aumento do interesse publico pela composi¢do dos alimentos.

As questbes da autenticidade dos produtos alimentares encontram-se cada vez mais
patentes nas preocupagdes dos consumidores, sendo atualmente abrangidas pelo conceito de
seguranca alimentar.

Apesar de, ao longo do século passado, se ter assistido ao desenvolvimento significativo
das Boas Préticas de Higiene e Seguranca Alimentar, a fraude alimentar continua a persistir,
abalando a confianga dos consumidores e produzindo um impacto negativo no setor agroalimentar.
Embora na legislagéo europeia ndo exista ainda uma defini¢ao para “Fraude Alimentar”, a Global
Food Safety Initiative (GFSI) definiu a fraude alimentar como “Um termo abrangente que inclui a
substituicdo deliberada e intencional, adig&o, adulteracdo ou deturpacdo de alimentos, ingredientes

alimentares ou embalagens de alimentos, rotulagem, informacdes de produtos ou declaragdes falsas



ou enganosas realizadas sobre um produto, com fins lucrativos que possam afetar a satde do

consumidor” (Vieira, 2017). Os autores Ellis et al. (2015) apresentaram também alguns conceitos

relacionados com esta temética (Tabela 1).

Tabela 1 - Defini¢Bes de termos importantes no que respeita a Fraude Alimentar. Adaptado de Ellis et al.

(2015).

Termo

Definicéo

Fraude alimentar

O alimento é deliberadamente colocado no mercado, para ganhos financeiros,
com a intengdo de enganar o consumidor. Inclui o comércio de alimentos

imprdprios para consumo ou prejudiciais para a saude e rotulagem erronea.

Contaminacéo

Envolve contaminagdo fisica, quimica ou bioldgica indesejada, geralmente
ndo intencional, como por exemplo, contaminacdo com produtos quimicos
utilizados na limpeza de equipamentos. No caso de a contaminagdo ser
intencional, é considerado crime alimentar e, dependendo da intencdo e

extensdo, pode ser considerado bioterrorismo.

Deterioracéo

Qualquer alteragdo das carateristicas organoléticas (descoloracéo, odor, sabor)

que tornam o alimento imprdprio para consumo.

Crime alimentar

Quando a fraude alimentar deixa de ser um ato aleatério e se torna uma

atividade organizada, com o intuito de enganar ou ferir o consumidor.

Seguranca

Assegura 0 acesso a uma quantidade segura e suficiente de alimentos, de

modo a manter uma vida saudavel e ativa.

Autenticidade

Correta rotulagem de um produto alimentar.

Integridade

Garantir que os produtos alimentares vendidos apresentam a qualidade e

natureza esperada pelo consumidor.

A informagdo disponibilizada relativamente aos produtos alimentares, veiculada pelo

rotulo, é deste modo fundamental, para garantir ao consumidor a identidade e qualidade do produto
alimentar (Rojas et al. 2009b).

As informagdes declaradas nos rétulos dos produtos alimentares devem ser completas,

verdadeiras, esclarecedoras e legiveis, pois é através destas que o consumidor fica a conhecer o

2

produto quanto a sua composicdo, apresentacdo, forma de conservacdo, quantidade, modo de

utilizacdo e consumo, entre outros parametros (Estiri et al. 2010). A lista de ingredientes presentes

na rotulagem e a declaragdo nutricional sdo ferramentas de extrema relevancia, permitindo ao

consumidor escolher um produto baseado nas suas carateristicas em detrimento de outro, o que é




muito importante tendo em conta a vasta gama de produtos idénticos que muitas das vezes existem
no mercado. A informacdo veiculada pelos rotulos torna-se ainda mais relevante quando se trata de
alimentos processados, em que ndo é possivel distinguir os varios ingredientes, sendo muito dificil
diferenciar as espécies presentes no alimento (Martin et al., 2007; Martin et al., 2010; Primrose et
al., 2010).

A avaliacdo da autenticidade de produtos carneos engloba diversas questdes:

e Substituicdo de espécies de maior valor comercial, por espécies de valor inferior (Amaral
et al. 2014; Ballin et al. 2009; Montowska & Pospiech, 2011; Primrose et al., 2010; Soares
et al. 2013; Soares et al. 2014);

e Presenca de espécies ndo declaradas no rotulo (Amaral et al., 2014; Ballin et al., 2009;
Montowska & Pospiech, 2011; Primrose et al., 2010);

e Substituicdo de carne por proteinas de origem vegetal (Amaral et al. 2014; Ballin et al.
2009);

e IndicagOes fraudulentas relativas a origem geografica das espécies ou de produgdo (ex:
produtos locais ou alimentos com designacdo de DOP) (Montowska & Pospiech, 2011;
Primrose et al., 2010);

e Substituicdo de espécies de caca por espécies domésticas (Montowska & Pospiech, 2011);

e Rotulagem errénea (quer fraudulenta quer involuntaria) (Amaral et al., 2014; Ballin et al.,
2009; Kane et al., 2015; Montowska & Pospiech, 2011; Primrose et al., 2010; Soares et al.,
2013; Soares et al. 2014).

Ballin (2010) categoriza as &reas onde a fraude alimentar tem maior probabilidade de
ocorrer da seguinte forma: origem da carne, substituicdo de uma espécie por outra, tratamento e
processamento dos produtos carneos e, por ultimo, adigdo de produtos ndo carneos. No que respeita
as fraudes associadas a origem das espécies, estas podem estar relacionadas com a prépria origem
da mesma, ou entdo ao sexo ou idade de abate do animal. A pratica constante de congelacéo e
descongelacdo dos produtos alimentares pode ser uma das fraudes cometidas relacionadas com o
processamento.

Vérias sdo as raz0es apontadas que evidenciam a ilegitimidade destas praticas:

e Econdmicas, praticadas com o intuito de fazer face & competicdo (Ali et al., 2012; Amaral

etal., 2014; Lin et al., 2014; Primrose et al., 2010; Yang et al., 2014);

o Legais (Amaral et al. 2014);
e Religiosas, sendo o consumo de algumas espécies desaprovado por certas religiGes (Ali et

al., 2012; Amaral et al., 2014; Ballin et al., 2009; Dooley et al., 2004; Kane et al, 2015;

Primrose et al., 2010; Soares et al., 2013);



e FEticas, quando consideramos estilos de vida como o vegetarianismo (Ballin et al., 2009;
Dooley et al., 2004; Primrose et al., 2010; Soares et al., 2013)

e Salde publica (Ali et al., 2012; Amaral et al., 2014; Dooley et al., 2004; Kane et al., 2015;
Lin et al., 2014; Primrose et al., 2010; Soares et al., 2013);

e Surtos de epidemias em populacdes de gado (Ex: encefalopatia espongiforme bovina, gripe
das aves, brucelose) (Bottero et al., 2011; Fajardo et al., 2010; Rogberg-Mufioz et al.,
2014);

e Protecdo de espécies, principalmente as que se encontram em vias de extingdo (Ali et al.,
2012; Bottero et al., 2011; Fajardo et al., 2010);

e Contaminagfes quimicas de produtos alimentares - crise da dioxina (Bottero et al., 2011;
Rogberg-Mufioz et al., 2014).

Apesar da crescente preocupacdo por parte de entidades e consumidores, a rotulagem
errada, fraudulenta ou ndo, surge numa vasta gama de produtos colocados a venda no mercado,
resultando numa diminuicdo da qualidade dos mesmos, bem como numa perda de confianga por
parte dos consumidores face a inddstria alimentar. Uma incorreta rotulagem dos produtos
alimentares representa ndo s6 uma fraude comercial, como também um potencial problema de
salide, no caso dos consumidores que apresentam, por exemplo, sensibilidade aos alergénios ndo
mencionados no rétulo (Fajardo et al., 2008).

A recente ocorréncia de varias crises alimentares enfatizou a seguranca alimentar e a
protecdo da salde do consumidor como os principais objetivos da legislacdo da rotulagem dos
alimentos. Ao considerar todas as preocupagdes em volta deste tema, a necessidade de verificar as
declara¢fes mencionadas nos rétulos torna-se num aspeto crucial para os consumidores, a indUstria
alimentar e as entidades responsaveis por manter a seguranca alimentar (Mafra et al., 2008).

Na Unido Europeia, a informacao que deve constar nos rétulos dos produtos alimentares
encontra-se estabelecida por lei na Diretiva 2002/86/CE, que refere que os produtos carneos devem
conter nos rétulos a indicacdo e quantidade de cada espécie utilizada (Primrose et al., 2010).
Algumas agéncias nasceram com o objetivo de verificar o cumprimento das normas alimentares e
da legislagdo, expondo assim casos de fraude alimentar, como é o exemplo da instituicdo
governamental Food Standards Agency (FSA), no Reino Unido (Primrose et al., 2010).
Organizacg®es de acéo global, como a International Organization for Standardization (ISO) e GFSI
também definiram, recentemente, regras para 0 restabelecimento da seguranca nas redes
alimentares desde a raiz, de forma a tranquilizar os consumidores (Lotta & Bogue, 2015).

Em 2002, apds uma série de alertas relacionados com os alimentos que tiveram impacto na

salde humana e abalaram a confianga publica, a Unido Europeia aprovou a legislacdo alimentar



geral [Regulamento (CE) n.° 178/2002], que proporciona um quadro global para o sistema
regulamentar da Unido Europeia relativo aos alimentos, baseado em dados cientificos. Elementos-
chave neste contexto foram a separacdo funcional entre gestdo dos riscos e avaliagdo dos riscos e a
criagdo da Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA). A principal atividade da
EFSA consiste na avaliacdo cientifica dos riscos e comunica¢do dos seus pareceres aos principais
parceiros, as partes interessadas e ao publico em geral. A Lei Geral sobre a Alimentagdo criou um
sistema europeu de seguranga alimentar em que a responsabilidade pela avaliacdo dos riscos
(ciéncia) e pela gestdo de riscos (politica) € mantida separada. Assim, a EFSA é responsavel pela
area da avaliacdo dos riscos, enquanto o0s gestores de riscos (Comissdo Europeia, Parlamento
Europeu e Estados-Membro da Unido Europeia) devem manter o controlo relativo a tomada de
decisdes regulamentares, politicas e as medidas de prevencéo e controlo (EFSA, 2012).

A entidade responsavel pela seguranga alimentar, em Portugal, € a Autoridade de
Seguranca Alimentar e Econdémica (ASAE). A missdo da ASAE encontra-se definida na sua lei
orgénica (Dec.-Lei 194/2012) como ‘“fiscalizacdo e prevengdo do cumprimento da legislagdo
reguladora do exercicio das atividades econdmicas nos setores alimentar e ndo alimentar bem como
a avaliagdo e comunicacdo dos riscos, na cadeia alimentar sendo o organismo nacional de ligacéo
com as suas entidades congéneres, a nivel europeu e internacional”. Fazem parte da missao da
ASAE a avaliacdo de riscos e a verificagdo do cumprimento da legislagdo nacional e europeia, de
modo a garantir ao consumidor, a seguranca dos géneros alimenticios, mais especificamente da
carne e dos produtos cérneos. Nos Ultimos anos, a cooperacao entre a ASAE e a EFSA tem vindo a
ser reforcada pelo crescente nimero de especialistas do seu Conselho Cientifico e dos Painéis
Tematicos, que estdo integrados nas redes cientificas da EFSA. Em 2014, a ASAE assinou um
protocolo com a empresa Biopremier, no &mbito da avaliacdo da autenticidade alimentar, tendo
sido estabelecida ordem para a detecdo e quantificacdo de espécies animais como cavalo, ovelha,
peru, porco, e vaca (Sol et al., 2015).

O conhecimento sobre a composi¢do dos produtos alimentares, a verificacdo da
conformidade da rotulagem com a legislacdo e a subsequente detecdo de fraudes (Ali et al., 2012;
Primrose et al., 2010; Soares et al., 2014) abrangem questfes como substituicdes indesejadas e
ilegais (Ali et al., 2012; Kashani, 2014; Rojas et al., 2010; Safdar et al., 2014), prote¢éo do valor de
produtos locais (Rogberg-Mufioz et al., 2014), protecdo dos animais (Bottero et al., 2011) e
minimizacdo de perdas econdémicas (Kashani, 2014).

Os produtos lacteos, a carne, os frutos do mar, o vinho, bebidas espirituosas, 6leos
alimentares, mel, sumos de frutas, café e cha, produtos orgénicos e processados e, ainda, 0s
produtos Halal, encontram-se entre os alvos mais comuns no que respeita a fraude alimentar (Ellis
etal., 2015).



Os produtos alimentares com designacdo Halal tém suscitado cada vez mais inquietagdes
por parte dos consumidores (Amaral et al., 2015). Aqueles consistem em todos os produtos cujo
consumo é permitido pela populagcdo mugulmana, devido as suas crengas religiosas, e que devem
respeitar uma série de regras tais como a auséncia de sangue animal, carne de porco, e carne de
animais que ndo tenham sido sacrificados em nome de Allah (Mukhtar et al., 2012). As rigorosas
normas de producdo a que estes produtos se encontram sujeitos, refletem-se em pregos de mercado
mais elevados, especialmente em paises onde a popula¢do mugulmana é uma minoria, tornando-se,
por estes motivos, alvos faceis de fraude alimentar (Amaral et al., 2015; Rahman et al., 2014).

Num estudo realizado por Amaral et al. (2015), 26 produtos carneos com designacao nao-
Halal mas rotulados como sendo produtos que apenas contém carne de aves, e 15 produtos com
designacdo Halal, foram analisados quanto & possivel presenca de ADN suino. Em 6 dos 15
produtos Halal e 16 dos produtos carneos ndo-Halal a base de aves, verificou-se a presenca de
ADN suino. Apenas foi possivel efetuar a quantificacdo de ADN em 8 amostras, pois eram as
Unicas que apresentavam quantidades de ADN suino acima do limite de detecdo (0.01pg). Embora
as quantidades de ADN detetado nas amostras de produtos carneos a base de aves (0,03% - 0,24%)
fossem superiores as dos produtos Halal (0,01%), todas as amostras analisadas sugerem que esta
presenca de ADN suino foi fruto de possiveis contaminagdes aquando da sua produgdo, em vez de
uma substituicdo fraudulenta por adigdo de carne de suino (Amaral et al., 2015).

A titulo exemplificativo, referem-se os seguintes casos de fraude alimentar descobertos
pela ASAE: em 2013, esta entidade apreendeu cerca de 12 mil embalagens de lasanha, que apenas
continha carne bovina nos seus rétulos, produzidas no Luxemburgo e comercializadas em Portugal,
pelo facto de conterem vestigios de carne de cavalo (Sol et al., 2015). Nos primeiros dois meses de
2013, foram detetados pela ASAE mais dois casos de ndo conformidades de rotulagem de produtos
alimentares, para além do mencionado anteriormente, o que levou a apreensdo de 1500kg de
hamburgueres de frango e 7471kg de ovos (ASAE, 2013a, 2013b).

Num estudo realizado por Kitpipit et al. (2014), foram analisadas primeiramente seis
espécies de carne fresca normalmente consumida em todo o mundo (Sus scrofa, Ovis aries, Gallus
gallus, Struthio camelus, Equus feruscaballus e Bos indicus). Foram também adquiridos 115
produtos alimentares em lojas e mercados locais de cinco provincias do sul da Tailandia, incluindo
carnes congeladas cruas, alimentos congelados instantaneamente, alimentos de rua e alimentos com
certificacdo Halal. Através da detecdo direta com multiplex, os autores verificaram que apenas 3
das 115 amostras analisadas ndo amplificaram, e que em aproximadamente 25% de todas as
amostras (29 de 115) foram detetadas espécies de carne que ndo constavam nos rétulos dos
produtos alimentares.

O consumo de carne de caca tem vindo a aumentar nos Gltimos anos, devido ao seu sabor



intenso, composicdo saudavel (menores teores de gordura), ou pela simples atracdo de
experimentar alimentos novos e exdticos (Fajardo et al., 2010). Por estas razdes, a carne de cacga
acarreta, normalmente, um custo mais elevado comparativamente a outras carnes, o que a torna um
alvo suscetivel de fraude. Em Portugal, a producéo de Alheiras de Caga, com carne de animais de
caca como coelho selvagem, lebre, e veado, tem vindo a aumentar (Amaral et al., 2014). Num
estudo de Amaral et al. (2014), foram adquiridas 18 amostras comerciais de alheiras de caga, em
mercados locais ou diretamente do fornecedor. Dentro destas, 13 ndo declaravam especificamente
as espécies presentes nas mesmas, e 11 ndo respeitavam a rotulagem, por adicdo, substituicdo ou
auséncia de uma ou varias espécies indicadas nos rétulos.

Num estudo realizado por Meira et al. (2015), 67 amostras comerciais contendo carne de
vaca na rotulagem foram analisadas para a presenca de ADN equino, por se considerarem ser as
mais propicias de serem adulteradas com adigdo de carne de equino. Das amostras analisadas, 33
foram adquiridas em 2012, previamente ao escandalo da carne de cavalo, e as restantes 34 amostras
comerciais foram adquiridas entre 2013 e 2014, ou seja, posteriormente ao escandalo. Apds a
aplicagdo do método de PCR em tempo real para a detecdo e quantificagdo de carne de equino,
apenas duas amostras comerciais revelaram a presenca de ADN equino (um hamburguer e uma
salsicha). Através da quantificagdo das amostras positivas, foi possivel os autores concluirem que
as quantidades detetadas foram consideradas contaminagdes, uma vez que os valores detetados de
ADN de equino nas duas amostras eram inferiores ao limite de dete¢éo absoluto (0,1pg), obtido no

estudo.

1.2. Produtos Carneos

Nos ultimos anos, a procura de alimentos de origem conhecida e elevada qualidade tem
aumentado consideravelmente, uma vez que os consumidores se encontram cada vez mais
preocupados com o meio ambiente, com a autenticidade dos produtos alimentares, bem como com
as doencas que deles podem advir.

A carne como alimento, segundo o Codex Alimentarius, ¢ definida como “todas as partes
de um animal que se destinam a ser, ou ter sido ponderadas como seguras e adequadas para o
consumo humano” (CAC/RCP 58, 2005). Esta possui um elevado valor nutricional, pois é uma
fonte primaria de proteinas com elevado valor biolégico e aminoacidos essenciais, minerais,
vitaminas de elevada biodisponibilidade, gorduras e &cidos gordos, o que contribui para que tenha
um importante papel na alimentacéo diaria humana. A carne € ainda muito versatil para a produgéo
de diversos produtos céarneos, constituindo a matéria-prima principal da maioria dos produtos

carneos transformados (Mariano et al., 2015). Devido a todas estas carateristicas adjacentes, a carne



é considerada uma fonte proteica primordial, sendo consumida em grande parte dos paises
desenvolvidos ocidentais (Soares et al., 2014).

Os teores de proteinas podem variar consideravelmente, consoante a espécie. Se por um
lado, os valores médios rondam os 22%, se estivermos a falar de peito de frango o teor de proteina
aumenta para 34,5%. Por outro lado, a carne de pato apresenta um teor de proteinas inferior a
média, rondando os 12,3% (Pereira et al., 2013).

Consoante a carne seja ou ndo processada e conforme o tipo de processamento (fisico,
guimico ou bioguimico), existem classes distintas previstas pelo Regulamento (CE) n° 853/2004

(Parlamento Europeu, 2004):

- Carne fresca: carne ndo submetida a qualquer processo de preservacdo que ndo a
refrigeracdo, a congelagdo ou a ultra-congelacdo, incluindo carne embalada em vacuo ou em
atmosfera controlada [n.° 1.10 do Anexo | do Regulamento (CE) n.° 853/2004];

- Carne picada: carne desossada que foi picada e contém menos de 1 % de sal [n.° 1.13 do
Anexo | do Regulamento (CE) n.° 853/2004];

- Carne separada mecanicamente: produto obtido pela remocdo da carne dos 0Ss0s
carnudos ou de carcacas de aves de capoeira, utilizando meios mecénicos que provoguem a perda
ou a alteracdo da estrutura das fibras musculares [n.° 1.14 do Anexo | do Regulamento (CE) n.°
853/2004];

- Preparados de carne: carne fresca, incluindo carne que tenha sido reduzida a
fragmentos, a qual foram adicionados outros géneros alimenticios ou que foi submetida a um
processamento insuficiente de modo a alterar a estrutura das fibras musculares e, assim, eliminar as
suas carateristicas de carne fresca [n.° 1.15 do Anexo | do Regulamento (CE) n.° 853/2004];

- Produtos a base de carne: produtos transformados, resultantes da transformacdo da
carne, de tal modo que a superficie de corte a vista permita constatar o desaparecimento das

caracteristicas da carne fresca [n.° 7.1 do Anexo | do Regulamento (CE) n.° 853/2004].

Embora as trés primeiras classes de carne, por norma, ndo sejam consumidas cruas mas sim
cozinhadas ou transformadas, estas podem ser consumidas cruas se ndo chegar qualquer tipo de
informacdo ao consumidor que ndo o devera fazer. Assim, cabe ao produtor ou fabricante de um
determinado produto alimentar informar se o produto esta pronto a ser consumido e qual a melhor
maneira de o fazer (Costa et al., 2015).

Devido ao valor econémico associado e a elevada procura de algumas espécies animais, a
sua adulteracdo tornou-se num problema abrangente nos dltimos anos, principalmente no que diz
respeito a produtos processados e que apresentam matrizes complexas (Kashani, 2014; Yang et al.,
2014).



1.3. Rastreabilidade

Ao longo das Ultimas décadas, a indastria alimentar, mais especificamente a inddstria de
produtos carneos, tem vindo a aplicar fortes medidas para o estabelecimento de sistemas eficazes
de rastreabilidade, de modo a preservar a seguranca e qualidade dos alimentos (Fajardo et al.,
2010).

De acordo com a Unido Europeia e a norma ISO 8402, a rastreabilidade € descrita como a
capacidade de localizar qualquer substancia, alimento, ou animal criado para alimentacdo, com a
finalidade de ser consumido, em qualquer ponto da cadeia de producdo, processamento e
distribuicdo (Bosona et al., 2013; Storoy et al., 2013). A rastreabilidade animal pode ser definida
como o acompanhamento dos animais, desde o0 nascimento até ao abate, detendo-se ao
conhecimento de todos os eventos ocorridos durante a sua vida (Lara et al., 2003).

Segundo Opara (2003) existem seis elementos de rastreabilidade alimentar:

e Rastreabilidade de produto — localizagdo fisica de um produto em qualquer fase da cadeia
de distribuicéo alimentar;

¢ Rastreabilidade de processo — tipo e sequéncia de processos a que o produto é sujeito;

¢ Rastreabilidade genética — constituicdo genética do produto;

o Rastreabilidade de aditivos — tipo e origem de aditivos (ex: fertilizantes e conservantes);

e Rastreabilidade de doencas e pragas — epidemiologia de possiveis pragas e agentes
patogénicos que possam contaminar o produto;

o Rastreabilidade metrolégica — qualidade de uma medida relativamente a valores de

referéncia.

Cada empresa integrante de uma cadeia alimentar deve conhecer os seus fornecedores
(tracing — identificar a origem dos produtos) e clientes (tracking — seguir o caminho de uma
unidade produzida) diretos, de modo a identificar a causa em situagdes irregulares (Bosona et al.,
2013; Storoy et al., 2013). No entanto, alguns autores tém vindo a dar énfase a um terceiro fator
que completa a definicdo de rastreabilidade: a gestdo logistica de qualquer fluxo de informagéo que
acompanha o percurso do produto alimentar (Figura 2) (Bosona et al., 2013; Dabbene et al., 2011).

Alguns autores acreditam que a rastreabilidade alimentar se encontra relacionada
essencialmente com a qualidade e seguranca dos alimentos, mas raramente com problemas de
desenvolvimento de neg6cios e melhoria da logistica. No entanto, a ligacdo entre a informacao
qualitativa e o fluxo fisico € um ponto-chave no desenvolvimento de uma rastreabilidade efetiva e
eficiente, devendo esta questdo ser considerada do ponto de vista da gestdo logistica. Um exemplo
claro diz respeito as embalagens dos produtos alimentares, que fazem parte das operacbes de

logistica na cadeia de suprimentos (Bosona et al., 2013).
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Figura 2 - Representacdo conceptual da rastreabilidade aplicada a cadeia de abastecimento alimentar.

Adaptado de Bosona et al. (2013).

O estabelecimento de redes de distribuicdo de menor custo, a reducdo das despesas

inerentes a remocdo de produtos em ndo conformidade do mercado, e a expansdo das vendas de

produtos com composicdo de dificil distin¢do, sdo alguns dos pontos que juntamente com os fatores

preponderantes de crise econdmica e salde publica fomentam o desenvolvimento de Sistemas de
Rastreabilidade Alimentar (FTS) (Bosona et al., 2013; Storoy et al., 2013). O FTS consiste huma

estratégia pro-ativa que se baseia na informacédo relativa a qualidade e seguranca dos alimentos,

facilitando na identificagdo dos produtos alimentares afetados, e que permite especificar o tipo de

incidente, onde e quando ocorreu e, principalmente, guem é o responsavel pela falha.

De acordo com Bosona et al., (2013), a implementacdo destes sistemas como parte

integrante da gestdo logistica pode ser bastante til para:

a)

b)

c)
d)

€)
f)

9)

h)

Identificar o FTS apropriado para cada empresa de alimentos e incorporar numa fase inicial
do design do sistema de logistica da empresa;

Reduzir a imprecisdo na definicdo de rastreabilidade alimentar;

Facilitar a implementacéo de FTSs;

Treinar os funcionarios em como lidar com produtos alimentares;

Simplificar o servigo de manutencéo (caso o sistema de rastreabilidade falhe);

Aplicar dispositivos de rastreabilidade facilmente transmissiveis para parceiros e fortalecer
a conectividade de informacdes ao longo da cadeia de fornecimento de alimentos;
Aumentar a troca de comunicacdo e conhecimento entre especialistas em logistica e
especialistas em tecnologias de informagéo;

Utilizar o banco de dados integrado para avaliar o desempenho de FTSs, gestéo de logistica

e gestdo da cadeia de fornecimento de alimentos.
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Segundo Bosona et al., (2013), muitas sdo as preocupacdes/forcas motrizes que

impulsionam o desenvolvimento e implementacdo de FTSs:

Legislativa — estabelecimento de nova legislagdo, introduzidas para abordar as
preocupacdes de qualidade e seguranca alimentar;

Qualidade e Seguranca — crises relacionadas com a seguranca alimentar, como a BSE e
crise das dioxinas;

Social —aumento da confiancga dos consumidores, mudanca de estilos de vida e aumento da
conscientizagdo sobre a sua salde;

Econdmica — melhor acesso ao mercado, melhores precos dos produtos e o financiamento
do governo sdo apontados como incentivos ao estabelecimento de FTSs, apesar do grande
investimento inicial;

Tecnologica — desenvolvimento de novos dispositivos de rastreabilidade (nano-
tecnoldgicos), mais simples e econémicos estdo a ser desenvolvidos, para fazer face aos

iniciais sistemas que requerem dispositivos mais complexos e dispendiosos.

A The TraceFood Framework, financiada pela UE, consiste numa colaboragdo entre

diversos projetos relacionados com a rastreabilidade de produtos alimentares, especialmente o

projeto integrado TRACE onde a maior parte do trabalho relacionado a especificacdo, design e

teste da estrutura ocorreu (Storoy et al., 2013).

O projeto Trace indica alguns métodos e principios bem estabelecidos subjacentes a

implementacdo de um eficiente sistema de rastreabilidade na industria alimentar (Storoy et al.,

2013):

12

Identificacdo Unica de unidades rastreaveis — necessidade de criar uma unidade de
rastreabilidade Unica (TRU). Segundo o artigo 3° da diretiva 1760/2000/CE, um dos
elementos mais importantes para o sistema de identificacdo e registo de bovinos é a
identificacdo Unica individual;

Transformacdo documentada — acompanhamento de todos os produtos em qualquer ponto
da cadeia de abastecimento e registo de qualquer transformacdo a que o produto seja
submetido;

Troca standardizada de informagdo: de modo a facilitar o intercambio eletronico das
informacdes relativas aos produtos, sdo necessarios standards internacionais, que devem
descrever o0 modo como a informacdo deve ser formulada, enviada e recebida, e ainda

como cada elemento informativo deve ser identificado, medido, interpretado e armazenado.

A estratégia da The TraceFood Framework assenta nos parametros identificados na Figura



3, tendo esta ja& servido de base a diversos estudos piloto direcionados a produtos alimentares como
agua mineral, mel, peixe, marisco e criagao de aves (Storoy et al., 2013).

Principio da Principios da

Identificagdo documentacdo da
Unica

transformagéo das
unidades produzidas

Orientages Linguagem
genéricas de . genérica para
implementagdo intercambio
Trace Food i
Orientagbes de ;
§pl tacio Linguagem
mplemen m
; p‘ % v especifica de cada
especificas de cada
setor para

setor . A !
intercambio

Figura 3 - Componentes da The TraceFood Framework. Adaptado de Storoy et al. 2013.

A implementacédo de projetos onde o TraceFood Framework foi utilizado, demonstrou que
0 principal obstaculo para uma implementagdo bem-sucedida e eficiente de sistemas de
rastreabilidade em cadeias de produtos alimentares é organizacional e ndo técnico como se
pensava. De um modo geral, as empresas do setor alimentar ndo se encontram motivadas para
implementar novos padrdes de rastreabilidade e intercdmbio de informagdes, por acharem que essas
acOes vao ter um custo adicional e por ndo estarem cientes dos beneficios associados. Além disso,
as empresas nao estdo dispostas a fazer mudancas nas suas praticas operacionais atuais e, por outro
lado, estdo preocupadas com a seguranca dos dados, ndo estando na grande maioria das vezes
dispostas a compartilhar informacdes confidenciais (Storoy et al., 2013).

As crescentes exigéncias impostas pela legislacdo da UE, relativamente a rotulagem e
rastreabilidade dos alimentos induziram a uma grande pesquisa para 0 desenvolvimento de
metodologias moleculares fiaveis, sensiveis e robustas, para a autenticacdo de produtos

alimentares, mesmo quando aplicadas em alimentos com matrizes complexas (Fajardo et al., 2010).

1.4. Métodos utilizados para a identificacdo de espécies em produtos carneos

De modo a salvaguardar os consumidores, tornou-se imprescindivel o desenvolvimento e

estabelecimento de métodos rapidos e fiaveis, que permitissem a detecdo de adulteracGes

13



fraudulentas, ou seja, que possibilitassem a quantificacdo quer das espécies esperadas, quer das
espécies indevidas presentes em produtos com matrizes complexas (Koppel et al., 2009).

A escolha dos diferentes métodos a utilizar para a identificacdo de espécies e autenticidade
de produtos alimentares depende de diversos fatores, como a matriz, especificidade e sensibilidade
pretendidas e da rapidez necessaria (Quinta et al., 2008).

Uma vez que as substituicbes em artigos similares ocorrem, muitas vezes, em misturas
complexas, torna-se extremamente dificil distinguir as espécies presentes. A falta de identificagdo
morfol6gica das diferentes espécies nos processados de carne destaca a importancia da analise de

proteinas e ADN, no suporte do sistema de rotulagem.

1.4.1. Métodos baseados na analise de proteinas

Desde a década de 1980, que tém vindo a ser desenvolvidas técnicas imunolégicas e
moleculares para a identificacdo de espécies em produtos alimentares e consequente avaliagdo da
sua autenticidade. Inicialmente, muitos dos métodos baseavam-se na analise de proteinas, incluindo
técnicas eletroforéticas, cromatogréficas e ensaios imunoldgicos, as quais exigem a detegdo de
proteinas especificas de espécie (Camma et al., 2012; Jorfi et al., 2012). No entanto, estas técnicas
com o passar do tempo cairam em desuso, devido a sua baixa especificidade e inadequacéo no caso
de matrizes complexas e sujeitas a processamentos, como é o caso de produtos que tenham sido
congelados ou pré-cozinhados, que conduzem & degradagdo destas biomoléculas (Rojas et al.,
2010). Embora ndo sejam muito utilizadas atualmente, estas técnicas apresentam vantagens como a
elevada sensibilidade e rendimento de amostras, se considerarmos amostras de carne crua (Soares
etal., 2013).

o Técnicas eletroforéticas

As técnicas eletroforéticas podem ser aplicadas na identificacdo de espécies, uma vez que
0s produtos carneos sdo uma mistura de tecidos, constituidos essencialmente por proteinas. A
composicao proteica de um determinado produto pode variar consoante o tipo de tecido, o0 método
de armazenamento utilizado e o tipo de processamento a que o produto é sujeito (Montowska &
Pospiech, 2011). Na eletroforese, ocorre a separacdo das moléculas através da migracdo de
particulas, sob a influéncia de um campo elétrico, sendo que a carga destas depende do pH do
meio. Deste modo, é possivel obter separacGes de elevada resolucdo das misturas de proteinas. A
eletroforese em gel de poliacrilamida e dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) é o método
eletroforético mais utilizado para a analise qualitativa de misturas de proteinas. Outros dos métodos

utlizados sdo: o0 método de focagem isoelétrica (IEF), onde ocorre a separacdo das moléculas de
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acordo com 0s seus pontos isoelétricos, e 0 método de eletroforese bidimensional (2-DE), que
resulta da combinacéo do método de IEF com o SDS-PEGE (Wilson et al., 2010).

o Técnicas Cromatogréficas

A cromatografia € um processo de separacdo muito especial, na medida em que permite
separar compostos de misturas complexas com elevada precisdo. Mesmo elementos muito
similares, como as proteinas que podem variar apenas num aminoacido, podem ser separados por
cromatografia.

As técnicas cromatograficas funcionam com base na separagdo das substancias de uma
mistura em componentes individuais, através da determinacdo das propriedades de cada um dos
componentes (Montowska & Pospiech, 2011). A cromatografia define-se como um processo de
separacdo de componentes de uma amostra pela sua distribuicdo entre um fluido corrente (fase
movel) e um adsorvente (fase estacionaria). No que respeita a fase estacionéria, esta pode ser
s6lida, um liquido adsorvido a um sélido ou um gel. Por outro lado, a fase mdvel pode ser um
liquido ou um géas (Mota et al., 2006). Posteriormente a separacéo é realizada a quantificacéo, o que
permite identificar quase todo o tipo de moléculas presentes num alimento (Montowska &
Pospiech, 2011).

Conforme o tipo de eluente utilizado, pode considerar-se a cromatografia liquida (LC) e a
cromatografia gasosa (GC). A primeira, em particular a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), tem a capacidade de detetar aminoacidos, proteinas, compostos fenélicos e hidratos de
carbono. Por sua vez, a GC é mais adequada quando se trata da analise de moléculas volateis ou
semivolateis (Reid et al., 2006). Estas técnicas apresentam algumas desvantagens, como o elevado

custo, elevado tempo de espera e a complexa execugdo (Asensio et al., 2008).

o Ensaios Imunolodgicos

Os ensaios imunoldgicos sdo amplamente utilizados na identificacdo de produtos carneos,
dependendo de diversos fatores, como o grau de processamento, teor de gordura e nivel de
maturacdo. Estes sdo métodos rapidos, econémicos, de facil execucdo, especificos e sensiveis,
quando o analito alvo é conhecido, sendo por estes motivos ideais para a detecdo qualitativa e
quantitativa de diversos tipos de proteinas (Asensio et al., 2008; Mafra et al., 2005).

Embora os ensaios imunoldgicos sejam muito utilizados para verificar a autenticidade dos
alimentos, estes apresentam algumas limitacdes que condicionam a sua utilizacdo. Algumas dessas
limitagdes prendem-se com a falta de precisao e pela possibilidade de falha na detecdo de espécies

em produtos processados, onde as proteinas sdo desnaturadas (alteracdo dos epitopos) durante o
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tratamento térmico. Isto deve-se ao facto de estes métodos serem otimizados para proteinas no seu
estado nativo, ou seja, a sua estrutura deve estar o mais proximo possivel do estado natural, para o
sucesso do método (Nau et al., 2009; Soares et al., 2010). Para além disto, os ensaios imunoldgicos
apresentam dificuldades iniciais na producdo de um anticorpo especifico para uma proteina em
particular quando ndo existem kits comerciais, 0 que os torna muito dispendiosos (Reid et al.,
2006). Existe ainda a possibilidade de ocorrerem reacbes cruzadas com proteinas de espécies
estreitamente relacionadas e de ndo ser possivel detetar diferencas na composi¢do dos aminoacidos,
entre proteinas (Di Pinto et al, 2005; Pfeiffer et al., 2004; Popping et al., 2010).

Os métodos imunoldgicos mais utilizados para a identificacdo de espécies animais sdo 0s
ensaios em tiras de fluxo lateral, ELISA e a técnica de Western blot, apesar desta Gltima ser mais

apropriada para investigacdo do que para analises de rotina.

Tiras de Fluxo Lateral

As tiras de fluxo lateral utilizam dois tipos de anticorpos imobilizados e especificos para a
proteina alvo, que sdo agrupados por um reagente corado, numa tira de nitrocelulose (Figura 4). Ao
entrar em contato com a amostra em andlise, o anticorpo marcado é solubilizado, ligando-se a
proteina alvo (antigénio) e quando este complexo antigénio-anticorpo migra através da tira, passa
através do local de ligacdo do segundo anticorpo (marcado). Se a amostra for positiva da-se a
ligacdo deste segundo anticorpo ao complexo anteriormente formado e surge uma primeira banda
corada, seguida de uma segunda banda controlo que comprova que houve uma migragdo correta
através da tira. Se a amostra for negativa, surge apenas uma banda (a segunda). Estes ensaios
apenas indicam a auséncia ou presenca do analito alvo ou estabelecem o limite semiquantitativo do
resultado (Mafra et al., 2005; Mark et al., 2010).
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Figura 4 - Representacdo esquematica da técnica tiras de fluxo lateral. Adaptado de Mark et al. (2010).
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ELISA

O método ELISA tem como base a imobilizacdo de um antigénio ou um anticorpo a uma
superficie sOlida, e posterior detecdo de reagcfes antigénio-anticorpo, através de enzimas que
convertem um substrato num produto cromatico. As duas formas mais comuns de ELISA utilizadas
na analise de componentes alimentares sdo 0 método indireto e o método sandwich (Figura 5) (Ali
et al., 2012). Tanto um método como o outro envolve uma proteina que catalisa uma reagao
bioquimica (enzima) para detetar a presenca de um antigénio ou anticorpo numa amostra. Os
anticorpos e as proteinas que ndo se ligam sdo eliminados, ficando apenas retidos na superficie
s6lida os complexos anticorpo-proteina. Geralmente, o anticorpo marcado encontra-se ligado a uma
enzima, que origina um produto corado aquando a presenca do substrato (Asensio et al., 2008).

O método de ELISA pode ser aplicado em analises qualitativas, que apenas fornecem
resultados positivos ou negativos, ou seja, SO se verifica a presenca ou auséncia de determinada
proteina/péptido, mas também se pode aplicar em analises quantitativas, através da interpolacéo da
intensidade da fluorescéncia com uma curva standard gerada por diluicbes em série da proteina
alvo (Ali et al.,, 2012). Alguns das restricdes deste método dizem respeito a reduzida
disponibilidade de diferentes anticorpos para as diversas espécies existentes (Ali et al., 2012; Lin et
al., 2014), a existéncia de proteinas especificas de tecido (Camma et al.,, 2012) e ainda a
possibilidade de ocorrer reagdes cruzadas entre espécies relacionadas (Ali et al., 2012). Para além
disto, alguns autores consideram que este método ndo se adequa a analises alimentares de rotina,
pois a atividade bioldgica da maior parte das proteinas é perdida ap6s o animal ser morto (Lin et
al., 2014). Todas estas limitacGes afetam a sensibilidade do método, impossibilitando a aplicacao

do mesmo em amostras de matrizes complexas, compostas por diversas espécies (Ali et al., 2012).

Substrato

Anticorpo Secundario

CSubstrato J Conugado

Anticorpo Primério Anticorpo de
Conjugado Captura

Meétodo Direto Método Sandwich

Figura 5 - Método ELISA, Direto e Sandwich. O antigénio de interesse € imobilizado por adsorgdo direta a
placa de ensaio ou pela ligagdo a um anticorpo de captura a superficie da placa. A dete¢do do antigénio
ocorre utilizando um anticorpo primario/secundario conjugado. Adaptado de Overview of ELISA (Thermo
Fisher Scientific).
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Western blot

Esta € uma técnica qualitativa com elevada especificidade, que fornece resultados do
género presente ou ausente. A separacdo das proteinas normalmente é efetuada por SDS-PAGE,
transferéncia dos componentes do gel para uma membrana de nitrocelulose, blogueio dos locais de
ligacdo das imunoglobulinas na membrana e adi¢do de anticorpos como sonda (Figura 6). Néo s
por ser demorado, mas também devido ao elevado numeros de procedimentos, este método é mais

utilizada em investigacdo do que em analises de rotina (Mafra et al., 2005).

Substrato

Anticorpo secundario .
conjugado com a enzima l

Proteina alvo

Anticorpo Secundario

l Anticorpo Primario

Figura 6 - Representacdo esquematica da técnica Western blot. Adaptado de Hegyi et al. (2013).

o Protedmica

A abordagem protedmica usando a Espetrometria de Massa (MS) permite determinar o
peso molecular e a sequéncia de aminoacidos de péptidos e proteinas, utilizando a sequenciacédo N-
terminal baseada na degradacdo de Edman. O desenvolvimento de técnicas de ionizacdo como
MALDI e ESI possibilitam a ionizagdo (de modo suave, preservando a estrutura polipeptidica)
rapida de péptidos e proteinas antes da analise MS, permitindo assim a sua utilizacdo como
biomarcadores precisos e confiaveis, capazes de determinar a composicdo de produtos a base de
carne (Sentandreu & Sentandreu, 2014). A MS permite a execucdo de analises qualitativas e
quantitativas, devido a sua elevada especificidade. Um claro exemplo disto foi apresentado por
Sentandreu et al. 2010, que identificaram biomarcadores peptidicos para porco, vaca, frango e peru,
apos a digestdo e hidrdlise de proteinas miofibrilares.

A abordagem protedmica apresenta um grande potencial em termos de robustez e
confiabilidade na autenticagdo de produtos carneos processados. A extracdo de péptidos e proteinas
é mais acessivel em comparagdo com os procedimentos de extracdo de ADN, o que facilita o

desenvolvimento de protocolos de extracdo padronizados (Sentandreu & Sentandreu, 2014). Outra
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das vantagens desta técnica diz respeito & possibilidade de detecdo de proteinas especificas de
tecido, possibilitando distinguir entre tecidos da mesma espécie (Primrose et al., 2010; Sentandreu
& Sentandreu, 2014). Para além disto, a resisténcia da estrutura primaria das proteinas as rigidas
condicbes de processamento, aumenta a confianca do processo de quantificacdo das mesmas
(Sentandreu & Sentandreu, 2014).

1.4.2. Métodos baseados na analise de ADN

Todas as dificuldades associadas aos métodos baseados na andlise de proteinas para o
estudo da autenticidade de produtos cérneos estimularam a aplicacdo de técnicas biomoleculares,
baseadas na amplificacdo de ADN (Mafra et al., 2008; Ong et al., 2007). Os métodos moleculares
baseados na analise de ADN mostraram um limite de detecdo muito baixo (Ballin et al., 2009),
desempenhando atualmente um papel central na identificagdo de espécies em misturas de carne

crua ou cozinhada (Dooley et al., 2004; Sol et al., 2015).

1.4.2.1. ADN alvo a amplificar

Em comparagdo com os métodos baseados na analise de proteinas, os métodos baseados na
analise de ADN apresentam diversas vantagens, como a elevada estabilidade da molécula de ADN
quando comparada com as proteinas, o contetdo de informacdo presente na molécula de ADN é
maior do que nas proteinas, devido & degeneracdo do codigo genético (varios codBes codificam o
mesmo aminoacido), a ubiquidade em todos os tipos de células (Amaral et al., 2014), a sua
variabilidade Unica e a existéncia de sequéncias especificas de espécie (Camma et al., 2012).

Embora os acidos nucleicos presentes nos alimentos ndo tenham qualquer valor nutricional,
estes sdo carateristicos de cada produto alimentar. Assim, a partir da analise especifica dos acidos
nucleicos, é possivel determinar a presenca ou auséncia de um componente, ou identificar as suas
carateristicas especificas num determinado alimento.

Uma diversidade de métodos baseados na andlise de ADN tem sido utilizada na
autenticacdo de produtos alimentares, sendo que a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) se
apresenta como uma alternativa rapida, simples, de elevada sensibilidade e especificidade (Mafra et
al., 2008; Soares et al., 2010). Outra das vantagens das técnicas baseadas na PCR diz respeito a sua
versatilidade, que permite o isolamento e extracdo de ADN a partir de diferentes materiais de
origem, podendo aplicar-se esta técnica quer em amostras liquidas, quer em amostras de elevada
rigidez (Natonek-Wisniewska et al., 2013).

As técnicas biomoleculares tém sido, nos ultimos anos, amplamente utilizadas no controlo

de alimentos para consumo humano e animal (Sol et al., 2015), sendo que, consoante a finalidade
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do ensaio, podemos recorrer a0 ADN gendmico (JADN) ou ao ADN mitocondrial (mtADN)
(Ballin et al., 2012; Ballin et al., 2009).

A selecdo adequada do marcador de ADN é extremamente importante e constitui um papel
fundamental em qualquer método baseado na técnica de PCR. O genoma mitocondrial tem
demonstrado ser uma melhor opgdo para diagnésticos moleculares em produtos de origem
alimentar, apresentando diversas vantagens em relagdo ao ADN nuclear. O mtADN encontra-se
presente nas células em elevado numero de copias, aumentando a probabilidade de ser detetada
uma sequéncia especifica, mesmo quando esta presente em pequenas gquantidades, bom como a
probabilidade de se amplificarem fragmentos muito pequenos, resultantes do processamento
térmico a que os alimentos estdo sujeitos (Bottero et al., 2011; Fajardo et al., 2008; Fajardo et al.,
2010).

A composicdo do mtADN, livre de sequéncias repetitivas, intrbes complexos e
pseudogenes, torna-se mais organizada comparativamente a do gADN (Zha et al., 2010). Além
disso, 0 mtADN é haploide, quase exclusivo de heranga materna e ndo-recombinante, o que permite
estabelecer ligacBes genéticas. O numero de mitocdndrias existente por célula depende da sua
atividade metabolica, sendo que no caso de uma célula animal, podem ser encontradas até 1000
mitocondrias (cada mitocondria possui entre 2 a 6 moléculas de ADN) (Fajardo et al., 2008;
Murugaiah et al., 2009). O elevado nimero de ndmero de mitocondrias presentes na maioria das
células é a principal vantagem deste tipo de ADN na determinacdo de espécies, refletindo-se num
menor limite de detecdo (LOD), ou seja, numa maior sensibilidade da PCR (Ballin et al., 2012;
Ballin et al., 2009; Camma et al., 2012; Rojas et al., 2010; Yang et al., 2014; Zha et al., 2010). O
mtADN ¢ herdado somente por via materna e nao sofre recombinacgdes, apresentando-se mais
conservado que o gADN. Para além disto, 0os genes mitocondriais apresentam uma taxa de mutacao
relativamente elevada, conseguindo evoluir mais rapidamente que os genes nucleares, o que facilita
a identificacdo de espécies filogeneticamente relacionadas (Fajardo et al., 2010). Outra carateristica
do mtADN extremamente importante e que o distingue do gADN refere-se a resisténcia do mtADN
a fragmentagdo, apds exposicdo a elevadas temperaturas, favorecida pela sua forma circular
(Sentandreu & Sentandreu, 2014; Yang et al., 2014). Num estudo efetuado por Musto (2011), foi
possivel verificar que a intensidade da banda produzida em gel de agarose, era superior quando a
sequéncia amplificada correspondia a mtADN (comparando com a banda de gADN), indicando
assim gue o gADN sofre mais fragmentagéo (Musto, 2011).

Uma vez que existe variagcdo do numero de cdpias de genes mitocondriais por células, entre
diferentes espécies, diferentes individuos da mesma espécies e diferentes tecidos do mesmo
individuo, surgem limitacOes na utilizacdo do mtADN para a detecdo e quantificacdo de espécies
especificas (Ballin, 2010; Bottero et al., 2011).
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A PCR, quando realizada com gADN, pode ter como alvo sequéncias de cdpia Unica ou
sequéncias repetitivas, como microssatélites, minissatélites, satélites, transposdes, SINE e LINE,
que diferem entre si na sua localizacdo, organizacéo e abundéncia (Ballin et al., 2009). Se por um
lado, as sequéncias de cOpia Unica permitem a obtencdo de medi¢des quantitativas mais coerentes
(Sentandreu & Sentandreu, 2014), por outro, as sequéncias repetitivas permitem a obtengdo de um
menor LOD (Ballin et al., 2012). Tanto numa analise qualitativa como quantitativa, a escolha da
técnica analitica e da sequéncia de ADN a analisar ttm uma enorme influéncia no LOD e por

consequéncia, na sensibilidade do sistema de amplificagcdo (Ballin et al., 2009).

1.4.2.2. Sequéncias alvo

Os genes mitocondriais tém sido amplamente utilizados em estudos filogenéticos,
aumentando o nimero de sequéncias de referéncia em bases de dados e possibilitando uma melhor
avaliagdo da variabilidade intra e inter especifica (Bottero et al., 2011; Teletchea, 2009). A grande
variabilidade dos genes mitocondriais existentes permite uma identificagdo credivel ao nivel da
espécie (Bottero et al., 2011).

Entre os genes mitocondriais, 0 gene do citocromo b (cytb), D-loop, subunidades
ribossomais 12S e 15S, COIll e ATPase8, sdo os marcadores mais utilizados para autenticacdo de
produtos carneos (Fajardo et al., 2010; Yang et al., 2014). A subunidade ribossomal 12S foi
utilizada na identificacdo de espécies como bufalo, carneiro e vaca (Girish et al., 2005). A
sequéncia mitocondrial D-loop possibilitou o desenho de primers especificos para detetar diversas
espécies animais, como a cabra, ovelha, porco e veado (Fajardo et al., 2008).

O gene do ctyb apresenta regibes conservadas e regibes de elevada variabilidade
(Mohamad et al., 2013; Teletchea, 2009), o0 que possibilita uma reconstru¢do mais precisa e com
elevada resolucdo da filogenia dos mamiferos, devido a sua elevada taxa de conservacdo intra-
espécie e a consideravel variabilidade da sua sequéncia inter-espécie (Amaral et al., 2014; Rahman
et al., 2014; Yusop et al., 2012). Tudo isto contribui para que este seja 0 gene universalmente mais
utilizado em anélises de identificacdo de espécies (Amaral et al., 2014; Dooley et al., 2004;
Teletchea, 2009; Yusop et al., 2012).

Além dos genes mitocondriais, também tém sido descritos genes nucleares para a
discriminacdo de espécies de carne, devido a existéncia de intrbes de diferentes tamanhos que
permitem a amplificacdo de fragmentos de ADN especificos de espécie. Alguns exemplos de genes
nucleares sdo o gene da hormona de crescimento (GH), o gene recetor da melanocortina 1 (MC1R),
0 gene da actina e o gene 18 srARN (Fajardo et al., 2010; Mohamad et al., 2013).
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1.4.23. Extracéo e isolamento de ADN

A eficiéncia e o sucesso dos métodos baseados na analise de ADN dependem da escolha
certa do método de extracdo e purificacdo dos acidos nucleicos. Assim, 0 método de extracdo
escolhido deve ser eficaz, de modo a obterem-se extratos de ADN de elevada qualidade e pureza,
livres de inibidores que poderdo afetar o sucesso da amplificacdo (Di Pinto et al., 2005; Somma,
2006). Uma vez que os produtos alimentares sdao matrizes complexas, a escolha do método de
extracdo estd dependente da origem do material biologico, do processamento a que foram
submetidos (térmico, quimico, enzimético) e da presenca de potenciais inibidores de amplificacdo
de ADN, como polissacarideos, polifendis, proteinas (Mafra et al., 2008; Popping et al., 2010;
Stefanova et al., 2013), e dleos e gorduras (Safdar et al., 2015).

Existe uma grande diversidade de métodos de extracdo e purificacdo de ADN, sendo que a
escolha da técnica mais apropriada deve ter sempre em conta alguns critérios fundamentais, como o
acido nucleico alvo da extracdo, a matriz do produto alimentar (origem do tecido e processamento),
quais os resultados desejados (concentracdo e pureza) e qual a aplicacdo futura (PCR, clonagem,
entre outras) (Somma, 2006). Nos ultimos anos, tém sido empregues varios métodos de extragdo de
ADN de produtos carneos (Tabela 2), destacando-se o método baseado no reagente CTAB

(brometo de cetiltrimetilamonio) e os kits comerciais.
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Tabela 2 — Diferentes métodos de extracdo empregues em produtos carneos.

Método de extragdo Referéncias
Gryson et al., (2004)
Mayer & Hochegger (2011)
CTAB modificado Pirondini et al., (2010)
Stefanova et al. (2013)
Aida et al., (2005)
Dalmasso et al., (2004)
DNeasy Tissue Kit (Qiagen) Farrokhi & Joozani (2011)
La Neve et al., (2008)
Murugaiah et al. (2009)
Fenol-Cloroférmio Muhammed et al., (2015)
GenElute™ Mammalian Genomic DNA | Chisholm et al., (2008)

Extaction Kit (Promega)

NucleoSpin® Food (Macherey-Nagel) Sol et al., (2015)
QlAamp DNA Micro Kit (giagen) Tobe & Linacre (2008)
SureFood® Prep Animal X Kit (R-Biopharm) Demirhan et al., (2012)
Tissue Mini Kit (Qiagen) Di Pinto et al. (2005)

Ghovvati et al., (2009)
Brodmann et al., (2003)
Chisholm et al. (2008)
Wizard® DNA Clean-up System Kit (Promega) | Fajardo et al. (2008)
Martin et al. (2007)
Rojas et al. (2008)
Wizard® Magnetic DNA Purification for Food | Lanzilao et al., (2005)

(Promega) Stefanova et al. (2013)
Wizard® Plus Minipreps DNA Purification | Koppel et al. (2009)
System (Promega) Koppel et al. (2011)

A extracdo de acidos nucleicos, das mais diversas matrizes alimentares, pressupde a lise
celular, a inativacdo de nucleases intercelulares e a separacdo dos acidos nucleicos dos restantes
compostos celulares. O processo de lise celular deve ser o mais rigoroso possivel, de forma a

romper as paredes/membranas celulares, sem danificar os acidos nucleicos, podendo ser provocado
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por rutura mecanica, tratamento quimico ou por digestdo enzimatica. A inativacdo das nucleases
intercelulares pode ser feita em conjunto com a lise da membrana, utilizando uma solucdo que
contenha detergentes que solubilizem as membranas e sais que inativem as nucleases.
Posteriormente, a separacdo dos restantes compostos celulares é facilitada, por via de um processo
de centrifugacdo ou precipitacdo (Somma, 2006).

1.4.2.4, Técnica de PCR Convencional

De todos os avancos tecnol6gicos que a biologia molecular moderna sofreu, a técnica de
PCR é claramente o mais util. Esta metodologia foi desenvolvida por Kary Mullis, em 1984, com o
intuito de suprimir as limitagdes de sensibilidade inerentes aos protocolos de detegdo existentes
(Mullis et al., 1986). A técnica de PCR tem como principio base gerar multiplas copias de uma
sequéncia alvo de ADN, com recurso a um par de primers (oligonucledtidos), sendo que cada um
hibrida com uma cadeia da molécula de ADN alvo, multiplicando exponencialmente a regido por
eles delimitada (Ballin et al., 2009; Kashani, 2014; Mafra et al., 2008).

A reagdo ocorre em trés etapas distintas, determinadas por diferentes temperaturas e que
permitem a desnaturacdo da dupla cadeia de ADN, o annealing dos primers e a extensdo das
cadeias (Figura 7) (Popping et al., 2010; Somma, 2006). Na primeira etapa, desnaturacdo de ADN,
ocorre a separacdo da dupla cadeia de ADN, por desnaturacdo térmica (T > 90 °C). Assim, com o
aumento da temperatura, as ligacBes por pontes de hidrogénio sdo quebradas, aumentando
consequentemente o numero de bases desemparelhadas. A reacéo apenas termina quando todas as
cadeias duplas se transformaram em cadeias simples. Posteriormente, as temperaturas baixam (50
°C <T< 60 °C) e o par de primers (forward e reverse) adicionado a reacdo liga-se a sequéncia
complementar, delimitando o fragmento de ADN especifico. A temperatura de annealing é
especifica para cada método e é essencial para a otimizacdo do processo. Por ultimo, ocorre a
extensdo das cadeias por agdo da polimerase de ADN (72 °C <T< 78 °C). Esta enzima sintetiza a
cadeia complementar, na dire¢do 5°-3’, com a ajuda de nucledtidos trifosfatos (ANTPs) presentes na
reacdo. A duracdo desta etapa depende do tamanho da regido de ADN que se pretende amplificar
(quanto maior, mais tempo serd necessario). No final de cada ciclo de PCR, obtém-se duas novas
cadeias de ADN, que servem de molde para o préximo ciclo e assim sucessivamente. Pode entdo
concluir-se que o resultado da PCR é o aumento exponencial do nimero total de fragmentos
especificos e cuja abundancia é representada por um crescimento exponencial 2", onde o n

representa o nimero de ciclos (Joshi & Deshpande, 2010; Somma, 2006).
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30 a 40 ciclos constituidos por 3
etapas:

1* Etapa: Desnaturacio

KN 2* Etapa: Annealing

3* Etapa: Extensdo

Figura 7 - Representacdo esquematicas das etapas da PCR. Adaptado de Popping et al., (2010).

Dependendo da qualidade de ADN inicial, este ciclo de temperaturas €, normalmente,
repetido 25 a 40 vezes. O sucesso da PCR depende ndo s6 da temperatura e dos ciclos de

amplificacdo, mas também dos componentes que compdem a reagao:

o ADN alvo: a amplificagdo por PCR pode ser normalmente realizada se existir, pelo menos,
uma cépia intacta do gene alvo, sendo que quanto maior for o nimero de copias do gene
alvo, maior é a probabilidade da reacdo de amplificacdo ter sucesso. E extremamente
importante realgar que o extrato deve ser 0 mais puro possivel, por forma a evitar inibi¢oes

enzimaticas no decorrer da amplificag&o.

o Primers (forward e reverse): estes dois oligonucleotidos iniciadores conferem elevada
especificidade a técnica de PCR, quando desenhados de forma correta. Os primers sdo
cadeias curtas que definem o local onde se inicia a replicacdo do ADN e sdo obtidos a
partir de sintese quimica. Geralmente atuam em conjuntos de dois iniciadores diferentes,
gue ndo devem ser complementares entre si mas que sdo complementares ao local de
reconhecimento no segmento de ADN alvo a ser amplificado.

O seu comprimento varia entre 18 e 25 nucledtidos, devendo conter entre 40% a 60% de
bases GC (Guanina e Citosina). De modo a aumentar a hibridacdo da extremidade que se
pretende estender, sempre que for possivel, a extremidade 3’ do primer deve ter uma
grande quantidade de bases Citosina (C) e Guanina (G). Para além disto, o tamanho dos
primers também tem uma enorme influéncia na eficiéncia da hibridacdo. Assim, quanto

maior for o tamanho destes, menos eficaz sera a hibridacdo. Na analise de alimentos muito
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processados o par de primers deve ser desenhado, de modo a produzir um fragmento de
tamanho pequeno (inferior a 150-200 pares de bases (pb)).

o ADN polimerase: enzima capaz de sintetizar uma nova molécula de ADN de cadeia dupla,
atuando sempre na dire¢do 5’-3’. Uma vez que a técnica de PCR envolve diversos ciclos de
elevadas temperaturas, a enzima dever ser termoestavel, ou seja, resistente a elevadas
temperaturas. Este tipo de enzimas é, por norma, isolada de bactérias que residem em
fontes de &guas termais. A enzima mais utilizada em PCR é a Taq polimerase, extraida e
purificada a partir da bactéria termofilica, Thermus aquaticus (Taq).

o Tampdo de reagdo: o tampdo regula o pH da reacdo e a sua composicdo depende das
carateristicas da enzima utilizada na reacdo, dai ser comercializado normalmente com a
ADN polimerase. Uma maior atividade da ADN polimerase é observada com tampdes de

pH acima de 8.

o dNTPs: os desoxirribonucleétidos trifosfatados livres sdo os quatro nucledtidos do ADN,
desoxiadenina trifosfato (dATP), desoxicitosina trifosfato (dCTP), desoxiguanina trifosfato
(dGTP) e desoxitimina trifosfato (dTTP). A presenca de dNTPs é fundamental para a
construgdo da nova cadeia dupla sintetizada pela ADN polimerase. A concentragdo dos

quatro dNTPs deve ser equivalente, de modo a minimizar erros de incorporagao.

o Concentracdo de ides Mg®: 0 Mg* é um dos componentes mais criticos na reagdo de
PCR e a sua concentragdo pode interferir na eficiéncia e especificidade da mesma. Os iGes
Mg®* estimulam a atividade da ADN polimerase e formam um complexo soltvel com os
dNTPs, de modo a facilitar a sintese da nova cadeia de ADN. Por norma, uma baixa
concentragdo destes ides pode provocar baixo rendimento na reagdo de amplificagéo e uma
elevada concentracdo pode levar a producdo de produtos ndo especificos. A concentragdo

de Mg?®* deve ser otimizada para cada reacio.

e Agua: deve ser ultra pura, isenta de nucleases de ADN e ARN, e isenta de qualquer outro

componente que possa inibir a reagdo de PCR.

Os fragmentos de ADN (amplicdes) produzidos pela PCR sdo, geralmente, visualizados
através da eletroforese em gel de agarose. Este € um método sensivel, rapido e normalizado, que
permite separar e identificar fragmentos de ADN, através da migracdo de moléculas de ADN sob
acdo de um campo elétrico. Uma vez que os &cidos nucleicos tém carga negativa, a pH neutro, as
moléculas migram do pélo negativo para o polo positivo, separando-se de acordo com o tamanho
dos fragmentos. Existe sempre a possibilidade de aparecer uma banda com o mesmo tamanho do

fragmento alvo, que podera ndo corresponder ao fragmento pretendido, tornando-se necessario
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recorrer a outros métodos que permitam a confirmacao dos resultados de PCR.

Alguns dos métodos que podem ser utilizados para a confirmacao destes resultados sdo a
sequenciacdo dos fragmentos amplificados, hibridacdo especifica com sondas e recurso a enzimas
de restricdo (Mafra et al., 2008).

De modo a garantir a fiabilidade dos resultados, é necessario utilizar sempre controlos
positivos e negativos na reagdo de PCR. O controlo positivo (analito presente) permite comprovar a
eficacia da extracdo e amplificacdo e o controlo negativo (analito ausente) permite verificar a
ocorréncia de contaminacdes, durante a fase de extracao e purificacdo do ADN e na preparacdo da
reacdo de amplificacdo (Popping et al., 2010; Somma, 2006).

A técnica de PCR apresenta maior sensibilidade e especificidade, em relagdo a outras
técnicas utilizadas, constituindo por esse motivo uma ferramenta simples, rapida, sensivel e
especifica no que respeita a detecdo de constituintes de origem animal em alimentos (Fajardo et al.,
2010) e a detegdo de adulteracdo de carne e produtos derivados (Ali et al., 2012; Ulca et al., 2013).
Para além disto, esta técnica possibilita a amplificagdo de uma copia de ADN alvo, sendo por esse
motivo, 0 LOD mais baixo (Camma et al., 2012) do que o observado em métodos de analise
proteica. Esta particularidade é uma mais-valia para a determinacdo de espécies em amostras de
ADN de qualidade reduzida (Ballin et al., 2009).

No entanto, a PCR apresenta algumas desvantagens, como a necessidade de dados
especificos sobre a espécie alvo, para que os primers possam ser desenhados (Fajardo et al., 2010).
Para além disto, os resultados da PCR convencional apenas podem ser avaliados no final de todos
os ciclos de amplificacdo estarem concluidos (Ballin et al., 2009; Rojas et al., 2010), sendo a
analise feita com base na avaliacdo da dimensdo dos fragmentos (Biosystems, 2002). O risco de
contaminagdo e de falsos-positivos aumentam consideravelmente, devido ao manuseamento de
produtos amplificados (Rojas et al., 2010). Devido a isto, esta analise é unicamente qualitativa ou,
por vezes, semi-quantitativa, se forem efetuadas diluicGes da amostra, como modelo de comparacéao
(Ballin et al., 2009).

1.4.2.5. PCR em Tempo Real

De forma a solucionar os problemas gerados pela PCR convencional, surgiram métodos de
PCR quantitativa, como é o exemplo da PCR em tempo real, que tem como finalidade estabelecer
uma relacdo entre a concentracdo de ADN alvo e a quantidade de produto gerado pela PCR (Mafra
et al., 2005).

A PCR em Tempo Real — também designada de PCR quantitativa (Q-PCR, g-PCR, qrt-
PCR) — foi descrita, pela primeira vez nos anos 90, por Russell Higuchi e seus colaboradores

(Higuchi et al., 1993). Higuchi e os seus colaboradores construiram um sistema ao qual acoplaram
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uma camara de video, de modo a monitorizar todos os ciclos da PCR, o que lhes permitia assim
detetar o aumento da fluorescéncia durante a reacdo, devido a ligacdo de brometo de etidio as
moléculas de ADN de cadeia dupla, recém-sintetizadas. O brometo de etidio, quando ligado a
cadeia dupla de ADN, e excitado por luz UV, emitia uma fluorescéncia que aumentava com o
aumento da quantidade de ADN presente na amostra. Assim, 0 aumento do produto de PCR podia
ser visualizado a cada ciclo (Pfaffl et al., 2009; Valasek & Repa, 2005).

Esta técnica baseia-se nos principios gerais da PCR convencional, diferindo principalmente
na possibilidade de quantificacdo em tempo real do ADN amplificado em cada ciclo. A detecdo dos
produtos de amplificacdo € efetuada, atualmente, através da emissdo de fluorescéncia por parte de
fluordforos que séo incluidos na reagdo, deixando assim de lado o brometo de etidio utilizado
inicialmente. A quantidade de fluorescéncia emitida € diretamente proporcional a quantidade dos
produtos de PCR.

As fases de amplificacdo, detecdo e quantificagdo sdo totalmente automatizadas neste
método, ocorrendo em simultaneo e em tempo real. Para tal, esta técnica requer uma plataforma de
instrumentacdo que contém um termociclador com sistema 6tico para mensurar a emissdo de
fluorescéncia, e um computador com software para a aquisicao dos dados (Pfaffl et al., 2009).

A PCR em tempo real, em comparacdo com a técnica convencional, permite a
discriminacdo e medicdo de vestigios de diferentes espécies animais, em alimentos de composicéo
complexa. Enquanto técnica quantitativa, a PCR em tempo real tem sido amplamente aceite como
um ensaio robusto, devido a sua maior gama de detecdo, maior especificidade e sensibilidade,
menor risco de contaminacao, facilidade de execucéo e rapidez (Fajardo et al., 2008; Kesmen et al.,
2009; Pfaffl et al., 2009; Rojas et al., 2012). Esta técnica tem demonstrado ser um bom teste de
rotina, devido a possibilidade de discriminar diversas espécies simultaneamente, através da PCR
multiplex, com recurso a marcadores distintos, permitindo desse modo a analise de matrizes
complexas (Ballin et al., 2009). A utilizacdo de fluorescéncia para fins de detegdo elimina a
necessidade de realizar eletroforese em gel de agarose, 0 que permite a avaliagdo direta dos
resultados apds a PCR estar concluida e diminui ainda o risco de contaminacéo, pois a analise pos-
PCR ocorre num tubo fechado e sem intervencdo do operador (Fajardo et al., 2008; Kesmen et al.,
2009; Pfaffl et al., 2009; Rojas et al., 2012). Além disso, a PCR em tempo real permite a
identificacdo de pequenos fragmentos de ADN em comparagdo com a técnica convencional, o que
facilita a cinética da reacdo e torna possivel a andlise de alimentos crus e processados (Levin,
2004).

A par de todas estas vantagens, esta técnica também apresenta algumas limitagdes, como o
elevado custo dos equipamentos necessarios para a analise, o elevado custo das sondas especificas,

e o elevado nivel de competéncia técnica requerida para a elaboracdo dos protocolos (Pfaffl et al.,
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2009). Por outro lado, a elevada sensibilidade desta técnica, pode dificultar a distingdo entre
contaminagdo cruzada e praticas fraudulentas, em particular nos estudos de autenticagdo de
produtos alimentares (Bottero et al., 2011; Primrose et al., 2010).

A necessidade de desenvolver métodos que garantam resultados quantitativos cresceu,
devido a introdugdo de obrigacBes de rotulagem estabelecidas pelas Authorized Food Control
Agencies (Kashani, 2014). A quantificacdo exata de um ingrediente revela-se de extrema
importancia quando (Soares et al., 2014):

e 0 limite de contaminacdo acidental é estabelecido (quantidades < 0.9 % ndo é necessario

rotular — Commission Regulation EC No. 1829/2003);

e existe necessidade de verificar a veracidade dos rétulos face as quantidades declaradas dos
ingredientes utilizados;

¢ limite maximo de um ingrediente adicionado se encontra instituido.

Nos ultimos anos, muitos tém sido os ensaios descritos para a detecdo de espécies animais
como o cavalo, galinha, pato, porco e vaca. A PCR em tempo real permite a detecdo de
pequenissimas quantidades de ADN de diversas espécies animais em produtos com composi¢éo
complexa, tendo-se tornado uma ferramenta promissora para a autenticagéo de produtos carneos. A
vasta utilidade e diversidade de areas em que esta técnica pode ser empregue fazem com que seja
uma das mais acessiveis e utilizadas em grande parte dos laborat6rios e industrias alimentares, com

aplicacdo tanto na investigacdo, como em programas de inspe¢éo (Kashani et al., 2014).

1.4.2.5.1. Anédlise HRM (High-Resolution Melting Analysis)

A analise das curvas de melting é uma das abordagens mais utilizadas para andlise dos
resultados obtidos por PCR em tempo real. A dissociacdo da dupla cadeia de ADN ¢é conhecida
como desnaturagdo ou melting, podendo ser induzida quer pelo aumento da temperatura, quer por
métodos quimicos. Esta desnaturagdo pode ser seguida com corantes intercalares, que apresentam
emissdo de fluorescéncia na presenca de ADN de cadeia dupla. Assim, a fluorescéncia emitida é
monitorizada e pode ser analisada com base na temperatura de melting (T,,), que consiste na
temperatura em que 50% do ADN se apresenta em dupla cadeia e o restante em cadeia simples
(Wittwer et al., 2003).

A HRM é uma analise p6s-PCR, frequentemente utilizada para identificar variagdes

genéticas nas sequéncias de ADN (Vossen et al., 2009).
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1.4.2.5.2. Quantificacéo

Na PCR em tempo real, a amplificacdo do ADN alvo pode ser controlada e quantificada no
final de cada ciclo (Weighardt, 2010), sendo esta a principal vantagem comparativamente a PCR
convencional (Soares et al., 2013), onde apenas se consegue visualizar os produtos amplificados no
final de todos os ciclos estarem concluidos. Assim, é possivel quantificar vestigios infimos de
espécies de carne em produtos alimentares (Sentandreu & Sentandreu, 2014).

As curvas de amplificacdo, obtidas durante a reacdo, sdo compostas por trés fases distintas:
(1) fase inicial, (2) fase exponencial ou fase “log” e (3) fase “plateau”. A primeira fase ocorre
durante os primeiros ciclos da PCR e é onde se acumulam niveis de fluorescéncia de fundo,
correspondendo muitas vezes ao ruido do aparelho. Esta fase inicial encontra-se sempre abaixo da
linha threshold. Na segunda fase, ocorre um aumento exponencial dos sinais de fluorescéncia,
proporcional & quantidade de ADN que est4 a ser amplificada a cada ciclo. E na fase exponencial
que ocorre a quantificagdo. Por ultimo, na fase de “plateau”, os reagentes estdo esgotados e a
acumulacdo dos produtos amplificados mantém os valores de fluorescéncia constantes (declive
tende para zero) (Rodriguez-Lazaro et al., 2013; Weighardt, 2010).

O numero de ciclos de PCR necessarios para que seja detetado, pela primeira vez, um sinal
de fluorescéncia, estatisticamente acima do nivel de ruido, designa-se cycle threshold (Ct) (Figura
8). O valor de Ct € inversamente proporcional ao logaritmo da quantidade inicial de ADN alvo,
desde que a eficiéncia da PCR seja constante (Weighardt, 2010). Este valor é sempre detetado na
fase exponencial da amplificacdo, onde a reagdo é mais eficiente e a quantificagdo é menos afetada
por condicdes limitantes da reacdo (Rodriguez-Lazaro et al., 2013). Se numa determinada amostra
estiver presente uma grande quantidade de ADN alvo, serdo necessarios menos ciclos para a reacéo
de PCR entrar na fase exponencial, e o valor de Ct sera consequentemente menor. Por outro lado,

se concentracdo de ADN alvo for menor, o valor de Ct serd automaticamente maior.

40 Fase Plateau

aa

Fase Exponencial

Fluorescéncia

Ct

Threshold
Y Bvvvrrroremme—"

Fase Lag

0O 5 W0 15 20 25 30 35 40 45
Niamero de ciclos

Figura 8 - Grafico de amplificacdo da PCR em Tempo Real. Adaptado de Levin, (2004).
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Existem dois métodos bésicos para a quantificacio de ADN de amostras
desconhecidas, sendo eles 0 método de quantificacdo absoluta e relativa (Mohamad et al.,
2013; Popping et al., 2010).

o Quantificacdo absoluta (Curva Standard)

A quantificacdo absoluta realiza-se a partir de um conjunto de diluicdes em série de uma
concentracdo conhecida de ADN, que sera amplificado através de PCR em tempo real. Uma curva
de calibragdo € entdo construida através da interpolagdo dos valores de Ct obtidos para cada uma
das diluicdes, em funcdo do logaritmo da quantidade de ADN (Fajardo et al., 2010; Mohamad et
al., 2013).

A curva standard é gerada através da correlagdo entre o logaritmo da quantidade inicial de
ADN e o nimero de Ct gerado para cada uma das dilui¢des (Figura 9). ldealmente, a curva deve
consistir em pelo menos 4 pontos, e cada diluicdo deve ser realizada em duplicado, se possivel
(Agilent Technologies, 2014).

A quantificacdo absoluta, por PCR em tempo real, destaca-se pela precisdo e consisténcia
dos resultados obtidos (Butler., 2005).

e Curva Standard

Log[DNA]

Figura 9 - Curva standard obtida por sucessiva andlise de amostras com concentragoes conhecidas de ADN.
Adaptado de Butler, 2005.

e Quantificacdo Relativa (Método A4Cr)

De modo a desenvolverem-se metodologias quantitativas mais robustas, deve recorrer-se a
utilizagdo de uma sequéncia controlo, como a regido conservada 18S rARN. A utilizacdo de uma
sequéncia controlo para a quantificacdo é extremamente importante, principalmente quando as

amostras a analisar sdo produtos alimentares processados e de complexa composicéo (Soares et al.,
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2013). Um exemplo muito claro disto sdo os produtos carneos, que podem conter diversos
quimicos, podendo funcionar como inibidores da reacdo de PCR, impedindo a ligacdo dos primers
aos locais especificos e reduzindo a eficiéncia da amplificacdo. Para além disto, a reatividade
cruzada entre primers especificos de espécie e ADN de outras espécies é também um grande
inconveniente & PCR em tempo real (Camma et al., 2012; Rojas et al., 2010).

No método ACt, utilizam-se padrdes com concentragcBes conhecidas e estabelece-se
comparagéo entre a amplificagdo relativa da sequéncia alvo presente nas amostras e a amplificagéo
da sequéncia do gene de referéncia da amostra controlo. O resultado desta comparacdo traduz-se
numa curva de valores de A4Ct (diferenca entre o Ct do gene de referéncia e o Ct do gene alvo) em
funcg&o do logaritmo da quantidade do ADN alvo a analisar. A quantidade do ADN alvo presente na
amostra € obtida, calculando o valor ACt da amostra e por interpolagdo com a curva padréo
(Mohamad et al., 2013; Popping et al., 2010).

Posteriormente a realizacdo da PCR é possivel avaliar o desempenho da reacdo, através do
calculo da eficiéncia da mesma. Este célculo é realizado através do declive da curva padrdo,

recorrendo a seguinte expressao:

. 1
E (%) = 10 deamwe) — |

O valor de E é normalmente apresentado em percentagem e deve ser entre 90% e 110%. O
Coeficiente de Correlacdo de Pearson (R?) permite avaliar a linearidade da curva, devendo o valor
deste situar-se proximo de 1 (>0,985). Uma curva linear apresenta uma forte correlagdo entre as

duas variaveis (Agilent Technologies, 2014; Soares et al., 2013).

1.425.3. Métodos de Detecdo na PCR em Tempo Real

A PCR em tempo real encontra-se associada & emissdo de um sinal fluorescente
proporcional a quantidade de produto produzido. Assim, foram desenvolvidos diferentes métodos
quimicos baseados em fluorescéncia, cujo sinal é suscetivel de ser detetado por um laser do
termociclador ao longo do processo. Os fluor6foros podem ser divididos em dois grandes grupos,
corantes que se intercalam na dupla cadeia de ADN e sondas especificas para a sequéncia alvo
(BIO-RAD, 2006; Fajardo et al., 2008; Yusop et al., 2012).
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o Corantes fluorescentes intercalares (Exs: SYBR® Green I; EvaGreen®)

O método de corantes intercalares é a forma mais simples e econémica de monitorizar a
PCR em tempo real. Estes corantes iniciam a emissdo de fluorescéncia apenas quando se ligam a
ADN de cadeia dupla (dsADN). Assim, a medida que o nimero de copias de ADN aumenta
durante a reacéo, a fluorescéncia também aumenta.

Uma das vantagens da utilizagdo deste método de detecdo € o facto de possibilitar a
verificagdo da especificidade dos produtos amplificados, com base na interpretacdo de curvas de
melting, que permitem efetuar a distingdo entre delecdes e mutacdes (Ballin et al., 2009) e ainda a
formacdo de artefactos, como é o caso dos dimeros de primer, que apresentam uma T,, muito
inferior (Kashani, 2014). A maior desvantagem da utilizacdo deste método é a falta de
especificidade, pois estes corantes ligam-se a qualquer ADN de cadeia dupla, incluindo dimeros de
primers e outros produtos ndo especificos. Uma vez que este método ndo é especifico para uma
determinada sequéncia de ADN, s6 pode ser utilizado em reagdes singleplex (BIO-RAD, 2006).

Um dos corantes mais utilizados na PCR em tempo real ¢ o SYBR® Green, sendo
considerado o método mais simples, econémico e direto (Figura 10) (Kashani, 2014; Soares et al.,
2013). Quando este corante se encontra intercalado na minor groove da molécula da dsADN, a sua
fluorescéncia revelada sob luz UV aumenta consideravelmente (Ballin et al., 2009; Fajardo et al.,
2010; Kashani, 2014).

Estudos relataram que o corante SYBR® Green poderia interferir diretamente na reacéo de
PCR, sendo aconselhada a utilizacdo de pequenas quantidades de corante. De modo a tentar
resolver este problema, surgiram novos corantes fluorescentes, que apresentam elevada afinidade
para 0 ADN de cadeia dupla. Dentro destes corantes de nova geracdo, destaca-se 0 EvaGreen®.
Este corante também se intercala na minor groove do ADN, tal como acontece com o SYBR
Green®. O EvaGreen® apresenta maior sensibilidade e eficacia, por apresentar um perfil de
ligacdo superior ao ADN. Para além disto, este corante apresenta um baixo nivel de inibicdo da
PCR, permitindo a sua utilizagdo em concentragdes mais elevadas sem provocar inibi¢do
enzimatica, aumentando o nivel de fluorescéncia e tornando-se mais estavel (Mohamad et al., 2013;
Safdar et al., 2014).
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Figura 10 - Esquema ilustrativo do mecanismo de ac¢éo do corante intercalar SYBR Green®. Adaptado de
BIO-RAD (2006).

o Sondas Fluorescentes

O uso de sondas especificas para a sequéncia de ADN alvo marcadas com fluoréforo
confere a PCR em tempo real elevada especificidade, funcionando como mais um parametro de
confirmagdo de que o fragmento amplificado é o pretendido (Kesmen et al., 2012; Weighardt,
2010). Estas, geralmente apresentam cerca de 27 nucleétidos de extensdo e uma temperatura de

melting de 8°C a 10°C superior a dos primers (Mohamad et al., 2013).

Sondas de Hidrolise (ex: TagMan)

As sondas TagMan sdo o tipo de sondas mais simples, apresentando na extremidade 5’
uma molécula fluorescente denominada reporter (R) e na extremidade 3’ uma molécula
fluorescente designada quencher (Q). Enquanto a sonda se encontra intacta, ou seja, enquanto o R
se encontra préximo do Q, a emissdo de fluorescéncia € muito baixa ou mesmo nula, devido a
capacidade do Q em absorver a fluorescéncia do R. Durante o decorrer da PCR, a sonda liga-se a
sequéncia alvo e na etapa de extensdo, o R € clivado pela atividade exonuclease 5’ da Taqg DNA
polimerase. Esta clivagem separa 0 R do Q, resultando num aumento da intensidade da
fluorescéncia (Figura 11) (Butler, 2009; Goodwin et al.,, 2011; Reece, 2004). O sinal de
fluorescéncia resultante permite a medicdo quantitativa do produto acumulado durante a fase
exponencial da PCR (Ballin et al., 2009; Dooley et al., 2004).

A tecnologia das sondas TagMan é um método mais simples e confiavel, em comparacdo
com outras sondas fluorescentes. Este apresenta uma elevada especificidade dos primers e uma
maior especificidade providenciada pela sonda, uma vez que estas sdo desenhadas especificamente
para cada espécie animal, o que confere um aumento significativo da especificidade e

confiabilidade do ensaio (Ali et al., 2012). Comparativamente aos corantes intercalares, as sondas
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TagMan permitem aumentar o limite de detecéo do ensaio e sd0 menos suscetiveis a formacao de
dimeros de primers. Estas sdo também eficazes na detecdo de polimorfismos de nucle6tidos Gnicos
(Yusop et al., 2012). O elevado custo das sondas torna-se uma grande desvantagem para este
método.

A utilizacdo de sondas de hidrdlise TagMan tem sido descrita como o método mais rapido
e sensivel na identificacdo de espécies em amostras complexas (Camma et al., 2012).

)

Durante o annealing. a sonda

— liga-se a sequénciaalve.
" Extensdo

0 p Durante a extens3o, a sonda é
— parcialmente deslocadae o
' reporter € clivado. O reporter

livre emite fluorescéncia.

o

- O Reporter

--0 © Quencher

Figura 11 - Esquema ilustrativo do mecanismo de acdo da sonda TagMan®. Adaptado de BIO-RAD (2006).

1.4.2.6. Outros métodos baseados na técnica de PCR

A realizagdo da PCR pode ser efetuada sem o prévio conhecimento da sequéncia de ADN
que se pretende amplificar e também se pode efetuar através da utilizacdo de primers especificos,
sendo necessaria a informacdo prévia relativa a sequéncia alvo. Na primeira abordagem, podem
incluir a amplificacdo aleatéria de ADN polimoérfico (RAPD) e o polimorfismo conformacional de
cadeia Unica (PCR-SSCP). Por outro lado, nas técnicas de polimorfismo de tamanho do fragmento
de restricdo (PCR-RFLP), PCR com primers especificos de espécies, PCR multiplex, reacdo em
cadeia da polimerase com polimorfismos de tamanho do fragmento de restricdo (PCR-RFLP) e

sequenciacado, é necessario o prévio conhecimento das sequéncias alvo a amplificar.

o Amplificagdo aleatoria de ADN polimoérfico (RAPD-PCR)

Esta técnica consiste na amplificacdo de fragmentos de ADN, utilizando um par de primers
de tamanho reduzido e sequéncia arbitraria, que hibridam em vérias regies do ADN genoémico,

produzindo um variado leque de produtos de amplificacdo. Posteriormente, estes sdo separados, por
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tamanho, através da eletroforese em gel de agarose (Fajardo et al., 2010), podendo ser visualizados
sob luz UV (Arif et al., 2010), dando origem ao perfil ou fingerprint de um individuo (Fajardo et
al., 2010).

Em comparagdo com outras técnicas utilizadas para a identificacdo de espécies, a técnica
RAPD é mais barata e mais rapida, evitando etapas analiticas mais complexas, como
sequenciamento (Fajardo et al., 2010). Para além disto, ndo € necessario qualquer tipo de
informacdo relativa & sequéncia a analisar, desde que se possua material de referéncia, para
posterior comparacao (Ballin et al., 2009; Fajardo et al., 2010). No entanto, esta técnica apresenta
como desvantagem a baixa reprodutibilidade dos resultados obtidos, uma vez que as amplificacGes
através de PCR devem ser desenvolvidas sob condi¢fes controladas e standardizadas (numero de
ciclos, temperatura de cada ciclo ou concentracdo dos reagentes) (Arif et al., 2010; Fajardo et al.,
2010). Assim, este método torna-se pouco Util e adequado para a detecdo de uma determinada
espécie, em alimentos processados, onde os acidos nucleicos se podem encontrar degradados, ou
em alimentos que contenham diversas espécies na sua composi¢do, uma vez que a qualidade do
ADN inicial é extremamente importante para o sucesso da reacdo de amplificagdo (Fajardo et al.,
2010; Rastogi et al., 2007).

O PCR-RAPD para a identificacdo de espécies, provavelmente sera restringido apenas a
uma analise qualitativa rapida. Esta técnica ainda ndo pode ser empregue para a analise de produtos
processados, pois uma vez que se trata de uma amplificacdo ndo especifica, ndo permite a

identificacdo de espécies em tecidos (Fajardo et al., 2010).

o Polimorfismo Conformacional de Cadeia Unica (SSCP-PCR)

Esta técnica baseia-se na relagdo entre a mobilidade eletroforética de uma molécula de
ADN de cadeia simples e as suas possiveis conformacdes, que reflete a sua sequéncia nucleotidica.
O produto amplificado é desnaturado e submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE).
As diferentes migracfes de sSADN tém origem na diferenca entre a sequéncia de ADN de
diferentes amostras. A sensibilidade desta técnica tende a aumentar quando o comprimento dos
fragmentos é pequeno. No que respeita a analise de carne crua, onde os fragmentos normalmente
apresentam um tamanho de 500 a 1000 pb, é necessario usar previamente enzimas de restricao, de
forma a obterem-se fragmentos de ADN menores.

A SSCP-PCR é uma técnica rapida e facil de executar, onde se pode discriminar com
precisdo espécies muito proximas, mesmo que se utilizem fragmentos muito curtos de ADN. No
entanto, esta técnica também apresenta algumas desvantagens, como o facto de ser sempre
necessario correr as amostras com controlos e a variabilidade intra-espécie pode resultar em

diferentes conformagdes, que podem conduzir a uma incorreta identificacdo da espécie. Por vezes,
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podem ser visiveis mais de duas bandas, o que se pode dever ao facto de o SSADN existir em varios
estados de conformacdo, consoante as condicdes eletroforéticas (tipo de gel, tampdo utilizado e
temperatura) (Teletchea, 2009).

o Polimorfismo de Tamanho do Fragmento de Restricdo (PCR-RFLP)

A técnica de PCR-RFLP é uma extensdo da técnica de PCR, utilizada para diferenciar
espécies (Hsieh et al., 2007). A utilizacdo de um Unico par de primers permite a obtengdo de um
fragmento que, ap6s uma escolha adequada das enzimas de restricdo, permite a diferenciagdo de
multiplas espécies (Teletchea, 2009). Cada espécie apresenta um padrdo de fragmentos Unico,
guando submetido a eletroforese, o que permite a sua diferenciagdo (Ballin et al., 2009; Fajardo et
al., 2010). A técnica de PCR-RFLP foi empregue na identificacdo de espécies em carne e produtos
a base de carne, sendo um dos métodos muito utilizados para a identificagdo de espécies de caca.

Esta é uma técnica prética, reprodutivel, fiavel e pouco dispendiosa, onde 0s equipamentos
necessarios para a sua execucdo fazem parte da maior parte dos laboratérios de biotecnologia.
Além disto, produz marcadores genéticos codominantes e requer menor quantidade de ADN, sendo
gue a sua qualidade ndo tem mostrado ser essencial para o sucesso da amplificacdo e tornando-a
favoravel aos programas de inspecdo alimentar (Fajardo et al., 2010; Pereira et al., 2008). A
necessidade de combinacdo de vérias enzimas, de modo a distinguir espécies estreitamente
relacionadas é uma das desvantagens desta técnica (Pereira et al., 2008), bem como a possivel
existéncia de mutacdes aleatdrias nos locais de restri¢cdo que podem conduzir a resultados erréneos,
com a perda ou o0 ganho de fragmentos de restrigdo (Pereira et al., 2008; Teletchea, 2009).

A selecdo das enzimas de restricdo baseia-se na informacgdo da sequéncia dos fragmentos
amplificados por PCR. Estas devem ser de baixo custo, facil disponibilidade e a digestdo dos
fragmentos de ADN deve ser completa, permitindo assim uma elevada diferenciacdo entre as
espécies. Para além disto, também se deve ter em conta o tipo de gel a utilizar na eletroforese, para

a selecéo das enzimas de restri¢do (Popping et al., 2010).

o PCR Especifico de Espécies

Esta técnica consiste na amplificacdo de um gene através da utilizacdo de um par de
primers especificos, desenhados num fragmento de ADN com uma sequéncia carateristica da
espécie (Fajardo et al., 2010; Nau et al., 2009), sendo os produtos de PCR posteriormente
separados em gel de agarose ou poliacrilamida (Ali et al., 2012). Esta técnica encontra-se
direcionada para pequenos fragmentos de ADN, oferecendo elevada simplicidade, sensibilidade e

especificidade em estudos de autenticacdo alimentar de produtos processados (Fajardo et al., 2010).
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Embora os fragmentos devam ser pequenos, estudos demonstram que estes ndo devem ser
extremamente pequenos, uma vez que podem comprometer a especificidade da técnica (Ali et al.,
2012).

A técnica de PCR com primers especificos de espécie é muito Util para anélises de rotina
de um grande nimero de amostras, mesmo quando previamente sujeitas a tratamentos de
processamento agressivos, ja que é uma técnica simples, rapida, econdmica e robusta. No entanto,
um fator limitante para esta técnica associa-se ao desenho dos primers, pois requer o conhecimento
preciso da sequéncia alvo a amplificar e uma posterior avaliacdo para testar a possibilidade de
reacGes cruzadas (Fajardo et al., 2010; Nau et al., 2009; Teletchea, 2009). O desenvolvimento desta
técnica permitiu ainda a identificacdo de espécies, sem recurso a digestdo de produtos de PCR com

enzimas de restricdo ou & sequenciagdo (Martin et al., 2007).

o PCR Multiplex

A PCR multiplex tem 0 mesmo principio da PCR com primers especificos. Nesta técnica,
um dos pares de primers hibrida com uma regido conservada da sequéncia a amplificar, e um
segundo par de primers hibrida com uma regido variavel, o que permite obter uma variedade de
fragmentos com diferentes dimensdes, conforme cada uma das espécies estudada (Ali et al., 2012).

Esta técnica, utilizada para autenticagdo de produtos carneos, é executada com maior
rapidez, uma vez que todas as analises sdo feitas em simultaneo, sendo menos dispendiosa,
produzindo menos erros e permitindo uma melhor andlise de resultados, pois ndo é necessario
compilar os resultados, ao contrario do que acontece na PCR singleplex (Koppel et al., 2009; Zha et
al., 2010).

Existem alguns fatores a ter em conta aquando da execugdo desta técnica, como a diferenca
de tamanho dos fragmentos amplificados, que devem diferir entre pelo menos 40 a 50 pb no
comprimento, para permitir a sua separacdo adequada por eletroforese em gel de agarose (Amaral
et al., 2014; Bottero et al., 2011). Outro aspeto muito importante a ter em conta para a execugdo
desta técnica é o facto de existir mais do que um par de primers na PCR, que podera resultar na
formacdo produtos ndo especificos. Para evitar tais formacdes, € necessario que 0s primers sejam
mais longos (28-30 pb), para que a reacdo seja realizada a temperaturas de annealing mais
elevadas, 0 que evitara a formacdo dos produtos ndo especificos (Bottero et al., 2011; Somma,
2006)

Podemos concluir que esta técnica é uma ferramenta bastante Gtil para a identificacdo de

espécies em produtos carneos (Koppel et al., 2009; Ren et al., 2017; Soares et al., 2010).
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o Sequenciacéo

A sequenciacdo de ADN é uma técnica que permite a determinacdo da ordem das bases
nucleotidicas (A, C, T e G) ao longo da cadeia de ADN, possibilitando uma completa analise da
molécula. Este é o método de identificagdo mais direto e rigoroso, permitindo diferenciar espécies
geneticamente proximas (Ali et al., 2012; Fajardo et al., 2010), sendo amplamente utilizado na
confirmacdo de resultados ap6s PCR em tempo real ou eletroforese (Ballin et al., 2009).

Quando a matriz do alimento é completamente desconhecida, e as carateristicas
organoléticas ndo sdo totalmente atribuiveis as espécies em questdo, o diagnostico de presenca ou
auséncia de uma determinada espécie ndo é suficiente, sendo o sequenciamento a opgdo mais
viavel. A sequéncia obtida é posteriormente comparada com as sequéncias de GenBank para
verificar se existe ou ndo correspondéncia de espécies. A utilizagdo deste método pode estar
comprometida no caso de espécies raras, em gue a sua sequéncia pode ndo estar presente na base de
dados (Bottero et al., 2011).

Devido ao seu nivel de mutacdo e a grande disponibilidade de sequéncias em bases de
dados, os genes mitocondriais do cyth, 12S e 16S rARN sdo os marcadores genéticos mais extensos
para a discriminacdo de espécies por sequenciamento (Fajardo et al., 2010).

A Sequenciacdo de Nova Geragdo tornou-se, nos Ultimos anos, uma das tecnologias de
eleicdo para analises genéticas complexas. Estas tecnologias, em rapida evolucdo, demonstraram
vantagens sobre a sequenciacdo por Sanger, sendo a mais relevante a capacidade de gerar grandes
quantidades de dados e de processar quantidade consideraveis de informacdo, devido a sua enorme
capacidade de sequenciacdo em paralelo, tudo isto com grande economia de tempo e custos
(Metzker, 2010).

o ADN barcoding

Grandes avangos na tecnologia de sequenciacdo de nucledtidos tém sido efetuados,
progredindo para ferramentas mais robustas e acessiveis para a identificacdo de espécies.
Recentemente, 0 método de ADN barcoding ganhou um interesse consideravel por parte de alguns
autores, que o consideram um método rapido, econdmico e eficaz na autenticacdo de alimentos,
analise forense, biosseguranca e até mesmo aplicacdo na vida selvagem, para evitar a caca furtiva
ou o comércio ilegal de espécies ameagadas.

O ADN barcoding baseia-se na amplificacdo de uma pequena regido genética standard do
genoma, seguida de sequenciagdo, para a identificacdo bioldgica de espécies (Ali et al., 2012; Kane
et al., 2015). Esta técnica emprega metodologias computacionais standard como plataforma de

apoio, permitindo o acesso a bases de dados, facilitando assim a identificacdo de espécies em
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estudo, através da comparagao com sequéncias de referéncia de ADN (Fajardo et al., 2010; Kane et
al., 2015).

Um marcador genético adequando, deve apresentar maior variabilidade entre espécies do
que intra-espécie. Muitos genes mitocondriais codificantes de proteinas apresentam as carateristicas
necessarias para servir como marcador barcode (Ali et al., 2012).

Para a grande maioria das espécies animais, é utilizada uma sequéncia da regido do
mtADN, com aproximadamente 650 pb, que codifica o gene citocromo oxidase | (COI). Este detém
uma elevada divergéncia genética inter-espécies e reduzida variabilidade genética intra-espécies
(Fajardo et al., 2010; Kane et al., 2015).

O método de ADN barcoding foi utilizado com sucesso para identificar espécies huma
grande variedade de produtos alimentares, incluindo produtos carneos e marisco (Kane et al.,
2015). O gene COl foi utilizado para decifrar a filogenia de aves e espécies animais. Por outro lado,
um segmento do gene 16S, ADN D-loop com 422 pb, foi utilizado como marcador na distin¢éo de
espécies de bafalo (Ali et al., 2012).

Embora o ADN barcoding tenha demonstrado grande efetividade na identificacdo de
multiplas espécies animais, este método ainda ndo pode ser utilizado para identificar maltiplas
espécies num unico produto, em simultaneo. A necessidade de sequenciar o produto amplificado
torna todo o processo mais demorado e dispendioso, em compara¢do com o PCR especifico de
espécies. No que diz respeito a alimentos processados, a aplicacdo deste método ainda é limitada,
uma vez que o tamanho dos fragmentos a amplificar é consideravel, como é o exemplo do tamanho
do gene COI (Kane et al., 2015).

1.5. Aplicacdo de técnicas de PCR na identificacdo de espécies em produtos carneos

Nos altimos anos, tém sido desenvolvidas numerosas técnicas de PCR para a identificacao
de espécies animais, por se tratar de uma ferramenta rapida, simples, eficaz e sensivel para a
detecdo de constituintes de origem animal, em produtos alimentares. A maioria das aplica¢fes das
técnicas de PCR visa a identificacdo de animais domésticos, como bovino, suino, ovino, caprino,
peru ou frango. Para além destas, as carnes de caca e a espécie Eqqus caballus também tém sido
alvo de estudo e identificagdo em produtos alimentares, pois possuem maior valor econémico e s&o,
consequentemente, mais propicias a adulteragdes (Amaral et al., 2015). A Tabela 3 resume alguns

dos trabalhos reportados na literatura relativos a identificacdo de espécies em produtos alimentares.
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Tabela 3 - Resumo de alguns trabalhos reportados na literatura, baseados na analise de ADN.

Espécies | Amostras Técnica Gene alvo Limite de dete¢cdo | Referéncia
utilizada
Bovino,
Cort.ieiro, Misturas de | PCR em Tempo cyth 0,012% para Bovino Dooley et
Galinha, carne Real al., (2004)
Peru, Suino
Misturas de
Bovino carne com PCR Especffico cyth 0,025% Pascoal et
farinha de de Espécie al., (2005)
trigo
Burro, Produtos PCR em Tempo Chisholm et
Cavalo comerciais Real cytb 25 pg de ADN al., (2005)
com cavalo
Burro, Salsichas PCR Especifico | ATPase8/AT Kesmen et
Cavalo, . de Espécie Pase6 0,1% al., (2007)
. cozinhadas
Suino ND5
Bovino,
Cavalo, . PCR em Tempo cytb Jonker et
Galinha, Mistura de Real Satelite 1V 125 pg de ADN al., (2007)
Ovino, Peru, carne 0,1%
Suino
Suino, Misturas de | PCR em Tempo Fajardo et
Veado carne crua e Real 12s rARN 0,001% al., (2008)
processada
Burro, Produtos ATPase8/
Cavalo, carneos crus | PCR em Tempo ATPase6 0,1 pg de ADN Kesmen et
Suino e Real ND2 0,0001% al., (2009)
processados ND5
Bovino,
Cavalo, Salsichas 0 i
Caprino, PCR em cytb 2% p.ara peru, ovino € Kdppel et
Galinha erias @ Multiplex p-actin caprino e 1% paraos | “5009)
_ ' | processadas restantes ’
Ovino, Peru,
Suino
Suino. Aves Mistura de cyth . Soares et
’ carne PCR duplex 0.1% al., (2010)
Bovino,
Cavalo, Salsichas PCR em S-actin 320 pg de ADN Kdppel et
Caprino, cruas e Multiplex al., (2011)
Suino processadas
Avestruz, 12,500 cépias de
Bovino, Carnes cytb, 12s mtADN em suino,
Cavalo, comerciaise | Detecdo direta rARN, t- cordeiro, galinha e Kitpipit et
Caprino, produtos em multiplex Glu-cytb, ovino. 25,000 e 50,000 | al., (2014)
Galinha, carneos col copias de mtADN em
Suino cavalo e avestruz,

respetivamente
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2. Objetivos

A avaliacdo da autenticidade de produtos carneos baseia-se na identificacdo de espécies
ndo declaradas no rétulo e na substituicdo de espécies de maior valor econémico, por outras de
valor inferior. A necessidade de verificacdo da autenticidade, aliada ao progresso tecnolédgico tem
constituido uma forca impulsionadora para o desenvolvimento de métodos analiticos apropriados.

Embora uma variedade de metodologias analiticas baseadas na analise de proteinas ou em
ensaios imunoldgicos tenham sido amplamente desenvolvidas, estas técnicas apresentam algumas
limitagBes. Assim, os investigadores recorrem atualmente a técnicas baseadas na amplificacéo de
ADN, uma vez que sdo mais robustas, eficientes, versateis e sensiveis. A Rea¢do em Cadeia da
Polimerase permite uma amplificacdo de regides especificas do ADN, facilitando a dete¢cdo de uma
determinada espécie, mesmo em alimentos que apresentem varias espécies na sua composicao.

Esta dissertacdo teve como objetivo a aplicacdo da técnica de PCR em tempo real multiplex
na identificacdo de diferentes espécies de carne, Bos taurus (vaca), Sus scrofa (porco), Eqqus
caballus (cavalo) e Ovis aries (ovelha). Posteriormente foi avaliada a autenticidade de diversas
amostras comerciais de processados de carne de bovino, de forma a averiguar a veracidade e rigor
da rotulagem em relagdo ao contetido do produto.

Este trabalho ndo visou apenas a detecdo de possiveis adulteragdes em produtos
processados de carne, mas também se pretendeu valorizar os produtos e produtores que apresentem

0s seus produtos em conformidade com a rotulagem.
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3. Material e Métodos

3.1. Amostras

No ambito do presente estudo, as espécies selecionadas para 0 mesmo foram: Bos taurus
(vaca), Sus scrofa (porco), Eqqus caballus (cavalo) e Ovis aries (ovelha) (Tabela 4), sendo que as
amostras de carne Bos taurus, Sus scrofa e Ovis aries foram adquiridas no “Talho Agostinho”, em
Anadia, e a amostra de Eqqus caballus foi adquirida no “Talho do Centro”, em Viseu. A

identificacdo da espécie referente a cada amostra recolhida encontra-se discriminada no Anexo |.

Tabela 4 - Identificacdo das amostras de referéncia das espécies utilizadas.

Amostras de Referéncia Espécies
\Y Bos taurus
P Sus scrofa
C Eqqus caballus
0 Ovis aries

Com base nos dados adquiridos através da realizacdo de um inquérito online, dirigido a
comunidade académica da Universidade de Aveiro, definiu-se a amostragem do presente estudo. A
finalidade desse inquérito consistia em selecionar os produtos alimentares a adquirir nas superficies
comerciais, tendo sido realizado entre margo e setembro de 2015 (Anexo II). Obtiveram-se um total
de 196 respostas, que permitiram obter uma amostragem significativa da comunidade universitaria
(Anexo Il1). Com este inquérito, foi possivel apurar quais os produtos processados a base de carne
eram mais consumidos, quais as marcas mais adquiridas e qual era a preferéncia no que diz respeito
a superficie comercial.

Assim, além das amostras de referéncia acima mencionadas, foram também adquiridas
amostras comerciais de produtos processados de carne de bovino, de marca branca. Estas amostras
tém origem comercial e foram adquiridas em supermercados e hipermercados da regido de Aveiro
(Tabela 5).
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Tabela 5 - Descricdo das amostras comerciais analisadas.

Cadigo Tipo de amostras Espécies Rotuladas
H1 Hamburguer Bovino (100%)
H2 Hambdrguer Bovino (47,6%)
H3 Hamburguer Bovino (98%)
H4 Hamburguer Bovino (60%)
H5 Hamburguer Bovino (51%)
Al Almondegas Bovino (60%)
A2 Almondegas Bovino (47,6%)
A3 Almondegas Bovino (100%)
Cl Cannelloni Bovino (11,5%)
El Esparguete & bolonhesa Bovino (25%)
E2 Esparguete & bolonhesa Bovino (6,4%)
L1 Lasanha Vitela (35%)
L2 Lasanha Bovino (10%)
L3 Lasanha Bovino (18,1%)

Na tabela 5, estdo reunidas algumas das informacgdes que constavam nos roétulos das
amostras comerciais de processados de carne de bovino adquiridas, sendo que a descrigdo
detalhada de cada rétulo se encontra no Anexo IV. No que diz respeito as primeiras cinco amostras
comerciais, foram adquiridas duas embalagens, com lotes diferentes (lote 1 e lote 2), e foram
analisadas duas amostras distintas de cada uma das embalagens. Das restantes amostras comerciais,
foi adquirida uma embalagem de cada lote (lote 1 e lote 2), perfazendo um total de 38 amostras
analisadas. Todas as amostras, depois de recolhidas, foram armazenadas num recipiente
esterilizado, rotulado e acondicionado & temperatura de -20°C até a sua utilizacdo, de modo a evitar

a degradacdo enzimética do ADN.

3.2. Homogeneizacéo de Tecidos e Extracdo de ADN

3.2.1. Preparacéo de Solugfes

o Solucédo de Isopropanol a 80%
Adicionar 80 mL de Isopropanol 100% a 20 mL de agua desionizada.

Armazenou-se a 4°C.

o Solucédo de Precipitagdo CTAB
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Pesaram-se 1 g de CTAB e 0,5 g de NaCl que foram dissolvidas em 100 mL de &gua
desionizada. Ajustou-se o pH a 8 com NaOH. Perfez-se o volume de 200 mL adicionando agua
desionizada. Armazenou-se a 4°C.

o Solucédo de NaCL 1,2 M
Pesaram-se 7 g de NaCl e dissolveram-se em 100 mL de agua desionizada.

Armazenou-se a temperatura ambiente.

o Tampéo TBE 1X
Diluiram-se 10 mL de TBE 10X (Lonza) em 90 mL de agua destilada.

3.2.2. Homogeneizagao do Tecido Animal

Antes de se efetuar a extracdo de ADN, as amostras de tecido recolhidas foram
homogeneizadas segundo as etapas propostas pelo protocolo “ilustra tissue & cells genomicPrep
Mini Spin Kit”, com algumas alteragdes. Assim, as amostras ainda congeladas foram adicionados

60 uL de PBS, homogeneizando-se com a ajuda do pildo.

3.2.3. Extracéo de ADN

A extracdo de ADN de todas as amostras em estudo foi efetuada através do método de
CTAB modificado, de acordo com o protocolo descrito por Stefanova et al. (2013). Assim, 200 mg
de amostra homogeneizada foram pesadas e colocadas num tubo de reacdo de 2 mL. A este,
adicionaram-se 400 pL de agua desionizada, 1000 uL de Tampdo de Extracdo CTAB e 20 uL de
Proteinase K (20 mg/mL). De seguida, as amostras foram vortexadas e deixadas a incubar durante
60 minutos a 65°C. Posteriormente adicionaram-se 20 pL de RNase A (10mg/mL),
homogeneizaram-se as amostras e incubou-se novamente a 65°C durante 10 minutos. Apos
centrifugacdo, a 16.000 g durante 10 minutos, o sobrenadante (1000 pL) foi transferido para um
novo tubo de reagdo de 2 mL. Ao novo tubo, adicionaram-se 800 pL de cloroférmio, vortexaram-se
as amostras vigorosamente e centrifugaram-se, a 16.000 g durante 10 minutos. Esta ultima
sequéncia de eventos foi repetida novamente. O sobrenadante foi depois misturado com o dobro do
volume do Tampdo de Precipitacdio CTAB e incubou-se durante 60 minutos a temperatura
ambiente. Apos centrifugar as amostras a 16.000 g durante 10 minutos, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi dissolvido em 700 pL de NaCl 1,2 M e extraido com igual volume de

cloroférmio. As amostras foram posteriormente centrifugadas a 16.000 g durante 10 minutos e
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recolheu-se a fase superior para um novo tubo de reacdo de 2 mL. A este, adicionaram-se 0,6 partes
de volume de isopropanol e incubou-se 10 minutos a temperatura ambiente. Depois de centrifugar,
a 16.000 g durante 10 minutos, descartou-se 0 sobrenadante e lavou-se o pellet com 1000 uL de
etanol a 70%. Centrifugaram-se as amostras a 16.000 g durante 10 minutos, descartou-se o
sobrenadante e secou-se o pellet a 37°C, durante 30 minutos. Por ultimo, o pellet foi dissolvido em
100 pL de H20 desionizada e as amostras foram armazenadas a -20°C.

3.3. Quantificacdo e Analise da Pureza do ADN extraido

A detecdo e quantificacdo de ADN é uma etapa extremamente importante para a aplicacdo
das técnicas biomoleculares que se seguem, sendo fulcral proceder-se a verificacdo da existéncia de
material genético nas amostras. Para tal, e de modo a garantir ndo s6 a existéncia de ADN mas
também de modo a avaliar a sua pureza, foram empregues dois métodos de quantificacdo de acidos
nucleicos distintos: a fluorimetria (Qubit™) e a espectrofotometria (Nanodrop™ 1000). Apenas
este Ultimo método possui a capacidade de avaliar a pureza do ADN.

Os valores das concentracdes de ADN obtidos foram ajustados, por comparacdo a
quantificagdo de ADN de uma amostra controlo de concentragdo 10 ng/ uL (9947A DNA,

Promega).

3.3.1. Quantificagio do ADN por Fluorimetria (Qubit™)

A fim de quantificar as amostras pelo método de fluorimetria, utilizou-se o fluorémetro
Qubit™ Fluorometer (Invitrogen) e o kit Quant-iT™ BR assay (Invitrogen). Este método de
quantificagdo combina um fluorimetro com ensaios de quantificagdo baseados em fluorescéncia
elevadamente sensiveis para a cadeia dupla de ADN e de precisdo para amostras com
concentragdes entre 100 pg/uL e 1000 ng/uL.

Inicialmente, procedeu-se a preparacdo de uma solugdo Quant-iT™, composta por 199 pL de
Tamp&do Quant-iT™ e 1 uL de Reagente Quant-iT™, por cada amostra em estudo. De seguida,
prepararam-se os Standards (S1 e S2), por adi¢do de 10 pL da solucdo standard do kit a 190 pL da
solucédo de trabalho. A preparacdo das amostras realizou-se da mesma forma, através da adi¢do de
10 pL de amostra extraida a 190 pL da solucdo de trabalho. Os tubos contendo os standards e as
amostras foram vortexados, durante 3 segundos, e incubados a temperatura ambiente, durante 2
minutos. Para a determinacdo da quantificacdo do ADN, ligou-se o Quant-iT™ Fluorometer
(Invitrogen) e selecionou-se a op¢do “dsDNA BR assay Kit” (para 2-1000 ng de ADN) e,
seguidamente, “Run new calibration” para efetuar a calibra¢do com a leitura dos dois standards.
Apoés a calibragdo estar concluida, as amostras foram inseridas, individualmente, de modo a

realizar-se a leitura fluorométrica. O valor apresentado no ecrd a cada leitura corresponde a
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concentracdo de acidos nucleicos no tubo de reacdo. De modo a obter a concentragdo da amostra, 0
valor apresentado deve ser multiplicado pelo fator de diluicdo (volume total/volume utilizado de
amostra).

3.3.2.Quantificacdo e Avaliacéo da Pureza do DNA (Nanodrop™ 1000)

Na quantificacdo das amostras pelo método de espectrofotometria, o NanoDrop™ 1000
(Thermo Scientific) mede a concentragdo e a pureza dos &cidos nucleicos com elevada precisdo e
reprodutibilidade. A tecnologia de retengdo da amostra é baseada na tensdo superficial, o que
permite eliminar a necessidade de utilizar cuvetes, simplificando assim esta etapa de analise. Para
além disto, o espetrofotémetro NanoDrop™ 1000 (Thermo Scientific) permite medir amostras
altamente concentradas, sem necessidade de diluicéo prévia.

O volume de 1 pL de amostra é pipetado na extremidade de um cabo de fibra otica (fibra
recetora). Um segundo cabo de fibra 6tica é colocado em contacto com a amostra fazendo com que
esta preencha o espaco entre as duas extremidades da fibra ética. Uma lampada de xénon pulsado
fornece a fonte de luz e o espectrémetro, utilizando um sensor CCD linear, é usado para analisar a
luz depois de esta passar através da amostra. Este instrumento encontra-se acoplado a um
computador com um software, onde os dados recolhidos sdo registados.

Para quantificar as amostras, primeiramente é necessario selecionar o modulo de acidos
nucleicos no software do computador e efetuar-se a calibragdo com o tampédo onde se encontra
diluido o ADN, segundo cada protocolo de extracdo utilizado. A leitura da concentracdo e pureza
do ADN foi posteriormente realizada, aplicando 1 pL de amostra para a determinacdo da
concentragdo e pureza do ADN.

A razdo de absorvancia a 260/280 permite avaliar a pureza do ADN, sendo que o valor
aceite é aproximadamente 1.8, para ADN considerado puro. No caso de este valor ser menor, pode
ser indicador da presenca de proteinas ou outros contaminantes, como por exemplo hidratos de
carbono, compostos aromaticos ou o fenol, que absorve proximo de 280nm. A razdo de
absorvancia da amostra a 260/230 € considerada uma medicdo secundéaria da pureza dos acidos
nucleicos e permite verificar a contaminagdo por compostos como o hidrocloreto de guanidina ou
EDTA, muitas vezes utilizados na extragdo de ADN. Para considerar o ADN puro, o seu valor deve
ser superior ao valor da razdo da absorvancia a 260/280, encontrando-se hum intervalo de 1.8 a 2.2
(Somma, 2006).

3.4. Amplificacdo de ADN

As reacOes de amplificacdo das amostras de ADN foram realizadas no termociclador

CFX96™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad), e os dados foram analisados pelo software
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Bio-Rad CFX Manager 2.0 (Bio-Rad).

3.4.1. Amplificacdo de ADN com o kit de amplificacdo AllHorse (Microsynth)

O Kit de amplificagdo Tetraplex AllHorse foi desenvolvido por Koppel et al. (2011). Este
permite a detecdo simultanea de vaca (Bos taurus), porco (Sus scrofa), cavalo (Equus caballus) e
ovelha (Ovis aries), através da amplificacdo de sequéncias nucleotidicas genémicas, especificas de
espécie, e da utilizagdo de sondas fluorescentes (Tabela 6).

A sonda respetiva de cada espécie encontra-se marcada com um fluoréforo particular, tal
como se pode verificar na tabela 6. Apesar de na espécie Sus scrofa, o marcador ser JOE, uma vez
gue este marcador ndo se encontra na lista de marcadores detetados pelo sistema de PCR utilizado,
este foi substituido pelo marcador HEX, uma vez que apresenta um intervalo de emissdo e absorgao
similar (Fluorogenic Probes & Primers for Real-Time gPCR, Bioresearch® Technologies).

Antes de iniciar o processo de amplificacdo das amostras, € necessario preparar
previamente o MasterMix Ready to Use, segundo o protocolo descrito pelo kit. Assim, ao tubo
contendo os primers e sondas liofilizados, foram adicionados 150 uL de &gua para PCR (PCR
Grade) e incubou-se, durante 5 minutos a 60°C. De seguida, foram adicionados 250 uL de
PerfeCTa® MultiPlex gPCR ToughMix® (Quanta Bioscience), sendo depois armazenado a 4°C até
posterior utilizag&o.

O ensaio de PCR em tempo real foi realizado com uma solucéo total de 25 uL, contendo 20
uL de MasterMix Ready to Use (Quanta Bioscience) e 5 uL de amostra ou controlo, segundo o
seguinte protocolo de amplificacdo: 95°C durante 3 minutos, 45 ciclos a 95°C durante 15 segundos

e 62°C durante 90 segundos, com a detecdo de sinal fluorescente no final de cada ciclo.
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Tabela 6 - Descrigdo dos primers e sondas constituintes do Kit Tetraplex AllHorse. Adaptado de Koppel et
al. (2011).

N° Acc
Primer/Sonda | Concentracéo Sequéncia Fragmento GenBank
Final (uM) Amplificado | Marcacao
Vaca
Rd1F 0.2 GTA GGT GCA CAG TAC
GTT CTG AAG Gene B-actina
Rd1R 0.2 GGC CAG ACT GGG CAC 96 pb EH170825
ATG
Bos-ActiB_Rox 0.08 CGG CAC ACT CGG CTG ROX-BHQ2
TGTTCCTTGC
Porco
Sus_ACTB-F 0.2 GGA GTG TGT ATC CCG
TAG GTG Gene B-actina
Sus_ACTB-R 0.2 CTG GGG ACA TGC AGA 103 pb DQ452569
GAG TG JOE-BHQ1
Susl TMP 0.08 TCT GAC GTG ACT CCC
CGA CCT GG
Cavalo
0.2 CCA ACT TCA TCA TGG Recetor da
EC-GHR1-F ACA ACGC Hormona de
Crescimento
EC-GHR1-R 0.2 GTT AAA GCT TGG CTC 107 pb AF392878
GAC ACG Cy5-BHQ?2
EC-GHR1-Cy5 0.08 AAG TGC ATC CCC GTG
GCC CCT CA
Ovelha
OA-PRLR-F 0.2 CCA ACA TGC CTT TAA Recetor da
ACC CTC AA Prolactina
OA-PRLR-R 0.2 GGA ACT GTA GCC TTC 88 pb AF041979
TGACTCG Fam-BHQ1
OA-PRLRFam 0.08 TGC CTT TCC TTC CCC
GCC AGT CTC

3.5. Eletroforese em gel de agarose (2%o)

O ADN extraido das amostras de referéncia foi sujeito a eletroforese através de gel de
agarose a 2%, para avaliar a integridade do mesmo.

Para a preparagéo do gel de agarose a 2%, pesaram-se 2g de Agarose (Lonza) aos quais se
adicionou 100mL de TBE 1x (Lonza). A mistura foi aquecida no micro-ondas para a completa
dissolucdo da agarose. De seguida, foram adicionados 4uL de GelRed (Biotium). A mistura obtida
foi, posteriormente, vertida numa moldeira nivelada, contendo um pente para a formacdo dos
pocos. Apos deixar polimerizar o gel, durante cerca de 20 minutos, este foi colocado numa tina de

eletroforese preenchida com TBE 1x.
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As amostras de ADN amplificado a carregar, nos pogos, foram preparadas pela adi¢do de 5
pL de amostra de ADN amplificada a 1 uL de 6x Orange DNA Loading Dye. Para determinar o
tamanho do fragmento amplificado, deve ser corrido simultaneamente o marcador molecular
(ladder). Este é preparado através da adicao de 4 uL de &gua ultra pura a 2 uL de Ready LadderTM
50 bp DNA Marker (Amresco).

Apbs 0s pocos serem carregados com as amostras e o marcador molecular, o gel foi
colocado a correr com uma corrente de 130 V e 400 A, durante 35 minutos. Uma vez terminada a
corrida, o gel foi observado no transluminador, Gel Image System, Biodoc IT (UVP), sob luz UV, e

fotografado.

3.6. Cuidados especiais

De forma a minimizar ao maximo o risco de contaminagdo durante a extragdo de ADN,
preparacdo das solucbes e das misturas de amplificagdo, foram cumpridas diversas medidas. Uma
vez que as bancadas, o0 equipamento, a cAmara de extragdo ou até mesmo as pipetas podem ser
fontes de contaminacéo, tudo foi submetido a esterilizacdo. Além disso, foram tomadas outras
medidas:

e Separacdo espacial e temporal dos processos de extracdo e amplificacdo de ADN das
amostras;

e Utilizacdo, de forma adequada, de equipamento de protecdo individual, nhomeadamente
bata, luvas e mascara descartaveis;

e A sala de preparacdo das misturas da PCR estava equipada com equipamento e material
préprios e luz UV, para esterilizagdo do material;

e Os tubos utilizados na extracdo de ADN e nas misturas da PCR eram isentos de ADNases e

ARNases;

e Solugbes preparadas com reagentes de grau de pureza apto para utilizagdo em biologia

molecular.
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4.1. Avaliacdo do ADN extraido de amostras de carne fresca (amostras de referéncia)

4., Resultados e Discussao

4.1.1.Avaliacdo da concentracdo e pureza do ADN extraido das amostras de carne

fresca (amostras de referéncia)

Apos a recolha e armazenamento das amostras de referéncia, o ADN foi extraido pelo

método de CTAB modificado. Os resultados da avaliacdo da concentragcdo e pureza do ADN

extraido encontram-se na Tabela 7. Atravées da analise dos resultados da mesma, verifica-se que as

concentragdes de ADN se encontram entre 14,5 e 68,1 ug/mL, e os valores da razdo Azso/Azso

variam entre 1,77 e 1,93, 0 que indica que os extratos apresentam uma elevada pureza.

Tabela 7 - Dados da quantificagdo do ADN extraido das amostras de carne fresca (amostras de referéncia).

Qubif™ Fluorometer (Invitrogen)
Amostra Concentragéo Concentracdo em 10 pL (pg/mL)
(Hg/mL)
V, 0,926 18,5
V, 1,43 28,5
Py 1,01 20,3
P2 1,08 21,7
C, 2,43 64,3
C, 1,49 29,7
0, 0,718 14,4
0, 0,503 10,1
NanoDrop™ 1000 (Thermo Scientific)
Pureza
Amostra Concentragédo
(ng/pL) A260/A280 A260/A230
V, 23,9 1,93 2,21
V, 35,1 1,87 2,11
Py 24,6 1,79 2,34
P, 26,0 1,82 2,27
C, 61,5 1,84 2,45
C, 68,1 1,80 2,32
0O, 17,2 1,77 1,89
0, 145 1,86 2,12
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4.1.2.Avaliacdo da integridade do ADN extraido das amostras de carne fresca
(amostras de referéncia)

A avaliacdo da integridade do ADN extraido das amostras de referéncia foi avaliada
através do tamanho dos fragmentos e proporcéo de arrastamento obtidos em gel de agarose. Como
é possivel visualizar na Figura 12, as amostras C, e C, revelam uma maior fluorescéncia, o que vai
de encontro aos valores apresentados na Tabela 7, onde € possivel verificar que estas sdo as
amostras que apresentam maior concentracdo de ADN extraido. O método de extracdo empregue
(CTAB modificado) produziu ADN de elevado peso molecular com reduzido arrastamento,

evidenciando assim a sua integridade.

M ViV, PIP,CiC 010,

Figura 12 - Estado de fragmentacdo do ADN extraido: M (marcador molecular 100pb); V, e V, (amostras

Bos taurus); P, e P, (amostras Sus scrofa); C, e C, (amostras Equus caballus); O, e O, (amostras Ovis aries).

4.2. Determinagdo da especificidade do sistema de amplificacdo integrante do Kit
Tetraplex AllHorse e avaliagdo da performance da PCR em Tempo Real para
amplificagdo do ADN.

As amostras controlo de ADN das quatro espécies em estudo foram amplificadas com o kit
Tetraplex AllHorse, com a finalidade de avaliar a especificidade do seu sistema de amplificacdo e
identificar possiveis contaminacdes.

Estamos perante um sistema de amplificacdo multiplex, composto por quatro pares de
primers e quatro sondas distintas, cada uma com a sua temperatura de annealing. Assim, como é
utilizada apenas uma temperatura de annealing comum, mesmo que otimizada, os diferentes pares
de primers e sondas apresentam eficiéncias distintas aquando da rea¢do de amplificagdo. De modo
a tornar a comparacao mais eficiente, todas as amostras foram diluidas a uma concentragdo de 2ng/
pl.

Na Figura 13 é possivel verificar que o sistema de amplificacdo para a espécie Bos taurus
ndo detetou nenhuma das outras espécies em estudo, apresentando um valor Ct de 21,05.
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Amplification

Figura 13 - Amplificacdo do ADN extraido da amostra Bos taurus (vaca), com o kit de amplificagdo

Tetraplex AllHorse.

A Figura 14 diz respeito & amplificacdo da amostra de referéncia da espécie Sus scrofa,
onde se verifica que este ndo detetou qualquer outra das espécies em estudo. O valor de Ct

correspondente a esta amostra é de 27,53.

Amplification

Figura 14 - Amplificacdo do ADN extraido da amostra Sus scrofa (porco), com o kit de amplificacdo

Tetraplex AllHorse
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No que respeita a espécie Eqqus caballus, é possivel verificar, na Figura 15, que néo foi
detetada qualquer outra das espécies em estudo, apresentando um valor de Ct de 21,07.

e
Amplification
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Figura 15 - Amplificacdo do ADN extraido da amostra Eqqus caballus (cavalo), com o kit de amplificacéo

Tetraplex AllHorse.

Para a espécie Ovis aries, pode verificar-se na Figura 16 que ndo foi detetada outra espécie

em estadio, sendo o valor Ct desta curva de amplificagdo de 33,37.
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Figura 16 - Amplificacdo do ADN extraido da amostra Ovis aries (ovelha), com o kit de amplificacao

Tetraplex AllHorse.
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Através da avaliagdo das diferentes curvas de amplificagdo foi possivel verificar que
sistema de amplificacdo que compde este kit apresenta especificidade para cada uma das espécies
em particular, ndo tendo sido verificada qualquer tipo de amplificagdo cruzada entre as diferentes
espécies em estudo. Além do mais, também se verificou que existem diferencas significativas entre

os niveis de fluorescéncia e os valores de Ct detetados para cada uma das espécies.

4.3. Avaliacdo do ADN extraido de amostras comerciais (processados de carne de bovino)

4.3.1.Avaliacdo da concentracgdo e pureza do ADN extraido de amostras comerciais

(processados de carne de bovino)

Apbs a recolha e armazenamento das amostras comerciais de processados de carne de
bovino, o ADN foi extraido pelo método de CTAB modificado. Posteriormente, e a semelhanca das
amostras de referéncia, o ADN obtido foi quantificado pelo método de fluorimetria, que apenas
permite verificar a concentragdo de ADN extraido, e pelo método de espetrofotometria, que
possibilita ndo s6 avaliar a concentragcdo de ADN como também a pureza do mesmo. Os resultados
obtidos encontram-se nas Tabelas 8, 9, 10 e 11.

A concentracdo de ADN obtida ndo seguiu nenhum padrdo especifico, sendo superior a
concentracdo das amostras de referéncia, em alguns casos, e noutros ligeiramente inferior. No que
respeita aos valores da razdo Azso/Azso, estes variam entre 1,70 e 1,97, o que nos permite concluir
que o ADN extraido apresenta uma elevada pureza. Apesar de os valores da razdo Azeo/Az30 ndo se
situarem entre o intervalo de 1,8-2,2, todos os valores obtidos sdo superiores a 2, pelo que podemos
concluir que ndo se encontram presentes contaminantes provenientes dos reagentes utilizados
durante o procedimento de extracdo de ADN.

Com base nos resultados obtidos pela quantificagdo de ADN por espetrofotometria, todas

as amostras foram diluidas a uma concentracao de 2 ng/ul, através da adi¢do de agua ultrapura.
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Tabela 8 - Dados da quantificagdo do ADN extraido das amostras comerciais de processados de carne de
bovino do lote 1, por espetrofotometria (NanoDrop™ 1000) e fluorimetria (Qubit™ Fluorometer). H1, H2,

H3, H4, H5 — amostras comerciais (processados de carne de bovino); Al, A2, B1, B2 — réplicas; L1 — lote 1.

NanoDrop™™ 1000 (Thermo Qubif™ Fluorometer (Invitrogen)
Designacao Scientific)
da amostra Concentragao Concentracdo | Concentracdo em
ADN (ng/ul) PasoBam | PosdlBzso |0 woml) | 10 pL ugrmi
H1A1L1 175,2 1,90 2,58 7,9 160
H1A2L1 8,8 1,85 2,83 0.0604 1,21
H1B1L1 129,5 187 2,24 4,18 83,6
H1B2L1 1011 1,88 2,32 3,21 64,3
H2A1L1 66,9 1,70 2,24 2,00 139,9
H2A2L1 51,6 183 2,66 2,19 439
H2B1 L1 455 185 2,23 1,29 25,9
H2B2 L1 50,5 1,85 2,35 1,25 25,1
H3A1 L1 15,3 185 2,34 0,0457 0,914
H3A2 L1 24,1 1,92 2,21 0,0436 0,872
H3B1 L1 54,0 1,85 3,04 0,0266 0,914
H3B2 L1 91,7 1,89 2,719 0,209 0,872
H4A1 L1 8,8 1,85 2,11 0,0604 1,21
H4A2 L1 13,8 1,74 1,89 0,0343 0,686
H4B1 L1 83,4 1,88 2,80 1,04 20,9
H4B2 L1 81,3 1,83 2,83 1,01 20,3
H5A1 L1 12,7 1,83 2,14 0,0241 0,483
H5A2 L1 26,1 1,85 2,67 0,567 11,3
H5B1 L1 73,7 191 2,84 1,19 23,8
H5B2 L1 55,6 1,93 2,45 0,564 11,3
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Tabela 9 - Dados da quantificagdo do ADN extraido das amostras comerciais de processados de carne de
bovino do lote 2, por espetrofotometria (NanoDrop™ 1000) e fluorimetria (Qubit™ Fluorometer). H1, H2,

H3, H4, H5 — amostras comerciais (processados de carne de bovino); Al, A2, B1, B2 — réplicas; L2 — lote 2.

NanoDrop™™ 1000 (Thermo Qubif™ Fluorometer (Invitrogen)
Designacao Scientific)
da amostra Concentragao Concentracdo | Concentracdo em
ADN (ng/ul) PasoBam | PosdlBzso |0 woml) | 10 pL ugrmi
H1A1L2 141,7 182 2,84 7,5 49,0
H1A2L2 1455 1,85 2,29 7.8 497
H1B1L2 175,7 185 2,22 9,0 180
H1B2L2 1431 183 2,50 8,9 180
H2A1L2 47,3 1,97 2,41 2,07 41,3
H2A2L2 67,3 183 2,15 2,14 42,8
H2B1 L2 70,6 1,97 2,43 1,97 39,3
H2B2 L2 72,3 1,67 2,20 2,08 417
H3AL L2 50,9 1,89 2,21 2,45 49,0
H3A2 L2 52,5 1,79 2,28 2,48 497
H3B1 L2 59,7 1,82 2,88 2,69 53,8
H3B2 L2 60,1 1,82 2,51 1,93 38,7
H4AL L2 54,6 1,80 2,11 2,49 49,9
H4A2 L2 69,0 1,90 121 2,45 48,7
H4B1 L2 734 L 2,51 2,20 440
H4B2 L2 65,1 1,74 2,56 1,96 39,2
H5A1 L2 93,9 1,82 2,04 2,81 56,2
H5A2 L2 915 1,90 2,52 2,44 488
H5B1 L2 53,9 1,73 2,35 1,97 39,2
H5B2 L2 92,4 175 2,39 2,78 55,6
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Tabela 10 - Dados da quantificacdo do ADN extraido das amostras comerciais de processados de carne de
bovino do lote 1, por espetrofotometria (NanoDrop™ 1000) e fluorimetria (Qubit™ Fluorometer). Al, A2,
A3, Cl, E1, E2, L1, L2, L3 — amostras comerciais (processados de carne de bovino); Al, A2 —réplicas; L1
—lote 1.

NanoDrop*™ 1000 (Thermo Qubif™ Fluorometer (Invitrogen)
Designacéo Scientific)
da amostra Concentragéo Concentragéo Concentragdo em
ADN (ng/l) Ao Paso | o/ | o mgmh) | 10 pL (ugimi)
Al1A1L1 87,9 184 2,82 3,20 64,0
A1A2L1 91,7 1,89 2,79 3,22 64,4
A2A1L1 52,0 191 2,39 0,564 11,3
A2A2L1 48,8 178 2,84 0,452 10,2
A3AILL1L 188,9 1,88 2,45 8,90 180
A3A2L1 190,6 1,87 2,21 9,10 180
C1A1L1 192,2 1,87 2,32 1,96 39,2
C1A2L2 2423 1,87 2,47 2,78 55,6
E1A1L2 353 191 2,84 1,19 23,8
E1A2L2 39,8 1,70 2,59 1,23 24,1
E2A1L2 32,0 1,87 2,04 1,08 21,7
E2A2L.2 37,8 1,90 2,17 1,14 23,1
L1A1L2 725 1,89 2,21 0,876 17,5
L1A2L2 66,3 1,86 2,49 0,570 11,4
L2A1L2 483 1,82 2,84 1,32 25,6
L2A2L2 48,8 1,78 2,78 1,34 26,1
L3A1L2 26,4 1,89 2,21 0,284 5,68
L3A2L2 20,4 173 2,09 0,146 2,91
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Tabela 11 - Dados da quantificacdo do ADN extraido das amostras comerciaisde processados de carne de
bovino do lote 2, por espetrofotometria (NanoDrop™ 1000) e fluorimetria (Qubit™ Fluorometer). Al, A2,
A3, Cl, E1, E2, L1, L2, L3 — amostras comerciais (processados de carne de bovino); Al, A2 —réplicas; L2
— lote 2.

NanoDrop*™ 1000 (Thermo Qubif™ Fluorometer (Invitrogen)
Designacéo Scientific)
da amostra Concentragéo Concentragéo Concentragdo em
ADN (ng/l) Ao Paso | o/ | o mgmh) | 10 pL (ugimi)
A1A1L2 89,2 1,82 2,43 3,22 64,4
A1A2L2 94,2 1,85 2,37 3,34 65,2
A2A1L2 52,0 1,90 2,41 2,20 44,0
A2A2L2 58,2 1,88 2,10 2,24 44,9
A3ALL2 132,5 1,88 2,45 2,51 50,3
A3A2L2 127,3 178 2,33 2,45 49,0
CIALL2 198,2 1,89 2,34 2,51 50,3
C1A2L2 184,3 1,87 2,42 2,45 49,0
E1A1L2 737 1,86 2,35 1,19 23,8
E1A2L2 39,8 1,72 2,51 0,258 5,16
E2A1L2 24,8 1,84 2,28 0,425 8,55
E2A2L.2 32,0 1,87 2,04 0,564 11,3
L1A1L2 18,2 1,90 2,40 0,0271 0,542
L1A2L2 20,4 1,86 2,49 0,0359 0,718
L2A1L2 19,2 1,74 2,12 0,132 2,73
L2A2L2 21,6 1,85 2,84 0,147 2,94
L3A1L2 26,2 1,92 2,21 0,284 5,68
L3A2L2 51,2 1,89 2,30 0,793 15,0

4.3.2. Analise por PCR em Tempo Real das amostras comerciais (processados de
carne de bovino) com o kit Tetraplex AllHorse
Apos a analise dos dados da quantificacdo do ADN extraido das amostrais comerciais de
processados de carne de bovino, estas foram testadas para amplificacdo com o kit Tetraplex
AllHorse, de modo a detetar, em simultaneo, a presenca das espécies Bos taurus, Sus scrofa, Eqqus
caballus e Ovis aries, em caso de contaminacéo acidental ou mesmo fraude alimentar.
Inicialmente amplificaram-se, em simultaneo, as amostras de referéncia para as quatro

espécies em estudo, de forma a descartar falsos negativos, em caso de inibi¢cdo da PCR. Através da
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andlise da Figura 17, é possivel observar as curvas de amplificagdo das amostras de referéncia,
embora apresentem valores de Ct e RFU muito diferentes, devido ao que j& foi explicado

anteriormente, e na Tabela 12, o nimero de ciclos no qual se iniciou a amplificagdo (Ct).

Amplification

Figura 17 - Gréfico representativo das curvas de amplificagdo das amostras de referéncia para cada espécie.

laranja — Bos taurus; verde — Sus scrofa; roxo — Eqqus caballus; azul — Ovis aries.

Tabela 12 - Tabela dos dados correspondentes as curvas de amplificacdo das amostras de referéncia. NTC —
Controlo negativo.

Resultados da amplificacdo
Amostra Contelido Fluoréforo Ct
V1 Amostra de Referéncia ROX 24,30
V2 Amostra de Referéncia ROX 24,92
P1 Amostra de Referéncia HEX 29,02
p2 Amostra de Referéncia HEX 27,18
C1 Amostra de Referéncia Cy5 25,14
C2 Amostra de Referéncia Cy5 24,73
01 Amostra de Referéncia FAM 29,09
02 Amostra de Referéncia FAM 29,08
NTC NTC ROX, HEX. FAM, Cy5 -

Apobs as amostras de referéncia estarem amplificadas, procedeu-se a amplificagdo das

amostras comerciais de processados de carne de bovino. Nas figuras 18-31, € possivel visualizar as
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curvas de amplificacdo das diferentes amostras comerciais em estudo. Os valores de Ct obtidos
podem ser analisados nas Tabelas 13-26. Através da analise das figuras e tabelas acima
mencionadas, pode verificar que tal como se encontra descrito nos rétulos das amostras comerciais
(processados de carne de bovino) em estudo, a Unica espécie animal detetada foi a Bos taurus
(vaca), pelo que nenhuma das amostras comerciais testadas apresenta qualquer outra das espécies
em estudo (Sus scrofa, Eqqus caballus e Ovis aries).

Amplification

Figura 18 - Grafico representativo das curvas de amplificacdo das amostras comerciais (processados de

carne de bovino) do lote 1.

Tabela 13 - Tabela dos dados correspondentes as curvas de amplificagdo das amostras comerciais

(processados de carne de bovino) do lote 1. NTC — Controlo negativo.

Resultados da amplificacdo
Amostra Contelido Fluoroforo Ct
H1A1L1 Amostra ROX 27,40
H1A2L1 Amostra ROX 27,18
H2A1L1 Amostra ROX 27,03
H2A2L1 Amostra ROX 27,72
NTC NTC ROX, HEX. FAM, Cy5 -

61



Amplification

Figura 19 - Gréfico representativo das curvas de amplificagcdo das amostras comerciais (processados de

carne de bovino) do lote 1.

Tabela 14 - Tabela dos dados correspondentes as curvas de amplificacdo das amostras comerciais

(processados de carne de bovino) do lote 1. NTC — Controlo negativo.

Resultados da amplificacdo

Amostra Contelido Fluoréforo Ct
H3A1L1 Amostra ROX 26,86
H3A2L1 Amostra ROX 26,84
H4A1L1 Amostra ROX 27,47
H4A2L1 Amostra ROX 27,14
H5A1L1 Amostra ROX 30,35
H5A2L1 Amostra ROX 27,57

NTC NTC ROX, HEX. FAM, Cy5 -
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Amplification

Cycles

Figura 20 - Gréfico representativo das curvas de amplificacdo das amostras comerciais (processados de

carne de bovino) do lote 1.

Tabela 15 - Tabela dos dados correspondentes as curvas de amplificagdo das amostras comerciais

(processados de carne de bovino) do lote 1. NTC — Controlo negativo.

Resultados da amplificacdo
Amostra Contelido Fluoroforo Ct
H1B1L1 Amostra ROX 25,41
H1B2L1 Amostra ROX 25,19
H2B1L1 Amostra ROX 25,69
H2B2L1 Amostra ROX 26,08
NTC NTC ROX, HEX. FAM, Cy5 -
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Amplification

Figura 21 - Gréfico representativo das curvas de amplificagdo das amostras comerciais (processados de

carne de bovino) do lote 1.

Tabela 16 - Tabela dos dados correspondentes as curvas de amplificacdo das amostras comerciais

(processados de carne de bovino) do lote 1. NTC — Controlo negativo.

Resultados da amplificacdo

Amostra Contelido Fluoréforo Ct
H3B1L1 Amostra ROX 21,56
H3B2L1 Amostra ROX 20,29
H4B1L1 Amostra ROX 23,42
H4B2L1 Amostra ROX 23,80
H5B1L1 Amostra ROX 20,72
H5B2L1 Amostra ROX 21,79

NTC NTC ROX, HEX. FAM, Cy5 -
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Amplification

Figura 22 - Gréfico representativo das curvas de amplificacdo das amostras comerciais (processados de

carne de bovino) do lote 2.

Tabela 17 - Tabela dos dados correspondentes as curvas de amplificacdo das amostras comerciais

(processados de carne de bovino) do lote 2. NTC — Controlo negativo.

Resultados da amplificacdo
Amostra Contelido Fluoroforo Ct
H2A1L2 Amostra ROX 27,20
H2A2L.2 Amostra ROX 27,48
H4A1L2 Amostra ROX 27,25
H4A2L2 Amostra ROX 27,42
NTC NTC ROX, HEX. FAM, Cy5 -
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Amplification

Figura 23 - Gréfico representativo das curvas de amplificacdo das amostras comerciais (processados de

carne de bovino) do lote 2.

Tabela 18 - Tabela dos dados correspondentes as curvas de amplificagdo das amostras comerciais
(processados de carne de bovino) do lote 2. NTC — Controlo negativo.

Resultados da amplificacdo
Amostra Contelido Fluoroforo Ct
H1A1L2 Amostra ROX 26,12
H1A2L2 Amostra ROX 26,60
H3A1L2 Amostra ROX 27,12
H3A2L2 Amostra ROX 26,73
H5A1L2 Amostra ROX 27,61
H5A2L2 Amostra ROX 27,75
NTC NTC ROX, HEX. FAM, Cy5 -
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Amplification

Figura 24 - Gréfico representativo das curvas de amplificagcdo das amostras comerciais (processados de

carne de bovino) do lote 2.

Tabela 19 - Tabela dos dados correspondentes as curvas de amplificacdo das amostras comerciais
(processados de carne de bovino) do lote 2. NTC — Controlo negativo.

Resultados da amplificacdo
Amostra Contelido Fluoréforo Ct
H2B1L2 Amostra ROX 24,60
H2B2L2 Amostra ROX 25,02
H4B1L2 Amostra ROX 24,77
H4B2L2 Amostra ROX 24,98
NTC NTC ROX, HEX. FAM, Cy5 -
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Amplification

Figura 25 - Gréfico representativo das curvas de amplificacdo das amostras comerciais (processados de

carne de bovino) do lote 2.

Tabela 20 - Tabela dos dados correspondentes as curvas de amplificacdo das amostras comerciais

(processados de carne de bovino) do lote 2. NTC — Controlo negativo.

Resultados da amplificacdo

Amostra Contelido Fluoroforo Ct
H1B1L2 Amostra ROX 27,38
H1B2L2 Amostra ROX 26,69
H3B1L2 Amostra ROX 27,83
H3B2L2 Amostra ROX 27,03
H5B1L2 Amostra ROX 28,40
H5B2L2 Amostra ROX 29,02

NTC NTC ROX, HEX. FAM, Cy5 -
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Amplification

Figura 26 - Gréfico representativo das curvas de amplificagcdo das amostras comerciais (processados de

carne de bovino) do lote 1.

Tabela 21 - Tabela dos dados correspondentes as curvas de amplificagdo das amostras comerciais

(processados de carne de bovino) do lote 1. NTC — Controlo negativo.

Resultados da amplificacdo
Amostra Contelido Fluoréforo Ct
AlALL1L Amostra ROX 27,48
AlA2L1 Amostra ROX 27,80
Cl1AlL1 Amostra ROX 30,17
Cl1A2L1 Amostra ROX 30,29
E1A1L1 Amostra ROX 27,24
E1A2L1 Amostra ROX 27,41
NTC NTC ROX, HEX. FAM, Cy5 -
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Amplification

Figura 27 - Gréfico representativo das curvas de amplificacdo das amostras comerciais (processados de

carne de bovino) do lote 1.

Tabela 22 - Tabela dos dados correspondentes as curvas de amplificacdo das amostras comerciais

(processados de carne de bovino) do lote 1. NTC — Controlo negativo.

Resultados da amplificacdo

Amostra Contelido Fluoroforo Ct
A2AlL1 Amostra ROX 27,89
A2A2L1 Amostra ROX 27,74
A3ALL1L Amostra ROX 27,96
A3A2L1 Amostra ROX 27,41
L1A1L1 Amostra ROX 28,16
L1A2L1 Amostra ROX 27,81

NTC NTC ROX, HEX. FAM, Cy5 -
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Amplification

Cycles

Figura 28 - Gréfico representativo das curvas de amplificacdo das amostras comerciais (processados de

carne de bovino) do lote 1.

Tabela 23 - Tabela dos dados correspondentes as curvas de amplificacdo das amostras comerciais

(processados de carne de bovino) do lote 1. NTC — Controlo negativo.

Resultados da amplificacdo
Amostra Contelido Fluoroforo Ct
L2A1L1 Amostra ROX 30,40
L2A2L1 Amostra ROX 30,56
L3AlL1 Amostra ROX 27,82
L3A2L1 Amostra ROX 28,20
E2A1L1 Amostra ROX 25,79
E2A2L1 Amostra ROX 25,84
NTC NTC ROX, HEX. FAM, Cy5 -
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Amplification

Figura 29 - Gréfico representativo das curvas de amplificacdo das amostras comerciais (processados de

carne de bovino) do lote 2.

Tabela 24 - Tabela dos dados correspondentes as curvas de amplificagdo das amostras comerciais

(processados de carne de bovino) do lote 2. NTC — Controlo negativo.

Resultados da amplificacdo
Amostra Contelido Fluoroforo Ct
AlALL2 Amostra ROX 29,62
AlA2L2 Amostra ROX 28,91
C1AlL2 Amostra ROX 31,23
C1A2L2 Amostra ROX 31,42
E1AL1L2 Amostra ROX 28,09
E1A2L2 Amostra ROX 28,25
NTC NTC ROX, HEX. FAM, Cy5 -
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Amplification

Figura 30 - Gréfico representativo das curvas de amplificagcdo das amostras comerciais (processados de

carne de bovino) do lote 2.

Tabela 25 - Tabela dos dados correspondentes as curvas de amplificacdo das amostras comerciais

(processados de carne de bovino) do lote 2. NTC — Controlo negativo.

Resultados da amplificacdo
Amostra Contelido Fluoréforo Ct
A2ALL2 Amostra ROX 28,09
A2A2L2 Amostra ROX 28,08
A3ALL2 Amostra ROX 28,03
A3A2L2 Amostra ROX 27,78
L1Al1L2 Amostra ROX 28,52
L1A2L2 Amostra ROX 28,11
NTC NTC ROX, HEX. FAM, Cy5 -
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Amplification

Cycles

Figura 31 - Gréfico representativo das curvas de amplificacdo das amostras comerciais (processados de

carne de bovino) do lote 2.

Tabela 26 - Tabela dos dados correspondentes as curvas de amplificagdo das amostras comerciais

(processados de carne de bovino) do lote 2. NTC — Controlo negativo.

Resultados da amplificacdo
Amostra Conteldo Fluoréforo Ct
L2A1L2 Amostra ROX 30,11
L2A2L2 Amostra ROX 31,22
L3A1L2 Amostra ROX 30,18
L3A2L2 Amostra ROX 29,24
E2A1L2 Amostra ROX 28,17
E2A2L2 Amostra ROX 27,87
NTC NTC ROX, HEX. FAM, Cy5 -
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5. Discussao e Conclusdo

O conceito de seguranga alimentar tem vindo a impor-se de forma crescente ao consumidor
e a indastria alimentar nos ultimos anos, devido a uma evolucdo dos hébitos alimentares e de um
controlo cada vez mais rigoroso no que respeita a qualidade dos alimentos. Com esta modificacdo
de habitos, aumentou o nimero de produtos de elevada qualidade e, consequentemente, 0 preco
comercial dos mesmos, o que determinou a exigéncia de certas caracteristicas para que 0s mesmos
possam ser considerados auténticos. No entanto, o conceito de seguranga alimentar tem sofrido
pequenas alteragdes, englobando agora também as questdes da autenticidade dos produtos
alimentares.

A questdo da autenticidade dos alimentos coloca-se, muito provavelmente, desde o inicio
da sua comercializagdo e tem sido, ao longo dos anos, orientada pelas tendéncias do mercado. A
autenticidade abrange diversos aspetos desde as adulteragdes acidentais ou intencionais, até a
seguranca e inocuidade dos produtos alimentos.

Devido a grande necessidade de verificagdo da autenticidade alimentar, foram
desenvolvidas metodologias analiticas que permitem avaliar, especificamente e inequivocamente, a
identificacdo das diferentes espécies de carne presentes. Os métodos baseados na analise de ADN
sdo considerados ferramentas essenciais para a identificacdo de espécies em produtos de origem
animal e produtos alimentares, estando a ser amplamente utilizados para este efeito.

A elaboracéo desta dissertacdo visou a avaliagdo da autenticidade de amostras comerciais
de produtos processados a base de carne de bovino. As metodologias utilizadas para tal, basearam-
se na analise de ADN, uma vez que todos os produtos comerciais a analisar foram submetidos a
processamento. Assim, 0s métodos baseados na analise de proteinas ndo seriam tdo eficazes,
devido a desnaturagdo das proteinas quando se submete os produtos a um tratamento térmico.

Numa primeira fase, procedeu-se & extracdo de ADN das amostras de carne fresca
(amostras de referéncia) das espécies Bos taurus (vaca), Sus scrofa (porco), Eqqus caballus
(cavalo) e Ovis aries (ovelha), adquiridas num talho, pelo método de CTAB modificado.

Com base na analise dos dados obtidos relativos aos valores de concentracdo e pureza do
ADN extraido, obtida pelas razdes de absorvancia Azeo/Azso e Aze0/Az30, do grau de arrastamento do
ADN em gel de agarose e da sua viabilidade para amplificacdo com o kit Tetraplex AllHorse,
podemos concluir que o0 método de CTAB modificado se adequa perfeitamente a extracdo de ADN
das amostras de referéncia, uma vez que os extratos de ADN apresentavam valores de pureza
elevados e reduzido arrastamento.

A semelhanca das amostras de referéncia, o ADN das amostras comerciais de processados
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de carne de bovino também foi extraido pelo protocolo de CTAB modificado, sendo
posteriormente avaliada a sua concentracdo e pureza. Os valores de concentragédo de ADN obtidos
diferem de amostra para amostra, devido ao grau de processamento a que cada uma é sujeita
durante o seu fabrico. No que respeita aos valores da razdo Azeo/Asso, estes vao ao encontro dos
valores obtidos com as amostras de referéncia, o que nos permite concluir que o ADN extraido
apresenta uma elevada pureza. Deste modo, podemos concluir que o protocolo de extracdo
empregue neste estudo se adequa tanto a amostras de carne fresca, como a extracdo de ADN de
processados de carne de bovino.

Apo0s as etapas de extracdo e quantificacdo do ADN estarem concluidas, o0 ADN extraido
das amostras comerciais de processados de carne de vaca foi amplificado com o kit Tetraplex
AllHorse, para a dete¢do das quatro espécies em estudo.

De todas as amostras comerciais analisadas, nenhuma revelou a presenca de qualquer outra
das espécies em estudo, para além da mencionada no rétulo de cada uma, pelo que ndo foi
necessario proceder-se a posterior quantificagdo da mesma. Assim, através da utilizacdo de
metodologias de biologia molecular, podemos concluir que a rotulagem esta em conformidade com
o contetdo do produto alimentar.

Numa avaliacdo global de todas as metodologias empregues no presente estudo, estas
demonstraram ter uma grande aplicabilidade na monitorizag&o de alimentos frescos e processados,
dado serem técnicas de rapida execugdo e com uma relacdo de custo/tempo aceitavel. Estas
permitiram, através de uma analise qualitativa, detetar a presenca ou auséncia das espécies
analisadas. Uma vez que o protocolo de amplificacdo utilizado neste trabalho demonstrou estar
otimizado para um grande numero de amostras comerciais de processados de carne de bovino
testadas, podemos concluir que o kit Tetraplex AllHorse pode ser aplicado em analises de rotina, na
industria alimentar, 0 que permite aumentar os niveis de exceléncia dos produtos e garantir a
autenticidade dos mesmaos.

De forma a aumentar a concentragdo de ADN extraido por amostra, é fulcral que no futuro
se proceda a otimizacdo e definicdo de um protocolo global de homogeneizacdo das amostras, que
continua a ser um ponto muito vulnerével neste tipo de amostras altamente processadas e com
elevados teores de gordura.

Para um trabalho futuro dentro desta area, seria interessante estudar ndo s6 amostras
comerciais de processados de carne de bovino de marca branca e de outras marcas comerciais,
como também seria extremamente interessante alargar o numero de espécies em estudo, para
espécies de aves como é o caso de Gallus gallus domesticus (galinha) e Meleagris gallopavo
(peru). Assim sendo, teriam de ser adquiridas em superficies comerciais amostras de processados

de carne de aves. Apds a analise de todas as amostras estar concluida e de se verificar se existe ou
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ndo a presenca de espécies ndo declaradas no rétulo, por PCR em tempo real com um kit de
amplificagdo especifico para as espécies em estudo, no caso de efetivamente existir fraude
alimentar, seria muito interessante efetuar uma PCR quantitativa, de modo a perceber qual a
quantidade da espécie indevida presente no produto alimentar.

Com este trabalho ndo se pretendeu apenas a detecdo de possiveis adulteracBes em
processados de carne de bovino, pretendeu-se também valorizar os produtores que apresentam
produtos em conformidade com a rotulagem, preservando assim a sua identidade e propriedades. O
aumentando da transparéncia de todo o processo aumenta também a confianca dos consumidores
nos produtos gque adquirem, podendo conduzir a um acréscimo das vendas no mercado interno e até

mesmo nas exportagc”)es.
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Anexos

Anexo | — Etiquetas de identificacdo das amostras de talho analisadas.
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Espécies

Etiquetas de Identificacéo
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Anexo Il - Inquérito online dirigido a comunidade académica da Universidade de Aveiro.
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Comida Processada

O seguinte questionario visa identificar quais as preferéncias dos estudantes da Universidade de
Aveiro face aos produtos de comida processada presentes nas diversas superficies comerciais.
A resposta a0 mesmo é de extrema importancia e ndo requer qualquer tipo de identificacdo.
Sd0 apenas necessarios breves instantes, para 0 preenchimento do  mesmo.
Obrigada!

Consome comida processada?
[ .
o Sim

o Néo

Sobre que produtos recai a sua preferéncia?

Hamburgers
Almo6ndegas
Lasanha/Canelones

Nuggets

I I I I

o Salsichas

Quais as marcas que costuma adquirir?

Quial a superficie comercial onde adquire 0s mesmos?
[
o) Jumbo
o Pingo Doce

-

o I Continente
2 Miniprego
-

o Lial
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Anexo |11 - Respostas obtidas no inquérito online dirigido a comunidade académica da
universidade de Aveiro.
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Consome alimentos processados?

Grafico 1 — Respostas a primeira pergunta do inquérito “Consome alimentos processados?”

120

100

80

60

40

20

Sobre que produtos recai a sua preferéncia?

M Alméndegas

M Lasanha/Canelones
Salsichas

B Hamburgers
Nuggets

M Todos

Gréfico 2 — Respostas a segunda pergunta do inquérito “Sobre que produtos recai a sua preferéncia?”




Que marcas costuma adquirir?

[ Marcas Brancas
" Nobre
1 Izidoro
miglo
B Campofrio
Pescanova
B Mac Donalds & Burguer King
M Porminho
M Lusiaves

M Trattoria Alfredo

Gréfico 3 — Respostas a terceira pergunta do inquérito “Que marcas costuma adquirir?”
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20

Jumbo

Lidl

Continente

Pingo Doce

MiniPrego

Gréfico 4 — Respostas a quarta pergunta do inquérito “Qual a superficie comercial onde adquire os

mesmos?”
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Anexo IV — Descricao detalhada do rétulo das amostras comerciais analisadas.



Cadigo

Ingredientes

H1l

100% carne de bovino Carnalentejana — DOP

H2

Carne de bovino picada 47,6%, proteinas de soja reidratadas 24%, agua, gordura de bovino
3,4%, lactose (contém leite), sal, proteinas de leite, pdo ralado (farinha de trigo (contém
gluten), farinha integral de trigo (contém gluten), levedura e sal), amido de tapioca, plantas
aromaticas, aromas, sumo de beterraba em pd. Pode conter vestigios de aipo. Percentagem
de matérias gordas inferior a 15%. Relagdo colagénio/proteina da carne inferior a 25%.

H3

Carne de bovino (98%), sal e condimento (sal, alho desidratado (contém sulfitos), cebola
desidratada, agUcar, especiarias e antioxidante (E331iii)). Pode conter vestigios de leite, ovo,
soja, gliten, aipo e mostarda.

H4

Carne de bovino (60%), agua, proteina se soja, pdo ralado (farinha de trigo (T65), agua e
levedura), fibra vegetal, sal, especiarias, cebola refogada [cebola (75%), matéria gorda
vegetal (palma), farinha de trigo e sal], acucar, antioxidante (ascorbato de sodio), proteina
vegetal hidrolisada (milho, semente de colza) e extratos de levedura.

HS5

Carne de Bovino (51%), proteina de soja hidratada (37,6%), flocos de aveia hidratados,
fibra vegetal, cebolas tostadas (cebola, 6leo de palma, farinha de trigo e sal), sal e
condimento (sal, alho desidratado (contém sulfitos), cebola desidratada, acucar, especiarias e
antioxidante (E331iii)). Pode conter vestigios de leite, ovo, aipo e mostarda.

Al

Carne de bovino (60%), agua, proteina de soja, pao ralado [farinha de trigo (T65), dgua e
levedura], fibra vegetal, sal, especiarias, cebola refogada [cebola (75%), matéria gorda
vegetal (palma), farinha de trigo e sal], aclcar, antioxidante (ascorbato de sodio), proteina
vegetal hidrolisada (milho, semente de colza) e extratos de levedura.

A2

Carne de bovino picada 47,6%, proteinas de soja reidratadas 24%, agua, gordura de bovino
3,4%, lactose (contém leite), sal, proteinas de leite, pdo ralado (farinha de trigo (contém
gluten), farinha integral de trigo (contém gluten), levedura e sal), amido de tapioca, plantas
aromaticas, aromas, sumo de beterraba em po.

A3

100% carne de bovino Carnalentejana — DOP

C1

leite, massa alimenticia (20%) [farinha de trigo, sémola de trigo duro, 4gua], tomate pelado
(11,9%), carne de bovino (11,5%), cebola, agua, queijo emmental ralado [leite de vaca,
fermentos lacteos, coalho, sal], margarina vegetal [matérias gordas vegetais (palma,
girassol, em proporg¢des varidveis), agua, sal, emulsionantes (mono e diglicerideos de &cidos
gordos), regulador de acidez (acido citrico) e aromas], farinha de trigo, amido de milho,
azeite, pdo ralado (farinha de trigo, &4gua, sal e levedura), extrato de levedura, aromas, caldo
de carne [matéria gorda vegetal (palma), extrato de carne, extrato de levedura, &gua,
concentrado de beterraba, sal, sumo concentrado de limao], especiarias (noz-moscada,
orégdos, manjericdo, alho e salsa), concentrado vegetal e extrato de pimentéo.

El

Sémola de trigo duro, carne de bovino (25%), molho de tomate (18,2%) [tomate e regulador
de acidez (acido citrico)], agua, ovo pasteurizado, cenoura, azeite, cebola, sal, aglcar,
manjericdo, alho, orégdos, 6leo vegetal (girassol).

E2

Esparguete cozido 40% (agua, sémola de trigo duro (contém glaten), dleo de girassol, sal),
&gua, tomate pelado triturado 17,4% (tomate, sumo de tomate), polpa de tomate duplamente
concentrada 7,5%, carne de bovino cozida 6,4%, cebolas, cenouras, queijo (contém leite),
actcar, molho com aroma de vitela (contém gltten) (amido modificado de batata, sal,
farinha de trigo, tomate, cebola, extrato de levedura, aroma, carne de vitela, aglcar, éleo de
girassol, plantas aromaticas), aromas, alho, azeite virgem extra 0,4%, farinha de trigo
(contém glaten), amido modificado de milho, manjericdo, corante: extrato de pimentéo, sal,
salsa, tomilho. Pode conter vestigios de ovos.
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L1

Recheio de carne (39%): molho de tomate (tomate, 4gua, 6leo de girassol, aglcar, amido de
milho, sal, cebola, alho e especiarias), carne de vitela (35%), agua, cenoura, 6leo de girassol,
cebola, amido de batata, molho bechamel (4gua, amido de batata, leite gordo em pd, sélidos
lacteos, gordura de palma, sal, emulsionantes (fosfato e alginato de sodio) e especiarias.
Molho bechamel (33%): agua amido de batata, leite gordo em p6, sélidos lacteos, gordura
de palma, sal, emulsionantes (fosfato e alginato de sédio) e especiarias. Massa fresca com
0vo (20%): sémola de trigo duro (glaten), 4gua, ovo (12%), gliten de trigo e sal. Molho de
tomate (5%): tomate, agua, 6leo de girassol, aclcar, amido de milho, sal, cebola, alho e
especiarias. Queijo emmental ralado (3%): Leite, sal, fermentos lacteos e coalho.

L2

Molho a bolonhesa 59%: agua, carne de bovino crua 10%, concentrado de tomate, cenouras,
amido modificado de milho, aipo, cebolas desidratadas, vinho branco, tomate picado
(tomates, sumo de tomate acidificante: &cido citrico, agente de endurecimento: cloreto de
calcio), acUcar, sal, alho, fibras vegetais (contém gluten), manjericdo, aroma, salva.

L3

Molho bolonhesa 49,5%: agua, carne de bovino 18,1%%*, concentrado de tomate 11,7%*,
tomate pelado triturado 9,4%* (cubos de tomate, sumo de tomate, acidificante: acido citrico),
cenouras 7%*, cubos de cebola 4,7%*, LEITE magro reidratado, amido modificado de
batata, aromas (contem LEITE e GLUTEN), vinho branco (contém SULFITQOS), éleo de
bagago de azeitona, sal, matéria gorda vegetal (6leo de colza, agua, emulsionante: mono e
diglicerideos de acidos gordos, sal, regulador de acidez: acido citrico), farinha de TRIGO
(contem GLUTEN), acucar, alho, 6leo de girassol, manjericdo, pimenta-branca, tomilho,
ervas de Provenca, orégdos, paprica, acafrdo, macis, louro, cravinho. Molho Bechamel
26,3%: LEITE magro reidratado 72,9%*, matéria gorda vegetal (6leo de colza, agua,
emulsionante: mono e diglicerideos de acidos gordos, sal, regulador de acidez: acido citrico),
farinha de TRIGO (contem GLUTEN), agua, sal, macis. Massas 22%: semola de TRIGO
(contem GLUTEN), agua, clara de OVO, OVO inteiro, sal. Queijo 2%: queijo emmental
(contem LEITE), maltodextrina de milho. Oleo de girassol.
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Anexo V - Proposta de artigo.

99



SCREENING OF FOOD FRAUD IN PROCESSED MEAT BY BIOMOLECULAR
METHODS

Juliana Abrantes® Luis Souto*
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Abstract

The identification of species in food for human consumption is increasingly important to assess its
authenticity. The information available related to food products, on the basis of the label, is essential to
ensure the identity and quality of the food product the consumer wishes to acquire, especially in processed
products, where a difference in species is extremely difficult, making those easy targets for adulterations.

In order to safeguard consumers it was essential to develop and establish fast and reliable methods
for detecting fraudulent adulterations, including PCR analysis of DNA.

In this study, the extraction and identification of DNA by real-time PCR of different species of
reference samples is initially performed. Subsequently, the authenticity of 38 commercial samples of meat
products containing only beef in their labeling was assessed to ascertain the veracity and accuracy of the
labeling in relation to the product content. All of the commercial samples analyzed none revealed the

presence of any other species under study, in addition to the one mentioned in the label.

Keywords: Food safety; Food fraud; Processed meat; Real Time PCR.

1. Introduction

Nowadays food safety is a priority requirement for consumers, who want healthy and safe
food. This issue has become increasingly relevant, being a source of concern and interest on the
part of consumers and food companies (Caporale et al., 2001).

The authenticity of food is increasingly apparent in consumer concerns and is currently
covered by the concept of food safety. The identification of meat species in processed food
products has gained interest in recent years. Some reasons have already been pointed out for the
practice of food fraud, such as economic, legal, religious, ethical, public health and species
protection reasons, especially those that are on the verge of extinction. The assessment of
authenticity of meat products includes a number of issues such as the substitution of species of
higher commercial value by lower value ones, the presence of undeclared species on the label, the

substitution of meat for vegetable proteins, the incorrect labeling (fraudulent or involuntary)
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(Amaral et al., 2014) and substitution of game species by domestic species (Montowska &
Pospiech, 2011).

The difficulties associated with the methods based on the analysis of proteins to study the
authenticity of meat products stimulated the application of biomolecular techniques, based on DNA
amplification, especially Polymerase Chain Reaction (PCR) (Mafra et al., 2008; Ong et al., 2007).

In this study, DNA was extracted from different species of fresh meat (reference samples)
acquired in butchery, Bos taurus (cow), Sus scrofa (pig), Eqqus caballus (horse) and Ovis aries
(sheep). Next, the species under study were identified using a real-time multiplex amplification
protocol. Subsequently, the authenticity of 38 commercial samples of meat products containing
only beef in their labeling was assessed in order to ascertain the veracity and accuracy of the

labeling in relation to the product content.

2. Material and Methods

2.1. Samples and DNA Extraction

We collected, in butchery, reference samples of the four animal species under study, Bos
taurus (cow), Sus scrofa (pig), Eqqus caballus (horse) and Ovis aries (sheep). We also acquired 38
commercial samples of processed beef products. DNA extraction from the samples was performed
by the modified CTAB method, according to the protocol described by Stefanova et al. (2013).

2.2. DNA Quantification

DNA concentration was measured using NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo
Scientific).

2.3. Amplification

The DNA samples were amplified through the Tetraplex AllHorse kit. This allows the
simultaneous detection of cow (Bos taurus), pig (Sus scrofa), horse (Equus caballus) and sheep
(Qvis aries). The real-time PCR assay was performed with a total solution of 25 ul containing 20 pl
of MasterMix Ready to Use (Quanta Bioscience) and 5 ul of sample or control, according to the
following amplification protocol: 95 ° C for 3 minutes, 45 cycles at 95 ° C for 15 seconds and 62 °

C for 90 seconds, with detection of fluorescent signal at the end of each cycle.
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Table 1 - Description of the constituent primers and probes of the AllHorse Tetraplex Kit. Adapted from

Koppel et al. (2011).

Primer/Probe Final Sequence Amplicon GenBank
Concentration acc.no./
(uM) source/labelling
Beef
Rd1F 0.2 GTA GGT GCA CAG TAC
GTT CTG AAG Beta-actin-gen
Rd1R 0.2 GGC CAG ACT GGG CAC 96 bp EH170825
ATG
Bos-ActiB_Rox 0.08 CGG CAC ACT CGG CTG ROX-BHQ2
TGTTCCTTGC
Pork
Sus_ACTB-F 0.2 GGA GTG TGT ATC CCG
TAG GTG Beta-actin-gen
Sus_ACTB-R 0.2 CTG GGG ACA TGC AGA 103 bp DQ452569 JOE-
GAG TG BHQ1
Susl TMP 0.08 TCT GAC GTG ACT CCC
CGA CCT GG
Horse
EC-GHR1-F 0.2 CCA ACT TCA TCA TGG Growth
ACA ACGC hormone
receprot
EC-GHR1-R 0.2 GTT AAA GCT TGG CTC 107 bp AF392878
GAC ACG Cy5-BHQ2
EC-GHR1-Cy5 0.08 AAG TGC ATC CCC GTG
GCC CCT CA
Sheep
OA-PRLR-F 0.2 CCA ACA TGC CTT TAA Prolactin
ACC CTC AA receptor
OA-PRLR-R 0.2 GGA ACT GTA GCC TTC 88 pb AF041979 Fam-
TGACTCG BHQ1
OA-PRLRFam 0.08 TGC CTT TCC TTC CCC
GCC AGT CTC
3. Results

Initially, the positive controls were amplified with the Tetraplex AllHorse Kit at the same

time, in order to rule out false negatives, in case of PCR inhibition (Table 2).
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Table 2 - Data corresponding to the amplification curves of the reference samples.

Amplification Results
Sample Type Fluorophore Ctvalue
V1 Reference Sample ROX 24,30
V2 Reference Sample ROX 24,92
P1 Reference Sample HEX 29,02
P2 Reference Sample HEX 27,18
C1 Reference Sample Cy5 25,14
Cc2 Reference Sample Cy5 24,73
o1 Reference Sample FAM 29,09
02 Reference Sample FAM 29,08
NTC NTC ROX, HEX. FAM, Cy5 -

After analyzing the DNA quantification data extracted from the commercial samples of meat
processed, they were tested for amplification with the Tetraplex AllHorse Kkit, in order to
simultaneously detect the presence of the species Bos taurus, Sus scrofa, Eqqus caballus and Ovis
aries in case of accidental contamination or even food fraud. The Ct values obtained can be
analyzed in Tables 3-6. By analyzing the abovementioned tables, we can verify that as described on
the labels of the commercial (beef processed) samples tested, the only animal species detected was
Bos taurus (cow), so that, none of the commercial samples tested presents any other species under

study (Sus scrofa, Eqqus caballus and Ovis aries).
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Table 3 - Data corresponding to the amplification curves of the commercial samples (processed from beef) of
lot 1. H1, H2, H3, H4, H5 - commercial samples (processed beef); Al, A2, B1, B2 - replicates; L1 - lot 1;

NTC — no template control

Amplification Results
Sample Type Fluorophore Ct value
H1A1L1 Sample ROX 27,40
H1A2L1 Sample ROX 27,18
H2A1L1 Sample ROX 27,03
H2A2L1 Sample ROX 27,72
H3A1L1 Sample ROX 26,86
H3A2L1 Sample ROX 26,84
H4A1L1 Sample ROX 27,47
H4A2L1 Sample ROX 27,14
H5A1L1 Sample ROX 30,35
H5A2L1 Sample ROX 27,57
H1B1L1 Sample ROX 25,41
H1B2L1 Sample ROX 25,19
H2B1L1 Sample ROX 25,69
H2B2L1 Sample ROX 26,08
H3B1L1 Sample ROX 21,56
H3B2L1 Sample ROX 20,29
H4B1L1 Sample ROX 23,42
H4B2L1 Sample ROX 23,80
H5B1L1 Sample ROX 20,72
H5B2L1 Sample ROX 21,79
NTC NTC ROX, HEX. FAM, Cy5 -
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Table 4 - Data corresponding to the amplification curves of commercial samples (processed from beef) of lot
1. Al, A2, A3, Cl, E1, E2, L1, L2, L3 - commercial samples (processed beef) ; Al, A2 - replicates; L1 - lot

1; NTC - no template control.

Amplification Results
Sample Type Fluorophore Ct value
AlA1Ll Sample ROX 27,48
AlA2L1 Sample ROX 27,80
A2A1L1 Sample ROX 27,89
A2A2L1 Sample ROX 27,74
A3A1L1 Sample ROX 27,96
A3A2L1 Sample ROX 27,41
ClAlL1 Sample ROX 30,17
Cl1A2L1 Sample ROX 30,29
E1A1L1 Sample ROX 27,24
E1A2L1 Sample ROX 27,41
E2Al1L1 Sample ROX 25,79
E2A2L1 Sample ROX 25,84
L1AIL1 Sample ROX 28,16
L1A2L1 Sample ROX 27,81
L2A1L1 Sample ROX 30,40
L2A2L1 Sample ROX 30,56
L3A1L1 Sample ROX 27,82
L3A2L1 Sample ROX 28,20
NTC NTC ROX, HEX. FAM, Cy5 -
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Table 5 - Data corresponding to the amplification curves of the commercial samples (processed from beef) of
lot 1. H1, H2, H3, H4, H5 - commercial samples (processed beef); Al, A2, B1, B2 - replicates; L2 - lot 2;

NTC — no template control.

Amplification Results
Sample Type Fluorophore Ct
value
H1A1L2 Sample ROX 26,12
H1A2L2 Sample ROX 26,60
H2A1L2 Sample ROX 27,20
H2A2L2 Sample ROX 27,48
H3A1L2 Sample ROX 27,12
H3A2L2 Sample ROX 26,73
H4A1L2 Sample ROX 27,25
H4A2L2 Sample ROX 27,42
H5A1L2 Sample ROX 27,61
H5A2L2 Sample ROX 27,75
H1B1L2 Sample ROX 27,38
H1B2L2 Sample ROX 26,69
H2B1L2 Sample ROX 24,60
H2B2L2 Sample ROX 25,02
H3B1L2 Sample ROX 27,83
H3B2L2 Sample ROX 27,03
H4B1L2 Sample ROX 24,77
H4B2L2 Sample ROX 24,98
H5B1L2 Sample ROX 28,40
H5B2L2 Sample ROX 29,02
NTC NTC ROX, HEX. FAM, Cy5 -
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Table 6 - Data corresponding to the amplification curves of commercial samples (processed from beef) of lot
1. Al, A2, A3, Cl, E1, E2, L1, L2, L3 - commercial samples (processed beef) ; Al, A2 - replicates; L2 - lot

2; NTC — no template control.

Amplification Results
Sample Type Fluorophore Ct
value
AlA1L2 Sample ROX 29,62
AlA2L2 Sample ROX 28,91
A2A1L2 Sample ROX 28,09
A2A2L2 Sample ROX 28,08
A3A1L2 Sample ROX 28,03
A3A2L2 Sample ROX 27,78
ClA1L2 Sample ROX 31,23
ClA2L.2 Sample ROX 31,42
E1A1L2 Sample ROX 28,09
E1A2L2 Sample ROX 28,25
E2A1L2 Sample ROX 28,17
E2A2L2 Sample ROX 27,87
L1A1L2 Sample ROX 28,52
L1A2L2 Sample ROX 28,11
L2A1L2 Sample ROX 30,11
L2A2L2 Sample ROX 31,22
L3A1L2 Sample ROX 30,18
L3A2L2 Sample ROX 29,24
NTC NTC ROX, HEX. FAM, Cy5 -

4. Discussion

The elaboration of this dissertation was aimed to evaluate the authenticity of commercial
samples of processed beef products. The methodologies used for this were based on DNA analysis,
since all the commercial products to be analysed were processed.

After the DNA extraction and quantification steps were completed, the DNA extracted from
the commercial beef samples was amplified with the Tetraplex AllHorse kit for the detection of the
four species under study. Since the amplification protocol used in this work has been shown to be
optimized for a large number of commercial samples of beef processed, we can conclude that it can
be applied in routine analyses in the food industry.

All of the commercial samples analysed, none revealed the presence of any other species

under study, in addition to the one mentioned in the label of each one, reason why it was not
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necessary to be quantified later. Thus, through the use of molecular biology methodologies, we can

conclude that the labelling is in conformity with the content of the food product.
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