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1.RESUMO

O Brasil, além de ser um dos mais importantes produtores de carnes no mundo, possui um
grande mercado consumidor interno dos derivados carneos. A garantia da qualidade e
integridade destes produtos devem ser avaliadas na medida em que, fraudes podem interferir
na sociedade em questdes culturais, de saude e religiosas. Nesse sentido, tendo em vista que
produtos processados requerem métodos mais avancados de inspecdo, quando comparado
com alimentos frescos, ja que sdo dificeis de serem inspecionados macroscopicamente. Este
estudo visou validar a técnica de PCR na avaliagdo e detec¢do de fraudes por adi¢do de carnes
de outras espécies em amostras de embutidos frescais comercializados na cidade do Rio de
Janeiro. Utilizou-se seis amostras de linguicas com declaracdo da espécie da carne utilizada
na rotulagem sendo cinco de origem suina e uma de frango. As amostras foram submetidas a
técnica de PCR com pares de primers para as espécies suina, ovina, bovina e de frango. Apos
corrida eletroforética constatou-se que todas as linguicas expostas para comercializacdo como
sendo unicamente de origem suina apresentavam adi¢do ndo declarada de carne de frango. No
entanto, as amostras fraudadas ndo estavam adicionadas de carne ovina e/ou bovina. Ja a
amostra da linguica de frango foi a Unica que ndo estava adulterada. Apesar do pequeno
nimero de amostras, evidencia-se uma possivel falta de controle pelos 6rgdos de inspecao,
inclusive porque uma das amostras ndo apresentava registro em regime de inspegdo. Dessa
forma, o PCR mostrou-se como uma técnica eficiente para a detec¢do dessas fraudes em
embutidos crus como a linguica frescal.

2. INTRODUCAO

O Brasil se encontra entre 0s paises que sao 0s maiores produtores e exportadores de
carne do mundo, além de possuir um mercado interno com valores aproximados de consumo
per capita superiores a 80 kg/hab/ano. O pais também sobressai na producdo de derivados
carneos como 0s embutidos e desses; a linguica frescal, elaborada com carne suina, é a mais
comum e também a mais apreciada enquanto a linguica frescal de carne de aves também vem
obtendo resultados expressivos na comercializacdo ja que essa espécie de carne é considerada
mais saudavel pelos consumidores. As Adulteracbes Economicamente Motivadas ~AEM
vem sendo estudadas mundialmente ndo s6 pela questdo econdmica, mas também por praticas
religiosas e culturais além de envolvimento com questdes de salde coletiva.

Nos dias atuais, o consumo de carne tem deixado os consumidores em alerta, sendo
exigido assim, a precisao do rotulo, a fim de orientar a escolha do produto por parte da
populacéo, a qual leva em consideracéo estilos de vida, religido e questbes de saude (Ballin,
2009). A rotulagem é o principal meio de comunicacdo entre produtores e consumidores.
Embora as politicas de rotulagem sejam diferentes, de carater amplo, fatores relevantes sobre
alérgenos devem fazer parte da pratica de rotulagem (Premanandh, 2013).

Segundo Meerza et al. (2019), a adulteracdo de alimentos e a falta de identificacéo
correta de seus componentes nos rotulos séo ameacgas a sua integridade se tornando a principal
preocupacdo para industria, consumidores e governos ao redor do mundo. No ponto de vista
econémico, as constatacdes de fraude nos produtos implicam em diminuicdo no seu valor. Ja
para Tibola et al. (2018) existem outras consequéncias mais prejudiciais para a industria do
que o impacto econdmico direto, como a perda de confianca de investidores, clientes,
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consumidores e autoridades. Esta pratica € uma ameaca para a sustentabilidade, e a reducéo
das adulteracdes e vulnerabilidades séo de extrema prioridade para o Brasil.

Além dos impactos econémicos da fraude em alimentos, a preocupacdo com relacdo a
composicao dos alimentos e autenticidade sdo necessarios por algumas razdes: aparecimento
de doencas de origem alimentar; tréfico ilegal de espécies animais e estudos de
biodiversidade. Dessa forma, uma nova e confidvel técnica é uma grande preocupacdo para
fornecer uma solucdo promissora (Yacoub; Sadek, 2017).

Atualmente, as pessoas exigem informaces claras e confiaveis nos rétulos dos alimentos o
que leva a um grande impacto sobre a economia, uma vez que a escolha do consumidor é
muito influenciada pela composicdo dos alimentos detalhada na rotulagem. No caso de
produtos de carne processados, uma simples inspecdo visual ndo permite diferenciar
facilmente os diferentes componentes (Sentandreu; Sentandreu, 2014).

Para Kumar et al., (2017), a seguranca dos alimentos € uma preocupacdo mundial, tendo
em vista que toxinas produzidas por microrganismos contaminantes e episédios de
adulteracdo podem ocasionar enfermidades, como induzir émese, diarreia e até mesmo ébito.
Além de causarem danos a salde publica e custos econdémicos, os incidentes de fraude
alimentar causam efeitos secundarios, os quais incluem perda de confianga publica na
industria e na efetividade dos sistemas regulatorios dos governos (Everstine et al., 2018).

Mais recentemente, a ideia de fraude ou crime em alimentos veio a tona como uma
pratica sofisticada realizada por criminosos que enganam o0s consumidores a respeito da
verdadeira natureza do produto, a fim de obter ganhos financeiros (Brooks et al., 2017,
Barrere et al.,, 2020). Estas adulteracbes nos alimentos podem ser de diferentes tipos:
substituicdo de um componente por outro de menor custo; presenca de ingredientes nao
declarados no rotulo; data de validade equivocada; falsa declaracdo de métodos de
processamento; indicacdo superior de ingredientes ao que realmente consta no produto; falsa
origem geografica e de producdo (Scarano; Rao, 2014).

Apesar da fraude ter como objetivo permanecer indetectavel para o consumidor (Barrere
et al., 2020), vem aumentando a consciéncia da populacdo diante de ocorréncias como adi¢ao
de melamina em produtos pets e em leites; adicdo de carne de cavalo ndo declarada e
repetitivas substituicbes de espécies marinhas (Spink et al., 2016). Depois do caso de
adulteracdo de alimentos por carne de cavalo ocorrido em 2013, a préatica de substituicdo de
espécies ganhou maior atencdo, ja que por vezes é dificil detectar a fraude, especialmente em
produtos processados (Prandia et al., 2019).

O estabelecimento e publicacdo das definicbes basicas de fraudes foram importantes a
medida que os eventos se tornaram melhor conhecidos globalmente, o que influenciou o
desenvolvimento de muitas leis internacionais no Parlamento Europeu, nos Estados Unidos,
Reino Unido, Coreia do sul e China (Spink et al., 2014). No entanto, apesar da existéncia de
inimeras legislacdes em muitos paises, a adulteracdo de alimentos ainda € uma realidade que
demanda atencdo em todo o mundo e causa preocupagfes com relacdo a qualidade dos
alimentos (Montowska et al., 2015).



B8 con

www.convibra.org

A técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase ou Polymerase Chain Reaction — PCR
pode ser utilizada para identificar as fraudes além de ser uma técnica rapida, econdmica e de
facil execucdo. O DNA vem sendo extensivamente utilizado na identificagdo de espécies em
diferentes produtos, devido a facilidade de extracdo de muitas matrizes biologicas mesmo
apos tratamentos fisicos como o0 cozimento e de possuirem a capacidade de fornecer
sequéncias de material genético por meio de ensaios de PCR (Schiavo et al., 2018). Assim,
diante dos casos de adulteracOes, a cadeia produtiva de alimentos deve estar empenhada para
desenvolver novas solucdes tecnoldgicas ou se basear nas técnicas de analise de DNA, a fim
de torna-las basilares na verificacdo da autenticidade de produtos carneos e atuar no combate
a fraudes e erros de rotulagem (Wiedemair, 2018). Portanto, o recente desenvolvimento de
métodos moleculares para identificacdo de carnes ganhou atencdo. A maioria destes é baseada
em PCR (Girish et al., 2004). A técnica de PCR foi evoluida e sofisticada pela utilizacdo do
PCR em tempo real. A amplificacdo e deteccdo das sequéncias especificas de DNA
simultaneamente se tornou possivel com a adi¢do de brometo de etidio que ao se ligar a dupla
cadeia de DNA, e excitado pela luz UV, emitia fluorescéncia proporcional a quantidade de
DNA na amostra permitindo a visualizacdo do produto de PCR a cada ciclo (Logan et al.,
2009). Esse trabalho teve como objetivos validar a técnica de PCR convencional na avaliacdo
e deteccdo de fraudes por adicdo de carnes de outras espécies ndo declaradas no rotulo em
linguigas comercializadas na cidade do Rio de Janeiro

3. METODOLOGIA

Para as amostras controle positivo, foram usados tecidos musculares provenientes de
carne suina, bovina, ovina e de frango adquiridos em supermercados.

A preparacdo das carnes padrGes para a PCR foi feita a partir da maceracdo de
aproximadamente um grama de carne com a mistura de 800 uL de Solucdo Tampéo Fosfato
-PBS. Em seguida, a extracdo do DNA foi realizada pelo método fenol: cloroférmio adaptado
por Sambrook e Russel et al. (2006). Foram transferidos 500 puLL de amostra para microtubos
de 1,5 mL e centrifugados por 20 minutos a 13.500 rpm. Ap0s essa etapa, 0 sobrenadante foi
descartado e as celulas foram ressuspensas em 600 puL de Tris EDTA dextrose (Ludwig
Biotec, Brasil) sendo adicionados 30 pL de proteinase K - 240 pg/mL (GE Healthcare, UK) e
30 pL de dodecilsulfato de so6dio - SDS 10% (Ludwig Biotec, Brasil), submetido a vortex
para homogeneizacdo e seguido de incubacdo em banho de 4gua a 50-55°C durante 30
minutos. Na sequéncia, procedeu-se a purificacdo do DNA onde os tubos foram resfriados a
temperatura ambiente e 500 puL de fenol (LGC Biotecnologia, Brasil) foram adicionados,
seguido de homogeneizacao por 10 minutos e centrifugacdo a 13.500 rpm por 30 minutos. A
fase superior foi transferida para um novo microtubo com 500uL de cloroférmio (VETEC,
Brasil), homogeneizada por 3 minutos e submetida a centrifugacdo a 13500 rpm por 10
minutos. Apds esse periodo, o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo com
1000u de etanol (VETEC, Brasil) e reservado no congelador durante a noite. No outro dia, 0s
microtubos foram centrifugados durante 20 minutos a 13.500 rpm e o etanol foi descartado e
as amostras foram secas a temperatura ambiente. Em seguida, os pellets foram ressuspensos
em 100 pl de Tris EDTA pH 8,3 e armazenados a -20 ° C. O resultado da extracédo foi
quantificado e avaliado no espectrofotometro Biodrop Touch ®.
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As reacdes de PCR utilizadas para detectar tecido muscular de suino, bovino, ovino e
frango foram realizadas de acordo com Di Pinto (2015). A reacdo de PCR teve um volume
final de 25 pL contendo: 1X PCR buffer (10 mM Tris HCI, 50 mM KCI (pH 8.3)), 1,5 mM
MgCI 2, 200 mM de dNTP, 0,25 uM de cada primer, 2,5 U de Taqg polimerase (Ludwig,
Brasil) e 5puL de DNA. As reacOes de amplificacdo foram realizadas em termociclador (Px2
Thermal Cycler, Thermo Electron Corporation) seguindo uma desnaturacgéo inicial a 94°C por
5 min, 30 ciclos de desnaturagéo a 94°C por 30 s, anelamento a 59°C por 30 s, extensdo a
72°C por 45s e extensdo final a 72°C por 5 min. Os primers utilizados, sequéncias e tamanho
dos amplicons estdo especificados no Quadro 1.

QUADRO 1. Primers, sequéncia de nucleotidios e tamanho de amplicon utilizados na
deteccdo de tecidos musculares de diferentes espécies animais.

Primers Sequéncia Tamanho do Referénci
Amplicon a

Suino | GCT GAT AGT AGA TTT GTG ATG 398 (Matsunaga et al.
ACC GTA 1999)

Bovino | CTA GAA AAG TGT AAG ACC CGT 274 (Matsunaga et al.
AAT ATA AG 1999)

Frango | AAG ATA CAG ATG AAG AAT 227 (Matsunaga et al.
GAG GCG 1999)

Ovino | AAA CAT AGC CTATGA ATG CTG 340 (Matsunaga et al.
TGGCTATTGTC 1999)
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Os amplicons obtidos na PCR foram aplicados em gel de agarose a 1,5%, submerso
em Tampdo Tris-Borato-EDTA (TBE), e entdo submetidos a corrida eletroforética. Apds a
corrida eletroforética, o gel foi corado em brometo de etidio e a visualiza¢do dos “amplicons”
foi realizada sob luz ultravioleta em transiluminador.

Ap0s a padronizacao dos controles positivos, seis amostras de linguicas adquiridas em
supermercados da cidade do Rio de Janeiro foram coletadas para a aplicagéo da PCR (Tabela
1). As amostras foram submetidas a extracdo Fenol-Cloroférmio e quantificadas no
espectofotdmetro Biodrop para posterior realizacdo da PCR que foi entdo realizada com o0s
primers especificos para espécie suino, bovino, ovino e frango e os amplicons submetidos a
corrida eletroforetica.

Tabela 1: Designacdo de venda, regime de inspecédo sanitaria e matéria prima das amostras de
embutidos frescais analisadas.

Amostras  Designacéo de venda Matéria prima  Regime de Inspecdo Sanitéria
A Linguica de pernil Pernil suino Federal
B Linguica de carne suina Carne suina Federal
C Linguica de pernil Pernil suino Federal
D Linguica de frango Frango Federal
E Linguica de pernil Pernil suino Federal
F Linguica de porco Carne suina Ausente

4.RESULTADOS E DISCUSSAO

A viabilizacdo da técnica de PCR convencional no presente experimento para
deteccdo de fraudes por adicdo de espécies ndo declaradas no rétulo foi considerada
importante. Nesse contexto, KuSec et al. (2017) compararam o PCR convencional com o
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) -PCR a fim de identificar carnes bovinas,
de frango e ovinas em salsichas suinas. O estudo constatou que o RFLP-PCR foi capaz de
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identificar apenas carne de frango, enquanto que o PCR tradicional a verificou a presenca
tanto de frango quanto das outras espécies citadas.

Todos os controles positivos apresentaram amplicons com faixas de tamanho esperado
(bovino com 274 pb, ovino com 340 pb, frango com 227 pb e suino com 398pb) conforme a
Figura 1. Ainda, de acordo com a tabela 2 e figura 1, verifica-se que todas as amostras de
embutidos frescais de carne suina foram fraudadas com carne de frango. Apenas a amostra de
embutido frescal que foi elaborada com carne de frango estava idénea. A incidéncia dessa
fraude nos embutidos frescais de carne suina se justifica como AEM; inclusive no aspecto
relacionado a deteccdo da fraude. Nao houve deteccdo das carnes bovina ou ovina nas analises
efetuadas.

No Brasil, Felk (2014) em seus resultados com a utilizacdo de PCR detectou fraudes
como uso de carne de frango na elaboracdo de linguica calabresa sem estar contido na
rotulagem e uso de carne de frango na elaboracdo de apresuntado, uma grave nao
conformidade ja que esse produto ndao permite tal uso.

Tabela 2: Resultados das analises de PCR em amostras de linguicas segundo a utilizacdo de
matriz carnea em comparacao com a rotulagem.

DNA
Amostras Rétulo
Suino Ovino Frango Bovino

A Suino + - + -
B Suino + - + -
C Suino + - + -
D Frango - - + -
E Suino + - + -



B8 convibra

www.convibra.org

Figura 1: Corrida em gel de eletroforese. A seta verde indica o amplicon do Controle positivo da
amostra padrdo bovino; a seta azul indica o controle positivo da amostra padrdo de musculo de ovino.
A seta laranja indica que todas as amostras apresentaram presenca do DNA de musculo de frango; A
seta vermelha indica as amostras que deram positivo para DNA suino.

A ocorréncia de fraudes em embutidos frescais de carne suina parece se justificar pelo
baixo preco da carne de frango o que barateia o custo final. Previa-se que por tratar-se de
estabelecimentos sob regime de Inspecdo Federal, que esse tipo de fraude teria ocorréncia
minima, o que ndo se efetivou. J& produtos elaborados sem regime de inspe¢do teriam maior
chance de apresentar esse tipo de fraude o que se efetivou em uma das amostras. Nesse
contexto, uma elevada ocorréncia foi constatada por Ayaz et al. (2006) ao utilizarem a técnica
ELISA que identificou que 39,2 % das salsichas, 35,7% dos salames, 37,2% dos
“frankfurters”, 22,2 % da carne crua e 6,2% das almondegas apresentaram espécies nao
declaradas na embalagem.

Perestam et al. (2017) compararam o0 real-time PCR e o ELISA na analise de
adulteracdo de salsichas, embutidos e amostras de carne moida. O estudo concluiu que ambos
foram eficientes, porém o PCR foi considerado adequado para analise de produtos
processados e com niveis baixos de adulteragdo, enquanto que o ELISA destaca-se pela sua
maior facilidade de aplicacgéo.

Corroborando os resultados; no Brasil; Felk (2014) ao analisar 27 amostras de
produtos carneos comerciais, a metodologia PCR se mostrou satisfatria e robusta, uma vez
que detectou adulteracdo em trés amostras, além de ndo demonstrar variagcdo nos resultados
em funcdo do tratamento térmico utilizado no produto.
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6. CONCLUSOES

A utilizacdo da técnica de PCR foi considerada eficiente para a detecgdo das fraudes
por substituicdo de espécies em embutidos frescais. A ocorréncia dessas fraudes em cinco das
seis amostras de linguicas cruas utilizadas, com uso da carne de frango, sugere que as préaticas
enganosas sao comuns na elaboracéo destes alimentos.
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