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RESUMO - Com a crescente concientizacdo dos consumidores com relagdo aos produtos carneos,
seja por questdes ideoldgicas, religiosas ou de saude, a rotulagem correta € fundamental para que
nao ocorra a ingestdo de um alimento ndo desejado, assim como para evitar fraudes. Deste modo, a
PCR em tempo real (QPCR) é frequentemente utilizada para a detec¢do e quantificacdo de uma
sequéncia de DNA especifica, sendo adequada para a determinacdo dos teores de ingredientes
carneos contidos nos produtos, visto que cada espécie possui um genoma caracteristico. Este estudo
teve como obijetivo estabelecer um método que pudesse quantificar simultaneamente os teores das
proteinas de frango e suino em linguicas do tipo frescal, através da técnica multiplex da gPCR,
tornando a quantificagdo mais agil e podendo aplica-la em casos de suspeita de adulteracdes em
produtos carneos. O método estabelecido foi aplicado em amostras conhecidas e em amostras
adquiridas no comércio. Para a amostra controle preparada com 50% de frango e 50% de suino,
foram obtidos teores de 50,64% e 49,36%, respectivamente. Para a amostra contendo 20% de frango
e 80% de suino, obteve-se o resultado de 21,43% e 78,57%, respectivamente. As demais amostras
conhecidas também apresentaram resultados coerentes com o esperado. Os resultados das amostras
adquiridas no comércio confirmaram as informagdes declaradas pelos fabricantes em alguns dos
casos, com relacdo a existéncia ou nao das proteinas carneas estudadas. Nenhuma das amostras

informava a quantidade de frango e de suino contida nos produtos.
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ABSTRACT - Correct labeling is crucial to preventing the consumption of undesired food and
preventing fraud in light of consumers’ increasing awareness of meat products for ideological,
religious, or health-related reasons. The real-time PCR (gPCR) technique is often employed for the
identification and measurement of a particular DNA sequence, and as every species possesses a
distinct genome, it is thus appropriate for validating the meat components found in the examined
products. Using the multiplex real-time PCR methodology, the goal of this work was to develop a
method that could simultaneously quantify the protein content of pork and chicken in fresh sausages.
This increases quantification’s agility and can be used in situations where adulteration of meat
products is suspected. The established method was applied in known and commercially acquired
samples. For the control sample prepared with 50% of chicken meat and 50% or pork, levels of 50,64%
and 49,36% were obtained, respectively. For the sample containing 20% of chicken and 80% of pork,
the results were 21,43% and 78,57%, respectively. The other known samples also presented results
consistent with expectations. The results or commercially acquired samples confirmed the information
declared by the manufactures in some cases, regarding the existence or not of the meat proteins

studied. None of the samples reported the amount of chicken and pork contained in the products.

Keywords: Fresh sausages, meat products, Real-time PCR, gPCR, absolute quantification, standard

curve

1. INTRODUCAO

A substituicdo de espécies animais em produtos carneos €&, infelizmente, um exemplo comum
de fraude alimentar impulsionada por ganhos econémicos, especialmente se for trocado por uma
espécie de menor valor comercial. Sendo que para o consumidor, além de gerar prejuizos financeiros,
podem até causar danos a saude, caso o consumidor for alérgico aos ingredientes adicionados sem
sua devida rotulagem (DALSECCO, 2018). A titulo de exemplo, uma noticia do Globo Rural afirma
gue a OMC (Organizagdo Mundial da Saude) “deflagra sinal de alerta sobre aumento de comércio
ilicito e fraudes no agroalimentar e bebidas” e ainda destaca que € um “problema crescente” e que
embora seja dificil determinar o custo global da fraude no setor de alimentos, seja estimado de US$

30 bilhdes a US$ 50 bilhdes (sem incluir perdas no comércio ilicito de bebidas alcodlicas).

A norma alimentar IFS Food versdo 8 (2023) estabelece como fraude em alimentos “a

substituicdo intencional, rotulagem enganosa, adulteracdo ou falsificacdo de alimentos de matérias-
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primas ou materiais de embalagem disponibilizados no mercado para fins de ganhos econémicos.

Essa definicdo também se aplica a processos terceirizados”.

A Instrugdo Normativa n° 75 (BRASIL, 2020) determina os requisitos técnicos para a declaracao
da rotulagem nutricional dos alimentos embalados. Entretanto pode ocorrer de haver falsificagdo do
nome da marca, embalagem, formulagdo, diluicdo, produtos ndo declarados, etiquetagem incorreta,
dentre outros agravantes (DALSECCO, 2018).

Em produtos carneos, especialmente os processados, a rotulagem vem ganhando grande
atencdo, uma vez que nesses produtos a identificacdo dos ingredientes € mais dificil devido a
mudancas na aparéncia, textura e sabor, podendo-se mascarar a origem dos ingredientes

(DALSECCO, 2018).

Sendo assim, a utilizagdo de técnicas rapidas e confiaveis para a deteccdo de fraudes em
alimentos se torna imprescindivel para a prote¢cdo dos consumidores e produtores, garantindo a

competitividade, a qualidade e segurancga dos produtos.

O objetivo desse trabalho é estabelecer um método que possa quantificar simultaneamente os
teores das proteinas de frango e suino em linguicas do tipo frescal, através da técnica multiplex da
gPCR em amostras de linguigas do tipo frescal preparadas em planta piloto e em amostras adquiridas

no comeércio varejo.
2. MATERIAL E METODOS
2.1. Amostras

As amostras de linguica frescal de frango - 125* e 126* - foram elaboradas em planta piloto do
Centro de Tecnologia de Carnes do Instituto de Tecnologia de Alimentos (CTC — Ital), sendo que na
amostra 125* foi utilizado o recorte de peito de frango com pele e, nha amostra 126*, recorte de coxa
e sobrecoxa de frango com pele. Em ambas as amostras foi adicionada, em menor propor¢éo, papada
suina. O restante da massa de ambas as amostras constituiu dos ingredientes basicos para
elaboracéo de linguica frescal. Foram testadas também duas amostras de controle - SF50 e SF80 -
para atestar a confiabilidade dos resultados. Essas amostras foram preparadas em laboratério com
carnes suina e de frango in natura, em diferentes proporc¢des e codificadas como mostrado na Tabela
1. Nesta tabela também encontram-se as amostras de linguica adquiridas no comércio que foram

analisadas de acordo com o0 mesmo método.
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Tabela 1. Amostras analisadas no estudo.

Identificagéo Especificagdo da amostra Objetivo
SF50 Mistura contendo 50% de carne suina e 50% de carne de frango Amostra controle
SF80 Mistura contendo 80% de carne suina e 20% de carne de frango Amostra controle
125+ Linguica frescal: peito de frango,com pele adicionado de papada Amostra coqhecida -
suina testar método
126+ Linguica frescal: coxa de frango,com pele adicionado de papada Amostra con}hecida -
suina testar método
189 Linguiga frescal suina - Fabricante A Aplicar método
193 Linguica frescal de frango - Fabricante B Aplicar método
194 Linguiga frescal de frango - Fabricante C Aplicar método
199 Linguiga frescal mista para churrasco - Fabricante D Aplicar método
200 Linguica frescal de frango fina - Fabricante D Aplicar método
201 Linguica fininha mista, cozida e defumada - Fabricante E Aplicar método
202 Linguica fininha mista, cozida e defumada - Fabricante F Aplicar método

2.2. Analises moleculares

A extracdo do DNA foi feita com o auxilio do kit de extracédo de colunas ReliaPrep™ gDNA
Tissue Miniprep System, Promega. A escolha dos primers utilizados para esse estudo, assim como
as sondas de hidrdlise, foi baseada no estudo de Froder (2022). A Tabela 2 apresenta as informagfes
dos primers e sondas utilizados.

Tabela 2. Primers e sondas de hidrélise utilizados no estudo.

Nome Gene de Sequéncia Alvo
referéncia q detectado
Porcine-97bp-F 5-CGTAGGTGCACAGTAGGTCTGAC-3'

. Beta actina Sus s_crofa
Porcine-97bp-R (DQ452569.1) 5-GGCCAGACTGGGGACATG-3' domesticus; S.
Porcine-97bp-P 5" [FAM]-CCAGGTCGGGGAGTC-[NFQ-MGB]-3' scrofa
Chicken-77bp-F 5-CAGCTGGCCTGCCGGC-3' Gallus gallus
Chicken-77bp-R ~ TGF-p3 5-GCCCAGTGGAATGTGGTATTCA-3' domesticus;

(AY685072.1) G.
Chicken-77bp-P 5'-[FAM]-TGCCACTCCTCTGCACCCAGTGC-[TAMRA]-3' gallus

Para a quantificacdo das duas espécies em estudo, foi aplicada a técnica de gPCR, utilizando

o0 método da curva padrdo, o qual fornece os resultados da quantificagdo absoluta das amostras.
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Para a execu¢do do método foi utilizado o termociclador de PCR em tempo real QuantiStudio™ 3
Real-Time PCR Instrument — Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific. O método se baseia na
deteccédo de fluorescéncia ao longo dos ciclos da amplificagdo do equipamento. Os fluor6foros sao
moléculas com a capacidade de absorver e emitir luz em um comprimento de onda especifico. O
composto fluorescente utilizado nessa andlise foram as sondas TagMan®, as quais sdo constituidas
pelos fluoréforos “repérter” (localizado na extremidade 5’) e “quencher” (localizado na extremidade
3’). O quencher € capaz de absorver significativamente a fluorescéncia emitida pelo reporter
enquanto a sonda estiver intacta, entretanto, se a sequéncia alvo estiver presente na amostra, a
sonda se anela logo ap6s um dos primers e € clivada através da nuclease 5’ da Taq DNA polimerase.
Essa clivagem separa o repérter do quencher, aumentando entdo a fluorescéncia do corante reporter

gue é detectada e analisada pelo equipamento.

Para amplificacdo dos pontos da curva e das amostras foi utilizado o master mix da marca
Promega, GoTag Probe gPCR Master Mix, para uma reagéo de 10 pL, sendo 1 pL de amostra para
9 pL da mistura do master mix, primers e sondas de hidrélise, como mostrado na Tabela 3. As curvas
padrdo das espécies de frango e suino foram construidas separadamente, elaborando-se uma série
de 5 diluicbes na proporcéo de 1:10 para cada, preparadas como mostra a Figura 1 a partir das
amostras de carne de frango e suino in natura. As condi¢fes de amplificac@o foram: ciclo inicial a 95
°C/2 min; 40 ciclos: 95 °C/15 s e 54 °C/1 min, de acordo com a orientacdo do protocolo do master
mix. A temperatura de anelamento de 54 °C foi definida na primeira etapa do projeto, através dos

testes de PCR convencional, feitos exclusivamente para os pares de primers do estudo.

5puL 5puL 5puL 5pL

amostra +45 L +45 L +45 L +45 L
original agua agua agua agua

Figura 1. llustragdo da preparagéo dos pontos das curvas padrao de frango e suino.
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Tabela 3. Preparo da mistura para amplificacdo do DNA das amostras para 10 pL de reacao.

Volume reagentes (uL)

Reagente
Curvas padréo Amostras

Master mix 5 5
Primer forward 0,5 0,5 (Suino) + 0,5 (Frango)
Primer reverse 0,5 0,5 (Suino) + 0,5 (Frango)
Sondas 0,5 0,5 (Suino) + 0,5 (Frango)

Amostra 1 1

Agua 2,5 1

2.3. Andlises fisico-quimicas

A fim de caracterizar as amostras do estudo, foram realizadas as analises fisico-quimicas
orientadas pelo regulamento técnico de identidade e qualidade de linguica — IN n. 4 de 31/03/2000
(BRASIL, 2000). A Tabela 4 apresenta as caracteristicas fisico-quimicas desejadas para linguicas.

Tabela 4. Caracteristicas fisico-quimicas de lingui¢as, de acordo com a IN n. 4 de 31/03/2000.

Determinacéo Tipo de linguica
(valor de referéncia) Frescais Cozidas Dessecadas
Umidade (méx) 70% 60% 55%
Gordura (méx) 30% 35% 30%
Proteina (min) 12% 14% 15%
Célcio* (base seca) (max) 0,1% 0,3% 0,1%

*Substituido pela determinagéo de cinzas (apenas para fins de caracteriza¢éo, sem valores de referéncia para comparagéo)

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Anélises moleculares

A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos da andlise quantitativa das amostras de controle
(SF50 e SF80), das amostras de linguicas frescais conhecidas (preparadas em planta piloto — 125*
e 126*) e amostras de linguigas frescais de frango (193, 194 e 200), de suino (189) e mista (199),
adquiridas no mercado. Com a finalidade de analisar um maior nimero de amostras e por ndo haver
um numero significativo de amostras de linguigas frescais declaradas como mistas no mercado
varejo, foram analisadas também duas amostras de linguicas fininhas cozidas e defumadas, de
diferentes fabricantes (201 e 202).
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Tabela 5. Resultados obtidos da gPCR para as amostras de linguica frescal, cozidas e amostras de controle.

Proporcéo das espécies (%)

Proporcéo calculada

Identificagdo Inicial® Inicial DNA (ng/reagdo) ¢ espécies (%)@
das amostras normalizado®
Frango  Suino  Frango Suino Frango  Suino Frango Suino
SF50 (controle) 50,00 50,00 50,00 50,00 15,997 15,592 50,64 49,36
SF80 (controle) 20,00 80,00 20,00 80,00 6,289 23,051 21,43 78,57
125* (conhecida) 73,85 8,00 90,23 9,77 15,397 1,915 88,94 11,06
126* (conhecida) 73,85 8,00 90,23 9,77 17,432 0,915 95,01 4,99
189 ---- -—-- - -—-- 0,082 6,429 1,26 98,74
193 e 0,720 0,007 99,04 0,96
194 13,644 0507 96,42 3,58
199 15974 0,961 94,33 5,67
200 14,526 0,000 100,00 0,00
201 21,024 5118 80,42 19,58
202 21,364 4506 82,58 17,42

(1) Proporcédo da massa usada na preparagdo das amostras. No caso das amostras de linguiga — 125* e 126* - essa
proporcéo esté relacionada com a massa total preparada, incluindo o restante dos ingredientes

(2) Proporcédo da massa utilizada na preparacdo das amostras, normalizada para as amostras de linguica — 125* e
126* - e exclui o restante dos ingredientes, sendo considerada somente a massa de proteina suina e de frango

(3) Proporcéo calculada a partir do resultado de DNA fornecido pelo gPCR

Comparando-se o0s resultados da proporcao calculada com a proporcao inicial das amostras
de controle, nota-se que eles estdo muito proximos a proporcao preparada, indicando confiabilidade
dos resultados. Ao comparar o teor de cada espécie nas amostras conhecidas de linguica com a
coluna da proporcéo inicial (nhormalizado), observa-se na amostra 125* que o resultado também ficou
bem perto do esperado, entretanto a amostra 126* apresentou um desvio um pouco maior que o
esperado para o teor inicial utilizado no preparo do produto carneo. Isso pode ser explicado pela
diferenca dos cortes utilizados na preparacdo das linguicas, os quais podem apresentar variacdo de
DNA ao longo da estrutura dos animais estudados. Pode-se supor também que 0s equipamentos
utilizados na elaboracdo dos produtos possam ter resquicios do produto elaborado anteriormente a

ele, e ter contribuido para o aumento do teor de DNA da espécie frango nesta amostra.

z

Com relacdo as amostras de linguica de frango, € comum que elas contenham em sua
composicdo a proteina suina devido ao uso de partes do porco com altos teores de gordura,
importantes para contribuir no sabor, aroma e consisténcia especificos para os embutidos crus

(LEMOS, 2008). As amostras 193 e 194 sao vendidas como linguicas de frango, mas contém em sua
7
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lista de ingredientes a proteina suina, declarada adequadamente no rétulo do produto. Isto explica a
porcentagem, mesmo que baixa, da proteina suina nos resultados obtidos. A amostra 200 n&o
apresenta proteina suina na lista de ingredientes de sua embalagem e os resultados de qPCR
comprovaram essa informacgéo (0,00% de proteina suina).

A amostra 189, teoricamente elaborada exclusivamente com proteina suina, apresentou uma
pequena porcentagem de carne de frango. N&o é declarada na lista de ingredientes do produto essa
proteina e é possivel que tenha ocorrido contaminacao durante a fabricacdo ou que seja usada a

carne de frango, mesmo néo declarada.

Com relagdo as amostras declaradas como mistas, a amostra 199 apresentou uma
porcentagem predominante da proteina de frango, o que comprova a informacao declarada na lista
de ingredientes da sua embalagem, na qual a carne de frango aparece como primeiro item da lista, o
gue significa que a quantidade no produto é maior que o restante dos ingredientes. Os resultados das
amostras 201 e 202, linguicas mistas cozidas e defumadas, também mostraram uma predominancia
da carne de frango com relacéo a carne suina. O fabricante da amostra 201 declara na lista de
ingredientes a carne suina como proteina carnea predominante. Entretanto o resultado de gPCR

mostrou que o teor de frango é maior nessa amostra.
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3.2. Andlises fisico-quimicas

Os resultadas da caracterizagao fisico-quimica das amostras encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6. Resultados médios da caracterizacgao fisico-quimica das amostras de linguica e desvio-padrao entre
parénteses.

Umidade e volateis Gordura total Proteina total

Amostra (9/100g) (9/100g) (9/100g) Cinzas (g/1009g)
125* 70,32 (0,15) 8,41 (0,42) 16,68 (0,18) 3,46 (0,02)
126* 66,10 (0,39) 16,24 (0,33) 13,43 (0,56) 3,51 (0,09)
189 68,07 (0,58) 16,53 (0,83) 15,04 (0,26) 2,12 (0,02)
193 71,86 (0,20) 9,30 (0,34) 14,99 (0,05) 3,35 (0,11)
194 67,48 (0,36) 16,80 (0,07) 14,15 (0,23) 2,47 (0,05)
199 68,12 (0,10) 13,71 (0,74) 15,89 (0,17) 2,49 (0,01)
200 68,70 (0,22) 11,68 (0,20) 16,75 (0,19) 2,39 (0,01)
201 53,21 (0,06) 21,73 (0,07) 17,05 (0,02) 4,86 (0,05)
202 47,30 (0,24) 29,58 (0,08) 15,25 (0,01) 4,62 (0,02)

Com relacdo aos resultados de umidade das amostras de linguigas frescais, todas
apresentaram-se dentro do limite maximo de 70% permitido pelo regulamento (BRASIL, 2000), exceto
as amostras 193, com 71,86%, seguida da amostra 125*, com 70,32%. Entretanto esses valores se
distanciaram discretamente do limite permitido. As amostras 201 e 202 apresentaram valores abaixo

do limite maximo de 60% permitido pela legislacdo para linguicas cozidas.

Todas as amostras estdo abaixo do limite maximo permitido para o teor de gordura para
linguicas frescais (30%) e linguicas cozidas (35%), assim como todas também atendem ao requisito

minimo de proteina total de 12% para linguicas frescais e de 14% para linguicas cozidas.
4. CONCLUSAO

Pode-se concluir do estudo realizado que a técnica da curva padrdo por gPCR se mostrou
adequada para a quantificacdo de DNA das espécies frango e suino nas amostras de linguicas e que
o célculo da proporcao das espécies foi relativamente simples, tornando a técnica promissora para
deteccdo de fraudes em produtos carneos. E importante que seja dada continuidade ao estudo,
incluindo a determinacdo dos limites de deteccdo e quantificacdo das espécies suina e frango por

esse método e realizando testes em outras proteinas carneas e vegetais, como a soja, por exemplo.

9
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