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Resumo

A aveld esta incluida nos oito grupos de alimentos responséveis por cerca de 90% das
alergias alimentares mediadas pela IgE. Deste modo, a Comissdo Europeia obriga a
rotulagem de ingredientes potencialmente alergénicos, através da Directiva 2007/68/CE. De
acordo com o exposto, a deteccao de vestigios de aveld em produtos alimentares torna-se
essencial para salvaguardar a saude dos consumidores alérgicos. O recurso a técnicas de
biologia molecular, como a Reac¢do em Cadeia da Polimerase (PCR), constitui uma opcéo
bastante confidvel para a deteccdo de quantidades muito baixas de um determinado
ingrediente potencialmente alergénico.

Com o presente trabalho procedeu-se a optimizacdo da técnica da PCR para a
detecgcdo de aveld em chocolates. Deste modo, tornou-se necessaria a comparagdo de
diversos métodos para a extraccdo adequada de ADN de aveld em chocolates modelo.
Numa primeira etapa do trabalho, usando primers especificos para a avela, foi possivel
atingir um limite de deteccéo de 0,005% (50 ppm) de aveld numa matriz de massa de trigo,
visando a optimizacdo das técnicas moleculares utilizadas. Com o uso de misturas de
referéncia de aveld em chocolate pretendeu-se, huma segunda etapa, a comparagdo de
diferentes métodos de extraccéo de ADN: CTAB, Wizard® Magnetic DNA Purification System
for Food, NucleoSpin® Food e uso parcial do kit Wizard® Plus Minipreps DNA Purification
System. O método baseado no uso do kit NucleoSpin® Food foi o que evidenciou melhor
eficiéncia em termos de reprodutibilidade e sensibilidade na amplificagdo por PCR
convencional e PCR em tempo real com sondas TagMan™, permitindo a deteccdo de
0,005% (50 ppm) de aveld em chocolate.

Relativamente a deteccdo de aveld em amostras de chocolates comerciais, foi possivel
detectar, por ambas as técnicas de PCR, quantidades muito baixas de avela em chocolates
que nao rotulavam a avelda como ingrediente, mas que continha a mengao “pode conter
vestigios de...”. Assim, pode afirmar-se que as amostras de chocolate em questdo foram
eventualmente contaminadas com pequenas quantidades de aveld, durante o processo de
producdo. Os resultados obtidos por PCR em tempo real confirmaram em geral as
rotulagens das amostras de chocolate, mesmo os chocolates que ndo amplificaram
positivamente para a avela.

Os resultados demonstram ainda que um método eficaz de extraccdo de ADN é a base
para a obtencdo de niveis de sensibilidade adequados, para deteccdo e quantificacdo de
ingredientes potencialmente alergénicos, em matrizes alimentares complexas, como o

chocolate.

Palavras-chave: aveld, alergénios, chocolate, extraccao de ADN, PCR






Abstract

Hazelnut is included in one of the eight food groups responsible for approximately 90%
of IgE-mediated food allergies. Thus, European Commission obligates the labeling of
potential allergenic ingredients in foods, through the Directive 2007/68/CE. Accordingly the
detection of hazelnut traces in food products becomes useful to protect allergic consumers’
health. The use of molecular biology techniques, as Polymerase Chain Reaction (PCR), is a
rather reliable option to detect very low amounts of a potential allergenic ingredient.

With the present work the optimization of PCR technique, aiming the detection of
hazelnut in chocolate model, was achieved. Therefore, it was necessary to compare different
DNA extraction methods of hazelnut in chocolate. In a first step, using hazelnut specific
primers, it was possible to reach a limit of detection of 0.005% (50 ppm) of hazelnut in wheat
dough. In a second step, reference mixtures of hazelnut in chocolate were used to compare
different DNA extraction methods: CTAB, Wizard® Magnetic DNA Purification System for
Food, NucleoSpin® Food and partial use of the Wizard® Plus Minipreps DNA Purification
System kit. The protocol based on NucleoSpin® Food kit proved to be more reproducible and
sensitive both in conventional PCR and real-time PCR amplification with TagMan™ probes,
allowing a limit of detection of 0,005% (50 ppm) of hazelnut in chocolate.

Concerning the detection of hazelnut in commercial chocolate samples, it was possible
to detect, by both PCR techniques, traces of hazelnut in chocolates that were not labelled as
containing hazelnut, but with the declaration of “may contain traces of...”. So, it can be claim
that these chocolate samples were eventually contaminated with low amounts of hazelnut,
during the production process. In general, the real-time PCR results confirmed the label
statements, even those which were negative for hazelnut.

The results of this study show that a reliable DNA extraction method is the basis for
achieving adequate levels of sensitivity, for the detection and quantification of potential

allergenic ingredients in complex food matrices, such as chocolate.

Keywords: hazelnut, allergens, chocolate, DNA extraction, PCR
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([extractos]=10 ng/uL). 1 a 4 — 10%, 1%, 0,1%, 0,05% de aveld em chocolate, extraida pelo
MELOAO WiIZArd-PVP ARNGASE. .....eoiiiiiiiieiiiiiee ittt e sttt e st e st e e e st e e e sbe e e e snbaeeessbaeeesanbeeeaeanes 52

Figura 21: Electroforese em gel de agarose dos padrdes de avelda em chocolate amplificados por
PCR usando os primers Nocc2 F/Noccl Rbis, especificos para a aveld ([extractos]=10
ng/uL). M — marcador molecular; 1 — chocolate com 0% de aveld; 2 a 12 — 10%, 5%, 1%,
0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%, 0,005%, 0,001%, 0,0005%, 0,0001% de aveld em chocolate;
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Figura 22: Representacéo gréfica do sinal de fluorescéncia em fun¢do do numero de ciclos da
PCR em tempo real da amplificacdo dos padrdes de aveld em chocolate, usando os
primers Nooc2 F/ Noocl Rbis e a sonda TaqManT'\’I NOCCLP. oo, 57

Figura 23: Curva de calibracdo dos padrdes de aveld em chocolate amplificados [?or PCR em
tempo real usando os primers Nocc2 F/Noccl Rbis e a sonda TagMan M Noccl P
([extractos]=10 ng/uL). 1 a 8 — 10%, 5%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%, 0,005% de avela
<701 e] o o0 - L (= TR 57

Figura 24: Electroforese em gel de agarose dos produtos de PCR (100pb) de chocolates
comerciais usando os primers Nocc2 F/Noccl Rbis, especificos para a aveld
([extractos]=10ng/uL). M — marcador molecular; Linha 1 — Al; Linhas 2 a 5 — A3 a A6;
Linhas 6 a 8 — A8 a A10; Linha 9 — A12; Linhas 10 a 20 — A15 a A25; Linha 21 — A2; Linha
22 — A7; Linha 23 — A11; Linhas 24 a 25 — A13 a Al14 (de acordo com a tabela 4); C; —
0,1% aveld; C, — 0,01% aveld; CN — cONtrolo NEQALIVO. .......cciieiiiiiiiiiiieie et 59

Figura 25: Representacao gréafica do sinal de fluorescéncia em funcdo do numero de ciclos da
PCR em tempo real da amplificacdo dos chocolates comerciais e padrdes de aveld em
chocolate, usando os primers Nooc2 F/Noocl Rbis e a sonda TaqManTM Noccl P......occcuvveeeee. 59

Figura 26: Curva de calibracdo dos padrées de aveld em chocolate e respectivos chocolates
comerciais, amplificados por PCR em tempo real usando os primers Nocc2 F/Noccl Rbis e
a sonda TagMan™ Noccl P. ([extractos]=10 ng/uL). 1 a 6 — 10%, 0,5%, 0,1%, 0,05%,
0,01%, 0,005% de aveld em ChOCOIALE. ..........eueiiiiiiiieee e e eeaaaas 60



1. Objectivos e ambito do trabalho

O consumo de avelad contribui com diversos efeitos benéficos para a saude, mas em
contrapartida, pode traduzir-se num risco severo para individuos alérgicos. Desta forma, a
ingestdo de quantidades muito baixas deste fruto pode provocar reac¢des imunolbgicas
adversas, variando em grau de intensidade (leves a potencialmente fatais).

As quantidades vestigiais de aveld presentes em alimentos podem advir da
contaminacdo cruzada durante o processo produtivo. Como forma de contornar este
problema, a industria alimentar, em especial a de chocolates, utiliza uma rotulagem de
precaucdo, com a mencao “pode conter vestigios de...”, quando o fabrico de diversos
chocolates partilham a mesma area e equipamentos. Contudo, a utilizacdo desta rotulagem
esta a torna-se abusiva, uma vez que é praticamente impossivel encontrar, no mercado, um
simples chocolate de leite que ndo contenha esta mengéo de precaucao.

Devido a este facto, a detecgéo de vestigios de aveld em produtos alimentares torna-se
til e essencial para salvaguardar a saude dos consumidores alérgicos. Assim, o recurso a
técnicas de biologia molecular, como a Reac¢édo em Cadeia da Polimerase (PCR), constitui
uma alternativa aos tradicionais métodos imunoldgicos. Porém, o sucesso da sua aplicacao
em matrizes alimentares, como o chocolate, depende essencialmente de um método de
extraccao de ADN eficaz. Por analogia, a escolha de um método de extraccdo eficaz traduz-
se na obtencdo de extractos de ADN com elevada qualidade e integridade para aplicacdo
em PCR.

De acordo com o exposto, pretendeu-se com este trabalho optimizar um método
efectivo para a extraccdo de ADN de aveld em chocolate. Para isso, varios métodos
comerciais e ndo comerciais foram testados e comparados tendo em conta a qualidade e
integridade dos extractos e o nivel de amplificacdo por PCR (Seccao 4.2).

Um outro objectivo consistiu na optimizacdo das técnicas de PCR (qualitativa e em
tempo real), para a deteccdo de vestigios de aveld em padrbes de chocolate (Seccéo 4.1).
Posteriormente, essas técnicas foram aplicadas em amostras comerciais de chocolates, que
continham aveld como ingrediente ou que eventualmente tenham sido contaminadas com
guantidades muito baixas de aveld (Seccao 4.4).

A escolha do tema desta dissertacdo centrou-se, entdo, na necessidade do
desenvolvimento de métodos de detecgdo de alergénios cada vez mais sensiveis, de forma
a monitorizar a contaminacdo cruzada na industria alimentar. Um outro ponto tido em
consideracao foi o facto de néo existirem publicacdes cientificas acerca da comparacéo de

métodos de extraccao de ADN de frutos de casca rija em chocolate.






2. Fundamentos tedricos
2.1. Avela (Corylus avellana)

A aveld, fruto da aveleira que pertence a familia Betulaceae e ao género Corylus, trata-
se de um fruto de casca rija amplamente consumido em todo o Mundo (Alasalvar et al.,
2008; Piknova et al., 2008).

Segundo a base de dados estatisticos da FAO, a Turquia é o principal produtor de
aveld, detendo aproximadamente 65% da producdo mundial, seguida da Italia, Estados
Unidos da América, Azerbaijao e Georgia com 14%, 6%, 4% e 3% da producao total global,
respectivamente. Em relagdo a Portugal, a contribuicdo mundial é inferior a 0,1%, sendo a
regido de Tras-os-Montes a regido com maior produg&o nacional.

Devido as suas caracteristicas organolépticas, a aveld é usada como matéria-prima na
formulacdo de produtos alimentares, como chocolate, lacticinios, cereais e gelados, com o
intuito de adicionar sabor e textura (Amaral et al., 2006; Piknova et al., 2008).

Tal como a maioria dos alimentos, a aveld contém todos os principais macronutrientes
da dieta alimentar. Varios estudos demonstram que cerca de 100 g de aveld contém
aproximadamente 60 g de lipidos, 17 g de hidratos de carbono e 15 g de proteinas
(Alasalvar et al., 2003; Amaral et al., 2006; Oliveira et al., 2008; Savage et al., 1998; Vujevic
et al., 2010). Assim, devido ao seu elevado teor em gordura, a avela € uma excelente fonte
de energia e desempenha um papel importante na salde e nutricdo humana, dado que este
fruto é muito rico em &cidos gordos monoinsaturados. Este tipo de acidos gordos tém sido
associados a efeitos benéficos para a saude, tais como, prevencdo da ocorréncia de
acidentes cardiovasculares, aterosclerose e artrite. Por este motivo, os frutos de casca rija
foram reconhecidos pela FDA como alimentos “protectores do coragdo” (Alasalvar et al.,
2003; Amaral et al., 2006; Koksal et al., 2006; Oliveira et al., 2008).

Apesar dos efeitos benéficos apontados, a avelda é considerada um alimento
potencialmente alergénico, pelo que a sua ingestao pode incorrer numa ameagca para alguns
consumidores, visto tratar-se de um alimento que podera provocar reac¢des adversas em

pessoas alérgicas.

2.2. Alergia alimentar

As alergias alimentares correspondem a reac¢fes adversas do sistema imunitério,
desenvolvidas apés ingestdo de um alimento. O componente alimentar capaz de provocar
tais reaccdes é designado de alergénio (Ramesh, 2008; van Hengel, 2007).

As alergias podem ser classificadas em alergias mediadas ou ndo mediadas pela

Imunoglobulina E (IgE). Geralmente, as mediadas pela IgE provocam reac¢des agudas



imediatas, enquanto as ndo mediadas provocam reac¢fes subagudas ou crénicas tardias.
Desta forma, as reaccdes mediadas pela IgE merecem uma maior énfase, pelo facto de
provocarem implicagbes graves em individuos sensibilizados e envolverem uma
multiplicidade de alimentos.

Nas reaccdes alérgicas mediadas pela IgE, a primeira exposicdo do sistema
imunoldgico a um determinado alergénio alimentar provoca a estimulacdo dos anticorpos
IgE. Esses anticorpos acoplam-se a superficie dos mastécitos (presentes no tecido
conjuntivo) ou dos basdfilos (presentes no sangue). Este processo é designado de
sensibilizacdo e nédo ocorre qualquer sintoma nos individuos que ingeriram o alimento
alergénico. Aquando de uma nova exposicdo ao mesmo alergénio, os anticorpos IgE
reconhecem o alergénio e a membrana celular do mastécito ou do basoéfilo é quebrada,
promovendo a libertacdo de histamina e outros mediadores quimicos que provocam as mais
diversas reaccdes alérgicas (Nicoletti et al., 2007; Taylor, 2006). Essas reaccdes
manifestam-se através de sintomas cutaneos (urticaria, eczema, dermatite), sindrome de
alergia oral (inchaco dos labios, palato e laringe), sintomas respiratorios (asma, rinite,
espirros), sintomas gastrointestinais (inchaco da cavidade oral, vémitos, célicas, diarreia),
sintomas cardiovasculares (ritmo cardiaco anormal, pressado arterial muito baixa) e mais
gravemente através de choque anafilactico (Besler, 2001a). A figura 1 esquematiza de forma
simples o mecanismo de reac¢édo mediado pela IgE.

Estimulagdo da ?{; +
Alergénio producdo de IgE 2/;

IgE

Mastoécito ou Célula sensibilizada
Basdfilo

Célula sensibilizada =+ —

Alergénio

k Libertacdo de histamina
e outros mediadores

Figura 1: Mecanismo da reacg¢édo alérgica mediada pela IgE (adaptado de Taylor, 2006)

Apesar de desenvolverem sintomas semelhantes, a alergia e a intolerancia alimentar
ndo podem ser confundidas, uma vez que a intolerancia alimentar, ao contrario da alergia
alimentar, ndo envolve reacc¢des adversas do sistema imunitario. Desta forma, a intolerancia
pode ser provocada, por exemplo, por reaccdes a aditivos alimentares ou pela falta de uma

enzima que degrade um determinado ingrediente de um alimento. Neste caso, desenvolve-



se uma inflamacdo cronica e os sintomas associados ndo se manifestam de imediato
(Jedrychowski et al., 2010b; Taylor, 2006; Ramesh, 2008).

De acordo com a literatura, as alergias alimentares sdo consideradas um problema de
saude publica grave e que apesar da incerteza da sua incidéncia, 0s nimeros apontam para
2-4% na populacéo adulta e 6-8% na populagdo infantil (Sampson, 1999; Sampson, 2003;
Sicherer & Sampson, 2006).

As alergias alimentares podem ser divididas em duas classes. As de classe 1
desenvolvem-se mais frequentemente nas criancas, sendo 0s alergénios resistentes a
digestdo gastrica, uma vez que o0 processo de sensibilizacdo ocorre no tracto
gastrointestinal. As de classe 2 sdo mais comuns nos adultos e desenvolvem-se pela
exposicao a alergénios inalantes e as reaccdes alérgicas inerentes estdo relacionadas com
a sindrome de alergia oral (Jedrychowski et al., 2010a; Ramesh, 2008).

Os alergénios alimentares sdo normalmente proteinas ou glicoproteinas estaveis, de
massa molecular entre 10 e 70kDa (Lehrer et al., 2002). O componente relevante da
estrutura principal da proteina, em termos de alergia alimentar, é chamado de epitopo, que
funciona como interface entre a estrutura proteica e o sistema imunol6gico. Em termos de
configuracdo, podem ser considerados dois tipos de epitopos, os lineares e o0s
conformacionais. Os lineares sao constituidos por aminoacidos dispostos sequencialmente
de forma linear. Os conformacionais sdo formados pela estrutura secundaria, terciaria e
quaternaria da proteina. Este ultimo tipo € mais susceptivel a ser alterado ou inactivado pelo
processamento térmico (IPCS, 2009; Sathe & Sharma, 2009).

O processamento térmico a que os alimentos estao sujeitos pode afectar a integridade
das proteinas, alterando a sua conformagéo tridimensional. Essa alteracdo pode, por um
lado, afectar a ligacdo dos epitopos conformacionais ao anticorpo IgE, evitando as reaccdes
alérgicas; mas por outro lado, pode induzir a formacao de novos epitopos ou o aparecimento
de outros que estejam escondidos na molécula proteica. Deste modo, 0 processamento
térmico pode ser capaz de reduzir ou aumentar a capacidade alergénica das proteinas
(Sathe & Sharma, 2009; van Hengel et al., 2007).

2.3. A Aveld como alergénio

De acordo com o relatério da FAO, de 1995, a avelad esta incluida nos oito grupos de
alimentos responsaveis por cerca de 90% das alergias alimentares mediadas pela IgE
(Holzhauser et al., 2002). As estimativas de incidéncia das alergias alimentares provocadas
pela ingestdo de avelda apontam para uma gama entre 1,8% e 4% (Pasaoglu et al., 2011;
Zuidmeer et al., 2008).



As reacc0Oes alérgicas provocadas pelas proteinas da aveld podem ser desencadeadas
pela ingestdo de uma dose muito pequena de aveld. Até a data, a dose minima que podera
desencadear tais reaccdes ainda nao foi estabelecida, pois depende do tipo de alimento e
de individuo para individuo. Mesmo assim, estima-se que doses entre 1 e 100 mg podem
traduzir-se numa ameaca para individuos sensibilizados (D’Andrea et al., 2009; Holck et al.,
2011; Taylor, 2006).

Segundo a base de dados conjunta da Organizacdo Mundial de Saude e da Unido
Internacional das Sociedades de Imunologia (WHO/IUIS), encontram-se oficialmente
reconhecidos, até ao momento, oito alergénios alimentares associados a avela. Esses
alergénios sao designados de Cora 1, Cora 2, Cora 8, Cora 9, Cor a 11, Cora 12, Cor a
13 e Cor a 14 (WHO/IUIS Database, 2011). O termo “Cor” advém das trés primeiras letras
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do Género (Corylus), a letra “a” advém do restritivo da Espécie (avellana) a que pertence a

aveld e o numero diz respeito & ordem cronolégica de purificacdo do alergénio e a
homologia de alergénios de espécies relacionadas (Chapman, 2008; King et al., 1995).

Quando um alergénio apresenta tamanho, funcdo biolégica e sequéncia de aminoacidos
semelhantes a outro alergénio da mesma espécie, considera-se que se trata de um
isoalergénio. Cada isoalergénio pode sofrer varias muta¢des aquando da clonagem do ADN
complementar dos alergénios, designadas de isoformas ou variantes. Desta forma, todos os
alergénios da aveld tém reconhecidos diversos isoalergénios e isoformas. A titulo de
exemplo, Cor a 1.0101 é a isoforma do isoalergénio Cor a 1.01 (Chapman, 2008; WHO/IUIS
Database, 2011).

O alergénio Cor a 1, mais propriamente o isoalergénio Cor a 1.04 é considerado como
alergénio “major” da avela, dado que provoca reacgdes alérgicas em mais de 50% dos soros
dos pacientes sujeitos a testes clinicos. Ao invés, o alergénio Cor a 11 é considerado
alergénio “minor”’, uma vez que menos de 20% dos soros dos pacientes apresentaram
reaccao alérgica (Chapman, 2008; Lauer et al., 2004). A isoforma Cor a 1.0401 esté citada
como o principal alergénio responsavel pela maioria das alergias provocadas pela ingestao
de avela (Besler et al., 2001b).

Os alergénios da aveld podem ser classificados em familias de proteinas (PR, profilinas,
nsLTP, globulinas 11S e 7S, oleosinas e albuminas 2S) de acordo com as suas funcdes,
estrutura e caracteristicas (Jedrychowski et al., 2010a). As proteinas PR integram um grupo
heterogéneo de 14 familias de proteinas envolvidas no sistema de defesa das plantas. As
profilinas representam uma familia de pequenos alergénios (12-15 kDa) que estdo
relacionados com a reactividade cruzada com outros alergénios. As proteinas nsLTP
(proteinas de transferéncia inespecifica de lipidos) de baixo peso molecular (7-9 kDa) estédo
estritamente relacionadas com as alergias alimentares de classe 1, devido a sua resisténcia

a digestdo gastrica. As globulinas e as albuminas compdem o principal grupo de proteinas



de armazenamento de sementes de varias espécies de plantas e podem classificar-se,
segundo os coeficientes de sedimentacdo, em albuminas 2S e globulinas 11S (leguminas) e
7S (vicilinas). No que diz respeito ao peso molecular, as albuminas apresentam um peso
molecular entre 15-17 kDa e as globulinas superior a 40 kDa. As oleosinas revelam-se um
grupo de proteinas hidrofébicas de baixo peso molecular (14-17 kDa) (Breiteneder & Ebner,
2000; Breiteneder & Radauer, 2004; Jedrychowski et al., 2010a).

Na tabela 1 encontram-se todos os alergénios da aveld divididos por familias de

proteinas.

Tabela 1: Classificacdo de alergénios em familias de proteinas (adaptado de: WHO/IUIS Database, 2011)

Alergénios Familias de proteinas
Coral PR-10

Cora? Profilinas

Coras8 nsLTP

Cora?9 Globulinas 11S (Leguminas)
Corall Globulinas 7S (Vicilinas)
Coral2 Oleosinas

Coral3

Coral4d Albuminas 2S

2.4. Rotulagem e aindustria alimentar

Actualmente, o Unico método possivel de contornar o problema das alergias alimentares
consiste, efectivamente, na privacdo total do consumo de alimentos que contenham e/ou
possam conter alergénios. Para isso, os consumidores necessitam de informagdes claras e
precisas sobre os ingredientes dos produtos alimentares. Deste modo, a rotulagem
desempenha um papel crucial na disponibilidade dessas informacdes.

Neste contexto, devido as recomendacfes da Comissdo do Codex Alimentarius
referentes a rotulagem de géneros alimenticios, a Comissdo Europeia estabeleceu a
Directiva 2000/13/CE, que obrigava a rotulagem dos ingredientes presentes nos géneros
alimenticios. Mais tarde, esta Directiva foi alterada pela Directiva 2003/89/CE, que visava a
declaracdo de 12 grupos de ingredientes potencialmente alergénicos, listados no Anexo Il
A. Esta Directiva surgiu de acordo com o parecer do Comité Cientifico da Alimentacéo
Humana, relativo a incidéncia das alergias alimentares. Em 2006, através da Directiva
2006/142/CE foram incluidos mais 2 grupos de ingredientes (tremoc¢o e moluscos) a lista até
entdo publicada. Mais recentemente, a Directiva 2007/68/CE lista os 14 grupos de alimentos

potencialmente alergénicos, incluindo algumas excepc¢des como a exclusdo de Oleo e



gordura de soja totalmente refinados. Na lista dos 14 grupos potencialmente alergénicos
podem destacar-se os frutos de casca rija (améndoa, aveld, noz, castanha de caju), que
devem ser sempre rotulados, quando presentes no produto final.

A regulamentacdo em questao visa, apenas, 0s ingredientes alergénicos que sao
deliberadamente incorporados nos produtos alimentares, embora haja probabilidade de
ocorrer contaminagao cruzada durante o processo produtivo (D’Andrea et al., 2009; Kirsch et
al., 2009; Poms & Anklam, 2004; van Hengel, 2007).

A contaminacdo de pequenas quantidades de ingredientes alergénicos pode advir da
limpeza ineficaz dos equipamentos partilhados, do transporte e do armazenamento dos
alimentos supostamente livres de alergénios. Com efeito, os alergénios que estdo, entéo,
presentes nos alimentos como resultado da contamina¢do cruzada sédo designados de
alergénios “escondidos” (Kirsch et al., 2009; Monaci & Visconti, 2010). A presenca de tais
alergénios ndo declarados podera constituir um sério risco para a saude dos individuos
alérgicos. Como forma de contornar esta questdo e para se prevenir de eventuais
problemas, a industria alimentar definiu uma rotulagem de precaucgéo que indica a possivel
presenga dos alergénios em questdo, através de varias mengdes, tais como, “pode conter

vestigios de...” e “produzido em ambiente onde...também é manipulado...” (van Hengel,
2007). Contudo, a utilizacdo deste tipo de rotulagem pode ser abusiva, dado que, por
exemplo, um simples chocolate de leite contém uma das mencfes de precaucao. Assim,
este tipo de rotulagem restringe inflexivelmente a escolha/consumo de alimentos, por parte
de individuos alérgicos.

Com a utilizacdo da rotulagem de precaucdo, a empresa que produziu o alimento
evade-se genericamente da responsabilidade da possivel contaminacdo cruzada e
consequentes implicagdes graves provocadas em individuos sensibilizados. Neste sentido, a
rotulagem de precaucdo sé devera ser implementada caso exista um risco consideravel de
contaminacédo cruzada de alergénios.

Como forma de minimizar ou eliminar a contaminacdo cruzada podera ser desenvolvido
um programa de controlo e gestdo de alergénios. Esse programa devera abranger todas as
etapas de producdo, desde a selec¢cdo das matérias-primas até a entrega ao consumidor, e
a formacdo dos trabalhadores. Desta forma, o controlo de alergénios devera integrar o
programa de Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controlo (HACCP).

Os procedimentos praticos de gestdo e controlo de alergénios poder&o incluir o
armazenamento diferenciado das matérias-primas, a limpeza eficaz e rigorosa de linhas de
producdo e equipamentos partilhados, ou entdo, a construcdo de instalagdes exclusivas de
armazenamento e confeccdo de produtos alergénicos. A questdo € que alguns
procedimentos poderdo interferir com outros aspectos relacionados com a seguranca

alimentar, como o risco de contaminagcdo microbiolégica. Por exemplo, o recurso a uma



limpeza humida das linhas de producdo e equipamentos partilhados de produtos secos
poderd, por um lado, ser eficaz na remocdo de pequenas quantidades de alergénios, mas
por outro, podera comprometer a qualidade microbiol6gica dos produtos subsequentes
(Betazzi et al., 2008; Crevel, 2007; Holck et al., 2011).

Deste modo, a implementacdo de um programa de controlo e gestdo de alergénios
devera ser ponderado, de forma a garantir a seguranca, ndo sO6 dos consumidores

sensibilizados, mas também dos consumidores em geral.

2.5. Métodos de deteccédo de alergénios

A monitorizagdo da contaminacdo cruzada, durante e apds a producdo de alimentos, e
a verificagdo da rotulagem podem ser feitas através da utilizagdo de métodos analiticos,
capazes de detectar quantidades muito pequenas de alergénios. Por regra, esses métodos
baseiam-se na analise de proteinas e moléculas de ADN (Holzhauser et al., 2006; Taylor,
2006).

Os métodos analiticos baseados em ADN constituem uma alternativa promissora aos
métodos baseados em proteinas, na deteccdo de alergénios alimentares, por diversas
razbes. A molécula de ADN é mais resistente a elevadas temperaturas, sofrendo pouca
degradacao no processamento térmico dos alimentos, quando comparada com as proteinas.
Os métodos baseados no ADN caracterizam-se pela elevada especificidade e sensibilidade,
permitindo a detecgdo de quantidades muito baixas de ADN. No entanto, ao contrario dos
métodos baseados em proteinas, a deteccao de alergénios com base na analise de ADN é
feita de forma indirecta, uma vez que se detecta o gene que codifica a proteina alergénica
(D’Andrea et al., 2011; Mafra et al., 2008b).

2.5.1. Métodos baseados na analise de proteinas

Os métodos de deteccao de alergénios baseados na andlise de proteinas podem dividir-
se em métodos imunolégicos e métodos cromatograficos. Os ensaios ELISA e as Tiras de
Fluxo Lateral (LFD) tratam-se de métodos imunoldgicos, enquanto a Espectrometria de
Massa (MS) corresponde a um método cromatografico (Heick et al., 2011; Holck et al.,
2011).

A extraccdo das proteinas da matriz alimentar desempenha um papel fundamental no
processo de deteccdo de alergénios. Para a maioria das matrizes, a extracgdo com tampao
de fosfato salino (PBS) é suficiente. Esta etapa pode ser afectada pela baixa solubilidade de
proteinas desnaturadas ou por proteinas que fiqguem agregadas a matriz alimentar
(Westphal et al., 2004).



Os ensaios ELISA sdo amplamente utilizados em estudos bioquimicos, baseando-se na
interaccao especifica entre o anticorpo e o antigénio. No caso da detec¢cdo de alergénios
alimentares, o antigénio é o alergénio em estudo. Tipicamente, os ensaios ELISA sdo
realizados numa microplaca de 96 pocos. Entre cada etapa dos ensaios efectua-se,
geralmente, uma lavagem para remover 0s reagentes que possam contribuir para falsos
positivos. O sucesso destes ensaios depende dos anticorpos utilizados. Desta forma, a
utilizacdo de anticorpos policlonais permite o reconhecimento de uma mistura de epitopos
diferentes e maior tolerdncia a mudancas na estrutura do alergénio.

Existem diversas modalidades de ELISA, tais como, ELISA indirecta, competitiva e
sanduiche. Nos ensaios ELISA indirecta, os antigénios sdo imobilizados na superficie do
poco e incubados com um anticorpo especifico. A este complexo anticorpo/antigénio é
adicionado um segundo anticorpo com uma enzima conjugada. Apos adi¢do do substrato e
ligagdo do segundo anticorpo da-se uma reacgdo enzimatica que provoca O
desenvolvimento de cor. Nos ensaios ELISA sanduiche, os anticorpos encontram-se
imobilizados no suporte que capturam especificamente os antigénios. Apoés isso, a detecgdo
€ efectuada da mesma forma que nos ensaios ELISA indirecta. No procedimento ELISA
competitiva, o complexo anticorpo/antigénio é transferido para um po¢o que contém
antigénios imobilizados no suporte sélido. Os antigénios em solugéo irdo competir com 0s
antigénios imobilizados. De seguida sé@o adicionados anticorpos com enzima conjugada e a
partir da reac¢do enzimatica é possivel determinar a quantidade do alergénio.

Os diferentes ensaios ELISA descritos podem fornecer uma avaliagdo qualitativa ou
guantitativa, caracterizam-se por serem baratos, rapidos e sensiveis, mas podem ser
afectados pela reactividade cruzada e matriz alimentar (Baumgartner et al., 2007; Holck et
al., 2011.)

O método baseado em Tiras de Fluxo Lateral trata-se de uma versao simplificada dos
ensaios ELISA, ndo requer instrumentagdo elaborada, é simples de usar e permite uma
triagem rapida. Por estes motivos, é frequentemente utilizado na industria alimentar (Holck
et al.,, 2011). Este método tem como fundamento o uso de tiras de nitrocelulose que
possuem dois anticorpos especificos imobilizados com um reagente corado. Desta forma,
qgquando uma tira é mergulhada num tubo que contém a amostra a analisar, ocorre a
solubilizacéo dos anticorpos e a formacdo do complexo anticorpo/analito. Este complexo flui
lateralmente ao longo da tira, por ac¢éo capilar, e quando atinge o segundo anticorpo liga-se
e acumula-se, provocando o aparecimento de cor. Se o teste funcionar correctamente
aparecera uma linha colorida e se aparecerem duas bandas, significa que o resultado é
positivo para o alergénio em estudo. Este tipo de teste fornece apenas uma informacéo

gualitativa ou um limite semi-quantitativo (Diaz-Amigo, 2010; Mafra & Oliveira, 2005).
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Os métodos imunolégicos podem revelar-se pouco eficazes na anélise de amostras de
alimentos muito processados, visto que a estrutura das proteinas pode ser afectada pelo
processamento térmico. Outra questao a ter em conta sera a reactividade cruzada entre as
proteinas alergénicas de espécies filogeneticamente semelhantes (D’Andrea et al., 2009;
Heick et al., 2011; Holck et al., 2011).

De forma a superar os inconvenientes dos métodos imunoldgicos e até dos métodos
moleculares, os métodos baseados em MS podem ser uma alternativa para a deteccao,
identificacdo, caracterizacdo e quantificacdo de varios alergénios numa Unica analise.

O elemento chave destes métodos passa pela separacdo de peptideos e proteinas, que
pode ser feita por electroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-PAGE) ou por
cromatografia liquida (LC). Geralmente, a técnica LC permite tempos de analise muito curtos
e separacao eficaz de proteinas de elevada e baixa massa molecular. Por este motivo, a
separacdo de proteinas por LC € favorecida na andlise de proteinas alergénicas
alimentares.

A andlise por LC acoplada a MS/MS tem sido amplamente utilizada, tanto para a
identificacdo de alergénios em alimentos, como na pesquisa de biomarcadores para a
deteccdo de alergénios alimentares. O espectro obtido na espectrometria de massa €
analisado contra uma base de dados que contém iniUmeras sequéncias proteicas. Desta
forma, é possivel identificar de forma inequivoca as proteinas.

Esta tecnologia permite a deteccao com elevada sensibilidade de multiplos alergénios
alimentares numa Unica analise, no entanto, € uma tecnologia extremamente cara que
requer conhecimento e treino adequados (Heick et al., 2011; Holck et al., 2011; Monaci &
Visconti, 2009; Monaci & Visconti, 2010).

2.5.2. Métodos baseados na analise de ADN

Geralmente, os métodos de detecgdo de alergénios baseados em ADN consistem no
uso da técnica da PCR. Neste caso, a deteccdo qualitativa pode ser efectuada por PCR
convencional e a deteccdo quantitativa/semi-quantitativa por PCR em tempo real e PCR-
ELISA (Mafra et al., 2008b; Monaci & Visconti, 2010; Poms & Anklam, 2004). A
especificidade destes métodos é atestada pelo uso de primers (oligonucleétidos iniciadores
da PCR) que se ligam a um gene que codifica uma proteina alergénica ou a um gene
especifico da espécie. Além destes, 0 uso de uma sonda especifica em PCR em tempo real
tem como objectivo aumentar a especificidade da técnica (Holck et al., 2011).

Estudos recentes demonstraram que os métodos baseados na analise de ADN
mitocondrial permitem uma elevada sensibilidade, quando comparados com o ADN nuclear.

No entanto, os métodos baseados na andlise de ADN nuclear tém sido mais largamente
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utilizados para a quantificagdo de alergénios, devido a sua elevada exactiddo (Galan et al.,
2011).

A primeira etapa para a aplicacdo dos métodos de biologia molecular consiste na
extracgdo e purificacdo dos &cidos nucleicos. Portanto, consiste numa etapa crucial para o
sucesso da amplificagéo por PCR que devera ser executada de forma eficaz, de modo a que
as etapas posteriores de manipulagdo de ADN néo fiqguem comprometidas (Somma, 2006).

2.5.2.1. Extraccéao e purificagdo de ADN

O sucesso e eficiéncia dos métodos baseados na analise de ADN dependem,
fortemente, do método de extraccado e purificagdo dos acidos nucleicos. Deste modo,
através de um método de extraccdo eficaz deverdo obter-se extractos de ADN de alta
gualidade e pureza, livres de inibidores da actividade da ADN polimerase, usada na etapa
seguinte de PCR. A eliminacdo dos inibidores permite, assim, diminuir a probabilidade da
ocorréncia de falsos negativos na PCR (Di Pinto et al., 2007; Somma, 2006).

A extraccao dos acidos nucleicos, das mais diversas matrizes alimentares, pressupde a
lise celular, a inactivacdo de nucleases intercelulares e a separacdo dos acidos nucleicos
dos restantes compostos celulares. O processo de lise deve ser 0 mais rigoroso possivel, de
forma a romper as paredes/membranas celulares, mas sem danificar os &cidos nucleicos. A
inactivacdo das nucleases intercelulares pode ser feita em conjunto com a lise da
membrana, usando uma solugdo que contenha detergentes que solubilizem as membranas
e sais que inactivem as nucleases. Ap0s esta etapa, a separacdo dos restantes compostos
celulares é facilitada, por via de um processo de centrifugacdo ou precipitacdo (Somma,
2006).

Na tabela 2 apresentam-se resumidos alguns dos métodos de extraccdo descritos na
literatura para a extraccao de ADN de chocolates e outras matrizes alimentares.

Os métodos baseados no CTAB, nos kits Wizard® Magnetic DNA Purification System for
Food (Promega), NucleoSpin® Food (Macherey-Nagel), e no uso parcial do kit Wizard® Plus
Minipreps DNA Purification System (Promega) constituiram um dos objectos de estudo

desta dissertacao.

Método CTAB

O método CTAB é indicado para extrair e purificar ADN de tecidos vegetais, uma vez
qgue foi desenvolvido, especialmente, para eliminar polissacarideos e compostos
polifendlicos. Este método consiste em: (1) lise da membrana celular, (2) remo¢do dos

contaminantes e (3) isolamento dos acidos nucleicos. Assim, a lise é provocada pela accdo
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de calor com o auxilio de um tampdao que contém EDTA, Tris-HCI e detergente iébnico CTAB
(brometo de cetiltrimetilamdnio). Nestas condic¢des, os polissacarideos, compostos fendélicos
e outros contaminantes s&o solubilizados pelo detergente. A adicdo de PVP
(polivinilpirrolidona) ao tampao e B-mercaptoetanol & mistura poderéa facilitar a eliminacéo
mais eficaz dos compostos fendlicos.

A remocdo dos contaminantes é efectuada por extrac¢éo liquido-liquido com recurso a
cloroférmio, que provoca a formacéo de uma fase aquosa e uma orgéanica. Na fase aquosa
encontram-se 0s acidos nucleicos e na organica os contaminantes. Apds recuperacao
eficiente da fase aquosa, procede-se a adicdo de uma solucdo de precipitacdo que contém o
detergente CTAB e NaCl em elevada concentracdo. A solucdo de NaCl provoca a
precipitacdo dos &cidos nucleicos. A eliminacdo do detergente é feita com sucessivas

lavagens com etanol (Somma, 2006).

Tabela 2: Métodos de extraccao de ADN aplicados a chocolates e outros alimentos descritos na literatura

Métodos de Extraccao Produto analisado Referéncias
Avela (a, b, h)
Método baseado no CTAB Chocolates (a, b, c, d, h)

Soja (e, f, 1), Caju (g) a) Alorio et al. (2007)

Soja, Trigo, Aveia, Arroz (i) b) Schoringhumer et al. (2009)
DNeasy® Plant Mini Kit (QIAGEN) Avela (j, k, 1), ¢) Gryson et al. (2004)

Chocolates (j, k, I, p)
d) Gryson et al. (2007)

GeneSpin™ DNA Isolation Kit

i e) Galanetal. (2011
(GeneScan) Soja (f), Chocolates (c) ) (2011)
f) Mafra et al. (2008a)
NucleoSpin® Food kit (Macherey-  Soja (f, m) g) Ehlertetal. (2008)
Nagel) Farinha de milho (m)
h) Holzhauser et al. (2000)
QlAamp® DNA Stool Mini Kit Aveld e Chocolates (j, n) i) Datukishvili et al. (2010)
(QIAGEN) Soja e Milho (m) j) D’Andrea et al. (2009)
o k) Piknova et al. (2008)
Ultraclean™ Plant DNA kit ~
(MO BIO Laboratories) Avelad e Chocolates (a) [) Herman et al. (2003)
m) Di Bernardo et al. (2007)
Wizard® Magnetic DNA n) D’Andrea et al. (2011)
Purification System for Food Avela (a), Chocolates (a, ¢, P) o) Koppel et al. (2010)
(Promega) .
p) Di Pinto et al. (2007)
Wizard® Plus Minipreps DNA Aveld, Améndoa (0)
Purification System (Promega) Soja (f, 0)
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Método Wizard® Magnetic DNA purification system

O kit Wizard® Magnetic DNA purification system foi desenvolvido para purificar e extrair
ADN de uma variedade de amostras processadas, incluindo 6leos e chocolates.

Apbs o processo de lise, os &cidos nucleicos em solucao sdo capturados por particulas
magnéticas, separando assim o ADN dos contaminantes. Nos varios passos de purificacao,
as particulas sdo completamente ressuspendidas, o que facilita a remocao mais eficaz dos
contaminantes.

Num processo final, as particulas sdo mergulhadas numa solucdo de baixa

concentracao salina, que recupera o ADN extraido (Promega, 2009).

Método NucleoSpin® Food kit

O NucleoSpin® Food kit é indicado para o isolamento de ADN de amostras de produtos
de origem vegetal ou animal, incluindo uma gama alargada de alimentos. O processo de lise
€ realizado com recurso a aguecimento, sais caotrOpicos, agentes desnaturantes,
detergentes e proteinase K. Devido a tecnologia de membranas de silica, a recuperacao de
pequenos fragmentos de ADN de matrizes alimentares muito processadas torna-se rapida e
eficaz. O protocolo deste método caracteriza-se por ser rapido e simples de executar. A
figura 2 permite elucidar o processo de recuperacdo de ADN (Macherey-Nagel, 2011).

Passo 1 «<'| Passo2
%F
{—':; Processo de lise das células <—-| Ligacdo do ADN a membrana de silica
N \rzj_/ sob elevadas condigées salinas
=
'):--
‘ Passo 3 Passo 4

=== Remocgdo dos contaminantes ‘ ‘ Recuperagédo do ADN com recurso a
\[_/ em condigdes que mantém o %=/ um tampé&o com baixa concentracdo

ADN ligado & membrana \[E]/ de sal ou agua ultra pura - ADN

» 4 Contaminantes

Figura 2: Representagdo simples do protocolo do NucleoSpin® Food kit (Adaptado de: Macherey-Nagel, 2011)

Método Wizard

O método Wizard baseia-se na utilizacdo da resina e colunas do kit Wizard® Plus
Minipreps DNA, de acordo com o protocolo descrito por Mafra et al. (2008a). O principio

deste método reside na ligagcdo dos acidos nucleicos a resina de silica.
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O processo de lise ocorre por aquecimento na presenca de dodecilsulfato de sédio,
incorporado na solugcdo tampdo, proteinase K e hidrocloreto de guanidina. Este udltimo
componente provocara a desnaturacdo das proteinas e a proteinase K fara a digestao
enzimatica e a eliminacdo das proteinas. Apos este processo a resina de silica é adicionada
a solugcdo. Depois de homogeneizada, a solucdo é transferida para as colunas do kit
Wizard® Plus. A medida que a solugéo vai passando pela coluna, os acidos nucleicos ficam

retidos. A eliminacdo dos contaminantes é efectuada por sucessivas lavagens com

isopropanol, enquanto o ADN permanece nas colunas, ligado a silica.

A concentracdo e pureza dos acidos nucleicos extraidos pelos diversos métodos,
podem ser avaliadas por espectrofotometria UV, a diversos comprimentos de onda (230 nm,
260 nm, 280 nm e 320 nm). Desta forma, a concentracdo dos &cidos nucleicos pode ser
determinada através do valor da absorvancia lida a 260 nm, tendo como base a Lei de
Lambert-Beer:

A=eXxl xXC

em que, A corresponde a absorvancia, ¢ a constante de absortividade, | ao comprimento da
cuvete e C a concentragdo. A utilizagdo de cuvetes com 1 cm de percurso Optico e a
absorvéancia lida a 260 nm igual a 1, pressupde que a concentracdo de ADN de cadeia dupla
seja de aproximadamente 50 ug/mL.

A pureza pode ser determinada tendo em consideracdo a razao entre Azsonm € Azgonm,
uma vez que as proteinas absorvem predominantemente a 280 nm. Entdo, para que uma
amostra seja considerada pura a razao Azsonm ! Azsonm devera ser, aproximadamente de 1,8.
A razao entre Asgonm € Azzonm POde também ser um indicativo da pureza dos acidos nucleicos
(aproximadamente 2,0), uma vez que permite avaliar a contaminacdo por hidratos de
carbono, fendis ou compostos aromaticos. Os valores obtidos para Assonm S€rvem para aferir
a presenca de interferentes ou material estranho em solu¢cdo nas cuvetes utilizadas
(Somma, 2006).

2.5.2.2. PCR convencional

O desenvolvimento da PCR deveu-se ao Prémio Nobel da Quimica, Kary Mullis, e a sua
vasta equipa de investigacdo, em 1985. Esta técnica tem como principio gerar multiplas
copias de uma sequéncia alvo de ADN, com recurso a um par de oligonucle6tidos (primer
reverse e primer forward), que se ligam em zonas opostas da cadeia de ADN, e a uma
polimerase termo estavel. A reac¢do ocorre em trés etapas distintas, que sdo determinadas

por diferentes temperaturas, permitindo a desnaturacdo da cadeia dupla do ADN, a
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hibridagéo dos primers e a extenséo dos primers pela ADN polimerase (Somma & Querci,
2006b; The World of Food Science, 2011).

A etapa de desnaturacdo da cadeia dupla do ADN é realizada a uma temperatura que
ronda os 95°C, que provoca a separacdo do ADN em cadeias simples e 0 aumento de bases
desemparelhadas em solucéo.

Na etapa de hibridag&o, os primers ligam-se em zonas opostas da cadeia de ADN alvo.
A temperatura desta etapa (geralmente 55-65°C) depende do conteudo de C (citosina) e G
(guanina) da sequéncia dos primers, ou seja, quanto maior o conteddo em C e G, maior sera
a temperatura de hibridacdo (comummente designada de temperatura de annealing) e vice-
versa. A aplicacdo de uma temperatura de annealing incorrecta pode provocar efeitos
indesejados na amplificacdo dos fragmentos de ADN. Com efeito, se a temperatura for
demasiado baixa podera haver falta de especificidade da reacc¢éo; e se a temperatura for
demasiado alta podera ndo ocorrer a ligagéo total dos primers a cadeia do ADN. Na etapa
de extensado, a ADN polimerase sintetiza as cadeias complementares a partir dos primers,
na presenca de dNTP, & temperatura 6ptima de 72°C. A duracdo desta etapa depende do
tamanho da regido de ADN que se pretende amplificar (quanto maior, mais tempo sera
necessario). A figura 3 esquematiza de forma simples as trés etapas descritas.

Desnaturagao Hibridagéo Extenséao
5‘HIIHHWHIHHT
B ——— 3 45-65°C
3‘IHHIHHIIIIHIIIHHIIIIHIIIIIHIIIHHIIHHHH5‘
—— LTI & T
G 94-96°C 5IIIIHIIIIMNIIIHHHs‘ 0 720C
S om
TN iy ., b}m””””T
——
L i, m
¥ 5 :"HIIIIH HOS

Figura 3: Esquematizacéo das etapas da PCR (adaptado de: Mafra & Oliveira, 2005)

Tipicamente, as etapas de desnaturacdo, hibridacdo e extenséo repetem-se durante 25
a 40 ciclos, para que se produzam copias suficientes para a detec¢do do fragmento alvo. Se

a amplificagdo por PCR for bem optimizada e eficiente, o nUmero de copias do fragmento é

n° de ciclos

proporcional ao ndmero de ciclos: 2 (Holzhauser, et al., 2006; Somma & Querci,
2006Db).
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Para que as etapas descritas sejam desenvolvidas com sucesso deverdo estar
presentes, numa solucéo, os seguintes constituintes:

= Fragmento de ADN alvo;

= Par de primers;

= dNTP;

= Magnésio (Mg*);

= ADN polimerase

Por norma, uma pequena quantidade de ADN alvo é suficiente para que a amplificacéo
seja bem sucedida, mas quanto maior a quantidade, maior sera a probabilidade de eficacia
da técnica. Os primers conferem elevada especificidade a técnica de PCR, quando
desenhados de forma correcta. Na andlise de alimentos muito processados o par de primers
deve ser desenhado, por forma a produzir um fragmento (amplicdo) de tamanho pequeno
(inferior a 150-200 pares de bases (pb)). A presenca de dNTP é fundamental para a
construcdo da nova cadeia dupla sintetizada pela ADN polimerase. Os ifes Mg?" estimulam
a actividade da enzima polimerase e formam um complexo solivel com os dNTP, para
facilitar a sintese da nova cadeia de ADN. Normalmente, uma concentracdo baixa pode
provocar baixo rendimento na PCR e uma concentracdo elevada pode levar a producgéo de
fragmentos néo especificos.

A enzima utilizada na PCR devera ser resistente a elevadas temperaturas, sendo
extraida e purificada vulgarmente a partir bactéria termofilica, Thermus aquaticus (Taq), dai
a designacdo de Taqg ADN polimerase. A fim de proporcionar um ambiente de actividade
Optima da polimerase de ADN e evitar a accdo de enzimas que possam prejudicar a
amplificacdo dos fragmentos alvo, é adicionado a solucdo um tampdo de reaccao que
mantém o pH de 8 (Somma & Querci, 2006b). Como o tampé&o depende da ADN polimerase
utilizada é, geralmente, comercializado em conjunto com a enzima.

Uma forma de atestar a eficacia da PCR passa por incluir na reac¢gdo um controlo
positivo e um controlo negativo. Por um lado, o controlo positivo permite excluir resultados
falsos negativos e efectivar 0 sucesso da reacgdo. Por outro lado, o controlo negativo
permite evitar interpretacdes erradas provocadas por resultados falsos positivos, devido a
contaminacdes pré-PCR (Somma & Querci, 2006b; The World of Food Science, 2011).

Os produtos resultantes da PCR sdo, em geral, visualizados e identificados por
electroforese, a pH neutro. Esta técnica consiste na aplicacdo de um campo eléctrico as
moléculas de ADN para que estas migrem através do gel. Como os acidos nucleicos
apresentam carga negativa, a pH neutro, a migracdo da-se do poélo negativo para o polo
positivo, separando-se, assim, de acordo com o tamanho do fragmento. Nesta técnica

podem ser usados géis de agarose ou de poliacrilamida. Geralmente, os de agarose, sao
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usados para ensaios de rotina e os de poliacrilamida quando existem fragmentos a separar
de tamanhos muito préximos (Mafra et al., 2008b; Somma & Querci, 2006a).

Por fim, € possivel avaliar visualmente a presenca/auséncia do fragmento alvo (bandas
no gel), com recurso a luz ultravioleta. No entanto, uma banda de um determinado tamanho
nao significa necessariamente que o fragmento alvo foi amplificado. Desta forma, a
confrmacgdo dos fragmentos pode ser feita com recurso a enzimas de restricdo,
sequenciacdo dos produtos de PCR ou pela hibridacdo especifica com sondas. Este ultimo
caso é feito com recurso a tecnologia de PCR em tempo real (Poms & Anklam, 2004, Mafra
et al., 2008b).

2.5.2.3. PCR em tempo real

A PCR em tempo real surgiu de forma a colmatar a falta de conhecimento quantitativo
da amplificacdo de ADN, nas analises feitas por PCR convencional. Essa falta de
conhecimento quantitativo deve-se ao facto da eficiéncia de amplificacdo em cada ciclo ndo
permanecer constante. Nos Ultimos ciclos, os produtos da amplificacdo formam-se de forma
nao exponencial a uma velocidade de reacgéo desconhecida.

A técnica de PCR em tempo real permite a quantificagcdo e a monitorizacdo do processo
a medida que este vai ocorrendo. A cada ciclo de amplificacdo é medido um sinal
fluorescente, que é proporcional a quantidade de ADN gque vai sendo amplificado. O nimero
de ciclos de PCR necessario para a producdo de sinal de fluorescéncia, estatisticamente

acima do nivel de ruido do aparelho, é designado de Ct (Cycle threshold).

3.5

Fase "Plateau”
—
3.04 e
50! ﬁﬁ
00809
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Figura 4: Exemplo de construgdo grafica da PCR em tempo real (adaptado de: Holzhauser, 2006)

A medicdo do sinal de fluorescéncia permite efectuar uma construgdo gréfica semi-
logaritmica, que se traduz no aumento do sinal em fungdo do numero de ciclos (Weighardt,
2006). Geralmente é possivel identificar trés fases distintas na construcéo grafica, como a

fase “lag”, fase exponencial e fase “plateau” (figura 4). A fase “lag” encontra-se sempre
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abaixo da linha threshold e nela podem verificar-se algumas variagfes no tracado, uma vez
que corresponde ao ruido do aparelho. Na fase exponencial observa-se um aumento
acentuado dos valores de fluorescéncia, proporcional a quantidade de ADN que esta a ser
amplificado. Quando se atinge a saturacdo, os valores de fluorescéncia mantém-se
constantes e verifica-se que o declive tende para zero, correspondendo a fase “plateau”.

ApoOs a amplificagdo € possivel construir curvas padrdo a partir dos valores de Ct em
funcdo do logaritmo da quantidade de ADN, que permitem quantificar o ADN alvo numa
determinada amostra. Para isso, compara-se os valores de Ct das amostras com os obtidos
para cada padrdo. O coeficiente de correlacdo da curva padrdo (R?) devera ser,
preferencialmente, proximo de 1, enquanto o declive da curva devera ser préximo de -3,3
para que a eficiéncia seja proxima de 100% (Broll, 2010; Weighardt, 2006).

A eficiéncia da PCR em tempo real é determinada através do declive da curva padrao,

tendo como base a seguinte formula:
E=(10""x-1)x 100

em que, E corresponde a eficiéncia da reacgdo e x ao declive da curva de calibragéo.
Eficiéncias muito baixas poderao indicar, por exemplo, a presenca de compostos que inibam
a correcta amplificacdo dos fragmentos alvo.

A especificidade da PCR em tempo real depende das substancias utilizadas para gerar
fluorescéncia. Para isso, existem essencialmente dois tipos de estratégias: agentes corantes
(por exemplo o SYBR® Green ) e sondas especificas para a sequéncia alvo (sondas
TagMan™, Scorpion™, Molecular Beacons™ e FRET) (Broll, 2010; Mafra & Oliveira, 2005;
Weighardt, 2006).

A utilizacdo do corante SYBR® Green | constitui 0 processo mais simples e econémico
para PCR em tempo real. Durante a extensédo dos primers, este corante intercala-se na
cadeia dupla de ADN que esta a ser sintetizada emitindo fluorescéncia. A utilizacdo de
SYBR® Green | tem a vantagem de permitir o célculo da temperatura de desnaturacéo ou
melting do fragmento alvo para verificagdo da especificidade na formacdo de um dado
produto. Contudo, este sistema é pouco especifico no que concerne ao reconhecimento das
cadeias duplas de ADN alvo, o que leva ao aumento de falsos positivos (D’Andrea et al.,
2009; Mafra & Oliveira, 2005; Weighardt, 2006). Recentemente tém surgido novos corantes
com maior potencial fluorescente e elevada especificidade para as cadeias duplas de ADN,
como o EvaGreen® (BIO-RAD, 2011).

O uso de sondas especificas para a sequéncia de ADN alvo marcadas com fluoréforo
confere a PCR em tempo real elevada especificidade, uma vez que funcionam como mais

um parametro de confirmacdo de que o fragmento amplificado €, efectivamente, o
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pretendido. De uma forma simples, uma sonda consiste num oligonucleétido que possui um
fluoréforo e um quencher (elemento neutralizador). O fluor6foro emite fluorescéncia quando
absorve a energia luminosa e o quencher anula a emissdo de fluorescéncia quando se
encontra préximo do fluoréforo.

O sistema de sondas de hidrélise do tipo TagMan™ explora o uso da actividade 5 da
exonuclease da Taq polimerase para produzir o sinal de fluorescéncia, por separacao fisica
do fluoréforo e do quencher (figura 5). Nos sistemas Scorpion'™ e Molecular Beacon™, a
separacao do fluoréforo ocorre por interacgcédo entre a sonda e o fragmento alvo a amplificar
(Mafra & Oliveira, 2005; Weighardt, 2006; Wiseman, 2002).

A tecnologia FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) consiste no uso de duas
sondas, cada uma com um fluoréforo. O principio desta tecnologia é a transferéncia de
energia de um fluor6foro doador para um receptor. Quando os dois fluoréforos estédo
préximos um do outro ocorre, entéo, a transferéncia de energia e a consequente emissao de
fluorescéncia (Mafra & Oliveira, 2005; Weighardt, 2006).

TagMan™

3 5 3 5

Ta.I:‘I Quencher * Fluoroforo 7 * Fluorescéncia
polimerase -

Figura 5: Mecanismo de funcionamento das sondas TaqMan® (adaptado de: Mafra & Oliveira, 2005)

A técnica de PCR em tempo real tem-se revelado uma metodologia promissora na
andlise de alimentos crus e processados por diversos factores (Holzhauser, 2006; Levin,
2004; Mafra & Oliveira, 2005):

= Reduzido tempo de andlise (cerca de 60 min);

= Nao necessita de operacdes pos-PCR (electroforese em gel de agarose);

= Amplificacéo de fragmentos de ADN muito pequenos (60-80 pb);

= Analise quantitativa;

= Elevada sensibilidade e especificidade.

No entanto, a analise quantitativa s6 é possivel se forem usados materiais de referéncia
certificados. Pelo que, se ndo houver a disponibilidade de materiais de referéncia, a analise
por PCR em tempo real sera semi-quantitativa. O custo elevado dos equipamentos e
reagentes tornam esta técnica actualmente ainda um pouco dispendiosa (D’Andrea et al.,
2009; Mafra & Oliveira, 2005).
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2.5.2.4. PCR-ELISA

A técnica PCR-ELISA combina a elevada especificidade da PCR com a simplicidade
dos ensaios ELISA. O passo inicial desta técnica passa pela amplificacdo dos fragmentos
alvo, por PCR, com algumas alteracbes, uma vez que sao produzidos fragmentos
biotinizados (fragmentos com biotina). Apés amplificacdo, os fragmentos sdo ligados a
superficie de um po¢o de uma microplaca revestido com estreptavidina. A afinidade entre a
biotina e a estreptavidina promove uma ligacéo eficaz dos fragmentos ao poco. De seguida,
os fragmentos s@o deshaturados e apenas as cadeias simples biotinizadas permanecem no
poco da microplaca, sendo, posteriormente, hibridizadas com uma sonda especifica. O
passo seguinte consiste na deteccdo com recurso a um anticorpo com uma enzima
conjugada, como nos ensaios ELISA. A analise semi-quantitativa pode ser conseguida
através do uso de um competidor.

Esta técnica permite uma deteccdo rapida e simples, quando comparada com outras
técnicas e é, geralmente, considerada como uma alternativa mais barata para laboratérios
que nao possuam equipamentos de PCR em tempo real. Além disso, pode ser uma
ferramenta poderosa para a monitorizacdo de alergénios devido a maior estabilidade do
ADN em relacdo as proteinas (Diaz-Amigo & Popping, 2010; Holzhauser et al., 2002; Poms
& Anklam, 2004).

2.6. Aplicacao de técnicas baseadas na PCR para a detec¢édo de avela em

alimentos

O desenvolvimento e utilizacdo de métodos de deteccdo e quantificacdo de alergénios é
indispensavel para verificar o cumprimento da rotulagem de alimentos e monitorizar a
contaminacado cruzada na industria alimentar. Desta forma, é possivel melhorar a seguranca
dos consumidores alérgicos (Mafra et al., 2008b).

Tendo em consideracdo que as moléculas de ADN sdo mais estaveis ao processamento
térmico do que as proteinas, os métodos baseados na andlise de ADN tém-se mostrado
como ferramentas fiaveis na deteccao de quantidades vestigiais de ingredientes alergénicos
em alimentos muito processados.

Relativamente a deteccdo especifica de vestigios de aveld por PCR em alimentos
processados, existe ainda um numero limitado de trabalhos publicados, embora dentro dos
frutos de casca rija seja o alvo mais estudado. No ano de 2000, Holzhauser et al. publicaram
a primeira técnica de PCR qualitativa para a detecgdo de vestigios de avelda em alimentos
processados, nomeadamente chocolates e biscoitos. Para isso, usaram primers especificos

para a amplificacdo de fragmentos de 182 pb do gene que codifica o alergénio Cor a 1.0401.
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De forma a determinarem o limite de deteccéo da técnica preparam padrdes de chocolate
com 10%, 1%, 0,1%, 0,01% e 0,001% de avelé torrada a 140°C, durante 30 min. O limite de
deteccéo alcangado foi de 0,001% (m/m). Em 2002, os mesmos autores, através da técnica
PCR-ELISA utilizando primers para a amplificagdo de fragmentos de 152 pb do mesmo
gene, obtiveram um limite de deteccdo abaixo de 0,001% (m/m) em chocolates, barras de
cereais, cereais de pequeno-almoco e sobremesas (Holzhauser et al., 2002).

Herman et al. (2003), usando primers no gene mitocondrial nadl, amplificaram
fragmentos de 294 pb, conseguindo detectar 0,001% (m/m) de avela em chocolate.

Germini et al. (2005) alcancaram um limite de deteccdo de 5 pg de avelda por PCR
gualitativa. Neste estudo, amplificaram fragmentos de 156 pb especificos para o gene que
codifica o alergénio Cor a 1.0301. A pesquisa de avela foi feita em cereais de pequeno-
almoco, snacks, chocolates e bolachas.

Uma técnica de PCR em tempo real com a utilizacdo de sondas TagMan™ foi
desenvolvida por Arlorio et al. (2007) para a detecgéo especifica de aveld com alvo no gene
qgue codifica o alergénio Cor a 1.04. A técnica foi aplicada com sucesso na deteccdo de
aveld em chocolates, biscoitos e snacks, com um limite de detecc¢éo alcancado de 0,1 ng de
aveld. Utilizando a mesma técnica, Piknova et al. (2008), com alvo no gene hspl,
alcancaram um limite de 0,01% (m/m) em misturas padrdo de aveld em noz. A aplicacédo da
técnica em amostras comerciais permitiu a deteccdo de aveld em chocolates, biscoitos,
bolachas e cereais de pequeno-almoco.

D’Andrea et al. (2009) prepararam misturas padréo de avela em farinha de trigo com as
proporcdes de aveld de 1%, 0,1%, 0,01% e 0,001% (m/m). Recorrendo a técnica de PCR
em tempo real com o corante SYBR® Green | para a sequéncia alvo do gene Cor a 8
conseguiram detectar até 0,001% (m/m) de avelad e aplicar a técnica a amostras comerciais
de chocolates, biscoitos e bolachas. Mais tarde, os mesmos autores (D’Andrea et al., 2011),
por PCR convencional e PCR em tempo real, utilizando o corante SYBR® Green |, atingiram
0 mesmo limite de deteccdo para a aveld (0,001%). As reacc¢fes foram realizadas com 3
pares de primers, para 0s genes que codificam para os alergénios Cor a 1, Cor a 8 e Cor a
14. Os alimentos testados incluiram biscoitos, chocolates e cremes de avela.

Schoéringhumer et al. (2009), através de PCR em tempo real duplex com sondas
TagMan™, conseguiram um limite de deteccéo para a aveld de 0,005% (m/m) com alvo
numa sequéncia do gene Cor a 1. A aveld foi pesquisada em 30 produtos comerciais, como
bolachas, chocolates, cremes e snacks.

Koppel et al. (2010) prepararam bolachas com aveld, amendoim, améndoa e sésamo.
Desenvolveram dois sistemas de PCR em tempo real em multiplex com sondas TagMan™
gue lhes permitiram detectar simultaneamente aveld, amendoim, aipo e soja, num sistema, e

améndoa, sésamo, ovo e leite, no outro. Estas combinacdes em tetraplex foram efectuadas
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tendo em conta a probabilidade destes ingredientes serem encontrados juntos no mesmo
alimento. Desta forma, conseguiram detectar até 0,001% (m/m) de aveld. Este estudo
permitiu a deteccéo de aveld com alvo numa sequéncia do gene Cor a 1 em varios bolos,
chocolates e snacks.

Pafundo et al. (2010) desenvolveram outra técnica de PCR em tempo real em multiplex,
mas com recurso ao corante SYBR® GreenER™, para detectar seis potenciais alergénios,
maioritariamente de frutos de casca rija, em simultaneo: améndoa (Prunus dulcis), avela
(Corylus avellana), castanha de caju (Anacardium occidentalis), amendoim (Arachis
hypogea), noz comum (Juglans regia) e sementes de sésamo (Sesamum indicum). No caso
da aveld, utilizaram primers especificos para o gene que codifica para o alergénio major da
aveld, Cor a 1, tendo conseguido um limite de deteccdo de 5 pg de aveld. A técnica foi
aplicada em varias matrizes alimentares, incluindo biscoitos e chocolates.

Os trabalhos desenvolvidos e descritos encontram-se compilados na tabela 3. Tendo
em consideragdo o numero limitado de trabalhos cientificos referente & deteccéo de
vestigios de aveld em alimentos processados, torna-se crucial mais investigacdo para que

se desenvolvam métodos cada vez mais sensiveis e especificos.

Tabela 3: Resumo dos trabalhos publicados referentes a aplicacdo da PCR na deteccéo de avela em alimentos

. Limite de Matriz alimentar A
Método Gene alvo ~ . Referéncias
deteccéao analisada
PCR Cora 1.0401 0,001% (m/m) Chocolates, snacks Holzhauser et al. (2000)
nadl 0,001% (m/m) Chocolates Herman et al. (2003)
Cora 1.0301 5 pg de ADN Cereais, bolachas, Germini et al. (2005)
chocolates, snacks
PCR-ELISA Cora1.0401 <0,001% (m/m)  Chocolates, cereais, Holzhauser et al. (2002)
barras de cereais
PCRemtempo Coral 0,1 ng de ADN Chocolates, snacks Arlorio et al. (2007)
real cremes, biscoitos
hsp1 0,01% (m/m) Chocolates, bolachas, Piknova et al. (2008)
biscoitos, cereais
Cora8 0,001% (m/m) Chocolates, cremes, D’Andrea et al. (2009)
biscoitos, bolachas
Cor al 0,001% (m/m) Chocolates, creme de D’Andrea et al. (2011)
Coras8 aveld, biscoitos
Cora l4
PCRemtempo Coral 0,005% (m/m) Snacks, bolachas, Schdérimhumer et al.
real multiplex chocolates, cremes (2009)
Coral 0,001% (m/m) Bolos, chocolates, Koppel et al. (2010)
snacks
Coral 5 pg de ADN Biscoitos e chocolates Pafundo et al. (2010)







3. Metodologia experimental

s

Dada a natureza dos procedimentos de biologia molecular € necesséario controlar e

evitar a contaminagdo de extractos de ADN e solugbes utilizadas. Deste modo, varios

cuidados foram adoptados, tais como:

3.1.

Todas as solugcbes foram preparadas com reagentes aptos para a utilizagdo em
biologia molecular (elevado grau de pureza), as usadas em PCR foram armazenadas
em pequenas aliquotas;

Os tubos utilizados na extraccdo de ADN e nas misturas de PCR, e todos os
reagentes aquosos, a excepcao de dNTP e ADN polimerase foram autoclavados a
121°C, com o objectivo de degradar possiveis nucleases e ADN;

O uso constante e a mudancga periddica de luvas foram imprescindiveis;

As extraccdes de ADN e a preparacdo de misturas de PCR foram realizadas em
locais distintos. Cada local possuia equipamentos e materiais diferenciados, como
luvas, tubos, micropipetas, pontas e mini centrifuga. O local de preparacdo das
misturas de PCR era isolado das restantes areas e equipado com sistema de luzes
uv;

Em todas as misturas de PCR foram incluidos controlos negativos que visavam o

controlo dos reagentes.

Descricdo das amostras

Neste estudo foram utilizadas amostras de 25 chocolates comerciais de varias marcas,

com o intuito de detectar vestigios de avela, como potencial alergénio. O objectivo foi

verificar se 0s chocolates que continham mencdes de precaucdo foram ou ndo

contaminados com avelad. Na tabela 4 encontram-se listadas as informag6es declaradas nos

rétulos de todos os chocolates analisados.

As amostras foram trituradas usando um moinho de lamina dupla, para preparacédo de

amostras para analise laboratorial (Grindomix GM200, Retsch, Alemanha). Como forma de

minimizar possiveis contaminac¢des, cada amostra foi triturada em acessorios independentes

esterilizados e armazenada em recipientes esterilizados. Até ser realizada a extraccdo do

ADN, os recipientes com as amostras foram armazenados a cerca de -20°C.
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Tabela 4: Descri¢do da rotulagem das amostras de chocolates comerciais

Cédigo Designacao

Ingredientes

Al Chocolate preto com  Aclcar, cacau, frutos secos (24,5%) (améndoas, uvas passas, avelds), manteiga de cacau, gordura lactea, emulsionante (lecitina
frutos secos inteiros de soja), aromas. Pode conter vestigios de outros frutos de casca rija e leite. Cacau (47% minimo).

A2 Chocolate de leite Leite condensado, agUcar, manteiga de cacau, améndoas (7,5%), mel (5,5%), cacau, manteiga concentrada, xarope de glucose,
com améndoa e mel emulsionante (lecitina de soja), clara de ovo em po, extracto de baunilha. Pode conter vestigios de outros frutos de casca rija e de

trigo. Cacau (28% minimo).

A3 Chocolate de leite Acucar (53%), manteiga de cacau, leite em pd, pasta de cacau, améndoas (11%), soro de leite em pd, emulsionante (lecitina de
com améndoas soja), aroma (vanilina). Cacau (30% minimo). Contém leite, soja e frutos de casca rija. Pode conter vestigios de cereais com gliten

e amendoim.

A4 Chocolate de leite Chocolate de leite (leite — cerca de 426 mL de leite fresco por cada 2279 de chocolate, acicar, manteiga de cacau, pasta de cacau,
com frutos de casca  9gordura vegetal, emulsionante E442, aromatizantes), passas pulverizadas (18%) (passas, cacau), améndoas (7%). Contém frutos
rija secos de casca rija, leite e outras gorduras vegetais além da manteiga de cacau, pode conter trigo e soja.

A5 Chocolate de leite AcuUcar, améndoas (25%), leite gordo em pé (18%), manteiga de cacau, pasta de cacau, lactose, emulsionante (lecitina de soja),
com améndoas aroma. Contém leite, soja e frutos de casca rija. Pode conter vestigios de glaten, amendoins e ovos. Cacau (30% minimo)

A6 Chocolate de leite Chocolate com recheio de trufa (42%) e améndoas (8%). Ac¢lUcar, gordura vegetal, pasta de cacau, manteiga de cacau, améndoas
com améndoas (8%), leite magro em pé, soro de leite em pg, pasta de améndoas (4%), gordura de leite, leite gordo em péd, pasta de avelas,

emulsionante (lecitina de soja), aromatizante (vanilina), Cacau em chocolate de leite (30% minimo). Contém leite, améndoas,
avelds, soja. Pode conter vestigios de outros frutos secos de casca rija e trigo

A7 Chocolate de leite Acucar, manteiga de cacau, leite (18%), améndoas (15%), cacau, soro lacteo em p6, emulsionante (lecitina de soja), aroma. Pode
com améndoas conter vestigios de outros frutos de casca rija, gldten e ovo. Cacau (30% minimo).

A8 Chocolate de leite Acucar, confeicdo de avelds 22,9% (avelds 50%, acucar 50%), manteiga de cacau, leite em p6, massa de cacau, leite em po
com avelas magro, soro lacteo em pd@, lactose, gordura butirica, emulsionante (lecitina de soja), leite em p6 rico em matéria gorda, pasta de

avelds, aromatizante natural, sal. Cacau (30% minimo). Pode conter vestigios de glaten, amendoins e outros frutos de casca rija.

A9 Chocolate branco AcuUcar, manteiga de cacau, avelds (14%), leite gordo em pd, emulsionante (lecitina de soja), baunilha natural. Cacau (28%

com avelas

minimo). Extracto de leite: 14% minimo, no chocolate branco. Pode conter vestigios de avelds e glaten.
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Tabela 4: (continuagéo)

Cdédigo Designacéao Ingredientes
Al10 Chocolate com Acucar, avelds inteiras (25%), manteiga de cacau, pasta de cacau, emulsionante (E322) e aromatizante. Cacau (30% minimo).
avelis inteiras Contém leite, frutos de casca rija e soja. Pode conter vestigios de ovo e glaten.
All Chocolate de leite Acucar, améndoas (19%), pasta de cacau, leite em po, manteiga de cacau, soro de leite em po, gordura de leite, xarope de glucose,
com améndoas sal, manteiga, cacau magro em pé, emulsionante (lecitina de soja), aromatizantes. Cacau (35% minimo). Contém leite, améndoas,
soja. Pode conter vestigios de outros frutos de casca rija.
Al2 Chocolate de leite AcuUcar, manteiga de cacau, améndoas (15%), leite em po, pasta de cacau, soro de leite em pd, manteiga concentrada,
com améndoas emulsionante (lecitina de soja), e aromatizante. Cacau (35% minimo). Pode conter vestigios de amendoim, avela e glaten.
Al13 Chocolate de leite Acucar, améndoas inteiras (25%), leite inteiro em po, manteiga de cacau, pasta de cacau, emulsionante (E322) e aromatizante.
com améndoas Cacau (30% minimo). Contém leite, frutos de casca rija e soja. Pode conter vestigios de ovo e glaten.
inteiras
Al4 Chocolate com leite Acucar, améndoas (20%), manteiga de cacau, leite em p6, pasta de cacau, lactose, soro de leite em pd magro, emulsionante
e améndoas (lecitina de soja), extracto de malte de cevada, aroma: baunilha. Cacau (30% minimo). Pode conter vestigios de avelas.
Al15 Chocolate de leite Aclicar, manteiga de cacau, leite em pd, pasta de cacau, améndoas (5%), avelds (5%), uvas passas (5%), soro de leite em po,
com améndoa, aveld manteiga concentrada, emulsionante (lecitina de soja) e aromatizante. Cacau (31% minimo). Pode conter vestigios de amendoim e
A16 Chocolate com Chocolate com macapéo (38%) e recheio (30%) de morangos em champanhe
macapao e Acucar, pasta de cacau, morangos (11%), améndoas (10%), améndoas de alperce, xarope de glicose, licores, vinhos, (vinho branco
champanhe e champanhe 2%), manteiga de cacau, gordura lactea, etilvanilina e outros aromatizantes, regulador de acidez (acido citrico),
emulsionante: lecitina de colza, espessante (pectina), conservante (acido ascorbico). Minimo 54% de cacau. Pode conter vestigios
de leite e frutos de casca rija.
Al7 Chocolate de leite Chocolate de leite (aglcar, manteiga de cacau, leite gordo em pd, pasta de cacau, emulsionante: lecitina de soja, aromatizante

com avelas

vanilina), arroz crocante 8% (farinha de arroz, aglcar, extracto de malte (cevada), sal, estabilizante E170i, 6leo vegetal (sementes
de colza), emulsionante: lecitina de soja, avelas 2%, aclcar, aromatizante: avelds. Percentagem de cacau: minimo 35%.
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Tabela 4: (continuagéo)

Cdédigo Designacéao

Ingredientes

Al8

Chocolate de leite
com cereais

Acgucar, manteiga de cacau, 15% cereais crocantes (65% farinha de arroz, agucar, malte de trigo, farinha de milho, gliten, dextrose
de trigo, sal), leite magro em pd, pasta de cacau, soro de leite em pO agucarado, matéria gorda lactea, pasta de aveld,
emulsionante: lecitina de soja, aromatizante de baunilha. Cacau: 30% minimo. Pode conter vestigios de outros frutos de casca rija.

Al9

Chocolate negro

Pasta de cacau, acgUcar, manteiga de cacau, cacau magro em po, emulsionante: lecitina de soja, aroma de baunilha. Cacau: 74%
minimo. Pode conter vestigios de amendoim, frutos de casca rija, gliten e leite.

A20

Chocolate de leite
com avelas

Acucar, 27% avelds, manteiga de cacau, 12% nata em pd, pasta de cacau, 3,5% leite gordo em po, soro de leite agucarado em pg,
lactose, emulsionante: lecitina de soja, aromatizante: vanilina. Cacau: 33% minimo. Pode conter vestigios de améndoa e
componentes do trigo.

A21

Chocolate preto com
recheio de tiramisu

Massa de cacau, agUcar, gordura vegetal, cacau magro em po, dextrose, manteiga de cacau, lactose, soro lacteo em po, leite em
pé rico em matéria gorda, preparacdo de café (café, gordura vegetal), emulsionante: lecitina de soja, aroma natural de creme,
aroma natural de baunilha, aroma natural de café com outros aromas naturais, sal. Cacau: 65% minimo. Pode conter vestigios de
frutos de casca rija, amendoim, glaten e ovos.

A22

Chocolate de leite
com recheio de
avela

Acucar, manteiga de cacau, pasta de cacau, leite magro em po, gorduras vegetais, soro de leite em p6, 5% pasta de aveld, gordura
de leite, leite gordo em pd, cacau em pod, emulsionante: lecitina de soja, aromatizantes. Contém leite, avelds e soja. Pode conter
vestigios de outros frutos de casca rija.

A23

Chocolate de leite
com avelas

Acucar, manteiga de cacau, leite em p6, massa de cacau, 10% avelds, lactose, gordura butirica, leite em pé rico em matéria gorda,
emulsionante: lecitina de soja, pasta de avelds, aroma natural de baunilha. Cacau: 30% minimo. Pode conter vestigios de frutos de
casca rija, amendoim, gluten e ovos.

A24

Chocolate de leite
com mousse de
chocolate

Acucar, 24% leite gordo em p6, manteiga de cacau, gordura vegetal, pasta de cacau, cacau magro em po, manteiga concentrada,
polpa de aveld, emulsionante: lecitina de soja, extracto de baunilha, aromatizante natural de baunilha. Pode conter vestigios de
outros frutos de casca rija.

A25

Chocolate de leite
com pedacos de
avelas

Acucar, manteiga de cacau, leite magro em po6, 12% aveld, pasta de cacau, soro de leite em p6 agucarado, manteiga concentrada,
emulsionante: lecitina de girassol, polpa de aveld, aromatizante natural de baunilha. Cacau: 30% minimo. Pode conter vestigios de
outros frutos de casca rija e soja.




3.2. Preparacao das misturas padréo

Para a optimizacdo das técnicas de PCR foi necessario preparar misturas binarias
padrdo com diferentes quantidades de aveld numa matriz a base de trigo (massa
pevide). Previamente, a avelda e a massa pevide foram trituradas separadamente no
moinho de lamina dupla (Grindomix GM200). A primeira mistura de referéncia (50%)
foi preparada por adicdo de aveld triturada em massa triturada, sendo as restantes
misturas preparadas por diluicbes seriadas em massa até a proporcédo de 0,0001%,
conforme tabela 5. De forma a minimizar possiveis contaminacfes, cada mistura de
referéncia foi triturada/misturada com acessorios independentes e esterilizados, sendo

armazenadas em recipiente esterilizados a -20°C até extracgdo de ADN.

Tabela 5: Misturas binarias de referéncia de aveld em massa pevide

Padréo Composicéo Quantidade de avela
MO 100 g Massa 0%

M1 100 g Avela + 100 g Massa 50% (500 g/kg)

M2 25 g M1 + 100 g Massa 10% (100 g/kg)

M3 50 g M2 + 50 g Massa 5% (50 g/kg)

M4 25 g M3 + 100 g Massa 1% (10 g/kg)

M5 50 g M4 + 50 g Massa 0,5% (5 g/kg)

M6 25 g M5 + 100 g Massa 0,1% (1 g/kg)

M7 50 g M6 + 50 g Massa 0,05% (500 mg/kg)
M8 25 g M7 + 100 g Massa 0,01% (100 mg/kg)
M9 50 g M8 + 50 g Massa 0,005% (50 mg/kg)
M10 25 g M9 + 100 g Massa 0,001% (10 mg/kg)
M11 50 g M10 + 50 g Massa 0,0005% (5 mg/kg)
M12 25 g M11 + 100 g Massa 0,0001% (1 mg/kg)

Para a optimizacdo da técnica de PCR em amostras de chocolate, procedeu-se a
preparacdo de misturas de referéncia de aveld em chocolate. Para isso, utilizou-se
chocolate com 41% de cacau isento de vestigios de avela (previamente testado por
PCR convencional para a presenca de aveld).

Para a preparagdo dos padrdes em questdo, o chocolate foi colocado a 40°C
durante todo o procedimento. A primeira mistura de referéncia (50%) foi preparada por

adicdo de avela triturada em chocolate, sendo as restantes misturas preparadas por
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diluicdes seriadas com chocolate até a propor¢do de 0,0001%, conforme a tabela 6.
De forma a obter uma correcta e completa homogeneizacao, todas as misturas foram
mantidas a 40°C. Cada mistura foi colocada em recipientes (moldes) e armazenada a -
20°C para solidificagdo. No dia seguinte, as misturas foram trituradas em acessorios
independentes e esterilizados, armazenadas a -20°C até realizagdo da extrac¢do de
ADN.

Tabela 6: Misturas binarias de referéncia de aveld em chocolate

Padréao Composicao Quantidade de avela
Co 100 g Chocolate 0%

C1 100 g Avelad + 100 g Chocolate 50% (500 g/kg)

Cc2 100 g C1 + 100 g Chocolate 25% (250 g/kg)

C3 60 g C2 + 150 g Chocolate 10% (100 g/kg)

C4 100 g C3 + 100 g Chocolate 5% (50 g/kg)

C5 75 g C4 + 75 g Chocolate 2,5% (25 g/kg)

C6 60 g C5 + 150 g Chocolate 1% (10 g/kQ)

Cc7 75 g C6 + 75 g Chocolate 0,5% (5 g/kg)

C8 40 g C7 + 200 g Chocolate 0,1% (1 g/kg)

C9 75 g C8 + 75 g Chocolate 0,05% (500 mg/kg)
C10 40 g C9 + 200 g Chocolate 0,01% (100 mg/kg)
Cl1 75 g C10 + 75 g Chocolate 0,005% (50 mg/kg)
C12 30 g C11 + 150 g Chocolate 0,001% (10 mg/Kg)
C13 75 g C12 + 75 g Chocolate 0,0005% (5 mg/kg)
C14 20 g C13 + 100 g Chocolate 0,0001% (1 mg/kg)

3.3. Extraccédo de ADN

A extraccdo do ADN dos padrées de aveld em massa pevide foi efectuada pelo
método Wizard, como descrito por Mafra et al. (2008a), com algumas modificacées. Ja

os padrfes de aveld em chocolate foram extraidos por 4 métodos diferentes:

= CTAB (como descrito por Mafra et al. (2008a), com adicdo de PVP);

* NucleoSpin® Food kit (de acordo com as instrucdes do fabricante);

= Wizard® Magnetic DNA (de acordo com as instru¢des do fabricante);

= Wizard (como descrito por Mafra et al. (2008a), com e sem adicdo de PVP e
ARNase).

Os métodos foram optimizados e comparados tendo em conta a qualidade e

pureza dos extractos e o nivel de amplificagdo por PCR. Geralmente, a utilizacao de
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PVP (polivinilpirrolidona) podera facilitar a eliminacdo mais eficaz dos compostos
fendlicos, enquanto a ARNase tem em vista a remo¢do completa de moléculas de
ARN.

Em todos os métodos de extraccédo foi incluido um branco, que continha todos os
reagentes utilizados, a excepcdo da amostra, de forma a controlar possiveis

contaminacgoes.

3.3.1. Meétodo CTAB-PVP

O método CTAB foi realizado segundo o descrito por Mafra et al. (2008a), com
algumas alteragoes.

Desta forma, pesaram-se 200 mg de cada amostra para tubos estéreis de 2 mL. A
cada tubo adicionaram-se 1000 uL de tampéo de extraccdo CTAB (2% CTAB (m/v),
0,1 mol/L de Tris, 1,4 mol/L de NaCl, 1% de PVP-40 (m/v), 0,02 mol/L EDTA, pH 8.0)
pré-aquecido a 65°C e 20 uL de B-mercaptoetanol. Apds agitacdo vigorosa (vortex),
incubou-se cada tubo a 65°C durante 1 hora. Durante o periodo de incubagéo, 0s
tubos foram submetidos a agitagéo periddica. Ao final da incubagéo, procedeu-se a
uma centrifugagdo durante 15 minutos (18 500 x g, 4°C) e recolheram-se cerca de 700
uL de sobrenadante para um novo tubo de 1,5 mL. Seguiu-se uma nova centrifugacao,
nas mesmas condigbes da anterior, mas durante 5 minutos, da qual se recolheram
aproximadamente 600 uL de sobrenadante para um novo tubo de 1,5 mL. A este
sobrenadante adicionaram-se 500 uL de cloroférmio, agitou-se vigorosamente e
centrifugou-se durante 10 minutos (12 000 x g, 4°C). A fase aquosa formada foi
transferida para um novo tubo de 2 mL e adicionou-se, na proporgdo 2:1, a solugéo de
precipitacdo CTAB (0,5% CTAB (m/v), 0,04 mol/L NaCl). A mistura foi incubada
durante 1 hora a temperatura ambiente. Procedeu-se a uma nova centrifugacao
durante 10 minutos (12 000 x g, 4°C) e rejeitou-se o sobrenadante. O precipitado foi
dissolvido em 350 uL de NaCl (1,2 mol/L), misturado com 350 uL de cloroférmio,
agitado vigorosamente e centrifugado durante 10 minutos (12 000 x g, 4°C). A fase
superior foi recuperada para um novo tubo de 1,5 mL, onde se adicionou 0,6 partes
em volume de isopropanol a -20°C, misturando-se cuidadosamente por inversao.
Procedeu-se a uma nova centrifugacdo durante 10 minutos (12 000 x g, 4°C) e
descartou-se o sobrenadante. O precipitado (pellet) foi lavado em 500 uL de etanol
(70% (v/v) a -20°C) e misturado cuidadosamente por inversdo. Apos centrifugagéo (10

minutos, 12 000 x g, 4°C), o etanol foi rejeitado cuidadosamente, com a ajuda de uma
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micropipeta, e os tubos foram colocados numa estufa a 50°C, durante 30 minutos, até
remocao completa do solvente.

Para finalizar, o precipitado foi dissolvido em 100 uL de TE (10 mmol/L Tris e 1
mmol/L EDTA) durante uma noite com agitacdo suave, a 10°C, de forma a promover
uma hidratacdo Optima dos extractos de ADN. Os extractos foram armazenados a -

20°C até amplificacdo por PCR.

3.3.2. Método NucleoSpin® Food kit

A execucao deste método foi realizada segundo as recomendacdes do fabricante,
com algumas modificagoes.

Para tubos estéreis de 2,0 mL pesaram-se 200 mg de amostra e adicionaram-se
700 pL da solucdo de lise CF, pré aquecida a 65°C e 10 uL de proteinase K (20
mg/mL). A mistura foi homogeneizada vigorosamente por vértex e incubada a 65°C
durante 1 hora, com agitacdo periédica. ApGs incubacdo, adicionaram-se 4 uL de
ARNase A (10 mg/mL) a cada tubo e incubaram-se a 37°C durante 10 minutos.
Decorrido o tempo de incubagéo, procedeu-se de imediato a uma centrifugagcéo
durante 10 minutos (18 000 x g, 4°C). O sobrenadante foi transferido
(aproximadamente 600 uL) para um novo tubo de 1,5 mL e recorreu-se a uma nova
centrifugacdo durante 5 minutos (18 000 x g, 4°C). O sobrenadante foi transferido
(aproximadamente 500 uL) para um novo tubo de 2,0 mL e adicionou-se 0 mesmo
volume de solucdo de precipitagdo C4 e etanol 100%. Cuidadosamente, os tubos
foram homogeneizados por inversao e a mistura foi sendo transferida para as colunas.
De seguida procedeu-se a centrifugacdo das colunas (1 min, 13 000 x g) e O
sobrenadante foi rejeitado. Este passo foi repetido até que todo o volume da mistura
passasse pela coluna. Depois, as colunas foram lavadas duas vezes com 200 uL de
solugdo CQW e uma vez com 700 uL de solucdo C5. Entre as lavagens, as colunas
foram sujeitas a centrifugacdo durante 1 minuto a 13 000 x g. As colunas foram
lavadas uma vez mais com 200 uL de solucdo C5 e centrifugadas durante 2 minutos a
13 000 x g. O sobrenadante de cada centrifugacéao foi rejeitado.

Por fim, o ADN foi eluido das colunas adicionando 100 puL de solucdo CE, pré
aquecida a 70°C. De seguida procedeu-se a incubacdo a temperatura ambiente
durante 5 minutos e centrifugacdo durante 1 minuto a 13 000 x g. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo de 1,5 mL. Os extractos finais de ADN foram

armazenados a -20°C até posterior analise.
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3.3.3. Método Wizard® Magnetic DNA

A execucao deste método foi feita segundo as recomendacfes do fabricante, com
algumas modificacdes.

Para tubos estéreis de 2,0 mL, pesaram-se 200 mg de amostra e adicionaram-se
500 pL de solugéo de lise A (Lysis Buffer A) e 5 uL de uma solucdo de ARNase A (4
mg/mL). ApOs agitacdo vigorosa, adicionaram-se 250 ulL de solucdo de lise B (Lysis
Buffer B) e incubou-se a temperatura ambiente, durante 10 minutos, com agitacao
periddica. De seguida, adicionaram-se 750 puL de solugcdo de precipitacdo
(Precipitation Solution) e agitou-se vigorosamente. Apos centrifugacdo de 10 minutos
(18 000 x g, 4°C) transferiu-se, aproximadamente, 1 mL de sobrenadante para um
novo tubo de 1,5 mL e procedeu-se a uma nova centrifugacdo durante 5 minutos.
Seguidamente transferiu-se 0 maximo de sobrenadante possivel para um novo tubo de
2,0 mL, adicionaram-se 40 pL de uma soluc&o com particulas magnéticas (Magnesil®
Paramagnetic Particules) e misturou-se por inversdo. Apos adicionar 0,8 partes de
isopropanol, a mistura foi incubada a temperatura ambiente durante 5 minutos, com
inversdo periédica dos tubos. Apds este passo, os tubos foram colocados
individualmente no suporte PolyATtract® System 1000 Magnetic Separation durante
aproximadamente 1 minuto, até que as particulas magnéticas fossem atraidas pelo
suporte magnético e a solucao ficasse limpida. Cuidadosamente, rejeitou-se a fase
liquida, retirou-se o tubo do suporte e efectuou-se uma lavagem com 500 uL de
solucdo de lise B. Os tubos foram colocados novamente no suporte e rejeitou-se a
fase liquida. De seguida efectuou-se uma nova lavagem com 250 puL de solugdo de
lise B e procedeu-se de igual modo. Efectuaram-se trés lavagens com 1 mL de etanol
70% (v/v), procedendo da mesma forma que nas lavagens anteriores. Depois de
removido o etanol, os tubos foram incubados a 50°C durante 30 minutos, para remover
todo o etanol das particulas magnéticas.

Depois de as particulas estarem completamente secas adicionaram-se 100 uL de
TE (10 mmol/L Tris e 1 mmol/L EDTA), pré aquecido a 65°C, e incubou-se a 65°C
durante 5 minutos. Decorrido este tempo, os tubos foram colocados novamente no
suporte e transferiu-se a fase liquida para um novo tubo de 1,5 mL. De forma a
remover possiveis particulas em suspenséo, procedeu-se a uma centrifugacao durante
1 minuto a 13 000 x g. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL.

Os extractos foram armazenados a -20°C até posterior andlise.
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3.3.4. Método Wizard

O método Wizard foi realizado de acordo com o descrito por Mafra et al. (2008a),
com algumas alteracdes.

Para tubos estéreis de 2,0 mL pesaram-se 200 mg de amostra e adicionaram-se
860 pL de tampéo de extraccdo TNE (10 mmol/L Tris, 150 mmol/L NaCl, 2 mmol/L
EDTA, 1% SDS), 100 uL de solucdo de hidrocloreto de guanidina 5 M e 40 uL de
solucao de proteinase K (20 mg/mL). A mistura foi incubada a 60°C, durante 3 horas,
com agitacdo periddica. Apés esta etapa, procedeu-se a uma centrifugacéo durante 15
minutos (18 500 x g, 4°C) e recolheram-se, aproximadamente, 700 uL de
sobrenadante para um novo tubo de 1,5 mL. ApOs nova centrifugagdo durante 5
minutos (18 500 x g, 4°C), transferiram-se cerca de 600 uL de sobrenadante para um
novo tubo de 2,0 mL e adicionou-se 1,0 mL de resina do kit Wizard® Plus Minipreps
DNA, misturando-se cuidadosamente por inversdo. A mistura foi transferida para as
colunas do kit referido e eluida com o auxilio do @émbolo de uma seringa de 2,0 mL. De
seguida, procedeu-se a trés lavagens das colunas, cada uma delas com 2,0 mL de
uma solucao de isopropanol (80% (v/v)). De forma a eliminar o excesso de isopropanol
retido nas colunas, procedeu-se a uma centrifugagdo durante 2 minutos (10 000 x g) e
secagem durante 5 minutos a temperatura ambiente. ApGds secagem, as colunas foram
transferidas para um novo tubo de 1,5 mL e adicionaram-se 100 uL de TE (10 mmol/L
Tris e 1 mmol/lL EDTA), previamente aquecido a 70°C. Antes de efectuar uma
centrifugagcdo durante 1 minuto (10 000 x g), as colunas foram incubadas a
temperatura ambiente, durante 1 minuto. O sobrenadante recolhido foi depois
transferido para um novo tubo de 1,5 mL. Os extractos foram armazenados a -20°C

até posterior analise.

3.3.5. Método Wizard ARNase

O método Wizard ARNase foi desenvolvido de acordo com o descrito no método
Wizard, com uma ligeira modificacdo. ApGs a segunda centrifugacéo (18 500 x g, 4°C,
5 minutos), adicionaram-se 4 uL de uma solucdo de ARNase A (10 mg/mL) ao
sobrenadante, agitou-se suavemente e incubou-se a 37°C, durante 10 minutos. O

restante protocolo foi executado de forma idéntica ao descrito no método Wizard.

3.3.6. Meétodo Wizard-PVP

O método Wizard-PVP foi realizado de acordo com o descrito no método Wizard,

com as seguintes modificacdes. Para tubos estéreis de 2,0 mL pesaram-se 200 mg de
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amostra e adicionaram-se 860 uL de tampéo de extrac¢cdo TNE, que continha 1% de
PVP-40 (m/v), 100 uL de solucao de hidrocloreto de guanidina 5 M, 40 uL de solugéo
de proteinase K (20 mg/mL) e 20 uL de B-mercaptoetanol. O restante protocolo foi

executado de forma idéntica ao descrito no método Wizard

3.3.7. Método Wizard-PVP ARNase

O método Wizard-PVP ARNase foi realizado de acordo com o descrito no método
Wizard, com as seguintes modificacdes. O tampéao de extraccdo TNE continha 1% de
PVP-40 (m/v), ao qual se adicionaram 20 uL de B-mercaptoetanol, tal como no método
anterior. Apos a segunda centrifugacéo (18 500 x g, 4°C, 5 minutos), adicionaram-se 4
uL de uma solucéo de ARNase A (10 mg/mL) ao sobrenadante, agitou-se suavemente
e incubou-se a 37°C durante 10 minutos. O restante protocolo foi executado de forma
idéntica ao descrito no método Wizard.

3.4. Anélise do ADN extraido

A concentragdo e pureza do ADN extraido foram avaliadas por espectrofotometria
UV, recorrendo a um espectrofotometro Shimadzu UV-1800 (Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japao). Efectuaram-se leituras de absorvancia a 260 nm (Azeonm), 280 nm
(Azgonm) € 320 Nnm (As20nm). A concentracdo foi determinada, tendo em conta a diluicdo

dos extractos (1/10), pela equacéo:
C = Az60nm/0,020 X Factor de diluigao

A pureza foi determinada pelas razdées Azsonm/ Azsonm (@valiacdo da contaminacgdo
por proteinas). Os valores obtidos a 320 nm funcionaram como controlo da presenca

material estranho ou interferentes na solucdo ou nas cuvetes utilizadas.

3.5. Amplificacdo do ADN por PCR

3.5.1. Oligonucleodtidos

Os oligonucleétidos iniciadores (primers e sonda) utilizados nas reac¢des da PCR
convencional e PCR em tempo real encontram-se listados na tabela 7. A sintese dos

mesmos foi feita pela empresa Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Alemanha).
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Tabela 7: Oligonucle6tidos usados em PCR convencional e PCR em tempo real

Primers PSP Amplicéo A

Sonda Sequéncia (5’—3’) Gene (pb) Referéncia

Nocc2 F GGC AAG TTC GTG AGC AGG TTC

Noccl Piknova et
. CTTTCG GAATAG TCACAG TGA G

Rbis hspl 100 al. (2008)

Noccl P FAM-CCT GAC GAT GCG ATG CTC GAC CAG-BHQ2

(FAM — Fluoresceina; BHQ2 — Black hole quencher 2)

3.5.2. PCR convencional

Para amplificacdo por PCR convencional, utilizaram-se 0s seguintes reagentes:
agua ultra pura (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha), tampao e cloreto de magnésio
comercializados em conjunto com a SuperHot Taq Polymerase (Genaxxon Bioscience
GmbH, Alemanha), dNTP (Invitrogene, Carlsbad, USA), primers especificos para a
avela (tabela 7) e extracto de ADN. Em todas as reac¢des de PCR utilizou-se um
volume total de 25 pL (por tubo de reaccdo) e foi incluido um controlo negativo, em
que se substituia o volume de extracto de ADN por agua ultra pura. As quantidades de
cada componente (tabela 8) e as condi¢des (temperatura/tempo) (tabela 9) da reacgéo
foram optimizadas, de forma a se atingir um maior nivel de sensibilidade do método,
sem comprometer a especificidade. Todas as reacgbes foram realizadas no

termociclador MJ Mini Thermocycler (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA).

Tabela 8: Componentes da mistura para PCR convencional

Componente Volume (pL)
Agua ultra pura 14,25
Tampao (10x) 2,5
MgCl; (25 mM) 3,25
dNTPs (2,5 mM cada) 2,0
Noccl F (10 uM) 0,4
Nocc2 Rbis (10 uM) 0,4
SuperHot Taq (5 U/uL) 0,2
Extracto ADN 2,0

Os fragmentos amplificados pela PCR foram analisados por electroforese em gel
de 1,5% de agarose em tampdo SGTB 1x (GRiSP Research Solutions, Porto,
Portugal) e com adicdo de Gel Red 1x (Biotium, Hayward, USA) como corante para

visualizacdo do ADN com luz UV. Num dos pocos do gel foi aplicada uma mistura que
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continha 4 uL de corante de carregamento (corante a base de azul de bromofenol) e
2,2 uL de marcador DNA Ladder 100pb (Bioron, Ludwigshafen, Alemanha). Nos
restantes pocos foi aplicado 20 uL de cada produto da PCR e 4 uL de corante de
carregamento. A electroforese foi realizada em tampdo SGTB 1x durante
aproximadamente 20 minutos a 200V.

Apbs realizada a electroforese, o gel foi visualizado através de um transiluminador
UV e a imagem foi captada através do sistema fotografico Kodak Digital Science™
DC120 (Rochester, NY, USA). A andlise da imagem foi feita através do software
Kodak Digital Science™ 1D.

Tabela 9: Condi¢8es utilizadas na PCR convencional

Condicdes
Etapas .
Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacgéo inicial 95°C 5 min 1
Amplificagao 95°C 30s
63°C 30s 45
72°C 30s
Extenséo final 72°C 5 min 1

3.5.3. PCR em tempo real

O recurso a técnica de PCR em tempo real serviu para confirmar a analise
qualitativa feita por PCR convencional e para efectuar uma analise semi-quantitativa
de aveld em chocolates comerciais.

Para a amplificacdo por PCR em tempo real utilizaram-se os seguintes reagentes:
agua ultra pura, SsoFast™ Probes Supermix (Bio-Rad Laboratories, CA, USA),
primers e sonda TagMan™ especificos para a avela (tabela 7) e extracto de ADN, nas

quantidades descritas na tabela 10.

Tabela 10: Componentes da mistura de PCR em tempo real

Componente Volume (uL)
Agua ultra pura 6,5
SsoFast' Mix (1x) 10,0
Noccl F (10 uM) 0,6
Nocc2 Rbis (10 uM) 0,6
Noccl P (5 uM) 0,3
Extracto ADN 2,0
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Em todas as reacc¢les foi utilizado um volume total de 20 uL e um controlo
negativo, no qual se substituia o volume de extracto de ADN por agua ultra pura.

Os ensaios foram realizados no termociclador CFX96 Real-Time PCR System
(Bio-Rad Laboratories, CA, USA) sob as condicdes descritas ha tabela 11. Os dados
foram recolhidos e processados no final de cada ensaio pelo software Bio-Rad CFX
Manager 2.0 (Bio-Rad Laboratories, CA, USA). A amplificacdo dos padrdes e das
amostras (chocolates comerciais) foi feita, pelo menos, em triplicado. Todas as

amostras comerciais foram analisadas em conjunto com uma curva padrao.

Tabela 11: Condig8es utilizadas na PCR em tempo real

Condicbes
Etapas
Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacéo inicial 95°C 3 min 1
L 95°C 15s
Amplificagdo 50
65°C 45s
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4. Resultados e discussao
4.1. Optimizacédo da deteccéao de aveld por PCR

De forma a optimizar a técnica da PCR, foram preparadas misturas padrdo de
aveld em massa pevide. Essas misturas foram extraidas pelo método Wizard, cujos
valores da concentracdo e pureza dos extractos se encontram mencionados na tabela
12. A avela utilizada na preparacdo das misturas foi extraida pelo mesmo método,

tendo-se obtido uma concentragéo de 119,3 ng/uL e pureza de 1,7.

Tabela 12: Concentracéo e pureza dos extractos de avela em massa pevide obtidos pelo método Wizard

Padrao (% aveld) Concentracéo (ng/pL) Pureza Aseo/Asgo

MO (0%) 746,7 1,8
M1 (50%) 279,0 1,6
M2 (10%) 568,3 1,7
M3 (5%) 495,0 1,8
M4 (1%) 535,7 1,8
M5 (0,5%) 597,3 1,8
M6 (0,1%) 671,3 1,8
M7 (0,05%) 599,3 1,8
M8 (0,01%) 667,0 1,8
M9 (0,005%) 622,7 1,8
M10 (0,001%) 604,0 1,7
M11 (0,0005%) 634,3 1,8
M12 (0,00019%) 582,3 1,8

Como se pode constatar, os valores obtidos de concentracdo de ADN foram
elevados, variando entre 279,0 ng/uL e 746,7 ng/uL. Os valores obtidos para a
avaliacdo da pureza dos extractos foram em média de 1,8 considerando-se, assim que
0S extractos possuem elevada pureza para posterior aplicacdo em PCR.

Desta forma, o0 método Wizard mostrou-se eficaz na extrac¢édo de aveld em massa
pevide, uma vez que proporcionou uma boa recuperacdo de ADN com elevada
pureza.

ApOs varios ensaios, nos quais se alterava a concentracdo de magnésio, a
temperatura de hibridizacdo e a concentracdo dos extractos, foi possivel optimizar a

técnica da PCR usando o par de primers Nocc2 F/Noccl Rbis (tabela 7), que originam

39



fragmentos de 100 pb. A figura 6 corresponde ao gel de agarose dos fragmentos de
PCR resultantes da técnica optimizada recorrendo aos padrdes de aveld em massa
pevide. As quantidades dos componentes da reaccdo e 0 respectivo programa de
temperaturas/tempo optimizados encontram-se mencionados nas tabelas 8 e 9,

respectivamente.
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Figura 6: Electroforese em gel de agarose dos padrdes de aveld em massa pevide amplificados por PCR
usando os primers Nocc2 F/Noccl Rbis, especificos para a aveld ([extractos]=25ng/uL). M — marcador
molecular; 1 — Massa pevide com 0% de aveld; 2 a 13 — 50%, 10%, 5%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%,
0,005%, 0,001%, 0,0005%, 0,0001% de aveld em massa pevide; CN — controlo negativo.

Pela analise da figura 6 constata-se que o limite de deteccao alcancado foi de
0,005% (50 ppm) de avela. Assim, foi possivel alcancar um limite de detec¢cdo mais
baixo do que o alcancado por Piknova et al. (2008), 0,01% (100 ppm) de avelad. De
realcar que os primers usados neste estudo foram os propostos pelos referidos
autores, mas a matriz usada para preparar as misturas de referéncia consistiu em noz
em vez de massa pevide. O facto de a massa pevide, a partida, conter menos
compostos que interfiram com a extraccdo de ADN, pode ser a explicagdo para a
diferenca de valores nos limites de detec¢cdo. Um outro factor relevante a referir trata-
se do método de extraccdo, que no caso de Piknova et al. (2008) foi o DNeasy Plant
Mini kit (Qiagen).

A técnica optimizada foi entdo utilizada para comparar os diferentes métodos de

extraccdo de ADN de avela em chocolate.

4.2. Comparacao dos métodos de extrac¢cdo de aveld em chocolate

Neste estudo foram utilizados diferentes métodos de extraccao para a obtencdo
de ADN de avela em chocolate: método baseado no CTAB com adicdo de PVP,
NucleoSpin® Food kit, Wizard® Magnetic DNA, Wizard com e sem PVP e ARNase. O
recurso aos diferentes métodos de extraccao teve como objectivo a obtencdo de um
método eficaz para a extraccdo de quantidades vestigiais de ADN de aveld,

maximizando a sensibilidade numa matriz complexa como o chocolate.
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Numa primeira fase, testou-se o método CTAB de acordo com o descrito na
seccdo 3.3.1, mas sem adicdo de PVP. No entanto, o rendimento e pureza dos
extractos revelaram-se demasiado baixos, ndo sendo por este motivo incluido na
comparacgdo de métodos.

Para a comparacédo dos diferentes métodos de extraccdo foram apenas utilizadas
as misturas de referéncia de avelda em chocolate com 10%, 1%, 0,1%, 0,05% e 0,01%

de avela.

4.2.1. Metodo CTAB-PVP

Os resultados da avaliacdo da concentragédo e pureza dos extractos de ADN, por
espectrofotometria UV, dos padrdes de aveld em chocolate obtidos pelo método
CTAB-PVP apresentam-se na tabela 13. Pode-se verificar que o rendimento da
extraccao foi relativamente baixo, uma vez que se obteve no maximo 46,0 ng/uL de
ADN. Quanto a pureza dos extractos pode considerar-se que, de uma forma geral, o

método CTAB-PVP permitiu a obtencdo de extractos com pureza razoavel a elevada.

Tabela 13: Concentragdo e pureza dos extractos de ADN a partir dos padrdes extraidos pelo método
CTAB-PVP

Padréo (% aveld) Concentracdo (ng/uL)  Pureza Azeso/Asgo

C3 (10%) 36,2 1,7
C6 (1%) 24,5 1,4
C8 (0,1%) 43,0 15
C9 (0,05%) 46,0 1,4
C10 (0,01%) 42,2 1,6

Os resultados da amplificacdo dos extractos dos padrées de aveld em chocolate
pelo método CTAB-PVP apresentam-se na figura 7. Como se pode verificar, o limite
de deteccao atingido foi 0,05%, ndo sendo considerado satisfatorio, uma vez que o
objectivo seria atingir o menor valor testado para a aveld em chocolate (0,01%). Deve-
se realgar que a concentracdo de ADN a amplificar foi optimizada para 20 ng/uL,
sendo um compromisso entre quantidade de ADN versus presenca de inibidores da
PCR.
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Figura 7: Electroforese em gel de agarose dos padr8es de avela em chocolate amplificados por PCR
usando os primers Nocc2 F e Noccl Rbis, especificos para a aveld ([ extractos]=20ng/uL). M — marcador
molecular; 1 a 5 — 10%, 1%, 0,1%, 0,05%, 0,01% de avela em chocolate, extraida pelo método CTAB-
PVP; B — branco de extrac¢do; CN — controlo negativo.

De modo a confirmar os resultados obtidos pela PCR convencional, recorreu-se a
técnica da PCR em tempo real usando uma sonda TagMan™, de acordo com as
condi¢cbes descritas na sec¢do 3.5.3. Cada padréo foi amplificado em triplicado, o que
permitiu a obtencdo de curvas de fluorescéncia em triplicado. Os respectivos valores
de Ct permitiram a obtencdo de uma relagéo linear dos valores de Ct, em fungédo do
logaritmo da quantidade de aveld (figura 8). Pela andlise da curva de calibragcéo
verifica-se que a eficiéncia da reacgcdo (80,7%) e o coeficiente de correlagédo
(R?=0,984) foram adequados. No entanto, o limite de deteccdo (0,05%) nzo foi
satisfatério, tal como obtido por PCR convencional. Relativamente aos valores de Ct
do primeiro e ultimo padréo, verificou-se que foram respectivamente de 28 e 37 ciclos,

indicando uma tendéncia tardia para a amplificagéo do ultimo padréo (>35ciclos).
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Figura 8: Curva de calibragcdo dos padrdes de aveld em chocolate amplificados por PCR em tempo real
usando os primers Nocc2 F/ Noccl Rbis e a sonda TaqManT'\’I Noccl P (concentracdo dos extractos:
20ng/uL). 1 a4 — 10%, 1%, 0,1%, 0,05% de aveld em chocolate, extraida pelo método CTAB-PVP.
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4.2.2. Método NucleoSpin® Food kit

Os resultados da avaliacdo da concentracdo e pureza dos extractos de ADN, por
espectrofotometria UV, dos padrées de aveld em chocolate obtidos pelo NucleoSpin®
Food kit apresentam-se na tabela 14. O método NucleoSpin® permitiu uma razoavel
recuperacdo de ADN, com uma concentracdo minima de ADN de 81,7 ng/uL e
concentracdo maxima de 117,7 ng/uL. Relativamente a pureza dos extractos, este
método permitiu a obtencdo de ADN com pureza aceitdvel, com um minimo de 1,2 e

um maximo de 1,5, embora realcando a presenca de inibidores.

Tabela 14: Concentracdo e pureza dos extractos de ADN a partir dos padrdes extraidos pelo método
NucleoSpin® Food kit

Padréo (% aveld) Concentracdo (ng/puL)  Pureza A,go/Asgg

C3 (10%) 81,7 1,3
C6 (1%) 107,8 1,4
C8 (0,1%) 84,0 1,2
C9 (0,05%) 117,7 15
C10 (0,01%) 96,7 1,3

Recorrendo a técnica da PCR convencional foi possivel avaliar a capacidade de
amplificacdo dos extractos (figura 9), cuja concentracdo adequada foi optimizada para
10 ng/pL. Os resultados da amplificacdo por PCR qualitativa mostraram que foi
possivel amplificar fragmentos de ADN de avelda em chocolate até ao valor minimo
testado (0,01%), com um gradiente de amplificagdo bem notoério. Desta forma, pode
afirmar-se que o método NucleoSpin® permitiu a extracgéo apropriada de avela para o
nivel de amplificacéo por PCR desejado.

Os extractos foram também amplificados por PCR em tempo real de forma a
validar os resultados obtidos por PCR convencional. Observando a figura 10, verifica-
se que foi possivel atingir o limite de deteccédo de 0,01%, com elevada eficiéncia de
amplificacéo (93,3%) e boa correlagdo linear (R?=0,968). Os resultados obtidos por
PCR em tempo real foram concordantes com os obtidos na PCR convencional.

A amplificacdo do primeiro padrdo ocorreu aos 26 ciclos e a do ultimo padrédo
ocorreu ao ciclo 36, o que indica melhorias notérias em relagdo aos mesmos niveis de
amplificagdo comparando com o método CTAB-PVP. De referir ainda, que no método
anterior o padrao de 0,05% amplificou a volta dos 37 ciclos, enquanto neste método o

padrdo mais baixo (0,01%) amplificou cerca de 1 ciclo mais cedo.
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Figura 9: Electroforese em gel de agarose dos padrfes de aveld em chocolate amplificados por PCR
usando os primers Nocc2 F/Noccl Rbis, especificos para a aveld ([extractos]=10 ng/uL). M — marcador
molecular; 1 a 5 — 10%, 1%, 0,1%, 0,05%, 0,01% de aveld em chocolate, extraida pelo método
NucIeoSpin®; B — branco de extracgdo; CN — controlo negativo.
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Figura 10: Curva de calibracdo dos padrbes de aveld em chocolate amplificados por PCR em tempo real
usando os primers Nocc2 F/Noccl Rbis e a sonda TaqManTM Noccl P ([extractos]=10 ng/uL). 1 a 5 —
10%, 1%, 0,1%, 0,05%, 0,01% de avelda em chocolate, extraida pelo método NucIeoSpin®.

4.2.3. Método Wizard® Magnetic DNA

Na tabela 15 encontram-se mencionados os valores de concentragéo e pureza de
cada padréo extraido pelo método Wizard® Magnetic DNA. A utilizacdo deste método
para a extraccdo de aveld proporcionou, em geral, a obtencdo de ADN com
concentracdo e purezas razoaveis, evidenciando também a presenca de potenciais
inibidores.

Os resultados da amplificacdo dos extractos por PCR convencional ndo se
revelaram eficazes, uma vez que apenas foi conseguido o limite de deteccdo de 0,1%
de avela (figura 11). Desta forma, o0 método em questdo ndo se mostrou adequado na

remocao de inibidores da PCR.
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Tabela 15: Concentracdo e pureza dos extractos de ADN a partir dos padres extraidos pelo método
Wizard® Magnetic DNA

Padréo (% aveld) Concentracdo (ng/uL) Pureza Azeo/Azso

C3 (10%) 58,8 1,2
C6 (1%) 86,5 1,5
C8 (0,1%) 67,3 1,6
C9 (0,05%) 94,8 1,1
C10 (0,01%) 77,7 1,5
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Figura 11: Electroforese em gel de agarose dos padrfes de avela em chocolate amplificados por PCR
usando os primers Nocc2 F/Noccl Rbis, especificos para a avelda (extractos]=10 ng/uL). M — marcador
molecular; 1 a 5 — 10%, 1%, 0,1%, 0,05%, 0,01% de aveld em chocolate, extraida pelo método Wizard®
Magnetic; B — branco de extrac¢do; CN — controlo negativo.
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Figura 12: Curva de calibragdo dos padrdes de avela em chocolate amplificados por PCR em tempo real
usando os primers Nocc2 F/Noccl Rbis e a sonda TagMan™ Noccl P (extractos]=10 ng/uL). 1 a 3 — 10%,
1%, 0,1% de aveld em chocolate, extraida pelo método Wizard® Magnetic.

Recorrendo a técnica da PCR em tempo real (figura 12), o mesmo resultado foi
observado (limite de deteccdo de 0,1%), o que reforca a ideia de que o método

Wizard® Magnetic ndo é o mais adequado para a remocéo de inibidores provenientes
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de matrizes de chocolate. Apesar de a detecc¢do ndo ter ido além de 0,1% de aveld, a
reaccdo ocorreu com elevada eficiéncia (104,2%) e boa correlagéo linear (R2=0,987),
como se pode evidenciar na figura 12. Ainda pela anélise da mesma figura é possivel
constatar que o primeiro padréo amplificou um pouco tarde, aproximadamente, aos 30

ciclos e o Ultimo aos 37.

42.4. Método Wizard

Tendo em conta a simplicidade do método Wizard, os bons resultados anteriores
na aplicacdo da técnica a matrizes alimentares complexas e o baixo custo (Mafra et al.
2008a), optou-se por testar este protocolo para a extrac¢cdo da aveld em chocolate,
introduzindo-se algumas alteragbes de modo a aumentar a sensibilidade de
amplificacao por PCR.

A extraccao efectuada pelo método Wizard ndo se revelou muito eficaz, no que
diz respeito ao rendimento de ADN extraido (em média 47,8 ng de ADN/uL). No
entanto os extractos revelaram, em geral, um elevado grau de pureza, como se pode

evidenciar pelos valores mencionados na tabela 16.

Tabela 16: Concentracdo e pureza dos extractos de ADN a partir dos padrdes extraidos pelo método
Wizard.

Padrédo (% aveld) Concentracédo (ng/uL) Pureza Azso/Azgo
C3 (10%) 40,2 1,3
C6 (1%) 26,5 1,4
C8 (0,1%) 55,8 2,0
C9 (0,05%) 63,2 1,7
C10 (0,01%) 53,5 1,8
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Figura 13: Electroforese em gel de agarose dos padrdes de aveld em chocolate amplificados por PCR
usando os primers Nocc2 F/Noccl Rbis, especificos para a aveld ([extractos]=10 ng/uL). M — marcador
molecular; 1 a 5 — 10%, 1%, 0,1%, 0,05%, 0,01% de aveld em chocolate, extraida pelo método Wizard; B
— branco de extrac¢@o; CN — controlo negativo.
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Relativamente & amplificacdo dos padrdes por PCR convencional, foi possivel
amplificar fragmentos de 100 pb até 0,05%, mas ndo foi possivel estabelecer um
gradiente de concentragdo claro, nem bandas de intensidade elevada para os
extractos mais concentrados (figura 13).
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Figura 14: Curva de calibracédo dos padrées de aveld em chocolate amplificados por PCR em tempo real
usando os primers Nocc2 F/Noccl Rbis e a sonda TaqManT'\’I Noccl P ([extractos]=10 ng/uL). 1 a 5 —
10%, 1%, 0,1%, 0,05%, 0,01% de aveld em chocolate, extraida pelo método Wizard.

A técnica PCR em tempo real permitiu a amplificacdo de todos os padrbes
testados (10-0,01%) com elevada eficiéncia (92,2%) e correlacdo (R?=0,984), como se
pode evidenciar pela figura 14. Perante estes resultados pode considerar-se que 0
método Wizard permite extrair ADN de aveld com pureza adequada para aplicacdo em
PCR em tempo real. A amplificacdo do primeiro padrdo ocorreu aos 29 ciclos e a
amplificacao do ultimo (0,01%) ocorreu bastante tardia, por volta dos 39 ciclos.

425. Método Wizard ARNase

A utilizacdo do método Widard modificado pela adicdo de ARNase na extraccao
dos padrbes de aveld em chocolate, permitiu obter os rendimentos e purezas
mencionados na tabela 17. Atendendo aos resultados obtidos, verifica-se que, em
comparacdo com o método Wizard sem adicdo de ARNase, o grau de pureza
aumentou consideravelmente (em média 1,96), enquanto o rendimento se manteve

relativamente baixo (em média 50,2 ng de ADN/pL).

47



Tabela 17: Concentragdo e pureza dos extractos de ADN a partir dos padrdes extraidos pelo método
Wizard ARNase

Padréo (% aveld) Concentracéao (ng/uL) Pureza Aseo/Asgo
C3 (10%) 52,8 1,8
C6 (1%) 49,7 2,0
C8 (0,1%) 46,5 2,3
C9 (0,05%) 50,7 1,9
C10 (0,01%) 51,3 18

Os resultados da amplificagdo por PCR mostraram uma melhoria substancial
relativamente ao resultado obtido pelo método anterior (figura 13), tanto em relagéo ao
gradiente de bandas em funcdo da concentragdo como a nivel de sensibilidade, a qual
foi a maxima dos valores testados (figura 15). Perante os resultados obtidos, pode
afirmar-se que a adicdo de ARNase permitiu a extraccdo de ADN de aveld com

elevada pureza, adequada para aplicacdo em PCR a partir de matrizes de chocolate.
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Figura 15: Electroforese em gel de agarose dos padrdes de aveld em chocolate amplificados por PCR
usando os primers Nocc2 F/Noccl Rbis, especificos para a aveld ([extractos]=10 ng/uL). M — marcador
molecular; 1 a 5 — 10%, 1%, 0,1%, 0,05%, 0,01% de avelda em chocolate, extraida pelo método Wizard
ARNase; B — branco de extraccdo; CN — controlo negativo.

Relativamente a amplificacdo dos padrdes por PCR em tempo real, verificou-se
gue nao foi possivel atingir o mesmo limite de detec¢éo obtido por PCR convencional.
Como se pode evidenciar pela figura 16, foi possivel detectar aveld até um limite de
0,05%, com elevada eficiéncia da reaccéo (110,2%) e boa correlacdo (R?=0,992). A
regido de amplificacdo piorou relativamente ao protocolo anterior, uma vez que o
primeiro padrdo amplificou cerca de 1 ciclo mais tarde, ao ciclo 30, enquanto o Ultimo

padréo (0,05%) atingiu os 38 ciclos.
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Figura 16: Curva de calibracédo dos padrées de aveld em chocolate amplificados por PCR em tempo real
usando os primers Nocc2 F/Noccl Rbis e a sonda TaqManT'\’I Noccl P ([extractos]=10 ng/uL). 1 a 4 —
10%, 1%, 0,1%, 0,05% de aveld em chocolate, extraida pelo método Wizard ARNase.

42.6. Método Wizard-PVP

A adicdo de PVP no método Wizard proporcionou um aumento da extracgcdo ADN
relativamente ao mesmo método sem PVP, para valores em média de 98,1 ng/uL, mas

a pureza associada nao foi elevada, pois em média foi de 1,3 (tabela 18).

Tabela 18: Concentracédo e pureza dos extractos de ADN a partir dos padrdes extraidos pelo método
Wizard-PVP.

Padrédo (% aveld) Concentracédo (ng/uL) Pureza Azso/Azgo
C3 (10%) 105,8 15
C6 (1%) 95,5 14
C8 (0,1%) 98,2 1,2
C9 (0,05%) 98,8 14
C10 (0,01%) 92,0 11

A amplificacdo dos extractos por PCR convencional ndo permitiu a obtencdo de
um gradiente muito claro de bandas relativamente a concentracdo, mas tornou
possivel amplificar fragmentos até 0,05% de aveld em chocolate, como se pode

visualizar na figura 17.
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Figura 17: Electroforese em gel de agarose dos padrdes de aveld em chocolate amplificados por PCR
usando os primers Nocc2 F/Noccl Rbis, especificos para a avelad ([extractos]=10 ng/uL). M — marcador
molecular; 1 a 5 — 10%, 1%, 0,1%, 0,05%, 0,01% de aveld em chocolate, extraida pelo método Wizard-
PVP; B — branco de extracgdo; CN — controlo negativo.

Relativamente a amplificacdo dos extractos pela técnica da PCR em tempo real
(figura 18), verificou-se que foi possivel obter o mesmo limite de detecgéo atingido por
PCR convencional (0,05% de aveld em chocolate), ndo melhorando relativamente ao
mesmo resultado com o protocolo Wizard ARNase.
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Figura 18: Curva de calibrag@o dos padrBes de aveld em chocolate amplificados por PCR em tempo real
usando os primers Nocc2 F/Noccl Rbis e a sonda TaqManTM Noccl P ([extractos]=10 ng/uL). 1 a 4 —
10%, 1%, 0,1%, 0,05% de aveld em chocolate, extraida pelo método Wizard-PVP.

No entanto, s6 foi possivel a amplificagdo de uma das trés réplicas dos padrdes
de 0,1% e 0,05% de aveld, o que evidencia alguma falta de reprodutibilidade ao nivel
de amplificacdo, provavelmente relacionada pela presenca de eventuais inibidores da
PCR. Apesar de os resultados produzidos ndo serem satisfatérios, a PCR em tempo

real ocorreu com elevada eficiéncia (93,1%) e boa correlacdo linear (R°=0,978). As
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gamas de amplificacdo ocorreram bastante tardias, sendo o primeiro e o Ultimo padréo

aos 32 e 40 ciclos, respectivamente.

42.7. Método Wizard-PVP ARNase

A concentracdo e pureza dos padrdes extraidos por Wizard-PVP ARNase
encontram-se evidenciadas na tabela 19. Verifica-se que, a adicdo de ARNase ao
método Wizard-PVP, provocou apenas uma diminui¢cdo na concentracao dos extractos
(minimo 64,0 ng/uL, maximo 88,8 ng/uL), mantendo o grau de pureza dos padrbes

(em média 1,3), comparativamente ao método sem adicdo de ARNase.

Tabela 19: Concentracdo e pureza dos extractos de ADN a partir dos padrBes extraidos pelo método
Wizard-PVP ARNase

Padréo (% aveld) Concentracéo (ng/pL) Pureza Aseo/Asgo
C3 (10%) 86,3 15
C6 (1%) 85,0 11
C8 (0,1%) 88,0 1,6
C9 (0,05%) 88,8 15
C10 (0,01%) 64,0 11

Tendo em conta a amplificacdo dos fragmentos de ADN de aveld por PCR
qualitativa (figura 19), verifica-se que a adicdo de ARNase diminui a capacidade de
amplificacdo dos extractos, talvez devido a presencga de inibidores. Como resultado
dessa inibicao, so6 foi possivel amplificar fragmentos até 0,1% de avela. Perante estes
niveis de amplificacdo, € possivel afirmar que o método Wizard-PVP ARNase néo é
eficaz para extrair ADN de aveld em chocolate para posterior aplicagdo em PCR.
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Figura 19: Electroforese em gel de agarose dos padrdes de aveld em chocolate amplificados por PCR
usando os primers Nocc2 F/Noccl Rbis, especificos para a aveld ([extractos]=10 ng/uL). M — marcador
molecular; 1 a 5 — 10%, 1%, 0,1%, 0,05%, 0,01% de avela em chocolate, extraida pelo método Wizard-
PVP ARNase; B — branco de extrac¢do; CN — controlo negativo.
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Recorrendo & PCR em tempo real, foi possivel obter a amplificagdo de mais um
padréo de aveld, ou seja, foi possivel baixar a sensibilidade para 0,05% (figura 20).
Por um lado, a PCR ocorreu com elevada eficiéncia (104,6%) e boa correlagdo linear
(R?=0,996), mas por outro so se registou a amplificacdo de uma das trés réplicas dos
padrdes de 0,1% e 0,05% de aveld. Relativamente a gama de amplificagéo, verifica-se
que foi tardia tanto para o primeiro padrao cerca de (31 ciclos), como no ultimo nivel
atingido (38 ciclos). Desta forma, parece evidente que este método ndo permitiu o

nivel de amplificacdo por PCR em tempo real adequado.
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Figura 20: Curva de calibragdo dos padrdes de avela em chocolate amplificados por PCR em tempo real
usando os primers Nocc2 F/Noccl Rbis e a sonda TaqManTM Noccl P ([extractos]=10 ng/uL). 1 a 4 —
10%, 1%, 0,1%, 0,05% de aveld em chocolate, extraida pelo método Wizard-PVP ARNase.

4.2.8. Analise comparativa dos métodos de extraccao

De forma a elucidar e facilitar a comparacdo dos métodos testados, apresentam-
se resumidamente todos os resultados obtidos para cada um dos protocolos. Na
tabela 20 encontram-se os valores médios de concentracao e pureza dos extractos, 0s
respectivos limites de deteccdo de ambas as técnicas de PCR, e a eficiéncia de
amplificacdo e correlacdo linear das curvas obtidas por PCR em tempo real.

Em termos de rendimento de ADN, os métodos NucleoSpin® e Wizard-PVP foram
0S que se mostram mais eficazes, tendo-se obtido em média 97,6 ng de ADN/uL e
98,1 ng de ADN/uL, respectivamente. Em contrapartida, o0 método CTAB-PVP foi o
método que apresentou menor rendimento de extraccédo (média 38,4 ng de ADN/uL).
Relativamente & pureza dos extractos, a eficacia dos métodos NucleoSpin® e Wizard-

PVP néao se verificou, uma vez que se obteve um grau de pureza médio de 1,3 com 0s
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dois métodos. O maior grau de pureza foi obtido no método Wizard com adi¢do de
ARNase (média de 1,9) seguido do método Wizard sem adi¢cdo de ARNase (média de
1,6).

Tabela 20: Comparagdo dos valores médios de rendimento e pureza dos extractos de ADN, limites de
deteccgéo das técnicas de PCR, eficiéncia e coeficiente de correlagdo das curvas padrao obtidas por PCR
em tempo real para os sete protocolos de extrac¢ao testados

Método de ADN? Pureza® PCR PCR em tempo real
extracgao (ng/uL) Azl Azgo LoD (%) LOD® (%) E (%)° R2
CTAB-PVP 38,4+85 1,5+0,1 0,05 0,05 80,7 0,984
NucleoSpin® 97,6 £154 1,3+0,1 0,01 0,01 93,3 0,968
Food kit

Wizard® Magnetic 77,0+ 14,4 1,4+£0,2 0,1 0,1 104,2 0,987
Wizard 47,8+ 145 1,6+0,3 0,05 0,01 92,2 0,984
Wizard ARNase 50,2+24 19+0,2 0,01 0,05 110,2 0,992
Wizard-PVP 98,1+5,1 1,3+£0,2 0,05 0,05 93,1 0,978
Wizard-PVP 82,4+10,4 1,4+£0,2 0,1 0,05 104,6 0,996
ARNase

% média + desvio padrdo; ° LOD - limite de deteccéo; ® E — eficiéncia da amplificagio por PCR em tempo

real.

\

No que diz respeito a amplificacdo por PCR convencional, todos os padrbes
extraidos por NucleoSpin® e Wizard com adicdo de ARNase amplificaram
positivamente, tendo-se atingido, desta forma, um nivel de deteccao de 0,01%. Em
contraste, os extractos obtidos pelo método Wizard® Magnetic e Wizard-PVP com
adicdo de ARNase ndo foram todos amplificados, tendo-se, apenas, atingido um nivel
de deteccdo de 0,1% de aveld em chocolate. Nos métodos CTAB-PVP, Wizard e
Wizard-PVP foi possivel detectar avela até um nivel de 0,05%.

De acordo com os resultados obtidos por PCR em tempo real, foi apenas possivel
amplificar até ao padrdo com menor quantidade de aveld (0,01%) extraidos pelos
métodos NucIeoSpin® e Wizard. Tal como observado na PCR convencional, os
resultados por PCR em tempo real confirmaram o limite de 0,1% de aveld extraida
pelo método Wizard® Magnetic. O nivel de deteccdo de 0,05% de avela foi observado
nos extractos obtidos pelos métodos CTAB-PVP, Wizard ARNase, Wizard-PVP e
Wizard-PVP ARNase. Para o método Wizard ARNase verifica-se, em comparac¢ao
com a PCR convencional, que a PCR em tempo real se mostrou menos sensivel, uma

vez que o limite de deteccdo atingido foi de 0,05%. Em contraste, para o método
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Wizard-PVP ARNase, a PCR em tempo real revelou-se mais sensivel, visto que o
limite atingido foi de 0,05%.

De modo geral, as curvas padrdo obtidas por PCR em tempo real para cada
método de extraccdo, evidenciaram eficiéncia da reaccdo e respectiva correlacao
linear adequadas por serem, em geral, superiores a 90% e 0,98, respectivamente.

Na tabela 21 encontram-se as respectivas gamas de amplificagdo, ou seja,

valores de Ct do primeiro e Gltimo padrédo amplificados em PCR em tempo real.

Tabela 21: Valores médios de Ct obtidos para os primeiros e Ultimos niveis de amplificacdo por PCR em
tempo real em cada método de extracgéo

i ~ PCR em tempo real
Método de extraccao

Ctinicial Ct final
CTAB-PVP 28,37 £ 0,03 37,34+ 0,31
NucleoSpin® Food kit 26,48 £ 0,17 36,00 £ 0,00
Wizard® Magnetic 30,44 + 0,18 36,87 £ 0,72
Wizard 29,33+ 0,20 38,96 = 0,00
Wizard ARNase 30,43+0,14 37,63+ 0,00
Wizard-PVP 31,74 + 0,48 39,51+ 0,00
Wizard-PVP ARNase 30,77 £ 0,25 38,06 = 0,00

A avaliacdo comparativa dos niveis de amplificacdo por PCR em tempo real
também permite constatar que os padrdes extraidos pelo método NucleoSpin®
comecaram a amplificar mais cedo (em média 26 ciclos) em relacdo aos padrbes
extraidos pelos restantes métodos, o que indica uma maior quantidade/qualidade do
ADN obtido (tabela 21).

Tendo em consideracéo a capacidade de amplificacdo dos padrbes extraidos por

cada um dos métodos é possivel afirmar que:

* O método NucleoSpin® evidenciou os melhores niveis de amplificagéo por PCR
convencional (figura 9) e PCR em tempo real (figura 10), atingindo o menor
valor testado para a avelda em chocolate (0,01%) com ambas as técnicas de
PCR. A PCR em tempo real ocorreu com elevada eficiéncia (93,3%) e
correlagéo (0,968);

= O método Wizard com adicdo de ARNase foi 0 protocolo que mostrou um
desempenho por PCR convencional (figura 15) mais proximo do método
NucleoSpin®, enquanto por PCR em tempo real o método Wizard mostrou um

desempenho similar ao NucleoSpin®;
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* O método Wizard® Magnetic foi o protocolo que evidenciou os piores resultados
por ambas as técnicas de PCR, com um nivel de detec¢do de apenas 0,1% de
aveld;

= De todos os métodos testados, os protocolos Wizard, com e sem alteracoes,
foram os que apresentaram menor reprodutibilidade, enquanto os métodos
CTAB-PVP e NucleoSpin® foram os mais reprodutiveis nos niveis de

amplificacdo por ambas as técnicas de PCR.

4.3. Optimizacédo da deteccao de avelda em chocolate

Depois de identificado o melhor protocolo para a extracgdo de quantidades
vestigiais de ADN de aveld em chocolate, procedeu-se a extraccao de propor¢des de
avelda em chocolate substancialmente inferiores, tendo em conta o0s niveis de
sensibilidade adequados para a deteccéo de alergénios (1-100 ppm).

Os padrdes de aveld em chocolate foram extraidos pelo método NucleoSpin® e os

respectivos valores de concentracdo e pureza apresentam-se na tabela 22.

Tabela 22: Concentracdo e pureza dos extractos de ADN a partir dos padrBes extraidos pelo método
NucleoSpin®

Padréo (% aveld) Concentracéo (ng/uL) Pureza Azeo/Azgo
CO0 (0%) 101,3 14
C3 (10%) 80,7 1,5
C4 (5%) 42,5 1,2
C6 (1%) 46,8 11
C7 (0,5%) 91,0 1,5
C8 (0,1%) 50,7 1,1
C9 (0,05%) 72,5 1,6
C10 (0,01%) 69,3 1,6
C11 (0,005%) 59,5 1,2
C12 (0,001%) 83,8 1,5
C13 (0,0005%) 79,0 1,2
C14 (0,0001%) 65,5 1,2

Verifica-se que, em geral, o método NucleoSpin® permitiu extrair ADN com
gualidade e quantidade aceitaveis (70,2 ng de ADN/uL e 1,3 de pureza, em média).

Recorrendo a técnica da PCR convencional (figura 21) foi possivel detectar avela
até um nivel de 0,005% (50 ppm), tal como na amplificacdo dos padrbes de aveld em

massa pevide (figura 6). No entanto, este nivel de detecg¢do revelou-se menos
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sensivel, quando comparado com dados obtidos por outros autores obtidos por PCR
convencional. Holzhauser et al. (2000) e Herman et al. (2003) conseguiram detectar
0,001% (10 ppm) de aveld em chocolate usando primers do gene mitocondrial nadl e
do gene que codifica para o alergénio Cor a 1.0401, respectivamente.

1 2 3 4 5 6 (o5 s 9 10 11 12 CN

IR -

L L € 100pb

Figura 21: Electroforese em gel de agarose dos padrbes de avela em chocolate amplificados por PCR
usando os primers Nocc2 F/Noccl Rbis, especificos para a aveld ([extractos]=10 ng/uL). M — marcador
molecular; 1 — chocolate com 0% de aveld; 2 a 12 — 10%, 5%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%, 0,005%,
0,001%, 0,0005%, 0,0001% de avelda em chocolate; CN — controlo negativo.

No que diz respeito & amplificacdo pela técnica da PCR em tempo real (figuras 22
e 23), os padrdes foram amplificados em quadruplicado, sendo possivel detectar avela
até um nivel de 0,005% (50 ppm), confirmando os resultados obtidos por PCR
convencional. Pelas figuras 22 e 23 verificar-se que o primeiro padrdo amplificou apés
26 ciclos e o ultimo apds, aproximadamente, 40. O limite de detec¢éo atingido esta em
consonancia com o obtido por Schéringhumer et al. (2009), que detectou avela até um
nivel de 0,005% em biscoitos, usando primers e sonda TagMan™ para o gene que
codifica o alergénio Cor a 1. No entanto, niveis mais baixos (0,001%) foram obtidos
por Koppel et al. (2010) e D’Andrea et al. (2009 e 2011). A razdo pela qual estes
autores conseguiram detectar quantidades inferiores de aveld podera ser explicada
por diferencas entre as matrizes usadas para preparar as misturas padrdo. Képpel et
al. (2010) prepararam bolachas com diferentes quantidades de avela e D’Andrea et al.
(2009 e 2011) usaram farinha de trigo para a preparacdo das misturas padrdo. As
matrizes em questdo, embora complexas e processadas como no caso das bolachas,
facilmente permitem obter extractos relativamente puros em ADN. Por outro lado,
matrizes como o chocolate, levam a producdo de extractos susceptiveis de conter

compostos fendlicos, fortemente inibidores da PCR.
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Figura 22: Representacao gréafica do sinal de fluorescéncia em funcéo do nimero de ciclos da PCR em
tempo real da amplificacdo dos padrdes de aveld em chocolate, usando os primers Nooc2 F/ Noocl Rbis
e a sonda TagMan™ Nocc1 P.
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Figura 23: Curva de calibrag@o dos padrBes de aveld em chocolate amplificados por PCR em tempo real
usando os primers Nocc2 F/Noccl Rbis e a sonda TaqManTM Noccl P ([extractos]=10 ng/uL). 1 a 8 —
10%, 5%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%, 0,005% de aveld em chocolate.

4.4. Aplicacdo na deteccao de aveld em chocolates comerciais

Todas as amostras de chocolates comerciais foram extraidas pelo método
NucleoSpin®, sendo a concentracdo e pureza do ADN avaliadas por
espectrofotometria UV (tabela 23). Atendendo aos resultados obtidos pode afirmar-se,
que de uma forma geral, a extraccdo permitiu boa recuperacdo de ADN com pureza

adequada para a maioria das amostras. Apés avaliagdo do ADN extraido, procedeu-se
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a amplificacao de todas as amostras comerciais por PCR convencional. A amplificacao

foi efectuada, pelo menos em duplicado, de forma a confirmar os resultados.

Tabela 23: Concentragdo e pureza das amostras de chocolates comerciais extraidas pelo método
NucleoSpin®

Concentracao Pureza Concentragao Pureza

Chocolates Chocolates

(ng/uL) Az60/Azso (ng/uL) Az60/ Ao

Al 87,7 15 Al4 75,2 1,5
A2 49,7 1,8 A15 57,8 1,2
A3 65,8 1,6 Al16 84,2 1,6
A4 50,0 1,7 Al7 36,2 2,2
A5 41,8 1,9 A18 39,3 2,2
A6 36,5 23 A19 76,8 1,4
A7 54,8 2,0 A20 72,5 1,6
A8 85,5 1,6 A21 193,8 1,2
A9 79,0 1,7 A22 25,2 1,1
A10 54,3 1,8 A23 50,7 1,8
All 36,3 1,2 A24 49,2 1,6
Al12 48,3 1,2 A25 36,7 1,0
A13 109,0 1,3

A figura 24 representa um dos ensaios efectuados na amplificacdo de todas as
amostras testadas. Atendendo aos produtos de PCR obtidos e de acordo com a
informacéo referida na rotulagem (tabela 4) é possivel inferir que, das vinte e cinco
amostras testadas, treze confirmaram a presenca de avela rotulada como ingrediente
(amostras Al, A6, A8 a A10, Al5, Al7, A18, A20, A22 a A25), exibindo bandas de
elevada intensidade. O r6tulo das amostras A2 a A5, A7, All a Al4, e Al6
mencionavam a presenca de améndoa como ingrediente e “pode conter vestigios de
outros frutos de casca rija”, nas quais foi detectada avela, excepto nos casos da A7,
Al12 e Al16. Apenas as amostras A19 e A21 ndo declaravam avela ou améndoa como
ingredientes principais, sendo apesar disso detectada a presenca de aveld na amostra
A19 (linha 14, figura 24).

Deste modo, os resultados permitiram inferir que os chocolates A2, Al1l, Al4 e
A19 poderdao ter sido contaminados com aveld durante a sua producdo, enquanto nos
chocolates A7, A12 e A16 que continham a mengdo para a possibilidade de conterem
vestigios de outros frutos de casca rija, para além da améndoa, ndo se detectou
eventual contaminagdo com aveld. A Unica amostra sem indicacdo de aveld ou

améndoa como ingrediente (A21) foi negativa para a deteccdo de avela.
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Figura 24: Electroforese em gel de agarose dos produtos de PCR (100pb) de chocolates comerciais
usando os primers Nocc2 F/Noccl Rbis, especificos para a aveld ([extractos]=10ng/uL). M — marcador
molecular; Linha 1 — Al; Linhas 2 a5 — A3 a A6; Linhas 6 a 8 — A8 a A10; Linha 9 — A12; Linhas 10 a 20 —
Al15 a A25; Linha 21 — A2; Linha 22 — A7; Linha 23 — Al1; Linhas 24 a 25 — A13 a Al14 (de acordo com a
tabela 4); C1 — 0,1% aveld; C, — 0,01% avel&; CN — controlo negativo.

Como forma de confirmar os resultados obtidos por PCR qualitativa, as amostras
foram amplificadas por PCR em tempo real. Em cada ensaio, além dos chocolates
comerciais, foram incluidos os seguintes padrdes de chocolate: 10%, 0,5%, 0,1%,
0,05%, 0,01% e 0,005% de aveld. As amostras de chocolates comerciais e 0s padrdes
de aveld em chocolate foram amplificados em triplicado, em dois ensaios

independentes para cada amostra.
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Figura 25: Representacdo gréfica do sinal de fluorescéncia em funcéo do nimero de ciclos da PCR em
tempo real da amplificagdo dos chocolates comerciais e padrdes de aveld em chocolate, usando os
primers Nooc2 F/Nooc1 Rbis e a sonda TagMan™ Nocc1 P.

Na figura 25, apresentam-se as curvas de fluorescéncia resultantes da
amplificacdo das amostras de chocolates comerciais e dos padrdes de avela em
chocolate de um ensaio exemplo. A respectiva curva padrdo dos valores de Ct em
funcdo do logaritmo da concentracdo de aveld, bem como interpolacdo de valores
obtidos para amostras de chocolates, apresentam-se na figura 26. No exemplo

apresentado, verifica-se que a reaccdo ocorreu com uma eficiéncia relativamente
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elevada (80,3%) e com boa correlagéo linear (R?=0,971). Nos varios ensaios de PCR
em tempo real para avaliagdo das amostras comerciais, a eficiéncia variou entre 75,6
e 81,0% e os valores de R* entre 0,950 e 0,971.
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Figura 26: Curva de calibracdo dos padrdes de avela em chocolate e respectivos chocolates comerciais,
amplificados por PCR em tempo real usando os primers Nocc2 F/Noccl Rbis e a sonda TaqManTM
Noccl P. ([extractos]=10 ng/uL). 1 a 6 — 10%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, 0,01%, 0,005% de avela em chocolate.

Na tabela 24 apresenta-se um resumo dos resultados obtidos para a deteccdo de
aveld por PCR qualitativa e PCR em tempo real, assim como a informagdo da
rotulagem relevante para cada chocolate comercial. Na tabela citam-se também os
valores médios de Ct obtidos por PCR em tempo real, bem como as quantidades de
aveld estimadas em cada amostra de chocolate. A analise global dos dados da tabela
24 permite constatar que todos os resultados obtidos por PCR convencional foram
confirmados por PCR em tempo real. Os resultados negativos relativos a nao
ocorréncia de eventuais contaminagdes com aveld foram confirmados nas amostras
A7, Al12, A16 e A21. Por outro lado, verificou-se que nas amostras A2 a A5, Al13, Al4
e Al9, os valores encontrados para a avelda poderdo estar relacionados com
contaminagao no processo industrial uma vez que foram maioritariamente <0,05%.

Na amostra All, que diz conter apenas améndoa como fruto de casca rija
adicionado, foi estimado 1,75% de aveld, que se considera um valor muito elevado
para eventual contaminagdo acidental. Neste caso, podera ter ocorrido uma
substituicdo parcial de améndoa por aveld, uma vez que a aveld apresenta um valor

comercial mais baixo do que a améndoa.
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Tabela 24: Resumo dos resultados obtidos por PCR convencional e PCR em tempo real para a detecgéo
e semi quantificacdo de aveld em amostras de chocolates comerciais

Rotulado PCR em tempo real

Pode conter

Amostra  contém Contém vestigios de outros PCR .Ct .Avelé
avela améndoa L S (média £ DP) estimada (%)

Al X X X +++ 30,06 + 0,16 1,33+0,12
A2 7,5% X + 34,92 + 0,54 0,04 + 0,01
A3 11% X ++ 34,55 £ 0,40 0,05 0,01
A4 7% X +++ 34,93 £ 0,56 0,08 £ 0,03
A5 25% X ++ 35,92+ 0,50 0,05 + 0,01
A6 X 8% X +++ 28,95+ 0,21 2,51 +0,32
A7 15% X - -

A8 11% X +++ 27,14 £ 0,08 7,07 £0,32
A9 14% +++ 26,05 + 0,05 13,2+0,4
Al10 25% X +++ 26,19 + 0,07 21,1+0,8
All 19% X +++ 28,87 £0,23 1,75+ 0,24
Al12 15% x2 - -

Al13 25% X +++ 31,76 + 0,66 0,26 £ 0,10
Al4 20% x2 ++ 35,73+0,52 0,02 £ 0,01
A15 5% 5% +++ 27,90 +0,12 7,76 + 0,55
Al16 10% X - -

Al7 2% +++ 29,12 £ 0,18 3,81+£041
A18 X X +++ 29,82+ 0,10 2,53+0,15
A19 X + 38,12 +1,48 0,01 £0,01
A20 27% X° +++ 25,52 +0,13 172+1,2
A21 X - -

A22 5% X +++ 28,46 £ 1,03 1,92+1,24
A23 10% X +++ 26,10 £0,14 124+£1,0
A24 X X +++ 30,38 +0,19 0,55 + 0,06
A25 12% X +++ 28,06 £ 0,59 4,26 + 1,46

Ct cycle threshold; DP desvio padrdo; (+) intensidade fraca das bandas obtidas; (++) intensidade
moderada das bandas obtidas; (+++) intensidade forte das bandas obtidas; (-) ndo detectado; ® pode
conter vestigios de avelg; b pode conter vestigios de améndoa.

Relativamente aos restantes valores estimados para a avelda como ingrediente
com o valor indicado, verifica-se que nas amostras Al5, A17 e A23 os valores
estimados para a quantidade de avelda foram préximos dos rotulados, embora
superiores. O valor sobrestimado da amostra A23 (12,4%) podera ser relativo & adicao

de pasta de aveld, para além de aveld (10%) como ingrediente. Quanto as amostras
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A8, A9, A10, A20, A22 e A25, os valores obtidos foram subestimados, sendo muito
aproximados nos casos A9 e A10. O valor subestimado na amostra A22 (1,92%)
poderd estar relacionado pelo facto de a aveld ser adicionada apenas na forma de
pasta (5%), e ainda pelo facto do extracto de ADN apresentar pureza baixa (1,1),
podendo levar a inibicdo da amplificacdo e valores de Ct superiores. A mesma
observacao poderda ser referida no caso da amostra A25, cuja pureza também foi baixa
(1,0). Embora se identifiguem diferencas bastante acentuadas entre os valores
rotulados e os estimados, em alguns casos, pode verificar-se que os valores obtidos
apresentaram alguma proximidade dos rotulados. Deve-se realcar que as diferencas
acentuadas por defeito poderdo também ser intencionais para diminuicdo de custos de
producdo (A8, A20 e A25). Assim, como o valor estimado acima do rotulado na
amostra A15 (7,76%), por eventual substituicio de améndoa por aveld, uma vez que
mencionava o mesmo valor para os dois frutos (5%).

Deve-se realgar que neste estudo os valores apresentados apenas poderéo ser
considerados como uma semi quantificagdo, uma vez que nao foram utilizados
materiais de referéncia certificados e nédo foi utilizado nenhum procedimento de
normalizacdo. Adicionalmente seria necessario proceder a validacdo do modelo de
quantificagao.
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5. Conclusdes finais

A monitorizagdo da contaminagdo cruzada na industria alimentar constitui uma etapa
bastante importante, para a salvaguarda da saude dos consumidores propensos ao
desenvolvimento de alergias alimentares provocadas pela ingestao de potenciais alergénios
como os frutos de casca rija. Para isso, a deteccdo de vestigios de aveld como um fruto de
casca rija deve ser feita por recurso a técnicas sensiveis, rapidas e especificas. Com efeito,
0 recurso a técnica da PCR (convencional e em tempo real) constitui uma op¢ao bastante
confiavel, sendo por isso escolhida para o presente trabalho.

A extraccao de ADN é uma etapa crucial para a deteccdo de quantidades vestigiais em
matrizes alimentares complexas e processadas, como é o caso da detecgdo de potenciais
alergénios. Pelo que neste estudo diversos protocolos foram testados e comparados pela
sua capacidade de extrair ADN de chocolates modelo contendo quantidades definidas de
avelda, como potencial alergénio. Todos os extractos de ADN obtidos pelos diferentes
métodos foram amplificados por PCR qualitativa e PCR em tempo real de forma a permitir
optimizar ambas as técnicas, visando a deteccdo de quantidades vestigiais de aveld em
chocolate.

De acordo com os resultados registados, 0 método NucleoSpin® evidenciou uma melhor
performance e reprodutibilidade na amplificacdo por PCR convencional e PCR em tempo
real. Este método tem como vantagem ser de execucdo rapida, possuir uma relacdo
custo/tempo relativamente baixa e permitir a obtencdo de extractos com concentragdo e
pureza adequadas. O segundo melhor protocolo para a extraccdo de ADN de avelda em
chocolate correspondeu ao método Wizard sem adicdo de ARNase, que permitiu a
amplificacdo de todos os padrdes testados por PCR em tempo real. No entanto, este
método revelou baixa reprodutibilidade por PCR convencional e PCR em tempo real, apesar
dos extractos apresentarem em média, valores de pureza elevados.

A aplicacdo do método de extracgdo escolhido a uma gama alargada de padrbes de
aveld em chocolate, teve como objectivo atingir os limites de deteccdo desejaveis no caso
de alergénios (1-100 ppm). A utilizagdo do método NucleoSpin® para a extracgdo de ADN
dos chocolates modelo contendo aveld e a optimizacdo das técnicas de PCR qualitativa e
PCR em tempo real, permitiram um limite de 50 ppm (0,005%) para a deteccdo de avela.
Atendendo a dificuldade de extraccdo de ADN com elevada qualidade e integridade a partir
de matrizes complexas como o chocolate, considera-se que o limite obtido foi baixo
enquadrando-se nos limites estimados como desejaveis para a deteccéo de alergénios em
alimentos.

A aplicacdo destas metodologias a amostras de chocolates comerciais foi efectiva,

tendo-se obtido em varios casos percentagens semelhantes as rotuladas. Foi ainda possivel
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atestar a presenca de quantidades vestigiais (<0.05%) de aveld em varios chocolates, o que
esteve de acordo com a rotulagem dos mesmos. No caso da amostra de chocolate All, a
quantidade determinada por PCR em tempo real poder4 ndo ser atribuida a uma possivel
contaminacéao acidental. Esse valor podera ser explicado por uma possivel adulteracdo com
aveld, em substituicdo de améndoa, dado que a avela tem um menor valor comercial. Desta
forma, a ingestdo das amostras de chocolate em questdo poderd acarretar consequéncias
graves para individuos sensibilizados para a aveld. E ainda importante referir que das 25
amostras de chocolate testadas, 4 delas ndo amplificaram a aveld, o que também esta de
acordo com a rotulagem informativa, verificando-se que a rotulagem de precaucéo relativa a
possivel presenca de aveld é excessiva para o0 caso destas 4 amostras.

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam que a escolha de um método de
extraccdo de ADN eficaz é determinante para a obtencdo de niveis de sensibilidade
adequados, para a deteccdo e quantificagcdo de ingredientes potencialmente alergénicos.
Relativamente a monitorizagdo da contaminagao cruzada na industria alimentar, devem ser
reunidos mais esforcos, em termos de métodos analiticos, para que niveis mais baixos de
deteccdo de alergénios sejam atingidos, de forma a proteger os individuos alérgicos e ao

mesmo tempo evitar o uso desnecessario, em alguns casos, da rotulagem de precaucao.
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