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Comparação de métodos de extracção de DNA para a detecção de resíduos de avelã em 
chocolate como potencial alergénio 
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As reacções alérgicas causadas pela ingestão de alimentos constituem um problema emergente na gestão da segurança alimentar. De 
modo a salvaguardar a saúde dos consumidores, os ingredientes que possam causar reacções alérgicas devem ser devidamente rotulados 
e a contaminação cruzada deve ser evitada. Entre as diversas reacções provocadas pelos alimentos que contêm produtos de casca rija 
(chocolate, bolachas e bolos), as provocadas pelos alimentos que contêm avelã são consideradas das mais perigosas devido à sua 
frequência e gravidade [!]. Recentemente, a detecção de resíduos de alergénios recorrendo a técnicas baseadas no DNA, em particular, 
na reacção em cadeia da polimerase (PCR) têm-se mostrado alternativas promissoras aos métodos imunológicos correntes. Contudo, 
matrizes complexas corno o chocolate, contêm polissacarídeos e polifenóis que inibem a PCR. Actualmente existem diversos kits 
comerciais que permitem a extracção de DNA, mas apenas um número Limitado permite a obtenção de DNA em quantidade e pureza 
adequadas para PCR. Pretendeu-se com este trabalho comparar diversos métodos de extracção de DNA (CTAB, Wizard, Nucleospin e 
Wizard Magnetic) com e sem a adição de polivinilpirrolidona (PVP) e/ou RNAse. Para tal, prepararam-se misturas de referência 
contendo quantidades conhecidas de avelã em chocolate (0.01-10%) e procedeu-se à extracção. O rendimento e pureza dos extractos 
foram avaliados por espectrofotornetria. Para a detecção de avelã foram usados primers específicos para o gene hspl para a obtenção de 
fragmentos de 100 bp [2]. Os resultados mostraram que os métodos Wizard com RNAse e CTAB, ambos com a adição de PVP 1%, 
permitiram níveis de amplificação semelhantes até extractos com 0,05% de avelã, com rendimentos mais elevados com o método Wizard 
(-100 ng/J.lL). Os métodos Nucleospin Food kit com RNAse e Wizard Magnetic apresentaram rendimentos semelhantes ao método 
Wizard, tendo também permitido a detecção de 0,05% de avelã, no entanto evidenciaram pouca reprodutibilidade na amplificação. 
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Vários factores influem na composição química do azeite, sendo o grau de maturação do fruto um dos mais importantes. Com o presente 
trabalho, desenvolvido nas cultivares de oliveira (Cobrançosa, Madurai e Verdeal Transmontana) pertencentes à Denominação de 
Origem Protegida (OOP) "Azeite de Trás-os-Montes", pretendeu-se estudar a evolução da maturação e a composição química dos azeites 
extraídos. Para tal, num olival do concelho de Mirandela, foram seleccionadas cinco árvores de cada cultivar. Entre o início de Setembro 
e o final de Novembro de 2009 e 2010, com periodicidade quinzenal, foram colhidos 100 frutos/árvore, onde foi determinado o índice de 
maturação, peso, relação polpa/caroço, o teor em humidade e em gordura. Foi também extraído azeite num sistema Abencor e 
determinada a composição em ácidos gordos por GC/FID e a composição em tocoferóis por HPLC/FD. 
Foi observado um rápido aumento do índice de maturação desde o início de Outubro até à data da última colheita. O peso do fruto 
manteve-se constante a partir dos meados de Outubro e a relação polpa/caroço apresentou algumas alterações devido principalmente à 
humidade das amostras. Não se registaram aumentos significativos no rendimento em gordura a partir do final de Outubro. Em relação à 
composição em ácidos gordos, notaram-se diferenças de acordo com a cultivar mas as tendências com o amadurecimento são 
semelhantes: o teor em ácidos gordos saturados diminuiu, particularmente o palrnítico, e os ácidos gordos polinsaturados aumentam. O 
ácido oleico mostrou um comportamento diverso, aumentando na Cv. Cobrançosa e diminuindo na Cv. Madurai, enquanto o ácido 
linoléico mostrou uma tendência contrária. A relação oleico/linoleico apresentou uma diminuição significativa nas Cv. Cobrançosa e 
Madurai o que indica uma diminuição da resistência à oxidação ao longo do processo de maturação. No que diz respeito aos tocoferóis, o 
a-tocoferol foi sempre o isórnero maioritário nas três cultivares em estudo, observando-se uma diminuição dos teores ao longo do 
processo de maturação. 
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