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RESUMO

ALMEIDA, Danilo Pelaes. Adulteracdes na comercializacdo de carne bovina
pelo acréscimo ou mescla intencional ndo declarada de carne bubalina na
regido metropolitana de Macapa-AP. Dissertacdo — Departamento de Meio
Ambiente e Desenvolvimento, Universidade Federal do Amapé, Macap4a, 2021.

A identificacdo de espécies em alimentos € assunto de grande interesse para a
fiscalizacdo agropecuaria e pesquisas cientificas. As fraudes pela adicao ou
substituicdo de espécies infringem as legislacées vigentes no Brasil e podem
trazer consequéncias, incluindo perdas econdmicas e riscos a saude publica. O
bafalo € um animal de grande importancia econémica no Brasil, pertencente da
familia dos bovideos, género Bubalus e espécie Bubalus bubalis, foi introduzido
no Brasil a partir do século XIX. Este estudo objetivou verificar a ocorréncia de
fraudes na comercializacdo de carne moida pela substituicho ou mescla de
carne bovina pela bubalina em agougues na Regidao Metropolitana de Macapa
(RMM). Foram coletadas e analisadas amostras de 100g de carne moida
vendidas como bovinas de 37 acougues na RMM. A extracdo do DNA foi
realizada por digestdo com proteinase K seguida por extragcdo organica por
fenol/cloroférmio. Das 37 amostras analisadas, 21 (56,76%) foram provenientes
de carne exclusivamente bovina, 11 (29,73%) amostras foram de carne
bubalina e 05 (13,51%) foram positivas para carne bovina e bubalina, sendo
chamadas de mesclas. Assim, detectou-se um total de 16 (43,24%) amostras
adulteradas. A técnica de PCR-RFLP desenvolvida demonstrou boa eficiéncia
e baixo custo econémico.

Palavras-chave: seguranca alimentar, economia, consumidor.



ABSTRACT

ALMEIDA, Danilo Pelaes. Adulterations in the sale of beef due to the
intentional undeclared addition or blending of buffalo meat in the
metropolitan region of Macapa-AP 47 p. Master Thesis — Department of
Environment and Development, Federal University of Amapé, Macap4a, 2021.

The identification of species in food is a subject of great interest for agricultural
inspection and scientific research. Fraud by adding or replacing species violates
the laws in force in Brazil and can have consequences, including economic
losses and risks to public health. The buffalo is an animal of great economic
importance in Brazil, belonging to the bovine family, Bubalus genus and
Bubalus bubalis species, it was introduced in Brazil from the 19th century. This
study aimed to verify the occurrence of fraud in the commercialization of ground
meat by substituting or mixing beef with buffalo in butchers in the Metropolitan
Region of Macapa (RMM). Samples of 100g of ground meat sold as bovine
from 37 butchers in RMM were collected and analyzed. DNA extraction was
performed by digestion with proteinase K followed by organic extraction by
phenol / chloroform. Of the 37 samples analyzed, 21 (56.76%) were exclusively
beef, 11 (29.73%) were buffalo meat and 05 (13.51%) were positive for beef
and buffalo, being called blends. Thus, a total of 16 (43.24%) adulterated
samples were detected. The developed PCR-RFLP technique demonstrated
good efficiency and low economic cost.

Keywords: food security, economy, consumer.
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1. INTRODUCAO GERAL

A identificacdo e o combate a fraudes em alimentos dependem de recursos,
fundamentados por conhecimento cientifico e disponibilidade tecnoldgica.
Dentre as atividades dos servicos oficiais de fiscalizacdo da producao e
comercializacdo dos produtos de origem animal esta, além da preservacdo da
salde publica e salde animal, a identificacdo e controle de fraudes e
adulteracdes de produtos.

Segundo Spink e Moyer (2011), fraude alimentar é um termo usado que
engloba as substituicdes, adicbes, adulteracOes e falsificacbes de alimentos,
bem como ingredientes alimenticios ou embalagens de alimentos, aquelas que
sdo para ganhos econdmicos, ditas como declaracdes falsas ou enganosas
feitas sobre um produto alimenticio.

Diante disso, os produtos de origem animal, por exemplo a carne bovina, sdo
frequentemente alvos de adulteracdes devido ao seu alto valor de mercado
(DALSECCO et al., 2018).

De acordo com Sakalar et al. (2015), a carne suina € uma fonte de substituicdo
da carne bovina devido aos aspectos sensoriais da carne como a cor e a
textura serem semelhantes. Diante disso, a adulteracdo de alimentos pela
adicdo ou substituicdo de espécies é de grande importancia para a saude
publica e de desenvolvimento econdémico do pais (COSTA; TEIXEIRA;
MOREIRA, 2020).

A descoberta de alimentos adulterados € importante por varias razées, como
por exemplo, as pessoas alérgicas e aquelas que mantém crencas religiosas
gue especificam a ingestdo permitida de certas espécies tém um interesse
especial na rotulagem adequada dos alimentos que sdo consumidos (BALLIN;
VOGENSEN; KARLSSON, 2009).

Atualmente, os consumidores estdo muitos preocupados com a alimentacao, e
a escolha do alimento em relagéo a outro pode refletir aos aspectos do estilo
de vida (por exemplo, vegetarianismo e alimentos organicos), religido (por
exemplo, auséncia de carne de porco em algumas dietas), dieta e
preocupacdes com a saude (por exemplo, auséncia de alérgenos) (BALLIN,
2010).
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Dessa forma, com os conteudos disponibilizados por meio da internet devido
ao avanco tecnologico em relagcdo a saude, seguranca e autenticidade de
alimentos, 0s consumidores estdo cada vez mais interessados nas
informagdes, principalmente naquelas que relacionadas aos alimentos
consumidos diariamente (CAWTHORN; STEINMAN; HOFFMAN, 2013).

Hoje, no Brasil, existem trés competéncias legais que exercem 0s servicos de
inspecao sanitaria e industrial de produtos de origem animal: O Servico de
Inspecdo Federal, conhecido mundialmente pela sigla S.I.F. e vinculado ao
Departamento de Inspecdo de Produtos de Origem Animal — DIPOA, é o
responsavel por assegurar a qualidade de produtos de origem animal
comestiveis e ndo comestiveis destinados ao mercado interno e externo, bem
como de produtos importados, no qual registram-se os estabelecimentos que
comercializam produtos entre Estados e para exportacdo; ha o Servico de
Inspecdo Estadual (SIE), no qual séo registrados os estabelecimentos que
comercializam produtos para outro Municipio, e o Servico de Inspecao
Municipal (SIM) no qual sdo registrados o0s estabelecimentos que
comercializam produtos dentro do Municipio. Assim, um produto licenciado pelo
Servico de Inspecdo Municipal (SIM), s6 pode ser comercializado no ambito do
préprio Municipio. O mesmo ocorre nos Estados, quando o licenciamento é
feito pelo Servico de Inspecdo Estadual (SIE). Somente obtendo a licenca do
Servico de Inspecéo Federal (SIF), o agricultor pode comercializar seu produto
para todo o territério nacional, restringindo a comercializacdo e os interesses
da agricultura familiar brasileira (BRASIL, 2020).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar e verificar a ocorréncia de
fraude comercial pela substituicio ou mescla de carne bovina por bubalina
oriundos de frigorificos da regido metropolitana de Macapéa aplicando técnicas

de biologia molecular.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1.Producéao de Carne de Bovina

A carne bovina € o produto de origem animal mais consumido no Brasil
(ANUALPEC, 2019). A producdo de carne bovina (inclui bovino e bufalo)
globalmente é bastante significativa. Trata-se de um mercado que movimenta
bilhdes e, embora o total de producao varie, é inegavel a forca que a producao
tem no mercado global. Na Figura 1, observa-se a producao global de carne
bovina (bovina e bubalina) globalmente, a producéo de carne bovina mais do
gue dobrou desde 1961 - aumentando de 28 milhdes de toneladas por ano
para 68 milhdes de toneladas em 2014. Os Estados Unidos sdo o maior
produtor mundial de carne bovina e de bufalo, produzindo aproximadamente 12
milhdes de toneladas em 2018, assim como outros grandes produtores como
Brasil e China, seguidos por Argentina, Austrdlia e india. No ano de 2020
temos os Estados Unidos liderando a producdo com 12 milhdes de toneladas,
seguido do Brasil com 10 milhdes de toneladas e China com 5,8 milhdes
(Figura 2) (FAO, 2021).

Produciio de carne bovina, 1961 a 2018
cAdicionar pais

12 milliont United States
10 million t Brazil

8 milliont

ey China
6 milliont

4 milliont

2 milliont

United Kingdom

0t
1961 1970 1980 1990 2000 2010 2018

Fonte: Organizagdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentagdo (FAQ) CCBY
Nota: Produgdo de carne bovina e de bufalo (gado) tanto para abate comercial quanto para granja. Os dados sdo fornecidos em termos de peso da carcaga
preparada, excluindo

miudezas e gorduras de abate.

Figura 1 - Producéo de carne bovina global dos anos de 1961 a 2018. Fonte: (FAO, 2019).
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Producio de carne bovina, 2018

z L2

55 o5 Mundo

L £

\C

y 7
00 t 250,000t 1 milliont 5 milliont 15 milliont
100,000t 500,000t 2.5 million t 10 milliont
I E
ura e Alimentacio (FAQ) CCBY
nercial quanto para granja. Os dados sdo fornecidos em termos de peso da carcaga

Em relacdo ao Brasil, no ano de 1961 tinha-se um total de 1,37 milhdo de
toneladas na producdo de carne bovina e em 2018 aumentou para 9,90
milhdes, resultando em um acréscimo de 8,53 milhdes de toneladas, ou seja,
aproximadamente 623% ao longo dos anos. De acordo com a EMBRAPA
(2020), a producdo de carne bovina em 2020, o Brasil foi o segundo maior
produtor com 10 milhées de toneladas, equivalentes a 14,8% do total, superado
apenas pelos Estados Unidos com 17,6%, dessa forma, nos ultimos 20 anos a

posicéao relativa do Brasil ndo teve mudanca significativa.

2.2.Rebanho efetivo de bufalos no Brasil

O bufalo é um animal de grande importancia econémica no Brasil, pertencente
da familia dos bovideos, género Bubalus e espécie Bubalus bubalis, foi
introduzido a partir do século XIX, através de pequenos lotes originarios de
paises da Asia, Europa e Caribe (BERNARDES, 2007).

Atualmente, a bubalinocultura encontra-se distribuida no pais inteiro, com a

maioria do rebanho na regido Norte, nos estados do Para, Amapa e Maranhdo,
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e uma parte na regido Sudeste, no estado de S&o Paulo, totalizando 73% do
efetivo nacional. Segundo estimativas do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2020), o efetivo de bubalinos no Brasil é de 1,43 milhfes de
cabecas. Na Figura 3, observa-se o crescimento do rebanho de bubalinos dos
anos de 2015 a 2019, conforme dados divulgados pelo IBGE. O Estado do
Amapa encontra-se como o segundo produtor nacional, ficando atrds somente

do estado do Para (Figura 4).

__ 1440000
"
S
< 1420000
£
.% 1400000
£
S 1380000
(O]
©
L 1360000
I
i)
€ 1340000
5]
&

1320000

2015 2016 2017 2018 2019
Ano

Figura 3 - Variacdo do efetivo do rebanho de bubalinos no Brasil em 5 anos. Fonte: IBGE (2015
- 2019).
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Figura 4 - Variacao do efetivo do rebanho de bubalinos por Estado no ano de 2019. Fonte:
IBGE (2020).
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Segundo Bernardes (2007), sdo criadas quatros racas no Brasil, sendo elas: a
Murrah, Jafarabadi, Carabao e Mediterraneo. Durante a grande expansao do
rebanho de bubalinos ocorridos entre os anos de 1960 e 1980, os criadores de
bafalos buscaram aproveitar a producdo de carne e, no decorrer do tempo,
buscaram aproveitar a forte identidade anatébmica e muscular das espécies
bovina e bubalina, e optaram por néo diferenciad-las no mercado, abatendo-as,
desossando-as, embalando e distribuindo a carne de bufalos como se fosse
bovino (BERNARDES, 2011). Entretanto, como o mercado de carne bovina ja
estava estruturado, e mesmo utilizando-se dessa vantagem para gerar lucros
ao se abater bubalinos e vender como bovinos, ndao houve procura por
produtos da espécie bubalina (BERNARDES, 2010).

Como consequéncia, de acordo com Corréa e Tramoso (2004), a
comercializacdo de carne bubalina brasileira foi vendida como carne bovina em
grande parte do mercado brasileiro e sem o conhecimento da maioria dos

consumidores.

2.3.Qualidade de carne
Um dos maiores problemas mundiais de produtos alimentares esta relacionado

a qualidade e autenticidade de produtos carneos (EGITO et al., 2006). No que
diz respeito a qualidade da carne, ela € composta por caracteristicas que
diferenciam os alimentos e compreende trés principais aspectos:
microbiolégico, sensorial e nutricional (DUTCOSKY, 2013).

2.3.1. Aspecto Microbiologico:

As carnes in natura apresentam caracteristicas proprias para o crescimento de
agentes microbiologicos e tem, portanto, grande particularidade de sofrer
contaminacao por diferentes agentes etiologicos (LOPES; OLIVEIRA; KORN,
2007).

A maior parte da microbiota da carne in natura é encontrado em sua superficie,
como as bactérias Gram-positivas dos géneros Enterococcus, Lactobacillus e
Staphylococcus e as Gram-negativas da familia Enterobacteriacea e do género
Pseudomonas. Entretanto, a manipulagéo incorreta ocasiona o aparecimento
de bactérias patogénicas, como Salmonella sp., Clostridium perfringens,
Escherichia coli, e S. aureus (SOARES et al., 2016).
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De acordo com o Ministério da Saude e a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e visando a protecdo da saude da populagdo, foram
definidos padrBes microbiolégicos sanitarios para Salmonella sp por exemplo,
em carne bovina in natura, além do nimero mais provavel por grama (NMP/g)
de coliformes a 45° C para produtos carneos crus, refrigerados ou congelados
seguindo a Resolucdo-RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001).

2.3.2. Aspecto Sensorial:

Os principais atributos sensoriais da carne sao a maciez, suculéncia, cor, sabor
e aroma, sendo que a maciez e a cor sao caracteristicas importantes na
decisdo na hora da compra da carne pelo consumidor, em seguida, a
suculéncia que é definida como a sensacdo de umidade observada nos
primeiros movimentos de mastigagdo (ANDRIGHETTO et al., 2010); e o sabor
e aroma que estdo relacionados no preparo da carne (VARMAN;
SUTHERLAND, 1998). Entretanto essas duas ultimas caracteristicas podem
ser considerados sensacfes complexas que afetam os atributos sensoriais que
envolvem a combinacdo de diversas outras caracteristicas como odor, sabor,
textura, temperatura e pH (MELO, 2017).

Na carne, a maciez € determinada como um dos principais parametros de
gualidade, sem alterar a palatabilidade, assim como o fator que determina o
diferencial de preco entre os tipos de cortes (CASTRO DA COSTA et al., 2002).
De acordo com Lutz (2008), na Tabela 1 estdo descritas as caracteristicas dos
atributos sensoriais das carnes in natura.

Tabela 1 - Caracteristicas dos atributos sensoriais de carne in natura.

Atributo
sensorial

Caracteristicas das carnes in natura

Uniforme, sem acumulo de sangue, corpos
estranhos e presenca de limo na superficie. A
gordura deve ter uma tonalidade que varia de
branca a amarela e ndo deve apresentar
pontos com sangue. A cor da carne deve ser
uniforme, sem manchas escuras ou claras.

Aparéncia

A gordura deve mostrar-se firme ao tato.
Textura Normalmente é firme, compacta, elastica e
ligeiramente Umida.
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Bl Caracteristico de cada espécie. A carne e a
gordura devem ter odor suave e agradavel.

Suave e caracteristico de cada espécie. Varia
Sabor segundo a raca, idade e alimentacao do

animal. Um conjunto complexo de substancias

guimicas é responsavel pelo sabor da carne.

2.3.3. Aspecto Nutricional:

A carne & um alimento muito importante e nobre para o homem pelo valor
nutricional, possuindo qualidade nas proteinas e acidos graxos (RUIZ et al.,
2005), além de ter uma excelente fonte de vitaminas, 4gua e minerais (PARDI
et al., 2005). Contém vitamina A, vitaminas do complexo B, sendo uma das
Unicas fontes naturais de cobalamina (B12) (FREIRE et al., 2012; O’NEIL et al.,
2011). O quantitativo de proteinas nas carnes é equivalente de 10 a 20% de
otima qualidade nutricional, sendo a carne bubalina considerada a carne
vermelha mais saudavel para o consumo humano, por conta de seu elevado
valor nutritivo, possuindo um baixo teor de colesterol quando comparada a
carne de bovinos (MELO, 2017; MURTHY; DEVADASON, 2003). Além disso, o
perfil de acidos graxos é diferente daqueles observados em carne de bovinos e
suinos, apresentando menores quantidades de &acidos graxos saturados e
presenca de acidos graxos polinsaturados (Omega-3) (ARANHA et al., 2012).

Ja em relacdo a carne bovina, de acordo com Medeiros (2008), ela possui
elevada densidade energética e nutricional, tornando uma dieta balanceada e
melhora a absorcdo de minerais (Fe e Zn) e contribui com &cidos graxos

essenciais e de a¢do metabdlica (Acido linoléico conjugado e dmega-3).

2.4.Ameacas da fraude alimentar para a saude publica

Com o grande namero de casos de fraudes de alimentos existentes no Brasil,
seja por substituicdo ou adicdo de diferentes espécies, principalmente por
carnes bovinas, existem uma variada gama de afeccdes (FIGUEIRO;
SARAIVA, 2018). Dentre diversas zoonoses que podem ser adquiridas a partir

do consumo de carnes, algumas podem ser citadas:
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Brucelose: doenca caracterizada como zoondtica, € transmitida
principalmente por alimento, tem como fatores de risco, além da
ingesté@o de alimentos contaminados, exercicio de atividades em contato
com animais. De acordo o Centro de Vigilancia Epidemiologica (CVE),
em humanos é caracterizada por febre, suor profuso, perda de peso e
mal estar generalizado, podendo ocorrer infecgcbes graves do sistema
Nervoso Central e do revestimento do coragdo (VRANJAC, 2011). Em
estudo realizado na Regido de Pedreiras — MA, o principal fator de risco
associado a presenca de foco no rebanho de bovinos foi a criacdo
consorciada com ovinos, dessa forma, foi diagnosticada brucelose
humana na regido (CARVALHO et al., 2016).

Febre aftosa: Doenca causada por um virus do qual existem 7 tipos. Em
Bovinos pode ocorrer diversos sintomas como: Febre, inquietacao,
salivacdo (babeira), dificuldade de mastigar e engolir alimentos. O
animal pode parar de se alimentar, e ficar recluso no pasto, o
emagrecimento é notavel devido a febre e a dificuldade de se alimentar,
beber e locomover. A transmissao para seres humanos € rarissima. S6
houve um registro de Febre Aftosa em humanos que foi na Gra Bretanha
em 1966. Os efeitos gerais da doenca em pessoas sao muito similares a
gripe com algumas aftas. A Febre Aftosa possui curta duracdo e é
autolimitante. Apesar de existir diversas condicdes humanas com
sintomas analogos, nenhuma delas tem relacdo com a Febre Aftosa.
(MAPA, 2019).

Encefalopatia espongiforme bovina (BSE): Conhecida como doenca da
"vaca louca", € uma zoonose descrita, que ocorre apds 0 consumo de
produtos carneos contaminados com tecidos do sistema nervoso central
de animais contaminados pelo prion, provocam degeneracdes fatais do
cérebro e ocorrem tanto no homem como em animais (BRASIL, 2008;
COSTA,; BORGES, 2013).

Complexo Teniase-Cisticercose: Pode ser definido como um conjunto de
alteracdes patoldgicas provocadas pelas formas adultas e larvares de
Taenia saginata que é caracterizada por uma parasitose extra intestinal,

a cisticercose, provocada pela presenca da forma larvar do parasita nos
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tecidos de bovinos, suinos ou do proprio homem e Taenia solium sendo
caracterizada por uma parasitose intestinal, a teniase, que acomete o
homem(MAGALHAES et al., 2017).

Além das zoonoses em si, tem-se também a seguranca alimentar sendo um
fator importante para o desenvolvimento econémico, que de acordo com Vieira
et. al (2010), o Estado possui apriorismo no estabelecimento de padrdes de
segurancga e controle da qualidade dos alimentos, entretanto que devido a sua
estrutura complexa, no Brasil, as politicas sdo fragmentadas e talvez
ineficientes, gerando desperdicio de recursos, falta de integracdo e
coordenacao e conflito de interesses nas acoes locais e federais.

2.5.Técnicas para identificacdo de carnes de diferentes espécies

O crescimento de estudos cientificos relacionados a identificacdo de alimentos
nos ultimos anos se revelou um problema global, principalmente no que diz
respeito a adulteracdo de alimentos (CHEN et al., 2020). Diante disso, diversas
metodologias foram desenvolvidas para a deteccdo de adulteragcbes em
alimentos, os mais utilizados sdo os que usam o DNA e oferecem a
possibilidade de detectar substancias de origem animal em alimentos e
identificar de quais espécies sao oriundos. Dentre diversas técnicas utilizadas,

pode-se citar as seguintes:

e PCR multiplex (mPCR)

E uma técnica que usa uma Unica reacdo de PCR para amplificar
simultaneamente produtos de diferentes origens, ou seja, mais de um
segmento genémico é amplificado numa Unica reacdo, cada um com seu par
de primers especifico. Essa técnica tem sido utilizada para a deteccédo de
espécies de bovinos e bubalinos em produtos carneos propriamente ditos
(DANTAS et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2015, 2018; XU et al., 2018), bem
como para outros estudos realizados com porco (MUTALIB et al., 2009),

frango, pato, avestruz (LI et al., 2015), peru e ganso (HOU et al., 2015).
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Assim como por exemplo, no estudo de Ghowvvati (2009) que utiliza a tecnica na
identificagdo de ruminantes, aves e materiais suinos em alguns produtos
carneos industriais iranianos. A técnica também foi aplicada no estudo de
Kitpipit et al. (2014), que utilizada para identificagdo de diversas espécies de
carnes cruas em produtos alimenticios.

No entanto, o método multiplex, existe a possibilidade dos primers de
amplificacdo de DNA de uma espécie se sobressairem em uma concorréncia
com os primers de amplificacdo de DNA de outra espécie, de forma que na

presenca das duas se encontre somente um dos produtos.

¢ PCR em Tempo Real

A amplificacdo de DNA por PCR em Tempo Real é realizada combinando-se os
primers com sondas fluorescentes, bem como agentes fluorescentes
intercalantes de DNA, sendo as tecnologias mais utilizadas as de TagMan,
SYBR Green |, SYTO e EvaGreen (BALLIN; VOGENSEN; KARLSSON, 2009;
NAVARRO et al., 2015). Zhang et al. (2007) desenvolveram um sistema de
PCR em tempo real para a identificacdo e quantificacdo de DNA bovino em
carnes, leites e queijos e, da mesma forma, Lopparelli et al. (2007)
desenvolveram um método para identificacdo de DNA para quantificar a adicao
de leite bovino a produtos de queijo de bufala puro. Ambos os trabalhos
utilizaram sondas especificas do tipo TagMan para PCR em Tempo Real em
conjunto com primers especificos de cada espécie em analise.

Os trabalhos publicados por Fajardo et al. (2008) e Lopez-Andreo et al. (2006)
utilizam o agente fluorescente SYBR Green | como uma alternativa de menor
custo, se comparada as sondas TagMan, para a identificacdo de espécies
animais em alimentos.

Contudo, a degradacao do DNA e a diminui¢édo resultante no DNA amplificavel
devido ao processamento do produto (por exemplo, aquecimento) influencia a
guantificacdo de PCR em tempo real, devido a isso, esse método necessita de
mais um processo chamado de normalizacdo (BALLIN; VOGENSEN;
KARLSSON, 2009), tornando o método muitas vezes laborioso e, 0 alto custo
do equipamento utilizado na técnica acaba tornando inviavel para laboratérios

de pequeno porte.
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e PCR-RFLP

A diferenciacdo de espécies por analise de RFLP baseia-se em diferentes
locais de restricdo especificos reconhecidos pelas enzimas de restricao (utiliza
enzimas endonucleases que clivam os acidos nucleicos em sitios especificos),
ou seja, submete os fragmentos de DNA resultantes da PCR (amplicons) a
digestdo por enzimas de restricio e posteriormente as amostras sao
visualizadas em eletroforese utilizando gel (BALLIN; VOGENSEN; KARLSSON,
2009; BOTTERO; DALMASSO, 2011).

Como exemplo, Doosti et al. (2014) avaliaram o uso da técnica de PCR-RFLP,
utilizando o gene mitocondrial citocromo b para diferenciar carne bovina, ovina,
carne de porco, frango, burro e carne de cavalo em produtos a base de carne,
assim como em outros estudos, a técnica foi usada para identificar a presenca
de DNA originarios de suinos (ERWANTO et al., 2011), peixes (COCOLIN et
al., 2000), bovinos ou géneros alimenticios (VERKAAR et al., 2002) e Chen et
al. (2010) desenvolveu um método de PCR-RFLP utilizando o gene 12S rRNA
mitocondrial para autenticacdo de espécies em produtos carneos.

No estudo de Girish et al. (2007), ele identificou e diferenciou carnes de aves,
como: frango, pato, codorna, galinha d’angola e peru. A técnica também foi
usada com sucesso no estudo de Mane et al. (2009), em que foi utilizado para
deteccdo em produtos processados e auto clavados para avaliacfes de rotina
de autenticidade e qualidade de alimentos. De acordo com Ballin e
colaboradores (2009), cada espécie apresenta um padrdao com fragmentos de
tamanhos diferentes (padrdo eletroforético Unico) permitindo a sua

discriminacao.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Verificar a ocorréncia de fraudes na comercializacdo de carne moida bovina
por meio de adicdo ou mescla com carne bubalina em agougues na Regiéo
Metropolitana de Macapa (RMM).

3.2.Especifico

3.2.1. Avaliar a origem de carne comercializada em acougues na Regiao
Metropolitana de Macapa (RMM) utilizando a técnica de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR-RFLP).

3.2.2. Verificar através do Sequenciamento genético a confirmacéo do
tipo de carne comercializada nos agougues na RMM.
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RESUMO

O bufalo (Bubalus bubalis) € um animal de grande importancia para o Brasil,
especialmente na sua regidao Norte. O Amapa encontra-se como 0 segundo
produtor nacional, ficando atras somente do estado do Para. Nesta pesquisa
objetivou verificar a ocorréncia de fraude comercial pela substituicdo ou mescla
de carne bovina por/com bubalina em frigorificos da regido metropolitana de
Macapa. Para isto, foram coletadas amostras de 100g de carne moida de 37
frigorificos na Regido metropolitana de Macapa. A extracdo do DNA foi
realizada por digestdo com proteinase K seguida por extracdo organica por
fenol/cloroférmio. Para amplificacdo do gene Cytb foi realizado a técnica de
PCR. A identificacdo de fragmentos de DNA para espécie de boi e bufalo, foi
utilizada a técnica PCR-RFLP, fazendo uso de duas enzimas de restricdo, a
enzima Tagl, que digere carne de espécie bubalina e a enzima Hinfl, digere
carne bovina. Como resultado, apés analise molecular, verificou-se que do total
de 37 amostras coletadas na Regido metropolitana de Macapa, 21 amostras
sdo provenientes de carne bovina, o que representa 56,76%, 11 amostras sao
de carne bubalina (29,73%) e 05 amostras foram positivas para carne bovina e
bubalina, sendo chamada de mesclas, o que representa 13,51% do total de
amostras. Portanto, é possivel confirmar que mais de 40% da carne
comercializada em Macapa € adulterada, tendo em vista que essas carnes sao
vendidas ao consumidor como carne bovina.

Palavras chaves: Seguranca Alimentar, Contaminacdo de Alimentos, Saude
Publica.
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INTRODUCAO

O bdfalo (Bubalus bubalis) é um animal de grande importancia para o Brasil,
especialmente na sua regido Norte. O Amapa encontra-se como 0 segundo
produtor nacional, ficando atrds somente do estado do Pard. No entanto, a
criacdo bubalina no Amapa apresenta maior destaque ainda quando se
compara a posi¢cdo do estado no ranking de criacdo bovina, uma vez que
apresenta o menor rebanho bovino das unidades federativas do pais (IBGE,
2019). Apesar do impacto econdmico, a cadeia produtiva bubalina nesta regiao
é fragilizada pela produgdo extensiva, pouco investimento tecnologico e
padrdes precarios de gestdo e comercializagdo, contribuindo para a
subvalorizardo e diminuicdo do preco de produtos carneos bubalinos
comparado a carne de boi (MARQUES et al. 2015). Quando avaliados os
aspectos nutricionais e gustativos, as carnes bovinas e bubalinas se
assemelham na coloracdo, aroma, textura e sabor, além dos cortes, 0 que
dificulta a diferenciacdo do produto pelos consumidores (JOELE et al. 2017),
possibilitando fraudes na comercializacao de carne bubalina como bovina.

Segundo Hossain et al. (2017) e Kyrova et al. (2017) a adulteracdo esta
relacionada a fatores econdémicos, em que, os produtores, visando os lucros,
escolhem pela comercializacdo de produtos semelhantes, e mais baratos. Tal
pratica de fraude em produtos mesclados, segundo alguns pesquisadores,
costuma também ser mais frequente entre alimentos que apresentam
caracteristicas organolépticas similares, como a carne bovina e a bubalina
(JOELE et al. 2017; MANE et al. 2012). Por consequéncia, segundo relatério
escrito por Omotosho et al. (2016), a adocao destas praticas fraudulentas eleva
o grau de desconfianca dos consumidores, sobretudo nas questdes sanitarias,
j& que ameaca a seguranca alimentar e afeta diretamente a salude da
populacdo, conforme demonstrado por Abrah&o et al. (2005), ja que 0s riscos
de transmissdo de zoonoses como a listeriose, tuberculose bovina, infeccées
por estafilococos e Salmonelose, além de toxoplasmose, sdo aumentados,
além de poderem em alguns casos ocasionar algum tipo de reacdo alérgica
(TANABE et al. 2007, TEIXEIRA et al. 2015) e afec¢Ges de origem bacteriana,
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viral e parasitaria (FIGUEIRO; SARAIVA, 2018). A partir destes aspectos
importantes, este trabalho buscou aplicar técnicas de biologia molecular para
verificar a ocorréncia de fraude comercial pela substituicdo ou mescla de carne

bovina por/com bubalina em frigorificos da regido metropolitana de Macapa.

MATERIAL E METODOS
5.1.Area de Estudo e coleta de amostras

A pesquisa foi desenvolvida na Regido Metropolitana de Macapa (RMM),
situada no estado do Amapa — AP. A RMM ¢é composta por trés municipios, o
maior e mais desenvolvido é Macapa4, capital do Estado, com populagéo de 503
mil habitantes, seguido pelo municipio de Santana, com 121 mil habitantes e
pelo municipio de Mazagédo, com 22 mil habitantes. Foram coletadas, entre
abril e agosto de 2019, amostras de 100 gramas de carne moida em 37
acougues da regido, localizados em diferentes bairros dos municipios de
Macapa e Santana e em um acougue localizado na regido central do municipio
de Mazagéao (Figura 5). O material amostrado foi comprado e exigido que fosse
carne bovina. Foram incluidos no estudo amostras de todos o0s
estabelecimentos especializados no comércio de carnes e identificados como
acougues, encontrados na RMM apos busca ativa e virtual para encontrar 0os
estabelecimentos. Apdés a compra, as amostras foram mantidas em

temperatura de -20°C até a realizacdo da analise molecular.

/|| Pontos de coleta Legenda

* | Fazendinha ¥ Fza01
Macapa Mcp
Mazagao

Santana ¥ Mz01
Stn

10 km

Figura 5 - Mapa com os pontos de coleta. Fonte: Amorim (2019); GOOGLE EARTH PRO,
(2021).
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5.2.Anélise Molecular

5.2.1. Extracdo de DNA

O DNA celular total foi extraido das amostras por digestdo com proteinase K
seguida por extracdo organica por cloroférmio, conforme descrito por
Sambrook & Russel (SAMBROOK; RUSSELL, 2001) com utilizacdo de solucéo
lise contendo 22,2uL de NaCl a 5M, 50uL de SDS a 10%, 1uL de ETDA a
0,5M, 5uL de Tris 1M, 5uL de Proteinase K e 416,8 uL de agua de injecao, em
seguida, cada amostra foi colocada em 500uL de solugcédo lise, macerado
utilizando um pistilo e, em seguida, colocada em banho-maria (overnight) a
42°C. Apoés isso, foram adicionadas em cada amostra 500uL de CHCIs,
vortexados por 1 minuto e em seguida colocados em centrifuga a 12000rpm em
4°C por 5 minutos, apos o termino, foi recuperado o sobrenadante em novo
eppendorff de 1,5uL. A etapa descrita foi repetida, em seguida, adicionou-se
50uL de NaOAc e 1ml de ETOH 100% a -20°C, vortexados por 30 segundos e
colocados no freezer no minimo 1 hora.

Apoés as etapas anteriores, as amostras retornaram a centrifuga a 12000rpm
em 4°C por 15 minutos, em seguida, descartou-se o sobrenadante e adicionou-
se 500uL de ETOH 70% a -20°C. Em seguida, elas retornam a centrifuga a
12000rpm em 4°C por 5 minutos, apos, é descartado o sobrenadante e utiliza-
se uma pipeta para retirar o restante de alcool. Apds a retirada do alcool, as
amostras ficaram secando em bancada por 5 minutos e em seguida, o DNA
(pellet) foi re-suspenso em 100uL de agua de injecdo e vortexados para a

mistura por aproximadamente 10 segundos.

5.2.2. Amplificagcéo por PCR

O protocolo adotado na reacdo de PCR foi adaptado de Teixeira et al.
(TEIXEIRA; TEIXEIRA; OLIVEIRA, 2015), cada amostra de reag¢do continha
5ul de Burffer (Fermentas®, 10X), 1uL de cada Primer (10puM), 4pL de MgCI2
(25mM), 1uL de dNTP (10mM), 0,4uL da enzima Taq DNA Polymerase
(Fermentas®, 5U/uL), 2uL de DNA da amostra (~300ng) e 35,6ul de 4gua para
injecédo, para volume final da reacdo em 50uL. Foi utilizado o Termociclador

Life Eco da marca Bioer®, com uma desnaturac&o inicial mantida em 94°C por



34

10 min, seguido de 30 ciclos com desnaturacdo a 94°C por 20 s, associacao
dos primers a 53°C por 20 s e extensdo a 72°C por 30 s. Ao final do dltimo ciclo
a amostra foi mantida a 72°C durante 10 min, para que a enzima finalizasse a
extensao de possiveis fragmentos.

Foram empregados os iniciadores universais de Citocromo B para artiodactilos
(ordem de mamiferos ungulados com um numero par de dedos nas patas),
conforme descritos por Verkaar, Nijman, Boutaga e Lenstra (VERKAAR et al.,
2002), com sequéncia para amplificacdo de um fragmento de 271 pares de

bases:

Forward 5’-ACA AAT CCT CAC AGG CCT ATT C-3’
Reverse 5°-TAG GAC GTATCC TAT GAATGC T-3’

5.2.3. Identificacdo de fragmentos de DNA e Digestao

Para a identificacdo de fragmentos de DNA para espécie de boi (Bos taurus) e
bafalo (Bubalus bubalis), foi utilizada a técnica PCR-RFLP (polimorfismo de
comprimento de fragmento de restricdo), que faz uso de enzimas
endonucleases que clivam os acidos nucleicos em sitios especificos.

Foram utilizadas duas enzimas de restricdo (Tabela 2), a enzima Tagl T[] CGA
para deteccdo de DNA da espécie bubalina e a enzima Hinfl GL ANTC para

deteccdo de DNA da espécie bovina.

Tabela 2 - Enzimas utilizadas e seus respectivos fragmentos observaveis em gel de agarose
guando utilizados em amostras de bovinos e bubalinos.

ENZIMA FRAGMENTOS
. Taql 108pb e 163pb
BUFALO .q P P
Hinfl 271pb
Taql 271pb
BOI .q P
Hinfl 101pb e 170pb

Todas as amostras foram submetidas a digestdo pelas duas enzimas, para
garantir a confiabilidade do resultado encontrado. Ambas enzimas foram

citadas e utilizadas no trabalho de Teixeira et al. (2015).
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Em seguida, foram acrescidos 22,0 uL do produto da PCR, 2,5 pL de tampéo e
0,5 yL de enzima de restricao (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), posteriormente
submetidos a 3 horas de digestdo a 65,0 °C para a Tagl e a 37,0 °C para a
Hinfl. Posteriormente, os fragmentos de DNA digeridos foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 3,0% corado com Brometo de Etideo, seguido
da observacgéao desses fragmentos em transiluminador UV.

5.2.4. Confirmacéo da identidade da espécie por sequenciamento genético

Para confirmar a autenticidade das amostras de carne utlizadas como
referéncia neste estudo, um fragmento do gene CytB das amostras foram
sequenciadas usando o método Sanger e os primers conforme descritos por
Verkaar, Nijman, Boutaga e Lenstra (VERKAAR et al., 2002). As amostras 6, 7,
8 e 9 foram enviadas para purificacdo, quantificacdo e sequenciamento na
empresa ACT Gene Analises Moleculares Ltda, utilizando o equipamento ABI-
3500 (Applied Biosystems). As sequéncias de DNA obtidas foram analisadas e

editadas usando o software QIAGEN CLC Genomics Workbench versao 5.5.2.
RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, realizou-se a avaliacdo da espécie de origem de carne
comercialmente vendida em Macapa pela técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Diante de sua capacidade de gerar resultados rapidos e
confiaveis, esta técnica tem sido um método bastante eficiente para identificar
adulteracdes em produtos alimenticios, principalmente nos carneos (DAGUER
et al. 2010; OLIVEIRA et al., 2015; ALI et al., 2015). Uma questdo importante a
se avaliar durante a escolha da regido a ser amplificada € a quantidade de
copias da mesma no genoma. O DNA Mitocondrial € encontrado com centenas
a milhares de coépias por célula nos tecidos musculares, e apresenta-se com
vantagens em relacdo as duas cépias por célula encontradas do DNA nuclear
(BARAZZONI et al., 2000). A regido génica do DNA mitocondrial mais utilizada
em pesquisas sao o Citocromo mitocondrial B (Cyt B) (PARSON et al., 2000) e
a Subunidade 1 do Citocromo C Oxidase 1 (COI) (ZHU et al., 2013). A regido
alvo utilizada nesta pesquisa foi o Cyt B do DNA mitocondrial. Apos andlise
molecular, verificou-se que do total de 37 amostras coletadas na Regido

metropolitana de Macapd, 21 amostras sdo provenientes de carne bovina, o
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gue representa 56,76%, 11 amostras sado de carne bubalina (29,73%) e 05
amostras foram positivas para carne bovina e bubalina, sendo chamada de
mesclas, o que representa 13,51% do total de amostras (Tabela 4).
Considerando que as carnes foram adquiridas como carnes bovinas, observa-
se entdo uma taxa de adulteracdo de 43,24% na regido metropolitana de
Macapa.

Tabela 3 - Resultados das amplificacdes das extracfes de DNA nas amostras de produtos
carneos.

ANALISE N° DE PORCENTAGEM (%)
MOLECULAR AMOSTRAS
Carne bovina 21 56,76%
Carne bubalina 11 29,73%
Mescla 05 13,51%

De maneira geral, pode-se dizer que ha preferéncia pela carne bovina em
detrimento da bubalina. Para Marques et al. (2016), a carne de bufalo é
bastante apreciada em alguns lugares do mundo como Egito, Unido Europeia e
Vietnd, enquanto que no Brasil, em especial a regido Norte do pais, ha baixa
preferéncia pela carne bubalina, tornando-a de baixo valor comercial, sendo
cerca de 20% mais barata. Este fator pode estar associado a cadeia produtiva
bubalina fragilizada na regido Norte, acentuada pela caréncia de
regulamentacdo especifica para o abate destes animais, que geralmente sao
realizados de forma clandestina ou em matadouros que ndo cumprem com a
legislacéo sanitaria. No estado do Amapa, a baixa fiscalizacdo dos acougues e
mercados autbnomos leva a facilidade em obter produtos sem a verificacao de
sua procedéncia, contribuindo assim, para a¢des fraudulentas. No entanto, Lira
et al. (2005) e Giordano et al. (2010) ressaltam que as qualidades que a carne
bubalina apresenta, como baixos teores de gordura total e entremeada,
composicao de acidos graxos com menor aterogenicidade e trombogenicidade,
e elevados teores de 6mega3/6mega-6. Nesse contexto, verifica-se que o
problema da adulteracdo decorre tanto da falta de estrutura sanitaria associada
a certificacdo de origem, representando um risco para o consumo, bem como
da falta de acdes educativas e de publicidade para incentivo ao consumo da

carne bubalina.
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Na Figura 6 e 7 € possivel verificar o resultado da digestdo enzimética, em (A)
a digestao foi feita com enzima Taql, que cliva o produto de PCR em dois
fragmentos DNA para produtos cérneos de origem bubalina, conforme
amostras 13 e 10 e ndo o cliva o produto de PCR para carnes bovinas,
conforme amostras 08 e 09. Em (B) foi usada a enzima Hinfl, que cliva o
produto de PCR de carne bovina em dois fragmentos conforme se observa nas
amostras 08 e 09 e néo cliva o produto de PCR derivado da carne bubalina
conforme se observa em 13 e 10, conforme ja descrito por Verkaar et al.
(2002). Observa-se que os produtos de PCR das amostras 03 e 29 apresentam
fragmentos correspondentes a digestdo tanto pela enzima Tagl (A) quanto da
enzima Hinfl (B), demonstrando que se trata de amostra que apresenta carne
bovina junto com bubalina. De forma bastante interessante, pode-se comparar
a intensidade das bandas digeridas/ndo digeridas e concluir que a amostra 3
tem uma quantidade maior de carne bovina, enquanto que a amostra 29 tem
uma quantidade maior de carne bubalina, uma vez que a banda mais forte n&do
digerida para a amostra 3 encontra-se na reacdo de digestdo de DNA para
enzima de digestdo de bubalino (A) e na amostra 29 a banda mais forte
aparece em B, ou seja, quando se usa enzima de restricdo que digere produto
de PCR de DNA bovino.

oo 03 00 08 09 13, 10 D3 029 08 09 130,10
250pb ! e - — s —— -— -
- - - — —
S0pb
&  Tagl : Hanipd Hinfl

Figura 6 - Digestdo enzimética — PCR-RFLP através das enzimas de restricdo Taql,
visualizacdo em gel de agarose a 3%.

Figura 7 - Digestdo enzimdtica — PCR-RFLP através das enzimas de restricdo Hinfl,
visualizacdo em gel de agarose a 3%.

Varios pesquisadores, de diferentes lugares, nos ultimos anos vém trabalhando
em linhas de pesquisas ligadas a identificacdo de diversas fraudes que

envolvam produtos alimentares, sendo um deles a carne. Tal assunto abrange
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e envolve o comércio e consumo de diversas espécies de animais, como aves
(ZHANG, 2013; MATSUNAGA et al.1999), suinos (GHOVVATI et al.2009;
MATSUNAGA et al.1999), ruminantes (GHOVVATI et al. 2009; LUO et
al.2008), peixes (COCOLIN et al. 2000; HSIEH, 2010) entre outros (KITPIPIT et
al., 2014; ALI et al.2012), onde as fraudes geralmente ocorrem por meio da
adicdo ou substituicdo da carne anunciada por outro tipo, geralmente com
produto de qualidade inferior. O reconhecimento e a diferenciagéo de carnes de
diversas espécies objetivam principalmente coibir ou ainda limitar as possiveis
fraudes e mesclas de produtos carneos. Assim, a utilizacdo de metodologias
especificas para a deteccdo dos produtos de origem animal nos alimentos,
como também, a identificacdo da espécie originaria, se mostram altamente
relevantes. (CORONA et al., 2007; KESMEN et al., 2009; LOPPARELLI et al.,
2007; Dantas et al., 2019; ZHANG et al., 2007).

Sao diversas as técnicas utilizadas para a identificacdo de carnes de diferentes
espécies animais, como a microscopia optica classica, os imunoensaios (ELISA
e ORBIT) e a cromatografia liguida de alto desempenho (HPLC). Porém,
algumas dessas técnicas ndao sao aplicaveis na identificacdo de espécies
filogeneticamente préximas, como € o caso do bufalo e o boi. Essas técnicas
nem sempre permitem uma visualizacao e identificacdo satisfatérias dos seus
resultados, e variaveis como o0 aquecimento da carne também dificultam a sua
utilizacdo, principalmente dos imunoensaios, pois as altas temperaturas podem
danificar os epitopos, impossibilitando a ligacdo antigeno-anticorpo (HERMAN,
2001; BELLIS et al., 2003; LOPEZ-ANDREO et al., 2005; MAYER, 2005).
Estudos também tém demonstrado a eficiéncia das técnicas de PCR para
detectar a adulteracdo de produtos de carnes, seja eles envolvendo bovideos
ou ndo. A técnica de PCR multiplex (mPCR), que usa uma Unica reacdo de
PCR para amplificar simultaneamente produtos de diferentes origens, tem sido
proposta para a deteccdo de espécies de bovinos e bubalinos em produtos
carneos propriamente ditos (Oliveira et al., 2015; Oliveira et al., 2018; Xu et al.,
2018; Dantas et al., 2019). No estudo semelhante realizado poucos meses
antes do presente estudo, Dantas et al. (2019) detectaram 6 amostras de
carnes adulteradas de um total de 14 amostras de carnes em Macapa, ou seja,
um total de 42,8% de adulteracdo. Este valor, apesar do tamanho amostral

50% menor, é compativel com os 43,24% que se encontrou no presente
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estudo. No entanto, os autores ndo detectaram mescla de carne, que no
presente estudo foi de 13,51% do total de amostras, ou seja, 31,24% das
amostras positivas para carne bubalina.

A diferenca pode ter se dado devido ao fato de que a metodologia molecular
proposta por Dantas et al. (2019) utiliza o método de PCR multiplex, em que os
iniciadores para ambas as espécies sao adicionados na mesma reacdo de
deteccdo. No método multiplex, existe a possibilidade dos primers de
amplificacdo de DNA bubalino se sobressairem em uma concorréncia com 0s
primers de amplificagcdo de DNA bovino, de forma que na presenca das duas
carnes se encontre somente um dos produtos. Assim, 0 método que o presente
estudo usa (PCR-RFLP) se mostra mais preciso para a avaliacado correta da
real situacdo de contaminacdo, uma vez que € usado apenas um par de
primers, e como se pode observar na Figura 6 e 7 mostra a presenca dos dois
tipos de carne, descartando a possibilidade de concorréncia por substrato
derivada de maior afinidade de primers. Apesar de se poder usar o mPCR com
deteccdo em tempo real por sonda, como fez Amaral et al. (2017) e Oliveira et
al. (2018) em seus estudos, essa metodologia encarece bastante a avaliacao
proposta, uma vez que usa sonda fluorescente e exige equipamento nem
sempre facilmente disponivel. Considerando-se uma eventual possibilidade de
comercializacdo regulamentada tanto de carne bovina quanto bubalina pelo
mesmo acougue, o método aqui proposto tem o potencial de diferenciar a
contaminacao proposital de carne bovina com bubalina de eventuais falhas na
higienizacdo do moedor de carne previamente usado para carne bubalina e em
seguida para a bovina, gerando um resultado confidvel e com um custo
bastante reduzido por amostra.

Para a confirmacdo da identidade das espécies das amostras realizadas neste
estudo foi realizado o sequenciamento genético utilizando o método Sanger. As
sequéncias resultantes foram comparadas com aquelas depositadas no
GenBank usando a ferramenta de pesquisa de alinhamento local bésica
(BLAST) do banco de dados do National Center for Biotechnology Information
(NCBI). Os numeros de acesso do GenBank para Bos taurus e Bubalus bubalis

para as sequéncias utilizadas nas analises sdo anotadas na Figura 8.
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Figura 8 - O alinhamento de sequéncia de primers especificos de carne bovina e carne de bufalo. O
numero de acesso de Bos taurus foi LC469831 e Bubalus bubalis foi MH718885.1.
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O tamanho dos alvos sequenciados de boi possui 0 comprimento curto de
233pb na regido DNA mitocondrial e de bufalo possui 224pb, uma vez que as
sequéncias de acido nucleico de comprimento curto sdo extraordinariamente
estaveis sob condi¢cbes adversas e 0s genes mitocondriais estdo presentes em
multiplas copias. Dessa forma, obteve-se 99% de compatibilidade com os
dados do GenBank. De acordo com Ballin et al. (2009), a técnica de
sequenciamento genético € a forma mais direta e adequada de analisar
amplicons de PCR e é frequentemente utilizada como uma analise confirmativa
apos resultados obtidos por eletroforese em gel e/ou outras técnicas de
biologia molecular como o PCR-RFLP.

A técnica de PCR-RFLP também foi usada para identificar a presenca de DNA
oriundos de suinos ou bovinos em alimentos ou géneros alimenticios, assim
como para identificar varias espécies numa mesma amostra (VERKAAR et al.,
2002; AIDA et al., 2005; MURUGIAH et al., 2009; MUTALIB et al., 2012;
ERWANTO et al., 2011; ERWANTO et al., 2012). Doosti et al. (2014) avaliaram
0 uso da técnica de PCR-RFLP, utilizando o gene mitocondrial citocromo b
para diferenciar carne bovina, ovina, carne de porco, frango, burro e carne de
cavalo em produtos a base de carne, bem como no estudo de Girish et al.
(2007) que identificou e diferenciou carnes de aves, como: frango, pato,
codorna, galinha d’angola e peru. A técnica foi usada com sucesso também

para detecgcdo mesmo em produtos processados ou autoclavados (Mane et al.
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2009) utilizando a técnica de PCR-RFLP, ressaltando assim, que a técnica
PCR-RFLP é potencial para identificar e diferenciar a origem da carne, uma vez
gue possui alta eficacia porque é muito sensivel e exige quantidades minimas
de DNA para ser realizado. A deteccéo utilizando iniciadores especificos para
cada espécie é o que garante a alta eficiéncia do teste (EGITO et al., 2006).
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CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a técnica de PCR-RFLP é bastante eficaz
na identificagdo de carnes de origem bovina e bubalina devido a sua alta
especificidade, detectando com sucesso também os casos de mescla de carne,
de forma rapida e barata, mostrando-se como uma op¢ao no monitoramento
sanitario da origem dos produtos. Além disso, chama a atencdo a quantidade
de fraudes em produtos carneos comercializados na regido metropolitana de
Macap4, e sugere-se que sejam criadas medidas de vigilancia mais eficazes na
comercializacdo de carnes nos frigorificos. Propde-se o uso da metodologia
também com novos alvos, de forma que a confiabilidade dos resultados seja

ainda maior do que com um unico alvo como atualmente utilizado.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Existem diversos estudos e relatos acerca de casos de fraude alimentar por
substituicdo de espécies em alimentos. As consequéncias desse tipo de fraude
sdo gravissimas, com impactos negativos em diversos niveis, seja ele para
governos, produtores, meio ambiente e consumidores.

No presente trabalho foi aplicado a técnica de PCR-RFLP, um método eficiente
e rapido com baixo custo econdémico, para uma rotina de deteccdo de espécies
gue detectou com sucesso a mescla de carnes bovina pela bubalina. Esse
achado indica, portanto, que ha uma demanda e uma urgéncia do
aprimoramento dos servigos estatais de fiscalizagédo, especialmente na rede de
distribuicdo de produtos carneos, e a necessidade do direcionamento de
politicas publicas de controle da autenticidade de produtos de origem animal e
saude publica.

O artigo cientifico com o titulo “Adulteracdo na comercializacéo de carne moida
bovina pela bubalina: um problema sanitario” foi submetido a revista de Saude

Pudblica, que possui Qualis A2 para a area de Ciéncias Ambientais.
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