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RESUMO

Com o aumento no nimero de adeptos ao veganismo nos ultimos anos, junto a procura
por dietas mais saudaveis, a demanda por alimentos baseados em vegetais tem crescido,
dando origem a um promissor nicho comercial. No entanto, para manter a confiabilidade
desses produtos e os valores éticos exigidos para o estilo de vida, se faz necessario a
autenticacdo destes, para a garantia de auséncia de residuos animais. Neste trabalho, foi
utilizada a técnica de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real, direcionada a regides
conservadas do DNA mitocondrial entre os animais, a fim de criar uma certificacdo
biomolecular para alimentos in natura e levemente processados. Utilizando Kkits comerciais
com sensibilidade de 0,01% para DNA animal, foi alcancado maior especificidade e rapidez
ao trabalho de autenticacdo alimentar, comparado aos métodos empregados pelos 6rgaos
certificadores vigentes. Os produtos submetidos apresentaram resultados positivos para a
emissdo do selo, livres de inibidores, a partir da observacdo dos controles de reacdo, o que
demonstrou o éxito do método. Ainda, foi confirmada a auséncia de elemento animal nas
amostras, sendo todas aptas ao recebimento do selo vegano por certificacdo genética.
Colaborando, desse modo, na valoragdo ética e econdmica destes produtos e marcas, e

entregando confianga aos consumidores e facilidade em suas buscas.

Palavras-chave: Veganismo, autenticacdo alimentar, q°PCR, DNA mitocondrial.



ABSTRACT

With the increase in the number of vegans in recent years, along with the healthiest
diets searching, the demand for plant-based foods has grown, giving rise to a promising
commercial niche. However, to maintain the reliability of these products and ethical values
required for that lifestyle, it’s necessary to authenticate them to ensure the absence of animal
residues. In this research, the real-time polymerase chain reaction technique was used,
targeting conserved regions of mitochondrial DNA in animals, in order to create a
biomolecular certification for in natura and lightly processed foods. Using commercial kits
with sensitivity threshold of 0.01% for animal DNA, greater specificity and speed in food
authentication work was achieved, compared to other methods employed by the certifying
bodies, currently used. The submitted products showed positive results for the seal and
inhibitors-free from the observation of the reaction controls, which demonstrated the success
of the method. Furthermore, the absence of animal elements in the samples was confirmed,
and all of them are suitable to receive the vegan seal by genetic certification. Thus,
collaborating in the ethical and economic valuation of those products and brands, ensuring

trust to consumers and ease in the searches.

Keywords: veganism, food authentication, g°PCR, Mitochondrial DNA.
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1. INTRODUCAO

A consciéncia ambiental tem sido amplamente discutida ao longo dos anos,
despertando entre os individuos a busca por habitos sustentdveis para com o planeta,
principalmente no que estabelece harmonia nas relacbes entre animais humanos e néo
humanos. O Veganismo, por exemplo, dispde de todas as ideias apontadas, propondo a
exclusdo de qualquer forma de exploragdo animal (SOUZA, 2015). Implicando desse modo,
em novas configuracdes e estilos de consumo. Partindo deste principio, surge a necessidade
de um nicho mercadol6gico que atenda as demandas desse novo mercado consumidor, que
segundo pesquisa IBOPE de 2018, ja somam 7 milhdes de adeptos no Brasil.

Para a alimentacdo, além das opc¢des naturais disponiveis de insumos veganos, ja
existem opcOes de produtos industrializados isentos de ingredientes animais. Em 2015, 14%
dos novos produtos langados no mercado europeu correspondiam ao mercado vegano (SVB,
2017). N&o obstante, com o surgimento de novos produtos que prometem substituir por
exemplo carnes e leites, por semelhantes 100% vegetais, se instaura a divida e inseguranca do
consumidor se o que se esta adquirindo esta isento de fraudes — atos intencionais das empresas
objetivando somente o lucro, por praticas de adulteracdo (CORREIA, 2018).

A verificacdo de autenticidade alimenticia é assim imposta para o controle de
qualidade a partir de rigorosos testes que abrangem desde aspectos de adulteracdo intencional
a seguranca e inocuidade do alimento (LOPES, 2013), garantindo a auséncia de quaisquer
resquicios de origem animal. Essas exigéncias concomitam a empregabilidade de seus
resultados na emissdo de certificacfes visuais. Essas devem ser de fécil percepcédo, deixando
explicito em rétulos e embalagens, informacg6es Uteis para a escolha e discernimento do que se
estd comprando e consumindo.

Os diversos métodos de verificacdo adotados pelos 6rgdos de fiscalizacdo baseiam-se
em analises logisticas e de fiscalizacdo ao processo de obtencdo de insumos e producdo. Nao
obstante, métodos mais sofisticados e apropriados podem ser aplicados a problematica da
autenticidade dos alimentos veganos, como técnicas moleculares de deteccdo, que
assegurariam maior eficiéncia, sensibilidade e especificidade. Desde modo, é possivel
identificar e caracterizar corpos estranhos nesses alimentos, por deteccdo baseada no DNA,
com tipagem a partir da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (MALORNY et al., 2003), em
que se amplifica sequéncias especificas de acidos nucleicos.

Enumerando ainda, a deteccdo a sequéncias de DNA mitocondrial, que se fazem

presentes em todos 0s organismos animais e que sdo comumente usados para detec¢do devido
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sua conservacao e resisténcia a degradacdo. Empregando a técnica de PCR em tempo real, até
os fragmentos mais pequenos podem ser encontrados em alimentos altamente processados
(JONKER et al., 2008), se torna possivel fazer uso de tais informacdes para a criacdo de um

selo de autenticacdo vegana por confiabilidade genética, sendo mais especifico e conciso, a

fim de evitar fraudes.
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2. OBJETIVO
2.1 Objetivo geral

Criar um selo a partir métodos moleculares de tipagem de DNA para a identificacdo e

autenticacdo de produtos alimenticios veganos da cadeia produtora paraense.
2.1 Objetivos especificos

1. Implementar tecnologia de deteccéo e identificacdo de DNA de mdltiplas origens por

PCR em tempo real de amostras alimenticias;
2. Validar um servico baseado em biologia molecular de autenticacéo alimenticia;

3. Gerar selos para alimentos in natura e levemente processados.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Veganismo

Segundo a The Vegan Society, o veganismo — termo criado por eles, em 1944 — é uma
filosofia de vida que busca excluir, na medida do possivel, todas as formas de exploracédo e
crueldade contra animais ndo humanos. Para esse estilo de vida, sdo adotadas alternativas que
dispensem o uso de animais na alimentacao, vestuario, produtos em geral que usem direta ou
indiretamente animais no seu processo de producgéo e para finalidades de lazer e qualquer
outra forma de exploracdo. Nesta pauta, animais ndo humanos sdo tidos como seres de
direitos, o que lhes conferem a busca pelo bem estar e dignidade.

As motivaces estdo atreladas a valores éticos, principalmente a reflexdo critica acerca
do sofrimento animal para suprir as demandas nas diferentes esferas de consumo. O
veganismo ativista dispde de propdsitos politicos, no intuito de promover a justica animal,
ndo compactuando com a hegemonia do consumo de carnes e derivados (LONDERO, 2019).
A causa ambiental também é colocada em voga, visto a preocupa¢do ao demasiado uso de
recursos naturais e emissao de gases de efeito estufa para a criacdo de animais de consumo
humano (EMBRAPA). J& o que diz respeito a mudancas comportamentais atreladas a
questdes nutricionais e de saude, é cientificamente aceito que dietas a base de vegetais, com
menor ingestdo de gorduras totais e saturadas, colesterol dietético, sédio e acUcares
adicionados sejam responsaveis pela diminuicdo de riscos a doengas crbnicas nao
transmissiveis, como hipertensio, diabetes e dislipidemia (CASTANE, 2017).

O estilo de vida tem se popularizado, através da visibilidade ganhada na midia e redes
sociais, que compartilham vivéncias e rotinas de individuos que se definem veganas. Tal fator
colabora para sua aceitacdo e influéncia social, aumentando o nimero de adeptos, e instigando
ao consumo a esse novo conjunto de valores. Essa abordagem movida por interesses
mercadologicos distancia de certo modo os conceitos tradicionais do movimento, visto que
gera o que ¢ chamado pelos estudiosos, de “estilo de vida ou veganismo corporativo”
(WHITE, 2019) que se reduz a questdes alimentares, uma vez que ele vem sendo enquadrado

como dieta beneéfica a saude, de proposito puramente nutricional.

3.2 Mercado consumidor

A demanda por produtos alimenticios veganos tem crescido seja por parte declarados
veganos ou mesmo por simpatizantes, adeptos a outras configuragdes alimentares, vindo
buscar no nicho alimentos mais saudaveis. Os chamados consumidores verdes, sustentaveis

ou socialmente responsaveis promovem um consumo consciente e critico, gerando a
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reconstrucdo de seu modus vivendi (RIBEIRO, 2019) e sua responsabilidade para com a
sustentabilidade — que é importante para 67% dos respondentes a pesquisa da Ingredion
(2020). Cria-se, portanto, um conjunto de praticas de consumo que constroem espacos e
identidades — objetos de observacédo e estudo acerca deste perfil consumidor.

Sendo tragado o perfil, fica evidente faixa etéria, classe socioeconémica e até mesmo
género majoritarios na composic¢do do grupo. Em pesquisa feita pela CONVIBRA (2017) a
maioria dos entrevistados estdo inseridos na faixa etaria dos 16 a 25 anos, com predominancia
feminina. O cuidado com a saude, seria um fator importante para o consumo de alimentos
Plant-based, assim como o quesito nutritivo (INGREDION, 2020). A popularidade entre os
jovens, pode ser presumida pelo “tempo de tela” destes, sendo os maiores usuarios dos meios
de comunicacdo virtuais, onde tendéncias sdo amplamente difundidas. Para FREITAS et al.
(2021) O engajamento deste estilo de vida pelo compartilhamento de informag6es e conexdes
de pessoas nas redes sociais geram impacto na industria e pontos comerciais, promovendo
estudos e aprimoramento de produtos e processos nos setores alimenticios que atendam aos
consumidores deste segmento.

Nos ultimos 6 anos, as buscas pela palavra “veganismo” no Google tiveram um
aumento de 1000%, somente no Brasil (Google trends). Nao obstante, até o atual momento,
apesar da notoria popularidade, ndo ha pesquisas sobre a populacdo vegana brasileira. Logo,
0S nUmeros acerca tratam-se de estimativas a partir dos dados de vegetarianos, ja que no
segmento alimentar, o veganismo seria um subgrupo deste, e ndo distinguidos nas presentes
pesquisas. Adotando a média de veganos de outros paises, em consonancia ao total de
vegetarianos brasileiros, seriam cerca de 7 milhdes de veganos. A concentracdo de
vegetarianos, com base em pesquisa realizada pelo IBOPE (2018), tem aumentado em 75%

desde 2012 e varia entre as regides brasileiras (tabela 1).

Tabela 1 — Concentracdo populacional de vegetarianos no Brasil.

Regido Percentual
Norte e Centro Oeste 6%
Nordeste 10%
Sudeste 8%

Sul 6%

Fonte: IBOPE, 2018.

O mercado vegano tem crescido 40% ao ano e tem atualmente um leque diverso de
opgoes de alimentos industrializados e os chamados “produtos prontos". A oferta ainda parece
pequena quando pesquisas como a da empresa Ingredion, junto a Opinaia (2020), apontam
que 90% dos brasileiros procuram uma alimentacdo mais saudavel em produtos vegetais.

Porém, em oposicdo a esses dados, outras informagcfes da mesma pesquisa apontam que a
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principal motivacdo para a ndo aquisicdo de alimentos plant-based seria os pregos elevados
(59%). Desse modo, as buscas por produtos védo se dar principalmente pelo preco acessivel
(61%), e logo depois pelo sabor (57%).

Outros dados mostram que duas em cada trés pessoas entrevistadas, estariam dispostas
a consumir menos carne. A adaptacdo alimentar a nova dieta se d& por atributos sensoriais
correspondentes a cor, textura, aroma e sabor (FREITAS et al., 2021) que remetem a
alimentos de origem animal antes consumidos. Esses substitutos proteicos industrializados
devem proporcionar caracteristicas atrativas ndo somente em sua composi¢cdo, como também
em estratégias de marketing e rotulagem. 55% dos entrevistados consumiriam mais produtos
veganos se estivesse melhor indicados nos rétulos. Estas taticas mercadoldgicas denominam o
marketing verde, que diz respeito a selos que certificam produtos com propostas sustentaveis

para o consumidor.

3.3 Certificacao

A certificacdo serve para verificar ingredientes, processo, producdo, armazenamento
de matérias-primas, embalagens e rotulagem para garantia da qualidade do produto final
(MACEDO e PIERRE, 2020), os regulamentando dentro dos padrdes exigidos. E um direito
assegurado ao consumidor, que garante informacdes imparciais e precisas acerca do que vira a
consumir. Sob essa perspectiva, os selos de certificacdo sdo os métodos mais confiaveis na
geracdo de seguranca e agregacao de valor aos consumidores e empresas, respectivamente.

No Brasil, os 6rgdos governamentais responsaveis pela aplicacdo de legislacbes de
seguranca alimentar séo 0 MAPA (Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento) e a
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) que dispde de resolucBes e portarias
sobre boas préaticas de fabricacdo. Ainda ndo existe resolucdo ou lei que reconheca a
manufatura ou rotulagem para alimentos vegetarianos e veganos no pais. Neste contexto,
surgem instituicdes alinhadas aos valores vegetarianos-veganos, que emitem selos a esses
produtos, a partir da submissao feita pelas empresas interessadas (quadro 1).

Os padrdes para avaliagdo sdo de presungdo dbvia; criados pela European Vegetarian
Union (EVU), alimentos veganos ndo podem conter ingredientes animal e/ou substancias
oriundas destes, assim como aditivos, suplementos ou enzimas, nem processados por
tecnologias de origem animal. Ainda é abordado o ndo uso de animais em testes durante o
processo de fabricagcdo do alimento. Visto a possibilidade de contaminagdo ndo intencional, o
percentual maximo para a certificagdo do produto vegano é de 0,1% de contaminacdo (EVU,
2017).

Tabela 2 — Certificados veganos disponiveis no Brasil.
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Selo Descrigéo Meétodos Cobertura Agéncia
Certificadora
Programa Avaliacédo do Nacional Sociedade
“Certificado processo de vegetariana
Produto vegano desenvolvimento e Brasileira
SVB” foi criado fabricacéo, (SVB)
em 2013, e abrange podendo haver
produtos de analise laboratorial
diversos setores e visita a planta de
producéo.
A Vegan Society Avaliacdo nos  Internacional The Vegan
identifica produtos  ingredientes do Society
veganos produto.
internacionalmente
eg’arf desde 1990,
abrangendo
produtos de varios
segmentos.
A associagdo Padrbes do selo  Nacional Associacao
brasileira de original inglés Brasileira de
veganismo, certifica  The Vegan Veganismo
produtos e servigos  Society
veganos que nao Trademark.
testados em animais
ou que contenham
ingrediente animal.
O programa Avaliacédo no Internacional Brand
BR@ S “BRCGS Plant- processamento, Reputation
= ———— based” certifica embalagem e Compliance
alimentos a base de  ingredientes. Global
plantas. Standards
(BRCGS)

Fonte: adaptado de MACEDO e PIERRE, 2020; BRCS.

Nota-se que ndo ha um padrdo de métodos para avaliagdo. Empresas e organizagoes

independentes sinalizam seus criterios e técnicas para a identificacdo, em que estes ndo séo
bem esclarecidos em seus veiculos de informacéo; empresas com produtos nédo certificados
optam por suas proprias sinalizagfes visuais, geralmente selos com a letra V, ou qualquer
outro simbolo para a pretenséo. Todos os selos acima dispdem de espagos para dendncias de

uso indevido ou fraudulento dos selos.
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3.4 PCR

A técnica da reacdo em cadeia da polimerase tem trazido grandes avangos para a
biologia molecular no que condiz a deteccdo e quantificagdo amostral. Criada por Kary
Mullis, que recebeu um Prémio Nobel de Quimica pelo feito, a técnica ocorre in vitro, onde
moléculas de DNA sdo amplificadas de forma continua. Ela se constitui em um par de primers
(forward e reverse) de oligonucleotideos sintéticos, projetados para a sequéncia especifica da
fita de DNA em que devem se ligar para a sintese. Se faz necessario também uma enzima
DNA polimerase, que pelas elevadas temperaturas admitidas na reacdo, usa-se a Tag
polimerase, isolada da bactéria termofilica Thermus aquaticus.

Iniciam-se sucessivos ciclos, onde a reacdo se divide em trés grandes etapas (figura 1):
a (1) desnaturacdo do DNA dupla fita com o rompimento das pontes de hidrogénio, quando
exposto a elevadas temperaturas de em média 90°C por 15 segundos; (2) anelamento, que é o
reconhecimento pelos primers a sequéncia alvo, por incubagdo a 50°C a 60°C por 30 a 60
segundos e a (3) polimerizacdo de uma nova fita de DNA, pela adi¢do de nucleotideos as
extremidades da fita, realizada em temperaturas de 70°C durante 1 a 3 minutos. Apé6s a
amplificacdo, é utilizado eletroforese em gel de agarose para a detec¢do do produto final a
partir de corante que intercala com o DNA, emitindo fluorescéncia sob luz ultravioleta
(SUAREZ, 2010).

Figura 1 — Etapas da reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
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Fonte: adaptado de BioRender, 2019.
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3.4.1 RT-gPCR

Na PCR em tempo real (RT-gPCR), a amplificacdo e quantificacdo sdo feitas
simultaneamente de forma mais sensivel e especifica. A técnica monitora a amplificacdo em
cada ciclo, confirmando a cinética de amplificacdo da PCR visualmente e identifica os
produtos qualitativamente e/ou quantitativamente (MATSUDA, 2017), usando fluoréforos,
que incidem fluorescéncia. A medida que essa fluorescéncia aumenta, vai sendo plotado uma
curva de amplificacdo que discorre ao nimero de ciclos.

A partir disso, determina-se um ciclo de quantificacdo (Cq), denominado também
como limiar de ciclo (Ct - cycle threshold), que diz respeito ao nimero de ciclos necessarios
para a amplificacdo atingir taxa exponencial e produzir fluorescéncia significativa.
A caracterizacdo do Ct é dada pelo tracamento de uma linha paralela ao nimero de ciclos e
nivelada onde se inicia a fase exponencial de amplificagdo. Quando a linha de amplificacéo
cruza com o threshold, se determina, portanto, o inicio da amplificacdo da sequéncia alvo
(figura 2). Quanto menor o valor de Ct obtido, maior foi a expressdo do gene-alvo (SUAREZ,
et al., 2010). Ao término da operacdo, ndao ha manipulacdo, diminuindo as chances de
contaminacgdo. Para a execucdo da gPCR, existem comercialmente dois sistemas disponiveis,
Sybr Green® e TagMan®.

Figura 2 — Gréafico plotado em software de qPCR.

Amplificacdo

Fluorescéncia

Ciclos
Fonte: Elaborado pelo autor.

3.4.1.1 SYBR Green ®

Este sistema (Thermo Fisher scientific) € o mais utilizado por sua facilidade de
execucdo e custo. Ele se caracteriza pelo uso de corante de cianina, que se liga a todo DNA
dupla fita de forma ndo especifica, fazendo a detecgdo a partir do acimulo a medida que

ocorre a reacdo (figura 3). Na adicdo do corante a amostra, este se ligara a todo o DNA dupla
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fita presente. Na fase de desnaturacdo, a fluorescéncia é reduzida, porém retomada durante a
extensdo da fita, a DNA AmpliTaq Gold™ amplifica a sequéncia alvo e os fluor6foros se
ligam nas fitas em formacéo, resultando num aumento de fluorescéncia a cada ciclo, que ao
final sera proporcional ao produto gerado pela PCR.

H4, portanto, a possibilidade de monitoramento de todas as sequéncias de dupla fita, o
que leva de certo ponto a uma de suas desvantagens, que € producdo de falso-positivos, uma
vez que este composto se liga a qualquer produto de DNA, incluindo produtos nédo especificos
da reacdo. Este é também um sistema de baixo custo, uma vez que ndo se faz necessario 0 uso
de sondas a reacao.

Figura 3 — Acéo do corante SYBR Green ®.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
3.4.1.2 TagMan®

O sistema TagMan ® (Thermo Fisher scientific) utiliza sondas de hidrolise
fluorogénicas para atividade da nuclease 5’ da Taq DNA polimerase na detec¢do de
sequéncias especificas. Neste, varias sondas podem ser usadas em um Unico tubo,
amplificando varios alvos (PCR multiplex). Seu nome se da pela alusdo ao videogame Pac-
Man, onde o mecanismo do sistema é baseado no principio do jogo. E um método de custo
elevado, levando em conta a sintese de uma sonda para cada regido especifica.

S&o desenvolvidas sondas oligonucleotidicas contendo em sua extremidade 5° um

fluoréforo reporter (R), e na extremidade 3’ uma molécula bloqueadora de fluorescéncia
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guencher (Q). Inicialmente, com a sonda ainda intacta, ha a transferéncia de energia por
ressonancia de fluorescéncia entre as moléculas quencher e repérter, o que reduz
significativamente a fluorescéncia emitida desta ultima. Em contato com a sequéncia alvo, a
sonda se anela a fita, proximo a um dos primers, sendo entao clivada por acao da nuclease 5’
da Taqg polimerase (figura 4). Voltando as moléculas quencher e reporter, as duas sao
separadas, aumentando o sinal da repdrter que ja ndo € controlado pela, e finalmente a sonda é
removida da fita, para acdo plena dos primers. A cada novo ciclo este mecanismo se repete,
havendo o acumulo de fluorescéncia, que serd, portanto, proporcional ao ndmero de
amplicons gerados.
Figura 4 — Acdo da sonda TagMan ®.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
3.5 DNA mitocondrial

Presente na mitocéndria, 0 DNA mitocondrial (mtDNA) é um &cido nucleico circular
exclusivo dessa organela, com um tamanho de aproximadamente 16kb para vertebrados,
originando 37 genes (CUROLE,1999), ndo contendo introns em seu genoma. Sua transmissao
ocorre de forma uniparental; herdados do odcito, antes da fertilizacdo, pois 0 mtDNA paterno
é degradado durante a fecundacéo.

Suas caracteristicas o tornam um 6timo e completo marcador genético. Suas regides

conservadas entre as espécies (HARRISON, 1987), dentro de um genoma pequeno e simples,
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em que ndo sdo encontradas sequéncias ndo codificantes. Ele é encontrado em elevadas
quantidades de cdpias na célula, o que torna facil o seu isolamento. Ndo obstante, seu formato
circular Ihe garante maior resisténcia a degradacdo (HOPKIN, 1999) quando comparado ao
DNA nuclear.

Sua escolha para testes de deteccdo é preferivel quando se trabalha com amostras
pequenas ou insuficientes para anélise. Alimentos processados, por exemplo, sdo submetidos
a etapas de preparo que podem degradar totalmente o DNA nuclear, originario de sua matéria

prima, dependendo do nivel de seu processamento.

3.5.1 Citocromo B

O citocromo b é uma proteina mitocondrial do complexo citocromo bcl e b6f
(ANDREU et al, 2011), responsavel pelo transporte de elétrons. Codificada pelo gene cyb b,
essa regido no DNA mitocondrial é usada para analises de relagdes evolutivas entre as
espécies, por sua variabilidade (ANDREU et al, 2011) e por ser compartilhada por quase
todos os animais. Analises comparativas de Howell (1989) mostram regides conservadas do
gene durante a evolucdo entre diferentes eucariotos; a proteina por sua vez, tem sofrido
mudangas de forma lenta durante o processo evolutivo, fator que colabora e estabelece
relagdes filogenéticas entre animais (KOSHER et al., 1989).

3.6 Kits para detec¢do

Para a detecgdo de contaminantes de origem animal em alimentos veganos, ja existem
kits comerciais e sistemas destinados exclusivamente para tal finalidade. Sdo encontrados
material para extracdo de DNA genémico e para sistemas de qPCR, dentro dos padrbes de
sensibilidade demandados para aplicacdo industrial. Constata-se que, ao comparar alguns
desses Kits, esses se baseiam nas mesmas premissas, com o alvo em comum para as analises.

A empresa alemd@ Minerva Biolabs ® desenvolve kits de biologia molecular para
controle e contaminacdo microbiana e dispde de uma linha vegana de kits de extracdo de
DNA, e para gPCR. O ExtractNow™ Vegan Control faz a extracdo de DNA, baseada em
coluna giratéria. O sistema em qPCR Vegan Control ™ Mix detecta até 0,1% de DNA animal
de mamiferos, com alvo na regido codificadora da proteina citocromo b no mtDNA, a partir
de sondas TagMan ® marcadas em FAM ™ ¢ HEX ™ em durag¢do de reagdao de 150 minutos.

Por conseguinte, para a linha RapidFinder™, da Thermo Fisher Scientific ®, foi
desenvolvido o kit RapidFinder ™ Vegan ID. Ele identifica DNA animal de mamiferos em

amostras de alimentos crus ou processados com sensibilidade de 0,01%., tendo também como
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alvo sequéncias conservadas do DNA mitocondrial. A deteccéo se faz por uso de duas sondas
TagMan ® MGB, marcadas nos canais FAM ™ e VIC ™, transcorrendo em 90 minutos.

Foi encontrado também o VERYfinder food fraud prevention Real-time PCR kit —
VEGETARIAN (Generon ®) verification. Este reconhece indicios de contaminacdo animal de
até 0,1% em alimentos veganos. Maiores informacgdes ndo puderam ser extraidas pelo carater

restrito ao manual do Kit.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Amostragem

O presente estudo contou com amostras de alimentos in natura e processados, obtidas
in loco na producdo das empresas de alimentos Alteroza LTDA e Gaudens Chocolate. Apos

as coletas, as amostras foram guardadas sob refrigeracao para evitar degradacéo.

4.1.1 Alteroza

A industria e comercio de Conservas Alteroza LTDA fica localizada na Vila dos
Cabanos, em Barcarena. Seus produtos tém como matéria prima o fruto do acai e sua palmeira
para a fabricacdo de produtos alimenticios a partir da polpa da fruta e do palmito em conserva,
respectivamente.

Paras as analises foram amostrados produtos da mesma composi¢cdo, porém de duas
linhas diferentes da marca. Da linha Natuz (figuras 5) foram obtidos da esquerda a direita:
polpa de acai médio, sorbet e palmito em conserva; para a linha Chef (figuras 6): polpa de
acai médio e palmito em conserva.

Figuras 5 — Produtos submetidos a analise da Alteroza LTDA: Linha Natuz.

Fonte: acervo do autor.

Figuras 6 — Produtos submetidos a anélise da Alteroza LTDA: Linha Chef.

Fonte: acervo do autor.
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4.1.2 Gaudens Chocolate

A Gaudens Chocolate € uma empresa de chocolates finos, com fabrica e loja
localizadas no centro de Belém. Sdo comercializados diversos tipos de doces, bebidas e
chocolate advindos do fruto do cacau.

Para as anélises (figuras 7), foram utilizados a barra de chocolate 71% cacau da linha
Fit e amostras de nibs de cacau de duas origens: de frutos provenientes do municipio de
Medicilandia, sudoeste paraense; e do cultivo organico da casa de Chocolate da Filha do

Combu, localizada da Ilha do Combu, em Belém.

Figuras 7 — Produtos para analise da Gaudens Chocolate.

Fonte: acervo do autor.
4.2 Extracdo de DNA

A extracdo do DNA total foi feita utilizando o kit GMO Extraction Kit (Thermo
Scientific, EUA), seguindo o protocolo do fabricante. Em suma, foram feitas as aliquotas de
500mg de cada amostra e transferidos para tubos de lise para a extragcdo de DNA (figuras 8).
Visto o carater sélido das amostras de palmito, essas tiveram que sofrer maceracdo conica.
Foi finalmente iniciada a preparacdo das amostras com a adigdo de 978uL de fosfato Buffer,
seguidos de 122ul. de MT Buffer aos tubos. As misturas foram homogeneizadas em vortex
por 40 segundos em velocidade 6x; as amostras de palmito permaneceram por mais 40
segundos para sedimentar. Apo6s isso, foram centrifugadas a 14000 xg por 10 minutos para a
obtencéo do pellet e transferidos 2,0ml do sobrenadante para tubos limpos, com a adi¢do de
250uL de PPS (Protein Preciptation Solution), sendo invertidos manualmente por 10 vezes.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas novamente a 10000 xg por 5 minutos, com
transferéncia do sobrenadante para novos tubos.

Foi adicionado entdo o Binding Matrix Solution, com 1,0 ml de sobrenadante em
tubos de 15ml. Os tubos foram invertidos manualmente por 2 minutos para o material
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genético intercalar & matriz, e posteriormente acomodados em estante por mais 3 minutos.
Ap0s isso foi descartado 500uL de sobrenadante e adicionado novamente o binding Matrix, e
transferidos 600uL dessa mistura para tubos SPIN Filter para centrifugacéo a 14000 xg por 1
minuto. O tubo foi esvaziado e adicionado o restante da mistura para nova centrifugacéo e
repeticdo deste processo. O SPIN Filter foi colocado para secagem a 5 minutos em
temperatura ambiente, seguidos de ressuspensdo da matriz em 100uL de DES (DNase). Por
fim, as amostras foram centrifugadas a 14000 xg por 1 minuto, e descartado o filtro do tubo.

Figuras 8 — Preparo das amostras para a extracdo de acido nucleico.
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Fonte: acervo do autor.

4.3 gPCR

As amostras foram preparadas com o kit RapidFinder™ Vegan ID (Thermo Scientific,
EUA), que utiliza duas sondas TagMan™ -MGB. Foram usados 5ul e amostras de DNA
extraido, para uma concentracdo de 10ng/ul para a execucdo da analise, com um volume final
de 25ul, contendo 7,5ul de Vegan Master Mix e 12,5ul de General Mix. A PCR foi
manipulada em equipamento QuantStudio 12k Flex (Thermo Scientific, EUA), seguindo o
protocolo de ciclagem: 95 °C por 10 min, seguido por 36 ciclos de 95 °C por 15 segundos e
60 °C por 1 min. Para os controles da amplifica¢do, foram incluidos aos ensaios um controle
negativo da extracdo de DNA, além dos controles do kit; um controle negativo (NTC) e
controle positivo com DNA bovino. As configuracbes do software foram definidas

automaticamente para a linha de base, e manualmente para FAM e VIC com limiar de 0.1.

4.4 Emissao do laudo técnico

Apbs as andlises, os selos de autenticidade vegana serdo emitidos para aqueles
produtos que contenham até 0,3% de DNA animal na amostra, sendo considerada
contaminacdo ndo intencional (manipulacdo dos operadores, equipamentos e ambiente),

estando dentro de condi¢des sem perigos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras foram manipuladas em reacGes separadas, de acordo com suas respectivas
marcas. Estas foram listadas e identificadas conforme a tabela 2. A cada reacdo foram
adicionados um controle negativo da extragdo contendo agua destilada processada junto as
amostras de DNA isolado, e controles positivo e negativo da PCR.

Tabela 3 — Identificacdo das amostras submetidas a anélise.

Alteroza LTDA GAUDENS CHOCOLATE
Produto Sigla Produto Sigla
Palmito Chef PC Chocolate Fit 71% GC71
Palmito Natuz PN Nibs cacau torrado GNCT
Polpa Chef POC Nena Nibs GNN
Polpa Natuz PON Controle positivo Positive Control
Sorbet Natuz SN Cont. negativo da extracdo =~ NEC
Controle positivo Positive Control | Controle negativo NTC
Cont. negativo da extracdo NEC
Controle negativo NTC

Fonte: Elaborada pelo Autor.
5.1 Deteccgéo

Os primers para a reacdo foram projetados para a amplificacdo de regides especificas
do mtDNA, conservada entre os mamiferos. Para isso, o resultado em qPCR esperado para a
emissdo do selo vegano para os produtos testados é dado quando o Ct das amostras for maior
que o Ct cut off da reacdo. Para a configuracdo do equipamento, junto as instrucbes do kit
utilizado para a reacdo, o valor do Ct cut off é definido pelo Ct do controle positivo + 3,32.
Dentro destas configuracdes de padronizacdo, as amplificacbes foram bem sucedidas, com os
resultados negativos para a deteccdo de DNA animal tanto para a marca Alteroza (tabela 3,
figura 9), quanto para a Gaudens Chocolate (tabela 4, figura 10).

O valor de Ct cut off para a reagdo dos produtos Alteroza foi de aproximadamente
31,79. Todas as amostras apresentaram valores de Ct posteriores ao Ct cut off, demonstrando
a auséncia de qualquer residuo animal. Ademais, as amplifica¢fes ocorreram de forma tardia
e apresentaram diferenca estreita entre as amostras, com valores de Ct aproximados. Desse
modo, se pondera que mesmo com uma sensibilidade do sistema de 0,01%, houve um
fraquissimo ou nenhum contato cruzado com material animal ou contaminacdo por
manipulacdo humana durante a cadeia de producéo.

Para uma empresa com produtos provenientes de uma Unica matéria prima - o pé de
acaizeiro - e estes em classificacdes in natura e levemente processados, tais resultados
condizem também ao nivel de seguranga e qualidade da cadeia produtora para com higiene e

boas praticas de produgdo. Com a comercializagdo fruto crescimento no mercado nacional e
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internacional, houve um aumento em seu cultivo para maior producdo de polpas e derivados
(Homma et al., 2006), o que levou também a incidéncia de préaticas fraudulentas para suprir
demandas e obtencdo de lucro. Sdo documentadas ocorréncias de adulteracdes de polpas e
derivados do fruto, principalmente na adicdo de compostos amilaceos, mas também pelo uso
de corantes e emulsificantes para alteragdes na espessura, cor e sabor do produto (DA SILVA
etal., 2021).

Tabela 4 — Valores de Ct para as amostras de Alteroza LTDA.

ct cut off (28,5+3,32)

Amostra Ct Laudo
PC 32,3 Vegano
PN 32,5 Vegano

POC 32,7 Vegano
PON 32,3 Vegano
SN 35,7 Vegano

Fonte: Elaborada pelo Autor

Figura 9 — Gréfico para obtencdo do valor de Ct Alteroza.
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Tabela 5 — Valores de Ct para as amostras de Gaudens Chocolate.

ct cut off (28,7+3,32)
Amostra Ct Laudo
GC71 31,9 Vegano
GNCT 32.9 Vegano
GNN 35,7 Vegano

Fonte: Elaborada pelo Autor.

Figura 10 — Curva de amplificacdo das amostras Gaudens.
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Fonte: Elaborada pelo Autor.

Para os produtos amostrados da Gaudens Chocolate, o Ct cut off ficou marcado em
aproximados 31,85. Para este ensaio, novamente as trés amostras iniciaram a amplificacao
acima do Ct de corte, representando a auséncia de DNA de mamiferos nos alimentos, estando

em consonancia com as informac0es declaradas comercialmente dos itens.
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As considerac@es levantadas para a fabrica da Alteroza LTDA, séo retomadas agora
para a Gaudens, por boas praticas de producdo e higiene. Esta empresa, ndo sendo
exclusivamente do nicho vegano, possui outras linhas de chocolates processados, tendo em
sua composicdo leite e derivados, 0 que néo interfere na integridade dos processados veganos,
por possiveis contaminacGes a partir do uso dos mesmos equipamentos de producdo e no
armazenamento.

Para adulteracdo de chocolates processados sdo datados uso de gorduras animais,
como banha (CHE MAN et al., 2005; ROSMAN et al., 2016), para a substituicdo da manteiga
de cacau e consequente barateamento na produgdo, comprometendo a qualidade do chocolate
(BAHRI e CHE MAN, 2016). ROSMAN (2016) identificou em componentes basicos do

chocolate adulteragcbes com banha suina para autenticacdo halal.

5.2 Controle interno positivo (IPC)

Para a determinacdo de pureza dos acidos nucleicos e possivel interferéncia na
deteccdo de fluorescéncia e geracdo de falsos negativos, é feito o uso de um controle interno
de amplificacdo (LOPES, 2013). A amplificacdo do IPC deve ocorrer de forma igual entre
todas as amostras e controles, tendo, portanto, valores semelhantes de Ct (STRAYER, 2014),
constatando a auséncia de inibidores de PCR.

As reacOes executadas para este trabalho deveriam apresentar valor do IPCcq
semelhante ao Ct do controle positivo (figuras 11). Assim, ambas obtiveram IPC aprovado,
com os valores de ICPcq aproximados, aprovando sua confiabilidade para os testes de
amplificag&o.

Figuras 11 — Grafico IPC Alteroza e Gaudens, respectivamente.
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5.3 Laudo técnico e emissdo do selo

Apds as etapas de bancada, validacdo dos resultados e avaliacdo técnica, os produtos
analisados receberam o selo de certificacdo por DNA, para os rétulos e afins dos produtos
(imagem 15), emitidos pela associagdo BioTec-Amazonia. Eles terdo vigéncia de 12 meses,
havendo possibilidade de renovagdo, a partir de auditoria e nova analise técnica para
averiguacdo no processo de producéo.

Fica claro o ganho das empresas para com o recebimento da certificacdo. As marcas
impulsionadas pelo intuito de assegurar maior transparéncia nas informag6es do produto e de
seus componentes, fazem uso de certificagcdes visuais claras e concisas. aumentando de tal
maneira a confianca dos consumidores quanto a procedéncia da matéria prima e producao, 0s
considerando para composicdo de suas dietas, sejam elas de individuos veganos ou ndo
veganos.

Figura 12 — Certificacdo visual do Selo Vegano.

DNA CERTIFIED

Fonte: BioTec-Amazobnia, 2021.
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6. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos, constata-se a eficiéncia do método molecular para a
avaliacdo qualitativa para produtos alimenticios e sua autenticacdo. Os kits comerciais
utilizados demonstraram alta eficiéncia e sensibilidade, proporcionando a diferenciagdo na
presenca intencional e acidental de residuos carneos e afins em matrizes alimentares simples e
complexas. Ressalta-se também a rapidez na obtencdo de resultados, onde a metodologia
empregada transcorre em até um dia, com a possibilidade de manipulacdo de um significativo
nimero de amostras. Para estudos futuros, se faz necesséario e importante a aplicacdo da
técnica a outras matrizes alimentares, como a de alimentos altamente processados e mesmo
pratos prontos das redes de restaurantes de Belém. Aumentando a variedade de dados da
industria alimenticia paraense, e implementacdes a técnica.

Os produtos submetidos ao estudo estdo todos aptos a concessdo do selo vegano, ndo
contendo qualquer resquicio infimo de deturpacdo ou contaminacdo cruzada. A certificacdo
visual ja estd sendo empregada em roétulos e em divulgacdo através dos meios de
comunicacdo. Implicando de tal forma na agregacéao de valor as marcas e destaque em relacao
a concorréncia, assim como aumento na procura e interesse dos consumidores. Reacgdes essas,
positivas a ambas as partes a partir de uma certificacdo confiavel e incontestavel.

Levando em consideracdo a diversidade de selos de autenticacdo vigentes com
predominancia na fiscalizacdo logistica, revisdes deste carater, junto a avaliacdo de lista de
ingredientes ndo sdo suficientes, tendo em vista as ocorréncias de fraude tanto na fabricacéo,
quanto em roétulos. Normas de padronizacdo futuras necessitam adotar dentre seus métodos de
garantia de qualidade, analises laboratoriais que atestem a auséncia de material genético
animal, em razdo que a analise por DNA se mostra uma das mais seguras, visto sua
especificidade.

Por fim, fica claro o potencial da cadeia produtiva de alimentos paraense para atender
0 nicho vegano regional e mesmo nacional, pois atendem todos os requisitos internacionais de
producdo. Por essa perspectiva se mostra possivel a fabricacdo de produtos veganos locais,
atendendo a demanda de consumo que estd em constante crescimento, e proporcionando o

desenvolvimento cultural e econdmico da regiéo.
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