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Resumo 

 

A pimenta (Piper nigrum L.), também denominada pimenta do reino ou pimenta 

preta, é uma das mais importantes e comercialmente valorizadas especiarias. É utilizada 

como condimento na confeção de alimentos, mas também possui outras propriedades 

constituindo um útil recurso na medicina tradicional e na cosmética.  

Como consequência do seu elevado valor comercial, tem sido frequentemente 

associada a episódios de adulteração com outras substâncias. A deteção de adulterantes 

é, neste contexto, de extrema importância para garantir a qualidade do produto bem como 

combater as práticas fraudulentas na indústria alimentar. Existem diversas metodologias 

desenvolvidas para avaliar a autenticidade da pimenta desde as mais clássicas como a 

microscopia, métodos físicos, químicos e imunoensaios às mais recentes baseadas na 

análise de ADN. Todavia nenhuma apresenta robustez suficiente para o controlo de 

qualidade eficaz e atempado exigido pela indústria atual.  

O objetivo deste trabalho consistiu assim no desenvolvimento de uma metodologia 

analítica robusta para deteção dos principais adulterantes da pimenta (as sementes de 

papaia, farinha de milho e pimenta de Caiena) utilizando a técnica PCR em tempo real 

acoplada a uma análise High Resolution Melting. As regiões estudadas para o desenho 

dos primers específicos foram os loci rbcL, matK, psbA-trnH e trnL tendo sido selecionado 

o locus trnL para a pimenta preta, a papaia e o milho e o locus psbA-trnH para a pimenta 

de Caiena. O método foi validado tendo em conta critérios essenciais nomeadamente a 

especificidade e a sensibilidade. A especificidade dos primers foi confirmada através de 

testes de amplificação com matrizes de referência não alvo e a sensibilidade foi estimada 

mediante a determinação do limite de deteção (LOD6) de cada um dos adulterantes 

estudados. O LOD6 expresso em Cópias do Genoma Haplóide (HGE/µL) foi de 1 para 

papaia e milho, e 10 para pimenta de Caiena. No final do trabalho aplicaram-se os 

marcadores desenvolvidos a vinte e nove amostras adquiridas comercialmente tendo-se 

verificado que em cerca de 50% das amostras testadas foram detetados papaia, milho ou 

pimenta de Caiena.  

 

 

Palavras-chave: pimenta, autenticidade, PCR em tempo real.  
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Abstract 

 

The pepper (Piper nigrum L.) is one of the most important and most commercialized 

spices in the world. It is used as a flavoring agent in food confectionery but also has 

properties constituting a useful resource in traditional medicine and cosmetics. The pepper 

is one of the most considered spices in the world being commercially highly valued. As a 

consequence of its high value, it has often been associated with several episodes of 

adulteration with other substances. The detection of adulterants is, in this context, of utmost 

importance to assure product quality as well as combat fraudulent practices in the food 

industry. There are several methodologies developed for evaluate the authenticity of the 

pepper. The classical analytical methodologies used for the detection of adulterations 

include microscopy, physical methods, chemicals, immunoassays and, more recently, 

methods based on DNA analysis. DNA based methods play an increasingly important role 

in adulterants detection in processed foods. 

Thus, the goal of this work was to achieve the analytical method for the detection of 

major pepper adulterants (papaya seeds, corn flour and Cayenne pepper), using real-time 

PCR technique coupled to a High Resolution Melting analysis. For method optimization, 

were used samples of black, white and green pepper, maize flour and Cayenne pepper. 

The regions studied for primer designing were the loci rbcL, matK, psbA-trnH and trnL, 

having been selected trnL locus for the pepper, and the papaya, maize and the psbA-trnH 

loci for Cayenne pepper. The method was validated having regard to certain essential 

criteria: specificity and sensitivity. Primers specificity was confirmed by amplification tests 

with non-target reference matrices and the sensitivity was studied by determining the 

detection limit (LOD6) and was carried out through tests in six-fold serial dilutions of the 

DNA of each of the studied adulterants. LOD6 was determined on Copies of the Haploid 

Genome (HGE)/ μL. To papaya and corn marker, was 1HGE and for Cayenne pepper was 

10 HGE, constituting a highly sensitive method. 

At the end of the study, the developed markers were applied to twenty-nine 

commercially available samples and it has been found that, in about 50% of the samples 

papaya, maize and Cayenne pepper were detected. 

 

 

Keywords: pepper, authenticity, real-time PCR. 
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1. Importância da Pimenta do Reino 

 

A pimenta (Piper nigrum L.), também denominada pimenta do reino ou pimenta 

preta representa uma das mais importantes e mais comercializadas especiarias no mundo 

(5). No passado era tão preciosa que apenas os reis e pessoas das mais distintas classes 

da sociedade detinham o privilégio da sua posse. Esta planta, ilustrada na figura 1, 

pertencente à família das Piperaceae, género Piper e espécie Piper nigrum, é uma espécie 

trepadeira, oriunda das regiões tropicais da Índia. Os seus frutos possuem elevado valor 

comercial e, quando inteiros, têm forma globular apresentando aroma forte e pungente. Os 

frutos da pimenta são compostos por várias substâncias incluindo o óleo volátil, compostos 

alcalóides, terpenos, linhanos e flavonas. A sua característica mais marcante é a pungência 

e deve-se essencialmente à presença do alcalóde piperina na sua composição. Este está 

presente na forma de quatro estruturas isoméricas: piperina, isopiperina, chavicina e 

isochavicina como ilustrado na figura 2, no entanto, a contribuição dos três últimos 

isómeros referidos para a pungência final da pimenta é residual.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Planta da Pimenta com frutos imaturos. Adaptado de: (6) 

 

Os extratos da pimenta são também amplamente utilizados pela indústria de 

alimentos. Os seus atributos de qualidade são medidos através do óleo volátil, cinzas 

insolúveis totais, ácidos e humidade (6, 7). A pimenta preta é comercializada como frutos 

secos inteiros, em pó, ou sob a forma de produtos de valor acrescentado como óleo de 

pimenta, oleorresina e conservas de pimenta verde. De acordo com o seu estágio de 

maturação no momento da colheita a pimenta pode assumir várias designações ou tipos 

de pimenta que se comercializam com diferentes nomes (preta, branca, verde ou rosa, 
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representadas na figura 3), sendo que a cada um deles são atribuídas distintas 

características organoléticas bem como aplicações. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 - Estrutura da piperina e dos seus isómeros. Adaptado de: (8) 

 

A pimenta preta representa o tipo mais popular e mais comercializado da espécie. 

É colhida quando as suas bagas se encontram num estágio inicial de maturação. Estas 

são fervidas, fermentadas e secas até que atinjam a cor preta e uma aparência rugosa. 

Esta pimenta é a preferida na culinária. É a mais intensa, de maior grau de pungência e a 

escolha primordial para aromatizar carnes vermelhas e peixe. A pimenta branca é colhida 

já totalmente madura e, de seguida, é submetida a um pré-tratamento com água corrente 

de modo a facilitar a posterior remoção do pericarpo (debulha). A debulha contribui para 

que, comparativamente à pimenta preta, o grau de pungência seja menor. Finalmente 

ocorre a secagem. Este tipo de pimenta é utilizada essencialmente na confeção de molhos 

e sopas. Relativamente à pimenta verde, como o próprio nome indica, é colhida imatura e 

posteriormente processada com o intuito de excluir o processo fermentativo. Este objetivo 

é cumprido através da sua conservação em salmoura (sal e vinagre) ou por secagem rápida 

a elevadas temperaturas bem como com recurso à liofilização (5, 6).  



4 
 
 

O último tipo é a pimenta rosa e origina-se a partir da baga colhida madura sendo que 

neste estágio apresenta uma cor rosada, avermelhada. Após colheita a pimenta rosa é 

seca sem fermentar. Este tipo de pimenta é o mais raro de todos e o mais difícil de 

encontrar, principalmente fora das áreas de produção. Frequentemente, a pimenta rosa é 

confundida com outras especiarias com forma e coloração idênticas. Este fenómeno é 

justificado pelo emprego indiscriminado do termo “pimenta rosa” para alusão a várias 

especiarias distintas, o que pode dar origem a alguma confusão. Muito frequentemente o 

termo é utilizado para designar as bagas das espécies Schinus molle e Schinus 

terebinthifolius que, de forma similar à pimenta são empregadas na indústria alimentar 

como condimento sendo, no entanto, bem distintas no que ao aroma e pungência diz 

respeito. A pimenta rosa pode ser utilizada após a colheita sem o emprego de qualquer 

tipo de processamento, no entanto, o avançado nível de maturação torna estas bagas 

muito perecíveis sendo comum a aplicação de métodos de conservação como salmoura 

em sal, vinagre ou vinho ou liofilização. Possui um aroma ligeiramente adocicado, frutado 

e suave, de moderado grau de pungência.  

 

 

 

Figura 3 – Tipos de pimenta. Adaptado de: http://www.thekitchn.com/whats-

the-deal-with-green-blac-93231.  

No que diz respeito às cultivares da pimenta, são conhecidas aproximadamente 

cem, no entanto, a devastação de culturas provocadas por doenças, bem como a 

substituição de variedades tradicionais por outras mais rentáveis contribuiu para a extinção 

de parte delas. A planta da pimenta foi, outrora, uma planta selvagem. O seu cultivo foi 

introduzido gradualmente e para tal os produtores selecionaram variedades com as 

melhores particularidades dando-lhes nomes para as diferenciar. 
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 As variedades selvagens foram o ponto de partida para o aparecimento de novas 

cultivares mediante processos de domesticação e seleção artificial. Cada país produtor 

desenvolveu para cultivo determinadas cultivares de acordo com as condições agro-

climáticas prevalentes na respetiva região. Cada cultivar possui características que podem 

variar entre si no que consta ao crescimento, ao rendimento e também ao nível do 

desenvolvimento de mecanismos de resistência a pragas. É comum os produtores 

implementarem programas de hibridação com a finalidade de selecionarem cultivares de 

elevado rendimento contribuindo de forma considerável para o surgimento de novas 

cultivares com distintos genótipos (3). Na tabela 1 encontram-se descritas algumas das 

cultivares comercialmente mais importantes de cada um dos principais países produtores.  

As variedades da pimenta tem diferente valor comercial e características 

organoléticas, no entanto, ao contrário do que sucede com outras especiarias (e.g. 

variedades de Capsicum spp) o consumidor comum desconhece o nome da variedade e 

as suas características particulares, não podendo assim selecionar o produto com base 

nessa informação. 

 

Tabela 1 – Cultivares de maior importância económica no respetivo país produtor. Adaptado de: (1–
3). 

País Nome do cultivar 

 

 

Índia 

Aimpirian, Arakulamunda, Balankotta, Cheppukulamundi, Cheriyakaniakkadan, Cholamundi, 

Chumala, Doddigae, Jeerakamundi, Karimunda, Karumkotta, Karimundi, Karivilanchi, 

Kurimalai, Kuriyalmundi, Kalluvally, Kottanadan, Kuthiravallym mundi, Malamundi, Malligesara, 

Narayakodi, Neelamundi, Nedumchola, Peramnramunda, Poonjaranmunda, Thulamundi, 

Thevanmundi, Thommankodi, Uddaghere, Vattamundi, Vellanamban, Paniyur 1, Panniyur 2, 

Panniyur 3, Panniyur 6, Panniyur 7, Coriander. 

Indonésia Banka, Banjarmasin, Belantung, BengKayang, Chunuk, Chunuk Kernuga, Djambi, Duantebei, 

Kerenci, Kernuga, Korintji, Palulauta, Petaling 1, Petaling 2, Merefin, Natar 1, Natar 2. 

Brasil Kuching, Panniyuri. 

Tailandia Antique, Ban keow, Prang Thi, Prang Thi Bai yick. 

Vietname Na Do, Lda Belangtoeng, Vietnamese. 

 

A pimenta é um condimento imprescindível na culinária um pouco por todo o mundo. 

A descoberta do caminho marítimo para a Índia, por Vasco da Gama em 1498, além de 

marcar o início da Era Colonial, ditou o destino do comércio de especiarias indianas. Após 

este evento, o Rei D. Manuel, expediu em direção à Índia um contingente de navios de 

batalha sob o comando de Pedro Álvares Cabral tendo declarado soberania e concentrado 

as operações comerciais nas principais cidades portuárias do Estado indiano de Kerala. 
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O objetivo dos exploradores portugueses era a extração de especiarias, 

nomeadamente de pimenta, para revenda na Europa a elevados preços, o que contribuiu 

fortemente para a sua difusão e popularização pelo mundo (11).  

 

Em Portugal, há séculos que é um ingrediente indispensável na cozinha tradicional 

portuguesa, sendo empregada em quase todo o tipo de pratos. Alguns exemplos 

representativos são o bacalhau, Alheiras de Mirandela, Posta à Mirandesa, Francesinha, 

Leitão à Bairrada, Gaspacho Alentejano, entre outros. No resto do mundo ocupa 

manifestamente um lugar de destaque integrando misturas de especiarias típicas de várias 

regiões (e.g. Indianas e Orientais) e adida a molhos, carne, peixe, pastas, pizas, vegetais, 

licores, doces e chocolates (6).  

 

Além da sua importância na culinária mundial, a pimenta constitui um útil recurso 

para a indústria farmacêutica e cosmética devido à sua composição na qual integram 

compostos com atividades biológicas relevantes. É conhecida pelo seu potencial 

farmacológico para alívio de afeções e sintomas (12,13). 

 

À piperina, cuja fórmula química está representada na figura 2, são atribuídas várias 

propriedades farmacológicas e terapêuticas sendo, ainda na atualidade, utilizada em 

alguns países na medicina tradicional. Entre as suas notáveis propriedades destacam-se 

a capacidade antimicrobiana, anticancerígena, termogénica, anti-inflamatória, 

hepatoprotetora, antipirética, analgésica, apoptótica e inseticida, sendo também utilizada 

no tratamento da dor, insónia e epilepsia. A piperina possui, também, a capacidade de 

aumentar a absorção de determinados nutrientes, como selénio, vitamina B12 e 

betacaroteno. Além disso, estudos comprovaram a sua capacidade para promover o 

aumento da biodisponibilidade de determinados medicamentos, nomeadamente, a 

sulfadiazina, a tetraciclina, estreptomicina, rifampicina, pirazinamida e fenitoína (5,7,12,14). 

 

No que diz respeito à sua valorização no mercado, a planta da pimenta apresenta 

elevados índices de produtividade bem como elevado valor económico configurando 

notável rentabilidade para os que a produzem.  
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Atualmente os maiores produtores mundiais são a Índia, a Indonésia, o Vietname, 

a Tailândia e o Brasil. O seu preço, em dólares americanos (USD), tem aumentado de ano 

para ano, de forma consecutiva como se verifica pela análise da figura 4. O sistemático 

aumento do preço dever-se-á essencialmente ao aumento da popularidade, procura, 

conhecimentos de bioatividade e vasta gama de aplicações. 

 

Figura 4 – Tendência da variação do preço da pimenta, em dólares, nos países de maior produção 
a nível mundial,1990 – 2015. Adaptado de: www.fao.org/faostat/en/, fevereiro de 2017. 

 

Existe, no entanto, todo um conjunto de fatores que afetam a sua produção. 

Desastres naturais, condições climatéricas adversas, destruição de culturas devido a 

pragas, podem causar um grande impacto na disponibilidade do produto pelo que o 

aumento dos preços não é gerado apenas pela sua procura. Todos estes fatores 

anteriormente expostos contribuem para que a pimenta seja um produto com uma 

produção flutuante, extremamente valorizada pela indústria e, por conseguinte, altamente 

suscetível a adulterações. 

 

A pimenta assume uma importância crucial no conjunto das especiarias, como 

referido, todavia torna-se necessário referir as espécies, papel e usos destas outras para 

o completo entendimento da sua relevância, nomeadamente no que se refere aos 

problemas relacionados com a sua autenticidade.  

Índia  

Brasil 

 

Indonésia 

Vietname 

 

Tailândia 

 

http://www.fao.org/faostat/en/#home
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De facto o uso das especiarias para realçar as propriedades organoléticas dos 

alimentos remonta a tempos muito antigos (15). De acordo com a Food and Drug 

Adminstration define-se especiarias como substâncias aromáticas de origem vegetal, na 

forma inteira, moída ou nas suas partes cuja função primordial é a de temperar e 

aromatizar, mais do que nutrir. Existem aproximadamente oitenta tipos de especiarias 

diferentes no mundo sendo cerca de cinquenta originárias da Índia. Entre as mais 

conhecidas e comercializadas encontram-se a pimenta preta, o açafrão, alecrim, anis, 

aneto, baunilha, canela, cártamo, cerefólio, cravo-da-índia, cominho, coentro, curcuma, 

estragão, funcho, feno-grego, gengibre, louro, manjericão, macis, menta, noz-moscada, 

páprica, pimenta de Caiena, pimenta da Jamaica, rábano, rosmaninho, sálvia e tomilho 

(16).  

 

A procura pelas especiarias, oriundas das florestas quentes e húmidas da Ásia 

tropical, não cultiváveis na Europa, fomentou um fenómeno de procura global que deu 

origem à Era dos Descobrimentos (15). A sua importância reflete-se na evolução 

económica de muitas civilizações antigas, onde constituíam um precioso recurso. A 

globalização e a variação demográfica bem como os benefícios medicinais das mesmas 

foram fatores impulsionadores do crescimento do mercado mundial de especiarias, pelo 

que são produtos que rendem grande lucro para a indústria alimentar. As especiarias 

podem derivar de distintas partes da planta como das folhas (e.g. menta, rosmaninho), das 

flores (e.g. cravo da India), dos frutos (e.g. cominho e pimentas), dos caules (e.g canela) e 

dos rizomas (e.g gengibre). Devido às suas propriedades tornaram-se essenciais na 

culinária, na medicina tradicional, perfumaria, cosmética e indústria nutracêutica em várias 

regiões do mundo (17). O seu comércio fomentou uma importante atividade comercial bem 

como um meio de desenvolvimento económico. Da Ásia provém a maior parte da produção 

de especiarias, de onde muitas das mais conhecidas e comercializadas especiarias, como 

canela, pimenta, noz-moscada e gengibre são originárias. Existe também produção de 

especiarias na América Latina, nomeadamente no Brasil e na Guatemala. O aroma 

característico de algumas especiarias permite fazer a associação entre determinado país 

e a comida característica do mesmo. Exemplificando, o México é conhecido pela utilização 

de aromas como canela, baunilha e pimenta de Caiena. A Inglaterra pelo gengibre e a 

mostarda, e a França o rosmaninho. Na cozinha tradicional Árabe são conhecidos os 

típicos pratos aromatizados com misturas de especiarias que incluem a pimenta preta, 

cominho, cártamo e feno-grego.  
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A principal característica das especiarias é o seu aroma, no entanto, à semelhança 

da pimenta, também possuem conhecidas propriedades antimicrobianas, corantes e 

conservantes, constituindo um útil recurso na medicina tradicional (14,17,18). Estas plantas 

tem a capacidade inata de síntetise de diversos metabolitos como flavonóides, 

isoflavonóides, taninos, cumarinos, glicosídeos, terpenos e compostos fenólicos aos quais 

se devem distintas propriedades das especiarias, tornando-as únicas (14). Além disso, a 

sua capacidade para aromatizar os alimentos pode contribuir para a redução da adição de 

ingredientes como o sal e o açúcar aos mesmos (19). 

 

1.1. Adulteração de pimenta e outras especiarias 

 

As fraudes e adulterações alimentares têm vindo a tornar-se problemas cada vez 

mais importantes na economia global. Os recentes relatos de fraudes na área alimentar 

vieram reforçar a necessidade do desenvolvimento de medidas e mecanismos eficazes de 

deteção e monitorização da qualidade na indústria. Foram vários os eventos de 

adulterações em produtos alimentares que, nas últimas décadas, geraram um impacto 

considerável na população. Entre eles destaca-se a comercialização de óleo de colza 

desnaturado que provocou a morte a mais de seiscentas pessoas, a adição de melamina 

a produtos lácteos, a deteção de corantes artificiais com potencial cancerígeno na pimenta 

de Caiena e em produtos à base de tomate e, mais recentemente, a deteção de carne de 

cavalo em alimentos processados à base de carne (20, 21). 

As especiarias são um grupo de alimentos particularmente vulnerável à adulteração 

pois são produtos de elevado valor económico e cuja capacidade de deteção de 

adulterações pelo consumidor final é bastante limitada. A adulteração ou fraude alimentar 

pode definir-se como a inclusão deliberada e intencional de determinado componente cuja 

presença não está declarada e é expressamente proibida pelas leis e regulamentos 

vigentes (16). A adulteração pode ser perpetrada pela adição a um alimento de um 

constituinte impuro, não nutritivo e pouco valioso, bem como pela remoção de um 

componente de valor acrescentado que estava presente no produto original e pode 

acontecer de forma acidental ou intencional. No caso das especiarias, a sua produção 

ocorre maioritariamente em regiões em que as práticas higiénico-sanitárias e controlo do 

processo industrial de processamento estão pouco desenvolvidos o que pode favorecer a 

contaminação acidental com materiais estranhos, ou intencional com materiais de aspeto 

similar mas valor económico muito inferior sendo esta última a prática mais comum, 

efetuada puramente com o intuito de ampliar os lucros.  
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As especiarias comercializadas em pó, como a pimenta, são mais suscetíveis à 

adulteração pois os processamentos a que são sujeitas, como a moagem, alteram 

severamente a sua morfologia original dificultando a distinção de um adulterante mediante 

observação do produto final (4). 

 

A adulteração de especiarias é, como vimos, fundamentalmente motivada por 

razões económicas, todavia pode ter severas implicações para o bem-estar dos 

consumidores (21). Em geral, no caso das especiarias, e em particular no caso da pimenta, 

os adulterantes mais frequentemente utilizados podem ser considerados seguros para 

consumo humano. Desta forma a maioria dos adulterantes usados para falsificar 

especiarias não refletem forçosamente um risco para a saúde do consumidor quer seja 

pela natureza do composto acrescentado quer pela quantidade consumida. De modo geral, 

são utilizadas matérias não tóxicas e não carcinogénicas, no entanto, o alimento é 

adulterado constituindo sempre um caso de fraude económica (16). A tabela 2 descreve 

algumas formas mais comuns de adulteração da pimenta e outras especiarias. 

 

Tabela 2 - Formas de adulteração mais frequentes nas especiarias e respetivos exemplos. 
Adaptado de: (4). 

Forma de adulteração Exemplo 

 

Adição de materiais para aumento de volume 

Adição de partes não funcionais da planta 

como caules e folhas; 

Adição de amido e resíduos de plantas de 

outras espécies; 

Adição de água para aumentar a humidade. 

Presença de ingredientes não declarados Adição de farinha de milho. 

Adição de compostos para aumentar a semelhança entre o 

produto original e o adulterado 

Adição de corantes como Negro de Sudão, 

carvão vermelho; 

Remoção de compostos de valor acrescentado Remoção dos óleos essenciais e piperina. 

 

Eventualmente a adulteração alimentar pode assumir contornos mais graves 

nomeadamente quando se trata da adição de substâncias com propriedades tóxicas ou 

presença de substâncias potencialmente alergénicas na ausência de adequada rotulagem, 

fomentando assim um problema de saúde pública (22). Os fabricantes frequentemente 

recorrem à adição de compostos sem qualquer valor económico para aumento do volume 

da especiaria.  
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São adicionados componentes de aparência similar ao produto original que quando 

misturados são de difícil distinção e deteção, apresentam inferior ou até mesmo nenhum 

valor económico, mas são vendidos como matéria pura resultando a prática num aumento 

da margem de lucro final. A tabela 3 resume os principais adulterantes da pimenta e outras 

especiarias mais suscetíveis a adulteração (4).  

 

Estes adulterantes são produtos naturais ou sintéticos utilizados para adulteração 

nas mais variadas formas. Esta é feita mediante recurso a plantas das quais foram 

extraídos os óleos essenciais, partes não funcionas das mesmas como caules e folhas, 

espécies de plantas selvagens pertencentes ao mesmo género da planta original mas sem 

valor económico e compostos químicos sintéticos como corantes artificiais. 

 

No caso da pimenta a maioria das adulterações é levada a cabo mediante o uso de 

substâncias morfologicamente semelhantes sendo as sementes de papaia o adulterante 

mais preocupante e mais vezes reportado. Outros adulterantes da pimenta podem variar 

de acordo com o tipo que está a ser alvo de adulteração. Assim, no caso da pimenta preta 

geralmente a adulteração é feita mediante adição de sementes de papaia e/ou resíduos de 

pimenta de Caiena para adição de volume e obter consequentemente lucro. No caso da 

pimenta branca em pó a ocorrência mais comum é a adição de farinha de milho na qual a 

ausência de adequada rotulagem faz a diferença no que diz respeito à caracterização do 

produto como adulterado (4). 

 

A marcada susceptibilidade das especiarias às fraudes justifica-se 

fundamentalmente pelo facto de serem comercializadas em grandes volumes pois, 

pequenas percentagens de adulterante geram elevada margem de lucro.  A adulteração 

pode ser usada como uma estratégia para aumentar a competitividade dos mercados 

havendo lugar à concorrência desleal e instabilidade do mercado. Um fabricante que 

distribua um produto adulterado como se de puro se tratasse, terá margem para praticar 

um preço inferior comparativamente ao preço médio de mercado, e ainda assim lucrar. 

Este comportamento pode assumir contornos muito negativos no mercado mundial das 

especiarias pois pode encorajar outros fabricantes a adotar práticas análogas que lhes 

permitam competir com os vendedores de materiais adulterados.  
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Prevenir a adulteração torna-se assim fundamental para sustentar a confiança entre 

fabricantes e consumidores (22,23). 

 

Tabela 3 – Adulterantes mais comuns de especiarias de elevada valorização económica. 
Adaptado de: (4). 

  

 

1.2. Métodos analíticos utilizados na autenticação de especiarias 

 

A autenticação é o processo que assegura que determinado produto se encontra 

de acordo com as condições descritas no rótulo. Idealmente a autenticação deve ser feita 

a partir do momento da colheita da planta até ao produto final, no caso das especiarias.  

 

Especiaria Adulterante 

Pimenta preta (Piper nigrum) 

Sementes de papaia, farinha de milho, extratos de pimenta de 

Caiena sem óleos essenciais, espécies selvagens de Piper spp. 

(Piper galeatum e Piper atenuatum), Shinus molle, Shinus 

terenbintifolius, Lantana camara e Embelia ribes. 

Açafrão (Crocus sativus) 

Partes distintas da flor do açafrão, estigmas de outras espécies 

Crocus spp, pó de curcuma (Curcuma longa), pó de cártamo 

(Carthamus tinctorius), corantes sintéticos, fibra de carne, pó de 

páprica. 

Baunilha (Vanilla spp) 
Extrato de vanilina sintética, planta de baunilha (Trilisa odoratissima), 

erva de baunilha (Nigritella anguistifolia).  

Canela  (Cinnamomum verum) 
Pó de Cinamomun cassia (espécie economicamente menos 

valorizada), pó de casca de amêndoa. 

Cominho-preto  (Nigella sativa) Sementes de cebola. 

Curcuma (Curcuma longa) 
Espécies selvagens de Curcuma spp, corantes artificiais (amarelo de 

metilo). 

Gengibre Zingiber officinale  Extratos de gengibre após extração dos óleos essenciais. 

Mostarda (Sinapis hirta, Brassica 

juncea, Brassica nigra)  

Adição de amido, mistura com sementes de outras plantas 

Argemone spp. 

Noz-moscada (Myristica 

fragrans) 

Espécies selvagens sem valor acrescentado (Myristica argentea; 

Myristica malabarica). 

Óregão (Origanum vulgare, 

Origanum anites) 

Óleos de plantas com sabor a óregãos (Satureja montana, Origanum 

majorana); 

Pimenta de Caiena (Capsicum 

annum) 

Corantes artificiais (vermelho de sudão, alcatrão de carvão 

vermelho), pó de talco. 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Cinnamomum_verum
https://en.wikipedia.org/wiki/White_mustard
https://en.wikipedia.org/wiki/Brassica_juncea
https://en.wikipedia.org/wiki/Brassica_juncea
https://en.wikipedia.org/wiki/Brassica_nigra
https://en.wikipedia.org/wiki/Myristica_fragrans
https://en.wikipedia.org/wiki/Myristica_fragrans
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O desenvolvimento de estratégias e técnicas para a determinação da autenticidade 

alimentar é fundamental para a garantia da qualidade bem como para o combate às fraudes 

na indústria alimentar. A autenticação de produtos alimentares é um fator crucial para todas 

as partes envolvidas nomeadamente os agricultores, produtores, fornecedores, 

vendedores e para os consumidores. A análise e estudo de riscos e a avaliação da 

vulnerabilidade a adulterações são estratégias que auxiliam na prevenção de fraudes, no 

entanto é fundamental a aplicação de outras ferramentas de rastreio (21).  

 

 

Existem múltiplas metodologias disponíveis para a autenticação de alimentos e 

estas incluem a análise de proteínas, metabolitos e de ADN (24). Estas metodologias são 

também aplicadas para a avaliação da qualidade da pimenta e deteção de adulterações.  

É, no entanto, de realçar que embora bem estabelecidos, os parâmetros avaliados 

apresentam algumas desvantagens nomeadamente a nível do tempo de análise, custos 

associados, dificuldades na sua implementação na rotina a nível industrial assim como 

baixa sensibilidade, especificidade e robustez. Além deste factor, as estratégias utilizadas 

para adulterar alimentos também vão mudando e evoluindo havendo a necessidade 

constante de aperfeiçoamento dos métodos de rastreio já existentes bem como o 

desenvolvimento de novas tecnologias focadas na deteção de novos adulterantes (25). 

 

 

As metodologias analíticas clássicas utilizadas para a deteção de adulterações 

incluem a microscopia, métodos físicos, químicos, imunoensaios e, mais recentemente, 

métodos baseados na análise de ADN. Ao longo do tempo foram desenvolvidas distintas 

metodologias com diferentes abordagens (26).  

 

No caso da pimenta preta a sua qualidade é regulada pela norma ISO (International 

Organization of Standartization) ISO 959-1:199 onde se específicam os requisitos para o 

controlo da qualidade da pimenta nomeadamente características de aroma, requisitos 

químicos e microbiológicos. A norma apresenta ainda as metodologias para a 

determinação da percentagem de bagas leves (bagas sem endosperma) e da densidade 

das bagas. De forma semelhante, organizações como a ASTA  (American Spice Trade 

Association) e a ESA (European Spice Association) fornecem diretrizes no que respeita 

aos padrões de qualidade bem como às metodologias aplicáveis para a avaliação da 

qualidade da pimenta (6,16,27). Encontram-se resumidas na tabela 4 várias metodologias 

e abordagens desenvolvidas e relatadas para a deteção de adulterantes da pimenta.  



14 
 
 

Tabela 4 - Seleção de estudos de adulteração da pimenta. 

 

 

 

1.2.1. Métodos físico-químicos 

 

Os primeiros métodos apresentados baseavam-se nas características histológicas 

e físico–químicas da pimenta e eram fundamentalmente direcionados para um dos seus 

principais adulterantes, ou seja, as sementes de papaia.  

 

Um dos primeiros estudos passíveis de distinguir entre os grãos secos da pimenta 

e as sementes da papaia assentava na avaliação macroscópica, microscópica e sensorial 

seguida da comparação com material padronizado. A necessidade de elevado 

conhecimento da estrutura do produto em estudo bem como da existência de padrões para 

comparação constituíam desvantagens pois apelam à necessidade de pessoal altamente 

treinado e especializado em taxonomia para executar a análise. Além deste facto, este 

método não permite a deteção de adulterantes quando o produto se encontra em pó, o que 

no caso das especiarias é muito comum (29). 

 

Um outro estudo apresentado tinha como base a diferença da densidade entre a 

pimenta e as sementes de papaia quando submersas numa solução de CCl4.   

Adulterante Técnica usada Confirmação Fonte 

 

 

Papaia 

Exame macro e microscópico Visualização de estruturas (28) 

Avaliação da densidade Flutuação das sementes (29) 

Avaliação da cor Coloração vermelha das sementes (30) 

Cromatografia em camada fina (TLC) 
Deteção de duas bandas 

fluorescentes a Rf 0,80 e 0,943 
(31) 

Cromatografia gasosa (GC) 

 

Deteção de duas bandas a 366 nm 

a Rf 0,80 e 0,172 
(32) 

Cromatografia líquida de elevada 

performance (HPLC) 

Emissão de fluorescência azul a 

254 nm  

(33) Teste do DPPH (2,2-difenil-1-picril-

hidrazil) 
Avaliação do potencial antioxidante 

Amplificação aleatória de fragmentos 

de ADN (RAPD) 
Presença de banda específica (35) 

Amplificação de regiões de 

sequência caracterizada (SCAR) 

Presença de banda específica 

 
(36) 

Pimenta de 

Caiena 
ADN barcoding Presença de banda específica (37) 

Trigo-sarraceno e 

painço 

Espectroscopia de Infra Vermelho 

(IV) 
Comparação de espectros (38) 
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A flutuação das sementes da papaia e a imersão das bagas da pimenta permitia a distinção 

entre ambas, no entanto, o teste carecia de sensibilidade pois frutos pequenos ou imaturos 

da pimenta poderiam igualmente flutuar (29).  

 

Um outro teste relatado fundamentava-se na avaliação da cor das amostras quando 

imersas numa solução aquosa de iodeto de potássio (KI) e permitia a distinção entre a 

pimenta e a papaia pois os frutos da pimenta adquiriam coloração azul pela presença do 

amido na sua composição enquanto as sementes de papaia ficavam vermelhas devido à 

dextrina.  

 

Embora úteis para uma rápida despistagem, nenhum destes três testes referidos 

constituia uma ferramenta suficientemente discernente e precisa que permitisse autenticar 

a pimenta de forma segura pelo que foram surgindo estudos mais inovadores 

nomeadamente com recurso à cromatografia (39).  

O primeiro teste realizado com base em metodologias cromatográficas baseava-se 

em TLC e tinha como finalidade a deteção de pimenta adulterada com sementes de papaia 

(31). Para o efeito foram selecionadas amostras de frutos de pimenta preta madura e 

sementes de papaia adquiridos em mercados indianos. Para a extração foi usado o 

solvente 1,2 - dicloroetano e as bandas foram detetadas com radiação ultravioleta (UV) a 

um comprimento de onda de 366 nm. A análise dos resultados revelou a presença de duas 

bandas fluorescentes nos extratos da papaia nos fatores de retenção (Rf) 0.80 e 0.943, 

que se verificou estarem ausentes nos extratos da pimenta preta. A purificação e 

identificação destas bandas foi efetuada através de cromatografia gasosa com deteção por 

espetrofotometria de massa e viabilizou a identificação de compostos como n - nonanal, 2 

- decenal e trans - 2 - undecenal tendo estes vindo a revelar-se marcadores positivos de 

adulteração de pimenta com sementes de papaia.  

Mais tarde Paramita realizou um ensaio similar, no entanto, recorreu a um solvente 

distinto para a obtenção dos extratos, o dióxido de carbono em fluido supercrítico (32). Na 

análise foram utilizados frutos de pimenta e sementes de papaia obtidos num mercado 

local e processados em pó. Os extratos foram analisados por GC e detetados através de 

um espetrofotómetro de massa equipado com ionizador em chama. A análise dos extratos 

revelou a presença das mesmas bandas encontradas no anterior estudo, no entanto, com 

recurso a este solvente a banda correspondente a Rf 0.80 tornou-se passível de deteção 

num limite de 20 g de sementes de papaia/Kg de pimenta preta.  
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Além destas bandas, este modelo de extração possibilitou ainda a deteção de uma banda 

fluorescente adicional a um Rf 0.172. A caracterização desta banda por espetrofotometria 

de massa revelou a existência de três compostos n - nonanal, n - decanal e n - dodecanal 

presentes apenas nas sementes da papaia constituindo, deste modo, marcadores de 

adulteração da pimenta.  

Ainda outras investigações foram concretizadas na procura pelos marcadores 

químicos ideais e pelo método mais preciso, fidedigno, rápido e passível de inclusão numa 

rotina laboratorial de autenticação. Um exemplo desses estudos baseou-se em HPLC e foi 

realizado por Jain e colaboradores (33). No mesmo foram utilizadas amostras de pimenta 

e papaia autenticadas e amostras de pimenta, sementes da espécie Lantana camara e de 

Embelia ribes obtidas em mercados indianos locais. Todas as amostras foram submetidas 

a HPLC com detetor espetrofotométrico de UV a 254 nm. De seguida foi analisada a 

diferença revelada entre as cores fluorescentes e não fluorescentes dos vários extratos de 

pimenta preta e dos seus adulterantes. Esta análise revelou que os extratos da pimenta 

emitiam fluorescência amarela enquanto os extratos correspondentes às sementes da 

papaia emitiam cor azul, possibilitando a sua distinção.  

Foi também investigada a possibilidade de aliar as ferramentas cromatográficas 

com outros ensaios químicos. Menghani e a sua equipa relataram uma investigação que 

consistiu na avaliação em conjunto dos perfis HPLC e antioxidante de extratos de amostras 

diferentes de pimenta preta para deteção de adulteração de pimenta preta com sementes 

de papaia (33). A determinação da atividade antioxidante foi efetuada através do teste 

DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil). O DPPH é uma molécula caraterizada como radical 

livre. Deste modo, e através da ocorrência de uma reação redox com formação de um 

produto corado, o teste permite avaliar a capacidade que determinadas substâncias tem 

em captar eletrões do DPPH (34, 40). Por comparação com padrões, o estudo realizado 

revelou que o potencial antioxidante de ambas as amostras de pimenta bem como a de 

papaia foi consideravelmente superior o que permitiu concluir que se encontravam 

adulteradas. 

Outra metodologia química utilizada para a deteção de adulterantes em alimentos 

é a espetroscopia de infra vermelho e fornece grande quantidade de informação sendo 

adequada para estudos de identificação e quantificação de substâncias (41).  
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A identificação precisa dos principais constituintes da pimenta através da comparação com 

os espectros de infra vermelho de cada substância possibilita a autenticação e controlo de 

qualidade tornando esta ferramenta passível de introdução numa rotina laboratorial. Um 

estudo realizado recorrendo a imagens obtidas por espectroscopia de infra vermelho em 

conjunto com a ferramenta estatística Regressão de Mínimos Quadrados Parciais 

possibilitou a deteção e quantificação de trigo-sarraceno e painço em amostras presuntivas 

de pimenta preta (38).  

As técnicas cromatográficas e espectroscópicas possibilitaram o desenvolvimento 

de métodos mais eficazes através da caracterização química das amostras, bem como a 

determinação quantitativa do adulterante, no entanto, a complexidade da matriz, 

especialmente quando sujeita a vários tipos de processamento limitava a capacidade de 

deteção precisa de marcadores químicos como n - nonanal, 2 - decenal, trans 2 - undecenal 

e n - dodecanal, anteriormente referidos. Além, disso, os perfis químicos ou fitoquímicos 

estabelecidos para a avaliação podem variar de acordo com as condições ambientais em 

que ocorre o desenvolvimento das plantas pelo que para ultrapassar estas limitações 

tornou-se essencial o recurso à biologia molecular (26). 

 

 

1.2.2. Métodos de biologia molecular 

 

Os marcadores baseados na análise de ADN surgiram como uma alternativa eficaz 

na avaliação da autenticidade. Oferecem numerosas vantagens relativamente aos 

métodos convencionais pois não são afectados por factores ambientais ou condições 

fisiológicas da planta (4). Além disso, não são específicos de nenhum tecido e podem ser 

detectados em qualquer estágio de desenvolvimento da espécie. Um marcador molecular 

de ADN pode ser definido como uma sequência de nucleótidos num cromossoma com 

potencial para diferenciar células, indivíduos ou espécies. O aparecimento das técnicas de 

biologia molecular forneceu um grande contributo à industria alimentar com o surgimento 

de novos instrumentos e metodologias para análise e investigação. Deste modo, a análise 

de ADN revelou-se de extrema utilidade e uma ferramenta poderosa  sendo capaz de 

detectar adulterantes, alergénios, organismos geneticamente modificados bem como 

microrganismos nos alimentos.  
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Existe um vasto número de métodos de biologia molecular sendo que cada um 

deles  apresenta vantagens e desvantagens pelo que nenhum pode ser considerado o ideal 

pois a escolha do mesmo depende dos objetivos do trabalho que se pretende desenvolver 

(42,43). Todavia a grande maioria deles baseia-se na Reação em Cadeia da Polimerase 

ou PCR, que, devido à sua importancia, a seguir se descreve.  

 

O advento da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) em 1983, desenvolvida por 

Kary Mullis, veio revolucionar a biologia molecular e fomentou o desenvolvimento de um 

conjunto de metodologias baseadas na análise de ADN. Esta técnica possibilita o estudo 

e a deteção de variações específicas nas sequências genómicas das espécies, ou seja, 

polimorfismos, através de uma replicação exponencial da região alvo que facilita o seu 

estudo posterior (24,44,45).  

 

Para uma análise bem sucedida é necessário atentar em alguns fatores 

fundamentais. O primeiro cuidado que se deve ter relaciona-se com a qualidade dos 

extratos de ADN com que se trabalha. É importante garantir elevada qualidade dos 

mesmos o que se pode revelar um desafio principalmente se a amostra em estudo tiver 

sido sujeita a processamentos prévios. Os processamentos aplicados aos alimentos 

podem promover a degradação do ADN do produto principalmente devido a mudanças de 

temperatura e de pH o que contribui para dificultar a reação. Assim, é de extrema 

importância a etapa da extração de ADN para garantir a qualidade dos extratos, o que, 

tratando-se de especiarias, a própria natureza da matriz bem como os vários tipos de 

processamento a que são sujeitas contribuem para dificultar esta tarefa (40). É um fator 

fundamental o desenvolvimento de um método extrativo eficiente que permita a lise da 

parede celular bem como a eliminação e/ou inativação de compostos fitoquímicos 

passíveis de inibir a  amplificação (42). Além do extrato de ADN de boa qualidade, uma 

reação PCR requer a presença de outros componentes. São eles os primers, os 

nucleótidos (dNTP´s), a enzima ADN polimerase, o ião magnésio, uma solução tampão e 

água ultrapura isenta de nucleases.  

 

A enzima ADN polimerase constitui a chave da técnica pois a ela se deve o trabalho 

de incorporação dos nucleótidos que vão dar origem à nova cadeia. Os nucleótidos incluem 

as quatro bases azotadas – adenina, timina, guanina e citosina – que se encontram no 

ADN e, à medida que a reação ocorre, vão sendo incorporados para a formação de uma 

nova cadeia.  
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Esta metodologia, quando se pretende trabalhar com determinada sequência conhecida 

do genoma também requer o desenho de primers sendo que, para a maioria das 

metodologias atuais, é necessário o conhecimento da sequência genética da espécie. Os 

primers consistem em pequenos fragmentos de ADN, de sequência definida, 

complementares à cadeia de ADN alvo e constituem o ponto de partida da reação, ou seja, 

o local onde se inicia a replicação do ADN. Utilizam-se geralmente um par de primers 

diferentes cuja sequência nucleotídica é complementar ao local de reconhecimento no 

segmento de ADN alvo.  A sua escolha e desenho é um passo essencial pois deles 

depende a especificidade e eficiência da reação (46). Existem recomendações para o 

desenho de primers sendo que o comprimento, (idealmente deverá rondar 

aproximadamente as vinte e cinco bases), e o conteúdo em guanina–citosina (40 - 60%) 

são fundamentais para uma amplificação bem sucedida. Relativamente ao ião magnésio, 

este funciona como um co-factor da ADN polimerase e a solução tampão contribui para 

estabilizar o pH, isto é, coopera com a ADN polimerase de modo a proporcionar condições 

ótimas de atuação da mesma maximizando o rendimento da reação. Numa reação PCR, 

todos os constituintes são misturados num tubo de reação e a mesma ocorre num 

equipamento denominado termociclador. O termociclador é um equipamento que possui 

um bloco térmico onde são colocados os tubos de reação. O termociclador vai elevar e 

diminuir a temperatura de forma programada durante vários ciclos de três etapas. A 

primeira etapa consiste na desnaturação das duas cadeias de ADN do extrato alvo. Após 

a desnaturação, a diminuição da temperatura vai facultar o emparelhamento dos primers 

específicos com a sequência de ADN alvo constindo esta a segunda etapa da reação. No 

passo final há novo aumento de temperatura e a enzima polimerase promove a 

incorporação de nucleótidos na nova cadeia de ADN. Estes três passos ocorrem em 

repetições sucessivas e a cada repetição o número de cópias de ADN duplica (47,48).  

 

A análise dos produtos PCR pode ser realizada através de eletroforese que permite 

separar os fragmentos amplificados com base na carga e no tamanho dos mesmos. 

Durante a aplicação de uma diferença de potencial, verifica-se a migração das partículas, 

do pólo negativo para o pólo positivo, dando origem a um conjunto de bandas. A 

visualização das bandas é efectuada através de radiação ultra violeta pela ação de um 

composto fluorescente que se liga ao ADN como o brometo de etídeo ou SYBR® Green . 

O tamanho do produto é estimado por comparação das bandas com marcadores de peso 

molecular conhecido. De forma geral a PCR convencional permite uma avaliação 

qualitativa mediante a avaliação da presença ou ausência de fragmentos amplificados. 
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Apesar de numerosas vantagens, como foi anteriormente referido, a aplicação de 

metodologias baseadas na PCR pode revelar-se ineficaz se estivermos a trabalhar com 

alimentos muito processados devido à degradação do ADN, no entanto, comparativamente 

a outras moléculas como proteínas, o ADN é mais resistente pois pequenos fragmentos de 

ADN de 100 – 150 pb podem ser bastante estáveis em determinadas condições. O 

processamento de alimentos pode induzir alterações químicas e físicas levando à 

degradação e fragmentação de ADN podendo influenciar a eficácia da técnica, no entanto, 

a utilização de fragmentos de pequeno tamanho e a utilização de ADN proveniente do 

genoma mitocondrial, que existe em várias cópias numa só célula e que comparativamente 

ao ADN nuclear são regiões mais preservadas durante o processamento, são estratégias 

que podem auxiliar a contornar esse problema.  

 

A versatilidade da PCR permitiu o desenvolvimento de numerosas variantes que se 

revelaram úteis tanto em estudos de autenticidade como em análise filogenética (48). De 

seguida encontram-se  descritas algumas das variantes da PCR. No que diz respeito à 

pimenta está relatado o desenvolvimento de vários marcadores com recurso a esta técnica, 

quer de estudos de autenticação, quer de variabilidade genética e identificação de 

variedades.  

 

1.2.2.1. Amplificação aleatória de fragmentos de ADN (RAPD) 

 

A técnica RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) baseia-se na amplificação 

de ADN genómico através de PCR, no entanto, apresenta a particularidade de utilizar um 

único primer de cadeia simples cuja sequência é aleatória sendo, assim, desconhecida a 

sequência alvo. Cada primer permite a amplificação de vários segmentos de ADN em 

simultâneo o que se vai refletir mediante o aparecimento de várias bandas aquando da 

resolução dos produtos PCR através de eletroforese. A amplificação aleatória de 

segmentos de ADN no genoma é mediada pelo trabalho da ADN polimerase (4,44). Os 

primers hibridam em locais distintos no genoma produzindo diversos produtos que são 

posteriormente separados. Esta técnica é vastamente utilizada para pesquisa de 

polimorfismos, sendo particularmente útil no estudo de espécies sobre as quais a 

informação genética é escassa, mas não só. Além disso, a técnica RAPD permite 

evidenciar diferenças intra e inter espécies o que faz da mesma uma potencial ferramenta 

para rastreio de adulterações e fraudes alimentares. A quantidade de ADN requerido para 

a reação é mínima e é possível obter resultados em poucas horas (42,49).  
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Está reportado um estudo com base nesta metodologia que possibilitou a 

caracterização da diversidade genética entre oito espécies pertencentes ao género Piper. 

Dado que nem todas as espécies pertencentes ao referido género são economicamente 

valorizadas, a possibilidade de distinção entre as mesmas é uma tarefa relevante para 

estudos de autenticidade. Os resultados deste estudo fornecem um importante contributo 

não só a nível de conservação de espécies e identificação da respetiva origem geográfica, 

mas também na deteção de fraudes (49).  

 

Um outro estudo realizado com base neste método permitiu também demonstrar a 

utilidade destes marcadores para caracterização da diversidade genética entre seis 

espécies da familia Piper mediante revelação do polimorfismo entre as mesmas após 

análise dos fragmentos obtidos através da amplificação pelos marcadores RAPD testados 

(50). 

 

Relativamente à deteção de adulterantes de outras espécies, com base em 

marcadores RAPD, foi também reportado um estudo cujo intuito foi distinguir entre a 

pimenta genuína e a pimenta adulterada com sementes de papaia. Para a realização do 

mesmo foram utilizadas amostras de pimenta compradas em mercados locais e como 

referência foram utilizados exemplares autenticados de frutos de pimenta preta. Testaram-

se oito primers aleatórios diferentes tendo-se verificado que cinco deles geraram bandas 

únicas e distintas para cada espécie, o que possibilitou a distinção entre as amostras 

genuínas de pimenta e as amostras adulteradas com sementes de papaia. Esta 

diferenciação foi feita pela observação da presença ou ausência de bandas únicas após 

eletroforese, o que suporta a capacidade desta metodologia para deteção de adulterações 

(35).  

 

Estes estudos realizados confirmam a adequabilidade desta técnica para fins de 

estudos de autenticidade, no entanto a baixa reprodutibilidade do método RAPD constitui 

uma grande desvantagem devido ao elevado grau de suscetibilidade a variações nos 

resultados de acordo com as condições de amplificação. 
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1.2.2.2. Amplificação de fragmentos de comprimento polimórfico (AFLP) 

 

A técnica a AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) baseia-se na 

amplificação seletiva de determinado fragmento de ADN. Esta técnica tem sido vastamente 

aplicada em análise filogenética bem como avaliação de diversidade genética para fins de 

conservação de espécies de plantas em risco de extinção. Os fragmentos AFLP são 

gerados mediante digestão de ADN genómico por enzimas de restrição seguida de 

amplificação por PCR. O conjunto de fragmentos resultantes pode ser avaliado através de 

eletroforese. A elevada reprodutibilidade bem como a capacidade de identificação de 

polimorfismos fazem desta técnica uma boa opção para a análise da diversidade genética 

entre plantas, animais e populações microbianas (42, 51).  

 

No que diz respeito à variabilidade genética da pimenta, foi conduzida uma análise 

com recurso a esta metodologia que permitiu avaliar a mesma. O estudo revelou elevada 

variação entre genótipos de diferentes cultivares de pimenta preta. Foram estudados trinta 

cultivares populares integrantes do National Bureau of Plant Genetic Resources (NBPGR) 

na Índia, e os perfis genéticos foram gerados a partir de três combinações de primers 

tendo-se obtido padrões consistentes. Os resultados mostraram que cultivares com o 

mesmo nome provenientes de diferentes localizações nem sempre se agrupam umas com 

as outras, no entanto, verificou-se que cultivares oriundas do mesmo local geográfico 

geralmente se agrupam juntas. Concluiu-se ainda que o perfil genético das cultivares que 

se foram propagando ao longo do tempo sem auxílio humano (landraces) é bastante 

distinto das outras cultivares, o que indica que a aplicação de meios artificiais de 

reprodução induziu alterações nas espécies. 

 

Os trabalhos referidos são revelantes para apoiar programas de cultivo e 

propagação da pimenta preta pois permite ligar marcadores genéticos a características 

específicas, além disso também permitem rastrear a origem geográfica dos produtos, fator 

que está diretamente relacionado com a autenticidade (52). 
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1.2.2.3. Amplificação de regiões de sequência caracterizada (SCAR) 

 

Uma outra variante da PCR convencional é a denominada técnica SCAR (Sequence 

Characterized Amplified Region). A mesma consiste na amplificação de fragmentos de 

ADN por PCR com recurso a primers especificamente desenhados a partir das sequências 

nucleotídicas e sequenciadas de um dado perfil RAPD. Após a amplificação, os fragmentos 

são analisados por eletroforese em gel de agarose. É um método rápido e de fácil 

execução, requer pequenas quantidades de ADN alvo e possui maior reprodutibilidade do 

que os marcadores RAPD para cada locus específico, no entanto, existe o inconveniente 

de haver necessidade do conhecimento prévio da sequência a amplificar, o que nem 

sempre é praticável.  

 

 

K. Dhanya et all relatam o desenvolvimento de um marcador SCAR a partir de um 

fragmento específico RAPD da papaia para deteção de sementes de papaia em amostras 

presuntivas de pimenta preta (35). Após análise RAPD o marcador testado foi identificado, 

clonado e sequenciado de modo a possibilitar o desenho de primers SCAR. Este marcador 

foi testado em amostras puras e amostras adulteradas propositadamente para o estudo 

tendo-se revelado eficaz. De seguida foram testadas amostras de pimenta adquiridas num 

mercado local na Índia e após amplificação por PCR com o marcador desenvolvido e 

mediante análise das bandas amplificadas verificou-se que uma das amostras compradas 

apresentava uma banda com o mesmo peso molecular que os fragmentos correspondentes 

à papaia. Este resultado permite concluir que a amostra em questão se encontrava 

adulterada. O marcador SCAR desenvolvido no presente estudo revelou-se, assim, eficaz 

na deteção de pimenta adulterada com sementes de papaia (36). 

 

1.2.2.4. Microssatélites 

 

Os microssatélites, também conhecidos como repetições de sequência simples 

representam uma classe de sequências repetitivas vastamente distribuídas pelo genoma. 

São loci polimórficos presentes no ADN que consistem em repetições de unidades dos 

pares de bases que podem conter desde um até seis pares de bases. Este marcador 

permite revelar distintos níveis de polimorfismo intra e inter espécie. Os microssatélites 

podem ser amplificados para posterior identificação, através da PCR utilizando as 

sequências que flanqueiam o loci de interesse como primers.  
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É uma técnica versátil com particular interesse na análise de populações (53). É um método 

simples, rápido e reprodutível.  

 

Um exemplo da aplicação de microssatélites em estudos de diversidade genética 

foi o estudo realizado por Joy e colaboradores (54). Este estudo descreve a avaliação da 

diversidade genética entre quarenta genótipos de cultivares populares de pimenta preta na 

região sul da Índia. A análise dos marcadores microssatélites polimórficos permitiu 

identificar genótipos divergentes, separar e agrupar as landraces e os cultivares híbridos 

que foram clonados pelo Homem. Foi possível, também, separar as cultivares de acordo 

com a origem geográfica. Esta análise confirmou a existência de significativa diversidade 

genética entre genótipos populares de pimenta preta.  

 

Um outro estudo fomentou igualmente o desenvolvimento de nove marcadores 

microssatélites de vinte variedades de uma coleção de um germoplasma localizado no 

Brasil permitindo revelar variedade genética entre elas contribuindo para a sua 

caracterização (55).  

 

Além da caracterização da diversidade genética das espécies, fator de extrema 

importância para o desenvolvimento de estratégias de conservação e manutenção da 

pimenta, estes estudos são relevantes no que diz respeito à rastreabilidade de um produto 

pois são capazes de fornecer informação relativa à origem geográfica do mesmo. A origem 

geográfica de um produto pode fornecer informação relevante na avaliação da qualidade 

de um produto pois produtos provenientes de diferentes localizações podem ter diferentes 

valorizações no mercado.  

 

 

1.2.2.5.  Sequenciação de regiões barcoding 

 

A sequenciação do ADN é considerada a mais informativa técnica para estudos em 

sistemática molecular. Constitui uma das bases mais importantes para a investigação 

biológica. O método de Sanger tornou-se na base das técnicas de sequenciação nos 

últimos trinta anos. A PCR veio permitir a simplificação substâncial do procedimento 

habitualmente realizado num laboratório de rotina. A sequenciação direta inicia-se com 

uma PCR que amplifica o locus alvo com recurso a primers específicos e previamente 

escolhidos. De seguida, o ADN é de novo submetido a duas novas reações de PCR em 

paralelo.  
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Em cada uma destas reações é utilizado apenas um dos primers iniciais, o que faz com 

que em cada reação seja amplificada apenas uma das duas cadeias do ADN alvo. Após a 

amplificação, o ADN é dividido em quatro amostras onde são adicionados os quatro 

desoxirribonucleótidos, um diferente para cada reação e ADN polimerase. A extensão da 

sequência concorre com a adição dos desoxirribonucleótidos à nova cadeia de ADN e 

termina com a adição de um desoxirribonucleótido. Assim, cada reação irá ter fragmentos 

de tamanhos diferentes que terminam com a adição do desoxirribonucleótido em questão 

(56).  

 

A sequenciação é uma técnica importante em estudos de autenticação alimentar 

pois permite a análise da variação genética entre indivíduos, além de possibilitar a 

sequenciação de genoma cloroplastidial, mitocondrial e ribossomal. Possui elevada 

reprodutibilidade, requer pouca quantidade de ADN por reação quando este é amplificado 

por PCR, e a maior parte do processo é passível de automatização. Ainda que a 

morosidade da análise bem como os custos associados constituam entraves à sua 

aplicação na rotina, este é o método mais rigoroso sendo muitas vezes utilizado na 

confirmação de resultados. Atualmente os métodos de sequenciação de nova geração têm 

vindo a destacar-se cada vez mais sendo também economicamente mais acessíveis 

(57,58). 

Atualmente recorre-se frequentemente à sequenciação de genes específicos 

usados para identificação de espécies conhecidos como regiões barcoding. O termo ADN 

barcoding remete para rastreio, possibilitando a identificação de determinada espécie. Esta 

ferramenta assume relevância na identificação de espécies o que faz da mesma um bom 

recurso em estudos de autenticidade alimentar e validação de produtos (59).  

 

Assim, os “códigos de barras” do ADN são regiões do genoma que se caracterizam 

pela elevada variabilidade inter espécie e baixa intra espécie. O ADN barcoding ideal deve 

conter informação filogenética suficiente que possibilite associar determinada espécie ao 

seu grupo taxonómico. Além disso deve ser robusto, possuir sequências de ligação dos 

primers conservadas e o fragmento de ADN alvo deve ser suficientemente curto para 

permitir amplificar ADN degradado. A sequência de ADN utilizada com sucesso em animais 

é a extremidade 5´do gene da citocromo c oxidase 1 (COX1 ou CO1). Esta sequência é 

reconhecida como barcode universal do reino animal e é utilizada para identificar espécies 

animais (60).  
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No caso das plantas, o genoma mitocondrial não apresenta poder de discriminação similar 

ao dos animais, possivelmente devido às recombinações intramoleculares características 

do ADN mitocondrial das plantas. Por este motivo, começaram a ser realizados estudos 

com foco nos genes plastidiais. Inicialmente foram propostas várias combinações de sete 

genes plastidiais (rpoC1 + rpoB + matK ou rpoC1 + matK + trnH – psbA, rbcL + trnH + 

psbaA e atpF-H + psbK-I + matK) como candidatos a barcode universal. De modo a facilitar 

a seleção do barcode mais apropriado, o Consortium for the Barcode of Life (CBOL) 

promoveu a formação de um grupo de trabalho de modo a testar os genes candidatos. 

Concluiu-se que que a melhor opção seria a de duas porções de genes plastidiais - rbcL e 

matK. A combinação destas duas regiões foi escolhida devido ao elevado nível de 

recuperação das sequências bem como da elevada capacidade de discriminação entre 

espécies (61,62). A baixa taxa de evolução do genoma mitocondrial das plantas significa 

que estas regiões não apresentam diferenças suficientes que permitam a distinção precisa 

das espécies. As regiões plastidiais selecionadas como referência apresentam taxas de 

evolução relativamente mais rápidas quando comparadas aos genes mitocondriais. Estas 

possibilitam a distinção entre as espécies baseada em diferenças no código genético, 

possuindo regiões conservadas a flanquear as extremidades da sequência de ADN para a 

ligação de primers universais (63,64).  

 

De forma a facilitar a análise de dados correspondentes às sequências barcoding, 

o Barcode of Life Data System (BOLD) possui uma plataforma informática que facilita a 

recolha de dados. A seleção da abordagem mais adequada depende de diferentes aspetos, 

incluindo a variabilidade genética da espécie analisada o tempo disponível para a 

realização da análise, a relação custo/eficácia (59,65,66). 

 

Com recurso ao DNA barcoding, foram reportados dois estudos com vista a 

identificar adulteração de amostras de pimenta preta com pimenta de Caiena (espécie C. 

annuum). Em ambos os estudos esta abordagem facultou o desenvolvimento de 

marcadores que permitem distinguir pimenta genuína da pimenta adulterada. 

 

 

Em um dos estudos foram testados três loci distintos para amplificação – rbcL, 

rpoC1 e psbA - trnH - recorrendo a primers universais. De seguida procedeu-se à sua 

resolução através de eletroforese em gel de agarose.  
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Pela observação do gel de agarose correspondente aos produtos amplificados na região 

do locus psbA-trnH, é possível observar duas bandas de distinto peso molecular sendo a 

banda de 350 pb correspondente à pimenta preta e a banda de 600 pertencente à pimenta 

de Caiena. Neste caso a adulteração ocorreu através da adição de pimenta de Caiena a 

amostras de pimenta preta que tiveram os seus principais compostos extraídos, sendo, 

portanto, de fraca qualidade. Deste modo, este método revelou ser eficaz para detetar 

adulteração ainda que em baixos níveis (37). 

 

 

No outro estudo realizado o principal objetivo foi comparar a eficácia de parâmetros 

morfométricos para deteção de pimenta preta adulterada com sementes de papaia e 

pimenta de Caiena com as metodologias baseadas na análise do ADN. Foi avaliado o 

aspeto das sementes inteiras e em pó. Verificou-se que, embora distintas, não são 

passíveis de distinção quando misturadas com os adulterantes. Além disso também foi 

avaliado o grau de pungência tendo-se verificado alteração nas amostras adulteradas 

quando comparadas às amostras puras, no entanto, também não foi prova suficiente para 

detetar a adulteração. Por outro lado utilizou-se a região psbA-trnH para o desenho de 

marcadores específicos e procedeu-se à comparação dos resultados obtidos com ambos 

os métodos. Verificou-se que os parâmetros morfométricos não fornecem evidências 

suficientes que a pimenta se encontrava adulterada, no entanto, a avaliação e comparação 

dos fragmentos amplificados possibilitou essa distinção (a pimenta rendeu um fragmento 

de 200 pb enquanto a pimenta adulterada com sementes de papaia e pimenta de Caiena 

rendeu um fragmento de 450 pb). Este estudo comparativo reforça a importância dos 

métodos baseados na análise de ADN para a deteção de adulterações e autenticação de 

produtos alimentares (37,67). 

 

 

1.3. Metodologias promissoras para a autenticação de pimenta 

 

Apesar da importância económica da pimenta e, consequentemente, da sua 

adulteração, o número de métodos desenvolvidos para o seu controlo, e correspondentes 

publicações, é de dimensão inferior às metodologias desenvolvidas para outras matrizes 

alimentares como por exemplo para produtos à base de peixe, carnes e cereais.  

Por este motivo é de extrema importância o desenvolvimento de uma metodologia para a 

deteção dos principais adulterantes da pimenta recorrendo às técnicas mais recentes para 

a deteção de uma forma específica, rápida e robusta, como a PCR em tempo-real (qPCR). 
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1.3.1. PCR em tempo real 

 

Partindo da premissa que a qPCR gera, de forma exponencial, cópias de 

determinado fragmento de ADN torna-se possível estabelecer uma relação quantitativa 

entre a quantidade de ADN inicial na sequência alvo e a quantidade de produto PCR 

formado num determinado número de ciclos. Teoricamente, a reação qPCR duplica a 

quantidade de ADN após cada ciclo de amplificação de forma exponencial. A quantidade 

de ADN é medida após cada ciclo de amplificação através da leitura da fluorescência 

emitida. Os dados da fase exponencial da reação fornecem informação quantitativa 

relativamente à sequência alvo (69).  

 

 

. 

 

 

Figura 5 – Principio da deteção utilizando fluoróforo intercalante. Adaptado de: (43) 

 

 

A reação ocorre num termociclador constituido por uma fonte de luz integrada, um 

sistema de deteção de fluorescência e um software que capta os dados transformando-os 

numa curva de amplificação permitindo simplificar a sua análise. A deteção dos produtos 

PCR amplificados pode ser feita mediante a utilização de corantes intercalantes da cadeia 

dupla de ADN (esquematizado na figura 5), sondas de hidrólise, sondas de hibridação ou 

sondas de interação especifica (molecular beacon).  

 

Em termos económicos, comparativamente às sondas, os corantes intercalantes 

são uma solução menos dispendiosa. Existem vários corantes disponíveis no mercado 

sendo o fluoróforo mais comum o SYBR® Green e, mais recentemente, o corante de 3ª 

geração Eva® Green, sendo que este último apresenta maior potencial de fluorescência e 

maior estabilidade e especificidade para as cadeias de ADN (68,69). No início da reação a 

emissão de fluorescência ocorre a níveis resíduais, no entanto, à medida que o produto vai 

sendo amplificado esta vai aumentando. Quando o corante fluorescente se liga à cadeia 

dupla de ADN verifica-se um aumento da emissão da fluorescência que é medida na fase 

de extensão de cada ciclo de qPCR (69). 
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A avaliação dos resultados é realizada através da análise das curvas de melting ou fusão, 

que são representativas da temperatura em função da fluorescência. A curva de fusão 

representa a cadeia dupla de ADN após amplificação com o fluoróforo intercalado. A qPCR 

segue o principio geral da PCR convencional ocorrendo em três fases mediadas por 

variações de temperatura. A reação tem início com uma elevação da temperatura de modo 

a separar a dupla cadeia, são utilizadas temperaturas de 95 ºC e a duração desta fase 

depende da proporção em guanina-citosina da cadeia molde.  De seguida é promovida  

uma diminuição da temperatura de forma a que ocorra a ligação dos primers ao fragmento 

molde. Nesta fase a temperatura utilizada depende da temperatura de fusão dos primers, 

sendo geralmente selecionada uma temperatura 5 ºC abaixo da temperatura de fusão dos 

mesmos. Na fase final da amplificação utilizam-se temperaturas entre os 70 – 72 ºC 

possibilitando a extensão da cadeia pela incorporação dos nucleótidos pela ADN 

polimerase (47).  

 

A interpretação das curvas obtidas requer a definição de conceitos específicos, 

nomeadamente baseline e ciclo threshold.  O termo baseline refere-se ao limiar minímo de 

deteção de fluorescência e geralmente tem a duração de três a quinze ciclos, nos quais a 

variação da fluorescência é diminuta  (47,68,70,71). O ciclo threshold (Ct) é definido como 

o numero de ciclos de PCR no qual a fluorescência detectada é superior ao nível mínimo 

de deteção (baseline). Constitui o princípio básico da PCR e é componente essencial na 

produção de dados precisos e reprodutíveis (68). O valor de Ct ocorre sempre durante a 

fase exponencial da amplificação o que sucede durante os primeiros ciclos da reação. À 

medida que os componentes da reação se vão esgotando, a amplificação dos produtos vai 

diminuindo até que deixe de ocorrer, ou seja, atinge-se a fase de patamar.  

 

 

A qPCR é maioritariamente usada como uma ferramenta de quantificação de ADN 

de determinada espécie ou organismo transgénico em matrizes complexas, através de 

métodos de quantificação absoluta (curva de calibração externa) ou relativa (determinação 

do ΔCt entre um gene de referência comum aos componentes da matriz e o gene da 

espécie alvo). Os padrões expressam-se usualmente em números de cópias do genoma 

ou quantidade de ADN da espécie alvo. Estes métodos são usualmente desenvolvidos 

recorrendo ao cumprimento dos parâmentros definidos em algumas publicações de 

referência (72). 

 



30 
 
 

Todavia, nos casos em que se pretende utilizar as potencialidades da reação 

(rapidez e sensibilidade) para o rastreio qualitativo ou semi-quantitativo de mais que uma 

espécie, a qPCR é utilizada com grande sensibilidade e robustez. Para tal existem 

indicações na bibliografia que permitem a validação de métodos qualitativos para o rastreio 

de grande número de Organismos Geneticamente Modificados que podem ser usadas e 

adaptadas para a determinação qualitativa de outros organismos (72). 

 

 

 A qPCR permite também avaliar a especificidade da amplificaçao através da análise 

de melting dos fragmentos amplificados ou HRM (High Resolution Melting). A análise HRM 

é um método pós-PCR que consiste na caracterização dos fragmentos de ADN de acordo 

com o comportamento de dissociação da cadeia dupla de ADN em cadeia simples. 

Recentemente, alguns trabalhos desenvolvidos revelaram a utilidade da aplicação desta 

ferramenta na área da autenticidade alimentar (73). Esta abordagem consiste na 

monitorização da desnaturação da cadeia dupla de ADN em cadeia simples promovida 

pelo aumento da temperatura. À medida que os produtos começam a desnaturar vai 

ocorrer uma diminuição na fluorescência até que a temperatura atinja a temperatura de 

melting correspondente ao produto PCR (68). Uma vez que o perfil de desnaturação 

depende depende do conteúdo em guanina-citosina, na complementariedade das cadeias 

de ADN, no comprimento e sequência do fragmento em estudo, esta abordagem permite 

revelar de forma precisa polimorfismos mediante comparação das curvas de desnaturação 

dos respetivos produtos (73,74).  

 

 

No âmbito do presente trabalho, a técnica de qPCR acoplada à análise HRM 

mostra-se bastante promissora como método robusto de rastreio da presença de vários 

contaminantes em amostras de pimenta.  
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2. Objetivos e âmbito do trabalho 

 

A pimenta é uma das especiarias mais utilizadas no mundo sendo, portanto, muito 

valorizada, tendo como consequência o aumento dos relatos de adulterações intencionais 

com recurso a matérias primas economicamente menos valorizadas. O principal 

adulterante mais frequentemente reportado são as sementes de papaia (Carica papaya), 

no entanto também foram identificados eventos de adulterações com farinha de milho (Zea 

mays) e pimenta de Caiena (Capsicum annum) (após remoção dos compostos bioativos e 

aromáticos). 

 

Neste contexto, de modo a detetar atividades fraudulentas por parte dos produtores, 

o desenvolvimento de métodos analíticos para a deteção de espécies adulterantes é 

fundamental. Assim, o objetivo deste trabalho centrou-se no desenvolvimento de uma 

metodologia analítica qualitativa, rápida, específica e passível de ser usada num grande 

número de amostras em simultâneo, para autenticação da pimenta utilizando PCR em 

tempo real acoplado a uma análise High Resolution Melting para confirmação da 

especificidade. Foram selecionadas como espécies adulterantes alvo a papaia (Carica 

papaya), o milho (Zea mays) e a pimenta de Caiena (Capsicum annum). 

 

Dada a natureza complexa da matriz da pimenta o primeiro passo foi o estudo de 

um método de extração de ADN eficaz, que fornecesse extratos de qualidade para 

possibilitar a amplificação por PCR. De seguida procedeu-se ao desenvolvimento de 

marcadores moleculares que permitissem a identificação da pimenta e respetivas espécies 

adulterantes em amostras de pimenta em pó. O desenvolvimento da técnica baseou-se, 

assim, no estudo de regiões de ADN barcode de forma a desenvolver marcadores 

específicos e sensíveis para cada um dos adulterantes estudados. Relativamente às 

referidas regiões, entre os genes dos plastídios escolheram-se as regiões padrão do 

barcoding para plantas, ou seja, o gene rbcL que codifica a subunidade grande da ribulose-

1,5-bifosfato carboxilase (RuBisCo) e o gene matK que codifica para a proteína maturase 

K que está envolvida na remoção de intrões tipo-II de ARN transcritos. O gene rbcL é o 

mais bem caracterizado tendo sido o primeiro gene das plantas a ser sequenciado. Este 

oferece distinta universalidade, no entanto, não apresenta elevado poder de discriminação 

entre espécies (65).  
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No caso do gene matK, verifica-se o oposto pois possui elevado poder de discriminação 

mas existe uma maior dificuldade na amplificação das suas sequências (75).  

 

Relativamente às regiões não codificantes foram selecionadas duas para o estudo: 

o espaçador intergénico psbA-trnH e o intrão trnL pois estas regiões tem sido descritas 

como ferramentas distintas para estudos filogenéticos de plantas. O gene psbA codifica a 

proteína D1 do fotossistema II e o gene trnH é um gene de tARN. O espaçador intergénico 

psbA-trnH tem sido utilizado com sucesso para identificação de espécies vegetais de forma 

rápida e precisa pelo facto desta região genómica ser mais variável do que o gene e, 

consequentemente, gerar melhores resultados na distinção entre plantas (62,76). 

Relativamente ao intrão trnL, este, apesar de curto tem igualmente sido descrito como uma 

boa ferramenta para identificação tendo sido, portanto, incluído no estudo (77). 

 

Por fim aplicou-se a metodologia desenvolvida a vinte e nove amostras comerciais 

disponíveis no mercado nacional com o intuito testar a aplicabilidade do método e avaliar 

o nível de adulteração atual.  
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3. Material e métodos 

 

3.1. Descrição e preparação das amostras 

 

Na fase inicial de desenvolvimento e otimização do método foram utilizadas 

matrizes de referência para as espécies pimenta (P. nigrum), papaia (C. papaya), milho (Z. 

mays) e pimenta de Caiena (C. annum). Por forma a testar a reatividade cruzada com 

possíveis contaminantes do processamento da pimenta (cuja presença é referida como 

possível nas embalagens de pimenta) foram também utilizadas amostras de mostarda 

amarela (Sinapis alba), aipo (Apium graveolens) e sésamo (Sesamum indicum). Estas 

amostras foram previamente submetidas a sequenciação do gene rbcL para certificação 

da respetiva espécie. As matrizes foram adquiridas em grão e posteriormente pulverizadas 

no laboratório tendo em conta os procedimentos usuais (limpeza cuidada com solução de 

hipoclorito de sódio de todos os utensílios da moagem) para que não ocorra contaminação 

de matrizes. A trituração foi executada num moinho de esferas para pequenos volumes 

(Precellys® Evolution, Bertin Instruments, França) em tubos roscados de 15 mL com 

aproximadamente 10 esferas em aço inoxidável de 2,8 mm, programado da seguinte forma: 

7500 rpm durante 6 ciclos de 60 segundos cada com uma pausa de 10 segundos entre 

cada ciclo. Todas as amostras foram, de seguida, colocadas em tubos estéreis 

devidamente identificadas e armazenadas à temperatura ambiente.  

De forma a desenvolver, otimizar e validar os métodos, foi necessário preparar uma 

série de misturas de referência contendo 0,01 a 20 % de cada um dos adulterantes em 

pimenta. A preparação das misturas incluiu uma etapa prévia de descontaminação de 

todos os materiais com o intuito de evitar contaminações cruzadas entre as matrizes 

analisadas. A eliminação química do ADN residual de todo o material utilizado foi realizada 

com hipoclorito de sódio a 5 % em água. Cada mistura foi deixada num agitador orbital 

durante cerca de 12 horas de modo a garantir a sua total homogeneização. 

Para a aplicação do método desenvolvido no rastreio de mercado foram adquiridas 

amostras de pimenta em vários estabelecimentos comerciais, quer em grandes superfícies 

quer no comércio tradicional. Reuniram-se vinte e nove amostras na totalidade, de pimenta 

preta e branca em pó cuja informação que consta no rótulo se encontra descrita na tabela 

5. Verificou-se que nove das amostras não apresentavam qualquer rotulagem 

desconhecendo-se também a sua origem, pois eram vendidas a retalho. O estudo incidiu 

sobre amostras em pó (figura 6) pelo facto de serem o alvo do presente trabalho, mais 

suscetíveis a adulterações relativamente às amostras vendidas em grão.  
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Tabela 5 - Descrição das amostras adquiridas no mercado nacional para o presente trabalho. n.a. – Não 

aplicável. 

# Tipo Marca Ingredientes 

1 Pimenta Branca Moída A Pimenta branca moída 

2 Pimenta Branca Moída B 
Pimenta branca moída, pode conter vestígios de aipo, mostarda 

e sementes de sésamo 

3 Pimenta Preta Moída B 
Pimenta preta moída, pode conter vestígios de aipo, mostarda e 

sementes de sésamo 

4 Pimenta Branca Moída C Pimenta branca moída 

5 Pimenta Branca Moída D Pimenta branca moída 

6 Pimenta Preta Moída D Pimenta preta moída 

7 Pimenta Branca Moída E Pimenta branca moída 

8 Pimenta Preta Moída F Pimenta preta moída, pode conter vestígios de aipo e mostarda 

9 Pimenta Preta Moída G Pimenta preta moída, pode conter vestígios de aipo e mostarda 

10 Pimenta Branca Moída G 
Pimenta branca moída, pode conter vestígios de aipo e 

mostarda 

11 Pimenta Branca Moída H Pimenta branca moída 

12 Pimenta Preta Moída H Pimenta preta moída 

13 Pimenta Preta Moída A Pimenta preta moída, pode conter vestígios de aipo e mostarda 

14 Pimenta Preta Moída C Pimenta preta moída 

15 Pimenta Branca Moída I Pimenta branca moída, farinha de milho e oleoresina de pimenta 

16 Pimenta Preta Moída J Pimenta preta moída 

17 Pimenta Branca Moída J Pimenta branca moída 

18 Pimenta Branca Moída * n.a. 

19 Pimenta Preta Moída * n.a. 

20 Pimenta Preta Moída E Pimenta preta moída 

21 Pimenta Branca Moída * n.a. 

22 Pimenta Branca Moída * n.a. 

23 Pimenta Branca Moída * n.a. 

24 Pimenta Preta Moída * n.a. 

25 Pimenta Preta Moída * Pimenta preta moída 

26 Pimenta Branca Moída * Pimenta branca moída 

27 Pimenta Branca Moída L Pimenta branca 

28 Pimenta Preta Moída M Pimenta preta 

29 Pimenta Branca Moída N Pimenta branca 
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Figura 6 - Pimenta branca em pó (A), pimenta preta em pó (B). 

 

A preparação das amostras teve início com uma etapa de homogeneização por 

agitação durante 8 horas num agitador orbital. Posteriormente pesaram-se 50 mg de cada 

amostra para microtubo de 2 mL com tampa roscada, adicionaram-se aproximadamente 

10 esferas em aço inoxidável de 2,8 mm e homogeneizou-se no moinho de laboratório 

Precellys® Evolution (Bertin Instruments, França) com o seguinte programa: 7500 rpm 

durante 6 ciclos, de 60 segundos cada com uma pausa de 10 segundos entre cada ciclo. 

Todas as amostras foram, de seguida, colocadas em tubos estéreis devidamente 

identificadas e armazenadas à temperatura ambiente.  

 

3.2. Extração de ADN 

 

A etapa da extração de ADN é de extrema importância para o sucesso da 

amplificação por PCR e a sua eficácia depende da natureza da matriz da amostra e/ou da 

presença de potenciais interferentes. Uma vez que as amostras em estudo eram de 

natureza altamente processada optou-se por testar três métodos distintos de modo a 

identificar o mais adequado para as referidas matrizes. A avaliação da adequabilidade do 

método extrativo foi realizada tendo em conta os valores de pureza e concentração dos 

extratos obtidos. Três métodos diferentes foram selecionados para os testes devido à sua 

bem-sucedida aplicação em estudos anteriores com matrizes similares.  
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Escolheram-se os métodos EZNA HP Plant DNA, seguindo o protocolo para amostras 

secas, o método baseado na utilização do detergente CTAB (brometo de 

cetiltrimetilamónio) modificado e o método descrito por Dhanya e colaboradores (46) 

utilizada para extração de pimenta em pó. Os protocolos utilizam três abordagens 

diferentes consistindo na utilização de uma coluna com membrana de extração seletiva, na 

utilização de CTAB como agente de lise e precipitação com polietilenoglicol, 

respetivamente. 

 

A todos os protocolos foi adicionado um passo de homogeneização adicional com 

recurso ao moinho de laboratório Precellys® Evolution (Bertin Instruments, França) que 

consistiu na pesagem de cerca de 50 mg de cada amostra para tubos esterilizados, 

roscados e de 2 mL de capacidade. A esta quantidade de amostra juntou-se 600 µL 

(método EZNA e CTAB) ou 300 µL (protocolo Dhanya) do respetivo tampão de extração. 

De seguida adicionaram-se aproximadamente 10 esferas de óxido de zircónio de 1,4 mm 

e submeteu-se as amostras a homogeneização no moinho Precellys® Evolution (Bertin 

Instruments, França) a uma velocidade de 7500 rpm durante 6 ciclos, de 60 segundos 

cada, para completa homogeneização e consequente aumento da eficiência de extração. 

  

3.2.1. Método EZNA HP Plant DNA Mini Kit 

 

O primeiro método testado foi o método baseado no kit comercial EZNA HP Plant 

DNA Mini Kit Protocol para exemplares secos. Foi seguido o protocolo fornecido pelo 

fabricante, no entanto acrescentou-se um passo de homogeneização adicional já referido. 

Posteriormente adicionou-se 10 µL de mercaptoetanol e 4 µL de enzima RNAse e incubou-

se a 65 ⁰C durante 30 minutos. Findo o tempo de incubação adicionaram-se 600 µL de 

solução de clorofórmio/ álcool isoamílico (24:1). Durante este período, cada tubo de reação 

sofreu agitação no vórtex com vista ao aumento do rendimento da extração de ADN. A 

suspensão obtida foi centrifugada durante 10 minutos a uma velocidade de 10 000 x g e 

após a mesma recolheu-se cerca de 30 µL do sobrenadante para novo tubo de reação de 

2 mL e juntou-se 150 µL de tampão CXD (fornecido pelo fabricante) e 300 µL de etanol. A 

amostra foi transferida para um tubo coletor previamente montado com uma mini coluna 

fornecida, constituída por uma membrana filtrante. Centrifugou-se durante 1 minuto a 

10 000 x g, rejeitou-se o filtrado e colocou-se em novo tubo coletor.  
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Para a lavagem da membrana adicionou-se 700 µL de tampão de lavagem previamente 

preparado por diluição do tampão concentrado fornecido no kit (preparado por adição de 

100 mL de etanol 100% ao reagente fornecido) e centrifugou-se mais uma vez durante 1 

minuto a 10 000 x g. Descartou-se novamente o filtrado e repetiu-se a lavagem com o 

tampão procedendo-se de seguida à centrifugação da coluna durante 2 minutos de forma 

a garantir a completa secagem da membrana onde ficou retido o ADN. A coluna foi 

colocada em novo tubo de reação para dissolução do ADN pela adição de 100 µL de 

tampão de eluição aquecido a 65 ⁰C e centrifugou-se durante 1 minuto a 10 000 x g, 

obtendo-se, assim, o extrato final de ADN que foi armazenado a -20⁰C.  

 

3.2.2. Método CTAB 

 

 Este método baseia-se na utilização de uma solução tampão com recurso ao 

detergente CTAB a 2 % (solução constituída por 8,28 g NaCl 1.4M, 2 g CTAB, 4 g de PVP 

40T, 1 mL TRIS 1M (10 Mm), 4 mL EDTA 20 Mm, 2 mL de mercaptoetanol). Pesou-se 

cerca de 50 mg de cada amostra para microtubos de 1,5 mL de capacidade previamente 

esterilizados à qual se adicionou 600 µL de tampão de extração (CTAB 2 %) pré-aquecido 

a 65 ⁰C. Findo este período pipetou-se 600 µL de clorofórmio/ álcool isoamílico (24:1), 

agitou-se suavemente durante 2 minutos, centrifugou-se durante 10 minutos à velocidade 

de 6000 x g em centrífuga refrigerada e transferiu-se cuidadosamente o sobrenadante para 

novo tubo. Repetiu-se a lavagem com clorofórmio/ álcool isoamílico (24:1) e adicionou-se 

350 µL de isopropanol agitando-se de modo a promover a precipitação dos ácidos 

nucleicos. Posteriormente incubou-se a – 20 ⁰C durante 1 hora e centrifugou-se novamente 

durante 15 minutos tendo-se mantido os tubos em gelo após a centrifugação. Rejeitou-se 

o sobrenadante, secou-se o precipitado por inversão dos tubos em papel absorvente e 

procedeu-se à sua dissolução pela adição de 300 µL de TE (10 mmol/L Tris-HCl e 1 mmol/L 

EDTA). Foram acrescentados 5 µL de RNAse 10 mg/mL e incubou-se a 37 ⁰C por um 

período de 30 minutos após o qual se pipetou 150 µL de NaCl 5M e 900 µL de etanol gelado 

incubando-se novamente a – 20 ⁰C durante 1 hora. Após incubação foi realizada nova 

centrifugação nas condições anteriormente referidas e decantou-se cuidadosamente o 

sobrenadante por inversão do tubo em papel absorvente. Sucederam-se duas lavagens do 

precipitado com etanol a 70 % e secou-se ao ar. Após completa secagem redissolveu-se 

o mesmo em 60 µL de TE (10 mmol/L Tris-HCl e 1 mmol/L EDTA), centrifugou-se e 

transferiu-se para um novo tubo. Os extratos obtidos foram armazenados à temperatura de 

- 20 ⁰C. 
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3.2.3. Método Dhanya 

 

A extração do ADN por este método foi realizada de acordo com o procedimento 

descrito por Dhanya e colaboradores (46). A 50 mg de amostra juntaram-se 300 µL de 

tampão de extração contendo CTAB a 3 % CTAB, 100 mM Tris-HCl (pH 8), 20 mM EDTA 

(pH 8), 1.5 M NaCl e 1 % PVP, e procedeu-se à homogeneização descrita. Seguiu-se a 

incubação em banho a 65 ⁰C com agitação suave. Após incubação arrefeceu-se à 

temperatura ambiente, adicionou-se 1/3 do volume de acetato de sódio (5M), misturou-se 

e incubou-se em gelo durante 1 hora. Adicionou-se de seguida igual volume de clorofórmio/ 

álcool isoamílico (1:24), misturou-se por inversão durante 5 minutos e centrifugou-se a uma 

velocidade de 10 000 x g durante 15 minutos. Recolheu-se a fase aquosa para novo tubo 

e pipetou-se igual volume de PEG (polietilenoglicol) 6000 (30 %), misturou-se lentamente 

e incubou-se em gelo durante cerca de 1 hora. Seguiu-se nova centrifugação à velocidade 

de 12000 x g durante 20 minutos e decantou-se o sobrenadante. A lavagem do precipitado 

de ADN efetuou-se com etanol a 70 % e secou-se ao ar. A eluição foi realizada em de 60 

µL de água ultrapura. Armazenou-se a amostra a uma temperatura de - 20 ºC. 

 

3.3. Avaliação e quantificação do ADN extraído 

 

A concentração e pureza dos extratos de ADN obtidos foi medida através de 

espectrofotometria de UV recorrendo a um leitor de microplacas Multidetection SynergyTM 

HT (Biotek Instruments Winooski, VT, EUA) e ao seu respetivo software de análise de 

dados Gen5. Foi medida a absorvência dos extratos a 260 nm e 280 nm, pois, quer ácidos 

nucleicos quer proteínas, respetivamente, absorvem parcialmente a estes comprimentos 

de onda. A pureza dos extratos foi estimada através do cálculo da razão entre estes dois 

valores (260 nm/280 nm) considerando que valores iguais ou superiores a 1.8 representam 

extratos de elevada pureza. Relativamente à determinação da concentração dos extratos 

(ng/µL), esta foi feita partindo do valor de absorvência a 260 nm. O procedimento foi o 

seguinte: utilizando um adaptador para leituras de pequenos volumes pipetou-se 3 µL de 

água ultrapura para cada um dos poços da placa e fez-se a leitura do branco. De seguida 

lavou-se a placa com etanol a 96 % e fez-se a leitura das absorvências de todos os extratos 

em duplicado. 
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A avaliação da integridade do ADN extraído foi realizada através de eletroforese em 

gel de agarose a 0.8 % em tampão SGBT 1 x (GRiSP Solutions, Porto, Portugal) contendo 

Gel Red (Biotium, Hayward, CA, EUA) durante 30 minutos a uma tensão elétrica de 120 V. 

Numa microplaca misturou-se 3 µL de tampão de carregamento com 5 µL de extrato de 

ADN de cada amostra. De seguida para cada poço do gel pipetou-se 6 µL da mistura 

previamente preparada. Como marcador de peso molecular utilizou-se o marcador Lambda 

DNA/HindIII marker 2 (Thermo Fisher ScientificTM, Massachusetts, EUA) adicionando-se 4 

µL diretamente no gel de agarose. A visualização do gel foi efetuada com recurso a um 

transiluminador de luz UV Gel Doc EZ Imager (Bio Rad Laboratories, EUA) e a imagem 

digital foi analisada pelo sofware Image Lab vs 5.1 (BioRad Laboratories, EUA). 

 

3.4. Desenho dos primers específicos para as espécies em estudo 

 

Foram utilizados vários conjuntos de primers desenhados de novo para este estudo 

partindo da análise das sequências genómicas de quatro loci: os genes cloroplastidiais 

rbcL e matK, o espaçador intergénico psbA-trnH e o intrão trnL. A síntese dos primers foi 

efetuada pela empresa Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA).  

As sequências usadas para o desenho dos primers, referentes às quatro espécies 

estudadas: P. nigrum, C. papaya, Z. mays e C. annum, foram obtidas a partir da base de 

dados GenBank (https://www. ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) e alinhadas no programa Bioedit 

(versão. 7.2.5). Os respetivos números de acesso encontram-se listados na tabela 6. 

Sempre que possível foram utilizadas pelo menos cinco sequências diferentes para cada 

espécie e loci. O desenho dos primers foi realizado com o auxílio da ferramenta online 

Decipher (http://decipher.cee.wisc.edu/DesignPrimers.html) e, as suas propriedades, 

incluindo a temperatura de melting, avaliadas recorrendo ao software online Oligo Calc 

(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html). A especificidade de cada um dos 

pares de primers foi previamente estudada através da ferramenta primer-BLAST que 

permite revelar as homologias de um par de primers relativamente a todas as sequências 

presentes na base de dados (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). 

 

 

 

 

https://www.google.pt/search?q=Waltham+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjQhYXkyYbWAhXH1BoKHRS4B4MQmxMIfSgBMA0
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Tabela 6 - Números de acesso relativos às sequências utilizadas para o desenho dos primers. 

 rbcL matK psbA-trnH trnL 

Piper nigrum 

AF44637356 

EF590561.1 

GBVI1382.11 

GBVS1577.13 

GBVI1385.11 

KM074009.1 

GBVI1383.11 

GBVI1384.11 

GBVP7042.15 

GBVP7043.15 

KM055199.1 

GQ891994.1 

 

EU519779.1 

Carica papaya 

GBVR2716.13 

HIDNA025.14 

HIDNA021.14 

GBVL803.11 

GBVL802.11 

AY042564.1 

JX495680.1 

GBVL801.11 

GBVR2716.13 

GBVL806.11 

KX451659.1 

KX451652.1 

AB817693.1 

AB817375.1 

Zea mays 

GBVD4970.11 

GBVD4971.11 

GBVX2095.15 

GBVX1793.13 

GBVX2023.13 
GU575286.1 

DQ131551.1 

KU497682.1 

FJ407058.1 

Capsicum spp 

GBVR959.13 

GBVR969.13 

HF572816.1 

     GBVK3996.11 

GBVR974.13 

GBVK4042.11 

GBVR1206.13 

GBVK4006.11 

JQ087870.1 

JQ087871.1 

EF537224.1 

EF537206.1 

GU595139.1 

AJ854571.1 

AJ854569.1 

EU580969.1 

 

  

 

3.5. PCR convencional 

 

Para a amplificação por PCR procedeu-se à preparação de uma mistura reacional 

para um volume final de 20 µL. Os componentes utilizados foram água ultrapura (11,60 

µL), solução tampão (2 µL), dNTP (1,60 µL), enzima Taq Polymerase (FIREPol® DNA 

polymerase, Solis BioDyne Tartu, Estónia) (0,20 µL), primers (1 µL de cada primer) e 

extrato de ADN (1 µL). A amplificação foi realizada num termociclador SimpliAmp Thermal 

Cycler (Thermo Fisher ScientificTM, Massachusetts, EUA). Em cada amplificação incluiu-

se um controlo negativo em que se substituiu o extrato de ADN por água ultrapura. As 

condições de PCR foram as seguintes: 95 °C durante 15 minutos, 35 ciclos de 30 segundos 

a 95 ºC, seguido de 30 segundos às temperaturas de 63, 66 e 69 ºC, um minuto a 72 ºC 

seguido de um passo final a 72 °C durante 7 minutos. Os fragmentos amplificados foram 

analisados através de eletroforese em gel de agarose a 1.5 % em tampão SGBT 1 x (SGTB 

GRiSP Solutions, Porto, Portugal) e corado com Gel Red 1 x (Biotium, Hayward, CA, EUA) 

durante 20 minutos a 120 V.  

https://www.google.pt/search?q=Waltham+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjQhYXkyYbWAhXH1BoKHRS4B4MQmxMIfSgBMA0
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Numa microplaca foram misturados 3 µL de tampão de carregamento e 3 µL de produto 

PCR transferindo-se, de seguida, para os poços do gel. O marcador de peso molecular 

utilizado foi FastRuler DNA Ladder, Low Range, ready to use (Thermo Fisher ScientificTM, 

Massachusetts, EUA), tendo-se utilizado 4 µL. A visualização do gel foi efetuada com 

recurso a um transiluminador de luz UV Gel Doc EZ Imager (BioRad Laboratories, EUA) e 

a imagem digital analisada pelo software Image Lab vs 5.1 (BioRad Laboratories, EUA).  

 

3.6. PCR em tempo real  

 

A amplificação por PCR em tempo real foi realizada mediante a preparação de uma 

mistura reacional de 10 µL com os seguintes componentes: água ultrapura (3 µL), Supermix 

SSo FastTM EvaGreen (BioRad Laboratories, EUA) (5 µL), extrato de ADN (1 µL) e primers 

(0,5 µL cada). Foi também utilizado um controlo negativo em cada reação de amplificação. 

As reações foram realizadas num termociclador CFX96TM Real Time System (BioRad 

Laboratories, EUA). 

 

As condições de tempo e temperatura utilizadas na PCR em tempo real foram as 

seguintes: 98 ºC durante 3 minutos seguido de 98 ºC durante 5 segundos, 66 ºC durante 

10 segundos, 72 ºC durante 10 segundos em ciclos de 40 vezes. Após a amplificação 

seguiu-se a análise melting através da aplicação de condições específicas. Consistiu na 

desnaturação inicial durante 10 segundo a 95 °C seguida da diminuição da temperatura 

para 65 °C durante 10 segundos após a qual se favoreceu a desnaturação da cadeia dupla 

de ADN mediante aumentos de 0,5 segundos até aos 95 °C. 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.google.pt/search?q=Waltham+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjQhYXkyYbWAhXH1BoKHRS4B4MQmxMIfSgBMA0
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4. Resultados e Discussão 

 

4.1. Escolha do método de extração e avaliação da qualidade do ADN extraído 

 

Por uma questão de uniformização do protocolo em desenvolvimento pretendeu-se 

selecionar e empregar um único método extrativo que se revelasse adequado para a 

extração de ADN de todas as matrizes alvo do presente estudo, sendo elas pimenta (P. 

nigrum), papaia (C. papaya), milho (Z. mays) e pimenta de Caiena (C. annum). Assim, 

numa fase inicial procedeu-se à realização de testes recorrendo a matrizes de referência 

representativas. Foram testados três métodos distintos de modo a averiguar qual deles 

originava extratos de melhor qualidade no que diz respeito à pureza e concentração de 

ADN. Cada tipo de amostra foi extraído em duplicado por cada método testado. Como foi 

anteriormente referido no capítulo respeitante aos materiais e métodos, a avaliação da 

pureza e concentração do ADN foi realizada por espectrofotometria de UV a comprimentos 

de onda correspondentes a 260 nm e 280 nm. Sendo que os ácidos nucleicos absorvem 

no comprimento de onda de 260 nm e as proteínas a 280 nm, a sua razão é calculada para 

estimar a pureza dos mesmos. Extratos com valores de pureza entre 1.7 e 2.1 podem ser 

considerados como puros, no entanto, o valor ideal deverá ser de 1.8. Resultados inferiores 

a 1.7 podem ser indício de contaminação com proteínas enquanto valores superiores a 2.1 

são sugestivos de contaminação com ARN. Os resultados obtidos para cada método 

testado encontram-se registados na tabela 7. 

 

Tabela 7 - Quantificação de ácidos nucleicos (ng/µL) e razão de absorvência a 260/280 das amostras extraídas 
pelos métodos Kit EZNA, CTAB e Dhanya. C - Concentração. 

Método de extração Kit EZNA CTAB Dhanya 

Amostra 
C 

(ng/µL) 
Pureza 

(260/280) 
C 

(ng/µL) 
Pureza 

(260/280) 
C 

(ng/µL) 
Pureza 

(260/280) 

1ª Pimenta 
branca 

3,71 1,13 19,28 1,53 9,67 1,63 

1B 3,68 0,89 26,45 1,63 10,17 1,68 

2ª 
Pimenta preta 

12,88 1,67 321,47 1,29 94,90 1,19 

2B 23,09 1,80 320,75 1,29 31,12 1,28 

3ª Pimenta 
verde 

22,94 1,56 34,55 1,66 46,55 1,38 

3B 26,90 2,12 22,24 1,58 25,27 1,36 

4ª Sementes de 
papaia 

6,14 2,00 167,79 1,46 95,97 1,15 

4B 17,00 2,04 125,54 0,96 74,09 1,14 

5ª Farinha de 
milho 

63,05 2,22 2,03 1,58 3,01 1,021 

5B 70,81 2,17 48,32 2,07 0,681 0,681 

6ª Pimenta C. 
annum 

95,17 2,01 575,36 1,75 124,86 1,60 

6B 53,62 2,04 413,05 1,77 220,21 1,36 

Média 33,25 1,80 345,58 1,55 61,37 1,63 
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A avaliação dos resultados permite observar uma grande variabilidade entre os 

valores de pureza e concentração obtidos para cada método testado. Os métodos CTAB e 

Dhanya possibilitaram a obtenção de extratos mais concentrados, 61.37 e 345.58 ng/µL 

respetivamente, no entanto, a pureza dos mesmos revelou-se estar comprometida 

apresentando-se inferior a 1.7 sugerindo alguma contaminação com proteínas ou outros 

compostos que absorvam a 280 nm. No caso do kit comercial EZNA os valores de pureza 

dos extratos foram elevados, média de 1.80, no entanto, a concentração média foi inferior 

comparativamente aos obtidos com os outros métodos, ou seja, 33.25 ng/µL.  

 

Quando a finalidade da extração de ADN é a sua amplificação posterior através da 

reação de PCR, mais do que a quantidade extraída, a sua pureza e integridade (tamanho 

médio dos fragmentos extraídos) são essenciais, pelo que se procedeu igualmente à sua 

avaliação.  

 

A integridade do ADN avaliou-se através de eletroforese em gel de agarose cujo 

resultado se encontra ilustrado pela figura 7. O estado de fragmentação dos extratos foi 

determinado pela visualização do tamanho médio do ADN extraído mediante comparação 

com um marcador de peso molecular. A existência de arrastamentos em linha na agarose 

significa degradação de ADN num leque de tamanhos desde o início ao fim do mesmo.  

 

Relativamente à integridade dos extratos das pimentas (linhas 1A, 1B, 2A, 2B e 3A, 

3B) verificou-se, para todos os métodos testados, que embora se confirme a presença de 

ADN visualiza-se um ténue arrastamento sem bandas definidas evidenciando a extração 

de ADN degradado e ausência de ADN de elevado peso molecular. Este facto pode estar 

associado ao elevado grau de processamento a que as amostras de pimenta foram sujeitas 

(moagem, secagem pelo calor, armazenamento, etc.), o que contribui fortemente para a 

deterioração do ADN na própria amostra e consequente diminuição do rendimento da 

extração. 
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Figura 7 - Gel de agarose de ADN genómico das amostras extraídas pelos três métodos. A: Kit 

EZNA, B: CTAB e C: Dhanya. Linhas 1A e 1B – Pimenta branca; Linhas 2A e 2B – Pimenta preta; 

Linhas 3A e 3B: Pimenta verde; Linhas 4A e 4B – Sementes de papaia; Linhas 5A e 5B - Farinha de 

milho; Linhas 6A e 6B – Pimenta de Caiena; M- Marcador de peso molecular (Lambda DNA/Hindlll 

Marker, 2). 

 

A extração de ADN de alimentos processados resulta, na grande maioria das vezes, 

na obtenção de extratos altamente degradados, não inviabilizando, no entanto, a posterior 

amplificação por PCR. A visualização em gel de agarose é um método simples e eficaz na 

avaliação da integridade do ADN, todavia é pouco sensível não sendo possível detetar a 

presença de quantidades baixas, como parece ser o caso na pimenta em pó. No caso dos 

três tipos de pimenta testados não é possível fazer uma seleção do método mais eficaz 

pelo que se deve recorrer à avaliação de outros parâmetros como a pureza dos extratos.  

231130 pb 

231130 pb 

231130 pb 
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No que diz respeito às amostras de papaia e milho constou-se que a aplicação do 

método baseado no kit comercial EZNA originou extratos de elevado peso molecular (linhas 

4A, 4B, 5A e 5B, respetivamente). Através do método CTAB observou-se igualmente a 

presença de ADN de elevado peso molecular, embora, no caso da papaia (linhas 4A e 4B) 

esta situação se verifique apenas no extrato 4B. Com o método Dhanya tanto para a papaia 

como para o milho não se observaram quaisquer bandas de ADN pelo que se concluiu que 

este método não se revelou eficaz na extração de ADN deste tipo de matrizes sendo, 

assim, preterido. No caso da pimenta de Caiena (linhas 6A e 6B), em todos os métodos 

testados se observaram bandas com elevado grau de arrastamento sugerindo forte 

degradação do ADN da amostra, igualmente sujeita a processamento.  

Tendo em conta estes resultados apurou-se que o método mais adequado para a 

realização do estudo em causa foi o do kit comercial EZNA. Este forneceu os melhores 

resultados quer em termos de pureza (para todas as amostras) quer de integridade dos 

extratos para as amostras de papaia, milho e pimenta de Caiena comparativamente aos 

outros métodos testados. O fator tempo também contribuiu para a seleção do método 

sendo que permite a obtenção dos extratos num período de tempo mais reduzido (cerca 

de 2 horas) relativamente aos outros métodos testados neste ensaio (entre 6 a 8 horas no 

total). Selecionado o método, procedeu-se, assim, à extração da totalidade das amostras 

comerciais seguindo o referido protocolo. Os resultados da avaliação da pureza e 

concentração das mesmas estão registados na tabela 8. 

 

 Tabela 8 - Concentrações e purezas do ADN extraído das amostras comerciais 
através do Kit comercial EZNA. C – Concentração. 

 

 

 

 

 

# C (ng/µL) Pureza (260/280) # C (ng/µL) Pureza (260/280) 
1 16,13 1,8 16 25,82 2,1 

2 14,67 2,2 17 54,74 2,2 

3 17,79 1,8 18 27,88 1,9 

4 8,11 2,1 19 15,75 2,0 

5 7,59 
24,18 

2,1 20 15,25 2,0 

6 1,8 21 82,11 2,2 

7 45,01 2,1 22 58,49 2,1 

8 14,87 1,8 23 59,02 2,2 

9 23,27 1,7 24 27,83 2,0 

10 12,59 1,8 25 33,93 2,0 

11 8,17 1,7 26 28,40 2,1 

12 32,59 1,7 27 24,061 2,1 

13 33,49 1,8 28 19,9015 1,8 

14 19,64 1,9 29 59,684 2,0 

15 41,53 2,1    
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A figura 8 ilustra a eletroforese em gel de agarose realizada para avaliar a respetiva 

integridade. Para as amostras comerciais verificou-se idênticos níveis de concentração 

(valor médio de 29.40 ng/mL) e de pureza (valor médio de 1.97). Quanto à degradação 

verificou-se ser elevada para a maioria das amostras excetuando as amostras 4, 7,15, 21, 

24, 26 e 27. 

 

 

Figura 8 - Gel de agarose de ADN genómico extraído a partir das amostras comerciais. 

Linhas 1 a 29 – Amostras comerciais; M - Marcador de peso molecular (Lambda 
DNA/Hindlll Marker, 2). 

 

 

4.2. Desenho de primers específicos para as espécies adulterantes  

 

Tendo como ponto de partida as sequências de cada uma das espécies em estudo 

(P. nigrum, C. papaya, Z. mays e C. annum), para cada um dos loci referidos, procedeu-se 

à otimização da metodologia começando pelo desenho de primers específicos. É facto 

conhecido que o ADN das plantas evolui muito lentamente para proporcionar uma região 

suficientemente variável que permita distinguir facilmente entre plantas (78). Por esta 

razão, e dado que o presente trabalho incidiu na identificação de quatro espécies de 

plantas distintas, optou-se por desenhar primers com alvo em várias regiões genómicas 

tendo-se selecionado quatro loci distintos. Os loci escolhidos foram os genes 

cloroplastidiais de referência para as plantas rbcL e matK, o espaçador intergénico psbA-

trnH e o intrão trnL.  

231130 pb 

231130 pb 



48 
 
 

Inicialmente, utilizando o software BioEdit (versão. 7.2.5.), fizeram-se alinhamentos 

com as sequências para cada um dos loci. De seguida, exportaram-se os ficheiros 

referentes a cada alinhamento, devidamente agrupados, identificados e em formato FASTA 

para o software online. O objetivo inicial seria a identificação de regiões polimórficas entre 

as quatro espécies, flanqueadas por zonas conservadas, de modo a possibilitar o desenho 

de primers de tamanho suficiente para amplificação, no entanto, esta abordagem não foi 

possível pelo facto das sequências serem altamente conservadas não tendo sido 

encontrado o necessário polimorfismo. Deste modo, propôs-se uma abordagem diferente 

procedendo-se ao desenho de primers específicos para cada uma das espécies de forma 

individual. O programa gerou um ficheiro excel com dez opções de primers alternativos 

bem como a informação relativa aos mesmos, inclusive o tamanho do produto, potenciais 

amplificações cruzadas com produtos não alvo e uma estimativa da sua eficiência. Foram 

selecionados e sintetizados para estudo quatro pares de primers, para cada uma das 

espécies, que apresentavam os melhores índices de especificidade de acordo com o 

indicado pelo software. Estes apresentam-se descritos na tabela 9 assim como o tamanho 

do potencial fragmento amplificado.  

 

 

O tamanho dos fragmentos amplificados encontra-se entre os 54 e 205 pb o que se 

adequa à aplicação de um método de PCR para amostras altamente degradadas como 

verificado nas plantas em estudo, nomeadamente para a pimenta em pó. 
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Tabela 9 - Primers utilizados para a identificação de P. nigrum, C. papaya, Z. mays e C. annum. pb – Pares de 
bases.  

Loci Primer Sequência dos primers (5´ - 3´) 
Tamanho (pb) 

Primer Produto 

 

 

 

rbcL 

P_rbcL F 

P_rbcL R 

CGTATGTCTGGTGGAGACCATGT 

ACCCAGAGTAATTTCCCGCTC 

23 

21 
78 

Ca_rbcL F 

Ca_rbcL R 

TCAAAAGGGCTGTATTTGCCCG 

GGTGGATGTGAAGAAGTAGACCATTA 

22 

26 
132 

Z_rbcL F 

Z_rbcL R 

CCCGTTCCTGGGGACCC 

TCCAAACGTAGAGCGCGTAA 

17 

20 
143 

Cp_rbcL F 

Cp_rbcL R 

GCTACCGCATCGAGCGTGT 

GGCGGACCTTGGAAAGTTTTAATATA 

19 

26 
205 

 

 

psbA-trnH 

P_psbA-trnH F 

P_psbA-trnH R 

TACAAATGGATAATGCTTCCTCCTT 

TGCTCCTTCAACAACTCCTATACATT 

25 

26 
56 

Ca_psbA-trnH F 

Ca_psbA-trnH R 

TGGAGACCGACGCGTTTT 

AAGGAGCAATAATCAAGGAAGTTGA 

18 

25 
70 

Z_psbA-trnH F 

Z_psbA-trnH R 

GGCTACATCCGCCCCTTATC 

TCGAGGTATGGAGGTCAGAATAAATA 

20 

26 
86 

Cp psbA-trnH F 

Cp psbA-trnH R 

TCTCTCATTACTGCTATCGAAGCTC 

AGGAGCAATAGCACCCTCTTG 

25 

21 
127 

 

 

 

matK 

P_matK F 

P_matK R 

TACGAGTATTGTCATTCGGGCA 

CGTTCAAGAAGGGCTTCCCA 

22 

20 
188 

Ca_matK F 

Ca_matK R 

GAGTCCTTCTTGAGCGAATTTTATTC 

GTTCCGTAGAAAGACGAAAGTGGAT 

26 

25 
96 

Z_matK F 

Z_matK R 

TACGATTAACATCTTCTGGAACCTT 

TGTTCCATCTTCCCAGAAAAGATGAT 

25 

26 
61 

Cp_matK F 

Cp_matK R 

AGAAGCCCGGTTACTCCTT 

GTTCCGTAGAAAGACGAAAGTGGAT 

19 

25 
104 

 

 

trnL 

P_trnL F 

P_trnL R 

AGTTCAGAAAGCGGAAAAGGGAT 

CCCCATTTGATTCGTTAGAACAACTT 

23 

26 
68 

Ca_trnL F 

Ca_trnL R 

CCTGAGCCAAATCCTGTTTTACGAG 

TCGCTTTCTGAACTCTTGTTTTGTTT 

25 

26 
54 

Z_trnL F 

Z_trnL R 

GCAATCCTGAGCCAAATCCCT 

TCTCTGCACCTATCCTTTTCCTTTG 

21 

25 
129 

Cp_trnL F 

Cp_trnL R 

ATGGAGTTAAATGTGTTGGTAGAGGA 

GATTCGGGTCGTCATTAATCATTTGA 

26 

26 
80 
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4.2.1. Otimização das condições de amplificação e avaliação da especificidade em 

PCR convencional 

 

Após desenho dos primers procedeu-se à avaliação da sua especificidade pela 

técnica PCR convencional uma vez que o custo desta técnica é inferior ao qPCR, 

permitindo assim a realização de um grande número de testes, necessários para a 

otimização do método. A informação referente às concentrações e quantidades de 

reagentes utilizados para a generalidade das reações de amplificação encontra-se relatada 

no capítulo alusivo aos materiais e métodos (Capítulo 3.5.) e baseiam-se em condições 

padrão geralmente utilizadas. No que diz respeito à quantidade de ADN a utilizar em cada 

amplificação, tendo em conta os resultados obtidos na quantificação dos extratos, não foi 

possível diluir as amostras ao nível recomendado de 10 ng/µL pois as concentrações 

iniciais não se revelaram suficientes para efetuar diluições que garantissem a não 

interferência da matriz. Deste modo optou-se por introduzir, em todas as amostras, uma 

diluição de 1:10 em água ultrapura para PCR de modo a minorar os efeitos de inibição da 

amplificação provocados pelos constituintes da matriz.  

 

 

Relativamente à temperatura de hibridação a utilizar foi indispensável efetuar 

ensaios de modo a determinar qual a mais adequada pois configura o parâmetro mais 

influente na especificidade da PCR. De modo a possibilitar o rastreio dos três adulterantes 

numa única reação PCR, por forma a que o método permitisse a realização de um grande 

número de testes simultaneamente, propôs-se simplificar ao máximo o protocolo do 

método. Para tal procurou-se otimizar as reações PCR de modo a que a temperatura de 

hibridação dos primers fosse comum para todas as espécies alvo. Inicialmente efetuaram-

se simulações através do software OligoCalc tendo-se optado, após análise das 

temperaturas de hibridação simuladas, por testar a amplificação com três temperaturas 

diferentes: 63, 66 e 69 ºC, de modo a averiguar qual a mais apropriada. Para todas as 

amostras de referência (pimenta branca, pimenta preta, pimenta verde, papaia, milho e 

pimenta de Caiena) realizaram-se amplificações individuais com todos os primers 

desenhados utilizando as três temperaturas de hibridação referidas. Na figura 9 apresenta-

se, a título de exemplo, o gel de agarose dos produtos amplificados com o par de primers 

Cp_matK para as diferentes temperaturas testadas. 
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Figura 9 - Gel de agarose referente à amplificação com os primers Cp_matK. Linhas 1 – Pimenta 

branca, Linhas 2 – pimenta preta; Linhas 3 – Pimenta verde; Linhas 4 – Papaia; Linha 5 – Milho; 
Linhas 6 – Pimenta de Caiena; M - Marcador de peso molecular (FastRuler DNA Ladder, Low 
Range, ready to use). 

   

Pela análise da imagem verifica-se que, à temperatura de 63 °C, se obteve um sinal 

forte de amplificação para a pimenta de Caiena, como pretendido, todavia foram 

amplificadas também as amostras de pimenta preta, papaia e milho, logo à referida 

temperatura a amplificação é inespecifica. A 66 °C, todavia, obteve-se igualmente uma 

amplificação forte para a espécie alvo e não se visualizou amplificação para as restantes 

espécies o que configura condições de especificidade. À temperatura superior, 69 ºC, a 

amplificação foi específica mas de intensidade menor, o que certamente terá implicações 

negativas na sensibilidade do método. A temperatura de 66 ºC foi, desta forma, a 

selecionada para o referido par de primers. Para os restantes pares de primers 

executaram-se os mesmos ensaios que se apresentaram resumidos na tabela 10. 

 

Tabela 10 - Resumo dos resultados obtidos nos testes de especificidade a diferentes temperaturas mediante 

PCR convencional. (+) sim; (-) não; Amp – amplificação; Esp – especificidade: Th – Temperatura de hibridação; 
P – pimenta; Ca – papaia; Z – milho; Cp - pimenta de Caiena. 

 rbcL psbA-trnH matK TrnL 

Th ºC P Ca Z Cp P Ca Z Cp P Ca Z Cp P Ca Z Cp 

63 
Amp + + + + + + - + + + + + + + + + 

Esp - - - - - -  - + - - - + + - - 

66 
Amp - + - + - - - + + - + + + + + + 

Esp  -  +    + +  + + + + + + 

69 
Amp - - - + - - - - + - - + + - - - 

Esp    +     +   + +    
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A seleção da temperatura de hibridação mais adequada foi determinada com base 

num critério elementar que foi a verificação de amplificação positiva de fragmentos 

específicos sem ocorrência de reações cruzadas com outras espécies. A análise dos 

resultados relativos aos testes de temperatura permitiu apurar que quanto menor a 

temperatura de hibridação empregue, maior a amplitude do sinal obtido, no entanto, há 

lugar a uma maior ocorrência de eventos de amplificação de fragmentos inespecíficos. As 

amplificações à temperatura de 63 °C geraram, maioritariamente, fragmentos inespecíficos 

sendo que apenas três pares de primers testados (P_matK, P_trnL e Ca_trnL) operaram 

de modo específico. Por este facto concluiu-se que esta temperatura não era apropriada 

para o ensaio, sendo portanto rejeitada esta hipótese. Por outro lado a 66 ºC averiguou-se 

uma redução da inespecificidade dos primers, em paralelo com a não amplificação de 

fragmentos de ADN para alguns dos marcadores estudados (P_trnL, Z_trnL, P_psbA-trnH, 

Ca_psbA-trnH, Z_psbA_trnH e Ca_matK). A 69 °C não houve comportamento inespecífico 

dos primers, no entanto, somente quatro pares deles amplificaram positivamente (Cp_rbcL, 

P_matK, Cp_matK e P_trnL) o que significa que para a grande maioria dos primers esta 

temperatura é excessivamente elevada para permitir a sua hibridação. Posto isto, concluiu-

se que a temperatura de hibridação mais adequada para a concretização do estudo era de 

66 °C, pois, embora não promova a amplificação de ADN para alguns dos marcadores 

estudados foi a única que facultou a amplificação de ADN específico para, pelo menos, um 

par de primers correspondente a cada espécie em ensaio. 

 

Após determinação da temperatura de hibridação avançou-se para a seleção dos 

primers específicos para cada espécie, ou seja, a escolha do gene a amplificar.  

 

A eleição dos primers a usar subsequentemente foi assim concretizada tendo em 

conta o seu comportamento à temperatura de 66 °C tendo como critério de seleção 

prioritário a especificidade. No caso dos primers desenhados com alvo no gene de 

referência rbcL observou-se reatividade cruzada à exceção dos primers para a pimenta de 

Caiena (Cp_rbcL), pelo que se optou pela exclusão dessa região genómica do estudo nesta 

fase do trabalho. Os primers desenhados com alvo no gene matK originaram fragmentos 

específicos com exceção do par de primers Ca_matK que não amplificou, no entanto, pelo 

facto da qPCR ser potencialmente mais sensível optou-se por incluir estes pares de primers 

nas avaliações subsequentes por qPCR. 
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No caso dos primers dirigidos ao espaçador intergénico psbA - trnH, embora se tenha 

averiguado uma deficiente amplificação à temperatura selecionada, não se verificou a 

ocorrência de reações cruzadas para os casos de amplificação positiva. Por este motivo, 

mais uma vez se optou pela avaliação do comportamento destes primers nos testes 

subsequentes em modo qPCR. Relativamente ao último gene testado, o intrão trnL, todos 

os pares de primers se revelaram apropriados para o presente estudo pelo que também se 

prosseguiu para a posterior avaliação em qPCR. Em resumo, foram seguidamente testados 

em qPCR os primers para os loci psbA-trnH, matK e trnL, à temperatura de hibridação 

selecionada de 66 °C.  

 

4.2.2. Otimização da metodologia por PCR em tempo real  

 

Como anteriormente mencionado, após avaliação da especificidade dos primers 

mediante PCR convencional procedeu-se à averiguação do seu comportamento em PCR 

em tempo real, a metodologia pretendida para a otimização final. Nesta fase pretendeu-se 

apurar quais os pares de primers selecionados por PCR convencional, relativamente à sua 

especificidade, que proporcionavam a obtenção de melhores resultados em qPCR, tendo 

em conta os objetivos do trabalho.  

 

Para cada amostra de referência preparou-se, assim, uma reação de qPCR 

empregando cada um dos primers selecionados, isto é, quatro pares de primers por cada 

um dos três loci. Na figura 10 apresenta-se um exemplo de um gráfico de curvas qPCR e 

o correspondente gráfico de fusão onde ocorreu amplificação específica em que apenas 

as amostras da espécie alvo são amplificadas.  

 

Após o teste da totalidade dos primers selecionados na primeira fase, a seleção 

final para o estudo em qPCR foi realizada tendo em conta a especificidade de amplificação 

e a amplitude do sinal, medida em unidades relativas de fluorescência (RFU), esta última 

diretamente relacionada com a sensibilidade da metodologia. 
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Figura 10 - Gráficos da reacção de amplificação qPCR (A), e da curva de 

melting (B) obtidos mediante testes de amplificação com os primers P_trnL 
com as misturas descritas na tabela 13. 

 

 

Os resultados relativos a estes testes estão resumidos na tabela 11. A 

especificidade dos fragmentos amplificados foi avaliada mediante observação das 

respetivas curvas de melting, tendo em conta que os produtos formados deveriam 

apresentar a mesma temperatura de melting, correspondente ao produto específico 

amplificado.  

 

 

 

A 

B 
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Tabela 11 - Descrição dos resultados dos testes de especificidade por PCR em tempo real a 66 °C. 

Th – Temperatura de hibridação; RFU – Unidades relativas de fluorescência; +++ RFU > 8000; ++ 

RFU  > 2000; + RFU < 2000; - Sem amplificação. 

 Amplitude de amplificação RFU / Th ⁰C 

Espécie/Loci  psbA-trnH matK trnL 

  P_psbA-trnH P_matK P_trnL 

Piper nigrum 

P. nigrum ++ +++ +++ 

C. papaia - - - 

Z. mays - - - 

C. annum -  - 

  Ca_psbA-trnH Ca_matK  Ca_trnL 

Carica papaya 

P. nigrum - - - 

C. papaya - ++ +++ 

Z. mays - - - 

C. annum - - - 

  Z_psbA-trnH Z_matK Z_trnL 

Zea mays 

P. nigrum - - - 

C. papaya - - - 

Z. mays + + ++ +++ 

C. annum - ++ - 

  Cp_psbA-trnH Cp_matK Cp__trnL 

Capsicum annum 

P. nigrum - - - 

C. papaya - - - 

Z. mays - - - 

C. annum +++ - ++ 

 

 

De forma distinta ao que ocorreu através de PCR convencional, neste teste 

verificou-se a existência de amplificação de fragmentos de pimenta de Caiena por parte 

dos primers desenhados para o milho, Z_matK, o que inviabilizou a sua utilização neste 

estudo, tendo em conta que a especificidade é o principal fator de seleção dos primers. 

Quanto aos restantes pares de primers, no que refere à especificidade, forneceram 

resultados similares aos dos testes prévios em PCR convencional pelo que a seleção do 

mais adequado para qPCR foi feita com base na amplitude do sinal medida em RFU, uma 

vez que o segundo critério de seleção foi a sensibilidade ou intensidade do sinal de 

amplificação.  

No caso da pimenta, da papaia e do milho verificou-se que os primers que 

facultaram um melhor sinal foram os desenhados com base nas sequências localizadas na 

região do intrão trnL tendo sido, portanto, os primers selecionados. Relativamente à 

pimenta de Caiena optou-se pelos primers Cp_psbA-trnH devido à mais forte intensidade 

de sinal obtido. Nesta fase de teste, além das quatro espécies em estudo já referidas, 

incluíram-se outras espécies passiveis de serem encontradas em amostras de pimenta: o 

aipo (A. graveolens), sementes de mostarda (S. alba) e de sésamo (S. indicum).  
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Não se verificou amplificação positiva para nenhuma destas plantas com nenhum dos 

primers testados garantindo, assim, a não ocorrência de reação cruzada. 

O objetivo inicial do trabalho passava por selecionar um conjunto de primers 

tendencialmente no mesmo gene, que fossem específicos e com suficiente sensibilidade 

para a utilização em modo qPCR. O gene trnL foi aquele que originou melhores resultados 

para um maior número de espécies (pimenta, papaia e milho), todavia para a pimenta de 

Caiena a intensidade de amplificação não foi suficiente tendo-se verificado apenas uma 

intensidade de sinal suficientemente forte para o espaçador intergénico psbA-trnH pelo se 

optou por selecionar este último para a referida espécie. Foram, desta forma, selecionados 

os pares de primers com suficiente especificidade e sensibilidade de amplificação para 

cada uma das espécies, a saber, trnL, para pimenta, papaia e milho e psbA-trnH para a 

pimenta de Caiena. As temperaturas de melting dos fragmentos especificamente 

amplificados, verificadas por High Resolution Melting, foram de 73.5; 76.5 e 77.0 ºC para a 

papaia, milho e pimenta de Caiena, respetivamente. 

 

4.3. Validação do método por qPCR e determinação do limite de deteção  

 

Após seleção dos marcadores mais adequados à realização do presente estudo 

pretendeu-se caracterizar a sensibilidade dos mesmos mediante avaliação do limite de 

deteção tendo em consideração o cumprimento dos parâmetros sugeridos por Broeders e 

colaboradores (72) nas recomendações para a validação de metodologias qPCR 

qualitativas. Para a validação do método foram tidos em conta alguns critérios de aceitação 

essenciais que se encontram listados na tabela 12. 

 

Tabela 12 - Critérios avaliados para a validação do método. 

Parâmetro Confirmação 

Aplicabilidade 
Reações PCR com matrizes de referência para verificação da capacidade de 
amplificação e confirmação da ausência de inibidores da reação. 

Especificidade 

Cruzamento dos primers desenhados com todas as sequências presentes na base 
de dados GeneBank; 
Confirmação da ausência de amplificação com matrizes de referência não alvo. 
 

Limite de deteção 
(LOD6) 

Ensaios qPCR, em sextuplicado, de diluições em série do ADN de cada uma das 
espécies em estudo. 
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Dada a inexistência de recomendações oficiais e padronização referente à 

validação de métodos de índole qualitativa baseados em PCR em tempo real, os critérios 

definidos no artigo de Broeders e colaboradores (72) serviram como base para a validação 

dos marcadores desenvolvidos neste estudo. O primeiro critério a ter em conta foi a 

aplicabilidade, ou seja, a garantia que o método proposto era adequado para as matrizes 

em estudo de modo a assegurar a não interferência de inibidores da reação que poderiam 

colocar em causa a fiabilidade do método. Este critério foi assegurado nas etapas iniciais 

de optimização da metodologia em que se garantiu a inexistência de inibidores da 

amplificação bem como interferências de constituintes da matriz.  

 

O próximo critério explorado foi a avaliação da especificidade como meio de 

garantia que os marcadores desenvolvidos amplificavam apenas as sequências alvo. A 

primeira averiguação da especificidade dos marcadores foi concretizada através de um 

teste recorrendo à ferramenta online Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih 

.gov/tools/primer-blast/) em que se fez o cruzamento dos primers desenhados com todas 

as sequências presentes na base de dados. Todos os marcadores se revelaram altamente 

específicos na referida simulação. De seguida procedeu-se à sua avaliação experimental 

com materiais de referência de espécies não alvo, passíveis de serem encontradas na 

pimenta. Todos os marcadores selecionados para o estudo se revelaram altamente 

específicos para as espécies para os quais foram desenvolvidos.  

 

Outro princípio de extrema importância para a validação do método foi a 

determinação da sensibilidade que se avaliou mediante determinação do LOD6 ou limite 

de deteção. O LOD6 do método foi definido para cada marcador/espécie contaminante. O 

limite de deteção de um método qualitativo baseado em qPCR, para este ser válido, deverá 

ser igual ou inferior a 20 cópias de ADN do genoma. O parâmetro LOD6 é, assim, muito 

relevante para a validação da presente metodologia. Este foi determinado através de 

ensaios qPCR em sextuplicado de diluições em série do ADN de cada uma das espécies 

em estudo, cobrindo pelo menos a seguinte gama 100, 50, 20, 10, 5, 2, 1 e 0.1 Equivalentes 

de Genoma Haplóide (HGE) correspondente ao número de cópias do genoma haplóide. 

Estas diluições seriadas devem ser preparadas utilizando como solvente uma solução de 

ADN da espécie adulterada, neste caso a pimenta.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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No presente trabalho, de modo a conseguir uma diluição em série mais realista, optou-se 

por fazer a preparação prévia de misturas de referência contendo entre 0.01 – 20% de 

adulterante em pimenta.  

Foram executadas séries de misturas independentes para cada adulterante. A forma de 

preparação destas misturas encontra-se sumariada na tabela 13. 

 

Tabela 13 - Quantidades utilizadas na preparação das misturas de pimenta preta (P) 

com sementes de papaia (Ca), farinha de milho (Z) e pimenta de Caiena (Cp), 
empregadas para a preparação dos padrões de referência. M – massa, g - gramas. 

Mistura % Ca / Z / Cp Total (g) M adulterante (g) M mistura (g) M P (g) 

m1 0,01 100  0.5 m4 49,500 

m2 0,05 50  0.5 m4 9,500 

m3 0,1 10  0.5 m4 4,500 

m4 1 10  0.5 m5 4,500 

m5 10 10 1,000  9,000 

m6 20 10 2,000  8,000 

 

 

Após preparação das referidas misturas padrão efetuou-se a extração do seu ADN 

pelo método selecionado previamente e, estimou-se posteriormente, o número de cópias 

do genoma (HGE)/µl presentes em cada um dos extratos. Para tal foram utilizados os 

valores “C-value”, correspondentes à quantidade de ADN presente no núcleo de um 

gâmeta não replicado, obtidos no “Plant DNA C - values Database” 

(http://data.kew.org/cvalues/), a saber 0.38, 2.37 e 3.16 para a papaia, milho e pimenta de 

Caiena respetivamente. A partir destes valores e da concentração média de ADN que se 

consegue obter a partir de 50 mg da papaia, milho e pimenta de Caiena (11.6, 66.9 e 74.4 

ng/µL, respetivamente) foram calculados o número de cópias do genoma para cada uma 

das misturas. Estes valores da correspondência entre a % de adulterante e o número de 

HGE encontram-se na tabela 14.  

 

Tabela 14 - Número de cópias de ADN no genoma HGE/µL presentes em cada 
um dos extratos correspondentes às misturas de referência.  

Espécie/ % Adulterante 0,01% 0,05% 0,1% 1% 10% 20% 

Carica papaia 3,0 15,2 30,5 304,4 3044,7 6089,5 

Zea mays 2,8 14,1 28,2 282,4 2824,0 5648,1 

Capsicum annum 2,3 11,8 23,5 235,4 2354,4 4708,9 

http://data.kew.org/cvalues/
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Partindo do número de cópias do genoma (HGE) presentes em cada mistura 

procedeu-se à realização de oito diluições do material genético contendo 0.1, 1, 2, 5, 10, 

20, 50 e 100 HGE/µL conforme indicado nas recomendações de Broeders e colaboradores 

(72). As diluições foram realizadas a partir das misturas mencionadas de modo a que o 

ADN de fundo fosse a pimenta. Para cada diluição efetuada realizaram-se seis réplicas da 

reação qPCR. O limite de deteção considerado foi a menor concentração para a qual se 

verificou amplificação positiva para as todas elas. A figura 11 representa o resultado dos 

ensaios realizado para a determinação do LOD6  para as espécies papaia, milho e pimenta 

de Caiena.  

 

Para que o método fosse considerado válido, o limite de deteção deveria 

apresentar-se igual ou inferior a 20 cópias de ADN do genoma, facto que se confirmou para 

todos os marcadores em estudo.  
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Figura 11 - A - Curva de calibração obtida por PCR em tempo real resultante 

da amplificação da diluição do extracto de ADN de C. papaya (A), Z. mays (B) 

e C. annum (C). 
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Os critérios de aceitação para a determinação do limite de deteção de métodos 

qualitativos designam que a diluição mais baixa (contendo menos do que uma cópia de 

ADN do genoma) não deve originar amplificações positivas em mais do que uma réplica, 

no entanto, no caso da papaia isto não se verificou tendo-se confirmado ocorrência de 

amplificação em mais do que uma reação no padrão correspondente a 0.1 cópias de ADN 

do genoma. Este facto poderá estar relacionado com a utilização de fragmentos de ADN 

muito pequenos o que contribui para o aumento da sua especificidade. Apesar deste facto, 

o limite de deteção considerado para o método foi de 1 HGE. Relativamente ao limite de 

deteção do marcador genético para o milho, determinou-se ser de 1 HGE e no que diz 

respeito à determinação do limite de deteção do marcador para a pimenta de Caiena o 

valor determinado foi de 10 HGE.  

 

Posto isto, apurou-se que o método desenvolvido obedecia aos critérios de 

validação para ensaios qualitativos pelo que se prosseguiu para o rastreio das amostras 

comerciais com recurso aos marcadores desenvolvidos. 

 

4.4. Aplicação dos marcadores desenvolvidos às amostras comerciais 

 

Uma vez construído e otimizado o método procedeu-se à sua aplicação em 

amostras comerciais de pimenta preta e branca em pó para a realização de um rastreio do 

mercado. De modo a simplificar a avaliação, para cada teste realizado amplificou-se em 

paralelo dois extratos padrão sendo que um deles correspondia ao padrão mínimo a partir 

do qual as amostras são consideradas positivas e o outro padrão correspondia a 20 HGE. 

Para garantir que a amplificação gerava um só produto incluiu-se nos testes uma análise 

da curva de melting. 

Os testes das amostras comerciais incluíram uma reação com os primers 

específicos da pimenta, P_trnL de modo a assegurar que todas as amostras em estudo 

continham, efetivamente pimenta. O resultado foi positivo para as vinte e nove amostras 

em estudo pelo que se avançou para a realização do rastreio de adulterantes. 

 

Relativamente à detecção de sementes de papaia esta é a principal matéria 

utilizada para adulterar a pimenta segundo a bibliografia e ocorre essencialmente devido à 

semelhança morfológica com a pimenta, baixo custo e facilidade de aquisição.  
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Atendendo à figura 12(A), verificou-se que o teste revelou a presença de três 

amostras adulteradas: 1, 5 e 17. Na figura 12(B) respeitante à curva de melting é possível 

verificar que a temperatura de desnaturação para todos os produtos amplificados foi de 

73,50 °C garantindo, assim, que se tratam de fragmentos correspondentes a papaia tendo 

em conta os resultados obtidos com as amostras de referência.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 – (A) Resultados da amplificação das amostras comerciais com os primers Ca_trnL 

específicos para a deteção de sementes de papaia. Linhas verdes: amostras comerciais; Linhas ◊ 

– Limite de deteção 1 HGE; Linhas cinza – 20 HGE. (B) Curva de desnaturação referente à 

amplificação das amostras positivas para a presença de sementes de papaia.  

 

 

A 

B 
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A deteção de sementes de papaia em pimenta preta já foi referida em trabalhos 

anteriores. Um exemplo desses trabalhos foi realizado com recurso a HPLC em conjunto 

com o teste DPPH e detectou a presença de papaia numa amostra de pimenta adquirida 

num mercado em Jaipur, na Índia (79). Um outro rastreio realizado em amostras adquiridas 

num mercado na cidade indiana de Cochin, revelou igualmente adulteração de uma 

amostra num universo de cinco amostras de pimenta preta testadas (36). Estes resultados 

vão ao encontro dos obtidos no presente estudo, comprovando que não existe, ainda, uma 

estratégia de controlo suficientemente eficaz que impeça a entrada de produtos 

adulterados no mercado. Este facto reforça a importância da constante pesquisa e 

desenvolvimento de métodos eficazes de combate às práticas fraudulentas dirigidos 

especificamente às principais espécies adulterantes.  

 

 

No caso da farinha de milho este material é dos principais compostos encontrados 

em misturas de pimenta. É frequente a adição de farinha de milho à pimenta branca no 

sentido de aumentar a consistência no produto. Na presença de adequada rotulagem não 

constitui um problema, no entanto, quando não existe no rótulo qualquer referência à 

presença deste composto pode afirmar-se estarmos perante uma fraude económica. 

 

 A avaliação dos resultados obtidos, ilustrados na figura 13(A), permite verificar que 

das vinte e nove amostras testadas sete continham na sua composição farinha de milho 

sendo que apenas a amostra 15 estava devidamente rotulada. É possível afirmar que as 

outras amostras que forneceram um resultado positivo estavam adulteradas. A figura 13(B) 

ilustra a curva de desnaturação dos produtos cuja temperatura de melting foi de 76,50 °C.  
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Figura 13 - (A) Resultados da amplificação das amostras comerciais com os primers Z_trnL 

específicos para a deteção de milho. Linhas verdes – Amostras comerciais; Linhas ◊ – Limite 

de deteção 1 HGE; Linhas cinza – 20 HGE. (B) Curva de desnaturação das amostras 
positivas para a presença de milho.  

 

 

Relativamente à pimenta de Caiena dado que possui um aroma pungente é 

frequente a adição dos seus resíduos à pimenta do reino de modo a aumentar o seu volume 

de forma praticamente impercetível. Observou-se, pela análise dos resultados refletidos na 

figura 14(A), que quatro das amostras testadas forneceram resultado positivo quanto à 

presença desta espécie. A curva de desnaturação está ilustrada na figura 14(B). A 

respetiva temperatura foi de 77 °C para todos os produtos amplificados.   

 

A 

B 
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No que diz respeito a estudos anteriores com vista ao rastreio de pimenta de Caiena 

em amostras de pimenta foi relatada a realização de um rastreio que incluiu nove amostras 

de pimenta adquiridas num mercado local em Kerala, Índia. O mesmo revelou que, entre 

as nove amostras testadas, duas se encontravam adulteradas com pimenta de Caiena (37).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 – (A) Resultados da amplificação das amostras comerciais com os primers 

Cp_psba específicos para a deteção de pimenta de Caiena. Linhas verdes – Amostras 

comerciais; Linhas ◊ – Limite de deteção 10 HGE; Linhas cinza – 20 HGE. (B) Curva de 

desnaturação referente à amplificação das amostras positiva para a presença de 
pimenta de Caiena.   

 

A 
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Na tabela 15 apresenta-se um resumo dos resultados obtidos para a deteção 

específica de cada espécie nas amostras comerciais de pimenta utilizando os métodos 

desenvolvidos no presente estudo. 

 

Tabela 15 - Resumo dos resultados obtidos na identificação e 

pesquisa de adulterantes da pimenta nas amostras comerciais. (+) 

- Resultado positivo para adulteração. 

Amostra Pimenta Papaia Milho Pimenta de Caiena 

1 + +   

2 +    

3 +  +  

4 +    

5 + +   

6 +    

7 +    

8 +    

9 +    

10 +    

11 +    

12 +    

13 +    

14 +    

15 +  +  

16 +  +  

17 + +   

18 +  +  

19 +  +  

20 +   + 

21 +    

22 +    

23 +    

24 +   + 

25 +  +  

26 +  +  

27 +    

28 +   + 

29 +   + 
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Como se pode verificar pela análise da tabela anterior o nível de adulteração 

detetado nas amostras de pimenta é bastante elevado correspondendo a cerca de 47,8 % 

das amostras testadas. Verificou-se que 10,3 % das amostras se encontram adulteradas 

com sementes de papaia, 24,1 % adulteradas com farinha de milho e 13,4 % com pimenta 

de Caiena.  

 

 

Estes resultados evidenciam a importância do controlo da autenticidade da pimenta 

pois uma elevada percentagem de amostras se encontrava contaminada. Ao contrário do 

que está descrito para outras espécies (nomeadamente peixes e plantas medicinais) os 

relatos da adulteração de pimenta com outras espécies são pouco frequentes evidenciando 

o desconhecimento da comunidade, e da própria indústria, sobre probabilidade da 

aquisição de um produto adulterado. 
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5. Considerações finais 

 

A pimenta preta é considerada a especiaria mais comercializada no mundo. A sua 

elevada valorização torna este alimento particularmente suscetível à ocorrência de 

adulterações, principalmente pelo facto de ser vendida em grandes quantidades gerando 

uma potencial fonte de lucro. As fraudes da pimenta ocorrem com frequência mediante 

mistura com outros compostos, nomeadamente outras plantas ou resíduos de plantas, de 

aparência similar para dificultar a sua deteção, e cujo valor comercial é inferior ou nulo. 

Atualmente existem várias metodologias desenvolvidas para autenticação da pimenta, no 

entanto, não existe no momento nenhuma baseada em PCR em tempo real. Neste trabalho 

pretendeu-se tirar partido da superior estabilidade da molécula de ADN comparativamente 

a outros marcadores bioquímicos uma vez que as matrizes em estudo são sujeitas a vários 

tipos de processamento. Escolheu-se esta abordagem em detrimento da PCR 

convencional pelo facto de ser mais sensível, mais rápida e menos sujeita a contaminações 

por não haver necessidade de manipulação dos produtos após a amplificação. Além disso, 

mediante PCR convencional não é possível estabelecer limites de deteção com elevada 

confiança, como acontece com qPCR, o que pode gerar resultados dúbios.  

 

O presente trabalho focou o desenvolvimento de um marcador para identificação 

da pimenta explorando em conjunto a deteção de três das suas principais espécies 

adulterantes: C. papaya, Z. mays e C. annum. O principal intuito do estudo foi otimizar uma 

metodologia que proporcionasse a autenticação da pimenta de forma rápida e precisa 

mediante PCR em tempo real. Optou-se por um método qualitativo em detrimento de um 

método quantitativo principalmente pelo facto de atualmente não existir legislação no que 

diz respeito aos limites da presença destes adulterantes nas especiarias. Partindo do 

princípio que qualquer resultado positivo, na ausência de adequada rotulagem, é 

considerado fraude priorizou-se o desenvolvimento de um método qualitativo sólido, 

robusto, rápido e de elevada sensibilidade. Além disso procurou-se uniformizar ao máximo 

o protocolo de modo a facultar, numa única reação e num curto espaço de tempo, a 

identificação da pimenta e dos três adulterantes tornando o método adequado à sua 

implementação numa rotina laboratorial.  

 

 



69 
 
 

O passo final do estudo foi a aplicação do método a um conjunto de vinte e nove 

amostras comerciais tendo os resultados ido de encontro ao que está reportado por outros 

autores noutros países e utilizando metodologias analíticas diferentes. Detetou-se uma 

elevada percentagem de amostras adulteradas à venda no mercado Português tendo sido 

este trabalho pioneiro na avaliação da autenticidade da pimenta no país. 

 

Como perspetivas futuras, de modo a complementar os resultados obtidos neste 

estudo, poder-se-ia proceder ao desenvolvimento e validação de um método quantitativo 

que permitisse uma avaliação mais aprofundada no que diz respeito ao grau de adulteração 

das amostras, desenvolvido para cada uma das espécies isoladamente. Uma outra 

abordagem interessante seria a otimização dos marcadores aqui desenvolvidos utilizando 

simultaneamente marcadores para várias espécies para abreviar ainda mais o tempo de 

análise.   
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