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Resumo

A pimenta (Piper nigrum L.), também denominada pimenta do reino ou pimenta
preta, € uma das mais importantes e comercialmente valorizadas especiarias. E utilizada
como condimento na confe¢do de alimentos, mas também possui outras propriedades

constituindo um Util recurso na medicina tradicional e na cosmética.

Como consequéncia do seu elevado valor comercial, tem sido frequentemente
associada a episodios de adulteracdo com outras substancias. A detecdo de adulterantes
€, neste contexto, de extrema importancia para garantir a qualidade do produto bem como
combater as préticas fraudulentas na industria alimentar. Existem diversas metodologias
desenvolvidas para avaliar a autenticidade da pimenta desde as mais classicas como a
microscopia, métodos fisicos, quimicos e imunoensaios as mais recentes baseadas na
andlise de ADN. Todavia nenhuma apresenta robustez suficiente para o controlo de

gqualidade eficaz e atempado exigido pela industria atual.

O objetivo deste trabalho consistiu assim no desenvolvimento de uma metodologia
analitica robusta para detecdo 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 analise High Resolution Melting. As regifes estudadas para o desenho
dos primers especificos foram os loci rbclL, 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 amplificacdo com matrizes de referéncia ndo alvo e a sensibilidade foi estimada
mediante a determinacdo do limite de detecdo (LODe¢) de cada um dos adulterantes
estudados. O LODs expresso em Cépias do Genoma Hapléide (HGE/pL) 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.



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 rbclL, 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 (LODe) and was carried out through tests in six-fold serial dilutions of the
DNA of each of the studied adulterants. LODgs was determined on Copies of the Haploid
Genome (HGE)/ uL. 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.

Vi



indice Geral

P = 1o L=Tod [ 1= ] o 1SS iii
RESUMIO .. e e v
Y 011 T ST PR PTRP PR Vi
INAICE U@ FIGUIAS .....vcvieiicieicee ettt ettt s et s s es st se s et et se s esne ix
INAICE U@ TADEIAS ....vcviviiiietieiietete ettt b b e st b s et sese et e s s e s esese e ssenas X
LiSta A€ @DTEVIALUTAS .....veeiiiiiiiie ittt ettt et et e e st e e s e e e sn e e e e sn e e e e nnnneeeeaa Xi
(o] gal ol T=T o) (=T M =T ] f[of- TP PO O TP UPPPPPTPPN 1
1. Importancia da Pimenta do REINO .......cueiiiiiiiiiiiiiiee et 2
1.1.  Adulteracdo de pimenta e OULraS ESPECIANIAS .......uveveirrriie ittt 9
1.2. Métodos analiticos utilizados na autenticacdo de eSpeciarias ...........cccveeerevveeeriiieeesnnnn 12
1.2.1. MELOOS fISICO-QUIMICOS. . uuiiiiiii ittt e e e e e e e e e e e s e rnrrreeeaaeeeas 14
1.2.2. Métodos de biologia MOIECUIAT..........c.uiiiiiiii e 17
1.2.2.1. Amplificacdo aleatoria de fragmentos de ADN (RAPD) .......ccoviiiiiiiieieiniiieeenieeenn 20
1.2.2.2. Amplificacdo de fragmentos de comprimento polimdrfico (AFLP) .........ccccccvevvvneen. 22
1.2.2.3. Amplificacdo de regides de sequéncia caracterizada (SCAR) ......ccccceevviiiiiieeneeennn. 23
1.2.2.4. MICIOSSALEITES ...eeeieee ittt e s e e e e e s e st e e e e e e snnnntnneeaeeeean 23
1.2.2.5. Sequenciacdo de regifes barCodiNg........coocuiiiiiiiie e 24
1.3. Metodologias promissoras para a autenticagdo de pimenta...........ccccceeeeviiiiiiieeeeeeennnnns 27
1.3.1. PCR €M tEMPO FEAL....ciiitiieiiiitie ettt ettt e et e e et b e e e aneees 28
Componente EXPerimental.........ccooooiiiiiiiii 31
2. Objetivos € amDbito do traballo ..........oooiiiiiii 32
T Y o =T A T 4 1= o To Lo 1TSS 34
3.1.  Descric8o e preparagao das AMOSIIAS .......ceeiiiriieiiiiiiee e siieee et e e e seeee e e snneeee s 34
I b = o= To J o (=N B N TP PUT T PTPPPPPR 36
3.2.1. Método EZNA HP Plant DNA MinNi Kit........cooeiiiiiiiiiiiiree s ssssieeee e s e e s ssnnineeneee s 37
G |V =] (o T o TN O 12 = SR 38
e T /11 1o e (o T B F=1 0 ) NSRS 39
3.3.  Avaliacao e quantificacao do ADN eXtraido...........cccuvvreiiiiieeiiiiiee s siee e 39
3.4. Desenho dos primers especificos para as espécies em estudo..........ccoccvvveviveereniinnnnnn. 40
G IR = O = oo ] 1Y/ =T Tox o T -1 SRR 41
3.6. PCR €M tEMPO FEAL......eeiiiiiiiiiiitii ittt e e e e e e s et e e e e e e e s e nnbaeeaaaeeean 42
4. ReSUItA00S € DISCUSSAO ...uuiiiiiieiiiiiitiiesiee st s ettt e et s e e s e ennes 43



4.1. Escolha do método de extragdo e avaliagdo da qualidade do ADN extraido ....................... 43

4.2. Desenho de primers especificos para as espécies adulterantes ............cccoeeeerierenineene 47

4.2.1. Otimizacédo das condicdes de amplificacdo e avaliacdo da especificidade em PCR

[oT0] 01Y7=T o Tox o] o - PSPPSRI 50

4.2.2. Otimizacao da metodologia por PCR em tempo real .........ccccovviiuiiiireeeeeiiiiiieieee e 53

4.3. Validacdo do método por qPCR e determinacéo do limite de detecdo..........ccc.cceeeuvneee. 56

4.4. Aplicacdo dos marcadores desenvolvidos as amostras COMErCIAS .......c.eevveeerveeeriiererieeennn 61
T 0o 1 o 1] [0 1= T = Todo L=T TN {1 = U= S 68
B TOGIATIA ..eeiiiiieiii it neee 70

viii



indice de figuras

Figura 1: Planta da Pimenta com frutos imaturos. Adaptado de: (6)...........ccvviiiiiiiiieeiiniiieeeennnn 2
Figura 2 - Estrutura da piperina e dos seus isomeros. Adaptado de: (8) .........cccevvviiiiiiiienennn.n. 3

Figura 3 — Tipos de pimenta. Adaptado de: http://www.thekitchn.com/whats thedeal-with-green-

0] Fo T2 1 122 1 4
Figura 4 — Tendéncia da variacédo do preco da pimenta, em délares, nos paises de maior producao
a nivel mundial,1990-2015. Adaptado de:
http://www.fao.org/faostat/en/#home,fevereiro/2017.........ueeeee i 7
Figura 5 — Principio da detecéo utilizando fluoréforo intercalante. Adaptado de: (43).......cccveeennee 28
Figura 6- Pimenta branca em p6 (A), pimenta preta em po (B).......coviiiiiiiiiiiee e, 36

Figura 7 - Gel de agarose de ADN gendmico das amostras extraidas pelos trés 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
1= T = ) T 43

Figura 8 - Gel de agarose de ADN gendmico extraido a partir das amostras comerciais. Linhas 1 a
29 — Amostras comerciais; M - Marcador de peso molecular (Lambda DNA/Hindlll Marker,

Figura 9 - Gel de agarose referente & amplificagdo 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,
LS T |V (o TN T ] ) TR PPN 51

Figura 10 - Gréfico da reac¢éo de amplificacdo gPCR (A) e da curva de melting (B) obtidas mediante
testes de amplificacdo com os primers P_trnL com as misturas descritas na tabela

Figura 11 - A - Curva de calibracdo obtida por PCR em tempo real resultante da amplificacdo da
diluicdo do extracto de ADN de C. papaya (A), Z. mays (B) e C.annum (C)........cccocvviiinnnnnne. 60

Figura 12 — A: Resultados da amplificacdo das amostras comerciais com os primers Ca_trnL
especificos para a detecdo de sementes de papaia. Linhas verdes: amostras comerciais; Linhas ¢ —
Limite de detecdo 1 HGE; Linhas cinza — 20 HGE. B: Curva de desnaturacdo referente a
amplificacdo das amostras positivas para a presenca de sementes de papaia.

Figura 13 — A: Resultados da amplificacdo das amostras comerciais com os primers Z_trnL
especificos para a detecdo de milho. Linhas verdes — Amostras comerciais; Linhas ¢ — Limite de
detecdo 1 HGE; Linhas cinza — 20 HGE. B: Curva de desnaturacdo das amostras positivas para a
presenga de MIlNO. .. ... 64

Figura 14 — A: Resultados da amplificagdo das amostras comerciais com 0s primers Cp_psba
especificos para a detecdo de pimenta de Caiena. Linhas verdes — Amostras comerciais; Linhas ¢
— Limite de detecdo 10 HGE; Linhas cinza — 20 HGE. B: Curva de desnaturacéo referente a
amplificacdo das amostras positiva para a presenca de pimenta de Caiena............................. 65


http://www.fao.org/faostat/en/#home,fevereiro/2017

indice de tabelas

Tabela 1 — Cultivares de maior importancia econémica no respetivo pais produtor. Adaptado de:

G 172 ) PP 5
Tabela 2- Formas de adulteracdo mais frequentes nas especiarias e respetivos exemplos. Adaptado
0L TP 10
Tabela 3 — Adulterantes mais comuns de especiarias de elevada valorizagdo econémica. Adaptado
L0 PRSPPI 12
Tabela 4 — Selecao de estudos para adulteragao da pimenta...............ccooviiiiiiiiiiiiinneen, 14

Tabela 5 - Descricdo das amostras adquiridas no mercado nacional para o presente trabalho...... 35
Tabela 6: NUmeros de acesso relativos as sequéncias utilizadas para o desenho dos primers......41

Tabela 7 - Quantificacdo de acidos nucleicos (ng/uL) e razdo de absorvéncia a 260/280 das
amostras extraidas pelos métodos Kit EZNA, CTAB e Dhanya. C - Concentragéo..................... 45

Tabela 8 - Concentracdes e purezas do ADN extraido das amostras comerciais através do Kit
comercial EZNA. C — CONCENIAGAD. ... vttt ettt eaas 47

Tabela 9 - Primers utilizados para a identificacdo de P. nigrum, C. papaya, Z. mays e C.

Tabela 10 - Resumo dos resultados obtidos nos testes de especificidade a diferentes temperaturas
mediante PCR convencional. (+) sim; (-) ndo; Amp — amplificacdo; Esp — especificidade: Th —
Temperatura de hibridac¢é@o; P — pimenta; Ca — papaia; Z — milho; Cp - pimenta de Caiena......... 51

Tabela 11 - Descricdo dos resultados dos testes de especificidade por PCR em tempo real a 66 °C.
Th — Temperatura de hibridagdo; RFU — Unidades relativas de fluorescéncia; +++ RFU > 8000; ++
RFU > 2000; + RFU < 2000; - Sem amplifiCaga0..........cccoiiiiiiiiii e 55

Tabela 12 - Critérios avaliados para a validagdo do método................c.cocoiiiiiiiii i, 56

Tabela 13 - Quantidades utilizadas na prepara¢édo das misturas de pimenta preta (P) com sementes
de papaia (Ca), farinha de milho (Z) e pimenta de Caiena (Cp), empregadas para a preparacdo dos
padrdes de referéncia. M — MasSa, § — GramMaSs. .. . cuuueuiuiu e eriee e 58

Tabela 14 - Numero de cépias de ADN no genoma HGE/UL presentes em cada um dos extratos
correspondentes as misturas de refer€nCia...........c..oviiiiii i 58

Tabela 15 - Resumo dos resultados obtidos na identificacdo e pesquisa de adulterantes da pimenta
nas amostras comerciais. (+) - Resultado positivo para adulterac@o...............cccvveviiiiennnnnn.n. 66



Lista de abreviaturas

ADN - Acido desoxirribonucleico

AFLP — Amplified Fragment Lenght Polymorphism (Amplificacdo de fragmentos de tamanho

polimérfico)

ASTA — American Spice Trade Association
BOLD - Barcode of Life Database

BLAST — Basic Local Alingnment Search Tool
CBoL — Consortium for the Barcode of Life
COlI — Cytochrome c oxidase |

Ct — Cycle threshold

CTAB - Brometo de cetiltrimetilaménio
d’NTP — Desoxiribonucleotidos trifosfatados
ESA — European Spice Association

EDTA — Acido etilenodiaminotetraacético
FAO — Food and Agriculture Organization of the United Nations
FDA — Food and Drug Administration

GC — Gas Chromatography (Cromatografia gasosa)

HPLC - High Performance Liquid Chromatography (Cromatografia liquida de elevada performance)

HRM — High Resolution Melting Analysis (Analise de desnaturagéo de elevada resolugéo)
ISO — International Organization for Standartization

LOD - Limit of Detection (Limite de detecao)

mm - Milimetros

PCR — Polymerase Chain Reaction (Reacdo em Cadeia da Polimerase)

Pb — pares de bases

RAPD — Random Amplified Polimorphic DNA (Amplificacao aleatéria de ADN polimorfico)

SCAR - Sequence Characterized Amplified Regions (Amplificacdo de sequencias de regido

caracterizada)

TE — Tris &cido etilenodiaminotetraacético
Th — Temperatura de hibridac¢éo

Tm — Temperatura de desnaturacao

UV — Ultra violeta

Xi






Componente Tedrica



1. Importancia 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 tédo preciosa que apenas 0s reis e pessoas das mais distintas classes
da sociedade detinham o privilégio da sua posse. Esta planta, ilustrada na figura 1,
pertencente a familia das Piperaceae, género Piper e espécie Piper nigrum, é uma espécie
trepadeira, oriunda das regides tropicais da india. Os seus frutos possuem elevado valor
comercial e, quando inteiros, tém forma globular apresentando aroma forte e pungente. Os
frutos da pimenta sdo compostos por varias substancias incluindo o 6leo volatil, compostos
alcalbides, terpenos, linhanos e flavonas. A sua caracteristica mais marcante é a pungéncia
e deve-se essencialmente a presenca do alcaldde piperina na sua composicdo. Este esta
presente na forma de quatro estruturas isoméricas: piperina, isopiperina, chavicina e
isochavicina como ilustrado na figura 2, no entanto, a contribuicdo dos trés ultimos

isbmeros referidos para a pungéncia final da pimenta é residual.

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

Os extratos da pimenta sdo também amplamente utilizados pela indastria de
alimentos. Os seus atributos de qualidade sdo medidos através do Oleo volatil, cinzas
insoluveis totais, acidos e humidade (6, 7). A pimenta preta é comercializada como frutos
secos inteiros, em po, ou sob a forma de produtos de valor acrescentado como 6leo de
pimenta, oleorresina e conservas de pimenta verde. De acordo com 0 seu estagio de
maturacdo no momento da colheita a pimenta pode assumir varias designac¢des 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 sdo atribuidas distintas

caracteristicas organoléticas bem como aplicagdes.
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Figura 2 - Estrutura da piperina e dos seus isomeros. Adaptado de: (8)

A pimenta preta representa o tipo mais popular e mais comercializado da espécie.
E colhida quando as suas bagas se encontram num estagio inicial de maturac&o. Estas
séo fervidas, fermentadas e secas até que atinjam a cor preta e uma aparéncia rugosa.
Esta pimenta é a preferida na culinaria. E a mais intensa, de maior grau de pungéncia e a
escolha primordial para aromatizar carnes vermelhas e peixe. A pimenta branca é colhida
ja totalmente madura e, de seguida, € submetida a um pré-tratamento com agua corrente
de modo a facilitar a posterior remoc¢éo do pericarpo (debulha). A debulha contribui para
gue, comparativamente a pimenta preta, o grau de pungéncia seja menor. Finalmente
ocorre a secagem. Este tipo de pimenta é utilizada essencialmente na confe¢cdo de molhos
e sopas. Relativamente a pimenta verde, como o proprio nome indica, é colhida imatura e
posteriormente processada com o intuito de excluir o processo fermentativo. Este objetivo
€ cumprido através da sua conservagcao em salmoura (sal e vinagre) ou por secagem rapida

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



O ultimo tipo é a pimenta rosa e origina-se a partir da baga colhida madura sendo que
neste estagio apresenta uma cor rosada, avermelhada. Apos colheita a pimenta rosa €
seca sem fermentar. Este tipo de pimenta é o mais raro de todos e o mais dificil de
encontrar, principalmente fora das areas de producéo. Frequentemente, a pimenta rosa é
confundida com outras especiarias com forma e coloragéo idénticas. Este fenébmeno é
justificado pelo emprego indiscriminado do termo “pimenta rosa” para alusao a varias
especiarias distintas, o0 que pode dar origem a alguma confusédo. Muito frequentemente o
termo € utilizado para designar as bagas das espécies Schinus molle e Schinus
terebinthifolius que, de forma similar & pimenta sdo empregadas na inddstria alimentar
como condimento sendo, no entanto, bem distintas no que ao aroma e pungéncia diz
respeito. A pimenta rosa pode ser utilizada apds a colheita sem o emprego de qualquer
tipo de processamento, no entanto, o avancado nivel de maturagéo torna estas bagas
muito pereciveis sendo comum a aplicacdo de métodos de conservagdo como salmoura
em sal, vinagre ou vinho ou liofilizagdo. Possui um aroma ligeiramente adocicado, frutado

e suave, de moderado grau de pungéncia.

Figura 3 — Tipos de pimenta. Adaptado de: http://www.thekitchn.com/whats-
the-deal-with-green-blac-93231.

No que diz respeito as cultivares da pimenta, sdo conhecidas aproximadamente
cem, no entanto, a devastacdo de culturas provocadas por doencas, bem como a
substituicdo de variedades tradicionais por outras mais rentaveis contribuiu para a extingéo
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.



As variedades selvagens foram o ponto de partida para o aparecimento de novas
cultivares mediante processos de domesticacdo e selecdo artificial. Cada pais produtor
desenvolveu para cultivo determinadas cultivares de acordo com as condicbes agro-
climéticas prevalentes na respetiva regido. Cada cultivar possui caracteristicas que podem
variar entre si no que consta ao crescimento, ao rendimento e também ao nivel do
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia a pragas. E comum os produtores
implementarem programas de hibridagédo com a finalidade de selecionarem cultivares de
elevado rendimento contribuindo de forma consideravel para o surgimento de novas
cultivares com distintos genotipos (3). Na tabela 1 encontram-se descritas algumas das

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

As variedades da pimenta tem diferente valor comercial e caracteristicas
organoléticas, no entanto, ao contrario do que sucede com outras especiarias (e.g.
variedades de Capsicum spp) o consumidor comum desconhece o0 nome da variedade e
as suas caracteristicas particulares, ndo podendo assim selecionar o produto com base

nessa informagéo.

Tabela 1 — Cultivares de maior importancia econémica no respetivo pais produtor. Adaptado de: (1—
3).

Pais Nome do cultivar

Aimpirian, Arakulamunda, Balankotta, Cheppukulamundi, Cheriyakaniakkadan, Cholamundi,
Chumala, Doddigae, Jeerakamundi, Karimunda, Karumkotta, Karimundi, Karivilanchi,
india 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, Viethamese.

A pimenta é um condimento imprescindivel na culinaria um pouco por todo o mundo.
A descoberta do caminho maritimo para a india, por Vasco da Gama em 1498, além de
marcar o inicio da Era Colonial, ditou o destino do comércio de especiarias indianas. Apos
este evento, o Rei D. Manuel, expediu em direcio a india um contingente de navios de
batalha sob 0 comando de Pedro Alvares Cabral tendo declarado soberania e concentrado

as operacfes comerciais nas principais cidades portuarias do Estado indiano de Kerala.
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O objetivo dos exploradores portugueses era a extracdo de especiarias,
nomeadamente de pimenta, para revenda na Europa a elevados precos, o que contribuiu

fortemente para a sua difusédo e popularizacéo pelo mundo (11).

Em Portugal, ha séculos que € um ingrediente indispensavel na cozinha tradicional
portuguesa, sendo empregada em quase todo o tipo de pratos. Alguns exemplos
representativos sao o bacalhau, Alheiras de Mirandela, Posta & Mirandesa, Francesinha,
Leitdo a Bairrada, Gaspacho Alentejano, entre outros. No resto do mundo ocupa
manifestamente um lugar de destaque integrando misturas de especiarias tipicas de varias
regioes (e.g. Indianas e Orientais) e adida a molhos, carne, peixe, pastas, pizas, vegetais,

licores, doces e chocolates (6).

Além da sua importancia na culinaria mundial, a pimenta constitui um Util recurso
para a inddstria farmacéutica e cosmeética devido a sua composi¢cdo na qual integram
compostos com atividades bioldgicas relevantes. E conhecida pelo seu potencial

farmacologico para alivio de afe¢fes e sintomas (12,13).

A piperina, cuja formula quimica esta representada na figura 2, sdo atribuidas varias
propriedades farmacologicas e terapéuticas sendo, ainda na atualidade, utilizada em
alguns paises na medicina tradicional. Entre as suas notaveis propriedades destacam-se
a capacidade antimicrobiana, anticancerigena, termogénica, anti-inflamatoria,
hepatoprotetora, antipirética, analgésica, apoptoética e inseticida, sendo também utilizada
no tratamento da dor, insénia e epilepsia. A piperina possui, também, a capacidade de
aumentar a absorcdo de determinados nutrientes, como selénio, vitamina Bi. 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 fenitoina (5,7,12,14).

No que diz respeito a sua valorizacdo no mercado, a planta da pimenta apresenta
elevados indices de produtividade bem como elevado valor econdmico configurando

notével rentabilidade para os que a produzem.



Atualmente os maiores produtores mundiais s&o a india, a Indonésia, o Vietname,
a Tailandia e o Brasil. O seu preco, em ddlares americanos (USD), tem aumentado de ano
para ano, de forma consecutiva como se verifica pela analise da figura 4. O sistematico
aumento do preco dever-se-a essencialmente ao aumento da popularidade, procura,

conhecimentos de bioatividade e vasta gama de aplicacfes.

Figura 4 — Tendéncia da variac&o do preco da pimenta, em ddélares, nos paises de maior producéo
a nivel mundial,1990 — 2015. Adaptado de: www.fao.org/faostat/en/, fevereiro de 2017.
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Existe, no entanto, todo um conjunto de fatores que afetam a sua produgéo.
Desastres naturais, condigbes climatéricas adversas, destruicdo de culturas devido a
pragas, podem causar um grande impacto na disponibilidade do produto pelo que o
aumento dos precos ndo é gerado apenas pela sua procura. Todos estes fatores
anteriormente expostos contribuem para que a pimenta seja um produto com uma
producao flutuante, extremamente valorizada pela industria e, por conseguinte, altamente

suscetivel a adulteragdes.

A pimenta assume uma importancia crucial no conjunto das especiarias, como
referido, todavia torna-se necessario referir as espécies, papel e usos destas outras para
o completo entendimento da sua relevancia, nomeadamente no que se refere aos

problemas relacionados com a sua autenticidade.


http://www.fao.org/faostat/en/#home

De facto o uso das especiarias para realcar as propriedades organoléticas dos
alimentos remonta a tempos muito antigos (15). De acordo com a Food and Drug
Adminstration define-se especiarias como substancias aromaticas de origem vegetal, na
forma inteira, moida ou nas suas partes cuja funcdo primordial € a de temperar e
aromatizar, mais do que nutrir. Existem aproximadamente oitenta tipos de especiarias
diferentes no mundo sendo cerca de cinquenta originarias da india. Entre as mais
conhecidas e comercializadas encontram-se a pimenta preta, o acafrdo, alecrim, anis,
aneto, baunilha, canela, cartamo, cerefélio, cravo-da-india, cominho, coentro, curcuma,
estragdo, funcho, feno-grego, gengibre, louro, manjericdo, macis, menta, noz-moscada,
paprica, pimenta de Caiena, pimenta da Jamaica, rdbano, rosmaninho, salvia e tomilho
(16).

A procura pelas especiarias, oriundas das florestas quentes e himidas da Asia
tropical, ndo cultivAveis na Europa, fomentou um fenémeno de procura global que deu
origem a Era dos Descobrimentos (15). A sua importancia reflete-se na evolugéo
economica de muitas civilizagbes antigas, onde constituiam um precioso recurso. A
globalizacdo e a variacdo demografica bem como os beneficios medicinais das mesmas
foram fatores impulsionadores do crescimento do mercado mundial de especiarias, pelo
gue sdo produtos que rendem grande lucro para a industria 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 as suas propriedades tornaram-se essenciais na
culinéria, na medicina tradicional, perfumaria, cosmética e industria nutracéutica em varias
regidées do mundo (17). O seu comércio fomentou uma importante atividade comercial bem
como um meio de desenvolvimento econémico. Da Asia provém a maior parte da producéo
de especiarias, de onde muitas das mais conhecidas e comercializadas especiarias, como
canela, pimenta, noz-moscada e gengibre séo originarias. Existe também producédo de
especiarias na América Latina, nomeadamente no Brasil e na Guatemala. O aroma
caracteristico de algumas especiarias permite fazer a associacédo entre determinado pais
e a comida caracteristica do mesmo. Exemplificando, o México é conhecido pela utilizagéo
de aromas como canela, baunilha e pimenta de Caiena. A Inglaterra pelo gengibre e a
mostarda, e a Franca o rosmaninho. Na cozinha tradicional Arabe sdo conhecidos os
tipicos pratos aromatizados com misturas de especiarias que incluem a pimenta preta,

cominho, cartamo e feno-grego.



A principal caracteristica das especiarias € o seu aroma, no entanto, a semelhanca
da pimenta, também possuem conhecidas propriedades antimicrobianas, corantes e
conservantes, constituindo um 0til recurso na medicina tradicional (14,17,18). Estas plantas
tem a capacidade inata de sintetise de diversos metabolitos como flavonoides,
isoflavondides, taninos, cumarinos, glicosideos, terpenos e compostos fendlicos aos quais
se devem distintas propriedades das especiarias, tornando-as Unicas (14). Além disso, a
sua capacidade para aromatizar os alimentos pode contribuir para a reducéo da adicéo de
ingredientes como o sal e 0 aglicar aos mesmos (19).

1.1. Adulteracdo de pimenta e outras especiarias

As fraudes e adulteragdes alimentares tém vindo a tornar-se problemas cada vez
mais importantes na economia global. Os recentes relatos de fraudes na area alimentar
vieram reforcar a necessidade do desenvolvimento de medidas e mecanismos eficazes de
detecdo e monitorizagdo da qualidade na indastria. Foram varios os eventos de
adulteragbes em produtos alimentares que, nas ultimas décadas, geraram um impacto
consideravel na populacdo. Entre eles destaca-se a comercializacdo de 6leo de colza
desnaturado que provocou a morte a mais de seiscentas pessoas, a adicdo de melamina
a produtos lacteos, a detecdo de corantes artificiais com potencial cancerigeno na pimenta
de Caiena e em produtos a base de tomate e, mais recentemente, a dete¢do de carne de

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

As especiarias sdo um grupo de alimentos particularmente vulneravel a adulteragao
pois sdo produtos de elevado valor econdmico e cuja capacidade de detecdo de
adulterac@es pelo consumidor final € bastante limitada. A adulteracao ou fraude alimentar
pode definir-se como a incluséo deliberada e intencional de determinado componente cuja
presenca ndo esta declarada e é expressamente proibida pelas leis e regulamentos
vigentes (16). A adulteracdo pode ser perpetrada pela adicdo a um alimento de um
constituinte impuro, ndo nutritivo e pouco valioso, bem como pela remocdo 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 producao
ocorre maioritariamente em regifes em que as praticas higiénico-sanitarias e controlo do
processo industrial de processamento estdo pouco desenvolvidos o que pode favorecer a
contaminacéo acidental com materiais estranhos, ou intencional com materiais de aspeto
similar mas valor econémico muito inferior sendo esta Ultima a pratica mais comum,

efetuada puramente com o intuito de ampliar os lucros.



As especiarias comercializadas em po, como a pimenta, sdo mais suscetiveis a
adulteracdo pois 0s processamentos a que S&o sujeitas, como a moagem, alteram
severamente a sua morfologia original dificultando a distingdo de um adulterante mediante

observacao do produto final (4).

A adulteragdo de especiarias €, como vimos, fundamentalmente motivada por
razbes econdOmicas, todavia pode ter severas implicagbes para o bem-estar dos
consumidores (21). Em geral, no caso das especiarias, e em particular no caso da pimenta,
0s adulterantes mais frequentemente utilizados podem ser considerados seguros para
consumo humano. Desta forma a maioria dos adulterantes usados para falsificar
especiarias nao refletem forcosamente um risco para a saude do consumidor quer seja
pela natureza do composto acrescentado quer pela quantidade consumida. De modo geral,
sdo utilizadas matérias ndo téxicas e nao carcinogénicas, no entanto, o alimento é
adulterado constituindo sempre um caso de fraude econdmica (16). A tabela 2 descreve

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

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

Forma de adulteracéo Exemplo

Adicdo de partes ndo funcionais da planta
Adicao de materiais para aumento de volume como caules e folhas;

Adicdo de amido e residuos de plantas de

outras espécies;

Adicéo de dgua para aumentar a humidade.

Presenca de ingredientes ndo declarados Adicao de farinha de milho.

Adicdo de compostos para aumentar a semelhanga entre o Adicé@o de corantes como Negro de Sudao,
produto original e o adulterado carvao vermelho;

Remocéo de compostos de valor acrescentado Remocao dos 6leos essenciais e piperina.

Eventualmente a adulteracdo alimentar pode assumir contornos mais graves
nomeadamente quando se trata da adicdo de substancias com propriedades téxicas ou
presenca de substancias potencialmente alergénicas na auséncia de adequada rotulagem,
fomentando assim um problema de saude publica (22). Os fabricantes frequentemente
recorrem a adicdo de compostos sem qualquer valor econémico para aumento do volume

da especiaria.

10



S&o adicionados componentes de aparéncia similar ao produto original que quando
misturados sdo de dificil distingdo e detecao, apresentam inferior ou até mesmo nenhum
valor econémico, mas séo vendidos como matéria pura resultando a pratica num aumento
da margem de lucro final. A tabela 3 resume os principais adulterantes da pimenta e outras

especiarias mais suscetiveis a adulteracao (4).

Estes adulterantes sdo produtos naturais ou sintéticos utilizados para adulteracédo
nas mais variadas formas. Esta é feita mediante recurso a plantas das quais foram
extraidos os 6leos essenciais, partes ndo funcionas das mesmas como caules e folhas,
espécies de plantas selvagens pertencentes ao mesmo género da planta original mas sem

valor econémico e compostos quimicos sintéticos como corantes artificiais.

No caso da pimenta a maioria das adulteracdes é levada a cabo mediante o uso de
substancias 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 esta a ser alvo de adulteragdo. Assim, no caso da pimenta preta
geralmente a adulteracéo é feita mediante adicdo de sementes de papaia e/ou residuos de
pimenta de Caiena para adi¢do de volume e obter consequentemente lucro. No caso da
pimenta branca em pé a ocorréncia mais comum € a adicao de farinha de milho na qual a
auséncia de adequada rotulagem faz a diferenca no que diz respeito a caracterizagédo do

produto como adulterado (4).

A marcada susceptibilidade das especiarias as fraudes justifica-se
fundamentalmente pelo facto de serem comercializadas em grandes volumes pois,
pequenas percentagens de adulterante geram elevada margem de lucro. A adulteracao
pode ser usada como uma estratégia para aumentar a competitividade dos mercados
havendo lugar a concorréncia desleal e instabilidade do mercado. Um fabricante que
distribua um produto adulterado como se de puro se tratasse, tera margem para praticar
um preco inferior comparativamente ao preco 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 praticas analogas que Ihes

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

fabricantes e consumidores (22,23).

Tabela 3 — Adulterantes mais comuns de especiarias de elevada valorizagdo econdmica.

Adaptado de: (4).

Especiaria

Adulterante

Pimenta preta (Piper nigrum)

Sementes de papaia, farinha de milho, extratos de pimenta de
Caiena sem 6leos essenciais, espécies selvagens de Piper spp.
(Piper galeatum e Piper atenuatum), Shinus molle, Shinus
terenbintifolius, Lantana camara e Embelia ribes.

Acafrdo (Crocus sativus)

Partes distintas da flor do acafrdo, estigmas de outras espécies
Crocus spp, pé de curcuma (Curcuma longa), p6 de cartamo
(Carthamus tinctorius), corantes sintéticos, fibra de carne, p6 de

péprica.

Baunilha (Vanilla spp)

Extrato de vanilina sintética, planta de baunilha (Trilisa odoratissima),
erva de baunilha (Nigritella anguistifolia).

Canela (Cinnamomum verum)

P6 de Cinamomun cassia (espécie economicamente menos

valorizada), pé de casca de améndoa.

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 apos extragédo dos 6leos essenciais.

Mostarda (Sinapis hirta, Brassica
juncea, Brassica nigra)

Adicdo de amido, mistura com sementes de outras plantas

Argemone spp.

Noz-moscada (Myristica

fragrans)

Espécies selvagens sem valor acrescentado (Myristica argentea;

Myristica malabarica).

Oregdo (Origanum  vulgare,

Origanum anites)

Oleos de plantas com sabor a éregéios (Satureja montana, Origanum

majorana);

Pimenta de Caiena (Capsicum

annum)

Corantes artificiais (vermelho de suddo, alcatrdo de carvao

vermelho), p6 de talco.

1.2. Métodos analiticos utilizados na autenticagcdo de especiarias

A autenticagdo € 0 processo que assegura que determinado produto se encontra

de acordo com as condi¢fes descritas no rotulo. Idealmente a autenticacdo deve ser feita

a partir do momento da colheita da planta até ao produto final, no caso das especiarias.
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O desenvolvimento de estratégias e técnicas para a determinacdo da autenticidade
alimentar é fundamental para a garantia da qualidade bem como para o combate as fraudes
na industria alimentar. A autenticac@o de produtos alimentares € um fator crucial para todas
as partes envolvidas nomeadamente o0s agricultores, produtores, fornecedores,
vendedores e para os consumidores. A andlise e estudo de riscos e a avaliacdo da
vulnerabilidade a adulteragdes séo estratégias que auxiliam na prevencéo de fraudes, no
entanto é fundamental a aplicacéo de outras ferramentas de rastreio (21).

Existem mudltiplas metodologias disponiveis para a autenticacdo de alimentos e
estas incluem a andlise de proteinas, metabolitos e de ADN (24). Estas metodologias sédo
também aplicadas para a avaliacdo da qualidade da pimenta e dete¢céo de adulteragdes.
E, no entanto, de realcar que embora bem estabelecidos, os parametros avaliados
apresentam algumas desvantagens nomeadamente a nivel do tempo de analise, custos
associados, dificuldades na sua implementacdo na rotina a nivel industrial assim como
baixa sensibilidade, especificidade e robustez. Além deste factor, as estratégias utilizadas
para adulterar alimentos também vao mudando e evoluindo havendo a necessidade
constante de aperfeicoamento dos métodos de rastreio ja existentes bem como o

desenvolvimento de novas tecnologias focadas na deteg&o de novos adulterantes (25).

As metodologias analiticas classicas utilizadas para a detecdo de adulteracdes
incluem a microscopia, métodos fisicos, quimicos, imunoensaios e, mais recentemente,
métodos baseados na analise 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 especificam 0s requisitos para o
controlo da qualidade da pimenta nomeadamente caracteristicas de aroma, requisitos
quimicos e microbiologicos. A norma apresenta ainda as metodologias para a
determinacdo da percentagem de bagas leves (bagas sem endosperma) e da densidade
das bagas. De forma semelhante, organizacbes como a ASTA (American Spice Trade
Association) e a ESA (European Spice Association) fornecem diretrizes no que respeita
aos padrdes de qualidade bem como as metodologias aplicaveis para a avaliacdo da
gqualidade da pimenta (6,16,27). Encontram-se resumidas na tabela 4 varias metodologias
e abordagens desenvolvidas e relatadas para a detecdo de adulterantes da pimenta.
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Tabela 4 - Selecao de estudos de adulteragdo da pimenta.

Adulterante Técnica usada Confirmacgéao Fonte

Exame macro e microscopico Visualizacéo de estruturas (28)
Avaliacéo da densidade Flutuagéo das sementes (29)
Avaliagéo da cor Coloracédo vermelha das sementes (30)

' ' Detec¢do de duas bandas
Cromatografia em camada fina (TLC) fluorescentes a Rf 0,80 e 0,043 (31)
Cromatografia gasosa (GC) Detec¢do de duas bandas a 366 nm (32)

aRf0,80e0,172
Cromatografia liquida de elevada Emisséo de fluorescéncia azul a
Papaia performance (HPLC) 254 nm
-difenil-1-picril- . . . 33
Teste do DPPH (2’2. difenil-1-picri Avaliacéo do potencial antioxidante (33)
hidrazil)

Amplificacdo aleatdria de fragmentos -
de ADN (RAPD) Presenca de banda especifica (35)
Amplificagdo de regides de Presenca de banda especifica (36)

sequéncia caracterizada (SCAR)

Pimenta de . e

'men ADN barcoding Presenca de banda especifica (37)
Caiena
Trigo-sarraceno e i
rigo-sarr Espectroscopia de Infra Vermelho Comparago de espectros (38)
paingo (Iv)

1.2.1. Métodos fisico-quimicos

Os primeiros métodos apresentados baseavam-se nas caracteristicas histologicas
e fisico—quimicas da pimenta e eram fundamentalmente direcionados para um dos seus

principais adulterantes, ou seja, as sementes de papaia.

Um dos primeiros estudos passiveis de distinguir entre os graos secos da pimenta
e as sementes da papaia assentava na avaliagdo macroscoépica, microscopica e sensorial
seguida da comparacdo com material padronizado. A necessidade de elevado
conhecimento da estrutura do produto em estudo bem como da existéncia de padrbes para
comparacdo constituiam desvantagens pois apelam a necessidade de pessoal altamente
treinado e especializado em taxonomia para executar a analise. Além deste facto, este
método ndo permite a detecao de adulterantes quando o produto se encontra em po, o0 que

no caso das especiarias € muito comum (29).

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

pimenta e as sementes de papaia quando submersas numa solucédo de CCla.
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A flutuacdo das sementes da papaia e a imersado das bagas da pimenta permitia a distingédo
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 avaliacdo da cor das amostras quando
imersas numa solucdo aquosa de iodeto de potassio (KI) e permitia a distincdo entre a
pimenta e a papaia pois os frutos da pimenta adquiriam coloracéo azul pela presenca do
amido na sua composi¢cado enquanto as sementes de papaia ficavam vermelhas devido a

dextrina.

Embora Uteis para uma rapida despistagem, nenhum destes trés 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 a cromatografia (39).

O primeiro teste realizado com base em metodologias cromatograficas baseava-se
em TLC e tinha como finalidade a detecdo 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 extragdo foi usado o
solvente 1,2 - dicloroetano e as bandas foram detetadas com radiagdo ultravioleta (UV) a
um comprimento de onda de 366 nm. A andlise dos resultados revelou a presenca de duas
bandas fluorescentes nos extratos da papaia nos fatores de retengéo (Rf) 0.80 e 0.943,
gue se verificou estarem ausentes nos extratos da pimenta preta. A purificacdo e
identificac@o destas bandas foi efetuada através de cromatografia gasosa com detecéo por
espetrofotometria de massa e viabilizou a identificacdo de compostos como n - nonanal, 2
- decenal e trans - 2 - undecenal tendo estes vindo a revelar-se marcadores positivos de

adulteragédo de pimenta com sementes de papaia.

Mais tarde Paramita realizou um ensaio similar, no entanto, recorreu a um solvente
distinto para a obtencgéo dos extratos, o dioxido de carbono em fluido supercritico (32). Na
analise foram utilizados frutos de pimenta e sementes de papaia obtidos num mercado
local e processados em pd. Os extratos foram analisados por GC e detetados através de
um espetrofotdbmetro de massa equipado com ionizador em chama. A analise dos extratos
revelou a presenca das mesmas bandas encontradas no anterior estudo, no entanto, com
recurso a este solvente a banda correspondente a Rf 0.80 tornou-se passivel de detegéo

num limite de 20 g de sementes de papaia/Kg de pimenta preta.
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Além destas bandas, este modelo de extracédo possibilitou ainda a detecdo de uma banda
fluorescente adicional a um Rf 0.172. A caracterizagédo desta banda por espetrofotometria
de massa revelou a existéncia de trés compostos n - nonanal, n - decanal e n - dodecanal
presentes apenas nas sementes da papaia constituindo, deste modo, marcadores de

adulteracdo da pimenta.

Ainda outras investigacdes foram concretizadas na procura pelos marcadores
guimicos ideais e pelo método mais preciso, fidedigno, rapido e passivel de inclusdo numa
rotina laboratorial de autenticacdo. Um exemplo desses estudos baseou-se em HPLC e foi
realizado por Jain e colaboradores (33). No mesmo foram utilizadas amostras de pimenta
€ 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
diferenca revelada entre as cores fluorescentes e néo fluorescentes dos varios extratos de
pimenta preta e dos seus adulterantes. Esta analise revelou que os extratos da pimenta
emitiam fluorescéncia amarela enquanto os extratos correspondentes as sementes da

papaia emitiam cor azul, possibilitando a sua distin¢ao.

Foi também investigada a possibilidade de aliar as ferramentas cromatograficas
com outros ensaios quimicos. Menghani e a sua equipa relataram uma investigacédo que
consistiu na avaliagédo em conjunto dos perfis HPLC e antioxidante de extratos de amostras
diferentes de pimenta preta para detec@o de adulteracdo de pimenta preta com sementes
de papaia (33). A determinagdo 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 ocorréncia de uma reacao redox com formacédo de um
produto corado, o teste permite avaliar a capacidade que determinadas substancias tem
em captar eletr6es do DPPH (34, 40). Por comparacdo com padrées, o estudo realizado
revelou que o potencial antioxidante de ambas as amostras de pimenta bem como a de
papaia foi consideravelmente superior 0 que permitiu concluir que se encontravam

adulteradas.

Outra metodologia quimica utilizada para a detecdo de adulterantes em alimentos
€ a espetroscopia de infra vermelho e fornece grande quantidade de informacdo sendo

adequada para estudos de identificacdo e quantificacdo de substancias (41).
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A identificacdo precisa dos principais constituintes da pimenta através da comparagao com
os espectros de infra vermelho de cada substancia possibilita a autenticacéo e controlo de
qualidade tornando esta ferramenta passivel de introdugdo numa rotina laboratorial. Um
estudo realizado recorrendo a imagens obtidas por espectroscopia de infra vermelho em
conjunto com a ferramenta estatistica Regressdo de Minimos Quadrados Parciais
possibilitou a dete¢&o e quantificacdo de trigo-sarraceno e painco em amostras presuntivas
de pimenta preta (38).

As técnicas cromatogréficas e espectroscopicas possibilitaram o desenvolvimento
de métodos mais eficazes através da caracterizagdo quimica das amostras, bem como a
determinagdo quantitativa do adulterante, no entanto, a complexidade da matriz,
especialmente quando sujeita a varios tipos de processamento limitava a capacidade de
detecao precisa de marcadores quimicos como n - nonanal, 2 - decenal, trans 2 - undecenal
e n - dodecanal, anteriormente referidos. Além, disso, os perfis quimicos ou fitoquimicos
estabelecidos para a avaliacdo podem variar de acordo com as condi¢cbes ambientais em
que ocorre o desenvolvimento das plantas pelo que para ultrapassar estas limitagdes
tornou-se essencial o recurso a biologia molecular (26).

1.2.2. Métodos de biologia molecular

Os marcadores baseados na analise de ADN surgiram como uma alternativa eficaz
na avaliacdo da autenticidade. Oferecem numerosas vantagens relativamente aos
métodos convencionais pois ndo sdo afectados por factores ambientais ou condicbes
fisiologicas da planta (4). Além disso, ndo séo especificos de nenhum tecido e podem ser
detectados em qualquer estagio de desenvolvimento da espécie. Um marcador molecular
de ADN pode ser definido como uma sequéncia de nucle6tidos num cromossoma com
potencial para diferenciar células, individuos ou espécies. O aparecimento das técnicas de
biologia molecular forneceu um grande contributo a industria alimentar com o surgimento
de novos instrumentos e metodologias para andlise e investigacao. Deste modo, a analise
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 numero 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 Reagdo em Cadeia da Polimerase
ou PCR, que, devido a sua importancia, a seguir se descreve.

O advento da Reacdo 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 analise de ADN. Esta técnica possibilita o estudo
e a detecdo de variagOes especificas nas sequéncias gendmicas das espécies, ou seja,
polimorfismos, através de uma replicagdo exponencial da regido alvo que facilita o seu
estudo posterior (24,44,45).

Para uma analise bem sucedida € necessario 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. E importante garantir elevada qualidade dos
mesmos 0 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 degradacédo do ADN do produto principalmente devido a mudancas de
temperatura e de pH o que contribui para dificultar a reacdo. Assim, € de extrema
importancia a etapa da extracdo de ADN para garantir a qualidade dos extratos, 0 que,
tratando-se de especiarias, a propria natureza da matriz bem como 0s varios tipos de
processamento a que sdo sujeitas contribuem para dificultar esta tarefa (40). E um fator
fundamental o desenvolvimento de um método extrativo eficiente que permita a lise da
parede celular bem como a eliminacdo e/ou inativacdo de compostos fitoquimicos
passiveis de inibir a amplificacdo (42). Além do extrato de ADN de boa qualidade, uma
reacdo PCR requer a presenca de outros componentes. S8o0 eles os primers, 0S
nucleotidos (ANTP’s), a enzima ADN polimerase, o0 ido magnésio, uma solugdo tampéo e

agua ultrapura isenta de nucleases.

A enzima ADN polimerase constitui a chave da técnica pois a ela se deve o trabalho
de incorporacgéo dos nucledtidos que vao dar origem a nova cadeia. Os nucleétidos incluem
as quatro bases azotadas — adenina, timina, guanina e citosina — que se encontram no
ADN e, & medida que a reacdo ocorre, vdo sendo incorporados para a formag¢do de uma

nova cadeia.
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Esta metodologia, quando se pretende trabalhar com determinada sequéncia conhecida
do genoma também requer o desenho de primers sendo que, para a maioria das
metodologias atuais, € necesséario o conhecimento da sequéncia genética da espécie. Os
primers consistem em pequenos fragmentos de ADN, de sequéncia definida,
complementares a cadeia de ADN alvo e constituem o ponto de partida da reagéo, ou seja,
o local onde se inicia a replicagdo do ADN. Utillizam-se geralmente um par de primers
diferentes cuja sequéncia nucleotidica € 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 eficiéncia da reagdo (46). Existem recomendacdes para o
desenho de primers sendo que o comprimento, (idealmente deverd rondar
aproximadamente as vinte e cinco bases), e o conteddo em guanina—citosina (40 - 60%)
sdo fundamentais para uma amplificacdo bem sucedida. Relativamente ao ido magnésio,
este funciona como um co-factor da ADN polimerase e a solu¢do tampdao contribui para
estabilizar o pH, isto €, coopera com a ADN polimerase de modo a proporcionar condigées
Otimas de atuacéo da mesma maximizando o rendimento da reagdo. Numa reacéo PCR,
todos os constituintes sdo misturados num tubo de reacdo e a mesma ocorre num
equipamento denominado termociclador. O termociclador é um equipamento que possui
um bloco térmico onde sao colocados os tubos de reacao. O termociclador vai elevar e
diminuir a temperatura de forma programada durante varios ciclos de trés etapas. A
primeira etapa consiste na desnaturacao das duas cadeias de ADN do extrato alvo. Apés
a desnaturacao, a diminuicdo da temperatura vai facultar o emparelhamento dos primers
especificos com a sequéncia de ADN alvo constindo esta a segunda etapa da reacao. No
passo final ha novo aumento de temperatura e a enzima polimerase promove a
incorporagdo de nucledtidos na nova cadeia de ADN. Estes trés passos ocorrem em

repeticdes sucessivas e a cada repeticdo o numero de copias de ADN duplica (47,48).

A andlise 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 aplicagdo de uma diferenca de potencial, verifica-se a migracdo das particulas,
do poélo negativo para o pdélo positivo, dando origem a um conjunto de bandas. A
visualizacdo das bandas é efectuada através de radiacdo ultra violeta pela acdo de um
composto fluorescente que se liga ao ADN como o brometo de etideo ou SYBR® Green .
O tamanho do produto é estimado por comparagéo das bandas com marcadores de peso
molecular conhecido. De forma geral a PCR convencional permite uma avaliagdo

gualitativa mediante a avaliagdo da presenca ou auséncia de fragmentos amplificados.
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Apesar de numerosas vantagens, como foi anteriormente referido, a aplicagéo de
metodologias baseadas na PCR pode revelar-se ineficaz se estivermos a trabalhar com
alimentos muito processados devido a degradac¢édo do ADN, no entanto, comparativamente
a outras moléculas como proteinas, o ADN € mais resistente pois pequenos fragmentos de
ADN de 100 — 150 pb podem ser bastante estaveis em determinadas condigdes. O
processamento de alimentos pode induzir alteracdes quimicas e fisicas levando a
degradacéo e fragmentacao de ADN podendo influenciar a eficacia da técnica, no entanto,
a utilizacdo de fragmentos de pequeno tamanho e a utilizacdo de ADN proveniente do
genoma mitocondrial, que existe em varias copias numa so célula e que comparativamente
ao ADN nuclear séo regides mais preservadas durante o processamento, sao estratégias

gue podem auxiliar a contornar esse problema.

A versatilidade da PCR permitiu o desenvolvimento de numerosas variantes que se
revelaram Uteis tanto em estudos de autenticidade como em andlise filogenética (48). De
seguida encontram-se descritas algumas das variantes da PCR. No que diz respeito a
pimenta esta relatado o desenvolvimento de varios marcadores com recurso a esta técnica,
qguer de estudos de autenticacdo, quer de variabilidade genética e identificacdo de

variedades.

1.2.2.1. Amplificagdo aleatéria de fragmentos de ADN (RAPD)

A técnica RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) baseia-se na amplificacao
de ADN gendmico através de PCR, no entanto, apresenta a particularidade de utilizar um
Gnico primer de cadeia simples cuja sequéncia é aleatéria sendo, assim, desconhecida a
sequéncia alvo. Cada primer permite a amplificacdo de varios segmentos de ADN em
simultdneo o que se vai refletir mediante o aparecimento de véarias bandas aquando da
resolucdo dos produtos PCR através de eletroforese. A amplificacdo aleatéria de
segmentos de ADN no genoma € mediada pelo trabalho da ADN polimerase (4,44). Os
primers hibridam em locais distintos no genoma produzindo diversos produtos que séo
posteriormente separados. Esta técnica é vastamente utilizada para pesquisa de
polimorfismos, sendo particularmente 0til no estudo de espécies sobre as quais a
informac@o genética é escassa, mas ndo sO. Além disso, a técnica RAPD permite
evidenciar diferencas intra e inter espécies o que faz da mesma uma potencial ferramenta
para rastreio de adulteracdes e fraudes alimentares. A quantidade de ADN requerido para

a reacdo € minima e é possivel obter resultados em poucas horas (42,49).
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Estd reportado um estudo com base nesta metodologia que possibilitou a
caracterizacao da diversidade genética entre oito espécies pertencentes ao género Piper.
Dado que nem todas as espécies pertencentes ao referido género sdo economicamente
valorizadas, a possibilidade de distincdo entre as mesmas é uma tarefa relevante para
estudos de autenticidade. Os resultados deste estudo fornecem um importante contributo
ndo sé a nivel de conservagéo de espécies e identificacdo da respetiva origem geogréfica,

mas também na detecdo de fraudes (49).

Um outro estudo realizado com base neste método permitiu também demonstrar a
utiidade destes marcadores para caracterizacdo da diversidade genética entre seis
espécies da familia Piper mediante revelacao do polimorfismo entre as mesmas apos
andlise dos fragmentos obtidos através da amplificacdo pelos marcadores RAPD testados
(50).

Relativamente a detecdo de adulterantes de outras espécies, com base em
marcadores RAPD, foi também reportado um estudo cujo intuito foi distinguir entre a
pimenta genuina e a pimenta adulterada com sementes de papaia. Para a realizagdo do
mesmo foram utilizadas amostras de pimenta compradas em mercados locais e como
referéncia foram utilizados exemplares autenticados de frutos de pimenta preta. Testaram-
se oito primers aleatdrios diferentes tendo-se verificado que cinco deles geraram bandas
Unicas e distintas para cada espécie, o que possibilitou a distingdo entre as amostras
genuinas de pimenta e as amostras adulteradas com sementes de papaia. Esta
diferenciacgéo foi feita pela observacdo da presenca ou auséncia de bandas Unicas apoés
eletroforese, o0 que suporta a capacidade desta metodologia para detec&o de adulteracdes
(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 variacbes nos

resultados de acordo com as condi¢des de amplificagao.
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1.2.2.2. Amplificagdo de fragmentos de comprimento polimérfico (AFLP)

A técnica a AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) baseia-se na
amplificacdo seletiva de determinado fragmento de ADN. Esta técnica tem sido vastamente
aplicada em andlise filogenética bem como avaliacdo de diversidade genética para fins de
conservacdo de espécies de plantas em risco de extingdo. Os fragmentos AFLP séo
gerados mediante digestdo de ADN gendmico por enzimas de restricAdo seguida de
amplificacdo por PCR. O conjunto de fragmentos resultantes pode ser avaliado através de
eletroforese. A elevada reprodutibilidade bem como a capacidade de identificacdo de
polimorfismos fazem desta técnica uma boa opg¢éo para a analise da diversidade genética
entre plantas, animais e populacfes microbianas (42, 51).

No que diz respeito a variabilidade genética da pimenta, foi conduzida uma andlise
com recurso a esta metodologia que permitiu avaliar a mesma. O estudo revelou elevada
variagao entre gendtipos de diferentes cultivares de pimenta preta. Foram estudados trinta
cultivares populares integrantes do National Bureau of Plant Genetic Resources (NBPGR)
na india, e os perfis genéticos foram gerados a partir de trés combinaces de primers
tendo-se obtido padrdes consistentes. Os resultados mostraram que cultivares com o
mesmo nome provenientes de diferentes localizacdes nem sempre se agrupam umas com
as outras, no entanto, verificou-se que cultivares oriundas do mesmo local geografico
geralmente se agrupam juntas. Concluiu-se ainda que o perfil genético das cultivares que
se foram propagando ao longo do tempo sem auxilio humano (landraces) é bastante
distinto das outras cultivares, o que indica que a aplicacdo de meios artificiais de

reproducdo induziu alteragbes nas espécies.

Os trabalhos referidos sédo revelantes para apoiar programas de cultivo e
propagacao da pimenta preta pois permite ligar marcadores genéticos a caracteristicas
especificas, além disso também permitem rastrear a origem geografica dos produtos, fator

gue esta diretamente relacionado com a autenticidade (52).
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1.2.2.3. Amplificacdo de regides de sequéncia caracterizada (SCAR)

Uma outra variante da PCR convencional é a denominada técnica SCAR (Sequence
Characterized Amplified Region). A mesma consiste na amplificagdo de fragmentos de
ADN por PCR com recurso a primers especificamente desenhados a partir das sequéncias
nucleotidicas e sequenciadas de um dado perfil RAPD. Apos a amplificacdo, os fragmentos
sdo analisados por eletroforese em gel de agarose. E um método rapido e de facil
execucao, requer pequenas quantidades de ADN alvo e possui maior reprodutibilidade do
gue os marcadores RAPD para cada locus especifico, no entanto, existe o inconveniente
de haver necessidade do conhecimento prévio da sequéncia a amplificar, o que nem

sempre € praticavel.

K. Dhanya et all relatam o desenvolvimento de um marcador SCAR a partir de um
fragmento especifico RAPD da papaia para dete¢cdo de sementes de papaia em amostras
presuntivas de pimenta preta (35). Apos analise 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 india e ap6s amplificacdo por PCR com o marcador desenvolvido e
mediante analise das bandas amplificadas verificou-se que uma das amostras compradas
apresentava uma banda com o mesmo peso molecular que os fragmentos correspondentes
a papaia. Este resultado permite concluir que a amostra em questdo se encontrava
adulterada. O marcador SCAR desenvolvido no presente estudo revelou-se, assim, eficaz

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

1.2.2.4. Microssatélites

Os microssatélites, também conhecidos como repeticdes de sequéncia simples
representam uma classe de sequéncias repetitivas vastamente distribuidas pelo genoma.
Sao loci polimérficos presentes no ADN que consistem em repeticdes de unidades dos
pares de bases que podem conter desde um até seis pares de bases. Este marcador
permite revelar distintos niveis de polimorfismo intra e inter espécie. Os microssatélites
podem ser amplificados para posterior identificacdo, através da PCR utilizando as

sequéncias que flanqueiam o loci de interesse como primers.
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E uma técnica versatil com particular interesse na anélise de populacées (53). E um método
simples, rapido e reprodutivel.

Um exemplo da aplicagdo de microssatélites em estudos de diversidade genética
foi 0 estudo realizado por Joy e colaboradores (54). Este estudo descreve a avaliagdo da
diversidade genética entre quarenta gendtipos de cultivares populares de pimenta preta na
regiio sul da india. A andlise dos marcadores microssatélites polimérficos permitiu
identificar gendtipos divergentes, separar e agrupar as landraces e os cultivares hibridos
gue foram clonados pelo Homem. Foi possivel, também, separar as cultivares de acordo
com a origem geografica. Esta andalise confirmou a existéncia de significativa diversidade

genética entre gendtipos populares de pimenta preta.

Um outro estudo fomentou igualmente o desenvolvimento de nove marcadores
microssatélites de vinte variedades de uma colecdo de um germoplasma localizado no
Brasil permitindo revelar variedade genética entre elas contribuindo para a sua

caracterizacao (55).

Além da caracterizacdo da diversidade genética das espécies, fator de extrema
importancia para o desenvolvimento de estratégias de conservacdo e manutencdo da
pimenta, estes estudos sdo relevantes no que diz respeito a rastreabilidade de um produto
pois sdo capazes de fornecer informacao relativa a origem geografica do mesmo. A origem
geografica de um produto pode fornecer informacgéo relevante na avaliacao da qualidade
de um produto pois produtos provenientes de diferentes localizagbes podem ter diferentes

valorizagdes no mercado.

1.2.2.5. Sequenciacdo de regides barcoding

A sequenciagdo do ADN é considerada a mais informativa técnica para estudos em
sistematica molecular. Constitui uma das bases mais importantes para a investigacao
biol6gica. O método de Sanger tornou-se na base das técnicas de sequenciacdo nos
Ultimos trinta anos. A PCR veio permitir a simplificacdo substancial do procedimento
habitualmente realizado num laboratério de rotina. A sequenciacdo direta inicia-se com
uma PCR que amplifica o locus alvo com recurso a primers especificos e previamente
escolhidos. De seguida, o ADN é de novo submetido a duas novas reac6es de PCR em

paralelo.
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Em cada uma destas reac¢fes é utilizado apenas um dos primers iniciais, o que faz com
que em cada reacdo seja amplificada apenas uma das duas cadeias do ADN alvo. Apés a
amplificacdo, o ADN é dividido em quatro amostras onde sdo adicionados os quatro
desoxirribonucledtidos, um diferente para cada reagdo e ADN polimerase. A extensdo da
sequéncia concorre com a adi¢cdo dos desoxirribonucleétidos a nova cadeia de ADN e
termina com a adicdo de um desoxirribonucleétido. Assim, cada reacao ira ter fragmentos
de tamanhos diferentes que terminam com a adi¢do do desoxirribonucle6tido em questéo
(56).

A sequenciacdo é uma técnica importante em estudos de autenticacdo alimentar
pois permite a analise da variagdo genética entre individuos, além de possibilitar a
sequenciacdo de genoma cloroplastidial, mitocondrial e ribossomal. Possui elevada
reprodutibilidade, requer pouca quantidade de ADN por reagédo quando este é amplificado
por PCR, e a maior parte do processo é passivel de automatizagdo. Ainda que a
morosidade da andlise bem como o0s custos associados constituam entraves a sua
aplicacdo na rotina, este € o método mais rigoroso sendo muitas vezes utilizado na
confirmacao de resultados. Atualmente os métodos de sequenciacdo de nova geragao tém
vindo a destacar-se cada vez mais sendo também economicamente mais acessiveis
(57,58).

Atualmente recorre-se frequentemente a sequenciacdo de genes especificos
usados para identificacdo de espécies conhecidos como regides barcoding. O termo ADN
barcoding remete para rastreio, possibilitando a identificacdo de determinada espécie. Esta
ferramenta assume relevancia na identificacdo de espécies o que faz da mesma um bom
recurso em estudos de autenticidade alimentar e validagéo de produtos (59).

Assim, os “cédigos de barras” do ADN sao regides do genoma que se caracterizam
pela elevada variabilidade inter espécie e baixa intra espécie. O ADN barcoding ideal deve
conter informagéo filogenética suficiente que possibilite associar determinada espécie ao
seu grupo taxonomico. Além disso deve ser robusto, possuir sequéncias de ligacdo dos
primers conservadas e o fragmento de ADN alvo deve ser suficientemente curto para
permitir amplificar ADN degradado. A sequéncia de ADN utilizada com sucesso em animais
€ a extremidade 5°do gene da citocromo ¢ oxidase 1 (COX1 ou CO1). Esta sequéncia é
reconhecida como barcode universal do reino animal e é utilizada para identificar espécies

animais (60).
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No caso das plantas, o0 genoma mitocondrial ndo apresenta poder de discriminagéo similar
ao dos animais, possivelmente devido as recombina¢des intramoleculares caracteristicas
do ADN mitocondrial das plantas. Por este motivo, comegaram a ser realizados estudos
com foco nos genes plastidiais. Inicialmente foram propostas varias combinacdes de sete
genes plastidiais (rpoC1 + rpoB + matK ou rpoC1 + matK + trnH — psbA, rbcL + trnH +
psbaA e atpF-H + psbK-1 + matK) como candidatos a barcode universal. De modo a facilitar
a selecdo do barcode mais apropriado, o Consortium for the Barcode of Life (CBOL)
promoveu a formacdo de um grupo de trabalho de modo a testar os genes candidatos.
Concluiu-se que que a melhor opcao seria a de duas porcdes de genes plastidiais - rbcL e
matK. A combinacdo destas duas regides foi escolhida devido ao elevado nivel de
recuperacdo das sequéncias bem como da elevada capacidade de discriminagdo entre
espécies (61,62). A baixa taxa de evolugdo do genoma mitocondrial das plantas significa
gue estas regides ndo apresentam diferencas suficientes que permitam a distin¢cao precisa
das espécies. As regides plastidiais selecionadas como referéncia apresentam taxas de
evolugéo relativamente mais rapidas quando comparadas aos genes mitocondriais. Estas
possibilitam a distingdo entre as espécies baseada em diferencas no cédigo genético,
possuindo regides conservadas a flanquear as extremidades da sequéncia de ADN para a

ligacdo de primers universais (63,64).

De forma a facilitar a andalise de dados correspondentes as sequéncias barcoding,
0 Barcode of Life Data System (BOLD) possui uma plataforma informatica que facilita a
recolha de dados. A sele¢édo da abordagem mais adequada depende de diferentes aspetos,
incluindo a variabilidade genética da espécie analisada o tempo disponivel para a

realizacdo da analise, a relacéo custo/eficacia (59,65,66).

Com recurso ao DNA barcoding, foram reportados dois estudos com vista a
identificar adulteracdo 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 genuina da pimenta adulterada.

Em um dos estudos foram testados trés loci distintos para amplificacdo — rbcL,
rpoC1l e psbA - trnH - recorrendo a primers universais. De seguida procedeu-se a sua

resolucao atraves de eletroforese em gel de agarose.

26



Pela observacéo do gel de agarose correspondente aos produtos amplificados na regido
do locus psbA-trnH, € possivel observar duas bandas de distinto peso molecular sendo a
banda de 350 pb correspondente a pimenta preta e a banda de 600 pertencente a pimenta
de Caiena. Neste caso a adulteracdo ocorreu através da adi¢do de pimenta de Caiena a
amostras de pimenta preta que tiveram 0s seus principais compostos extraidos, sendo,
portanto, de fraca qualidade. Deste modo, este método revelou ser eficaz para detetar
adulteracé@o ainda que em baixos niveis (37).

No outro estudo realizado o principal objetivo foi comparar a eficacia de parametros
morfométricos para detecdo de pimenta preta adulterada com sementes de papaia e
pimenta de Caiena com as metodologias baseadas na analise do ADN. Foi avaliado o
aspeto das sementes inteiras e em poé. Verificou-se que, embora distintas, ndo sao
passiveis de distincdo quando misturadas com os adulterantes. Além disso também foi
avaliado o grau de pungéncia tendo-se verificado alteracdo nas amostras adulteradas
gquando comparadas as amostras puras, no entanto, também néo foi prova suficiente para
detetar a adulteracdo. Por outro lado utilizou-se a regido psbA-trnH para o desenho de
marcadores especificos e procedeu-se a comparacado dos resultados obtidos com ambos
0s métodos. Verificou-se que os parametros morfométricos ndo fornecem evidéncias
suficientes que a pimenta se encontrava adulterada, no entanto, a avaliagdo e comparacao
dos fragmentos amplificados possibilitou essa distincdo (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 reforgca a importancia dos
métodos baseados na analise de ADN para a detecdo de adulteracdes e autenticacao de
produtos alimentares (37,67).

1.3. Metodologias promissoras para a autenticacado de pimenta

Apesar da importancia econdémica da pimenta e, consequentemente, da sua
adulteracdo, o nimero de métodos desenvolvidos para o seu controlo, e correspondentes
publicacbes, é de dimensao inferior as metodologias desenvolvidas para outras matrizes
alimentares como por exemplo para produtos a base de peixe, carnes e cereais.

Por este motivo é de extrema importancia o desenvolvimento de uma metodologia para a
detecdo dos principais adulterantes da pimenta recorrendo as técnicas mais recentes para

a detecdo de uma forma especifica, rpida 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, copias de
determinado fragmento de ADN torna-se possivel estabelecer uma relagdo quantitativa
entre a quantidade de ADN inicial na sequéncia alvo e a quantidade de produto PCR
formado num determinado numero de ciclos. Teoricamente, a reacdo qPCR duplica a
guantidade de ADN apés cada ciclo de amplificacdo de forma exponencial. A quantidade
de ADN é medida apds cada ciclo de amplificacdo através da leitura da fluorescéncia
emitida. Os dados da fase exponencial da reacdo fornecem informagédo quantitativa
relativamente a sequéncia alvo (69).
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Figura 5 — Principio da detec&o utilizando fluoréforo intercalante. Adaptado de: (43)

A reacgédo ocorre num termociclador constituido por uma fonte de luz integrada, um
sistema de detecdo de fluorescéncia e um software que capta os dados transformando-os
numa curva de amplificacdo permitindo simplificar a sua analise. A dete¢é@o dos produtos
PCR amplificados pode ser feita mediante a utilizacéo de corantes intercalantes da cadeia
dupla de ADN (esquematizado na figura 5), sondas de hidrélise, sondas de hibridacéo ou

sondas de interacdo especifica (molecular beacon).

Em termos econémicos, comparativamente as sondas, 0s corantes intercalantes
sdo uma solugdo menos dispendiosa. Existem varios corantes disponiveis no mercado
sendo o fluoréforo mais comum o SYBR® Green e, mais recentemente, o corante de 32
geracdo Eva® Green, sendo que este Ultimo apresenta maior potencial de fluorescéncia e
maior estabilidade e especificidade para as cadeias de ADN (68,69). No inicio da reacao a
emissao de fluorescéncia ocorre a niveis residuais, no entanto, a medida que o produto vai
sendo amplificado esta vai aumentando. Quando o corante fluorescente se liga & cadeia
dupla de ADN verifica-se um aumento da emisséo da fluorescéncia que é medida na fase
de extensao de cada ciclo de gPCR (69).
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A avaliagdo dos resultados € realizada através da andlise das curvas de melting ou fuséo,
gue sao representativas da temperatura em fungédo da fluorescéncia. A curva de fuséo
representa a cadeia dupla de ADN ap6s amplificacdo com o fluoréforo intercalado. A gPCR
segue o principio geral da PCR convencional ocorrendo em trés fases mediadas por
variacles de temperatura. A reagdo tem inicio com uma elevacao da temperatura de modo
a separar a dupla cadeia, sdo utilizadas temperaturas de 95 °C e a duracdo desta fase
depende da propor¢cdo em guanina-citosina da cadeia molde. De seguida é promovida
uma diminuicdo da temperatura de forma a que ocorra a ligacdo dos primers ao fragmento
molde. Nesta fase a temperatura utilizada depende da temperatura de fuséo dos primers,
sendo geralmente selecionada uma temperatura 5 °C abaixo da temperatura de fusao dos
mesmos. Na fase final da amplificacdo utilizam-se temperaturas entre os 70 — 72 °C
possibilitando a extensdo da cadeia pela incorporagdo dos nucledtidos pela ADN

polimerase (47).

A interpretacdo das curvas obtidas requer a definicdo de conceitos especificos,
nomeadamente baseline e ciclo threshold. O termo baseline refere-se ao limiar minimo de
detecdo de fluorescéncia e geralmente tem a duracéo de trés a quinze ciclos, nos quais a
variacao da fluorescéncia é diminuta (47,68,70,71). O ciclo threshold (Ct) é definido como
o numero de ciclos de PCR no qual a fluorescéncia detectada é superior ao nivel minimo
de detecédo (baseline). Constitui o principio basico da PCR e é componente essencial na
producdo de dados precisos e reprodutiveis (68). O valor de Ct ocorre sempre durante a
fase exponencial da amplificacdo o que sucede durante os primeiros ciclos da reaco. A
medida que os componentes da reacdo se vao esgotando, a amplificacdo dos produtos vai

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

A gPCR é maioritariamente usada como uma ferramenta de quantificacdo de ADN
de determinada espécie ou organismo transgénico em matrizes complexas, através de
métodos de quantificacdo absoluta (curva de calibracdo externa) ou relativa (determinagéo
do ACt entre um gene de referéncia comum aos componentes da matriz e o gene da
espécie alvo). Os padrBes expressam-se usualmente em numeros de copias do genoma
ou quantidade de ADN da espécie alvo. Estes métodos sdo usualmente desenvolvidos
recorrendo ao cumprimento dos paramentros definidos em algumas publicacdes de

referéncia (72).
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Todavia, nos casos em que se pretende utilizar as potencialidades da reacgéo
(rapidez e sensibilidade) para o rastreio qualitativo ou semi-quantitativo de mais que uma
espécie, a gPCR ¢é utilizada com grande sensibilidade e robustez. Para tal existem
indicacdes na bibliografia que permitem a valida¢céo de métodos qualitativos para o rastreio
de grande nimero de Organismos Geneticamente Modificados que podem ser usadas e
adaptadas para a determinagao qualitativa de outros organismos (72).

A gPCR permite também avaliar a especificidade da amplificagcao através da analise
de melting dos fragmentos amplificados ou HRM (High Resolution Melting). A anélise HRM
€ um método p6s-PCR que consiste na caracterizacdo dos fragmentos de ADN de acordo
com o comportamento de dissociagdo da cadeia dupla de ADN em cadeia simples.
Recentemente, alguns trabalhos desenvolvidos revelaram a utilidade da aplicagdo desta
ferramenta na éarea da autenticidade alimentar (73). Esta abordagem consiste na
monitorizacdo da desnaturagcdo da cadeia dupla de ADN em cadeia simples promovida
pelo aumento da temperatura. A medida que os produtos comecam a desnaturar vai
ocorrer uma diminuicao na fluorescéncia até que a temperatura atinja a temperatura de
melting correspondente ao produto PCR (68). Uma vez que o perfil de desnaturacao
depende depende do conteddo em guanina-citosina, na complementariedade das cadeias
de ADN, no comprimento e sequéncia do fragmento em estudo, esta abordagem permite
revelar de forma precisa polimorfismos mediante comparac¢éo das curvas de desnaturacao

dos respetivos produtos (73,74).

No ambito do presente trabalho, a técnica de qPCR acoplada a analise HRM
mostra-se bastante promissora como método robusto de rastreio da presencga de varios

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

A pimenta € uma das especiarias mais utilizadas no mundo sendo, portanto, muito
valorizada, tendo como consequéncia o aumento dos relatos de adulteracdes intencionais
com recurso a matérias primas economicamente menos valorizadas. O principal
adulterante mais frequentemente reportado sdo as sementes de papaia (Carica papaya),
no entanto também foram identificados eventos de adulteragcdes com farinha de milho (Zea
mays) e pimenta de Caiena (Capsicum annum) (apds remocao dos compostos bioativos e

aromaticos).

Neste contexto, de modo a detetar atividades fraudulentas por parte dos produtores,
o desenvolvimento de métodos analiticos para a detecao de espécies adulterantes é
fundamental. Assim, o objetivo deste trabalho centrou-se no desenvolvimento de uma
metodologia analitica qualitativa, rapida, especifica e passivel de ser usada num grande
namero de amostras em simultaneo, para autenticacdo da pimenta utilizando PCR em
tempo real acoplado a uma analise High Resolution Melting para confirmagdo 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 extracdo de ADN eficaz, que fornecesse extratos de qualidade para
possibilitar a amplificacdo por PCR. De seguida procedeu-se ao desenvolvimento de
marcadores moleculares que permitissem a identificacdo da pimenta e respetivas espécies
adulterantes em amostras de pimenta em pd. O desenvolvimento da técnica baseou-se,
assim, no estudo de regides de ADN barcode de forma a desenvolver marcadores
especificos e sensiveis para cada um dos adulterantes estudados. Relativamente as
referidas regides, entre os genes dos plastidios escolheram-se as regides padrdo 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 proteina maturase
K que esta envolvida na remocao de intrdes tipo-l1l 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, ndo apresenta elevado poder de discriminacao

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

mas existe uma maior dificuldade na amplificacdo das suas sequéncias (75).

Relativamente as regides nao codificantes foram selecionadas duas para o estudo:
0 espacador intergénico psbA-trnH e o intréo trnL pois estas regides tem sido descritas
como ferramentas distintas para estudos filogenéticos de plantas. O gene psbA codifica a
proteina D1 do fotossistema Il e o gene trnH é um gene de tARN. O espacador intergénico
psbA-trnH tem sido utilizado com sucesso para identificacdo de espécies vegetais de forma
rapida e precisa pelo facto desta regido gendémica ser mais variavel do que o gene e,
consequentemente, gerar melhores resultados na distingdo entre plantas (62,76).
Relativamente ao intrdo trnL, este, apesar de curto tem igualmente sido descrito como uma

boa ferramenta para identificagéo tendo sido, portanto, incluido no estudo (77).

Por fim aplicou-se a metodologia desenvolvida a vinte e nove amostras comerciais
disponiveis no mercado nacional com o intuito testar a aplicabilidade do método e avaliar

o nivel de adulteracédo atual.
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3. Material e métodos

3.1. Descricao e preparacdo das amostras

Na fase inicial de desenvolvimento e otimizacdo do método foram utilizadas
matrizes de referéncia 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
possiveis contaminantes do processamento da pimenta (cuja presenca é referida como
possivel 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 sequenciagdo do gene rbcL para certificacdo
da respetiva espécie. As matrizes foram adquiridas em grao e posteriormente pulverizadas
no laboratorio tendo em conta os procedimentos usuais (limpeza cuidada com solucéo de
hipoclorito de sédio de todos os utensilios da moagem) para que ndo ocorra contaminagao
de matrizes. A trituracdo foi executada num moinho de esferas para pequenos volumes
(Precellys® Evolution, Bertin Instruments, Franca) em tubos roscados de 15 mL com
aproximadamente 10 esferas em aco inoxidavel 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 a temperatura ambiente.

De forma a desenvolver, otimizar e validar os métodos, foi necessario preparar uma
série de misturas de referéncia contendo 0,01 a 20 % de cada um dos adulterantes em
pimenta. A preparacdo das misturas incluiu uma etapa prévia de descontaminacdo de
todos os materiais com o intuito de evitar contaminagdes cruzadas entre as matrizes
analisadas. A eliminacéo quimica do ADN residual de todo o material utilizado foi realizada
com hipoclorito de sodio a 5 % em agua. Cada mistura foi deixada num agitador orbital

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

Para a aplicagdo do método desenvolvido no rastreio de mercado foram adquiridas
amostras de pimenta em varios estabelecimentos comerciais, quer em grandes superficies
quer no comércio tradicional. Reuniram-se vinte e nove amostras na totalidade, de pimenta
preta e branca em po cuja informagdo que consta no rétulo se encontra descrita na tabela
5. Verificou-se que nove das amostras ndo apresentavam qualquer rotulagem
desconhecendo-se também a sua origem, pois eram vendidas a retalho. O estudo incidiu
sobre amostras em po (figura 6) pelo facto de serem o alvo do presente trabalho, mais

suscetiveis a adulteracdes relativamente as amostras vendidas em grao.
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Tabela 5 - Descricdo das amostras adquiridas no mercado nacional para o presente trabalho. n.a. — Ndo

aplicavel.
# Tipo Marca Ingredientes
Pimenta Branca Moida A Pimenta branca moida
2 Pimenta Branca Moida B Pimenta branca moida, pode conter vgstigios de aipo, mostarda
e sementes de sésamo
3 Pimenta Preta Moida B Pimenta preta moida, pode conter ve,stl’gios de aipo, mostarda e
sementes de sésamo
4 Pimenta Branca Moida C Pimenta branca moida
5 Pimenta Branca Moida D Pimenta branca moida
6 Pimenta Preta Moida D Pimenta preta moida
7 Pimenta Branca Moida E Pimenta branca moida
8 Pimenta Preta Moida F Pimenta preta moida, pode conter vestigios de aipo e mostarda
9 Pimenta Preta Moida G Pimenta preta moida, pode conter vestigios de aipo e mostarda
10 Pimenta Branca Moida G Pimenta branca moida, pode conter vestigios de aipo e
mostarda
11 Pimenta Branca Moida H Pimenta branca moida
12 Pimenta Preta Moida H Pimenta preta moida
13 Pimenta Preta Moida A Pimenta preta moida, pode conter vestigios de aipo e mostarda
14 Pimenta Preta Moida C Pimenta preta moida
15 Pimenta Branca Moida | Pimenta branca moida, farinha de milho e oleoresina de pimenta
16 Pimenta Preta Moida J Pimenta preta moida
17 Pimenta Branca Moida J Pimenta branca moida
18 Pimenta Branca Moida * n.a.
19 Pimenta Preta Moida * n.a.
20 Pimenta Preta Moida E Pimenta preta moida
21 Pimenta Branca Moida * n.a.
22 Pimenta Branca Moida * n.a.
23 Pimenta Branca Moida * n.a.
24 Pimenta Preta Moida * n.a.
25 Pimenta Preta Moida * Pimenta preta moida
26 Pimenta Branca Moida * Pimenta branca moida
27 Pimenta Branca Moida L Pimenta branca
28 Pimenta Preta Moida M Pimenta preta
29 Pimenta Branca Moida N Pimenta branca
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Figura 6 - Pimenta branca em p6 (A), pimenta preta em po (B).

A preparacdo das amostras teve inicio com uma etapa de homogeneizagédo por
agitacdo 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 aco inoxidavel de 2,8 mm e homogeneizou-se no moinho de laboratério
Precellys® Evolution (Bertin Instruments, Franca) 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 a temperatura ambiente.

3.2. Extracédo de ADN

A etapa da extragdo de ADN é de extrema importancia para o sucesso da
amplificacdo por PCR e a sua eficacia depende da natureza da matriz da amostra e/ou da
presenca de potenciais interferentes. Uma vez que as amostras em estudo eram de
natureza altamente processada optou-se por testar trés métodos distintos de modo a
identificar o mais adequado para as referidas matrizes. A avaliacdo da adequabilidade do
método extrativo foi realizada tendo em conta os valores de pureza e concentracdo dos
extratos obtidos. Trés métodos diferentes foram selecionados para os testes devido a sua
bem-sucedida aplicacdo em estudos anteriores com matrizes similares.
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Escolheram-se os métodos EZNA HP Plant DNA, seguindo o protocolo para amostras
secas, 0 método baseado na utilizacdo do detergente CTAB (brometo de
cetiltrimetilaménio) modificado e o método descrito por Dhanya e colaboradores (46)
utilizada para extracdo de pimenta em pd. Os protocolos utilizam trés abordagens
diferentes consistindo na utilizagdo de uma coluna com membrana de extracao seletiva, na
utiizacdo de CTAB como agente de lise e precipitagdo com polietilenoglicol,

respetivamente.

A todos os protocolos foi adicionado um passo de homogeneizacdo adicional com
recurso ao moinho de laboratério Precellys® Evolution (Bertin Instruments, Franca) 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 L
(método EZNA e CTAB) ou 300 uL (protocolo Dhanya) do respetivo tampéo de extracao.
De seguida adicionaram-se aproximadamente 10 esferas de 6xido de zircénio de 1,4 mm
e submeteu-se as amostras a homogeneizacdo no moinho Precellys® Evolution (Bertin
Instruments, Franca) a uma velocidade de 7500 rpm durante 6 ciclos, de 60 segundos

cada, para completa homogeneizacdo e consequente aumento da eficiéncia de extracéo.

3.2.1. Método EZNA HP Plant DNA Mini Kit

O primeiro método testado foi 0 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 homogeneizac&o adicional ja referido.
Posteriormente adicionou-se 10 pL de mercaptoetanol e 4 puL de enzima RNAse e incubou-
se a 65 °C durante 30 minutos. Findo o tempo de incubacédo adicionaram-se 600 pL de
solucao de cloroférmio/ alcool isoamilico (24:1). Durante este periodo, cada tubo de reacao
sofreu agitacdo no vortex com vista ao aumento do rendimento da extragdo de ADN. A
suspensdo obtida foi centrifugada durante 10 minutos a uma velocidade de 10 000 x g e
ap6s a mesma recolheu-se cerca de 30 uL do sobrenadante para novo tubo de reacao de
2 mL e juntou-se 150 pL de tampéo CXD (fornecido pelo fabricante) e 300 uL de etanol. A
amostra foi transferida para um tubo coletor previamente montado com uma mini coluna
fornecida, constituida 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 pL de tamp&o de lavagem previamente
preparado por diluicdo do tampéao concentrado fornecido no kit (preparado por adicdo 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
tampdao procedendo-se de seguida a centrifugagéo 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 reacdo para dissolugdo do ADN pela adicdo de 100 pL de
tampéao de eluicdo aquecido a 65 °C e centrifugou-se durante 1 minuto a 10 000 x g,

obtendo-se, assim, o extrato final de ADN que foi armazenado a -20°C.

3.2.2. Método CTAB

Este método baseia-se na utilizacdo de uma solugdo tampdo com recurso ao
detergente CTAB a 2 % (solugéo constituida 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 a qual se adicionou 600 pL de tampéo de extracdo (CTAB 2 %) pré-aquecido
a 65 °C. Findo este periodo pipetou-se 600 pL de cloroférmio/ alcool isoamilico (24:1),
agitou-se suavemente durante 2 minutos, centrifugou-se durante 10 minutos a velocidade
de 6000 x g em centrifuga refrigerada e transferiu-se cuidadosamente o sobrenadante para
novo tubo. Repetiu-se a lavagem com cloroférmio/ alcool isoamilico (24:1) e adicionou-se
350 pL de isopropanol agitando-se de modo a promover a precipitacdo dos &cidos
nucleicos. Posteriormente incubou-se a — 20 °C durante 1 hora e centrifugou-se novamente
durante 15 minutos tendo-se mantido os tubos em gelo apos a centrifugacdo. Rejeitou-se
0 sobrenadante, secou-se o precipitado por inversdo dos tubos em papel absorvente e
procedeu-se a sua dissolucao pela adi¢cdo de 300 pL de TE (10 mmol/L Tris-HCl e 1 mmol/L
EDTA). Foram acrescentados 5 pL de RNAse 10 mg/mL e incubou-se a 37 °C por um
periodo de 30 minutos apds o qual se pipetou 150 pL de NaCl 5M e 900 uL de etanol gelado
incubando-se novamente a — 20 °C durante 1 hora. Apés incubacéo foi realizada nova
centrifugagcdo nas condigbes anteriormente referidas e decantou-se cuidadosamente o
sobrenadante por inversédo do tubo em papel absorvente. Sucederam-se duas lavagens do
precipitado com etanol a 70 % e secou-se ao ar. Apos completa secagem redissolveu-se
0 mesmo em 60 pL de TE (10 mmol/L Tris-HCI e 1 mmol/L EDTA), centrifugou-se e
transferiu-se para um novo tubo. Os extratos obtidos foram armazenados a temperatura de

- 20 °C.
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3.2.3. Método Dhanya

A extracdo 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 pL de
tampéao de extragédo contendo CTAB a 3 % CTAB, 100 mM Tris-HCI (pH 8), 20 mM EDTA
(pH 8), 1.5 M NaCl e 1 % PVP, e procedeu-se a homogeneizacao descrita. Seguiu-se a
incubacdo em banho a 65 °C com agitagdo suave. Apos incubagao arrefeceu-se a
temperatura ambiente, adicionou-se 1/3 do volume de acetato de sodio (5M), misturou-se
e incubou-se em gelo durante 1 hora. Adicionou-se de seguida igual volume de cloroférmio/
alcool isoamilico (1:24), misturou-se por inversdo durante 5 minutos e centrifugou-se a uma
velocidade de 10 000 x g durante 15 minutos. Recolheu-se a fase agquosa 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 centrifugacéo a 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 eluigéo foi realizada em de 60

uL de agua ultrapura. Armazenou-se a amostra a uma temperatura de - 20 °C.

3.3.  Avaliacdo e quantificagcdo do ADN extraido

A concentracdo e pureza dos extratos de ADN obtidos foi medida através de
espectrofotometria de UV recorrendo a um leitor de microplacas Multidetection Synergy™
HT (Biotek Instruments Winooski, VT, EUA) e ao seu respetivo software de analise de
dados Genb5. Foi medida a absorvéncia dos extratos a 260 nm e 280 nm, pois, quer acidos
nucleicos quer proteinas, respetivamente, absorvem parcialmente a estes comprimentos
de onda. A pureza dos extratos foi estimada através do calculo da razdo entre estes dois
valores (260 nm/280 nm) considerando que valores iguais ou superiores a 1.8 representam
extratos de elevada pureza. Relativamente a determinacéo da concentracdo dos extratos
(ng/uL), esta foi feita partindo do valor de absorvéncia a 260 nm. O procedimento foi o
seguinte: utilizando um adaptador para leituras de pequenos volumes pipetou-se 3 UL de
agua ultrapura para cada um dos pocos 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 absorvéncias de todos os extratos

em duplicado.
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A avaliacdo da integridade do ADN extraido foi realizada através de eletroforese em
gel de agarose a 0.8 % em tampéao SGBT 1 x (GRISP Solutions, Porto, Portugal) contendo
Gel Red (Biotium, Hayward, CA, EUA) durante 30 minutos a uma tenséo elétrica de 120 V.
Numa microplaca misturou-se 3 pL de tampéo de carregamento com 5 pL de extrato de
ADN de cada amostra. De seguida para cada poco do gel pipetou-se 6 pL da mistura
previamente preparada. Como marcador de peso molecular utilizou-se o marcador Lambda
DNA/HindlIl marker 2 (Thermo Fisher Scientific™, Massachusetts, EUA) adicionando-se 4
pL diretamente no gel de agarose. A visualizacdo 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 especificos para as espécies em estudo

Foram utilizados varios conjuntos de primers desenhados de novo para este estudo
partindo da andlise das sequéncias genémicas de quatro loci: os genes cloroplastidiais
rbcL e matK, o espagador intergénico psbA-trnH e o intrdo trnL. A sintese dos primers foi

efetuada pela empresa Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA).

As sequéncias usadas para o desenho dos primers, referentes as 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
(versdo. 7.2.5). Os respetivos numeros de acesso encontram-se listados na tabela 6.
Sempre que possivel foram utilizadas pelo menos cinco sequéncias diferentes para cada
espécie e loci. O desenho dos primers foi realizado com o auxilio 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 sequéncias

presentes na base de dados (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).
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Tabela 6 - Nimeros de acesso relativos as sequéncias utilizadas para o desenho dos primers.

rbcL matK psbA-trnH trnL
AF44637356 KM074009.1
EF590561.1 GBVI1383.11 KM055199.1
Piper nigrum GBVI1382.11 GBVI1384.11 GQ891994.1 EU519779.1
GBVS1577.13 GBVP7042.15
GBVI1385.11 GBVP7043.15
GBVR2716.13 AY042564.1
HIDNAO025.14 JX495680.1
. KX451659.1 AB817693.1
Carica papaya HIDNAO021.14 GBVL801.11
KX451652.1 AB817375.1
GBVL803.11 GBVR2716.13
GBVL802.11 GBVL806.11
GBVD4970.11 DQ131551.1
GBVX1793.13
Zea mays GBVD4971.11 GU575286.1 KU497682.1
GBVX2023.13
GBVX2095.15 FJ407058.1
GBVK3996.11
JQ087870.1 GU595139.1
GBVR959.13 GBVR974.13
. JQ087871.1 AJ854571.1
Capsicum spp GBVR969.13 GBVK4042.11
EF537224.1 AJ854569.1
HF572816.1 GBVR1206.13
EF537206.1 EU580969.1

GBVK4006.11

3.5. PCR convencional

Para a amplificagdo por PCR procedeu-se a preparagdo de uma mistura reacional
para um volume final de 20 yL. Os componentes utilizados foram agua ultrapura (11,60
uL), solucdo tampéo (2 L), dNTP (1,60 pL), enzima Taq Polymerase (FIREPol® DNA
polymerase, Solis BioDyne Tartu, Esténia) (0,20 pL), primers (1 puL de cada primer) e
extrato de ADN (1 uL). A amplificacdo foi realizada num termociclador SimpliAmp Thermal
Cycler (Thermo Fisher Scientific™, Massachusetts, EUA). Em cada amplificacéo incluiu-
se um controlo negativo em que se substituiu o extrato de ADN por agua ultrapura. As
condicbes de PCR foram as seguintes: 95 °C durante 15 minutos, 35 ciclos de 30 segundos
a 95 °C, seguido de 30 segundos as temperaturas de 63, 66 e 69 °C, um minuto a 72 °C
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 tampéo 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.
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Numa microplaca foram misturados 3 pL de tampéo de carregamento e 3 pL de produto
PCR transferindo-se, de seguida, para os pocos do gel. O marcador de peso molecular
utilizado foi FastRuler DNA Ladder, Low Range, ready to use (Thermo Fisher Scientific™,
Massachusetts, EUA), tendo-se utilizado 4 pL. A visualizacdo 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 amplificacdo por PCR em tempo real foi realizada mediante a preparagédo de uma
mistura reacional de 10 pL com os seguintes componentes: agua ultrapura (3 L), Supermix
SSo Fast™ EvaGreen (BioRad Laboratories, EUA) (5 uL), extrato de ADN (1 pL) e primers
(0,5 pL cada). Foi também utilizado um controlo negativo em cada reacédo de amplificacéo.
As reacGes foram realizadas num termociclador CFX96™ Real Time System (BioRad
Laboratories, EUA).

As condicdes de tempo e temperatura utilizadas na PCR em tempo real foram as
seguintes: 98 °C durante 3 minutos seguido de 98 °C durante 5 segundos, 66 °C durante
10 segundos, 72 °C durante 10 segundos em ciclos de 40 vezes. Ap6s a amplificagdo
seguiu-se a analise melting através da aplicagéo de condi¢des especificas. Consistiu na
desnaturagéo inicial durante 10 segundo a 95 °C seguida da diminuigcdo da temperatura
para 65 °C durante 10 segundos apds a qual se favoreceu a desnaturacao da cadeia dupla

de ADN mediante aumentos de 0,5 segundos até aos 95 °C.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Escolha do método de extracdo e avaliacdo da qualidade do ADN extraido

Por uma questéo de uniformizacéo do protocolo em desenvolvimento pretendeu-se
selecionar e empregar um Unico método extrativo que se revelasse adequado para a
extracdo 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 a realizacdo de testes recorrendo a matrizes de referéncia
representativas. Foram testados trés métodos distintos de modo a averiguar qual deles
originava extratos de melhor qualidade no que diz respeito & pureza e concentracdo de
ADN. Cada tipo de amostra foi extraido em duplicado por cada método testado. Como foi
anteriormente referido no capitulo respeitante aos materiais e métodos, a avaliacdo da
pureza e concentracdo do ADN foi realizada por espectrofotometria de UV a comprimentos
de onda correspondentes a 260 nm e 280 nm. Sendo que os acidos nucleicos absorvem
no comprimento de onda de 260 nm e as proteinas a 280 nm, a sua razao 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 devera ser de 1.8. Resultados inferiores
a 1.7 podem ser indicio de contaminagao com proteinas enquanto valores superiores a 2.1
sdo sugestivos de contaminacdo com ARN. Os resultados obtidos para cada método

testado encontram-se registados na tabela 7.

Tabela 7 - Quantificagdo de acidos nucleicos (ng/uL) e razdo de absorvéncia a 260/280 das amostras extraidas
pelos métodos Kit EZNA, CTAB e Dhanya. C - Concentragéo.

Método de extrag&o Kit EZNA | CTAB | Dhanya
Amostra C Pureza C Pureza C Pureza
(ng/pL) (260/280) (ng/pL) (260/280) (ng/pL) (260/280)
12 Pimenta 3,71 1,13 19,28 1,53 9,67 1,63
1B branca 3,68 0,89 26,45 1,63 10,17 1,68
22 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
32 Pimenta 22,94 1,56 34,55 1,66 46,55 1,38
3B verde 26,90 2,12 22,24 1,58 25,27 1,36
42 Sementes de 6,14 2,00 167,79 1,46 95,97 1,15
4B papaia 17,00 2,04 125,54 0,96 74,09 1,14
5 Farinha de 63,05 2,22 2,03 1,58 3,01 1,021
5B milho 70,81 2,17 48,32 2,07 0,681 0,681
62 Pimenta C. 95,17 2,01 575,36 1,75 124,86 1,60
6B annum 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 avaliacdo dos resultados permite observar uma grande variabilidade entre os
valores de pureza e concentragdo obtidos para cada método testado. Os métodos CTAB e
Dhanya possibilitaram a obtencdo de extratos mais concentrados, 61.37 e 345.58 ng/uL
respetivamente, no entanto, a pureza dos mesmos revelou-se estar comprometida
apresentando-se inferior a 1.7 sugerindo alguma contaminagcdo com proteinas 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 concentracdo média foi inferior
comparativamente aos obtidos com os outros métodos, ou seja, 33.25 ng/uL.

Quando a finalidade da extracao de ADN é a sua amplificacdo posterior através da
reacdo de PCR, mais do que a quantidade extraida, a sua pureza e integridade (tamanho
médio dos fragmentos extraidos) sao essenciais, pelo que se procedeu igualmente a sua

avaliacao.

A integridade do ADN avaliou-se através de eletroforese em gel de agarose cujo
resultado se encontra ilustrado pela figura 7. O estado de fragmentacdo dos extratos foi
determinado pela visualizagdo do tamanho médio do ADN extraido mediante comparacgao
com um marcador de peso molecular. A existéncia de arrastamentos em linha na agarose

significa degradagé@o de ADN num leque de tamanhos desde o inicio ao fim do mesmo.

Relativamente a 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 presenca de
ADN visualiza-se um ténue arrastamento sem bandas definidas evidenciando a extracao
de ADN degradado e auséncia 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.), 0 que contribui fortemente para a
deterioracdo do ADN na prépria amostra e consequente diminuicdo do rendimento da

extracao.
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Figura 7 - Gel de agarose de ADN gendmico das amostras extraidas pelos trés 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 extracdo de ADN de alimentos processados resulta, na grande maioria das vezes,
na obtencéo de extratos altamente degradados, n&o inviabilizando, no entanto, a posterior
amplificacéo por PCR. A visualiza¢do em gel de agarose é um método simples e eficaz na
avaliacdo da integridade do ADN, todavia é pouco sensivel ndo sendo possivel detetar a
presenca de quantidades baixas, como parece ser 0 caso na pimenta em p6. No caso dos
trés tipos de pimenta testados ndo é possivel fazer uma selecdo do método mais eficaz

pelo que se deve recorrer a avaliacdo de outros parametros como a pureza dos extratos.
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No que diz respeito as amostras de papaia e milho constou-se que a aplica¢do 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
presenca de ADN de elevado peso molecular, embora, no caso da papaia (linhas 4A e 4B)
esta situacao se verifique apenas no extrato 4B. Com o método Dhanya tanto para a papaia
como para o milho ndo se observaram quaisquer bandas de ADN pelo que se concluiu que
este método ndo se revelou eficaz na extragcdo 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

degradacdo do ADN da amostra, igualmente sujeita a processamento.

Tendo em conta estes resultados apurou-se que o método mais adequado para a
realizacdo 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 selecdo do método
sendo que permite a obtencédo dos extratos num periodo 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, a extracédo da totalidade das amostras
comerciais seguindo o referido protocolo. Os resultados da avaliacdo da pureza e

concentracdo das mesmas estéo registados na tabela 8.

Tabela 8 - Concentracdes e purezas do ADN extraido das amostras comerciais
através do Kit comercial EZNA. C — Concentragao.

# C(ng/uL) Pureza (260/280) # C (ng/uL) 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 2,1 20 15,25 2,0
6 24,18 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 19 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 idénticos niveis de concentracao
(valor médio de 29.40 ng/mL) e de pureza (valor médio de 1.97). Quanto a degradacéo
verificou-se ser elevada para a maioria das amostras excetuando as amostras 4, 7,15, 21,
24, 26 e 27.

M1 2 a3 4 5 6 7 8 S0 112 13 140 15

—
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Figura 8 - Gel de agarose de ADN genomico extraido 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 especificos para as espécies adulterantes

Tendo como ponto de partida as sequéncias de cada uma das espécies em estudo
(P. nigrum, C. papaya, Z. mays e C. annum), para cada um dos loci referidos, procedeu-se
a otimizacédo da metodologia comecando pelo desenho de primers especificos. E facto
conhecido que o ADN das plantas evolui muito lentamente para proporcionar uma regiao
suficientemente variavel que permita distinguir facilmente entre plantas (78). Por esta
razdo, e dado que o presente trabalho incidiu na identificacdo de quatro espécies de
plantas distintas, optou-se por desenhar primers com alvo em varias regiées genémicas
tendo-se selecionado quatro loci distintos. Os loci escolhidos foram os genes
cloroplastidiais de referéncia para as plantas rbcL e matK, o espacador intergénico psbA-

trnH e o intrao trnL.
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Inicialmente, utilizando o software BioEdit (versdo. 7.2.5.), fizeram-se alinhamentos
com as sequéncias 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 identificac@o de regides polimorficas entre
as quatro espécies, flanqueadas por zonas conservadas, de modo a possibilitar o desenho
de primers de tamanho suficiente para amplificacdo, no entanto, esta abordagem néo foi
possivel pelo facto das sequéncias serem altamente conservadas ndo tendo sido
encontrado o necessario polimorfismo. Deste modo, propds-se uma abordagem diferente
procedendo-se ao desenho de primers especificos para cada uma das espécies de forma
individual. O programa gerou um ficheiro excel com dez opcdes de primers alternativos
bem como a informacéo relativa aos mesmos, inclusive o tamanho do produto, potenciais
amplificagbes cruzadas com produtos ndo alvo e uma estimativa da sua eficiéncia. Foram
selecionados e sintetizados para estudo quatro pares de primers, para cada uma das
espécies, que apresentavam os melhores indices 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 a aplicacdo de um método de PCR para amostras altamente degradadas como

verificado nas plantas em estudo, nomeadamente para a pimenta em po.

48



Tabela 9 - Primers utilizados para a identificagdo de P. nigrum, C. papaya, Z. mays e C. annum. pb — Pares de

bases.
Tamanho (pb)
Loci Primer Sequéncia dos primers (5 - 3")
Primer Produto
P_rbcL F CGTATGTCTGGTGGAGACCATGT 23 28
P_rbcL R ACCCAGAGTAATTTCCCGCTC 21
Ca_rbcL F TCAAAAGGGCTGTATTTGCCCG 22 132
Ca_rbcL R GGTGGATGTGAAGAAGTAGACCATTA 26
Z rbcL F CCCGTTCCTGGGGACCC 17
rbcL Z tbel R TCCAAACGTAGAGCGCGTAA 20 18
Cp_rbcL F GCTACCGCATCGAGCGTGT 19 205
Cp_rbcL R GGCGGACCTTGGAAAGTTTTAATATA 26
P_psbA-tmH F TACAAATGGATAATGCTTCCTCCTT 25 56
P_psbA-trnH R TGCTCCTTCAACAACTCCTATACATT 26
Ca_psbA-trnH F TGGAGACCGACGCGTTTT 18 20
Ca_psbA-trnH R AAGGAGCAATAATCAAGGAAGTTGA 25
pSbA-trnH Z_psbA-tmH F GGCTACATCCGCCCCTTATC 20 a6
Z_psbA-trnH R TCGAGGTATGGAGGTCAGAATAAATA 26
Cp psbA-trmH F TCTCTCATTACTGCTATCGAAGCTC 25 o7
Cp psbA-trnH R AGGAGCAATAGCACCCTCTTG 21
P_matK F TACGAGTATTGTCATTCGGGCA 22 188
P_matK R CGTTCAAGAAGGGCTTCCCA 20
Ca_matK F GAGTCCTTCTTGAGCGAATTTTATTC 26 o6
Ca_matkK R GTTCCGTAGAAAGACGAAAGTGGAT 25
Z matK F TACGATTAACATCTTCTGGAACCTT 25
matk Z_matK R TGTTCCATCTTCCCAGAAAAGATGAT 26 o
Cp_matK F AGAAGCCCGGTTACTCCTT 19 104
Cp_matK R GTTCCGTAGAAAGACGAAAGTGGAT 25
P_trL F AGTTCAGAAAGCGGAAAAGGGAT 23 68
P_trnL R CCCCATTTGATTCGTTAGAACAACTT 26
Ca_tmLF CCTGAGCCAAATCCTGTTTTACGAG 25 5
Ca_trnL R TCGCTTTCTGAACTCTTGTTTTGTTT 26
L Z trnLF GCAATCCTGAGCCAAATCCCT 21 129
Z_tnL R TCTCTGCACCTATCCTTTTCCTTTG 25
Cp_tmL F ATGGAGTTAAATGTGTTGGTAGAGGA 26 50
Cp_trnL R GATTCGGGTCGTCATTAATCATTTGA 26
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4.2.1. Otimizacdo das condi¢cGes de amplificacdo e avaliacdo da especificidade em
PCR convencional

Apbs desenho dos primers procedeu-se a avaliagdo da sua especificidade pela
técnica PCR convencional uma vez que o custo desta técnica é inferior ao qPCR,
permitindo assim a realizacdo de um grande numero de testes, necessarios para a
otimizacdo do método. A informacdo referente as concentra¢cdes e quantidades de
reagentes utilizados para a generalidade das reacdes de amplificacdo encontra-se relatada
no capitulo alusivo aos materiais e métodos (Capitulo 3.5.) e baseiam-se em condi¢bes
padrao geralmente utilizadas. No que diz respeito a quantidade de ADN a utilizar em cada
amplificacdo, tendo em conta os resultados obtidos na quantificagdo dos extratos, ndo foi
possivel diluir as amostras ao nivel recomendado de 10 ng/uL pois as concentracfes
iniciais ndo se revelaram suficientes para efetuar diluicbes que garantissem a nao
interferéncia da matriz. Deste modo optou-se por introduzir, em todas as amostras, uma
diluicdo de 1:10 em agua ultrapura para PCR de modo a minorar os efeitos de inibi¢cdo da

amplificacdo provocados pelos constituintes da matriz.

Relativamente a temperatura de hibridagdo a utilizar foi indispenséavel efetuar
ensaios de modo a determinar qual a mais adequada pois configura o parametro mais
influente na especificidade da PCR. De modo a possibilitar o rastreio dos trés adulterantes
numa unica reacdo PCR, por forma a que o método permitisse a realizacdo de um grande
namero de testes simultaneamente, prop6s-se simplificar ao maximo o protocolo do
método. Para tal procurou-se otimizar as reacées PCR de modo a que a temperatura de
hibridagao dos primers fosse comum para todas as espécies alvo. Inicialmente efetuaram-
se simulacdes através do software OligoCalc tendo-se optado, apdés analise das
temperaturas de hibridacdo simuladas, por testar a amplificacdo com trés temperaturas
diferentes: 63, 66 e 69 °C, de modo a averiguar qual a mais apropriada. Para todas as
amostras de referéncia (pimenta branca, pimenta preta, pimenta verde, papaia, milho e
pimenta de Caiena) realizaram-se amplificacbes individuais com todos os primers
desenhados utilizando as trés temperaturas de hibridacéo referidas. Na figura 9 apresenta-
se, a titulo 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 a amplificagdo 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 analise da imagem verifica-se que, a temperatura de 63 °C, se obteve um sinal
forte de amplificagdo para a pimenta de Caiena, como pretendido, todavia foram
amplificadas também as amostras de pimenta preta, papaia e milho, logo a referida
temperatura a amplificacdo é inespecifica. A 66 °C, todavia, obteve-se igualmente uma
amplificacdo forte para a espécie alvo e ndo se visualizou amplificagdo para as restantes
espécies o que configura condicdes de especificidade. A temperatura superior, 69 °C, a
amplificagdo foi especifica mas de intensidade menor, o que certamente tera implicactes
negativas na sensibilidade do método. A temperatura de 66 °C foi, desta forma, a
selecionada para o referido par de primers. Para os restantes pares de primers

executaram-se 0S 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; (-) ndo; Amp — amplificacé@o; Esp — especificidade: Th — Temperatura de hibridacéo;
P — pimenta; Ca — papaia; Z — milho; Cp - pimenta de Caiena.

rbcL psbA-trnH matK TrnL
Th °C P Ca Z Cp|P Ca Z Cp|P Ca Z Cp|P Ca Z Cp

Amp | + + + + + + - + | + + + + + + + o+
63

Esp - - - - - - - + - - - + + - -

Amp - + - + - - - + | + - + + + + + o+
66

Esp - + + | + + + + + + o+

Amp - - - + - - - - + - - + + - - -
69

Esp + + + +
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A selecdo da temperatura de hibridagéo mais adequada foi determinada com base
num critério elementar que foi a verificacdo de amplificacdo positiva de fragmentos
especificos sem ocorréncia de reagbes cruzadas com outras espécies. A andlise dos
resultados relativos aos testes de temperatura permitiu apurar que quanto menor a
temperatura de hibridacdo empregue, maior a amplitude do sinal obtido, no entanto, ha
lugar a uma maior ocorréncia de eventos de amplificacédo de fragmentos inespecificos. As
amplificagbes a temperatura de 63 °C geraram, maioritariamente, fragmentos inespecificos
sendo que apenas trés pares de primers testados (P_matK, P_trnL e Ca_trnL) operaram
de modo especifico. Por este facto concluiu-se que esta temperatura ndo era apropriada
para o ensaio, sendo portanto rejeitada esta hipétese. Por outro lado a 66 °C averiguou-se
uma reducgdo da inespecificidade dos primers, em paralelo com a ndo amplificagdo 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 n&o houve comportamento inespecifico
dos primers, no entanto, somente quatro pares deles amplificaram positivamente (Cp_rbclL,
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 hibridagdo. Posto isto, concluiu-
se que a temperatura de hibridacdo mais adequada para a concretizacdo do estudo era de
66 °C, pois, embora ndo promova a amplificacdo de ADN para alguns dos marcadores
estudados foi a Unica que facultou a amplificagdo de ADN especifico para, pelo menos, um

par de primers correspondente a cada espécie em ensaio.

ApOs determinagdo da temperatura de hibridacdo avangou-se para a sele¢édo dos

primers especificos para cada espécie, ou seja, a escolha do gene a amplificar.

A eleicdo dos primers a usar subsequentemente foi assim concretizada tendo em
conta 0 seu comportamento a temperatura de 66 °C tendo como critério de sele¢éo
prioritario a especificidade. No caso dos primers desenhados com alvo no gene de
referéncia rbcL observou-se reatividade cruzada a excecéo dos primers para a pimenta de
Caiena (Cp_rbcL), pelo que se optou pela exclusédo dessa regido genémica do estudo nesta
fase do trabalho. Os primers desenhados com alvo no gene matK originaram fragmentos
especificos com excecao do par de primers Ca_matK que nao amplificou, no entanto, pelo
facto da qPCR ser potencialmente mais sensivel optou-se por incluir estes pares de primers

nas avaliacdes subsequentes por gPCR.
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No caso dos primers dirigidos ao espacador intergénico psbA - trnH, embora se tenha
averiguado uma deficiente amplificacdo a temperatura selecionada, ndo se verificou a
ocorréncia de reacgdes cruzadas para os casos de amplificacdo positiva. Por este motivo,
mais uma vez se optou pela avaliacdo do comportamento destes primers nos testes
subsequentes em modo gPCR. Relativamente ao Ultimo gene testado, o intrdo trnL, todos
0s pares de primers se revelaram apropriados para o presente estudo pelo que também se
prosseguiu para a posterior avaliacdo em gPCR. Em resumo, foram seguidamente testados
em gPCR os primers para os loci psbA-trnH, matK e trnL, a temperatura de hibridacao

selecionada de 66 °C.

4.2.2. Otimizacdo da metodologia por PCR em tempo real

Como anteriormente mencionado, apos avaliacdo da especificidade dos primers
mediante PCR convencional procedeu-se a averiguagdo do seu comportamento em PCR
em tempo real, a metodologia pretendida para a otimizacéo final. Nesta fase pretendeu-se
apurar quais os pares de primers selecionados por PCR convencional, relativamente a sua
especificidade, que proporcionavam a obtengéo de melhores resultados em gPCR, tendo

em conta os objetivos do trabalho.

Para cada amostra de referéncia preparou-se, assim, uma reacdo de gPCR
empregando cada um dos primers selecionados, isto &, quatro pares de primers por cada
um dos trés loci. Na figura 10 apresenta-se um exemplo de um gréfico de curvas qPCR e
o correspondente grafico de fusdo onde ocorreu amplificagdo especifica em que apenas

as amostras da espécie alvo sdo amplificadas.

Apés o teste da totalidade dos primers selecionados na primeira fase, a selecdo
final para o estudo em qPCR foi realizada tendo em conta a especificidade de amplificacéo
e a amplitude do sinal, medida em unidades relativas de fluorescéncia (RFU), esta Ultima

diretamente relacionada com a sensibilidade da metodologia.
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Figura 10 - Graficos da reaccao de amplificagdo qPCR (A), e da curva de
melting (B) obtidos mediante testes de amplificacdo com os primers P_trnL
com as misturas descritas na tabela 13.

Os resultados relativos a estes testes estdo resumidos na tabela 11. A
especificidade dos fragmentos amplificados foi avaliada mediante observacdo das
respetivas curvas de melting, tendo em conta que os produtos formados deveriam
apresentar a mesma temperatura de melting, correspondente ao produto especifico

amplificado.
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Tabela 11 - Descrigdo dos resultados dos testes de especificidade por PCR em tempo real a 66 °C.
Th — Temperatura de hibridagcdo; RFU — Unidades relativas de fluorescéncia; +++ RFU > 8000; ++
RFU > 2000; + RFU < 2000; - Sem amplificagédo.

Amplitude de amplificacdo RFU / Th °C

Espécie/Loci psbA-trnH matK trnL
P_psbA-trnH P_matK P_trnL
P. nigrum ++ +++ +++
. : C. papaia - - -
Piper nigrum Z. mays i i i
C. annum - -
Ca_psbA-trnH Ca_matK Ca_trnL
P. nigrum - - -
. C. papaya - ++ +++
Carica papaya Z. mays i i )
C. annum - - -
Z_psbA-trH Z matK Z trnL
P. nigrum - - -
C. papaya - - -
Zeamays Z. mays ++ ++ +++
C. annum - ++ -
Cp_psbA-trnH Cp_matK Cp_ trnL
P. nigrum - - -
Capsicum annum C. papaya i i i
Z. mays - - -
C. annum +++ - ++

De forma distinta ao que ocorreu através de PCR convencional, neste teste
verificou-se a existéncia de amplificagdo de fragmentos de pimenta de Caiena por parte
dos primers desenhados para o milho, Z_matK, o que inviabilizou a sua utilizagcdo neste

estudo, tendo em conta que a especificidade é o principal fator de sele¢céo dos primers.

Quanto aos restantes pares de primers, no que refere a especificidade, forneceram
resultados similares aos dos testes prévios em PCR convencional pelo que a selecao do
mais adequado para gPCR foi feita com base na amplitude do sinal medida em RFU, uma
vez que o segundo critério de selecao foi a sensibilidade ou intensidade do sinal de
amplificacéo.

No caso da pimenta, da papaia e do milho verificou-se que 0s primers que
facultaram um melhor sinal foram os desenhados com base nas sequéncias localizadas na
regido do intrdo trnL tendo sido, portanto, os primers selecionados. Relativamente a
pimenta de Caiena optou-se pelos primers Cp_psbA-trnH devido a mais forte intensidade
de sinal obtido. Nesta fase de teste, além das quatro espécies em estudo ja referidas,
incluiram-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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N&o se verificou amplificacdo positiva para nenhuma destas plantas com nenhum dos

primers testados garantindo, assim, a ndo ocorréncia de reacao cruzada.

O objetivo inicial do trabalho passava por selecionar um conjunto de primers
tendencialmente no mesmo gene, que fossem especificos e com suficiente sensibilidade
para a utilizacdo em modo gPCR. O gene trnL foi aquele que originou melhores resultados
para um maior nimero de espécies (pimenta, papaia e milho), todavia para a pimenta de
Caiena a intensidade de amplificacdo nao foi suficiente tendo-se verificado apenas uma
intensidade de sinal suficientemente forte para o espacador intergénico psbA-trnH pelo se
optou por selecionar este Ultimo para a referida espécie. Foram, desta forma, selecionados
os pares de primers com suficiente especificidade e sensibilidade de amplificagdo 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 °C para a

papaia, milho e pimenta de Caiena, respetivamente.

4.3. Validagdo do método por gPCR e determinacédo do limite de detecéo

Apos selecdo dos marcadores mais adequados a realizacdo do presente estudo
pretendeu-se caracterizar a sensibilidade dos mesmos mediante avaliagdo do limite de
detecéo tendo em consideracdo o cumprimento dos parametros sugeridos por Broeders e
colaboradores (72) nas recomendacdes para a validacdo de metodologias gPCR
gualitativas. Para a validacdo do método foram tidos em conta alguns critérios de aceitacéo

essenciais que se encontram listados na tabela 12.

Tabela 12 - Critérios avaliados para a validagdo do método.

Pardmetro Confirmacgéo

ReacBes PCR com matrizes de referéncia para verificacdo da capacidade de

Aplicabilidade amplificacé@o e confirmagdo da auséncia de inibidores da reagéo.

Cruzamento dos primers desenhados com todas as sequéncias presentes na base
de dados GeneBank;

Especificidade i ~ P e . P
Confirmacéo da auséncia de amplificacdo com matrizes de referéncia ndo alvo.

Limite de detecdo  Ensaios qPCR, em sextuplicado, de diluicdes em série do ADN de cada uma das
(LODes) espécies em estudo.
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Dada a inexisténcia de recomendacdes oficiais e padronizacdo referente a
validacdo de métodos de indole qualitativa baseados em PCR em tempo real, os critérios
definidos no artigo de Broeders e colaboradores (72) serviram como base para a validacdo
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 nao interferéncia de inibidores da reacéo que poderiam
colocar em causa a fiabilidade do método. Este critério foi assegurado nas etapas iniciais
de optimizacdo da metodologia em que se garantiu a inexisténcia de inibidores da

amplificacdo bem como interferéncias de constituintes da matriz.

O proximo critério explorado foi a avaliagdo da especificidade como meio de
garantia que os marcadores desenvolvidos amplificavam apenas as sequéncias alvo. A
primeira averiguagdo da especificidade dos marcadores foi concretizada através de um
teste recorrendo a ferramenta online Primer-BLAST (http://www.nchi.nlm.nih
.gov/tools/primer-blast/) em que se fez o cruzamento dos primers desenhados com todas
as sequéncias presentes na base de dados. Todos os marcadores se revelaram altamente
especificos na referida simulagéo. De seguida procedeu-se a sua avaliagdo experimental
com materiais de referéncia de espécies ndo alvo, passiveis de serem encontradas na
pimenta. Todos os marcadores selecionados para o estudo se revelaram altamente

especificos para as espécies para os quais foram desenvolvidos.

Outro principio de extrema importancia para a validacdo do meétodo foi a
determinagéo da sensibilidade que se avaliou mediante determinacdo do LODs ou limite
de detecdo. O LODs do método foi definido para cada marcador/espécie contaminante. O
limite de detecdo de um método qualitativo baseado em gPCR, para este ser valido, devera
ser igual ou inferior a 20 cépias de ADN do genoma. O parédmetro LODs €, assim, muito
relevante para a validagdo da presente metodologia. Este foi determinado através de
ensaios qPCR em sextuplicado de diluicbes 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 Haploide (HGE) correspondente ao nimero de copias do genoma haploéide.
Estas diluicbes seriadas devem ser preparadas utilizando como solvente uma solucéo de

ADN da espécie adulterada, neste caso a pimenta.
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No presente trabalho, de modo a conseguir uma diluicdo em série mais realista, optou-se
por fazer a preparacao prévia de misturas de referéncia contendo entre 0.01 — 20% de

adulterante em pimenta.

Foram executadas séries de misturas independentes para cada adulterante. A forma de

preparacao destas misturas encontra-se sumariada na tabela 13.

Tabela 13 - Quantidades utilizadas na preparacéo das misturas de pimenta preta (P)
com sementes de papaia (Ca), farinha de milho (Z) e pimenta de Caiena (Cp),
empregadas para a preparacao dos padrdes de referéncia. M — massa, g - gramas.

Mistura % Ca/zZ/Cp Total (g) M adulterante (g) M mistura(g) M P (9)

ml 0,01 100 0.5m4 49,500
m2 0,05 50 0.5m4 9,500
m3 0,1 10 0.5m4 4,500
m4 1 10 0.5m5 4,500
m5S 10 10 1,000 9,000
m6 20 10 2,000 8,000

ApOs preparacgédo das referidas misturas padrdo efetuou-se a extragdo do seu ADN
pelo método selecionado previamente e, estimou-se posteriormente, 0 nimero de copias
do genoma (HGE)/ul presentes em cada um dos extratos. Para tal foram utilizados os
valores “C-value”, correspondentes a quantidade de ADN presente no nucleo de um
gameta nao 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 concentracao 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/uL, respetivamente) foram calculados o nimero de cOpias do genoma para cada uma
das misturas. Estes valores da correspondéncia entre a % de adulterante e o nimero de

HGE encontram-se na tabela 14.

Tabela 14 - Nimero de cépias de ADN no genoma HGE/pL presentes em cada
um dos extratos correspondentes as misturas de referéncia.

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 11,8 235 2354 2354,4 4708,9
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Partindo do namero de cépias do genoma (HGE) presentes em cada mistura
procedeu-se a realizagdo de oito diluicdes do material genético contendo 0.1, 1, 2, 5, 10,
20, 50 e 100 HGE/uL conforme indicado nas recomendagdes de Broeders e colaboradores
(72). As diluicdes foram realizadas a partir das misturas mencionadas de modo a que o
ADN de fundo fosse a pimenta. Para cada diluicdo efetuada realizaram-se seis réplicas da
reacdo qPCR. O limite de detecédo considerado foi a menor concentragédo para a qual se
verificou amplificag&o positiva para as todas elas. A figura 11 representa o resultado dos
ensaios realizado para a determinacéo do LODg para as espécies papaia, milho e pimenta

de Caiena.

Para que o método fosse considerado valido, o limite de detecdo deveria
apresentar-se igual ou inferior a 20 cpias de ADN do genoma, facto que se confirmou para

todos os marcadores em estudo.
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Standard Curve

Log Starting Quantity

O Standard
X Unknown
—— SYBR E=95,4% R"2=0,942 Slope=-3,438 y-int=33,168

Standard Curve

Log Starting Quantity

O Standard
X Unknown
—— SYBR E=80,0% R*2=0,738 Slope=-3,916 y-int=37,192

Standard Curve

Log Starting Quantity

O Standard
> Unknown
—— SYBR E=131,4% R*2=0,689 Slope=-2,745 y-int=40,342

Figura 11 - A - Curva de calibragéo obtida por PCR em tempo real resultante
da amplificag&o da diluicdo do extracto de ADN de C. papaya (A), Z. mays (B)

e C. annum (C).
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Os critérios de aceitacdo para a determinacdo do limite de detecdo de métodos
qualitativos designam que a diluicdo mais baixa (contendo menos do que uma cépia de
ADN do genoma) ndo deve originar amplificacdes positivas em mais do que uma réplica,
no entanto, no caso da papaia isto ndo se verificou tendo-se confirmado ocorréncia de
amplificacdo em mais do que uma reacao no padréo correspondente a 0.1 copias de ADN
do genoma. Este facto podera estar relacionado com a utilizacéo de fragmentos de ADN
muito pequenos o que contribui para o0 aumento da sua especificidade. Apesar deste facto,
o limite de detecdo considerado para o método foi de 1 HGE. Relativamente ao limite de
detecdo do marcador genético para o milho, determinou-se ser de 1 HGE e no que diz
respeito a determinacéo do limite de dete¢cdo 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
validagdo para ensaios qualitativos pelo que se prosseguiu para o rastreio das amostras

comerciais com recurso aos marcadores desenvolvidos.

4.4. Aplicacdo dos marcadores desenvolvidos as amostras comerciais

Uma vez construido e otimizado o meétodo procedeu-se a sua aplicacdo em
amostras comerciais de pimenta preta e branca em p6 para a realiza¢cdo de um rastreio do
mercado. De modo a simplificar a avaliacdo, para cada teste realizado amplificou-se em
paralelo dois extratos padrdo sendo que um deles correspondia ao padrao minimo a partir
do qual as amostras sao consideradas positivas e o0 outro padrao correspondia a 20 HGE.
Para garantir que a amplificacdo gerava um so6 produto incluiu-se nos testes uma andlise

da curva de melting.

Os testes das amostras comerciais incluiram uma reacdo com 0sS primers
especificos 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 avancou para a realizagéo do rastreio de adulterantes.

7

Relativamente a deteccdo de sementes de papaia esta € a principal matéria
utilizada para adulterar a pimenta segundo a bibliografia e ocorre essencialmente devido a

semelhanc¢a morfoldégica com a pimenta, baixo custo e facilidade de aquisi¢éo.

61



Atendendo a figura 12(A), verificou-se que o teste revelou a presenca de trés
amostras adulteradas: 1, 5 e 17. Na figura 12(B) respeitante a curva de melting € possivel
verificar que a temperatura de desnaturacdo 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 referéncia.

A Ampilification

RFU

1500 4 i

-d(RFU)/dT
)
o
o

500 L

Temperature, Celsius

Figura 12 — (A) Resultados da amplificagdo das amostras comerciais com os primers Ca_trnL

especificos para a detecdo de sementes de papaia. Linhas verdes: amostras comerciais; Linhas ¢
— Limite de detecdo 1 HGE; Linhas cinza — 20 HGE. (B) Curva de desnaturacao referente a
amplificacdo das amostras positivas para a presenca de sementes de papaia.
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A detecdo de sementes de papaia em pimenta preta ja foi referida em trabalhos
anteriores. Um exemplo desses trabalhos foi realizado com recurso a HPLC em conjunto
com o teste DPPH e detectou a presenca de papaia numa amostra de pimenta adquirida
num mercado em Jaipur, na india (79). Um outro rastreio realizado em amostras adquiridas
num mercado na cidade indiana de Cochin, revelou igualmente adulteracdo de uma
amostra num universo de cinco amostras de pimenta preta testadas (36). Estes resultados
vao ao encontro dos obtidos no presente estudo, comprovando que nao existe, ainda, uma
estratégia de controlo suficientemente eficaz que impeca a entrada de produtos
adulterados no mercado. Este facto reforca a importancia da constante pesquisa e
desenvolvimento de métodos eficazes de combate as praticas fraudulentas dirigidos

especificamente as principais espécies adulterantes.

No caso da farinha de milho este material é dos principais compostos encontrados
em misturas de pimenta. E frequente a adicdo de farinha de milho a pimenta branca no
sentido de aumentar a consisténcia no produto. Na presenca de adequada rotulagem néo
constitui um problema, no entanto, quando nao existe no rétulo qualquer referéncia a

presenca deste composto pode afirmar-se estarmos perante uma fraude econémica.

A avaliacdo dos resultados obtidos, ilustrados na figura 13(A), permite verificar que
das vinte e nove amostras testadas sete continham na sua composi¢éo farinha de milho
sendo que apenas a amostra 15 estava devidamente rotulada. E possivel afirmar que as
outras amostras que forneceram um resultado positivo estavam adulteradas. A figura 13(B)

ilustra a curva de desnaturacéo dos produtos cuja temperatura de melting foi de 76,50 °C.

63



‘ \ Amplification

T T T T T T T

=2
s
4
P e e L
0 5 10 15 20 25 30 35
Cycles
B Melt Peak
2500
2000
'_
)
35 1500
o
e
°
' 1000
500
0

Temperature, Celsius

Figura 13 - (A) Resultados da amplificacdo das amostras comerciais com os primers Z_trnL

especificos para a detecéo de milho. Linhas verdes — Amostras comerciais; Linhas ¢ — Limite
de detecdo 1 HGE; Linhas cinza — 20 HGE. (B) Curva de desnaturacdo das amostras
positivas para a presenga de milho.

Relativamente a pimenta de Caiena dado que possui um aroma pungente é
frequente a adi¢cdo dos seus residuos a pimenta do reino de modo a aumentar o seu volume
de forma praticamente impercetivel. Observou-se, pela andlise dos resultados refletidos na
figura 14(A), que quatro das amostras testadas forneceram resultado positivo quanto a
presenca desta espécie. A curva de desnaturacdo esta ilustrada na figura 14(B). A

respetiva temperatura foi de 77 °C para todos os produtos amplificados.
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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 realizagdo de um rastreio que incluiu nove amostras
de pimenta adquiridas num mercado local em Kerala, india. O mesmo revelou que, entre

as nove amostras testadas, duas se encontravam adulteradas com pimenta de Caiena (37).

Amplification
A ' ! ! ! ! ‘ !
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85 90 95
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Figura 14 — (A) Resultados da amplificagdo das amostras comerciais com 0s primers
Cp_psba especificos para a detecéo de pimenta de Caiena. Linhas verdes — Amostras
comerciais; Linhas ¢ — Limite de dete¢do 10 HGE; Linhas cinza — 20 HGE. (B) Curva de
desnaturacao referente a amplificagdo das amostras positiva para a presenga de
pimenta de Caiena.
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Na tabela 15 apresenta-se um resumo dos resultados obtidos para a detecéo

especifica de cada espécie nas amostras comerciais de pimenta utilizando os métodos

desenvolvidos no presente estudo.

Tabela 15 - Resumo dos resultados obtidos na identificagdo e
pesquisa de adulterantes da pimenta nas amostras comerciais. (+)
- Resultado positivo para adulteracao.

Amostra Pimenta Papaia Milho

Pimenta de Caiena

1

© 00 N o g b~ W N

NN RN NN NNNNNDNDERRPR R R R B B R pop
© © N o O B W N R O © 0 N O 0 M W N P O

+

+

+
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Como se pode verificar pela analise da tabela anterior o nivel de adulteracdo
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 importancia do controlo da autenticidade da pimenta
pois uma elevada percentagem de amostras se encontrava contaminada. Ao contrario do
que estd descrito para outras espécies (nomeadamente peixes e plantas medicinais) os
relatos da adulterag&o de pimenta com outras espécies sdo pouco frequentes evidenciando
o desconhecimento da comunidade, e da prépria indUstria, sobre probabilidade da

aquisicao de um produto adulterado.
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5. Consideracdes finais

A pimenta preta € considerada a especiaria mais comercializada no mundo. A sua
elevada valorizagcdo torna este alimento particularmente suscetivel a ocorréncia de
adulteragdes, principalmente pelo facto de ser vendida em grandes quantidades gerando
uma potencial fonte de lucro. As fraudes da pimenta ocorrem com frequéncia mediante
mistura com outros compostos, nomeadamente outras plantas ou residuos de plantas, de
aparéncia similar para dificultar a sua detecéo, e cujo valor comercial é inferior ou nulo.
Atualmente existem varias metodologias desenvolvidas para autenticagéo da pimenta, no
entanto, ndo 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 bioguimicos uma vez que as matrizes em estudo sao sujeitas a varios
tipos de processamento. Escolheu-se esta abordagem em detrimento da PCR
convencional pelo facto de ser mais sensivel, mais rapida e menos sujeita a contaminagfes
por ndo haver necessidade de manipulacdo dos produtos apds a amplificagdo. Além disso,
mediante PCR convencional ndo € possivel estabelecer limites de detecao com elevada

confianga, como acontece com gPCR, o que pode gerar resultados dubios.

O presente trabalho focou o desenvolvimento de um marcador para identificacéo
da pimenta explorando em conjunto a detecdo de trés das suas principais espécies
adulterantes: C. papaya, Z. mays e C. annum. O principal intuito do estudo foi otimizar uma
metodologia que proporcionasse a autenticacdo da pimenta de forma rapida e precisa
mediante PCR em tempo real. Optou-se por um método qualitativo em detrimento de um
método quantitativo principalmente pelo facto de atualmente ndo existir legislacdo no que
diz respeito aos limites da presenca destes adulterantes nas especiarias. Partindo do
principio que qualquer resultado positivo, na auséncia de adequada rotulagem, é
considerado fraude priorizou-se o desenvolvimento de um método qualitativo sélido,
robusto, rapido e de elevada sensibilidade. Além disso procurou-se uniformizar ao maximo
0 protocolo de modo a facultar, numa Unica reacdo e num curto espaco de tempo, a
identificacdo da pimenta e dos trés adulterantes tornando o método adequado a sua

implementa¢do numa rotina laboratorial.
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O passo final do estudo foi a aplicacdo do método a um conjunto de vinte e nove
amostras comerciais tendo os resultados ido de encontro ao que esta reportado por outros
autores noutros paises e utilizando metodologias analiticas diferentes. Detetou-se uma
elevada percentagem de amostras adulteradas a venda no mercado Portugués tendo sido

este trabalho pioneiro na avaliacdo da autenticidade da pimenta no pais.

Como perspetivas futuras, de modo a complementar os resultados obtidos neste
estudo, poder-se-ia proceder ao desenvolvimento e validacdo de um método quantitativo
gue permitisse uma avaliagdo mais aprofundada no que diz respeito ao grau de adulteracao
das amostras, desenvolvido para cada uma das espécies isoladamente. Uma outra
abordagem interessante seria a otimizacdo dos marcadores aqui desenvolvidos utilizando
simultaneamente marcadores para varias espécies para abreviar ainda mais o tempo de

analise.

69



Bibliografia

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Trivandrum PO, Vellayani PO. Multivariate analysis in fifty cultivars / landraces of
black pepper (Piper nigrum L.) occurring in Keral, India. Rev Bras Pl Med 2006 jul;
8: 180-5.

Celio F, Chaves M, Jackson J, Nunes B, De OF, Poltronieri MC, et al. Introducéo de
cultivares de pimenta-do-reino na Amazonia Ocidental. Embrapa Amazonia
Ocidental; 2006. p. 4 - 11.

Krishnamoorthy B, Parthasarathy VA. Improvement of black pepper. CAB Reviews:
Prespectives in Agricultura, Veterinary Science, Nutrition and Natural Resources,
2015 Aug; 4. 1749-8848.

Dhanya K, Sasikumar B. Molecular Marker Based Adulteration Detection in Traded
Food and Agricultural Commodities of Plant Origin with Special Reference to Spices.
Curr Trends Biotechnol Pharm, 2010 Jan; 4: 454-89.

Damanhouri ZA, Ahmad A. Medicinal & Aromatic Plants A Review on Therapeutic
Potential of Piper nigrum L. (Black Pepper): The King of Spices. 2014;3(3).

Rai N, Yadav S, Verma AK, Tiwari L, Sharma RK. Quality Specifications on Piper
nigrum L. - A Spice and Herbal Drug of Indian Commerce. Int J Food Sci Tech 2012
Set; 1(1):1-11.

Butt MS, Pasha I, Sultan MT, Randhawa MA, Saeed F, Ahmed W. Black pepper and
health claims: a comprehensive treatise. Crit Rev Food Sci Nutr, 2013 Jan
53(9):875-86.

Gorgani L, Mohammadi M, Najafpour GD, Nikzad M. Piperine—The Bioactive
Compound of Black Pepper: From Isolation to Medicinal Formulations. Compr Rev
Food Sci Food Saf. 2017 Fev;16(1):124-40.

Thangaselvabal T, Justin CGL, Leelamathi M. Black pepper (Piper nigrum L.) the
king of spices — A review. Agric Rev, 2008; 29(2):89-98.

Balasubramanian S, Roselin P, Singh KK, Zachariah J, Saxena SN. Post Harvest
Processing and Benefits of Black Pepper, Coriander, Cinnamon, Fenugreek and
Turmeric Spices. Crit Rev Food Sci Nutr, 2015 Mar; 56:10, 1585-1607.

Polmer DU. The spice trade and its importance for european. Migration & Diffusion,
2000; 1(4): 58-72.

Vasavirama K, Upender M. Piperine: a valuable alkaloid from piper species. Int J
Pharm Pharm Sci, 2014 Fev; 6 (4) 34 - 38.

Ahmad N, Fazal H, Abbasi BH, Farooqg S, Ali M, Khan MA. Biological role of Piper
nigrum L. (Black pepper): A review. Asian Pac J Trop Biomed, 2012 Jan; 2(3): 1945—
53.

Srinivasan K. Antioxidant potential of spices and their active constituents. Crit Rev
Food Sci Nutr, 2014 Jan; 54(3):352-72.

Van Der Veen M, Morales J. The Roman and Islamic spice trade: New archaeological
evidence. J Ethnopharmacol, 2015 Set; 167:54—63.

Guidance from the American Spice Trade Association.

Torre D La, Elizabeth J, Gassara F, Kouassi AP, Brar SK, Belkacemi K, et al. Spice
use in food:Properties and benefits. Crit Rev Food Sci Nutr, 2015 Nov; 57(6):1078—
88.

Al-Jasass FM, Al-Jasser MS. Chemical composition and fatty acid content of some

70



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

spices and herbs under Saudi Arabia conditions. Scientific World Journal, 2012 Jun;

2012:1-5.

Goswami T, Meghwal M. Chemical Composition, Nutritional, Medicinal And

Functional Properties of Black Pepper: A Review. J Nutr Food Sci, 2012; 1: 1-5.

Ellis DI, Muhamadali H, Haughey SA, Elliott CT, Goodacre R. Point-and-shoot: rapid

guantitative detection methods for on-site food fraud analysis — moving out of the

laboratory and into the food supply chain. Anal Methods, 2015;7(22):9401-14.

Lehr H. Communicating Food Safety, Authenticity and Consumer Choice. Field

Experiences. 2013; 34 (93):19-34.

Manning L, Soon JM. Food Safety, Food Fraud, and Food Defense: A Fast Evolving

Literature. J Food Sci, 2016 Mar, 2 : 1-12.

Sgorbini B, Bicchi C, Cagliero C, Cordero C, Liberto E, Rubiolo P. Herbs and spices:

Characterization and quantitation of biologically-active markers for routine quality

control by multiple headspace solid-phase microextraction combined with separative

or non-separative analysis. J Chromatogr A. 2015 Dec; 1376:9-17.

Scarano D, Rao R. DNA Markers for Food Products Authentication. Diversity, 2014

Sep; 6(3):579-96.

Hong E, Lee Y, Jeong Y, Park M, Kim BH, Sook H. Modern analytical methods for

the detection of food fraud and adulteration by food category. J Sci Food Agric, 2017

Mar;

Mafra |, Ferreira IMPLVO, Oliveira MBPP. Food authentication by PCR-based

methods. Eur Food Res Technol, 2007 Oct; 227(3):649-65.

Awasthi S, Jain K, Das A, Alam R, Surti G, N. K. Analysis of Food quality and Food

Adulterants from Different Departmental & Local Grocery Stores by Qualitative

Analysis for Food Safety. IOSR J Environ Sci Toxicol Food Technol, 2014 Mar-Apr;

8(2):22-6.

Tremlova B. Communication Evidence of Spice Black Pepper Adulteration. Czech J.

Food Sci, 2001; 19(6):235-9.

Curl CL. On the Determination of Papaya Seed Adulteration. Food Chem,

1983;12:241-7.

Sreedharan, V.P., Mangalakumari, C.K, Mathew AG. Technique for the

determination of papaya seeds for the differentiation of papaya seed from black

pepper. JFST, 2007. p.431-431.

Paradkar MM, Singhal RS, Kulkarni PR. A new TLC method to detect the presence

of ground papaya seed in ground black pepper. J Sci Food Agric, 2001 May;

1325:1322-5.

Bhattacharjee P, Singhal RS, Gholap AS. Supercritical carbon dioxide extraction for

identification of adulteration of black pepper with papaya seeds. 2003 Aug ;786:783—

6.

Jain SC, Menghani E, Jain R. Fluorescence and HPLC - Based Standartization of

Piper nigrum fruits. Int. J. Botany, 3 (2): 208-3.

Sagar B. Singh RP. Genesis and development of DPPH method of antioxidant assay.

J Food Sci Technol, 2011 Jul- Aug; 48 (4): 412 - 22.

Khan S, Mirza KJ, Anwar F, Abdin MZ. Development of RAPD markers for

authentication of Piper nigrum (L.). Environ. We Int. J. Sci. Tech. 2010; 5:47-56.

Dhanya K, Syamkumar S, Sasikumar B. Development and Application of SCAR

Marker for the Detection of Papaya Seed Adulteration in Traded Black Pepper
71



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45,

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Powder. Food Biotechnol, 2009 May; 23(2):97-106.

Parvathy V a., Swetha VP, Sheeja TE, Leela NK, Chempakam B, Sasikumar B. DNA

Barcoding to Detect Chilli Adulteration in Traded Black Pepper Powder. Food

Biotechnol, 2014 Jan; 28(1):25-40.

Faculty FS. Detection and quantification of spice adulteration by near infrared

hyperspectral imaging. Stellenboch: Faculty of AgriSciences; 2011.

Kupiec T. Quality-Control Analytical Methods: High-Performance Liquid

Chromatography. Int J Pharm Compd, 2004 May-Jun; 8(3):223—7.

Boligon AA, Athayde MLMMM and ML, Machado MM, Athayde MLMMM and ML.

Medicinal Chemistry Technical Evaluation of Antioxidant Activity. Med Chem. 2014;

4(7):517 - 22.

Li X, Feng F, Gao R, Wang L, Qian Y, Li C, et al. Application of near infrared

reflectance (NIR) spectroscopy to identify potential PSE meat. J Sci Food Agric, 2016

Jul; 96(9):3148-56.

Arif A, Bakir MA, Khan HA, Al Farhan AH, Al Homaidan AA, Bahkali AH, et al. A brief

review of molecular techniques to assess plant diversity. Int J Mol Sci. 2010

;11(5):2079-96.

Salihah NT, Hossain MM, Lubis H. Trends and advances in food analysis by real-

time polymerase chain reaction. J Food Sci Technol. 2016 May ;53 :2196-209.

Grover A, Sharma PC. Development and use of molecular markers: past and

present. Crit Rev Biotechnol, 2014 Feb; 8551:1-13.

Focke F, Haase |, Fischer M. DNA-based identification of spices: DNA isolation,

whole genome amplification, and polymerase chain reaction. J Agric Food Chem,

2011 Jan]; 59(2):513-20.

Dhanya K, Kizhakkayil J, Syamkumar S, Sasikumar B. Isolation and Amplification of

Genomic DNA from Recalcitrant Dried Berries of Black Pepper (Piper nigrum L.) —

A Medicinal Spice. Mol Biotechnol, 2007 Jul; 37(2):165-8.

Kubista M, Andrade JM, Bengtsson M, Forootan A, Jonék J, Lind K, et al. The real-

time polymerase chain reaction. Mol Aspects Med, 2006; 27(2—3):95-125.

Journal I, Joshi M, Sciences M, Medicine C. Polymerase chain reaction: Methods ,

Principles and Aplication. IJBR, 2010; 1(5): 81-97.

Sen S, Skaria R, Abdul Muneer PM. Genetic diversity analysis in Piper species

(Piperaceae) using RAPD markers. Mol Biotechnol, 2010 Sep; 46(1):72-9.

Shivashankar M. Genetic Diversity and Relationships of Piper Species Using

Molecular Marker. Mol Biotechnol, 2014; 3(8):1101-9.

Meudt HM, Clarke AC. Almost forgotten or latest practice? AFLP applications,

analyses and advances. Trends Plant Sci, 2007 Mar;12(3):106-17.

Joy N, Abraham Z, Soniya E V. A preliminary assessment of genetic relationships

among agronomically important cultivars of black pepper. BMC Genet, 2007 Jan;

8:42.

Wu BD, Fan R, Hu LS, Wu HS, Hao CY. Genetic diversity in the germplasm of black

pepper determined by EST-SSR markers. Genet Mol Res. 2016 ;15(1).

Joy N, Prasanth VP, Soniya E V. Microsatellite based analysis of genetic diversity of

popular black pepper genotypes in South India. Genetica. 2011 Aug;139(8):1033—

43.

Menezes IC, Cidade FW, Souza AP, Sampaio IC. Isolation and characterization of

microsatellite loci in the black pepper, Piper Nigrum L. (Piperaceae). Conserv Genet
72



56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

Resour. 2009;1(1):209-12.
McGinn S, Gut IG. DNA sequencing - spanning the generations. N Biotechnol. 2013
May 25; 30(4):366-72.
Pompanon F, Deagle BE, Symondson WOC, Brown DS, Jarman SN, Taberlet P.
Who is eating what: diet assessment using next generation sequencing. Mol Ecol.
2012 Apr ;21(8):1931-50.
Littlefair JE, Clare EL. Barcoding the food chain: from Sanger to high-throughput.
Genome, 2016 Sep; 958:946-58.
Galimberti A, De Mattia F, Losa A, Bruni I, Federici S, Casiraghi M, et al. DNA
barcoding as a new tool for food traceability. Food Res Int,. 2013 Jan; 50(1):55-63.
Fier PZ, Buzan E V. 20 years since the introduction of DNA barcoding: from theory
to application. J Appl Genet. 2014 Feb; 55(1):43-52.
Mishra P, Kumar A, Nagireddy A, Mani DN, Shukla AK, Tiwari R, et al. DNA
barcoding: an efficient tool to overcome authentication challenges in the herbal
market. Plant Biotechnol J, 2016 May; 8-21.
Chaveerach A, Tanee T, Sanubol A, Monkheang P, Sudmoon R. Efficient DNA
barcode regions for classifying Piper species (Piperaceae). PhytoKeys. 2016; 70:1—
10.
Wallinger C, Juen A, Staudacher K, Schallhart N, Mitterrutzner E, Steiner E-M, et al.
Rapid plant identification using species - and group-specific primers targeting
chloroplast DNA. PLoS One, 2012 Jan; 7(1)
Hollingsworth PM, Li D, Bank M Van Der, Twyford AD, Botanic R, Edinburgh G, et
al. Telling plant species apart with DNA: from barcodes to genomes. Phil Trans R
Soc, 2016 Jun; 371: 20150338.
Hollingsworth PM, Graham SW, Little DP. Choosing and Using a Plant DNA Barcode.
PL0S One. 2011 May; 6 (5).
Cowan RS, Fay MF. Chapter 3 Challenges in the DNA Barcoding of Plant Material.
862: 23-33.
Jayakody MM, Ishan M. The Length Polymorphism of the Locus psbA-trnH is Idyllic
to Detect the Adulterations of Black Pepper with Papaya Seeds and Chili. Agric Sci,
2016 May; 11(2):74-87.
Arya M, Shergill IS, Wiliamson M, Gommersall L, Arya N, Patel HRH. Basic
principles of real-time quantitative PCR. Expert Rev Mol Diagn. 2005 Mar; 5(2):209-
19.
Navarro E, Serrano-Heras G, Castafio MJ, Solera J. Real-time PCR detection
chemistry. Clin Chim Acta. 2015 Jan; 439:231-50.
Wong M, Medrano J. Real-time PCR for mRNA quantitation. Biotechniques. 2005
Jul; 39(1):75-85.
Bustin S a, Benes V, Nolan T, Pfafff MW. Quantitative real-time RT-PCR - a
perspective. J Mol Endocrinol. 2005 Jun; 34(3):597-601.
Broeders S, Huber I, Grohmann L, Berben G, Taverniers |, Mazzara M, et al.
Guidelines for validation of qualitative real-time PCR methods.Trends Food Sci
Technol. 2014;37(2):115-26. A
Druml B, Cichna-Markl M. High Resolution Melting (HRM) analysis of DNA - Its role
and potential in food analysis. Food Chem. 2014;1 58:245-54.
Simko I. High-Resolution DNA Melting Analysis in Plant Research. Trends Plant Sci.
2016 Jun; 21(6):528-37.

73



75.

76.

77.

78.

Yu J, Xue JH, Zhou SL. New universal matK primers for DNA barcoding
angiosperms. J Syst Evol. 2011;49(3):176-81.

Pang X, Liu C, Shi L, Liu R, Liang D, Li H, et al. Utility of the trnH-psbA Intergenic
Spacer Region and Its Combinations as Plant DNA Barcodes: A Meta-Analysis.
PLoS One. 2012 Oct; 7(11):1-9.

Coissac E, Peter M. From barcodes to genomes: extending the concept of DNA
barcoding. Molecular Ecology, 2016 Jan; 33:1423-8.

Cho Y, Mower JP, Qiu Y-L, Palmer JD. Mitochondrial substitution rates are
extraordinarily elevated and variable in a genus of flowering plants. Proc Natl Acad
Sci, 2004 Nov;101(51):17741-6.

74



