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RESUMO

A rotulagem incorreta de produtos alimenticios pode ser resultante de praticas de producao inade-
quadas ou representar tentativas de fraude. Além de perdas econémicas, os produtos com rétulos
incorretos podem levar ao consumo inadvertido de itens potencialmente alergénicos ou inadequa-
dos a algumas dietas por uma série de outros motivos. Em 2013, um grande caso de adulteracao de
produtos de carne bovina na Europa levou a questionamentos sobre a qualidade e seguranca do con-
sumo desse tipo de alimento também no Brasil. Componentes de produtos industrializados de carne,
como hamburgueres, por exemplo, normalmente ndo podem ser identificados visualmente e, sendo
assim, a andlise genética surge como uma opg¢do adequada para esse fim. O DNA Barcoding é um
sistema de identificacdo animal baseado em sequéncias do gene mitocondrial do citocromo c oxida-
se | (COI) que variam entre espécies. O sistema conta com uma plataforma informatizada chamada
Barcode of Life Data System (BOLD), que inclui um banco de dados de referéncia com sequéncias
autenticadas e um mecanismo de busca utilizado para a identificacdo das espécies. Com uso ainda
bastante restrito no Brasil, nos dltimos anos, o DNA Barcoding tem sido amplamente utilizado em
diversos outros paises na investigacdo de produtos alimenticios rotulados incorretamente, incluindo
frutos do mar e carnes de caca. O objetivo deste estudo foi analisar hamburgueres bovinos vendidos
em supermercados brasileiros e verificar se eles continham outros tipos de carne, além do conteudo
bovino declarado em seus rétulos. A andlise foi realizada no Laboratério de DNA da Policia Federal
do Brasil, em 2019 e 2020, e compreendeu 54 amostras de hamburgueres de cinco marcas e lotes
diferentes, cada um deles declarando possuir 100% de carne bovina em seus rétulos. A metodologia
utilizada para extrair, amplificar e detectar o DNA amplificado foi bem-sucedida e todas as amostras
analisadas produziram sequéncias COIl de boa qualidade que apresentaram 100% de similaridade
com o boi-doméstico Bos taurus, quando pesquisadas no banco de dados de espécies do BOLD. Além
disso, quando comparadas a sequéncias de outras espécies que poderiam, hipoteticamente, ser uti-
lizadas para adulteracdo dos hamburgueres ou representar potencial fonte de contaminagao, as se-
quéncias aqui obtidas apresentaram divergéncia superior a 18%. Os resultados mostraram que, pelo
menos no que diz respeito ao tipo de carne, os rétulos dos hamburgueres estavam corretos, embora
andlises posteriores, com foco nos demais componentes dos produtos, devam ser feitas para excluir
qualquer outro tipo de problema. O estudo reafirma a importancia do DNA Barcoding na investiga-
¢do da composicao de produtos alimenticios e reforca a necessidade dessa técnica ser amplamente
difundida no Brasil.
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ABSTRACT

Mislabeling of food products can sometimes be the result of improper production practices or attempts
of market fraud. In addition to economic losses, mislabeled products lead customers to the inadvertent
consumption of items that can potentially cause allergies or are inadequate to their diets due to any other
reasons. In 2013, a major case involving beef product adulteration came to surface in Europe, which also
resulted in questions about the quality and safety of consumption of this type of food in Brazil. As the meat
components in processed beef products, like burgers, cannot be visually identified, genetic analysis is a
suitable option for this purpose. DNA barcoding is an animal identification system based on cytochrome c
oxidase | mitochondrial gene (COI) sequences that vary between species. The system has a computerized
platform called Barcode of Life Data System (BOLD), which includes a reference database with authenticated
sequences and a search engine used for species identification. In the last few years, DNA barcoding has
become averyimportant toolin the investigation of mislabeled food products, including seafood and game
meat, although its use in Brazil is still restricted. The objective of this study was to analyze beef burgers sold
in Brazilian supermarkets and to check if they contained other kinds of meat besides the bovine content
declared on their labels. The analysis was conducted at the Brazilian Federal Police DNA Laboratory in 2019
and 2020 and comprised 54 samples of burgers from five different brands and lots, each one declaring
100% bovine meat on their labels. The methodology used to extract, amplify and detect the amplified DNA
was successful and all the analyzed samples produced good quality COIl sequences that presented 100%
similarity with the domestic cattle Bos taurus when searched in BOLD species level database. Additionally,
when compared to sequences from other species that could hypothetically be used for adulteration of
beef burgers or represent a potential source of contamination, the sequences obtained here presented
more than 18% divergence. The results showed that, at least regarding the meat content, the labels of the
burgers were correct, although posterior analysis with a focus on its other components should be done
to exclude any possibility of mislabeling. The study reaffirms the importance of DNA barcoding in food
product investigations and reinforce the need for this technique to be widespread in Brazil.
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carne equina indevidamente ou ndo declarada em sua

INTRODUCAO

composicao, incluindo cavalos de esporte, que sao

A rotulagem incorreta de alimentos pode ser tratados com drogas proibidas em animais utilizados

resultado de praticas de producdo inadequadas ou  Para alimentacdo humana. Alguns produtos também

tentativas de fraudes de mercado. Além das perdas continham carne de outros animais, como o porco,

econdmicas, os produtos com rétulos errados podem alimento proibido para judeus e mugulmanos por

levar ao consumo inadvertido de itens potencialmente
alergénicos ou inadequados a algumas dietas por uma
série de outros motivos (Galimberti et al., 2013; Kane
& Helberg, 2016). Em 2013, o chamado “Escandalo da
carne de cavalo” chocou a Europa, quando alimentos

rotulados como compostos de carne bovina continham

questodes religiosas e culturais (BBC News, 2013). J4 em
2015, um estudo nos Estados Unidos com carne moida
e produtos de aves encontrou espécies ndo declaradas
nos rétulos de 20% das amostras analisadas (Helberg
et al., 2017), indicando que a rotulagem incorreta nao
estd restrita a uma Unica regido do globo. No Brasil,
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ainda que nao haja suspeita fundamentada desse
tipo de problema envolvendo a industria de produtos
carneos, tem havido nos ultimos anos, possivelmente
em resposta a ocorréncia de casos internacionais, um
aumento da preocupacao da sociedade com a qualidade
e seguranca dos alimentos processados consumidos.

Considerando que em produtos processados
de carne bovina, como hamburgueres, por exemplo,
os componentes da carne nao podem ser identificados
visualmente, a analise genética pode ser uma opcao
adequada para tal fim. O DNA Barcoding é um sistema
de identificacdo de animais, baseado em sequéncias do
gene mitocondrial do citocromo c oxidase | (COl) que
variam entre espécies (Herbert et al., 2003a). O sistema
possui uma plataforma informatizada denominada
Barcode of Life Data System (BOLD), que inclui um banco
de dados de referéncia com sequéncias autenticadas
e um mecanismo de busca utilizado para identificacao
das espécies. Em termos sucintos, para fornecer uma
identificacdo ao nivel taxonémico de espécie, o BOLD
determina que a similaridade entre uma sequéncia
questionada e uma determinada sequéncia no banco
de dados deva ser superior a 99% (Ratnasingham &
Hebert 2007). Estudos anteriores demonstraram que
as sequéncias COIl sao eficazes para discriminar muitas
espécies de vertebrados, incluindo Bovidae (Herbert
et al.,, 2003b; Cai et al., 2011). Com o suporte de seu
robusto banco de dados, que possui atualmente cerca
de 40.000 espécies de Chordata representadas (http://
www.boldsystems.org/), o DNA barcoding parece ser
adequado para identificar as espécies desse grupo.

Nos ultimos anos, em diversos paises, o DNA
Barcoding tem sido utilizado para investigar produtos
alimenticios rotulados incorretamente, incluindo
frutos do mar, carnes de caca e inUmeras outras carnes
processadas (D’Amato et al. 2013; Quinto et al. 2016;
Hellberg et al. 2017; Staffen et al. 2017). Embora existam
alguns exemplos de aplicacao da técnica no Brasil, seu

uso em investigacdes ou para avaliar a conformidade da

industria de alimentos ainda é muito restrito. O objetivo
deste estudo foi utilizar o DNA Barcoding para verificar
se hamburgueres bovinos produzidos por grandes
industrias e vendidos em supermercados brasileiros
continham outros tipos de carne em sua composicao
além do conteddo bovino declarado em seus rétulos. Os
resultados aqui obtidos podem reforcar a necessidade
de que as autoridades brasileiras, incluindo as sanitarias
e de seguranca alimentar, usem o DNA Barcoding como
ferramenta de rotina em suas analises.

MATERIAL E METODOS

Nove caixas de hamburgueres rotulados como
100% carne bovina, provenientes de cinco produtores e
lotes diferentes, foram adquiridos em supermercados de
Brasilia, Distrito Federal, em 2019. Dois hamburgueres
de cada caixa foram selecionados para analises e trés
amostras foram obtidas de cada hamburguer. As amostras
consistiram em um pequeno fragmento de carne bovina
de fonte Unica (cerca de 2-3 mm), isolado com auxilio
de um estereomicroscopio (Figura 1). Cada uma das 54
amostras foi lavada trés vezes em dagua ultrapura antes
de ser analisada, procedimento que visava a remocao de

eventuais contaminantes externos.

Figura 1. Exemplo de hamburgueres antes (esquerda) e durante a
amostragem em um estereomicroscopio (direita). As amostras con-
sistiram em fragmentos individuais com cerca de 2-3 mm.
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O DNA foi extraido com o kit PrepFiler Express™
Forensic DNA Extraction em um AutoMate Express™ DNA
Extraction System (Applied Biosystems). Fragmentos
de 650 pb da regiao 5 do gene COI foram amplificados
usando iniciadores FishF1/FishR1 (Ward et al., 2005). As
condicées de PCR sao descritas em Carvalho (2014) e
os procedimentos de sequenciamento em Carvalho et
al. (2019). As sequéncias foram montadas e tiveram sua
qualidade avaliada com o Software SeqScape® 3 (Applied
Biosystems). As sequéncias consensuais foram pesquisadas
no banco de dados BOLD (Species Level Barcode Records),
usando o mecanismo de busca préoprio do sistema
(Identification Engine).

A identificacao das amostras foi baseada no BOLD.
A identificacdo até o nivel taxondmico de espécie se deu
guando uma sequéncia questionada apresentou mais de
99%de similaridade com sequéncia(s) de uma Unica espécie
no banco de dados. Ademais, além de sequéncias do boi-
doméstico Bos taurus, as sequéncias obtidas das amostras
foram comparadas com a sequéncias COIl de frango Gallus
gallus, porco Sus scrofa, cavalo Equus caballus, rato Mus
musculus e do homem Homo sapiens.

Aescolhadessas espécies, paracomparacao, sedeu
pelo fato de que poderiam, hipoteticamente, ser usadas
para adulteracao de hamburgueres de carne bovina ou por
representarem uma fonte potencial de contaminacao. As
sequéncias foram obtidas no GenBank (https://www.ncbi.
nim.nih.gov/genbank/) e o software MEGA 6 (Tamura et al.
2013) foi usado para calcular a propor¢do da distancia-p
pareada entre elas. (propor¢dao de posicdes divergentes
entre duas sequéncias, obtida pela divisao das diferencas
pelo total de nucleotideos comparados).

RESULTADOS

Sequéncias consensuais de boa qualidade com
aproximadamente 650 bp foram obtidas de todas as 54
amostras. Cinco haplétipos diferentes (H1 a H5) foram
identificados, sendo que a diferenca entre eles nao
ultrapassou duas bases. A grande maioria das sequéncias

(45) era idéntica. Todas as sequéncias apresentaram
100% de similaridade com as sequéncias de Bos taurus
quando pesquisadas no BOLD e, dessa forma, puderam ser
associadas a essa espécie. Como esperado, as distancias-p
pareadas entre as sequéncias dos cinco haplétipos e
de Bos taurus foram muito baixas ou inexistentes. Ja a
comparacdo entre as sequéncias dos haplétipos e as das
espécies com potencial para adulteracdo ou contaminacdo
resultou em distancias maiores que 0,18 (18%) em todos os
casos (Tabela 1).

Tabela 1. Distancia-p entre os cinco haplétipos observados neste
estudo, Bos taurus, e as espécies com potencial para adulteracio ou
contaminagao.

DISCUSSAO

Todas as sequéncias obtidas neste estudo foram
associadas a Bos taurus com o uso do banco de dados
BOLD. Comparacdes diretas com sequéncias de outras
espécies com potencial para adulteracdo ou contaminacao
resultaram em grande divergéncia genética, permitindo
descarta-las com seguranca como a fonte das amostras
analisadas. Esses resultados mostram que a metodologia
de identificacdo utilizada, neste estudo, em que se
trabalhou com fragmentos de carne de fonte Unica, foi
adequada e permitiu chegar ao nivel taxondmico de
espécie em todos os casos. Ressalta-se, no entanto, que os
métodos tradicionais de sequenciamento ndo funcionam
bem com misturas de espécies, o que pode representar
um problema na analise de produtos homogéneos, tais
como salsichas, queijos e carnes enlatadas. Nesses casos,
o uso de coquetéis de primers, combinado a protocolos
de sequenciamento de nova geragdo, parece ser mais
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apropriado (Xing et al. 2019; Palumbo et al. 2020; Yanyi et
al. 2020).

A associacdo de todas as amostras a Bos taurus
demonstrou que, pelo menos em relacao ao tipo de carne,
os produtos analisados estavam em conformidade com
seus roétulos, indicando que seu consumo é confidvel.
Porém, para descartar qualquer possibilidade de fraude
ou falhas no processo de producdo, devem ser feitas
andlises posteriores com foco nos demais componentes
dos produtos. Evidéncias de quantidades maiores do que
o esperado de sédio, dgua e outros componentes foram
encontradas em hamburgueres de frango vendidos no
Kuwait, por exemplo (Al-Bahouh et al. 2012). Além disso,
também é importante mencionar que, para este estudo,
foram selecionados produtos de grandes industrias
e distribuidores nacionais, que estao mais sujeitos a
cumprir as leis e regulamentacdes brasileiras. Selecionar
hamburgueres de pequenos produtores locais pode levar
a resultados completamente diferentes.

O uso do DNA Barcoding como ferramenta de
investigacao, regulatéria e de fiscalizacdo esta se tornando
cada vez mais comum. Inclusive, algumas agéncias de
vigilancia sanitaria e controle alimentar em todo o mundo,
incluindo a Administracdo de Alimentos e Drogas do
Estados Unidos (Food and Drug Administration - FDA) e a
Agéncia Canadense de Inspecdo de Alimentos (Canadian
Food Inspection Agency - CFIA), ja o adotaram de alguma
forma pelo menos na identificacdo de frutos do mar
(Shehata et al. 2018). Embora nao haja noticia do uso amplo
do DNA Barcoding como ferramenta de identificacdo de
produtos bovinos por qualquer 6rgao governamental,
nacional ou internacional, seu uso rotineiro para esse fim
parece ser uma questao de tempo.

Além da elucidacdo de fraudes, como poténcia
agricola e grande produtor de carne, o Brasil poderia obter
outros beneficios a partir do uso em larga escala do DNA
Barcoding, um método sensivel, rapido, relativamente
barato e confidvel de identificacao de espécies. A utilizacao

de técnicas que atestem a confiabilidade dos alimentos
pode servir como poderosa ferramenta de marketing e
agregar valor a produtos, em especial aqueles direcionados
ao mercado consumidor externo.
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