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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi padronizar uma PCR para a detecgdo do Salmo salar, a qual possa ser usada
na autenticacdo do salmdo utilizado em pratos da culinaria japonesa e do pescado comercializado in
natura. Para isso, dois lotes de sushi foram produzidos experimentalmente. Além disso, foram visitados
38 estabelecimentos que comercializam comida japonesa e 10 peixarias na regido metropolitana de
Belém, visando a coleta do sushi, do temaki e do pescado pertencente a espécie Salmo salar. Os dados
demonstraram que a técnica foi eficiente para a autenticacdo de Salmo salar, visto que a espécie foi
detectada tanto nas amostras de sushis preparados experimentalmente quanto nas aliquotas de pescados
isolados, utilizados para a preparagdo do sushi. Em contrapartida, a espécie Salmo trutta ndo foi detectada
nas amostras de sushis preparados com esta espécie nem nas aliquotas de pescado isolado. Além disso, foi
possivel a confirmacéo da utilizacdo da espécie Salmo salar no preparo das amostras de sushi, temaki e de
pescado. Portanto, concluiu-se que a técnica foi capaz de amplificar o DNA da referida espécie e ndo
gerou identificacdo inespecifica quando a espécie Salmo trutta foi analisada, podendo ser uma ferramenta
adequada para a autenticacdo do Salmo salar.
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ABSTRACT

The objective of this work was to standardize a PCR for the detection of Salmo salar, which can be used
in the authentication of salmon used in Japanese dishes and fish commercialized in natura. For this, two
batches of sushi were produced experimentally. In addition, 38 establishments that sell Japanese food
and 10 fishmongers in the metropolitan area of Belém were visited, aiming to collect sushi, temaki and
fish belonging to the species Salmo salar. The data demonstrated that the technique was efficient for the
authentication of Salmo salar, since the species was detected in both the experimentally prepared sushi
samples and the isolated fish aliquots used for the preparation of sushi. In contrast, the species Salmo
trutta was not detected in the sushi samples prepared with this species nor in the isolated fish aliquots. In
addition, it was possible to confirm the use of the Salmo salar species in the preparation of sushi, temaki
and fish samples. Therefore, it was concluded that the technique was able to amplify the DNA of this
species and did not generate nonspecific identification when the species Salmo trutta was analyzed, being
able to be a suitable tool for the authentication of Salmo salar.
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INTRODUCAO

A demanda pelo pescado vem aumentando nos
Gltimos anos, impulsionada principalmente pelo
crescimento da populacdo e pela tendéncia
mundial em busca de alimentos saudaveis e
indicados para a sadde humana (Andrade e
Yasui, 2003). Em tal contexto, esse produto de
origem animal se destaca quanto a qualidade e
guantidade de suas proteinas, vitaminas A e D,
minerais como célcio, fdsforo, ferro, cobre,
selénio e, no caso dos peixes de agua salgada,
iodo, além de ser fonte de acidos graxos
essenciais (Sartori e Amancio, 2012).

Entre os peixes cujo consumo como alimento cru
tem aumentado gradativamente, estd o salmaéo,
que é comumente utilizado para producdo de
pratos de origem japonesa (Huss et al., 2000;
Sato et al., 2005), como o sushi, o temaki e 0
sashimi. Esses alimentos surgiram de forma mais
frequente na mesa dos brasileiros nas duas
Gltimas décadas, aumentando ndo somente a
abertura de restaurantes de culinaria japonesa,
como também de estabelecimentos que
diversificaram seu cardapio, oferecendo a
comida tipo japonesa como mais uma opg¢do
(Cwiertka, 2007).

O salmdo pertence a familia Salmonidae e é
comercialmente classificado como salmé&o-do-
atlantico (género Salmo, espécie S. salar) ou
salmédo-do-pacifico  (género  Oncorhynchus,
espécies O. kisutch, O. keta, O. gorbuscha, O.
tshawytscha e O. masou) (Carrera et al., 1999;
Zhang et al., 2007; Herrero et al., 2011; Hafsa et
al., 2016; Brasil, 2016) e, devido as dificuldades
para obtencdo desse pescado, restaurantes
especializados buscam alternativas para a
producdo de pratos que o utilizam como
ingrediente.

Esse fato pode propiciar o surgimento de
substituicbes de espécies, 0 que torna a ndo
autenticidade dos alimentos um problema global
e, por conseguinte, estabalece como cada vez
mais importante a deteccdo da introdugdo no
mercado de produtos que, por razdes econdmicas
ou de salde pulblica, ndo correspondem a
especificacdo da rotulagem e sdo de qualidade
inferior (Veloso, 2002). Para tal, ferramentas
genéticas de identificacdo do DNA, como a PCR,
vém sendo estudadas e recomendadas, devido a
sua rapidez e eficiéncia, tornando possivel a
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identificacdo de espécies em diferentes produtos
alimentares (Darwish et al., 2009; Chen et al.,
2012; Silva et al., 2015). Porém, embora alguns
autores tenham buscado identificar as espécies de
salmédo em produtos alimenticios (Carrera et al.,
1999; Carrera et al., 2000; Hellberg et al., 2010;
Herrero et al., 2011; Hird et al., 2012), poucos
artigos analisaram a presenca de substituicdo do
pescado utilizado em sushis ou outros alimentos
da culinaria tipo japonesa.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi
padronizar uma PCR para a autenticacdo do
Salmo salar, por meio da producdo experimental
de sushi e da analise de amostras comercialmente
disponiveis de pratos da culinaria tipo japonesa e
de amostras de pescado in  natura,
comercializados como salmdo.

MATERIAL E METODOS

Para a realizagdo do presente trabalho, dois lotes
de sushi do tipo makizushi foram produzidos
experimentalmente no Laboratério de Higiene e
Qualidade de Alimentos, do Instituto de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal do
Pard (UFPA) — Campus Castanhal, situado na
regido metropolitana de Belém. Para isso,
primeiramente arroz apropriado foi cozido e
misturado a tempero para sushi disponivel
comercialmente, de acordo com a orientagdo do
fabricante. Em seguida, a referida mistura foi
disposta em esteira adequada sobre alga marinha
(nori), e salmdo da espécie Salmo salar ou truta
da espécie Salmo trutta foi acrescentado.

Apds a produgdo experimental, foram coletadas
cinco amostras de cada lote de sushi produzido,
dos seguintes componentes: a) amostra de Salmo
salar utilizado para a preparacdo; b) amostra de
truta da espécie Salmo trutta utilizada para a
preparacdo (visando testar a sensibilidade da
técnica); c) sushi finalizado com Salmo salar; d)
sushi finalizado com truta da espécie Salmo
trutta. As amostras coletadas foram conservadas
sob congelamento para posterior extracdo de
DNA.

Além disso, foram visitados 38 estabelecimentos
que comercializavam comida japonesa e 10
peixarias para a coleta de amostras de sushis,
temakis e pescado fresco, respectivamente,
comercializados como pertencentes a espécie
Salmo salar, na regido metropolitana de Belém.
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Foram adquiridas 32 amostras de sushi do tipo
makizushi (a base se salmdo), seis amostras de
temaki e 10 amostras de pescado in natura. As
pecas foram coletadas, devidamente identificadas
e transportadas em caixas isotérmicas, sob
refrigeracdo, até o Laboratdrio de Higiene e
Qualidade de Alimentos, da Faculdade de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal do
Par4, onde elas foram congeladas para futura
extracdo do DNA.

A extracdo de DNA foi realizada segundo o
protocolo previamente descrito por Darwish et
al. (2009), com modificaces, sendo as altera¢6es
realizadas na etapa inicial do protocolo, em que
fracdes de 0,03g da amostra foram umedecidas e
maceradas com 350uL de tampdo de lise STES
(0,2M de Tris base, 0,5M de cloreto de sodio,
0,1% de dodecil sulfato de sédio e 0,01M de
acido etilenodiamino tetra-acético).
Posteriormente, o material foi homogeneizado
em agitador orbital e incubado em banho-maria a
56°C, durante a noite, com 10uL de proteinase K
(20mg/mL). O restante do processamento das
amostras foi realizado de acordo com o protocolo
original de Darwish et al. (2009), sendo o0 DNA
extraido e diluido em 25uL de tampdo Tris-
EDTA (TE), pH= 8,0.

A PCR para deteccdo da espécie Salmo salar,
tanto no DNA extraido das amostras
experimentais quanto das comercialmente
disponiveis, foi realizada por meio da utilizagdo
de primers especificos, desenhados previamente
por Hellberg et al. (2010), que amplificam
sequéncias de 219pb (primer Forward: 5’
AGCAGAACTCAGCCAGCCT 3’ e primer
Reverse: 5’
AGAAGAAAGGAGGGAGGGAGA 3°). Os
primers foram preparados de acordo com a
instrucdo do fabricante, sendo diluidos em
tampdo TE pH 8,0, até a concentracdo de
100pmol/uL. O protocolo da técnica foi realizado
para um volume final de 25uL para cada reagéo.
Para tal, foram utilizados 50mM de MgCI e
10mM Tris-HCI (tampdo 10x), 10mM de
desoxinucleotideo trifosfato (DNTP),
aproximadamente 80ng de DNA molde, 1U Taq
DNA Polimerase e 10pmol de cada primer,
sendo o volume completado com 4&gua
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ultrapura esterilizada. O termociclador (Applied
Biosystems VERITI® 96) foi programado para
35 ciclos. As temperaturas e os tempos utilizados
para desnaturacdo, anelamento e extensdo foram,
respectivamente, 94°C/30 seg, 62°C/40 seg e
72°C/1min, acrescidos de desnaturagdo inicial a
uma temperatura de 94°C/2 min e extenséo final
a 72°C/10 min. Em todas as reacdes, foi utilizado
um controle negativo, por meio da substituicao
da amostra por agua ultrapura e um controle
positivo, em que foi utilizado DNA de Salmo
salar  previamente extraido segundo a
metodologia descrita anteriormente.

Por fim, os amplicons obtidos foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose a 1,5% e, em
seguida, o gel foi imerso em brometo de etideo
na concentracdo de Sug/mL, durante 30 minutos.
A analise dos resultados da eletroforese foi
realizada com auxilio de um equipamento de
fotodocumentagdo  sobre  luz  ultravioleta
associado ao software Total Lab. TL 100v. 2006.

RESULTADOS

Na Fig. 1, estdo demonstrados os resultados
obtidos apds a execucdo da PCR em amostras de
diferentes componentes de sushis produzidos
experimentalmente. Os dados alcangados
demonstraram que a técnica proposta foi
eficiente para a autenticagdo de Salmo salar,
visto que a espécie foi detectada tanto
nas 10 amostras de sushis preparados
experimentalmente, quanto nas aliquotas de
pescado isolado, utilizados para a sua
preparacdo. Em contrapartida, a espécie Salmo
trutta ndo foi amplificada pelos primers para
identificacdo de Salmo salar nas 10 amostras de
sushis preparados com essa espécie nem nas
aliquotas de pescado isolado, o0 que demonstra a
sensibilidade dos primers utilizados.

Na Fig. 2, estdo demonstrados os resultados
obtidos por meio da execucdo da PCR em
amostras de sushi, temaki e Salmo salar
comercialmente disponiveis, nas quais foi
possivel a confirmagdo da utilizagdo da espécie
Salmo salar no preparo de todos os sushis e
temakis analisados e nas amostras de pescado in
natura comercializados na regiéo.
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Figura 1. Gel de agarose 1,5%, obtido por meio de eletroforese, demonstrando os resultados alcancados
mediante 0 emprego da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), em que: A: amostras 1 a 5 de Salmo salar
e 6 a 10 de sushis preparados com salmo salar; B: amostras 11 a 15 de Salmo trutta e 16 a 20 de sushis
preparados com Salmo trutta; C: amostras 21 a 25 de Salmo salar e 26 a 30 de sushis preparados com
Salmo salar; D: amostras 31 a 35 de Salmo trutta e 36 a 40 de sushis preparados com Salmo trutta (M:
marcador de peso molecular de 100pb; C: controle positivo de Salmo salar de 219pb; e C-: controle
negativo da reagao).
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Figura 2. Gel de agarose 1,5%, obtido por meio de eletroforese, demonstrando os resultados alcancados
mediante 0 emprego da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), em que: A e B: amostras 1 - 30 de sushi
adquiridas em diferentes estabelecimentos comerciais (M: marcador de peso molecular de 100pb; C:
controle positivo de Salmo salar de 219pb); C: amostras 1 - 10 de pescado in natura adquiridas em
peixarias; D: amostras 1 - 6 de temaki e amostras 31 - 32 de sushis adquiridos em diferentes
estabelecimentos comerciais (M: marcador de peso molecular de 100pb; C: controle positivo de Salmo
salar de 219pb; C-: controle negativo da reacéo).
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DISCUSSAO

Na atualidade, o consumo de filé de peixe cru
vem aumentando com o recente habito alimentar
de consumo de sushis e sashimis. Além disso,
existem poucos trabalhos que aplicam a
metodologia proposta para a autenticacdo do
salmédo (Salmo salar) disponivel comercialmente
ou em pratos da culinaria tipo japonesa no Brasil.
Os dados apresentados tornam-se de grande
relevancia, pois visam oferecer uma alternativa
valida para a deteccdo de possiveis substituicdes
da espécie Salmo salar.

Os resultados demonstraram que o conjunto de
iniciadores proposto anteriormente por Hellberg
et al. (2010) e utilizado neste trabalho ¢é
especifico e sensivel para a deteccdo de DNA da
espécie Salmo salar também em alimentos
preparados a base de pescado cru, visto que foi
capaz de amplificar o DNA da referida espécie e
ndo gerou identificagdo inespecifica quando a
espécie Salmo trutta foi analisada.

Hellberg et al. (2010) desenvolveram uma PCR
multiplex tanto em tempo real (g PCR) quanto
em tempo convencional, a qual permitiu a
identificacdo de sete espécies comercialmente
importantes de salmdo e truta. Os iniciadores da
espécie Salmo salar se destacaram, mostrando
éxito na diferenciacdo da espécie-alvo, pois,
mesmo combinados com diferentes espécies em
uma mistura de DNA, os resultados indicaram a
sensibilidade na identificacdo da espécie. A
eficiéncia descrita pelo autor pode ser
reproduzida na presente pesquisa, Visto que
amostras de pescado in natura foram analisadas.

Da mesma forma, outros autores também
propuseram diferentes primers, visando a
identificacdo de espécies de salméo. Dalvin et al.
(2010) utilizaram conjuntos de primers para
amplificar fragmentos de DNA curtos dentro do
DNA mitocondrial de tecidos severamente
degradados de salmdo-do-atlantico (Salmo salar)
e truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss). Dos
nove conjuntos de primers testados, seis foram
especificos para as espécies (quatro para o
salméo-do-atlantico e dois para a truta arco-iris).
Concluiu-se que os primers apresentados pelos
pesquisadores podem ser usados com sucesso
para a finalidade prevista. Embora estes autores
tenham comprovado a eficiéncia dos primers
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utilizados, estes ainda ndo foram testados em
pratos de origem japonesa.

Assim como constatado neste trabalho com as
amostras experimentais, os produtos comerciais
analisados apresentaram autenticidade no que se
refere ao pescado utilizado, jA que se poOde
comprovar a presenca do Salmo salar em sua
composicao, ratificando a informagdo de venda
repassada pelos estabelecimentos no momento da
compra dos produtos. Esse fato é relevante, uma
vez que varios autores destacam a dificuldade de
se obter resultados mediante a utilizagdo de PCR
em amostras de produtos de origem animal in
natura ou processados, pelos possiveis inibidores
presentes nesse tipo de matéria-prima (Hassan et
al., 2004; Hellberg et al., 2010). Segundo Souza
et al. (2014), existem interferentes que podem
comprometer a analise, como, por exemplo, o
nivel de processamento, contaminantes oriundos
do processo de extracdo do material genético, o
excesso de proteinas e polissacarideos.

Com base nisso, Hassan et al. (2004) destacam
que a técnica de PCR é considerada promissora
para detec¢do e identificacdo molecular em uma
variedade de amostras, mas que o método é
limitado por vérios pardmetros fisicos e
quimicos. Os pontos usualmente mais criticos
sdo a qualidade do DNA molde ou a presenca de
inibidores da reacdo (Freitas et al., 2006).

Os resultados da presente pesquisa também
apontam que o conjunto de primers empregado
mostrou-se eficaz para a autenticagdo da espécie-
alvo, uma vez que se revelou confidvel para
utilizacdo nesses tipos de produtos, o que refor¢a
que a PCR pode ser uma ferramenta importante
para a diferenciacdo de espécies em amostras de
peixes crus da culinéria tipo japonesa, ja que as
caracteristicas morfologicas do pescado sdo
perdidas durante o processamento, inviabilizando
uma adequada identificacdo do produto pelo
consumidor.

Além disso, a metodologia de extracdo de DNA
empregada revelou-se apropriada para Ser
utilizada como etapa essencial de execucdo da
PCR. O protocolo descrito ja havia sido utilizado
por alguns autores para a extragdo de DNA de
produtos de origem animal e seus derivados,
como leite e queijo (Darwish et al., 2009; Silva et
al., 2015). Portanto, os dados da presente
pesquisa demonstram que o protocolo
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apresentado pode ser uma alternativa a ser
utilizada para a obtencdo de material genético
proveniente dos pescados e dos produtos da
culinaria japonesa.

Mesmo que poucos trabalhos demonstrem a
utilizacdo da PCR para deteccdo de espécies de
salmdo em sushis e afins, alguns autores
comprovaram a eficiéncia dessa técnica para a
identificacdo do pescado (Carrera et al., 1999;
Hellberg et al.,, 2010; Dalvin et al., 2010;
Herrero et al., 2011; Hird et al., 2012). Hellberg
et al. (2010) propuseram uma PCR multiplex
para a identificacdo de espécies de salmdo e truta
comerciais e demonstraram que a metodologia
desenvolvida foi sensivel na identificagdo da
espécie-alvo, mostrando éxito na diferenciagéo
das espécies. Ja Herrero et al. (2011) sugeriram o
uso de uma gPCR para a autenticacdo de Salmo
salar e apontaram que ela pode ser uma
alternativa para a analise de vdrias apresentacfes
do pescado (resfriado, congelado, entre outros),
concluindo que a técnica é adequada para a
deteccdo de substituicbes da espécie.

Ainda, Carrera et al. (1999) e Hird et al. (2012)
reforcam os dados acima expostos, sugerindo a
utilizagdo da referida técnica para a identificacdo
de espécies de peixe que sdo utilizadas na troca
do salmdo. Um avanco em uma PCR tradicional
foi proposto por Dalvin et al. (2010), visando a
identificacdo de pequenos fragmentos de DNA
em tecidos severamente degradados de salmao-
do-atlantico (Salmo salar) e truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss), e os autores concluiram
que a técnica pode ser aplicada com sucesso para
esse proposito.

Embora as informacdes aqui apresentadas sejam
importantes, os dados expostos reforcam a
necessidade de maiores estudos sobre a
autenticacdo do pescado utilizado no sushi
disponivel comercialmente, como o0s que
envolvam a pesquisa das espécies do salméo-do-
atlantico ou do salmao-do-pacifico, utilizadas
nos pratos da culindria tipo japonesa, bem como
a aplicagdo técnica aqui proposta em outras
variedades de produtos, com diferentes niveis de
processamento. Além disso, a identificacdo de
outras espécies de pescado, como a truta
salmonada (Oncorhynchus mykiss), deve ser
realizada, ja& que esta é a principal espécie
envolvida na substituicdo do salméo.
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CONCLUSAO

Concluiu-se que a PCR proposta é sensivel e
especifica e pode ser uma ferramenta importante
para a investigacdo de substituicdo da espécie
tanto em amostras de Salmo salar in natura,
quanto em amostras de sushi comercialmente
disponiveis. Além disso, com base nas analises
realizadas, pode-se comprovar a autenticidade do
salmdo da espécie Salmo salar utilizado na
producdo do sushi comercializado na regido
metropolitana de Belém.
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