SHIMADZU
BIOTECH

bringing analysis to life

APPLICATION
IDENTIFICAGCAO RAPIDA DE ESPECIES DE CARNE COM
O MCE-202 "MULTINA"

O uso do MCE-202 "MUItiINA" em combinacdo com o kit de reagentes Ampdirect® ndo s6
simplifica as etapas de pré-processamento e deteccdo na identificacdo de espécies de

carne, mas também possibilita uma identificacdo rdpida e precisa de cada espécie.
Infrodugdo

A crescente preocupacdo com a seguranca dalimentar e a sensibilizacdo dos
consumidores nos Ultimos anos tem levado a uma crescente procura de informagdes rapidas
e precisas, que permitam a identificacdo dos diferentes tipos de carne contidos em produtos
alimentares. Esta necessidade, de determinar diferentes espécies de carne, pode ser
suprimida com a utilizacdo do analisador de DNA e RNA MCE-202 "MultiNA”, que emprega o

método da reacdo em cadeia da polimerase multipla (multiplex PCR).
Resultados

Cinco diferentes tipos de amostras de carne (frango, boi, carneiro, porco e cavalo) foram
preparadas tanto individualmente como em misturas. Sem efetuar a purificacdo do DNA,
utilizando o reagente Ampidirect® foi realizada a PRC. Os resultados da andlise utilizando o
MCE-202 "MuUltiNA" séo mostrados na Figura 1.
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Figura 1. Resultados analiticos dos produtos da PCR multipla de cinco tipos de carne,

amplificado por Ampidirect®. (Imagem gel MUltiNA e eletroferogramas)

Os fragmentos foram claramente separados de acordo com a espécie, galinha com 218
bp, boi com 268 bp, carneiro com 331 bp, porco com 359 bp e cavalo com 430 bp. A Figura
2 mostra os resultados obtidos na identificacdo de trés diferentes tipos de carne contfidos em
uma mesma amostra. A deteccdo foi possivel até mesmo para carnes compreendendo
apenas 1% da mistura na amostra. E claro que vdrias espécies de carne podem ser

identificadas rapidamente em uma Unica andlise.

Procedimento Analitico
Instrumento analitico: MCE-202 “MultiNA"
Modo de andlise: DNA-500 Premix

Sample 1D C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 Cop CiOC11C12 D1 D2 D3
Pork (%) 0 1 5 10 20 100 98 90 80 60 O 1 § 10 20
Boef (%) 100 68 90 80 60 o0 1 5 10 20 0 1 5 10 20
Chicken (%) 0 1 § 1M 20 © 1 5 10 20 100 98 S0 80 60
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Figura 2. Resultados analiticos dos produtos da PRC multipla de trés diferentes tipos de carne

(porco, boi, frango) e em diferentes proporcdes de mistura.

PCR Primer: Baseado no artigo de Matfsunaga, et. ¢ DNA-500 Reagent Kit for MultiNA (by Shimadzu
al. (Jon. J. Food Eng., 46(3), 187, 1999), com  Corporation) P/N 292-27910-91

algumas modificagoes. ¢ SYPR® Gold nucleic acid gel stain (by Invitrogen
Reagentes: Corporation) S-11494

e Ampdirect® (by Shimadzu Corporation) P/N e« 25bp DNA ladder (by Invitrogen Corporation)
241-08905-92 10597011



(Note) Para maiores detalhes consulte a folha de

instrucdo do Ampdirect®.

Homogenize in SNET buffer
(0.5 % SDS, 400mM NaCl , 0.1M EDTA, 10mM Tris = HCI, pH 8.0)

Cell Lygis
1:200 of 20 g /4L Proteinase K
Incubation
55 °C x 30 min
Inactivation for Prok
95 °C x 5 min
PCR reaction mixture
2 x Ampirect 100 4L
10 M 5" primer 10 uL
10 #M 3" primer for beef 10 gL
10 #M 3" primer for pork 10 gL
10 M 3" primer for chicken 10 gL
Nova=Taq (HS) 5 U/ L o1 L
MQ water 59 4L
Total 20 gL
PCR Reaction
95 °C x 10 min
(94 °C x 30 sec + 60 °C x 30sec + 72°C x 30 sec ) x 35 cycle
72°C x 7 min

Figura 3. Preparacdo de amostra e condicdes

reacionais.



