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RESUMO

Devido 4 introducio da soja geneticamente modificada Roundup Ready™ (RR) no mercado
brasileiro, a habilidade para detectar organismos geneticamente modificados (OGMs) tornou-
se uma necessidade legal. O Decreto 4.680 de 24 de Abril de 2003 prevé que alimentos que
contém acima de 1 % de OGMs em sua composi¢do devem ser obrigatoriamente rotulados.
Uma vez que a legislacdo estipula um limite para a presenca de OGMs em alimentos, a
detecgdo qualitativa ndo atende a exigéncia imposta. E necessério, entdo, a utilizagio de uma
ferramenta que forneca dados quantitativos. Tais dados, referentes a presencga e teor de soja
geneticamente modificada em alimentos, ainda sdo escassos, principalmente em relagcdo ao
Brasil. O objetivo deste trabalho foi a deteccdo por PCR e quantificacdo por PCR em tempo
real de soja Roundup Ready em proteina texturizada de soja, extrato de soja e ingredientes
utilizados na industria de carnes. O DNA das 114 amostras foi extraido e purificado por um
método CTAB. Todas as amostras foram submetidas a pesquisa do gene da lectina de soja,
para a verificacdo da presenga de DNA de soja amplificavel. Com exce¢do de 7 amostras de
ingredientes, todas as demais apresentaram sinal positivo para este gene. Para a detecgdo
qualitativa de soja RR, foi utilizada uma nested PCR ja estabelecida que resultou em uma
sensibilidade de 0,01%, considerada aceitavel para deteccdo de OGMs. De um total de 107
amostras analisadas, 62 apresentaram resultado positivo para soja transgénica. 40 amostras de
extrato de soja e proteina texturizada foram analisadas por PCR em tempo real, sendo que

apenas duas amostras de PTS estavam em desacordo com a legislacdo.

Palavras-chave: PCR nested, soja Roundup Ready, OGM, PCR em Tempo Real.



ABSTRACT

Due to the introduction of the genetically modified (GM) crop Roundup Ready™ (RR)
soybean in the Brazilian market, the ability to detect GM crops has became a legal necessity.
The edict 4680 from 24™ April 2003 stipulates that foodstuffs containing more than 1% of
GMOs in their composition must be labelled. Once legislation stipulates a threshold limit for
the presence of GMOs in food products, qualitative detection do not perform the
requirements, being necessary the use of a tool providing quantitative data. These data, related
to the presence and content of genetically modified soybean in food products, are still rare,
mainly in Brazil. The aim of this work was the detection of Roundup Ready soybean in
texturized soy protein, powdered soymilk and food ingredients used in the meat industry by
PCR and quantification by real time PCR. The DNA from 114 samples was extracted and
purified by a CTAB method. The soy specific lectin gene was investigated in all samples to
verify the presence of soy amplifiable DNA. With the exception of seven ingredient samples,
all the samples showed a positive signal for the lectin gene. For qualitative detection of RR
soyben, it was used a well-stablished nested PCR that resulted in a sensitivity of 0.01%. From
a total of 107 analised samples, 62 showed a positive signal for transgenic soybean. Forty
samples of powdered soymilk and texturized soy protein were analized by real time PCR, and

only two samples of TSP were in disagreement with the legislation.

Key-words: nested PCR, Roundup Ready soybean, GMO, Real Time PCR.
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1. INTRODUCAO

A insulina humana foi um dos primeiros produtos resultantes da manipulacdo genética a
ser comercializada e o tomate Flavr Savr (SHEEY et al, 1988 ¢ SMITH et al, 1988) foi o
primeiro organismo geneticamente modificado (OGM) a ser comercializado. Desde entdo,
inimeros outros organismos geneticamente modificados foram aprovados pelas autoridades
americanas (FDA) e de outros paises, entre eles inimeras variedades de canola, algodao,
milho, tomate, arroz, soja, girassol, fumo, trigo, mamao e meldo. A maioria destes OGMs
foram desenvolvidos com o intuito de resolver alguns problemas associados a agricultura

comercial, como pestes € manejo de ervas daninhas.

Quando a engenharia genética ¢ aplicada buscando a melhoria de propriedades
funcionais, como amido de batatas sem a amilose e tomates sem enzimas pectoliticas, os
produtos transgénicos sdo comercializados separadamente dos ndo transgénicos. Contudo,
quando apenas propriedades agrondmicas como resisténcia a insetos e tolerancia a herbicidas,
como no caso de soja Roundup Ready (RR), os produtos geneticamente modificados ndo sdo

separados dos convencionais apods a colheita (VAN DUIIN et al, 1999).

Os paises que introduziram a legislacdo para rotulagem de OGMs em alimentos
propiciaram a seus consumidores o poder de escolha sobre os produtos que consomem. A
Legislagdo Mundial determina que governos, industrias de alimentos, laboratérios e
produtores desenvolvam maneiras para avaliar a quantidade de OGMs em alimentos e
ingredientes, assegurando assim, sua conformidade com os niveis de produtos geneticamente

modificados.

A legislacdo brasileira define o limite de 1 % de OGM para rotulagem obrigatoria. Na
comercializacdo de alimentos e ingredientes alimentares destinados ao consumo humano ou
animal que contenham ou sejam produzidos a partir de organismos geneticamente
modificados, com presenga acima do limite de um por cento do produto, o consumidor devera
ser informado da natureza transgénica desse produto. Tanto nos produtos embalados como
nos vendidos a granel ou in natura, o rotulo da embalagem ou do recipiente em que estao
contidos devera constar, em destaque, no painel principal e em conjunto com o simbolo a ser
definido mediante ato do Ministério da Justica, uma das seguintes expressoes, dependendo do
caso: "(nome do produto) transgénico", "contém (nome do ingrediente ou ingredientes)

transgénico(s)" ou "produto produzido a partir de (nome do produto) transgénico". Além
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disso, o consumidor devera ser informado sobre a espécie doadora do gene no local reservado

para a identificac@o dos ingredientes (BRASIL, 2003).

M¢étodos analiticos sdo entdo necessarios para evidenciar a presenca ou auséncia de
OGMs, ndo apenas em matérias-primas, mas também em alimentos processados. A reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) ¢ o método mais comumente aplicado para a deteccdo de OGMs,
sendo altamente sensivel e especifico para a amplificacio de DNA. Porém, a PCR
convencional possui a desvantagem da falta de informagdo quantitativa. Como a quantificag@o
¢ um ponto crucial para a rotulagem, somente a utilizacdo de sistemas qualitativos ndo ¢
adequada para o controle dos limites de rotulagem, sendo obrigatéria a utilizacdo de um

método quantitativo.

Em extensa pesquisa em varias bases de dados cientificos, foram encontrados apenas
dois artigos relatando a presenca de OGMs em alimentos produzidos e comercializados no
Brasil, sendo que apenas um apresenta dados quantitativos. Estes dados, porém, referem-se
aos anos de 2000 e 2001, quando a legislacdo permitia um limite maximo de 4% de OGM.
Assim, a necessidade de um levantamento de dados referentes a presenca de OGMs em
alimentos e sua conformidade com as normas exigidas torna-se urgente, uma vez que 0

consumidor brasileiro tem o direito de escolha assegurado.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 OGMs na Agricultura

A transformagdo genética de plantas consiste na inser¢do de uma ou mais seqiiéncias em
seu genoma. Geralmente isoladas de mais de uma espécie, essas seqiiéncias especialmente
arranjadas, visam garantir a expressao génica de um ou mais genes de interesse. Do ponto de
vista legal, no Brasil, OGM ¢ definido como organismo cujo material genético tenha sido

modificado por qualquer técnica de engenharia genética (NODARI e GUERRA, 2001).

Os primeiros produtos resultantes de manipulagdo genética apareceram no inicio dos
anos 80 e a primeira liberagdo de um OGM no ambiente ocorreu em 1986, na Inglaterra

(ODA e SOARES, 2001).

Em 1996, a érea total cultivada com lavouras transgénicas era de 1,7 milhdes de
hectares. Em 2005 esse nimero chegou em 90 milhdes de hectares, um aumento quase 53
vezes em menos de uma década. Em relagdo ao ano de 2004, a area global de plantio de
transgénicos era de 81 milhdes de hectares, ou seja, um aumento de 11% (JAMES, 2005). O
numero de paises que mais cultivam plantas geneticamente modificadas (na¢des com areas de
plantio de transgénicos de 50 mil hectares ou mais) aumentou de 10 para 14 no ano de 2004,
com a inclusdo do Paraguai, do México, da Espanha e das Filipinas. A quantidade de nagdes
que respondem pela maior parte da plantacdo global de transgénicos cresceu de cinco para
oito e inclui os Estados Unidos (59% do total global), Argentina (20%), Canada (6%), Brasil
(6%), China (5%), Paraguai (2%), india (1%) e Africa do Sul (1%). Uruguai, Australia e
Roménia completam a lista (JAMES, 2004). Um marco histérico foi alcancado em 2005,
quando 21 paises semearam lavouras GM, um aumento significativo comparado aos 17 paises
de 2004. Notavelmente, dos quatro novos paises que cultivaram lavouras GM em 2005, trés
sdo paises da Unido Européia (Portugal, Franca e Republica Tcheca), ¢ o quarto o Ird

(JAMES, 2005).

Durante o periodo de 1996 a 2005, a propor¢do da area global de lavouras GM
cultivadas por paises em desenvolvimento aumentou ano apds ano. Mais de um terco (38%,
contra 34% em 2004) da area global semeada com biotecnologia em 2005, equivalente a 33,9
milhdes de hectares, foi cultivada em paises em desenvolvimento onde o crescimento entre
2004 e 2005 foi substancialmente mais alto (6,3 milhdes de hectares ou 23% de crescimento)

do que nos paises industrializados (2,7 milhdes de hectares ou 5% de crescimento). Em 2005,
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os EUA, seguido pela Argentina, Brasil, Canadd e China continuaram sendo os principais

usuarios de lavouras GM (JAMES, 2005).

A soja geneticamente modificada (GM) ocupou 54,4 milhdes de hectares plantados
60% da area total com lavouras transgénicas), mais do que os 48,4 milhdes de hectares do
g q

ano anterior (JAMES, 2005).

As culturas transgénicas de alimentos autorizadas para comercializagdo sdo intimeras:
na Argentina, a soja em 1996, o milho e o algoddo em 1998; no Canad4, o milho e o algodao
em 1996, a canola em 1997, a soja e o meldo em 1998, a batata e o trigo em 1999; nos EUA, o
meldo, a soja, o tomate, o algodao e a batata em 1994, a canola e o milho em 1995; no Japao,
a soja, a canola, a batata ¢ o milho em 1996, o algoddo e o tomate em 1997

(http://www.agbios.com).

No Brasil, somente em 1995 adotou-se uma legislacdo normatizando o uso de técnicas
de engenharia genética (BRASIL, lei 8974/95) e a liberagdo de OGMs no ambiente (BRASIL,
decreto 1752/95). O primeiro organismo geneticamente modificado aprovado para
comercializagdo foi a soja Roundup Ready, em 1998. Em 2003, com a MP 131, o plantio da
soja RR foi aprovado para a safra 2003/2004. Hoje o plantio desta linhagem ¢é permitido,

sendo proibida sua comercializagdo como semente (BRASIL, 2005).

2.2 Soja Roundup Ready (RRS)

A linhagen GTS-40-3-2 foi desenvolvida pela Monsanto para permitir a utilizacdo do
herbicida glifosato como um sistema de controle de ervas daninhas na producao de soja. Esta
linhagem foi desenvolvida através da tecnologia do DNA recombinante e contém um novo
elemento em seu genoma, o gene CP4-EPSPS da Agrobacterium tumefaciens que codifica a
enzima 3-enolpiruvil-chiquimato-5-fosfatosintase (EPSPS), responsavel pela tolerancia ao

glifosato (PADGETTE et al., 1995).

O glifosato, ingrediente ativo do Roundup®, ¢ um herbicida ndo-seletivo utilizado
mundialmente para controle de ervas daninhas e age como um inibidor competitivo da
EPSPS, uma enzima essencial na rota metabolica de biossintese dos aminoacidos aromaticos
fenilalanina, tirosina e triptofano. A inibi¢ao da EPSPS resulta na supressao do crescimento e

conseqiiente morte da planta (QUERCI e MAZZARA, 2004).
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Para obter o aumento da expressdo da EPSPS na soja RR, PADGETE et al (1995)
utilizaram o DNA recombinante contendo: uma por¢do do promotor CaMV 35S, o gene
codificador do peptideo de direcionamento ao cloroplasto da EPSPS de Petunia (CTP), o gene
codificador da EPSPS da Agrobacteruim sp. linhagem CP4 e uma porcdo da regido 3’
terminal ndo codificadora do gene da nopalina sintase (NOS 3’), como demonstrado na

Figura 1.

A enzima CP4EPSPS, derivada de uma bactéria encontrada no solo é um membro da
classe de proteinas EPSPS encontradas universalmente em plantas e microrganismos. Esta
enzima ¢ naturalmente menos sensivel a inibi¢do pelo glifosato e, plantas que a expressam
tornam-se tolerantes ao herbicida Roundup (LUTHY, 1999). A composi¢do centesimal ¢ o
teor de isoflavonas da soja RR sdo equivalentes aqueles da soja convencional (TAYLOR et al,

1999).

358 [cTP CP4-EPSPS | NOS |

Figura 1: Construgdo genética presente na soja Roundup Ready. 35S: Promotor 35S do virus do mosaico da
couve-flor. CTP: peptideo de transito para o cloroplasto. CP4-EPSPS: gene da 3-enolpiruvil-chiquimato-5-
fosfatosintase. NOS: terminador da nopalina sintase. Modificado de Padgette et al., 1995.

2.3 Producio de Soja no Brasil

Segundo dados obtidos do MAPA, a produgdo de soja é dominada por quatro paises,
que responderam em 2004 por 89,5% da colheita mundial de 206,41 milhdes de toneladas:
EUA  (41,54%), Brasil, (23,84%), Argentina (15,5%) e China (8,6%)

(www.agricultura.gov.br).

Dados apresentados pela Food and Agriculture Organization (FAO) mostram que o
Brasil foi, pelo 44° ano consecutivo, o segundo maior produtor de soja em 2004. A area
plantada de soja aumentou de 21,37 milhdes de hectares na safra 2003/2004 para 23,3 milhoes
de hectares em 2004/2005, um aumento de 9%. A safra 2004/2005 rendeu 51,09 milhdes de
toneladas de soja, um aumento de 2,6% em relacdo a safra 2003/2004, que rendeu 49,79

milhoes de toneladas (Companhia Nacional de Abastecimento, Conab, 2005).

Dados publicados em 2004 pela Secretaria de Defesa Agropecuaria (DAS) do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) demonstram que a area
plantada com soja transgénica no Brasil chegou a 2,78 milhdes de hectares na safra de 2003, o

que correspondeu a 13,2% da area total plantada com soja no pais. Segundo os termos
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assinados pelos produtores, o Rio Grande do Sul registrou a maior area cultivada com soja
geneticamente modificada: foram 2,59 milhdes de hectares, ou 93% do total plantado com
variedades transgénicas no pais. Nos demais Estados, a area plantada somou 192,9 mil

hectares, ou 7% do total do pais.

Os produtores brasileiros colheram 4,1 milhdes de toneladas de soja geneticamente
modificada na ultima safra, de acordo com dados consolidados pela Secretaria de Defesa
Agropecuaria do MAPA. O volume corresponde a 8,2% do total de 50,18 milhdes de

toneladas de soja produzidas pelo pais em 2003.

A producdo de soja geneticamente modificada foi obtida com base na produtividade de
soja convencional e da area plantada com soja geneticamente modificada, declarada em
85.580 termos de compromisso assinados pelos produtores. Os dados confirmam ainda, que a
maior parte dessa producdo ficou concentrada nos Estados do Rio Grande do Sul (88,1%),

Parana (1,8%), Minas Gerais (1,7%), Goias (1,4%), Santa Catarina (1,4%) e Piaui (1,4%).

Segundo JAMES (2005), o Brasil aumentou sua area de soja GM de cinco milhdes de
hectares em 2004 para 9,4 milhdes de hectares em 2005.

2.4 Alimentos derivados da soja

Segundo a Associagdo Brasileira de Indéstrias de Oleos Vegetais (ABIOVE), em 2004
foram exportados 19,25 milhdes de toneladas de soja em grao, 14,5 milhdes de toneladas de
farelo de soja e 2,52 milhdes de toneladas de dleo de soja, totalizando um total de mais de 10

bilhGes de dolares.

Durante o processamento do grao, sdo gerados subprodutos utilizados pela industria de
alimentos como matéria-prima para aditivos, como a lecitina e a proteina de soja, que ¢
amplamente utilizada na industria de alimentos seja como coadjuvante tecnologico ou
nutricional. Importantes fornecedores de proteina vegetal, os ingredientes a base de soja
podem ser encontrados em trés categorias basicas: isolado protéico, concentrado protéico e
farinha de soja. As propriedades funcionais da proteina de soja proporcionam melhora em
algumas caracteristicas sensoriais dos produtos aos quais é adicionada, principalmente o sabor
¢ a textura. Além disso, pode também ser adicionada para aumentar o valor nutricional de

alimentos naturalmente pobres em proteinas.
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O ponto inicial para todos os produtos protéicos ¢ a soja em grdo, que contém
aproximadamente 40% de proteina. Como as proteinas sdo processadas e refinadas, cada uma

possui caracteristicas diferentes, que sdo expostas a seguir:
2.4.1 Farinha de Soja

As farinhas s3o as mais simples das proteinas de soja e sua produgdo pode ser
proveniente como uma conseqiiéncia natural das industrias de o6leo ou de industrias de
atividade independente, ou seja, que produzem somente este tipo de alimento. De fato, muitas
industrias de 6leo instalaram linhas de produ¢do de produtos comestiveis em adicdo as usuais
linhas de producdo de 6leo e farelo (este, utilizado para alimentacdo animal). As principais
diferengas no processamento de farelo e farinhas comestiveis sdo a qualidade da matéria-
prima, a necessidade da separag@o da casca do grao e um maior controle sanitario na fabrica e

no processo (BERK, 1992).

A farinha de soja ¢ um produto obtido por fina moagem da soja integral descascada ou
de flocos desengordurados produzidos a partir de grdos descascados. Para ser classificado
como farinha, um minimo de 97% do produto deve passar por uma peneira de 100 mesh. O
grits de soja, por sua vez, possui essencialmente a mesma composi¢ao da farinha, porém com

uma maior granulometria (BERK, 1992).
As farinhas de soja sdo classificadas de acordo com seu teor de lipideos:

e Farinha desengordurada: obtida a partir de flocos extraidos com solvente,

contém menos de 1% de Oleo.

* Farinha integral: produzida a partir de soja descascada, contém em torno de 18 a

20% de 6leo.

¢ Farinha de soja com baixo contetudo lipidico: produzidas pela adicdo de oleo a

farinha de soja desengordurada. O teor de lipideos varia entre 4,5% e 9%.

¢ Farinha de soja com alto contetido lipidico: produzidas pela adi¢do de dleo a

farinha de soja desengordurada. O teor de lipideos ¢ de cerca de 15%.
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Tabela 1: Composicdo quimica dos diferentes tipos de farinha de soja

Material Proteina Umidade Gordura Fibra Cinzas
(%) (%) ) (0 ()
Grdo 42,6 11,0 20,0 5,3 5,0
Farinha integral 46,6 5,0 22,1 2,1 5,2
Farinha desengordurada 59 7,0 0,9 2,6 6,4

Fonte: BERK, 1992

A farinha pode ser utilizada principalmente em produtos de panificacdo, onde
quantidades consideraveis sdo utilizadas, particularmente no pdo branco. Misturas
substituintes de leite contendo farinha desengordurada de soja e de trigo, caseinatos € outros
ingredientes nutricionais ou funcionais sdo adicionados a formulagdo desses paes. Farinhas
desengorduradas com alta solubilidade protéica servem como matéria-prima para a produgao
de proteina concentrada, isolada e texturizada. Sdo também utilizadas sozinhas ou em

combinagdo com graos de soja, como matéria-prima na producdo de molho de soja.

2.4.2 Concentrado Protéico ou Proteina Concentrada de Soja (PCS)

A proteina concentrada de soja ¢ produzida a partir de graos de soja de alta qualidade,
limpos e descascados pela remogdo do dleo e constituintes aquosoliveis ndo-protéicos,

devendo conter ndo menos que 70% de proteina em base seca.

A proteina concentrada de soja ¢ um produto relativamente novo. Sua disponibilidade
como produto comercial data de 1959. Nos ultimos 30 anos, este produto tornou-se um
ingrediente bem aceito por muitas industrias de alimentos. Em muitas aplicagdes, a PCS
simplesmente substitui a farinha de soja. Em outras, porém, possui fun¢des especificas que
ndo podem ser substituidas pela farinha. Historicamente, a necessidade do desenvolvimento
de PCSs era cobrir dois aspectos importantes: aumentar a concentragdo de proteina e melhorar

o flavor (BERK, 1992).

O teor protéico maximo da farinha, mesmo apds remogao completa da casca e do 6leo ¢
de 55% (em base seca). Em determinadas aplicagdes, como em produtos carneos, um

ingrediente protéico de soja com alta porcentagem de proteina € freqiientemente preferido.

A matéria-prima para a producdo de PCSs ¢ o farelo desengordurado, produzido a partir
de graos descascados, com alta solubilidade protéica. A concentracdo protéica ¢ aumentada

pela remocao da maioria dos constituintes ndo-protéicos: carboidratos soluveis (mono, di e
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oligossacarideos), substincias nitrogenadas de baixo peso molecular e minerais.

Normalmente, o rendimento do processo ¢ de 75%.

Tabela 2: Composi¢ao quimica tipica de um CPS:

Proteina (base seca) . Minimo de 70%
Umidade Maximo de 8%
Fibra Maximo de 4,5%
Cinzas Maximo de 7%
Tamanho da Particula 95 % < 150 microns
Lipidios Maximo de 1%

Fonte: BERK, 1992

Assim como a farinha de soja, a proteina concentrada ¢ utilizada em alimentos devido
as suas caracteristicas nutricionais e propriedades funcionais. Nutricionalmente, as
caracteristicas atrativas das PCSs incluem seu alto teor protéico, auséncia de fatores anti-
nutricionais e seu contetido de fibras. As principais caracteristicas funcionais destas proteinas

sdo a capacidade de retencdo de dgua e gordura e propriedades emulsificantes.

A aplicacdo mais importante da PCS encontra-se na industria de carnes, sendo utilizada
em produtos de carne bovina, de ave e peixe para aumentar a retengdo de agua e gordura. A
contribuicdo nutricional em produtos de baixo custo e com baixas quantidades de carne ¢é

também significante.

2.4.3 Isolado Protéico ou Proteina Isolada de Soja (PLS)

A forma mais concentrada das proteinas de soja disponiveis comercialmente possui

mais de 90% de proteina em base seca.

Os principios basicos da producdo destas proteinas sdo simples. Utilizando a farinha de
soja como matéria-prima, a proteina ¢ primeiramente solubilizada em agua. Esta solucgdo é€,
entdo, separada do residuo solido. A seguir, a proteina ¢ precipitada da solucdo, separada e
seca. Na producgdo de PISs para alimentos, toma-se o cuidado de minimizar a modificagdo

quimica das proteinas durante o processo (BERK, 1992).

Sendo basicamente proteina pura, a PIS pode ser produzida para ser praticamente livre
de odor, flavor, cor e fatores anti-nutricionais. Além disso, o alto teor de proteina proporciona

uma alta flexibilidade de formulacdo quando PISs sdo adicionadas aos alimentos.



20

Tabela 3: Composi¢cdo quimica tipica de uma PIS:

Componente Teor (%) (base seca)
Proteinas 90
Lipidios 0,5
Cinzas 4,5
Carboidratos Totais 0,3

Fonte: BERK, 1992

O procedimento convencional para producdo de PIS é baseado na solubilizagdo da
proteina em pH neutro ou levemente alcalino e precipitagdo por acidificagdo a regido
isoelétrica, em torno de 4,5. O produto resultante ¢ chamado “PIS isoelétrica”, tendo baixa
solubilidade em 4agua e limitada atividade funcional. Diferentes “proteinatos” podem ser
produzidos pela ressuspensdo da PIS isoelétrica em agua com a neutralizagdo com diferentes
bases seguida da atomizagdo (spray-drying) da solugdo resultante. Proteinatos de sodio,
potassio, amonia ou calcio podem ser produzidos, dependendo das bases utilizadas para a
neutralizacdo. Os trés primeiros sdo altamente soliveis em agua, produzindo solu¢des com
propriedades espumante, emulsificante, viscosidade e geleificacdo. O proteinato de célcio
possui baixa solubilidade em agua e sdo utilizados quando a formulagdo necessita um alto

nivel de incorporacdo protéica com viscosidade excessiva (BERK, 1992).

Visto que a atomizac¢do é o método mais comum para retirada da agua na produgdo de

PISs, a forma mais comum destas no comércio € em um pd muito fino.
As PISs podem ser utilizadas em varios segmentos da industria de alimentos:

¢ Produtos carneos: em salsichas emulsificadas (tipo frankfurter ou Bologna), PISs
sdo utilizadas devido as suas propriedades de retengdo de agua e gordura e como
estabilizante da emulsdo. A utilizagdo de PIS nestes produtos permite a reducao

na proporcao de carnes caras na formulagdo sem redugado de teor protéico.

* Frutos do mar: a aplicacdo mais importante neste tipo de alimento ¢ a utilizacdo

de PIS em embutidos de peixe e surimi.

¢ (Cereais: algumas vezes € utilizado s6 ou em combinagdo com farinhas de soja na

formulacdo de misturas que substituem o leite em produtos de panificagdo.

¢ Foérmulas infantis: féormulas infantis onde o leite em p6 € substituido por
produtos de soja ja estdo estabelecidas como produtos comerciais. Nestes

produtos, a PIS ¢ o ingrediente preferido devido a sua suavidade. Os principais
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nichos de mercado para esses produtos sdo os bebés alérgicos ao leite bovino ou
com intolerancia a lactose. Contudo, formulas dietéticas baseadas na utilizacdo
de proteinas de soja estdo tendo uma crescente utilizagdo na alimentacdo
geriatrica e pos-operatoria, além de programas para reducdo de peso (BERK,

1992).

2.4.4 Proteina Texturizada de Soja (PTS)

Aplicado as proteinas de soja, o termo texturizagdo significa o desenvolvimento de uma
estrutura fisica que promovera, quando ingerido, a sensacdo de se estar comendo carne.
Textura de carne € um conceito complexo compreendendo o aspecto visual (fibras visiveis),
mastigabilidade, elasticidade, maciez e suculéncia. Os principais elementos fisicos da carne

que criam o complexo da textura sdo: as fibras musculares e o tecido conectivo.

O principal método para producdo de proteinas texturizadas ¢ a extrusdo termopléstica

de farinha desengordurada de soja, proteinas concentrada ou isolada.

Um extrusor consiste basicamente de uma espécie de parafuso que gira continuamente
dentro de um cilindro. Este, por sua vez, pode ser liso ou possuir ranhuras (Figura 2). A
configuragdo em parafuso ¢ tal que o volume livre delimitado por uma volta deste parafuso e

a superficie interna do cilindro diminui gradualmente do inicio até o fim do cilindro.
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Figura 2: Representagdo esquematica de um extrusor utilizado para producdo de Proteina Texturizada de Soja.
BERK, 1992

Como resultado desta configurag@o, o material ¢ comprimido enquanto ¢ conduzido para
frente pelo parafuso. Parafusos possuindo diferentes taxas de compressdo sdo utilizados para
diferentes aplicagdes. O cilindro ¢ freqiientemente equipado com se¢des de jaquetas aquecidas
por vapor e jaquetas resfriadas. Um orificio estreito é fixado na saida do cilindro. A forma

deste orificio determina a forma do produto extrusado.
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Farinha desengordurada de soja com alta solubilidade protéica € primeiramente
condicionada com vapor para aumentar seu conteido de agua, antes de ser introduzida no

extrusor. Um teor de umidade de 20-25% ¢ utilizado para texturizagao.

A farinha ¢ entdo inserida no extrusor e capturada pelo parafuso. Enquanto avanga pelo
cilindro, ela ¢ rapidamente aquecida pela acdo da friccdo e da energia fornecida pelos
elementos de aquecimento (jaquetas) que circundam o cilindro. A alta pressdo gerada neste
mecanismo permite um aquecimento de 150-180°C. Este processo de rapido cozimento sob
pressdo transforma a farinha em uma massa fundida, de aspecto pléstico. As forgas direcionais
do sistema permitem o alinhamento de alguns componentes de alto peso molecular, enquanto
as proteinas sofrem uma extensiva desnaturagdo térmica. A repentina liberacao da pressao, na
saida do cilindro, causa evaporacdo instantanea de uma determinada quantidade de dgua e um
conseqiiente intumescimento da massa. O resultado ¢ uma estrutura porosa que ¢
continuamente cortada por laminas rotatérias que se encontram logo apos o orificio de saida
do cilindro. O extrusado pode, entdo, ser seco e vendido como um produto estavel, ou pode
ser hidratado, saborizado, misturado a outros ingredientes e vendido, geralmente, como
alimento congelado. Mais recentemente, processos para texturizagdo de proteinas
concentradas e isoladas foram desenvolvidos. Como nada ¢ removido ou adicionado ao
processo de texturizagdo, a composicdo dos produtos texturizados é essencialmente a mesma

que a da matéria-prima (em base seca) (BERK, 1992).

A principal utilizagao da PTS ¢ como extensor carneo em produtos como empanados,
recheios, lingiiigas, almondegas, etc. Em tais produtos uma substitui¢do de 30% da carne por
PTS pode ser realizada sem perda de qualidades organolépticas. Além disso, sua capacidade
de retencdo de agua e gordura aumenta a suculéncia do produto, permitindo a utilizacdo de
carnes com alto teor lipidico. PTS em pedagos sdo comercializadas como analogos de carne,
principalmente para o mercado dos vegetarianos e sdo popularmente conhecidos como “carne

de soja” (BERK, 1992).

2.4.5 Leite de Soja

Estritamente falando, o leite de soja ¢ um extrato aquoso dos graos desta leguminosa,
uma emulsdo/suspensdo das proteinas e carboidratos soliveis em agua e a maior parte do

oleo. O sabor ¢, ainda, o principal inconveniente do leite de soja tradicional. Este sabor
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desagradavel provém de algumas cetonas e aldeidos, produzidos pela oxidagdo do 6leo do
grao, mediada pela enzima lipoxidase, que ndo estdo presentes no grdo seco, mas sdo

produzidos assim que os graos forem umedecidos e moidos.

Varias abordagens tém sido utilizadas para superar este problema: inativacdo térmica da
lipoxidase, utilizagdo de matéria-prima desengordurada, desodorizacdo (remocdo de odores

por evaporacdo), utilizacdo de adogantes e saborizantes.

Hoje, a producdo de leite de soja e derivados constitui um importante segmento da
industria de alimentos derivados de soja. O processo de producdo envolve as etapas de
classificagdo (graos danificados possuem teor elevado de lipoxidase), descascamento (a casca
possui substincia indesejadas), inativagdo enzimatica (inativacdo térmica das enzimas que
causam sabor amargo), moagem (em agua quente para converter os grdaos em uma solugéo
coloidal sem atividade enzimatica), decantacdo (separacdo das fibras insoluveis para evitar
uma sensacdo arenosa na boca), desodorizagdo (para eliminar compostos volateis
responsaveis pelo flavor tradicionalmente desagradavel deste tipo de alimento), padronizagao
(adicdo de agua para obten¢@o do teor protéico desejado), formulagdo (adicdo de adogantes e
saborizantes) ¢ homogeneizacdo (para diminuir o tamanho dos globulos de gordura e
distribui-los por toda a solugdo promovendo um aspecto cremoso ao leite de soja). Apds, o

leite de soja passa pelo tratamento UHT tradicional (BERK, 1992).

No caso do extrato de soja comercializado no mercado brasileiro, o leite de soja passa
por um processo de atomizacdo, onde toda a agua € evaporada e o produto resultante é um po

fino, ou seja, leite de soja em po.

2.5 Rotulagem de Alimentos Contendo OGM

A medida que a discussdo sobre a biosseguranca dos alimentos geneticamente
modificados (AGMs) e sobre as questdes de comércio internacional relacionados a
biotecnologia se intensifica, observa-se a crescente tendéncia de distinguir pela rotulagem,

AGMs daqueles que ndo o sdo (LAJOLO & NUTTI, 2003).

A rotulagem dos alimentos esta prevista no Codigo de Defesa do Consumidor (Lei n°
8.078, de 11/09/90 — art. 6°, III e art. 8°). Trata-se de uma norma para garantir ao cidaddo a

informacao sobre um produto, permitindo-lhe o direito de escolha. Além disso, ela possibilita
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a rastreabilidade, pois, em casos de efeitos danosos a saide humana, os produtos rotulados

seriam facilmente identificados e recolhidos (NODARI & GUERRA, 2003).

A seguranga alimentar refere-se ao direito do consumidor de saber o que existe nos
produtos por ele adquiridos. Sem informacao transparente acerca de produtos GMs, a escolha
informada ndo pode ser mantida. Falta de informac¢do também causa impacto negativo para o

desenvolvimento da biotecnologia (PAN, 2002).

Devido a comercializacdo de alimentos e ingredientes alimentares derivados de OGMs,
governos de diversos paises implementaram regulamentos para a utilizacdo e rotulagem de
ingredientes derivados de OGMs e anunciaram teores limites para contaminagdo nao-
intencional destes em alimentos: 0,5% na Unido Européia (Regulamento n° 1829, 2003), 3%
na Coréia (COREIA, 2000) e 5% no Japao (JAPAO, 2000). No Brasil, o Decreto n°® 4.680 de
24 de abril de 2003, estabelece que tanto os produtos embalados, como os vendidos a granel
ou in natura, que contenham ou sejam produzidos a partir de organismos geneticamente
modificados, com presenca acima do limite de 1% do produto, deverdo ser rotulados, e o
consumidor devera ser informado sobre a espécie doadora do gene no local reservado para a
identificacdo dos ingredientes (BRASIL, 2003). Por exemplo, se um produto puro de soja
contém mais de 1% de uma variedade de soja transgénica, este deve ser rotulado. Porém, se

contiver apenas 0,5%, ndo haveria necessidade de rotula-lo.

Além disso, a lei de biosseguranca (lei n® 11.105 de 24/03/2005, BRASIL, 2005), no
artigo 40, reafirma que os alimentos e ingredientes alimentares destinados ao consumo
humano ou animal que contenham ou sejam produzidos a partir de OGM ou derivados

deverdo conter informacao nesse sentido em seus rotulos, conforme regulamento.
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A Portaria n° 2658 de 22 de dezembro de 2003 (BRASIL, 2003b) define o simbolo que
deve compor a rotulagem tanto dos alimentos e ingredientes alimentares destinados ao
consumo humano ou animal embalados como nos vendidos a granel ou in natura, que

contenham ou sejam produzidos a partir de OGMs.

Figura 3: Simbolo que devera ser apresentado no roétulo de alimentos que contenham OGMs em sua
composi¢ao.

A rotulagem de alimentos e produtos de plantas geneticamente modificadas parecia, a
primeira vista, ser uma op¢ao relativamente simples. Porém, a decisdo de introduzir rotulagem
envolve consideracdes técnicas, logisticas e comerciais. Em relacdo a soja RR, que na forma
processada ¢ utilizada em pdes, substitutos de leite, aromatizantes, produtos carneos,
margarinas, 6leos, produtos de confeitaria e ragdo animal entre outros, existe uma grande

dificuldade para a padronizacgao da rotulagem (SKERRITT, 2000).

Rotular produtos alimentares GMs ¢ uma das principais exigéncias do Instituto
Brasileiro de Defesa do Consumidor (IDEC) e outras organizagdes que defendem o direito de
escolha do consumidor, a exemplo do que ocorre na maioria dos paises da Europa e ao
contrario do que se exige nos EUA ou na Argentina que exportam para o Brasil varios tipos
de alimentos que possivelmente contém algum OGM entre seus ingredientes, uma vez que
nesses paises eles sdo comercializados livremente no varejo, sem roétulo algum de

identificacao (LEITE, 2002).

2.6 Deteccao de OGMs em Alimentos

Um controle de alimentos é necessario para assegurar a conformidade com a rotulagem

e a seguranca do alimento, uma vez que as pessoas tém interesse sobre a qualidade e a
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seguranca dos alimentos que consomem. Na década de 40, o controle de alimentos centrava-
se na contaminacao microbioldgica e fraudes e, em menor extensdo a adequacdo nutricional.
Hoje, o controle alimentar cobre todas as areas da composicdo quimica, aspectos higi€nicos,
adequagdo nutricional e autenticidade, concentrando-se em compostos quimicos presentes
apenas em concentragdes minimas ou tracos (ANKLAM & BATTAGLIA, 2001). Varios
métodos para detecgdo de OGMs ja foram desenvolvidos, a grande maioria baseados na

detecgdo de proteinas e DNA (AHMED, 2002).

2.6.1 Detecgdo por Métodos Baseados na Presenca de Proteinas

Os imunoensaios sao métodos utilizados para deteccdo e quantificagdo das “novas”
proteinas introduzidas através da manipulacdo genética de plantas. O componente principal de
um imunoensaio € um anticorpo com alta especificidade e afinidade pela molécula alvo, isto
¢, a proteina recombinante (MARKOULATOS et al, 2004). Viarios formatos estdo
disponiveis para analise de campo (tira de fluxo lateral) e para laboratorios de andlise e

pesquisa (Western blot e ELISA) (AHMED, 2002).

O método de Western Blot consiste em solubilizar as proteinas da amostra com
detergentes e agentes redutores, separa-las em campo elétrico e imobiliza-las em uma
membrana, que ¢ imersa em uma solugdo contendo anticorpos que reconhecem a proteina
alvo. Este método, porém, ¢ mais apropriado para laboratorios de pesquisa do que para

laboratérios de rotina (AHMED, 2002).

O ensaio ELISA utiliza o mesmo principio do Western Blot, porém ¢ realizado em
placas de poliestireno de 96 pocos ao invés de membranas (Figura 4). Os limites de detecg¢ao
da proteina CP4EPSPS sdo de 0,25% para o grdo e 1,4% para farelo tostado de soja por
ELISA (PAN, 2002). A tira de fluxo lateral ¢ uma variante do teste ELISA. O principio deste

método utilizado em testes de campo esta representado na figura 5.
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Figura 4: Representagdo esquematica de ensaio ELISA (teste em placa) (MAGIN et al., 2000).

l:a] (b:l Linha
Amastra Controle
inh Linh: "
C— Proteina Recombinante l{:s!: Ool:lr:le = L‘flgn:n: -
T — -
Sl N7 ] R
— < .. N
Anticorpo Segundo Excesso de
Especifico Anticorpo Anticorpo
Especifico Caplurado
Resultado Resultado
Negativo Positivo

27

Figura 5: Representacdo do método, deteccdo de proteina em tiras de fluxo lateral. (a) Reagdes que ocorrem na

tira. (b) Comparac@o entre resultados negativo e positivo (AHMED, 2002).

Os métodos imunolégicos ndo sdo indicados para alimentos processados, uma vez que a
natureza quimica da proteina altera-se com o processamento do alimento, podendo ndo ser
reconhecida pelo anticorpo especifico (AHMED, 2002). Outra desvantagem da utilizagdo de
sistemas imunoldgicos na deteccdo da proteina recombinante € que esta pode ndo estar sendo

expressa na parte da planta utilizada na fabricacdo de alimentos. Por exemplo, a proteina

recombinante do milho Bt176 da Novartis ¢ expressa principalmente nas folhas, ocorrendo

uma expressao em niveis muito baixos nos graos. Além disso, algumas seqii€ncias de DNA

introduzidas ndo sdo expressas como proteinas, como no caso do tomate Flavr Savr, onde

apenas RNA ¢ produzido (MARKOULATOS et al., 2004).
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2.6.2 Detecgdo por Métodos Baseados na Presenca de DNA

Como o DNA ¢ uma molécula bastante estavel, alimentos processados sdo geralmente
analisados através da utilizagdo de métodos baseados na pesquisa desta molécula (GREINER,
2004). Assim, a detecc@o de DNA recombinante em alimentos € possivel através da Reagdo
em Cadeia da Polimerase (PCR), um método altamente especifico e sensivel utilizado para a

detecgdo de pequenas quantidades de DNA.

A tecnologia da PCR envolve a sintese enzimatica in vifro de milhdes de copias de um
segmento especifico de DNA na presenca da enzima DNA polimerase. A reacdo de PCR
baseia-se no anelamento e extensdo enzimatica de um par de oligonucleotideos (moléculas de
DNA de fita simples contendo de 10 a 30 bases) utilizados como iniciadores que delimitam a
seqiiéncia de DNA de fita dupla alvo da amplificacdo (Figura 6). Estes iniciadores sdo
sintetizados artificialmente de maneira que suas seqiiéncias de nucleotideos sejam
complementares as seqiiéncias especificas que flanqueiam a regido alvo (FERREIRA e

GRATTAPAGLIA, 1998).

Um ciclo da reagdo envolve 3 etapas: desnaturacdo, anelamento e extensdao (SOMMA e

QUERCI, 2004):

* Desnaturacio: a dupla fita de DNA se abre tornando-se duas fitas simples. As
duas cadeias complementares sdo separadas através do aumento da temperatura
para, em média, 95°C. Assim, as ligagdes de hidrogénio sdo quebradas e o nlimero
de bases ndo pareadas aumentam. A etapa termina quando todo o DNA de fita

dupla torna-se simples.

* Anelamento dos Iniciadores: o anclamento dos iniciadores inicia em baixa
temperatura (55 a 65°C). Uma vez reduzida a temperatura, os iniciadores ligam-se
a fita simples permitindo o acoplamento da polimerase ¢ o inicio da copia do

molde.

* Extensdo: nesta etapa, os iniciadores sdo estendidos através da seqiiéncia alvo
utilizando uma DNA polimerase estavel ao calor (7ag polimerase) na presenca de
dNPT’s, resultando na duplicacdo do material inicial. A temperatura ideal de

trabalho da Taq polimerase é de 72°C.
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A repetigdo consecutiva destes trés ciclos gera bilhdes de copias da seqii€ncia de DNA

alvo.
Regido do DNA alvo 3
a ser amplificada 7
4 = =
5 Aquecimento para
@ separar as fitas - 95°C - =
s (@ Resfriamento para 5 =
v anelar os iniciadores - 50-65°C
5 = 5 Repeticao dos passos
. 1até3
(® Reaquecimento para a v
extensdo dos iniciadores 3
Vv pela Taq polimerase - 72°C =
3 - —
il . = =
5 m 5 =
Repetigdo dos passos 1e 2 =
Y
3 o - -
- ] =
. - 5 =
5‘ -
Repetica vy .
; Bpelize 00 pesne 3 Apos 25 ciclos, a seqiiéncia alvo foi

\ amplificada cerca de 10° vezes
Figura 6: Representacdo esquematica da amplificagdo de DNA por PCR (adaptado de LEHNINGER, 2000)

A grande incerteza na utilizacdo de ensaios baseados em DNA, tanto quanto para
aqueles baseados em proteinas, porém, ¢ que nem todos os produtos derivados de OGMs
contétm DNA suficiente. Além disso, tratamento térmico e outros processos associados a

producdo de alimentos podem degradar o DNA (AHMED, 2002).

A qualidade e o rendimento do DNA a ser utilizado na PCR sio dois fatores criticos na
analise de OGMs por esta técnica. A etapa de extragdo de acidos nucléicos é o primeiro passo
na maioria dos estudos de biologia molecular ¢ em todas as técnicas de DNA recombinante. O
objetivo desta importante etapa € a obtencdo de um acido nucléico puro e integro, uma vez
que a eficiéncia da PCR depende da qualidade e pureza do DNA extraido (ANKLAM et al.,
2002).

Quantidades significativas de DNA amplificavel s3o, geralmente, dificeis de se obter

em alimentos processados (KNUT e HOLST-JENSEN, 2001) uma vez que o DNA ¢
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severamente degradado durante o processamento do alimento (GREINER, 2004). Segundo
este autor, os alimentos sdo submetidos a varios niveis de processamento, incluindo
tratamentos fisicos, quimicos e enzimaticos que influenciam na quantidade e qualidade do
DNA: processos mecanicos promovem a fragmentacdo do DNA, tratamentos térmicos
resultam na sua degradacdo e tratamentos enzimaticos acarretam em hidrélise enzimatica e
modificagdes no DNA. Segundo PEANO et al. (2004), o DNA ¢ muito sensivel a agentes
acidos e alcalinos devido ao mecanismo de degradagdo hidrolitica. Em condi¢des acidas, as
purinas sdo removidas do esqueleto de acidos nucléicos devido a clivagem das ligacdes N-
glicosidicas entre os residuos de desoxirriboses e das bases. Conseqiientemente, as ligagdes

fosfodiester adjacentes sdo hidrolisadas, acarretando em um encurtamento das fitas do DNA.

A qualidade do DNA varia de acordo com o material em analise, o grau de
processamento ao qual a amostra foi submetido e o método de extragdo aplicado. A pureza do
DNA pode ser severamente afetada por varios contaminantes presentes nas matrizes
alimentares. Estes contaminantes podem ser substancias origindrias da amostra
(polissacarideos, lipideos e polifendis) ou quimicos utilizados durante o procedimento de
extracado do DNA (ANKLAM et al., 2002). Lipideos, polissacarideos, polifenodis e outros
componentes secundarios sdo conhecidos por causarem problemas na andlise de PCR, uma
vez que podem interagir irreversivelmente com as proteinas e acidos nucléicos e agir como
inibidores da PCR (GREINER, 2004). Um exemplo classico ¢ a inibi¢do da 7ag polimerase
por polissacarideos, SDS, EDTA ou fenol (ANKLAM et al., 2002). Além disso, compostos
fenolicos oxidam irreversivelmente 0 DNA. (SOMMA, 2004). Alguns inibidores que podem
prejudicar a eficiéncia da PCR sdo listados na Tabela 4. A exclusdo destes inibidores torna-se,

entdo, um ponto crucial na analise por PCR.

Tabela 4: Alguns Inibidores da PCR

Inibidores Concentrag¢ado Inibitoria
SDS >0,005%
Fenol >0,2%
Etanol >1%
Isopropanol >1%

Acetato de Sodio >5 mM
Cloreto de Sodio >25mM
EDTA >0,5mM
Hemoglobina >1 mg/ml
Fonte: Somma, 2004.
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2.6.2.1 Extra¢do de DNA

Em principio, dois diferentes protocolos de isolamento de DNA, com intimeras

variagoes, sao utilizados para a extracdo deste acido nucléico a partir de matrizes complexas:

O método CTAB (cetiltrimetilamonio brometo) e colunas de silica ligantes de DNA

(GREINER, 2004).

Em geral, a extracdo de DNA deve seguir as etapas abaixo:

1.

2.

Lise da parede celular;

Rompimento da membrana celular utilizando um detergente (CTAB ou
SDS), um componente necessario em qualquer tampao de extracdo de DNA

(assim como 0 EDTA e um tampao como Tris-HCI);

Inativacdo de nucleases endogenas através da adigdo de detergentes e
EDTA, quelante de cations bivalentes como Mg™ e Ca™, co-fatores

obrigatorios de muitas enzimas;

Proteinase K pode ser adicionada para inativacdo e degradacdo das
proteinas, particularmente em protocolos que utilizam colunas de silica

ligantes de DNA.

A separacdo de polissacarideos inibidores € possivel devido a sua diferente

solubilidade na presenca de CTAB em relacdo ao DNA.

A separacdo de lipidios e polifenois ¢ realizada através da extragdo com

solventes organicos como o cloroférmio;

A separacdo do DNA do detergente ¢ realizada através de precipitacio

alcool/sal.

Alternativamente aos passos 5 a 7, a separagdo do DNA dos outros componentes

celulares pode ser realizada através da purificagdo em uma coluna de silica ligante de DNA

(ANKLAM, 2002).

Devido a boa separagdo dos polissacarideos do DNA, o método CTAB mostra-se

eficiente para uma ampla variedade de vegetais e alimentos derivados. Kits baseados em

colunas de silica ligantes de DNA provaram ser adequados para extracdo de DNA de boa
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qualidade a partir de alimentos processados. Ambos os métodos fazem parte dos Métodos

Oficiais para Detec¢do de OGMs na Suica (GREINER, 2004).

Um estudo realizado por ZIMMERMANN et al (1998) avaliou quantitativa e
qualitativamente 9 métodos diferentes de extracdo de DNA de soja em amostras de alimentos,
concluindo que métodos de extragdo baseados na ligacdo do DNA em resinas, resultam em
um DNA de alta qualidade, porém em pequenas quantidades. J4 os métodos mais simples e
rapidos, como CTAB (DOYLE e DOYLE, 1990), resultam em grandes quantidades, mas com
qualidade relativamente baixa. De acordo com Greiner ¢ Jany (2002) citados por Greiner
(2005), a extracado com o método CTAB resulta em um rendimento de DNA maior em
comparacao ao sistema Wizard baseado em colunas de silica ligantes de DNA, mas a pureza
do DNA isolado ¢ menor. Entretanto, ja foi demonstrado que polissacarideos tendem a se

ligar a coluna de silica, afetando assim a eficiéncia da separacao (ANKLAM et al., 2002).

Segundo OLEXOVA er al. (2004) ¢ GRYSON et al. (2004), no caso da extragio e
purificacdo a partir de uma matriz complexa, o método CTAB ¢ mais recomendado que os
baseados em resinas ligantes de DNA. Ainda segundo GRYSON et al. (2004), o método
CTAB apresenta um custo de operacdo mais baixo que qualquer outro kit comercial, mesmo
quando grandes quantidades de amostra s3o utilizadas. O kit Wizard € o que apresenta o custo

mais elevado, cerca de oito vezes mais dispendioso para a mesma quantidade de amostra

(1000 mg).

Tabela 5: Comparacao de custos e tempo de processamento de diferentes

métodos de extracdo de DNA.

Meétodo de Extragdo Tamanhoda  Custo para 10 Tempo de
Amostra (mg) amostras (U$) processamento (h)

Kit Nucleon 1000 1,99 3,0
Kit Wizard 1000 9,87 3,5
Kit Genespin 1000 1,58 4,5
Método CTAB 1000 1,23 7,8

Fonte: GRYSON et al., 2004.

2.6.2.2 Detecg¢do de OGMs em Alimentos por PCR

Segundo MEYER (1999), métodos analiticos baseados na pesquisa do DNA tornaram-

se mais importantes na qualidade e seguranca de alimentos devido a sua simplicidade,
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especificidade e sensitividade no monitoramento de microrganismos (ALLMANN et al.,
1995; CANDRIAN, 1995), deteccdo de constituintes alimentares como trigo (ALLMANN,
CANDRIAN e LUTHY, 1993) e soja (MEYER et al., 1996) e na identificacdo de espécies de
carnes (MEYER, CANDRIAN e LUTHY, 1994, MEYER, HOFELEIN, LUTHY e
CANDRIAN, 1995) e peixes (HUBNER, BURGENER e LUTHY, 1997). A detecgdo do
tomate Flavr Savr foi o primeiro método desenvolvido especificamente para a identificagao
de um OGM (MEYER, 1995b,c). Em 1999, alguns métodos qualitativos de deteccao de DNA,
que forneciam uma resposta presenca/auséncia, estavam disponiveis para uma ampla gama de

alimentos e ja haviam sido avaliados em estudos interlaboratoriais (SCHREIBER, 1999).

Nas amostras em que existe DNA GM, todo DNA exdgeno introduzido, em principio, €
capaz de ser detectado: seqiiéncias de promotores, genes de interesse introduzidos, sinais de

terminacdo e genes marcadores (CRESPO et al., 2001).

Segundo HOLST-JENSEN et al. (2003), testes de detecgdo de OGMs em alimentos
podem ser agrupados em quatro categorias, correspondendo a varios niveis de especificidade

(Figura 7):

Categoria 1 — Métodos para triagem: a maioria dos OGMs apresentam varios elementos
genéticos como o promotor 35S (P-35S) do virus mosaico da couve-flor (CaMV), o
terminador do CaMV (T-35S) ou o terminador da nopalinasintase da Agrobacterium
tumefaciens (T-NOS). Os vetores de clonagem mais comumente utilizados sdo plasmideo
pBR322 e seus derivados (pUC19, por exemplo) que contém genes codificadores de
resisténcia a ampicilina (bla) ou neomicina/kanamicina (nptl/l) (HOLST-JENSEN et al,
2003). Assim, métodos baseados nesta categoria, ou seja, pesquisa da presenga dos elementos
P-35S, T-35S, T-NOS, bla ou nptll possuem amplas aplicagdes para triagens de organismos
geneticamente modificados. Porém, métodos para triagem nao podem ser utilizados para a
identificacdo de um OGM especifico, visto que a maioria dos OGMs disponiveis possuem um
ou mais destes elementos. Além disso, estes ocorrem naturalmente em algumas plantas e
microrganismos do solo (PAN, 2002), sendo que a sua presenca nao implica necessariamente

na presenga de DNA derivado de um OGM.

Categoria 2 — Métodos gene-especificos: genes de interesse também podem ocorrer
naturalmente, mas s3o freqiientemente alterados, por exemplo, por truncamento. Métodos

baseados na pesquisa do gene de interesse sdo mais especificos que os métodos de triagem,
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pois um sinal positivo obtido com um método de categoria 2 normalmente implica na
presenca de DNA derivado de OGM e, em muitos casos, ¢ possivel identificar o OGM do

qual este DNA ¢ derivado.

Categoria 3 — Métodos baseados na construcio especifica: métodos baseados nesta
categoria visam juncdes entre elementos adjacentes do transgene inserido, por exemplo, a
jungado entre o promotor e o gene de interesse. Com estes métodos um sinal positivo aparecera
apenas na presen¢a de material GM e sera possivel identificar a fonte do DNA de forma mais

segura do que com a utilizacdo de métodos de categoria 2.

Categoria 4 — Métodos evento-especificos: A assinatura de um evento de transformagao
¢ a juncdo entre o genoma receptor ¢ o0 DNA inserido no lo6cus de integracdo. Esta jungéo € o
alvo da categoria 4. No entanto estes métodos apresentam limitacdes. Quando dois OGMs sdo
cruzados (dois diferentes milhos GM como T25 ¢ Mon 810), o hibrido descendente pode
conter modificacdes genéticas incluindo as assinaturas dos dois eventos ¢ serdo
indistinguiveis dos organismos genitores em uma analise de PCR. Este fenomeno ¢ conhecido
como gene stacking ou “empilhamento de genes”. Nos EUA este tipo de OGM hibrido nao ¢é

regulado se os dois organismos genitores sao autorizados. Na Europa o hibrido ¢ tratado como

D I D
relgzéptor ! rgt]:%ptor

] oomm = — _——

um novo OGM e exige autorizag@o propria.

M alvos da categoria 1
M alvos da categoria 2
M alvos da categoria 3
[[]alvos da categoria 4

Figura 7: Representacdo esquematica dos alvos das quatro categorias sugeridas por HOLST-JENSEN et al. (2003)
para analise de OGMs por PCR. Como exemplo, a constru¢do genética presente na soja Roundup Ready. 35S:
Promotor 35S do virus mosaico da couve-flor. CTP: peptideo de transito para o cloroplasto. CP4-EPSPS: gene da 3-
enolpiruvil-chiquimato-5-fosfatosintase. NOS: terminador da nopalina sintase.

O protocolo para analise de OGMs em alimentos segue algumas linhas gerais,

apresentadas a seguir:
a) Extragdo e purificagdo do DNA da amostra através de um método apropriado;

b) Determinagdo da concentracdo de DNA extraido por espectrofotometria ou

fluorimetria;
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c) Realizacdo de uma eletroforese em gel de agarose com o DNA extraido para a

verificacdo de sua qualidade, ou seja, o seu grau de fragmentagio;

d) Determinagdo da presenga de DNA amplificavel, pela amplificacdo de fragmentos
de genes especificos presentes na amostra a ser analisada. No caso da soja,
amplifica-se um fragmento do gene da lectina. Para milho, pode-se utilizar a

amplificacdo de fragmentos dos genes de uma zeina ou da invertase.

e) Amplificagdo do DNA com iniciadores especificos para seqiiéncias presentes no

transgene.

A presenca de bandas especificas e de tamanho esperado nos perfis de eletroforese da
amostra ¢ do controle positivo (padrao de referéncia certificado) e auséncia desta banda no
controle negativo (padrdo de referéncia certificado) significa a provavel presenca de OGM na
amostra. Em outras palavras, quando o produto da PCR proveniente da amplificacio do DNA
recombinante estiver presente no perfil de eletroforese da amostra, o resultado indica a
presenca de OGM. E necessario, porém, ter cuidado com a possibilidade de resultados falso-
positivos. Além disso, a deteccdo de seqiiéncias de promotores ou terminados ndo é prova

concreta de que o alimento contém DNA GM, como visto anteriormente.

Dessa forma, o resultado positivo deve ser verificado para confirmagdo que o fragmento
de DNA amplificado ¢ realmente o DNA recombinante presente no OGM sob andlise.
Diferentes métodos podem ser utilizados para confirmar o resultado da PCR: clivagem do
produto amplificado por digestdo com endonucleases de restricdo, sequenciamento do produto

da PCR ou a realiza¢do de uma PCR nested.

A PCR nested, descrita com sucesso por MEYER e JACCAUD (1997) para deteccao da
soja Roundup Ready, ¢ realizada em 15 a 30 ciclos com um par de iniciadores e entdo uma
segunda reacdo com um segundo par de iniciadores, visando uma regido interna do produto da
primeira amplificacdo, por mais 15 a 30 ciclos. Neste caso, o fragmento maior produzido pela
primeira PCR servira como molde para a segunda. A utilizacdo deste método aumenta
drasticamente a sensibilidade e especificidade da amplificagdo do DNA. A especificidade ¢é
acentuada, pois esta técnica quase sempre elimina quaisquer produtos de PCR néao especificos
0s quais, apos a primeira PCR, ndo serdo suficientemente complementares ao segundo par de
iniciadores para servir como molde para a proxima amplificagdo. Assim, a seqiiéncia alvo

desejada serd preferencialmente amplificada. No entanto, o risco de contaminagdo ¢ uma
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desvantagem desta extrema sensibilidade e um grande cuidado deve ser tomado quando da

realizacdo deste tipo de reacdo (SOMMA e QUERCI, 2004).

Diversos métodos foram descritos para detec¢ao de soja Roundup Ready (RR) por PCR
(MEYER e JACCAUD, 1997; STUDER et al., 1998; VAN HOEF et al 1998;
VOLLENHOFER et al., 1999; HURST et al., 1999; MATSUOKA et al., 1999; HUBNER et
al., 1999; WURZ et al., 1999; TENGEL et al., 2001; PAN e SHIH, 2003; FORTE et al.,
2004; ORABY et al., 2005; WANG e FANG, 2005). Pares de iniciadores foram desenhados
para amplificar especificamente fragmentos cobrindo a juncdo entre os seguintes elementos
genéticos: o promotor CaMV 358, a seqiiéncia codificadora do peptideo de enderegamento ao

cloroplasto CTP, o gene codficador da CP4-EPSPS e o terminador NOS 3’ (Figura 1).

Porém, a PCR convencional possui a desvantagem da falta de informacdo quantitativa
(ANKLAM et al, 2002). Como a quantificagdo ¢ um ponto crucial para a rotulagem, sistemas

qualitativos ndo sdo apropriados para o controle dos limites de rotulagem.

2.7 Quantificacdo de OGMs em Alimentos

Um dos aspectos mais importantes na analise de OGMs ¢ a quantificacdo, uma vez que
o limite maximo destes organismos em alimentos esta fixado em 1% (BRASIL, 2003). Esta
quantificacdo, porém, deve ser relativa a algo. Na legislacdo européia, ¢ relativa ao
ingrediente (farinha, por exemplo) e usualmente interpretada com base no peso do produto
geneticamente modificado. Em principio, poderia ser relativa a uma quantidade especifica
(volume ou peso) de uma matriz (cerveja ou pao, por exemplo), ou nimero de unidades
(particulas, DNA ou moléculas de proteina) (HOLST-JENSEN et al, 2003). De acordo com
LAJOLO e NUTTI (2003), os resultados sdo expressos geralmente em percentual de material
GM em um dado ingrediente (o percentual de soja GM sobre o total de soja utilizada na
formulacdo do alimento). Isso significa que a base para o calculo do teor de material GM deve
ser sempre o material do organismo parental, ou seja, a referéncia para estimativa do contetido
de soja GM por PCR deve ser sempre o DNA total de soja. Desse modo, o conteido de

material GM deve ser avaliado para cada ingrediente presente no alimento.

Meétodos semiquantitativos e quantitativo-competitivos foram propostos com sucesso

(ZIMMERMANN et al. 1998; STUDER et al. 1998). Apesar disso, a aplicagdo da PCR em
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Tempo Real (HOLLAND et al., 1991; HIGUCHI et al., 1993; HEID et al., 1996) aumentou
significativamente a precisdo e a confianca da deteccdo e quantificacio de OGMs em
alimentos (Vaitilingom et al., 1999; Berdal & Holst-Jensen, 2001; Terry & Harris, 2001;
Hohne et al., 2002; Taverniers et al., 2004; Peano et al., 2004; Rott et al., 2004; Yoshimura et
al., 2005a,b).

2.7.1 PCR Quantitativa Competitiva

A PCR Quantitativa Competitiva fornece meios para determinagcdo de quantidades
relativas de DNA (HUBNER et al, 1999a), envolvendo a co-amplificagio de quantidades
desconhecidas de um gene alvo especifico e quantidades conhecidas de um controle padrao
interno no mesmo tubo de reagdo e pelo mesmo par de iniciadores (Figura 8). Cada amostra é
amplificada com quantidades crescentes do competidor, enquanto o volume/concentragdo da

amostra ¢ mantido constante (ANKLAM, 2002).

Em um estudo com 12 laboratérios europeus, nenhum resultado falso-negativo foi
encontrado em 246 determinagdes para seis amostras contendo soja Roundup Ready (RRS) e
nenhum resultado falso-positivo foi reportado para o controle negativo. Diferencas
interlaboratoriais foram menores para QC-PCR do que para a PCR qualitativa e foram
causadas principalmente por homogeneizagdo insuficiente da amostra. Além disso, a
calibracdo da QC-PCR pode ser controlada através de materiais de referéncia disponivel

(AHMED, 2002).

A QC-PCR requer o desenvolvimento de competidores apropriados e ¢ altamente
sensivel a concentragdes iniciais ¢ a dilui¢do do DNA padrao. Envolve pipetagem massiva do
DNA amplificado e visualizagdo por eletroforese em gel de agarose. Além disso, esta

associada a riscos significantes de contaminagdo cruzada (HOLST-JENSEN, 2003).
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Figura 8: Tlustragdo esquematica da QC-PCR. DNA padrdo e DNA alvo sdo coamplificados no mesmo tubo de
reagdo (a). Apds a PCR, os produtos sdo separados em gel de eletroforese (b), que distingue o0 DNA padrio do
alvo pelo tamanho do produto. O gel é corado com brometo de etidio. No ponto de equivaléncia (iv), as
concentragdes iniciais do DNA padrdo interno ¢ do DNA alvo sdo equivalentes. Analise densitométrica das
vérias bandas (c) pode ser usado para calcular a regressio linear (d). HUBNER, 1999.
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2.7.2 PCR em Tempo Real

Na PCR em Tempo Real (RT-PCR), a amplificagdo da seqiiéncia alvo de DNA ¢
acompanhada durante toda a reacao pelo monitoramento de sinais fluorescentes gerados,
medindo a quantidade de moléculas produzidas durante cada ciclo da reacdo antes do seu
término. Esta condicdo anula a maior desvantagem de sistemas dependentes de gel, que ¢

produzir amplicons em quantidades suficientes para visualizagdo em gel de agarose

(MARKOULATOS et al., 2004).

A RT-PCR depende, entdo, da emissdo de um sinal fluorescente induzido por UV e que
¢ proporcional a quantidade de DNA que estd sendo sintetizada. Varios sistemas foram

desenvolvidos para este fim. Os mais utilizados sdo descritos a seguir.
2.7.2.1 SYBR Green

O sistema mais simples, barato e direto para RT-PCR envolve a incorporagdo do
fluor6foro SYBR Green, cuja fluorescéncia sob UV aumenta significativamente quando
ligado ao sulco menor da dupla-hélice do DNA (Figura 9). O fluor6foro ndo ligado produz
pouca fluorescéncia, sendo esta subtraida durante a analise por soffware (LEVIN, 2004). No
inicio da reacdo, a mistura de reagdo contém o DNA, os iniciadores e 0 SYBR Green. Durante
a extensao dos iniciadores pela polimerase, as moléculas de fluor6foro ligam-se ao DNA que
esta sendo sintetizado. A reacdo € entdo monitorada continuamente e o aumento da
fluorescéncia, medida ao final de cada etapa de extensdo, ¢ observado em tempo real

(MARKOULATOS et al., 2004).

Ensaios que fazem uso desta técnica apresentam uma sensibilidade de menos de 10
copias da seqiiéncia alvo (MORRISON et al. 1998). Uma desvantagem encontrada com a
utilizagdo do SYBR Green ¢ a grande dificuldade em verificar a especificidade da
amplificacdo (GARCIA-CANAS et al., 2004). Assim, métodos de confirmacdo tornam-se
necessarios. Alguns sistemas comerciais incorporaram a capacidade de obter uma curva de
desnaturagdo como um meio de confirmar a identidade do amplicon e fazer a sua

diferenciagdo de dimeros de iniciadores ou amplificagdes ndo especificas (LEVIN, 2004).
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Moléculas de SYBR Green

Iniciador

Extensao dos iniciadores e ligagao do SYBR Green a dupla fita de DNA

Figura 9: Ilustragdo esquematica do principio da reagdo do fluoroforo SYBR Green.

2.7.2.2 Sondas TagMan

O sistema TaqMan utiliza-se da atividade exonucleésica 5’— 3’ da Taq polimerase para
produzir um sinal fluorescente (Figura 10). Esta sonda nada mais ¢ do um oligonucleotideo
que contém uma seqiiéncia de nucleotideos homologa a seqiiéncia especifica de uma das fitas
do amplicon, um fluor6foro que emite fluorescéncia quando excitado (repérter) e um
supressor que barra esta emissdo quando este estiver proximo ao fluoréforo (GARCIA-
CANAS, 2004). Uma molécula de fosfato é geralmente anexada ao residuo 3’-timina para
impedir a extensdo da sonda anelada durante a amplificagdo (LEVIN, 2004). Dimeros de

iniciadores ndo sdo detectados por estas sondas, o que constitui uma vantagem adicional para
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sua utilizagdo. O fluor6foro que age como reporter €, geralmente a 6-carboxifluoresceina

(FAM) e o supressor a 6-carboxitetrametil-rodamina (TAMRA) (LEVIN, 2004).
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Figura 10: Ilustracdo esquematica do principio da sonda TagMan. 1. Apo6s o anclamento dos iniciadores e da
sonda, ¢ iniciada a polimerizag@o. O reporter (F) ainda tem sua fluorescéncia absorvida pelo supressor (Q). 2. A
polimerizagdo atinge a sonda ¢ a atividade exonuclease da polimerase faz com que a sonda comece a ser liberada.
3. A sonda ¢ clivada pela polimerase e, a uma distancia maior do supressor, a fluorescéncia do repérter ndo ¢ mais
absorvida. 4. A polimerizagdo da fita de DNA ¢ finalizada e o reporter fluorescente ¢ totalmente liberado no meio.
O actimulo de reporteres fluorescentes ¢ proporcional ao aumento de amplicons.
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Quando a sonda esta intacta, a transferéncia de energia fluorescente ocorre e a emissao
do corante reporter (FAM) ¢ absorvida pelo supressor (TAMRA). Durante a etapa de
extensdo, a sonda ¢ clivada pela atividade nucleolitica da polimerase, fazendo com que a
emissdo fluorescente do reporter ndo seja mais transferida eficientemente para o supressor,
resultando em um aumento no espectro de emissdo do reporter (HEID et al. 1996). O sinal

gerado € proporcional a quantidade de amplicons especificos produzidos durante a PCR.

Para andlise de OGMs, dois sistemas sdo utilizados para obter um resultado
quantitativo: um para detectar o transgene especifico e outro para detectar uma seqiiéncia
especifica do organismo, conhecida como referéncia enddgena, que pode ser utilizada para
quantificagdo relativa, utilizando-se diferentes reporteres. A analise subseqiiente gera duas
curvas-padrdo e permite a determinacdo da razdo inicial dos moldes na reacdo. Os amplicons
de baixo peso molecular geralmente utilizados facilitam cinéticas melhores durante a PCR e
sdo igualmente aplicaveis a alimentos processados, ndo processados e matrizes alimentares

complexas (MARKOULATOS et al., 2004).

A disponibilidade de multiplos reporteres para sondas TagMan torna possivel a
deteccdo da amplificagdo de mais de uma seqiiéncia alvo por tubo de reagdo. Um reporter €
distinguivel de outro (FAM e VIC, por exemplo) porque eles emitem fluorescéncia em

comprimentos de onda distintos (WEIGHARDT, 2004).

A intensidade fluorescente do corante supressor (TAMRA) varia muito pouco durante o
curso da PCR. Assim, a intensidade da emissdo do TAMRA serve como um padrdo interno
com o qual pode-se normalizar a varia¢do na emissdo do corante reporter. O software calcula
um valor denominado ARn utilizando a seguinte equagdo: ARn = (Rn+) — (Rn’), onde Rn+ =
intensidade da emissdo do reporter / intensidade da emissdo do supressor a qualquer tempo
em um tubo de reagdo, e Rn" = intensidade da emissao do reporter / intensidade da emissao do
supressor medido previamente a amplificacdo no mesmo tubo de reagdo. Para a quantificagdo,
¢ gerada uma média dos valores de ARns coletados durante a etapa de extensdo de cada ciclo.

Este valor médio para cada ciclo é entdo plotado em um “grafico de amplificagdo” (Figura 10)

(HEID et al. 1996).

O valor médio de ARn ¢ plotado no eixo Y, e o tempo, representado pelo niimero de

ciclos, ¢ plotado no eixo X. Durante os primeiros ciclos da PCR o ARn permanece como uma
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linha de base ou ruido. Quando sondas suficientes forem clivadas pela polimerase, a

intensidade da emiss@o do reporter aumentara (HEID et al. 1996).

A maioria das amplificacdes atinge uma fase platdé na emissdo do repdrter se a reagdo
for executada a um alto niimero de ciclos. O grafico de amplificacdo ¢ examinado cedo na
reacdo, em um ponto que representa a fase logaritmica do acimulo de produtos da reagdo. Isto
¢ realizado pela determinacdo de um limite arbitrario que ¢ baseado na variabilidade dos
dados da linha de base. Na Figura 11, o limite foi ajustado em 10 desvios padrdes acima da
média da emissdo da linha de base calculada dos ciclos 1 ao 15. Uma vez escolhido o limite, o
ponto no qual a curva de amplificacdo cruza esta linha ¢ chamado Ciclo limite (Ct) (HEID et

al. 1996).

No decorrer da reacdo, os dados de fluorescéncia (ARn) vao sendo coletados e um
grafico apresentando a quantidade de sinal versus tempo (em n° de ciclos) vai sendo gerado.
Na RT-PCR ¢ possivel a distingdo de trés diferentes fases: um primeiro estagio latente com
flutuacdes fracas do sinal correspondendo a linha de base ou ruido; uma segunda fase,

exponencial; e uma fase terminal, onde o grafico atinge um plato.

Defta Rnvs Cycle

1.0e+001
Limite /
\ ¢

Plat6

1.0e+000

Fase Exponencial

1.0e-001

1.0e-002

Delta Rn

1.0e-003

1.0e-004

Ruido Inicial

1 2 3 4 6 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

1.0e-005

Cycle Number
| 1 | ? | 3 | a | 5 | 3 | 7 8 9 0

Figura 11: Gréfico tipico de RT-PCR com as fases da reacdo destacadas

A eficiéncia da RT-PCR reside no fato de que a quantificagdo ndo ocorre no final da

reacdo (platd), mas no estdgio onde o aumento exponencial na quantidade de DNA
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amplificado atinge um ponto significativamente maior que o ruido. Esta forma de medigao
aumenta significativamente a precisdo da quantificacdo visto que ha uma correlagdo direta
entre a quantidade inicial de DNA e o estagio no qual a amplificacdo torna-se exponencial.
Quanto maior a quantidade inicial de DNA, mais cedo o produto amplificado é detectado pelo
sistema e mais baixo ¢ o valor de Ct. Na pratica, a escolha da linha limite, que determina o
valor do Ct, é dependente do operador, representando um dos elementos subjetivos da RT-

PCR (WEIGHARDT, 2004).

O conteido de OGM de uma amostra pode ser determinado de duas maneiras

diferentes:
1. Duas curvas-padrao, baseadas nas quantidades diferentes de DNA, sao geradas:
- A primeira curva para a referéncia endogena
- A segunda curva para a seqiiéncia especifica

Para cada amostra a quantidade da seqiiéncia especifica e da referéncia endogena sdo
determinadas por interpolacdo com a curva-padrdo. O conteido de OGM ¢ entdo calculado
como a razdo entre a quantidade de seqiiéncia especifica e a quantidade de referéncia
endogena (OGM/referéncia x 100). E importante considerar que, necessariamente, as
amostras em analise devem estar dentro dos limites superior e inferior de ambas as curvas-
padrdo. Amostras fora da faixa entre os limites devem ser excluidas uma vez que podem ser

responsaveis por erros na quantificagao.

2. Método comparativo do Ct (AACt): este método compara a quantidade relativa da
seqiiéncia especifica com a referéncia endogena. A curva-padrio € obtida pela leitura de uma
série de amostras em diferentes concentracdes conhecidas de conteido OGM (isto é, materiais
de referéncia certificados — IRMM). O resultado ¢ uma unica curva padrdo de valores de
AACt (ACt = Ctreferancia endogena — Ctogm). O conteido de OGM ¢ obtido pelo calculo do valor
de ACt de uma amostra comparado-o com os valores obtidos com os padrdes. Para este
método ser bem sucedido, a variacdo da referéncia endogena e da seqiiéncia especifica
deveria ser similar. Um método sensivel para controlar isto ¢ observar como o ACt varia com
a dilui¢do do DNA molde. Se as eficiéncias dos dois amplicons sdo aproximadamente iguais a
curva da andlise de regressdao (ACt versus %OGM em escala logaritmica) deve ser uma reta

(inclinagdo <0,10 ou R*>0,90).
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VAITILINGOM et al. (1999) descreveram um método para a quantificagdo do milho
Maximizer e soja RR e demonstraram a quantificacdo relativa de material GM em diferentes
ingredientes alimentares. Estes autores também reportaram como a quantificagdo do marcador
GM e da referéncia endogena pode ser realizada em um unico tubo. Por essa razao, a analise
quantitativa ndo foi afetada por fatores experimentais como erros de pipetagem. Essa PCR
multiplex € possivel gragas a utilizacdo de diferentes reporteres, que podem ser detectados

separadamente no mesmo tubo de reagao.

A utilizagdo de sistemas de PCR multiplex que usam sondas e iniciadores especificos
para varios OGMs vem se tornando mais importante que a PCR padrao (DEISINGH et al.,
2005). HERNANDEZ et al. (2003) desenvolveram um método de RT-PCR multiplex
apropriado para identificagdo multipla de OGMs, baseado na utilizagdo do SYBR Green I e
analise das curvas de desnaturacdo dos produtos amplificados. Diferentes produtos de
amplificacdo especificos para milho Maximizer 176, Bt-11, MON810 e GA21 e soja RR
foram obtidos e identificados por seus valores de Ty, Esta abordagem multiplex apresentou
uma sensibilidade de 0,1% e é uma alternativa a RT-PCR baseada em sondas especificas

como TagMan.

Embora a RT-PCR seja uma técnica eficiente para detecgdo de OGMs em alimentos, ela
possui alguns problemas uma vez que depende decisivamente da correta utilizacdo de
materiais de referéncia para sua calibragdo (TAVERNIERS et al., 2004). Hoje, a escolha de
materiais de referéncia esta sendo debatida, pois a utilizagdo destes pode acarretar em erros na
estimativa da concentragio do DNA (DEISINGH et al, 2005). Por essa razdo,
TAVERNIERS et al. (2004) descreveram dois novos métodos para a detec¢cdo de soja RR por
RT-PCR. Nestas abordagens, dois tipos de plasmideos foram utilizados para calibragao.
Plasmideos de alvo unico (STPs) ou seja, um plasmideo com seqiiéncia igual a seqiiéncia do
transgene presente na amostra, diluidos em DNA gendmico e plasmideos de alvos multiplos
(MTPs), ou seja plasmideos contendo a seqiiéncia do transgene e da referéncia endogena. Foi
descrito que ambos 0s métodos detectaram simultaneamente a seqii€ncia do promotor 35S ¢ a
referéncia endogena da soja, isto €, uma seqiiéncia do gene da lectina. A quantificacdo relativa
de OGM foi estimada através de dois métodos: (1) um método baseado na comparacao direta
dos valores de Ct calculados para a seqiiéncia especifica para OGM e a referéncia enddgena e

(2) um método com curva-padrdo que calcula as quantidades absolutas de copias da seqiiéncia
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especifica para OGM. Bons resultados foram obtidos com os dois métodos, sendo que o
método (2) com STP como padrdes obteve resultados tdo bons quanto o método tradicional
com padroes de DNA gendmico de materiais de referéncia certificados (TAVERNIERS et al,
2004). Assim, essas abordagens encontrardo ampla utilidade na detec¢do de OGMs em varios
produtos. Porém, a produgdo de plasmideos recombinantes exige dispendiosos recursos
microbiologicos e de clonagem (DEISINGH et al, 2005) mas uma vez disponiveis sdo

facilmente multiplicados.

Em um interessante estudo, YOSHIMURA et al. (2005a,b) investigaram a
aplicabilidade da quantificagdo de milho e soja GM em alimentos por RT-PCR utilizando
modelos de alimentos que sofreram tratamento térmico. Sementes moidas de milho MONS10
e soja RR foram dissolvidas em agua e autoclavadas por varios intervalos de tempo. Os
numeros de copias calculados para as seqiiéncias recombinantes e de referéncias endogenas
diminuiram com o aumento no tempo de tratamento térmico. Essa diminui¢ao foi influenciada
pelo tamanho do produto de PCR amplificado, porém ndo na mesma razao. Foi reportado que
a seqiiéncia recombinante ¢ mais sensivel ao tratamento térmico que a seqiiéncia da referéncia
enddgena, isto €, a primeira foi mais degradada que a segunda, fazendo com que o resultado

final da analise seja subestimado.

Varios kits para a deteccdo e quantificagdo de OGMs foram criados, visando aumentar a
agilidade da analise de OGMs em alimentos € podem ser encontrados no mercado. Alguns sao

apresentados na Tabela 6:
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Tabela 6: Kits disponiveis para detecgdo de OGMs (AOAC International)

Companhia Kit Matrizes

Applied Biosystems TaqMan® GMO Maize 355 Alimentos processados e ingredientes, incluindo farinha,
Detection Kit farelo, sementes, graos, tecidos da planta e 6leos

Applied Biosystems TaqMan® GMO Soy 355  Alimentos processados e ingredientes, incluindo farinha,
Detection Kit farelo, sementes, graos, tecidos da planta e 6leos

BioteCon

Diagnostics GmbH

Bt-176 Maize

Grao

BioteCon

Round-up Ready Soya

Produtos de soja

Diagnostics GmbH
EnviroLogix QualiPlate Kit for Roundup Milho Roundup Ready, Algoddo Roundup Ready, Soja e
Ready Corn, Event 603 and farinha de soja
Cotton
EnviroLogix QuickStix Kit for Roundup Soja, Milho e Canola Roundup Ready
Ready Bulk Grain
EnviroLogix QuickStix Kit for Roundup Soja, Milho e Canola Roundup Ready
Ready Leaf & Seed
Hong Kong DNA GMO Watcher 1.0 (DNA  Ingredientes GM e alimentos ndo processados
Chips Limited extraction & quantitative
GMO detection kit for
unprocessed food)
Hong Kong DNA GMO Watcher 2.0 (DNA  Ingredientes GM e alimentos ndo processados
Chips Limited extraction & quantitative
GMO detection kit for
unprocessed food)
Investigen, Inc. CommodityCheck PCR Soja, milho, tomate, canola, ndo processados, processados ¢
Based GMO Detection Kit alimentos intermediarios
Perkin Elmer HyPure Graos

Promega Corporation Wizard Magnetic DNA

Purification System for
Food

Milho, soja, corn, soybeans, cornmeal, corn starch, soy
flour, cornflakes, soy milk

Qualicon

BAX for Screening

Qualitative GMO Alimentos
Qualicon BAX for GMO Produtos de Soja
Quantification
Scil Diagnostics / GMOIdent Kit tecidos vegetais, sementes, farelos, farinhas, grits, alimentos

GeneScan

LibertyLink™ T25 Corn

processados e ndo processados, aditivos alimentares e 6leo
nao refinado

Scil Diagnostics /
GeneScan

GMOIdent Kit Maximizer®
Bt176 Corn

m tecidos vegetais, sementes, farelos, farinhas, grits, alimentos

processados e ndo processados, aditivos alimentares e 6leo
nao refinado

Scil Diagnostics /
GeneScan

GMOIdent Kit Roundup
Ready™ Soya

tecidos vegetais, sementes, farelos, farinhas, grits, alimentos
processados e ndo processados, aditivos alimentares e 6leo
néo refinado

Scil Diagnostics /
GeneScan

GMOIdent Kit StarLink™
Corn

tecidos vegetais, sementes, farelos, farinhas, grits, alimentos
processados e ndo processados, aditivos alimentares e 6leo
ndo refinado

Scil Diagnostics /
GeneScan

GMOIdent Kit YieldGard™
Mon810 Corn

tecidos vegetais, sementes, farelos, farinhas, grits, alimentos
processados e ndo processados, aditivos alimentares e 6leo
ndo refinado

Scil Diagnostics /
GeneScan

GMOScreen Advanced
Screening System Basic Kit

tecidos vegetais, sementes, farelos, farinhas, grits, alimentos
processados e ndo processados, aditivos alimentares e 6leo
néo refinado
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Strategic Diagnostics GMO Check Food farinha de soja

Ingredient Testing
Strategic Diagnostics TraiF Check Crop and Grain farinha de soja ¢ milho
Testing
Tepnel BioSystems, - BioKits DNA Extraction Kit alimentos crus, processados e intermediarios
Ltd. (GM Foods) ’
Tepnel BioSystems, BioKit§ GMO Identification alimentos
Ltd. Test Kit

Fonte: http://www.aoac.org/testkits/gmo.html

2.7.3 Materiais de Referéncia

Materiais de referéncia apropriados para controle positivo ¢ negativo fornecem a base
para a validacdo de procedimentos analiticos e para avaliar a performance de métodos e
laboratério (AHMED, 2002). Além disso, sua utilizacdo aprimora a precisdo de medicdes

analiticas e assegura comparabilidade dos resultados (TRAPMANN et a/, 2002).

Materiais de referéncia devem ser independentes dos métodos analiticos e direcionados
em materiais ndo processados ou ingredientes-base e ndo em alimentos prontos. Cada OGM
requer materiais de referéncia especificos. Graos, DNA recombinante ou proteinas
recombinantes estdo sendo utilizados como material de referéncia (AHMED, 2002). Os
materiais de referéncia certificados mais utilizados atualmente sdo aqueles produzidos pelo

Institute of Reference Materials and Measurements, IRMM, Bélgica (ANKLAM, 2002).
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Resumo

Devido a introdugdo da soja geneticamente modificada (GM) Roundup Ready™ (RR)
no mercado brasileiro, a habilidade para detectar OGMs tornou-se uma necessidade legal.
Para detectar a presenca da soja RR em misturas de soja, farinha de soja, formula infantil e
extrato de soja comercialmente disponiveis, um método de amplificacdo por nested PCR foi
avaliado e resultou em um amplicon de 169pb, presente em todas as amostras de misturas de
soja contendo 0,01% a 10% de soja GM e ausente na soja 0%. Nenhuma das amostras de
formula infantil apresentaram o sinal positivo ap6s a nested PCR; quatro das seis amostras de
farinha de soja e quinze das vinte e cinco amostras de extrato de soja foram positivas para
deteccdo de soja RR. Os resultados mostram que o método de nested PCR utilizado ¢

adequado para avaliar a presenga de soja GM nos produtos analisados.

Palavras-chave: soja Roundup Ready™ ; PCR qualitativa; OGM

3.1. Introduc¢ao
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Plantas geneticamente modificadas tém sido desenvolvidas para aumentar a tolerancia a
herbicidas e resolver outros problemas associados a agricultura comercial. A area global de
cultivares GM estd aumentando. No Brasil, o primeiro e Unico grdo GM cultivado e
comercializado é a soja Roundup Ready ™ (Monsanto), tolerante ao herbicida glifosato
(Brasil, 2003a, 2005). Produtores brasileiros colheram 4 milhdes de toneladas de soja GM,
correspondendo a 8% da colheita de soja em 2003/2004.

Devido a introducdo da soja geneticamente modificada (GM) Roundup ReadyTM (RR)
no mercado brasileiro, a habilidade para detectar OGMs tornou-se uma necessidade legal. A
rotulagem de OGMs ¢ regulada pelo Decreto n® 4680 (Brasil, 2003b) que exige a rotulagem
de alimentos que contém OGM acima de 1%: “Artigo 2° Na comercializacdo de alimentos e
ingredientes alimentares destinados ao consumo humano ou animal que contenham ou sejam
produzidos a partir de organismos geneticamente modificados, com presenca acima do limite
de um por cento do produto, o consumidor devera ser informado da natureza transgénica
desse produto.” Este limite de 1% indica que OGMs podem estar presentes em alimentos sem

a necessidade de rotulagem se o conteido de OGM estiver abaixo de 1%.

O mesmo decreto estipula que o produto poderia ser rotulado como livre de transgénico:
“Artigo 4° Aos alimentos e ingredientes alimentares que niao contenham nem sejam
produzidos a partir de organismos geneticamente modificados sera facultada a rotulagem
"(nome do produto ou ingrediente) livre de transgénicos", desde que tenham similares
transgénicos no mercado brasileiro.” Neste caso, o fornecedor deveria provar a auséncia de
DNA ou proteina recombinante no produto “livre de transgénico”. Apenas alimentos
derivados de soja poderiam ser rotulados como livre de transgénico, uma vez que a soja RR ¢é

o unico OGM comercializado no Brasil, por exemplo.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ¢ um dos métodos mais comumente utilizados
para a detec¢do e identificacdo de OGMs (Berdal and Holst-Jensen, 2001; Anklam et al, 2002;
James et al, 2003; Taverniers et al, 2004). A nested PCR ¢ utilizada para a confirmagdo do
produto da PCR, permitindo a discriminacdo entre sinais especificos e ndo-especificos.
Assim, o produto da PCR ¢ reamplificado utilizando-se um outro par de iniciadores, que
amplificam um fragmento localizado na regido interna da seqiiéncia alvo original (Anklam et
al, 2002). Isto aumenta a sensibilidade da PCR, permitindo que baixos niveis de OGM possam

ser detectados (Zimmermann et al, 1998).
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Para detectar a presenga da soja RR em amostras de farinha de soja, formula infantil e
extrato de soja comercialmente disponiveis, um método de amplificacdo por nested PCR foi

avaliado.

3.2. Materiais e métodos
3.2.1. Amostras

Graos de soja RR e convencional foram triturados em um liquidificador e peneiradas
(50 mesh) sob rigorosas condigdes para evitar contaminagdo cruzada. A partir de uma mistura
adequada destas amostras (1:10), misturas-padrdo contendo 0%, 0,001%, 0,01%, 0,1%, 1% e
10% p/p de soja RR foram preparadas em nosso laboratério. Apds mistura, as amostras foram
armazenadas a -20°C. Os produtos de soja (seis amostras de farinha desengordurada de soja,
seis amostras de formula infantil contendo isolado protéico de soja e vinte e cinco amostras de

extrato de soja) foram adquiridas de supermercados e farmacias de Florianopolis, Brasil.

3.2.2. Extragdo do DNA

O protocolo de extracdo de DNA foi baseado em Lipp et al. (1999). Cem miligramas
(100 mg) da amostra foram misturadas a 800 pL de tampao CTAB (CTAB 20 g/L, 1.4 M
NaCl, 100 mM Tris-HCI, 20 mM EDTA, proteinase K 0,5 mg/mL) e incubados a 64°C por 45
min. A seguir, a solucao foi incubada com RNAse A 0,25 mg/mL a 64°C por 10 min. Apos
centrifugacdo a 13000 x g por 10 min, 500 pPL de cloroféormio foram adicionados ao
sobrenadante em um novo tubo. Apos centrifugagdo, a fase aquosa foi transferida para um
novo tubo, 500 UL de cloroféormio foram adicionados ¢ a lavagem repetida. A fase aquosa foi
misturada com 2 volumes de solugdo CTAB de precipitacdo (CTAB 5 g/L, 0,04 M NaCl) e
incubada por 1h a temperatura ambiente. Apos centrifugacdo a 13000 x g por 5 min, o
sobrenadante foi descartado e 350 ML de 1,2 M NaCl foi adicionado para dissolver o
precipitado. Entdo, mais 350 PL de cloroférmio foi adicionado. Apos nova centrifugacdo, a
fase aquosa foi transferida para um novo tubo e o DNA foi precipitado com 0,6 volumes de
isopropanol. Apo6s centrifugagdo a 13000 x g por 4 min, o precipitado foi lavado com etanol
70%, seco a temperatura ambiente, diluido em 40 pL de TE e armazenado overnight a 4°C.

As concentragdes de DNA foram estimadas com um espectrofotdmetro (Hitachi U 2010).



52

3.2.3. Condi¢oes da PCR

Os iniciadores GMO5/GMO9 e GMO7/GMOS foram desenhados por Meyer e Jaccaud
(1997) para detec¢dao de soja RR por nested PCR. Produzem um primeiro fragmento de 447
pb e um segundo fragmento nested de 169 pb. Os iniciadores GMO5 ¢ GMO7 séo
complementares ao promotor CaMV 35S, GMOQO9 hibridiza-se & seqiiéncia do gene CP4
EPSPS e GMOS a seqiiéncia do CTP. O par de iniciadores LEC1/LEC2 amplifica um
fragmento de 164 pb do gene da lectina da soja (Vollenhofer et al., 1999). As seqiiéncias dos

iniciadores sao listadas na Tabela 7.

As reagdes de amplificagdo ocorreram em um volume final de 25 pPL contendo tampao
de PCR 1X (20 mM Tris-HCI, pH 8,4, 50 mM KCl), 2,5 mM MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP,
0,5 mM de cada iniciador, 1 unidade de Taq DNA polymerase (Invitrogen) e 2 UL de DNA
(méaximo de 50 ng). As amplificagdes foram realizadas em um termociclador Minicycler ™
(MJ Research, Inc. Watertown, MA) com os seguintes programas: Para os iniciadores
LEC1/LEC2: desnaturagao inicial a 95°C por 12 min seguida de 50 ciclos de 95°C por 1 min,
62°C por 30 s, e 72°C por 30 s; extensdo final a 72°C por 10 min. Para os iniciadores
GMOS5/GMO9: desnaturagdo inicial a 95°C por 3 min seguida de 25 ciclos de 95°C por 30 s,
65°C por 30 s, e 72°C por 40 s; extensdo final a 72°C por 3 min. Apds amplificagdo com os
iniciadores GMO5/GMO®9, 2 yL do produto da PCR foi utilizado como molde na nested PCR

com os iniciadores GMO7/GMOS e as mesmas condic¢des de reacdo por 35 ciclos.
3.2.4. Eletroforese em Gel de Agarose

Os produtos da PCR (8 YL da rea¢do + 2 PL tampdo de carga) foram separados por
eletroforese a 400mA e 80V por 50 min em gel de agarose 2,5%, tampao TBE 1X corado com
brometo de etidio. A visualizagdo do gel ocorreu em um transiluminador UV e as imagens

foram fotografadas com camera digital (Canon Powershot A70).

3.3. Resultados e discussao

Amostras das misturas de soja RR com conteutdo OGM de 0%, 0.01%, 0.1%, 1% 10%

foram preparadas em nosso laboratério a partir de soja 100% convencional (ndo GM) e soja
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100% RR. O DNA foi extraido destas misturas, de seis amostras de farinha de soja, seis
amostras de formula infantil e vinte e cinco amostras de extrato de soja. Esta extracdo foi
realizada em duplicata, exceto para as amostras de extrato de soja, utilizando um protocolo
CTAB (Lipp et al, 1999). A presenca de DNA de soja amplificavel foi testada com a
utilizagdo do par de iniciadores LECI/LEC2, que amplificam um fragmento do gene da
lectina, especifico para soja. A amplificacio do DNA extraido das amostras com os
iniciadores LEC1/LEC2 resultou em forte sinal positivo de 164 pb. Na figura 12, os

resultados para DNA isolado de extrato de soja s@o apresentados como exemplo.

Para detectar a presenca de soja RR, o DNA foi amplificado utilizando os iniciadores
GMOS5/GMQO9 e uma nested PCR foi realizada utilizando os iniciadores GMO7/GMOS para a
confirmacdo da amplificagdo especifica do fragmento RR. Apos a nested PCR, um amplicon
de 169 pb foi observado para todas as misturas de soja contendo de 0,01% a 10% de soja GM.
Este fragmento nao foi observado nas misturas de soja de 0% GM e 0,001% GM (Figura 13).

O método de nested PCR foi aplicado para detectar soja RR em farinha desengordurada
de soja, formula infantil contendo isolado protéico de soja e extrato de soja comercialmente
disponiveis em Florianopolis, Brasil. O fato de que todas as amostras de alimentos derivados
de soja apresentaram o amplicon esperado de 164 pb, utilizando os iniciadores LEC1/LEC2,
demonstra que todas as amostras continham DNA amplificavel e que a auséncia do amplicon
de 169 pb, utilizando os iniciadores GMO7/GMOS, nao ¢ devido a presenga de substancias
inibidoras da PCR (Zimmermann, 1998).

A soja RR nao foi encontrada nas seis amostras de formula infantil analisadas (Figura
14), embora o método de extragdo utilizado neste trabalho tenha sido apropriado para extragao
de DNA amplificavel de soja a partir de formula infantil (dados ndo mostrados). Quinze das
vinte e cinco amostras de extrato de soja (Figura 15) e quatro das seis amostras de farinha de
soja (Figura 16), apresentaram o sinal positivo de 169 pb para a deteccdo de soja RR por

nested PCR.

Na literatura cientifica, apenas dois artigos abordam a distribuicdo de alimentos
derivados de soja GM comercializados no Brasil. Greiner ef al. (2005) analisaram amostras de
farinha de soja, alimento infantil e proteina isolada de soja. Nenhuma das sete amostras de
alimento infantil continha soja RR, enquanto uma das trés amostras de proteina isolada

continha soja GM. Em relagdo as amostras de farinha de soja, treze das trinta amostras
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analisadas continham soja RR. Cardarelli ef al. (2005) analizaram 66 amostras de alimentos
contendo soja. Dezesseis amostras apresentaram sinal positivo para detec¢do de soja RR. Os
resultados de Greiner et al. (2005), Cardarelli ef al. (2005) e os apresentados neste trabalho
demonstram a presenca de alimentos derivados de soja contendo soja GM em supermercados

brasileiros.

3.4. Conclusoes

Este estudo demonstra que a nested PCR desenvolvida por Meyer & Jaccaud (1997) é
adequada para avaliar a presenca de soja geneticamente modificada em amostras de farinha de
soja, extrato de soja e formula infantil contendo proteina isolada de soja devido as exigéncias

legais da rotulagem de alimentos contendo OGM.
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Tabela 7: Iniciadores utilizados para deteccdo do gene da lectina de soja e soja RR.
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Tamanho do e
Referéncia

. . WA e ’_R9
Iniciador Seqiiéncia (5°-3°) Amplicon (bp)

LECI GTGCTACTGACCAAGGCAAACTCAGCA

LEC2 GAGGGTTTTGGGGTGCCGTTTTCGTCAAC 164 (Vollenhofer et al., 1999)
GMO09 CATGAAGGACCGGTGGGAGAT

GMO05 CCACTGACGTAAGGGATGACG 447 (Meyer and Jaccaud, 1997)
GMO08 TGGGGTTTATATGGAAATTGGAA 160 (Meyer and Jaccaud, 1997)

GMOO07

ATCCCACTATCCTTCGCAAGA
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1 2 3 4 567 8 91011 12 13 14

Figura 12. Amplificacdo do gene da lectina da soja em amostras de extrato de soja utilizando
os iniciadores LEC1/LEC2. Canaleta 1: ladder 50 pb (Promega); canaleta 2: controle negativo
(dgua); canaleta 3: controle positivo (DNA de soja); canaletas 4-14: amostras de extrato de

soja (8 UL do produto da PCR + 2 pL tampao de carga por canaleta).
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447 pb

169 pb
150 pb

Figura 13. Deteccdo de soja RR por nested PCR. Canaleta 1: ladder 50 pb (Promega);
canaleta 2: controle positivo (soja RR 0,1%); canaleta 3: controle negativo (dgua); canaleta 4:
soja RR 0%; canaleta 5: soja RR 0,001%; canaleta 6: soja RR 0,01%; canaleta 7: soja RR
0,1%; canaleta 8: soja RR 1%; canaleta 9: soja RR 10% (8 WL do produto da PCR + 2 uL

tampao de carga por canaleta).
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Figura 14. Detec¢do de soja RR por nested PCR em amostras de formula infantil
contendo isolado protéico. Canaleta 1: ladder 50 pb (Invitrogen); canaleta 2: controle negativo
(4gua); canaleta 3: controle positivo (soja RR 0,1%); canaleta 4: controle negativo (soja RR
0%); canaletas 5-11: amostras de formula infantil, primeira extragdo de DNA; canaletas 12-
14: amostras de féormula infantil, segunda extragdo de DNA (8 L do produto da PCR + 2 pL

tampao de carga por canaleta).
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350 pb
—

Figura 15. Detecgdo de soja por nested PCR em amostras de extrato de soja. Canaleta
1: ladder 50 pb (Invitrogen); canaleta 2: controle negativo (dgua); canaleta 3: controle positivo
(soja RR 0,1%); canaleta 4: controle negativo (soja RR 0%); canaletas 5-15: amostras de
extrato de soja (8 UL do produto da PCR + 2 uL tampdo de carga por coluna).
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350 pb

100 pb

Figura 16. Deteccdo de soja por nested PCR em amostras de farinha de soja. Canaleta 1:
ladder 50 pb (Invitrogen); canaleta 2: controle negativo (agua); canaleta 3: controle negativo
(soja RR 0%); canaleta 4: controle positivo (soja RR 10%); canaletas 5-10: amostras de
farinha de soja, primeira extragdo de DNA; canaletas 11-16: amostras de farinha de soja,

segunda extracdo de DNA (8 pPL do produto da PCR + 2 pL tampao de carga por canaleta).
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Resumo

Proteinas de Soja sdo amplamente utilizadas pela industria de carnes como coadjuvante
tecnologico na produgdo de alimentos carneos processados como produtos emulsificados e
produzidos a partir de carne moida. Uma vez que uma legislacdo para uso e rotulagem de
OGMs e ingredientes derivados foi implantada no Brasil, uma nested PCR capaz de detectar
soja Roundup Ready™ (RR) foi empregada em aditivos carneos. Trinta ¢ duas amostras de
aditivos carneos contendo proteina de soja foram testadas para a presenca de DNA
amplificavel de soja e DNA recombinante. Vinte e cinco apresentaram um sinal positivo para
o gene da lectina, confirmando a presenca de DNA amplificavel de soja. Foi observado um
sinal positivo para detec¢do especifica de DNA RR em quinze amostras, confirmando a
presenca de soja geneticamente modificada. Estes resultados demonstram, pela primeira vez,
a presenca de soja RR em aditivos carneos. Este método pode ser util para industrias de carnes
interessadas em controlar a presenca de soja RR em aditivos utilizados na fabricacdo de

produtos carneos.
Palavras-chave: proteina de soja; produtos carneos; ingredientes; OGM; analise de

alimentos; isolamento de DNA
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INTRODUGAO

Devido a introdugao no mercado de OGMs em alimentos ¢ ingredientes, a legislagdo mundial
foi elaborada visando a regulamentagdo do uso e rotulagem de OGMs e seus derivados. No
Brasil, o Decreto 4680" estipula um limite de 1% de OGM para rotulagem obrigatoria. Além
disso, a soja Roundup Ready (RR) € o primeiro organismo geneticamente modificado

aprovado para produgio e comercializagio no Brasil.?

Produtos a base de soja tem sido utilizados com sucesso em alimentos processados. No
caso de produtos carneos, proteinas de soja sdo amplamente utilizadas em produtos carneos
emulsificados com salsicha de cachorro quente, mortadela, presunto cozido, e produtos a base
de carne moida como hamburgueres, empanados de frango, salame, nuggets, almondegas,
etc’, devido as suas singulares propriedades funcionais como retengio de 4gua e gordura,
propriedades de textura e emulsificacdo e caracteristicas organolépticas como aparéncia,
firmeza e fatiabilidade.* As proteinas isoladas e concentradas sdo os principais tipos utilizados
na industria de carnes® e, em alguns casos, estas proteinas sio fornecidas na forma de blends

onde estas sdo acrescentadas a temperos, corantes, flavorizantes e outros aditivos.

A reacgdo em cadeia da polimerase (PCR) é um dos métodos mais comumente utilizados na
identificagdo de DNA recombinante ¢ OGMs.”® A nested PCR ¢ utilizada para verificar o
produto da PCR pela amplificagao de um fragmento interno. Esta abordagem em duas etapas
melhora a seletividade e sensibilidade da reagdo’, permitindo que baixos niveis de OGM
sejam detectados. A utilizacdo da PCR na deteccdo de OGMs em alimentos processados
depende da qualidade ¢ quantidade de DNA isolado.'® Geralmente, no caso da extragio e

purificacdo de DNA a partir de uma matriz complexa, o0 método CTAB ¢ mais recomendado
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que as resinas ligantes de DNA, contudo protocolos de extracdo de DNA devem ser testados

10, 11
para cada caso.'"

O objetivo deste trabalho foi determinar a presenca de DNA de soja RR em blends e
ingredientes protéicos de soja utilizados na indistria de carnes como ingredientes alimentares
e em produtos carneos processados utilizando um protocolo CTAB de extracdo de DNA e um

método de detecgdo de OGM por nested PCR ja estabelecido.

MATERIAIS E METODOS
Amostras

As 32 amostras de aditivos analisadas neste estudo continham proteina de soja em sua
composi¢do ¢ foram cedidas por industrias que as utilizam na produ¢do de produtos carneos
processados. As oito amostras de produtos carneos processados foram adquiridas em
supermercados de Florianopolis, Brasil. As amostras foram classificadas em trés diferentes
grupos: Grupo 1, aditivos carneos que contém proteina de soja em sua composi¢do, Grupo 2,
proteinas de soja utilizadas como ingredientes e Grupo 3, produtos carneos processados

(Tabela 8).

Extracao do DNA

Para extracdo e purificagdo de DNA de todas as amostras analisadas neste estudo um método
CTAB'" foi seguido com a seguinte modificagio: para as amostras do grupo 1, 200 mg de

amostra foram utilizados ao invés da quantidade indicada de 100 mg.
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Condigdes da PCR

O par de iniciadores LEC1/LEC2, que amplifica um fragmento de 164 pb do gene da lectina
da soja, foi utilizado para detectar DNA amplificavel de soja’. Os pares de iniciadores
GMO5/GMO09 ¢ GMO7/GMO8" foram utilizados para a deteccio de soja RR por nested
PCR, amplificando um primeiro fragmento de 447 pb e um segundo fragmento de 169 pb; os
iniciadores GMOS5 e GMO?7 sao complementares ao promotor CaMV 35S, GMO?9 hibridiza-
se a seqiiéncia do gene CP4 EPSPS e GMOS a seqiiéncia do CTP (Figura 17). As seqiiéncias

dos iniciadores sao listadas na Tabela 9.

As reacdes de amplificagdo ocorreram em um volume final de 25 pL contendo tampdo de
PCR 1X (20 mM Tris-HCL, pH 8,4, 50 mM KCl), 2,5 mM MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, 0,5
MM de cada iniciador, 1 unidade de 7ag DNA polymerase (Invitrogen) e 2 UL of DNA
(méaximo de 50 ng). As amplificagdes foram realizadas em um termociclador Minicycler™
(MJ Research, Inc. Watertown, MA) com os seguintes programas: Para os iniciadores
LEC1/LEC2: desnaturagdo inicial a 95°C por 12 min seguida de 50 ciclos de 95°C por 1 min,
62°C por 30 s, e 72°C por 30 s; extensdo final a 72°C por 10 min. Para os iniciadores
GMOS5/GMOQ9: desnaturacao inicial a 95°C por 3 min seguida de 25 ciclos de 95°C por 30 s,
65°C por 30 s, e 72°C por 40 s; extensao final a 72°C por 3 min. Apds amplificagdo com os
iniciadores GMO5/GMOQO9, 2 UL do produto da PCR foi utilizado como molde na nested PCR

com os iniciadores GMO7/GMOS ¢ as mesmas condi¢des de reacdo por 35 ciclos.
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Eletroforese em Gel de Agarose

Os produtos da PCR (10 L da reagdo + 2 WL tampdo de carga) foram separados por
eletroforese a 400mA e 80V por 50 min em gel de agarose 2,5%, tampao TBE 1X e corados
com brometo de etidio. A visualizagdo do gel ocorreu em um transiluminador UV e as

imagens foram fotografadas com camera digital (Canon Powershot A70).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As proteinas de soja exercem um importante papel como ingredients indispensdveis na
industria de carnes ¢ sdao as proteinas vegetais mais utilizadas devido as suas propriedades
nutricionais e tecnologicas. Com sua capacidade de retencdo de agua, as proteinas de soja
podem reduzir significativamente o custo final do produto, para beneficio da industria". Por
esta razdo, a utilizagdo de proteinas de soja tem aumentado consideravelmente na industria de

carnes. 4

Trinta e duas amostras de aditivos carneos e oito amostras de produtos carneos processados
contendo proteina de soja foram testados para a presenca de DNA de soja RR. A presenca de
DNA de soja e sua amplificabilidade foi confirmada pela utilizagdo de iniciadores especificos
para o gene da lectina da soja (lel) através da visualizagdo de um amplicon de 164 pb (Figura
18). Os iniciadores LEC1/LEC2" foram utilizados como um controle especifico de DNA de
soja para demonstrar que o DNA isolado apresentava qualidade e quantidade suficiente para
tornar a analise por PCR possivel. As bandas extras abaixo das esperadas de 164 pb

provavelmente representam os produtos da formacao de dimeros dos iniciadores (Figure 18).
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O resultado das quarenta amostras sob investigagdo estd compilado na Tabela 10. O
método de extracdo de DNA utilizado neste trabalho foi apropriado para a extracdo de DNA

de soja amplificavel para a maioria das 40 amostras contendo soja (82,5%).

Com relagdo ao Grupo 1, ou seja, os blends, temperos, flavorizantes e melhoradores de
sabor, a deteccdo do gene da lectina ndo foi possivel em alguns casos especificos: os trés
Melhoradores de Sabor, os trés Temperos para Paté e um dos seis Blends. Isto deve-se,
provavelmente, a degradacio do DNA durante tratamentos térmicos™'®, DNA alvo
insuficiente ou contaminacio do DNA por inibidores de PCR.'” Para estas amostras o
conteudo de proteina de soja ¢ desconhecido uma vez que esta informacdo nao ¢é revelada por

seus produtores devido ao segredo industrial.

Em relacdo ao Grupo 2, ou seja, as proteinas de soja utilizadas como ingredientes, todas as
amostras apresentaram sinal positivo para a deteccdo do gene da lectina. Neste tipo de
amostra uma insuficiéncia do DNA alvo ndo ocorre porque a proteina de soja ndo ¢ misturada
a outras substancias que poderiam diluir o DNA de soja. Os inibidores de PCR ndo estdo

presentes j& que a composi¢do da amostra ndo € tdo diversa como no caso do Grupo 1.

No caso das amostras do Grupo 3, isto ¢, os produtos carneos processados, as oito amostras
apresentaram o amplicon de 164 pb, confirmando a presenga do gene da lectina e por
conseqiiéncia a presenca de DNA de soja. Neste tipo de amostra, o conteido de proteina de
soja € desconhecido, pois os produtores ndo revelam esta informacdo. Porém, ela pode ser
obtida da legislagdio. Um maximo de 0,4 g kg de proteina de soja ¢ autorizado para
mortadela'®, salsicha de cachorro quente'®, hamburguer' e empanados de frango. Para

presunto cozido" o maximo de proteina de soja autorizado ¢ de 0,2 g kg'l.
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A deteccdo de soja geneticamente modificada (GM) foi baseada nas seqiliéncias Unicas
presentes apenas no DNA de soja Roundup Ready (RR) e ausentes no DNA de soja
convencional. As trinta e trés amostras com sinal positivo para o gene da lectina foram
analisadas para detecg¢do especifica de soja RR com os iniciadores GMO5/GMQO9. Para
confirmar a amplifica¢do do fragmento RR, uma nested PCR foi realizada com os iniciadores
GMO7/GMOS. Quinze amostras apresentaram o sinal positivo para deteccao de soja RR, um
amplicon de 169 pb, confirmando a presenca de soja geneticamente modificada nestas
amostras. (Figuras 19 e 20). Para esta combina¢@o de iniciadores, a detecgdo especifica de
DNA de soja RR apresentou sensibilidade de 0,1% (Figuras 19 e 20). Considerando o Grupo
1, apenas trés das dezoito amostras apresentaram DNA de soja RR em sua composi¢ao. No
Grupo 2, doze das quatorze proteinas de soja apresentaram sinal positivo para soja RR. No

Grupo 3, trés das oito amostras continham DNA de soja RR (Tabela 10).

Na literatura cientifica, ha poucos artigos que abordam a distribuicdo de alimentos
derivados de soja GM vendidos comercialmente ¢ nenhum sobre a presenca desta em
ingredientes utilizados na industria de carnes, como os analisados neste trabalho. Em um
estudo recentemente publicado®, 100 amostras de alimentos contendo soja foram analisadas.
A soja RR foi encontrada em 21% das amostras. Uma de trés amostras de proteina isolada de
soja e sete de quinze amostras de farinha de soja continham soja GM. Outro recente trabalho®'
reportou a analise de sessenta e seis amostras de alimentos contendo soja. Dezesseis amostras
apresentaram sinal positivo para deteccdo especifica de soja Roundup Ready. Em um
experimento de triagem de OGM em vinte ¢ quatro amostras’, apenas trés apresentaram sinal

positivo para a presenca do promotor CaMV 35S.
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CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste estudo confirmam que o protocolo CTAB cléssico pode
ser utilizado para extracdo e purificacdo de DNA a partir de produtos carneos processados,
proteinas de soja utilizadas como ingredientes e aditivos carneos como uma primeira etapa na
analise OGMs. O par de iniciadores LEC1/LEC2" ¢ apropriado para a detecgido do gene da
lectina para a maioria das amostras aqui analisadas. Além disso, a nested PCR utilizada neste

trabalho € igualmente apropriada para detecg¢ao de soja RR neste tipo de amostras.

Nossos resultados demonstram a presenca de soja RR em blends e proteinas de soja
utilizadas na industria de carnes como ingredientes alimentares e em produtos céarneos

processados comercialmente disponiveis em Floriandpolis, Brasil.
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Tabela 8: Amostras utilizadas neste estudo

Grupo Amostra Codigo

1 Blend 1 B1
Blend 2 B2
Blend 3 B3
Blend 4 B4
Blend 5 B5
Blend 6 B13
Tempero Linguica Toscana 1 B6
Tempero Linguica Toscana 2 B12
Tempero Calabresa B11
Tempero Paté 1 B7
Tempero Paté 2 B9
Tempero Paté 3 B15
Tempero 1 B8
Tempero 2 B17
Saborizante Presunto B10
Melhorador de Sabor 1 B14
Melhorador de Sabor 2 B16
Melhorador de Sabor 3 B18

2 Proteina Texturizada de Soja Rosada 1 P15
Proteina Texturizada de Soja Rosada 2 P23
Proteina Texturizada de Soja Granulada 1 P20
Proteina Texturizada de Soja Granulada 2 P27
Proteina de Soja 1 P16
Proteina de Soja 2 P17
Proteina de Soja 3 P18
Proteina de Soja 4 P19
Proteina de Soja 5 P21
Proteina de Soja 6 P22
Proteina de Soja 7 P24
Proteina de Soja 8 P25
Proteina de Soja 9 P26
Proteina de Soja 10 P28

3 Mortadela de Frango 1 Ml
Mortadela de Frango 2 M2
Salsicha de Cachorro-quente 1 Cé6
Salsicha de Cachorro-quente 2 C4
Presunto Cozido 1 Cl
Presunto Cozido 2 Cs
Hamburguer C2
Empanado de Frango C3
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Tabela 9: Seqiiéncias dos Iniciadores

Iniciador Regifio Alvo Seqiiéncia Amplicon Referencia
LEC1 Lectina 5'-GTGCTACTGACCAAGGCAAACTCAGCA-3' 164 Vollenhofer
LEC2 Lectina 5'-GAGGGTTTTGGGGTGCCGTTTTCGTCAAC-3' et al, 1999
GMO09  CP4EPSPS  5'- CATGAAGGACCGGTGGGAGAT -3' 447 Meyer &
GMO05  CaMV 358 5'- CCACTGACGTAAGGGATGACG -3' Jaccaud, 1997
GMO08  CTP-EPSPS  5'-TGGGGTTTATATGGAAATTGGAA-3' 169 Meyer &
GMO07  CaMV 358 5'-ATCCCACTATCCTTCGCAAGA-3' Jaccaud, 1997
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Tabela 10: Detecgdo especifica de soja e soja RR por PCR em ingredientes e aditivos
Deteccdo do Gene da  Deteccio especifica OGM—

Amostra Cdgo Lectina Jungio 35S/CTP
Blend 1 B1 + -
Blend 2 B2 - NR’
Blend 3 B3 + -
Blend 4 B4 + -
Blend 5 B5 + +
Blend 6 BI13 + +
Tempero Linguica Toscana 1 B6 + -
Tempero Linguica Toscana 2 B12 + -
Tempero Calabresa Bl1l1 + -
Tempero Paté 1 B7 - NR
Tempero Paté 2 B9 - NR
Tempero Paté 3 B15 - NR
Tempero 1 B8 + -
Tempero 2 B17 + +
Saborizante Presunto B10 + -
Melhorador de Sabor 1 B14 - NR
Melhorador de Sabor 2 B16 - NR
Melhorador de Sabor 3 B18 - NR
Proteina Texturizada de Soja Rosada 1 P15 + +
Proteina Texturizada de Soja Rosada 2 P23 + +
Proteina Texturizada de Soja Granulada 1 P20 + +
Proteina Texturizada de Soja Granulada 2 P27 + +
Proteina de Soja 1 P16 + +
Proteina de Soja 2 P17 + +
Proteina de Soja 3 P18 + +
Proteina de Soja 4 P19 + +
Proteina de Soja 5 P21 + +
Proteina de Soja 6 P22 + -
Proteina de Soja 7 P24 + +
Proteina de Soja 8 P25 + -
Proteina de Soja 9 P26 + +
Proteina de Soja 10 P28 + +
Mortadela de Frango 1 M1 + -
Mortadela de Frango 2 M2 + +
Salsicha de Cachorro-quente 1 C6 + -
Salsicha de Cachorro-quente 2 C4 + -
Presunto Cozido 1 Cl + -
Presunto Cozido 2 C5 + +
Hamburguer C2 + -
Empanado de Frango C3 + +

"NR: Nio realizado. Uma vez que ndo foi possivel detectar DNA de soja, estas amostras ndo foram submetidas a
deteccdo de soja RR.
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Figura 17. Representacdo esquematica dos produtos de amplificagdo do DNA recombinante

da soja Roundup Ready™ com os iniciadores GMO. DNA recombinante, Patente WO

92/04449: gene S-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintase (CP4 EPSPS), Peptideo de transito

ao cloroplasto (CTP), CaMV 35S promotor (35S) e terminador da nopalina sintase (NOS). As

setas indicam os comprimentos relativos e as posigdes dos produtos de amplificagao.
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Figura 18. Amplificacdo do gene da lectina de soja em aditivos carneos. Canaleta 1: ladder
50 pb (Promega). canaleta 2: controle positivo (DNA de soja), canaleta 3: controle negativo
(agua), canaleta 4: B1, canaleta 5: B2, canaleta 6: B3, canaleta 7: B4, canaleta 8: B5, canaleta
9: B6, canaleta 10: B7, canaleta 11: B8, canaleta 12: B9, canaleta 13: B10, canaleta 14: B11,
canaleta 15: B12. (10 pL por canaleta).
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Figura 19. Deteccao de soja RR por nested PCR em amostras de aditivos carneos. Canaleta 1:
ladder 50 pb (Promega); canaleta 2: controle negativo (adgua); canaleta 3: controle positivo
(soja 0,1% RR); canaleta 4: controle negativo (soja 0% RR); canaletas 4-15: amostras de

blends (10 pL por canaleta).
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Figura 20. Detecgdo de soja RR por nested PCR em amostras de proteina isolada de soja
utilizada como ingrediente. Canaleta 1: ladder 50 pb (Promega); canaleta 2: controle negativo
(dgua); canaleta 3: controle positivo (soja 0,1% RR); canaleta 4: controle negativo (soja 0%
RR); canaletas 4-12: amostras de ingredientes de proteina de soja (10 L por canaleta),

canaleta 13: ladder 50bp (Promega).
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Resumo

Um aumento significativo da producdo de OGMs tem sido observado nos ultimos anos.
Devido a comercializacdo de alimentos e ingredientes alimentares derivados de OGMs, os
governos de diversos paises criaram exigéncias para utilizagdo e rotulagem de organismos
geneticamente modificados. O objetivo deste trabalho foi detectar e quantificar soja GM em
alimentos vendidos comercialmente em Florianopolis, Brasil, por PCR. No total sessenta e
duas amostras de proteina texturizada de soja e extrato de soja foram analisados. Quarenta
amostras apresentaram soja RR em sua composi¢do. Analise quantitativa revelou que apenas
duas das quarenta amostras apresentaram conteido de soja RR acima de 1%, ou seja, 1,2% ¢
1,7%. Estes resultados confirmam a presenga de soja RR em alimentos derivados de soja no
Brasil e que a quantidade de amostras com conteudo de soja RR acima de 1% diminui quando

comparada com dados publicados anteriormente.

Palavras-chave: organismos geneticamente modificados, OGM, deteccdo, PCR em Tempo

Real, alimentos transgénicos.

5.1. Introducao

Nos ultimos anos tém-se observado um significativo aumento na producdo de OGMs e,
como conseqiiéncia, na producdo de alimentos contendo este tipo de matéria-prima. A area

total cultivada com lavouras transgénicas em 2004 foi de 81 milhdes de hectares, superando
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os 67,7 milhdes de 2003, um aumento de 20% comparado com os 15% do ano anterior. O
principal OGM plantado foi a soja, que ocupou 48,4 milhdes de hectares (60% da area total)
em 2004. O Brasil, o segundo maior produtor mundial de soja (FAO — Food and Agriculture
Organization), aumentou sua area de soja GM em dois tercos, passando de trés milhdes de
hectares em 2003 para uma area de cinco milhdes de hectares, com outro provavel aumento
significativo em 2005 (James, 2004). Além disso, a soja ¢ o primeiro OGM aprovado no

Brasil para producdo e comercializagao (Brasil, 2005).

Devido a comercializagao de alimentos e ingredientes alimentares derivados de OGMs,
governos de diversos paises implementaram regulamentos para a utilizacdo e rotulagem de
ingredientes derivados de OGMs e anunciaram niveis limites para contaminagdo nao-
intencional destes em alimentos: 0,5% na Unido Européia (Regulamento n° 1829, 2003), 3%
na Coréia (COREIA, 2000) e 5% no Japio (JAPAO, 2000). No Brasil, 0 Decreto n° 4.680 de
24 de abril de 2003, estabelece que tanto os produtos embalados, como os vendidos a granel
ou in natura, que contenham ou sejam produzidos a partir de organismos geneticamente
modificados, com presenga acima do limite de 1% do produto, deverdo ser rotulados, e o
consumidor devera ser informado sobre a espécie doadora do gene no local reservado para a
identificacdo dos ingredientes (BRASIL, 2003). Por exemplo, se um produto puro de soja
contém mais de 1% de uma variedade de soja transgénica, este deve ser rotulado. Porém, se
contiver apenas 0,5%, ndo ha necessidade de rotulagem. Por outro lado, a legislagdo européia
considera o contetdo de OGM no ingrediente e ndo somente no produto, conforme a
legislacdo brasileira. Por exemplo, se o produto consistir de apenas 10% de soja e 90% de
outros ingredientes, mas 1% da soja presente for GM, seria necessario rotuld-lo, mesmo que
em base p/p este contiver menos soja GM que o produto puro acima citado que contém 0,5%

de soja GM.
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A soja RR evento GTS 40-3-2 foi desenvolvida pela Monsanto e confere tolerancia ao
herbicida Roundup cujo componente ativo ¢ o glifosato. O DNA recombinante consiste do
promotor 35S do virus mosaico da couve-flor, um peptideo de transito ao cloroplasto (CTP)
da Petunia hybrida, o gene da 5-eno-piruvilshiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS) que confere
tolerancia ao herbicida ¢ um terminador da nopalina sintase do Agrobacterium tumefaciens

(Padgette et al., 1995; Rott et al., 2004).

A reagdo em cadeia da polimerase ¢ um dos métodos mais comumente utilizados para
deteccdo da presenga de OGMs (Berdal & Holst-Jensen, 2001; Anklam et al., 2002; James et
al., 2003; Taverniers et al., 2004). A nested PCR ¢ utilizada para verificar o produto da PCR
pela amplificagdo de um fragmento interno. Esta abordagem em duas etapas melhora a
seletividade e sensibilidade da reacdo (Zimmermann et al., 1998), permitindo que baixos

niveis de OGM sejam detectados.

Um dos aspectos mais significativos na andlise de OGM ¢ a quantificag@o, pois o limite
maximo permitido de OGM em alimentos esta fixado em 1% (Brasil, 2003). Métodos semi-
quantitativos e quantitativo-competitivos foram propostos com sucesso (Zimmermann et al.,
1998; Studer et al., 1998). Mesmo assim, a aplicacdo da PCR em Tempo Real (RT-PCR)
(Holland et al., 1991; Higuchi et al., 1993; Heid et al., 1996) aumentou significativamente a
precisdo e a confianca na detec¢do e quantificacdo de OGMs em alimentos (Vaitilingom et
al., 1999; Berdal & Holst-Jensen, 2001; Terry & Harris, 2001; Hohne ef al., 2002; Taverniers
et al., 2004; Peano ef al., 2004; Rott et al., 2004; Yoshimura et al., 2005). Em contraste com
as abordagens que analisam o produto final, a PCR em Tempo Real monitora a reagéo
enquanto esta ocorre. Neste tipo de sistema, a reacdo ¢ acoplada a emiss@o de um sinal
fluorescente, que ¢ proporcional a quantidade de produtos de PCR produzidos durante a

reagdo. Pelo registro da quantidade de emissdo fluorescente em cada ciclo, ¢ possivel
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monitorar a reacdo da PCR durante sua fase exponencial. O primeiro aumento da

fluorescéncia corresponde a quantidade inicial de DNA molde. (Vaitilingom et al., 1999).

Os consumidores estdo cada vez mais interessados em dietas e alimentos saudaveis,
especialmente alimentos e ingredientes derivados de soja, devido ao seu papel na prevencgdo
de varias doengas como cardiovasculares, osteoporose e cancer (Anderson et al., 1999;
Bhathena & Velasquez, 2002; Brynin, 2002). Uma vez que a seguranca alimentar refere-se,
também ao direito do consumidor em saber o que ha nos produtos adquiridos, os governos
introduziram legislagdes para rotulagem obrigatoria de alimentos que contém derivados de
OGMs para dar aos seus consumidores o direito de escolha (Pan, 2002). O objetivo deste
trabalho foi monitorar a ocorréncia de soja geneticamente modificada em alimentos derivados

de soja comercializados em Floriandpolis, Brasil, através de PCR qualitativa e quantitativa.

5.2. Materiais e métodos

5.2.1. Amostras

Os 62 produtos derivados de soja foram adquiridos em supermercados de Floriandpolis,
Brasil. Trinta e sete amostras de Proteina Texturizada de Soja (TSP) e vinte e cinco amostras
de Extrato de Soja (PSm) foram analisadas. Materiais de referéncia certificados do IRMM,

Bélgica (0%, 0,1%, 1% e 5% RR), foram utilizados como controles.
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5.2.2. Extracdo de DNA

O DNA foi extraido e purificado de todas as amostras analisadas neste estudo utilizando
um método CTAB (Lipp et al., 1999). As concentragdes de DNA foram estimadas em

espectrofotometro (Hitachi U 2010).

2.3. PCR Qualitativa

O par de iniciadores LECI/LEC2, que amplifica um fragmento de 164 pb do gene da
lectina da soja, foi utilizado para detectar DNA amplificavel de soja (Vollenhofer et al.,
1999). Os pares de iniciadores GMO5/GMO9 ¢ GMO7/GMO8 (Meyer & Jaccaud, 1997)
foram utilizados para a deteccdo de soja RR por nested PCR, amplificando um primeiro
fragmento de 447 pb e um segundo fragmento de 169 pb; os iniciadores GMOS5 e GMO7 sdo
complementares ao promotor CaMV 35S, GMO9 hibridiza-se a seqiiéncia do gene CP4

EPSPS e GMOS a seqiiéncia do CTP. As seqiiéncias dos iniciadores sdo listadas na Tabela 11.

As reacdes de amplificacdo ocorreram em um volume final de 25 PL contendo tampdo de
PCR 1X (20 mM Tris-HCI, pH 8,4, 50 mM KCl), 2,5 mM MgClI2, 0,2 mM de cada dNTP, 0,5
MM de cada iniciador, 1 unidade de Taq DNA polymerase (Invitrogen) e 50 ng de DNA. As
amplificacdes foram realizadas em um termociclador Minicycler™ (MJ Research, Inc.
Watertown, MA) com os seguintes programas: Para os iniciadores LEC1/LEC2: desnaturagao
inicial a 95°C por 12 min seguida de 50 ciclos de 95°C por 1 min, 62°C por 30 s, e 72°C por
30 s; extensdo final a 72°C por 10 min. Para os iniciadores GMOS5/GMQ9: desnaturagio
inicial a 95°C por 3 min seguida de 25 ciclos de 95°C por 30 s, 65°C por 30 s, ¢ 72°C por 40

s; extensdo final a 72°C por 3 min. Apds amplificacdo com os iniciadores GMOS5/GMO9, 2
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ML do produto da PCR foram utilizados como molde na nested PCR com os iniciadores

GMO7/GMOS e as mesmas condi¢des de reacdo por 35 ciclos.

5.2.4. Eletroforese em gel de Agarose

Os produtos da PCR (10 pL da reacdo + 2 pPL tampdo de carga) foram separados por
eletroforese a 400mA e 80V por 50 min em gel de agarose 2,5%, tampao TBE 1X e corados
com brometo de etidio. A visualizacdo das bandas ocorreu em um transiluminador UV e as

imagens foram fotografadas com camera digital (Canon Powershot A70).

5.2.5. PCR Quantitativa

Para PCR quantitativa o Kit TagMan GMO 35S Soy Detection (Applied Byosistems) foi
utilizado no sistema de detecgdo ABI PRISM™ 7500 (Applied Biosystems) de acordo com as
instrugdes do fornecedor. As reagdes foram realizadas com 125 ng de DNA em um volume

final de 50 pL.

5.3. Resultados e Discussao

DNA de TSP e PSm foi extraido e isolado utilizando um método CTAB. Apds eletroforese
em gel agarose, as amostras apresentaram fragmentos de tamanho reduzido, indicando a
degradagdo do DNA (Figura 21). Isto deve-se, provavelmente, a degradacdo do DNA durante
o tratamento térmico (James et al., 2003; Bauer et al., 2003). As concentragdes do DNA
extraido variaram de 68 a 513 ng ml” para TSP e 50 a 353 ng ml" para PSm. A média das

concentragdes de DNA e DOxg0/280 sd0 apresentadas na Tabela 12.
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Sessenta e duas amostras de alimentos derivados de soja foram testadas para a presencga de
DNA de soja RR. Para conferir a presenga de DNA de soja e sua amplificabilidade, o par de
iniciadores especifico para o gene da lectina de soja (lel) LEC1/LEC2 foi utilizado. Todas as
amostras apresentaram sinal positivo de tamanho esperado de 164 pb (Figura 22)
demonstrando que DNA de integridade suficiente pode ser purificado utilizando-se o método
de extracdo descrito. O método CTAB ¢ preferencialmente utilizado no caso de matrizes

alimentares complexas (Olexova et al. 2004; Gryson et al., 2004).

A detecgdo de soja GM foi baseada nas seqiiéncias Unicas encontradas no DNA de soja RR
e ndo em DNA de soja convencional. Todas as amostras com sinal positivo para detec¢do do
gene da lectina foram analisadas para detecgdo especifica de soja RR com os iniciadores
GMOS5/GMOO. Para confirmar a amplifica¢do especifica do fragmento RR, uma nested PCR
foi realizada com os iniciadores GMO7/GMOS. Quarenta amostras apresentaram sinal
positivo para soja RR, um amplicon de 169 pb, confirmando a presenga deste OGM. Para esta
combinagdo de iniciadores, a deteccdo especifica de DNA RR apresentou uma sensibilidade

de 0,01% (Brod et al, em prelo).

Os resultados das andlises qualitativa e quantitativa sdo apresentados na Tabela 13.
Considerando a TSP, vinte e cinco das trinta e sete amostras apresentaram DNA de soja RR
em sua composicao (Figura 23). Em relacdo ao PSm, quinze das vinte e cinco amostras

apresentaram sinal positivo para soja RR (Brod et al, em prelo).

Para determinar o conteido de soja RR nas amostras que apresentaram sinal positivo para
este OGM, estas foram analisadas por RT-PCR utilizando o TagMan® GMO 35S Soy
Detection Kit™ (Applied Byosistems). Em relagio ao PSm, nenhuma amostra apresentou

conteudo de soja RR maior que o limite estabelecido pela legislagao Brasileira (Figura 24).
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Trés das quinze amostras positivas apresentaram contetido de soja RR menor que 0,01%, isto
¢, ndo detectado pela RT-PCR e por esta razdo nao sdo apresentadas na Figura 25. A
sensibilidade da nested PCR obtida em nossos resultados foi de 0,01% (Brod et al, em prelo).

A maior parte das amostras (10) apresentou contetido de soja RR menor que 0,1%.

Sobre as amostras TSP, apenas duas apresentaram contetido de soja RR maior que o
estabelecido pela legislagdo brasileira como contaminagdo ndo intencional, apresentando
valores de 1,70% e 1,20%. Estas deveriam ser rotuladas com “contém transgénico”. Treze das
vinte e cinco amostras apresentaram %RR menor que 0,1% e dez variaram entre 0,12% ¢

0,8%.

Na literatura cientifica, ha poucos artigos que abordam a distribuicdo de alimentos
derivados de soja GM vendidos comercialmente e apenas dois com dados referentes ao Brasil
(Cardarelli et al, 2005; Greiner et al. 2005). El Sanhoty ef al. (2002) investigaram a presenga
de soja RR em uma ampla variedade de amostras comercializadas no mercado Egipcio. Nove
das quarenta amostras apresentaram a presenga de soja transgénica. Em um estudo de triagem
de OGM em vinte e quarto amostras de alimentos do Cairo, Egito, (Oraby et al., 2005), trés

amostras apresentaram um sinal positivo para a presenca do promotor CaMV 358S.

Em um estudo recentemente publicado, Cardarelli ef al. (2005) apresentaram os resultados
de sessenta e seis amostras de alimentos contendo soja. Dezesseis apresentaram um amplicon
positivo para detecg@o especifica de soja RR. Seis das treze amostras de PSm apresentaram
soja RR em sua composi¢do. Uma amostra de TSP foi analisada e seu resultado foi negativo

para este OGM.

Greiner et al. (2005) analisaram 100 amostras de alimentos contendo soja no ano 2000 e

novamente em 2001. Nas amostras analisadas, a soja RR foi encontrada em 13% e 21%,
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respectivamente. Analise quantitativa revelou que em 2000, duas amostras apresentaram
conteudo de soja RR menor que 1%, trés amostras apresentaram entre 1 e 4%, quatro
amostras entre 4 ¢ 10%, e outras quatro amostras apresentaram conteudo maior que 10%. Em
2001 a andlise quantitativa revelou que trés amostras apresentaram contetido RR menor que
1%, cinco amostras entre 1 ¢ 4%, seis amostras entre 4 ¢ 10% e sete amostras contetido maior
que 10%. Em relacdo a presenca de soja RR em alimentos no Brasil, estes sdo os tinicos dados

quantitativos publicados até agora.

Com o Decreto n°® 4.680 de 24 de Abril de 2003, que estabelece diretrizes para a rotulagem
de alimentos e ingredientes que contém organismos geneticamente modificados, nota-se que a
propor¢ao de amostras com valores acima de 1% diminui quando comparada aos dados de
Greiner et al. (2005) que evidenciaram indices acima de 10% de OGM em um periodo em que
a legislacdo ndo permitia valores superiores a 4% (Brasil, 2001). Como resultado, a industria
adaptou-se aos novos padrdes estipulados pela legislacdo vigente, observando as exigéncias

do mercado consumidor.

5.4 Conclusodes

Os resultados apresentados neste estudo confirmam que o protocolo CTAB pode ser
utilizado para extragdo e purificagdo de DNA a partir de Proteina Texturizada de Soja e
Extrato de soja, como uma primeira etapa na analise de OGM. Além disso, a nested PCR
utilizada neste trabalho ¢ igualmente adequada para deteccdo de soja RR neste tipo de

amostra.

Os resultados do presente trabalho confirmam a presenga de soja RR em alimentos

derivados de soja, fato esperado uma vez que a soja GM ¢ cultivada no Brasil desde 2000.
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Tabela 11: Seqiiéncias dos Iniciadores

Iniciador  Regido Alvo Seqiiéncia Amplicon Referéncia
LEC1 Gene Lectina  5'-GTGCTACTGACCAAGGCAAACTCAGCA-3' 164 Vollenhofer
LEC2 Gene Lectina  5'-GAGGGTTTTGGGGTGCCGTTTTCGTCAAC-3' et al, 1999
GMO09 CP4 EPSPS 5'- CATGAAGGACCGGTGGGAGAT -3'
Promotor 447 Meyer &
GMOO05 5'- CCACTGACGTAAGGGATGACG -3' Jaccaud, 1997
CaMV 35S
GMOO08 CTP-EPSPS 5-TGGGGTTTATATGGAAATTGGAA-3' Meyer &
GMoQ7 ~ Fromotor 5-ATCCCACTATCCTTCGCAAGA-3' 169 Jaccaud, 1997
CaMV 358

Tabela 12: Concentragdo de DNA e razdo DOxs0/280

Alimento derivado de soja n [DNA] (ng/uL) DOx60/250
Proteina Texturizada de Soja 37 162+87 2,03+0.2
Extrato de Soja 25 147+76 1,9+0.3

Tabela 13: Resultados das analises qualitativa e quantitativa

Amostras Numero de Numero de amostras Numero de amostras ~ Numero de
amostras analisadas positivas para o gene positivas para amostras que
da lectina deteccdo de soja RR  deveriam ser
rotuladas
Proteina texturizada de Soja 37 37 25 2

Extrato de Soja 25 25 15 0
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Figura 21. Eletroforese em Gel de Agarose do DNA genomico. Canaleta 1: A-DNA/HindIII
(Invitrogen). Canaleta 2: grao de soja, canaletas 3-5: Amostras de Extrato de Soja, canaletas

6-8: Amostras de Proteina Texturizada de Soja.
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Figura 22. Amplificacdo do gene da lectina da soja em amostras de Proteina Texturizada de
Soja e Extrato de Soja. Lane 1: ladder 50 pb (Promega). Lane 2: controle negativo (dgua),
lane 3: controle positivo (DNA de soja), lanes 4 — 12: Amostras de Proteina Texturizada de
Soja, (10 PL por canaleta).
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Figura 23. Detecgdo de soja RR em Proteina Texturizada de Soja por nested PCR. Canaleta
1: ladder 50 pb (Invitrogen); canaleta 2: controle negativo (4gua); canaleta 3: controle positivo
(soja 0,1% RR); canaleta 4: controle negativo (soja 0% RR); canaletas 4-15: Amostras de

Proteina Texturizada de Soja (10 pL por canaleta).
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Figura 24. Determinag@o do contetido de soja RR em amostras de Extrato de Soja por
PCR em Tempo Real utilizando o TagqMan GMO 35SSoy Detection Kit'™ no
termociclador ABI PRISM 7500 (Applied Biosystems).
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Figura 25. Determinacdo do contetido de soja RR em amostras de PTS por PCR em
Tempo Real utilizando o TagMan GMO 35SSoy Detection Kit™ no termociclador ABI
PRISM 7500 (Applied Biosystems).



6. CONSIDERACOES GERAIS

O método de extragdo e purificagdo de DNA utilizado neste estudo mostrou-se
adequado para 99 das 106 amostras analisadas. Além disso, os iniciadores LEC1/LEC2,
GMOS5/GMO0O9 e GMO7/GMOS8 mostraram-se igualmente adequados para a analise

qualitativa de DNA de soja e soja Roundup Ready' ™ nas amostras analisadas.

Os resultados apresentados neste trabalho confirmam a presenga de soja RR em
alimentos derivados de soja, aditivos carneos e produtos carneos processados contendo soja.
De 99 analisadas por nested PCR com iniciadores GMO, 62 amostras apresentaram resultado
positivo. Tais dados sdo esperados, uma vez que a soja GM ¢ encontrada em alimentos

comercializados no Brasil desde o ano 2000.

O protocolo de PCR qualitativa utilizado para deteccdo de soja RR ¢ adequado para
triagem de alimentos contendo soja RR. Somente as amostras com resultado positivo
precisam ser analisadas por PCR em tempo real. A andlise quantitativa de extrato de soja e
proteina texturizada de soja revelou apenas duas amostras de PTS em desacordo com a
legislacdo. Partindo da premissa de que o consumidor tem o direito a informacdo e escolha
assegurado e, portanto, de saber o contetido presente nos alimentos disponiveis no mercado.
Com esse direito assegurado e amparado pelo decreto 4680 que estipula a rotulagem
obrigatoria de alimentos que contenham acima de 1% de OGM, esses dois produtos deveriam

apresentar a inscri¢cdo “contém transgénico” no rétulo.

Diante do aumento na comercializagdo de alimentos contendo OGMs ¢ na tendéncia a
criagdo e/ou aprovacdo de novos eventos de transformagdo, a capacidade de analisar
diferentes eventos em uma Unica etapa torna-se necessaria, bem como a existéncia de métodos

oficiais nao patenteados e livres de royalties.



7. ANEXOS

Sample GMO Ct Reference Ct mean GMO Ct mean Reference Ct ACt mean ACt stdev ACt %GMO
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Tabela 14: Determinacdo do contetido de soja RR em amostras de Extrato de Soja por PCR em tempo real.
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Tabela 15: Determinacdo do contetido de soja RR em amostras de PTS por PCR em tempo real.
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Anadlise de OGM ACt Curva Padrao
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Figura 26: Curva Padréo para determinac@o do contetido de soja RR em amostras de Extrato de Soja e PTS por

PCR em tempo real.
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Figura 27: Curvas de amplificagdo para duas amostras de PTS. As linhas azuis representam as curvas geradas

para o gene de referéncia e as vermelhas representam as curvas geradas para o fragmento transgénico

amplificado.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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