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Resumo:

O milho, um dos alimentos mais importantes no Brasil ¢ um dos maiores focos na pesquisa para
Alimentos Geneticamente Modificados. O consumo desses alimentos estd aumentando, mesmo que
muitas vezes os consumidores ndo estejam cientes disto. Para maior informacao dos consumidores, é
necessaria a deteccdo dos Organismos Geneticamente Modificados (OGM) nos alimentos, a fim de
evitar maiores transtornos como alergias e doengas ndo dignosticads. Para deteccdo de transgénicos,
um dos métodos mais utilizados é a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) onde é feita a ampliagdo
do DNA para visualizagdo da contaminacdo na amostra. Esse método é utilizado também no
diagndstico de doencas hereditarias e HIV. A técnica de PCR é muito utilizada devido a sua rapidez,
sensibilidade e simplicidade, além de ser barata e segura. Devido a necessidade de deteccdo de
transgenia em grdos, com eficiéncia e rapidez, esse trabalho tem como objetivo demonstrar a
importéncia e eficacia do método de PCR na deteccdo de Organismos Geneticamente
Modificados em gréos, principalmente no milho.
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Use of PCR for diagnosis of Genetically Modified Organisms

Abstract

Corn , one of the most important foods in Brazil is a major focus in research for Genetically Modified
Foods . The consumption of these foods is increasing , even though consumers often are not aware of
this. For most consumer information is required detection of Genetically Modified Organisms (
GMOs) in food , in order to avoid further problems such as allergies and diseases not dignosticads .
For detection of GMOs , one of the most used methods is the Polymerase Chain Reaction ( PCR )
which was enlarged for visualization of DNA contamination in the sample . This method is also used
in the diagnosis of hereditary diseases and HIV. The PCR technique is widely used because of its
speed, sensitivity and simplicity , as well as being cheap and safe . Due to the need for detection of
transgenic grains , rapidly and efficiently , this study aims to demonstrate the relevance and
effectiveness of the PCR method for detection of Genetically Modified Organisms in grains , mainly
corn.
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1.Introducéo

O milho (Zea mays L.) é considerado uma hortalica que é utilizada para alimentacao
humana na forma de fubd, farinha de milho, amido e quirera, norlamente utilizados para
fabricacéo de bolos, sorvetes e outros alimentos. (BRASIL, 2011)
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A producéo de milho tem crescido em todo territério nacional nos ultimos anos, sendo
visto como promissor, incentivando outros produtores a migrar para o negocio. O que vem
também estimulando os produtores € o aumento na demanda do produto no mercado.
(BRASIL, 2011)

Segunda pesquisa do USDA (United States Department of Agriculture), o consumo
mundial vem crescendo desde 2005 até 2012, onde passou de 688,15 a 880,59 milhdes de
toneladas de milho, e o Brasil apresentou um crescimento de 35,0 para 73,0 milhdes de
toneladas, destacando-se em quarto lugar. (FARSUL, 2012)

O milho é uma excelente fonte de energia, devido ao seu valor nutricional onde
predominam carboidratos e lipideos. O 6leo contido no gérmen do milho obtém uma
composicao de acidos graxos, principalmente o0 dmega 6 que € de grande importancia , para a
prevencédo de doencas cardiovasculares e combate ao colesterol. (PAES, 2006)

2. Milho e seus derivados

O milho é um dos cereais mais consumidos e cultivados em todos 0s continentes, pela
sua facilidade no plantio e colheita, sendo originario da América espalhando-se por todas as
outras regides. Atualmente ha aproximadamente 150 espécies de milho, sendo diferenciadas
pela cor e formato dos graos. (ABIMILHO, 2012)

Possui alto valor nutritivo pelo fato de que na sua industrializacdo € mantida a casca
que é uma grande fonte de fibras que é fundamental para a eliminacdo de toxinas no
organismo humano. (ABIMILHO, 2012)

O milho é uma importante fonte de energia, proteina, gordura e fibra, chamando
atencdo das industrias alimenticias. Ha varios processos para obtencdo de produtos derivados
do milho como o fubj, canjica e farinha de milho. (GERALDI, 2012)

De acordo com Camargo (1984) a industria de derivados do milho tem no seu
processo de fabricacdo inUmeras operagdes, as quais estdo demonstradas na figura abaixo:

Milho » Limpeza » Moagem » Peneiragem

Desgerminador Embalagem
Brunidores Fuba
Embalagem » Canjica Fuba

Fonte: Tecnologia dos Produtos agropecuarios
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2.1 Fubd Comum

Fuba é o produto feito através do milho amarelo e obtido por moagem do milho
integral. O milho é conduzido para a limpeza onde por meio de peneiras e ventiladores, as
sujidades e impurezas sao retiradas. (CAMARGO, 1984)

Segundo Camargo (1984) ap0s a retirada das impurezas, 0s grdos vao para 0 moinho,
normalmente de martelo, onde os gréos serdo quebrados e passam por uma peneira, ja sendo
transferidos para a embalagem. Como o fuba foi gerado atraves de milhos integrais moidos, a
sua composicdo é a mesma do milho.

2.2 Canjica

A canjica é um produto obtido através da separacdo da casca e do germe do milho.
Apos a limpeza do milho, ele é colocado em canjiqueiras que sdo maquinas degerminadoras
que fazem o despeliculamento (retirada da casca) e a desgerminacdo (retirada do gérmen).
(CAMARGO, 1984)

A desgerminadeira fraciona o milho em canjica e farelo de germe. O grdo de milho é
previamente umedecido, a caixa alimentadora da desgerminadeira funciona como um silo
pulméo e apds o farelo € seco. (GERALDI, 2012)

O material cai numa peneira que retém a canjica e deixa passar o farelo que é
constituido de germe e casca. A canjica € polida nos brunidores e embalada. Na canjica ha
aproximadamente 72,5% de carboidrato, 12% de umidade, 9% de proteina, 5% de lipideos,
1% de fibra e 0,5% de cinza. (CAMARGO, 1984)

Segundo o0 MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento), a canjica é
classificada segundo o tamanho, presenca de tegumento, coloracdo e qualidade. (ARAUJO,
et, 2009)

2.3 Fuba Mimoso

O fub& mimoso é obtido através da moagem da canjica. A diferenca do fuba mimoso e
do fubd comum é a granulacdo, onde para o fuba mimoso ela é mais fina. Isso ocorre pelo fato
de que a casca e 0 gérmen ja nao estdao mais presentes. (CAMARGO, 1984)

A composicéo do fubd mimoso € constituida basicamente de amido, pois os lipideos,
proteinas e fibras foram descartados no processamento. Isso favorece no seu tempo de vida
util, pois ndo ira rancar, uma vez que os lipideos sao poucos. (CAMARGO, 1984)

2.4 Farinha de milho

A farinha de milho inicia-se com o processo da canjica, onde é feita a maceracgao para
amolecer os grdos. A seguir os grdos sao lavados e moidos em moinhos de pedra ou moinhos
de disco. A massa obtida desse processo passa por uma peneira para separar 0S gumos e ap0os
séo levadas para os fornos de alvenaria para secagem. (CAMARGO, 1984)

ApoOs a etapa da torragdo, tem o abiscoitamento da farinha, onde os beijus s&o
formados. Depois do resfriamento o produto é armazenado nas embalagens. A cor da farinha
s0 ira depender da cor do milho que foi usado no processo, podendo ser o milho amarelo ou
branco. (CAMARGO, 1984)
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Milho » Desgerminadores » Canijica » Maceracéo

» Lavagem » Moagem » Peneiragem » Torracdo
* Abiscoitamento » Esfriamento ]» Embalagem » l Farinhadel
milho

Fonte: Tecnologia dos Produtos agropecuarios

3. Milho Geneticamente Modificados

Organismos Geneticamente Modificados (OGM) podem ser definidos como uma
entidade biolégica em que o material genético foi alterado, de uma maneira em que a natureza
é incapaz de reproduzir. Essa técnica permite que genes individuais sejam transferidos de um
organismo para outro, criando plantas geneticamente modificadas. Essa tecnologia esta sendo
utilizada para maior protecdo das plantas, onde os cddigos genéticos transferidos sdo
resistentes a pragas, insetos, virus e herbicidas. (MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2013)

A rotulagem dos alimentos transgénicos € obrigatoria em varios paises, principalmente
0s europeus. (ZIMMERMANN, 2000)

Segundo a Legislacdo Brasileira (2003) para a comercializacdo de qualquer produto ou
ingrediente que contenha mais de um por cento de organismos geneticamente modificados em
sua composicdo devem informar a natureza do mesmo.

Para a informacdo da presenga de Organismos Geneticamente Modificados deve
conter nas embalagens o simbolo transgénico que é apresentado na forma de um T inserido
em um tridngulo equildtero amarelo. (ANVISA, 2003)

A rotulagem é de grande importancia pelo fato de que atualmente a producédo de gréos
geneticamente modificados no Brasil, atinge exatos 58,24% segundo pesquisa do IBGE. No
Parana, a producdo de milho transgénico chega a 90,9%. (ABRASEM, 2013)

Segundo Carneiro (2013), o milho tem sido alvo de muitas pesquisas para
manipulacdo genética. A EMBRAPA, por exemplo, desenvolveu técnicas de melhoramento
genético de biologia molecular, com o objetivo de produzir novas linhagens de milho
melhoradas nutricionalmente.

De acordo com Guertler (2010), o cultivo global de milho transgénico chegou a 41,1
milhGes de hectares em 2009, sendo caracterizado pela maior resisténcia a insetos e pragas e
tolerancia a herbicidas.

As pesquisas estdo caminhando para um milho adaptado ao clima temperado, portanto,
a tecnologia esta seguindo para a producdo de linhagens de milho transgénica adaptada ao
clima tropical e subtropical. (CARNEIRO, 2013)

Houve um significativo aumento na producdo de transgénicos, como na safra de
2012/13, estdo sendo disponibilizadas cerca de 260 cultivares convencionais de milho e 216
cultivares transgénicos para o controle de lagartas. (CRUZ, 2013)

Uma das bactérias mais utilizadas no milho transgénico é Bacillus thuringiensis. O
milho transgénico com atividade inseticida é conhecido como milho Bt, pois ele é
transformado por uma toxina isolada da bactéria Bacillus thuringiensis (Bt). A toxina
produzida por essa bactéria age como inseticida especificamente para larvas de alguns insetos.
(MENDES, 2009)
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Essa bactéria é gram positiva e ocorre naturalmente em diversos habitats como o solo,
residuos de gréos, poeira, agua, matéria vegetal e insetos. (CARNEIRO, 2009)

A evolucdo do uso de milho Bt nos transgénicos € acelerada. Apesar de sua recente
liberagdo para utilizacdo nas lavouras comerciais, 0 milho Bt é conhecido pelo agricultor
brasileiro desde seu langcamento nos Estados Unidos por volta de 1998. (DUARTE, 2009)

3.1 Beneficios e Maleficios

N&o se sabe ao certo os pds e contras da utilizacdo de organismos geneticamente
modificados na alimentacao.

A transgenia vem sendo uma das tecnologias mais usadas para conseguir uma
producdo maior de grdos e com as mesmas propriedades nutricionais. 1sso s é possivel pelo
fato de que os alimentos transgénicos possuem uma caracteristica em que ha uma maior
protecdo da planta em relagdo aos fungos, herbicidas e virus, mantendo as caracteristicas
nutricionais e sensoriais dos alimentos. (PURCINO, 2009)

Outro beneficio visando a conservacgdo e preservacdo do ambiente é a diminuicdo do
uso de agrotoxicos, levando em consideracdo que o gene da planta tem caracteristicas que as
protege de pragas e fungos. (PURCINO, 2009)

E necessaria fazer novas pesquisas sobre a seguranca alimentar dos produtos que
contenham organismos geneticamente modificados, mas de acordo com informagoes
cientificas qualificadas referentes ao milho geneticamente modificado, ndo foi identificado
qualquer efeito prejudicial a saide humana. (EMBRAPA, 2007)

De acordo com alguns experimentos sobre 0s riscos potenciais da utilizacdo de
transgénicos na industria e agricultura, podem surgir problemas em sua aplicacdo em longo
prazo. (FRAGOSO, 2008)

Os maiores maleficios citados pelo Greenpeace (2004) é a contaminagdo genética
ocasionada pelo cruzamento de OGMs e plantas convencionais, o surgimento de superpragas
que s&o resistentes a herbicidas e com isso 0 aumento da utilizagdo de herbicidas.

Em relacdo a salde humana, o que se sabe € que o0s transgénicos tem causado um
aumento de casos de alergia, principalmente em criancas. Outro ponto € o aumento da
resisténcia a antibioticos e a producdo de substancias toxicas e carcinogénicas ao homem,
(GREENPEACE, 2004)

3.2 Rotulagem de Alimentos Transgénicos

Estima-se que 70% dos alimentos ingeridos pelos consumidores € geneticamente
modificados, porém, o consumidor ndo é ciente disto, pois normalmente esses alimentos ndo
sdo rotulados informando ao publico a distin¢do genética. (HELM, 2007)

A grande comercializagdo de alimentos geneticamente modificados tem levado a
rotulacdo desses produtos para proteger os consumidores, que é um direito prescrito na
Legislagdo: Decreto n° 4.680, de 24 de abril de 2003 - Regulamenta o direito & informacéo,
guanto aos alimentos e ingredientes alimentares destinados ao consumo humano ou animal
que contenham ou sejam produzidos a partir de organismos geneticamente modificados, sem
prejuizo do cumprimento das demais normas aplicaveis. (WU, 2009)

Segundo essa mesma Legislacdo o consumidor devera ser informado sobre a espécie
doadora do gene no local da identificagdo dos ingredientes. Aos alimentos e ingredientes que
ndo contenham nem sejam produzidos a partir de organismos geneticamente modificados que
tenham produtos similares e transgénicos no mercado brasileiro sera facultada a rotulagem
“livre de transgénicos”. (ANVISA, 2003)
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4. Deteccdo de Transgénicos da Industria

A deteccdo da presenca de organismos geneticamente modificados é de extrema
importancia no mundo inteiro, pois existe um limite para a presenca desses organismos em m
produto final, e as pessoas tem o direito de saber o que consomem. (SANTILIANO, 2010)

Um dos métodos mais utilizados para a deteccdo de Organismos Geneticamente
Modificados é a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). (ZIMMERMANN, 2000)

Os métodos para deteccdo de OGM sdo baseados na reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), em virtude da alta estabilidade da molécula ADN e capacidade da sua amplificagdo a
partir de materiais processados. (WU, 2009)

Alguns métodos vém sendo estudados para posterior execugdo como um
desenvolvimento da Universidade Federal de Vigosa, que também tem como base a reacdo em
cadeira da polimerase, mas o processo deve ser mais rapido e especifico. Como por exemplo,
0 espectrometro de massas tira uma fotografia dos extratos de isoflavonas, tornando a
comparacdo entre o0s tipos de soja (transgénica ou convencional) mais precisa.
(SANTILIANO, 2010)

Um método simples e barato é criado pela Embrapa Hortalicas, porém, o resultado sai
somente em cinco dias. Numa mistura de agua e glifosato (herbicida utilizado nas lavouras)
em um tubo de ensaio, uma semente de soja, por exemplo, é colocada e permanecida por
cinco dias. Apoés esse periodo, se a soja desenvolver raizes, significa que possui modificacdo
transgénica. (SANTILIANO, 2010)

4.1 Método de PCR

A reacdo de polimerizacdo em cadeia € uma técnica que permite a amplificacdo do
DNA utilizando de uma reacdo enzimatica catalisada por uma enzima termoestavel que é a
polimerase. (RESENDE, 2013)

Essa técnica ocorre em trés etapas, onde a primeira é a desnaturacdo que consiste na
separacdo da dupla- fita de DNA para sua posterior amplificacdo, a segunda etapa € a
hibridizacdo que é a ligacdo do primer com o DNA a ser amplificado e a terceira etapa é a
extensdo onde ocorre a polimerizacdo. (RESENDE 2013)

O método de PCR inicia-se em um processo qualitativo, onde as amostras do DNA séo
extraidas do material a ser analisado e sdo amplificadas. No processo de amplificacdo, as
amostras recebem outros segmentos de DNA como os “primers” que se ligam as sequencias
transgénicas ja conhecidas. (SANTILIANO, 2010)

A eletroforese € um processo em que a corrente elétrica separa as espécies carregadas
eletricamente, havendo a separacdo dos fragmentos. O DNA ¢é carregado negativamente,
migrando para o polo positivo. (ZAGO, 2013)

No termociclador, um aparelho de PCR que é feita a amplificacdo do DNA para
analise da presenca de DNA modificado na amostra. (RESENDE, 2013)

Quando a partir da ampliacdo é detectada uma contaminacéo, sdo realizados o0s testes
quantitativos, utilizando técnicas aceitas internacionalmente. Essas técnicas determinam o
percentual de contaminacdo existente na amostra que foi submetida a anélise.
(SANTILIANO, 2010)

Essa metodologia é bastante sensivel, podendo identificar material transgénico em
uma amostra onde ele se encontrada em apenas 0,1% do alimento. (SANTILIANO, 2010)

4.2 Aplicagéo do Método de PCR
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Smith (2007) em seu estudo aplicou a técnica de PCR para avaliar e comparar a
qualidade relativa do DNA em amostras de farinha de milho e amido de milho, utilizando
métodos de extracdo diferentes como Nucleospin, Qiagen, Wizard, CTAB e Kingfisher.

O DNA foi extraido a partir de 2g de cada amostra e em seguida foi feita a
quantificacdo do DNA para evitar a interferéncia de outras substancias na analise. Concluiu-se
que todos os métodos realizados garantiram a qualidade na recuperacdo do DNA amplificavel.
(SMITH, 2007)

Wu (2009) utilizou o método de PCR para detectar a quantidade de Topas, uma
espécie de canola tolerante a herbicidas. O DNA foi extraido e purificado. As concentracdes
de DNA foram estimadas com um espectrofotdmetro e posteriormente verificadas por
eletroforese em gel de agarose. As amplificacbes de PCR foram efetuadas em um
termociclador.

Os resultados esperados foram obtidos, embora a adequacdo desse métodos para tal
andlise precisa de validacdo de outros laboratérios para estabelecer a confiabilidade e
reprodutibilidade da analise. (WU, 2009)

Além do mapeamento genético, existem inumeras aplicacdes para a PCR: é usado no
diagnostico médico, deteccdo de doencas hereditarias, clonagem de genes, testes de
paternidade, identificagdo de “impressoes digitais”, deteccao de polimorfismos. (CARRAPA,
2005)

E uma metodologia bastante utilizada para a detecgdo do virus HIV, pois consegue
detectar nas primeiras semanas ap6s a infeccdo e obtém-se um resultado mais rapidamente
que outros métodos utilizados. (CARRAPA, 2005)

4.3. Vantagens do método de PCR

Essa técnica € muito utilizada, pois ela é simples, rigorosa, consistem em uma alta
sensibilidade e especificidade. E uma técnica rapida, barata e segura. (CARRAPA, 2005)

Suas maiores vantagem sdo a velocidade e facilidade de utilizagéo, sua sensibilidade
pois funciona com quantidades minimas de DNA e robustez onde permite a amplificacdo de
materiais degradados. (ZAGO, 2013)

5. Conclusao:

A utilizacdo do método PCR é importante e eficaz na deteccdo de Organismos
Geneticamente Modificados. Com essa metodologia é possivel verificar a contaminagdo no
DNA, possibilitando a industria e ao produtor informarem nas embalagens de seus produtos a
presenca de transgénicos, além de ser um método rapido e seguro, aumentando o interesse das
industrias pelo mesmo.
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