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Resumo

Com os avancos tecnoldgico e cientifico no campo da genética foi possivel romper barreiras, especialmente,
na area agricola por meio do melhoramento genético permitindo a transferéncia de caracteristicas de
interesse agronomico entre espécies que originaram os transgénicos. Dentre os alimentos transgénicos, a
soja, uma planta rica em proteinas teve um aumento significativo de sua 4rea plantada em nivel mundial e
vem ganhando cada vez mais destaque no cenario brasileiro devido aos inimeros beneficios nutricionais a
saude humana de seu consumo e derivados. Assim, o presente trabalho teve como objetivo detectar a
presenca do promotor 35S em alimentos processados com soja transgénica por meio de técnicas moleculares
e avaliar a qualidade sanitaria dos alimentos usando analise microbiolégica. Os resultados obtidos mostraram
que as amostras analisadas apresentaram quantidade significativa de DNA (acima de 5,0nm/pL), embora de
baixa qualidade. Para a analise de PCR (Polymerase Chain Reaction), observou-se tragos transgénicos somente
no controle positivo, enquanto na analise microbiolégica nio foram observadas alteragdes nas amostras
analisadas. Os resultados apresentados confirmaram a presenga do gene transgénico somente na semente
de soja geneticamente modificada. Nos alimentos analisados, que apresentavam em sua embalagem o
simbolo transgénico, ndo foram encontrados tracos transgénicos. Dessa forma, valida-se a qualidade ¢ a
seguranca desses alimentos para a saide humana. As técnicas moleculares e microbiolégicas utilizadas foram
precisas e adequadas para este tipo de andlise.

Palavras-chave: Soja, OGM (Organismo Geneticamente Modificado), PCR.

Abstract

With the technological and scientific advances in the field of genetics it was possible to break down barriers,
especially in the agricultural area through genetic improvement allowing the transfer of characteristics of
agronomic interest among species that originated transgenics. Among transgenic foods, soybeans, a plant
rich in proteins, have significantly increased their area planted worldwide and have been gaining more
prominence in the Brazilian scenario due to the innumerable nutritional benefits to human health of their
consumption and derivatives. Thus, the present work aimed to detect the presence of the 35S promoter in
foods processed with transgenic soybean using molecular techniques and to evaluate the sanitary quality of
the food using microbiological analysis. The results showed that the analyzed samples presented a significant
amount of DNA (above 5.0nm / pL), but of low quality. For PCR analysis (Polymerase Chain Reaction),
transgenic traits were observed only in the positive control. And in the microbiological analysis, no changes
were observed in the analyzed samples. In the present work, the presented results confirmed the presence
of the transgenic gene only in genetically modified soybean. In the analyzed foods, which had the transgenic
symbol in their packaging, no transgenic traits were found. In this way, the quality and safety of these foods
is validated for human health. The molecular and microbiological techniques used were accurate and
adequate for this type of analysis.

Key-words: Soybean, GMO (Genetically Modified Organism); PCR.
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Resumen

Con los avances tecnologicos y cientificos en el campo de la genética fue posible romper barreras,
especialmente, en el 4rea agricola por medio del mejoramiento genético permitiendo la transferencia de
caracteristicas de interés agronémico entre especies que originaron los transgénicos. Entre los alimentos
transgénicos, la soja, una planta rica en proteinas tuvo un aumento significativo de su area plantada a nivel
mundial y vienen ganando cada vez mas destaque en el escenario brasilefio debido a los innumerables
beneficios nutricionales a la salud humana de su consumo y derivados. Asi, el presente trabajo tuvo como
objetivo detectar la presencia del promotor 35S en alimentos procesados con soja transgénica por medio de
técnicas moleculares y evaluar la calidad sanitaria de los alimentos usando analisis microbiolégico. Los
resultados obtenidos mostraron que las muestras analizadas presentaron una cantidad significativa de DNA
(por encima de 5,0 nm / pl), pero de baja calidad. Para el analisis de PCR (Polymerase Chain Reaction), se
observaron rasgos transgénicos solamente en el control positivo. En el analisis microbiolégico, no se
observaron cambios en las muestras analizadas. En el presente trabajo, los resultados presentados
confirmaron la presencia del gen transgénico solamente en la semilla de soja modificada genéticamente. En
los alimentos analizados, que presentaban en su embalaje el simbolo transgénico, no se encontraron trazos
transgénicos. De esta forma, se valida la calidad y la seguridad de esos alimentos para la salud humana. Las
técnicas moleculares y microbiologicas, utilizadas fueron precisas y adecuadas para este tipo de analisis.

Palabras clave: Soja, OGM (Organismo Geneticamente Modificado), PCR.
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INTRODUCAO

O termo transgenia representa uma evolucao do melhoramento genético convencional, que
permite transferir caracteristicas de interesse agrondmico entre espécies diferentes. Isso acaba
mostrando a importancia desta tecnologia que permite aos cientistas isolarem genes de
microrganismos, por exemplo, e transferi-los para plantas, com o objetivo de torna-las resistentes
a doengas e a a¢Oes indesejadas de pragas ou fortalecer a planta deixando-as mais nutritivas, entre
outras inimeras aplicagoes, estabelecendo o desenvolvimento sustentavel e controle dos recursos
naturais. Essa alteracdo no DNA permite expressao de caracteristica que nao inexistente
anteriormente. Na natureza, alteragoes ou mutagoes naturais acontecem e esses genes que contém
essas caracteristicas acabam definindo o organismo ao receber um outro gene de outro organismo,
como por exemplo, transformar um vegetal mais resistente a pragas ou deixa-lo mais nutritivo
(EMBRAPA, 2018). Portanto, pode-se entender que transgénico é um organismo que possui uma
sequéncia de DNA (ou parte do DNA) de outro organismo, que pode ser de uma outra espécie
diferente. Ja um OGM ¢ um organismo que foi modificado geneticamente, que pode receber o
gene transgénico de outro organismo ou ele pode possuir esse gene naturalmente. Portanto, um
organismo transgénico foi submetido a técnica especifica de inser¢ao de um trecho de DNA de
outra espécie. Assim, o transgenico é um tipo de OGM, mas nem todo OGM ¢é um transgénico
(EMBRAPA, 2018).

Com o avanco dessas técnicas de manipulagao de genes e a eficiéncia que elas possuem,
empresas viram potencial e comegaram a investir em técnicas da engenharia genética, pois elas
mostram os principais beneficios que seria a diminui¢ao dos impactos do homem sobre a natureza,
e as lavouras transgénicas, apresentando uma seguranga para o meio ambiente e para a sociedade,
oferecendo beneficios em relacio as lavouras convencionais, substituindo técnicas convencionais
como o preparo da terra, plantio e colheita por técnicas avancadas (GAVIOL; NUNES, 2015).
Plantas transgénicas que estio disponiveis no mercado reduzem a necessidade de aplicacio de
defensivos agricolas para combater as pragas, com isso colaboram a diminuir o gasto de agua na
preparacao do agro defensivo e reduzir uso de combustiveis em maquinas utilizadas na lavoura.
Assim as lavouras acabam se tornando mais produtivas e acabam contribuindo na reducio de
plantio em novas areas (EMBRAPA, 2018).

Alimentos transgénicos tém ganhado bastante destaque no cenario brasileiro cada vez mais
por conta da soja, milho e algodao. Por influenciarem na satde, na economia, na politica, na cultura
e no meio ambiente como um todo, no entanto, a soja é a principal fonte de especulagoes e

questionamentos, pois esta em alta nos processos produtivos e mercado consumidor (HIRAKURI;
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LAZZAROTTO, 2010). A producio de soja no Brasil é destaque nacional e internacional,
concorrendo com grandes paises como Estados Unidos, Argentina e China. A maior parte da soja
produzida atualmente apresenta modificacio genética, e os seus derivados mais relevantes sio:
graos, farelos e 6leos. Com base nas verificacdes iniciais, ¢ notorio o valor da soja brasileira partindo
da avalia¢ao de fatores micro e macroeconémicos que circundam a producio da oleaginosa nos
contextos mundial e nacional (HIRAKURI; LAZZAROTTO, 2010). O agronegocio brasileiro é
responsavel por 23,5% do Produto Interno Bruto (PIB), segundo dados da Confederagao Nacional
da Agricultura (CNA) de 2017, portanto o complexo da soja tem sido de extrema importancia para
a economia brasileira.

A soja (Ghycine Max), é uma planta da familia Fabaceae e hoje é cultivada mundo afora,
principalmente na China que é seu pais de origem. E importante ressaltar que sua agricultura
duplicou a area de cultivo devido a expansao do setor produtivo e do crescimento mundial, seu
grao contém de 18% a 20% de 6leo e o farelo representa 79% (tem teor de proteina de 45%)
(AGEITEC, 2019). O grao apresenta formato arredondado e cor amarela, da mesma familia do
fefjao e é riquissima em proteinas vegetais, com um perfil de aminoacidos de boa qualidade, apesar
do teor reduzido de aminoacidos sulfurados, metionina e cistina. Por outro lado, possui alto teor
de lisina, aminoacido limitante nos cereais (UFRGS, 2018).

A soja apresenta vitaminas do complexo B, com excecao da vitamina B12. Quando esta na
fase madura, contém as vitaminas E e K, mas nao a D e quando esta verde, apresenta bons teores
de 4cido ascorbico e B-caroteno. Além disso, a soja apresenta importantes fontes anti-nutricionais,
tais como anti-tripsina, sendo encontrada no estado natural (crua) que inibe a absorcdo das
proteinas. Apds passar por um tratamento térmico amplia seu valor nutricional e inativa os fatores
anti-nutricionais. Pode-se dizer que ¢ considerada uma fonte de proteina completa, apresentando
importantes aminoacidos essenciais para o organismo que devem ser adquiridos por fontes
externas, por causa de sua inabilidade para sintetiza-los (UFRGS, 2018). A soja é também conhecida
pot possuir isoflavona (fito estrogeno), que auxilia a aliviar os sintomas relacionados a menopausa
e climatério. O consumo da mesma, seria uma alternativa natural a terapia de reposi¢ao hormonal;
onde colabora a reduzir propensio a osteoporose; além de ajudar diminuir os niveis de colesterol
total e LDL (“colesterol ruim”), e eleva os niveis de HDL (“colesterol bom™), onde colabora a
reduzir a incidéncia e o risco de determinados tipos de cancer, principalmente os hormoénio-
dependentes (GOES-FAVONI et al., 2004).

Abrangendo todos os topicos citados, o presente trabalho teve como objetivo detectar, por
meio de técnicas moleculares, tracos transgénicos em produtos derivados de soja a partir da

extragao de DNA e posterior utilizacdao da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction). A qualidade
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dos produtos industrializados derivados de soja também foi avaliada por meio de analises

microbiolégicas, buscando pela presenca de coliformes.

1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A soja, além de ser a principal cultura do agronegdcio nacional e o principal grao cultivado
no Brasil, vem se expandindo em diversas areas, superando os demais graos e cultivos da agricultura
brasileira como a cana-de-agticar (CONAB, 2018). Com esta grande expansiao no mercado agricola,
a soja tem sido amplamente comercializada e distribuida interna e externamente, atraindo diversas
empresas para este agronegocio, devido a alta demanda no mercado, que é promissora por conta
da matéria prima e os seus produtos derivados como o farelo e dleo. Por conta das condi¢oes
climaticas o Brasil, tem a expectativa de superar os Estados Unidos, em producao cultivada de soja,
permitindo-o se tornar o principal produtor do grio (HIRAKURI et al., 2018).

A biotecnologia ¢é, hoje, uma ciéncia essencial para disposi¢ao da area de pesquisa e para o
pesquisador. Estd em plena expansao e tem muito a contribuir para a sociedade do futuro. As novas
descobertas na area consistirdo importante material para diversas aplicagdes. Apresenta solugoes
para o futuro em relacio aos problemas da alimentacio humana, pois com seu grande avango na
produgao anual dos alimentos pode-se aumentar consideravelmente e satisfazer as necessidades da
populacio, e os produtos alimenticios acabam sendo mais economicos e com melhor qualidade
(OMS, 2008). Sendo assim a melhoria genética dos alimentos apresenta solu¢Oes para evitar
cenarios de fome por todo o mundo, situando que os alimentos transgénicos podem ser mais
nutritivos, mais resistentes a pragas e ter maior adaptagao em solos pobres em nutrientes do que
os convencionais (THIEMAN; PALLADINO, 2004).

A agricultura tem alcancado nao somente aumentar a produtividade dos alimentos, mas
reduzir, ou mesmo eliminar, danos a0 meio ambiente. O aprimoramento de técnicas agricolas esta
aumentando a produtividade, melhorando a fertilidade do solo e protegendo o meio ambiente.
Porém, deve-se considerar que o potencial produtivo e o melhoramento de plantas sao
considerados uma nova tecnologia para a obtenc¢ao de outras variedades melhoradas (THIEMAN;
PALLADINO, 2004). Nesse contexto, a transgenia tem grande potencial considerando a
variabilidade existente e disponivel de seres vivos. Sendo assim, quando uma caracteristica desejavel
nao ¢é encontrada no genoma da espécie de interesse, mas o gene responsavel por essa caracteristica
¢ identificado em outra espécie, o gene pode ser transferido para a espécie a ser melhorada. Isso ¢é
possivel porque o codigo genético ¢ universal, ou seja, ¢ 0 mesmo para todos os seres vivos

(PATERNIANT, 2001).
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A técnica de reagao em cadeia da polimerase (PCR) possui um desenvolvimento acelerado

nos estudos de sequéncias de acidos nucléicos (Molina; Tobo, 2004) e por meio de diversas etapas

de variacdo de temperatura, a duplicagdao de cadeias de DNA 7z vitro. A reagao tem como objetivo

amplificar o DNA onde envolve o emprego dos quatro nucleotideos (ANTP’s do DNA);

sequéncias iniciadoras que seriam os primers e uma DNA polimerase termoestavel, possibilitando

a obtenc¢ao de varias copias de uma sequéncia especifica de acido nucléico, a partir da fita molde.

Desde o inicio da utilizagao da técnica de PCR, o avango na area de genética molecular vem se
revolucionado cada vez mais (MOLINA; TOBO, 2004).

O conceito de qualidade principalmente em alimentos tem evoluido cada vez mais por

conta das principais formas de contaminacdo, dentre as quais destacam-se a manipulagio e a

conservagao inadequadas dos alimentos (FRANCESCATO et al., 2002). Com a moderniza¢ao na

ciéncia, métodos uteis surgiram a partir da década de 70, consequentemente, tendo a necessidade

de se reduzir o tempo necessario para a obtencao de resultados e produtividade laboratorial, além

de simplificar o trabalho e a reducao de custos. Por isso os métodos de analise de alimentos sao

usados na maioria dos laboratérios em diversos paises (CUNHA, 2006). As técnicas de analise, em

relagao a qualidade microbiolégica sio de extrema importancia além de ser valida e reconhecida

(PRIETO et al., 2008).

2 METODOLOGIA

As analises moleculares e microbiolégicas deste presente trabalho foram realizadas no
Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA), no Laboratério de Biologia Celular e Molecular

Utilizou-se metodologia simples e rapida de extragao de DNA genomico da semente de
soja, como descrito por Edwards; Johnstone e Thompson. (1991). Sementes da soja transgénica e
convencional foram coletadas para a extragao do DNA, conforme protocolo adaptado.

Ap6s a coleta do material, o mesmo foi colocado em béquer com agua ultrapura milli-Q
autoclavada (para facilitar a maceragao do mesmo), em seguida o material (sementes) foi macerado
em cadinho usando pistilo de porcelana e nitrogénio liquido até obtengao de um p6 (observagao:
nunca deixar o material descongelar). Apds este processo foram transferidos 50 mg da amostra
macerada para tubo Eppendorf de 1,5 mL, e adicionados 300 uL. de tampao de Extragao (200 mM
Tris-HCI pH = 7,5; 200 mM NaCl; 25mM EDTA), colocando-o para homogeneizar em agitador
tipo vortex por 30 segundos. Em seguida foi adicionado 10 pL. de SDS 10%, e levado para
centrifugar a 10.000g por 3 min a temperatura ambiente.

Posteriormente, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e adicionado o mesmo

volume de isopropanol e o tubo foi invertido 5 vezes, suavemente, levando-o para incubagao a
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temperatura ambiente por 5 min, e em seguida foi centrifugado a 10.000g por 10 min a temperatura

ambiente. Apos essa etapa, o sobrenadante foi descartado e foram adicionados 500 pLL de etanol

70% gelado, e novamente centrifugado 10.000g por 5 min em temperatura ambiente. O

sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco em temperatura ambiente por 30 min. Em

seguida, colocando entre 50-75 uL de Tris-RNase, e levado para incuba¢io do DNA a 37°C por
30 min, ap6s foi mantido em freezer a -20°C até o uso.

O kit que foi utilizado para a extragao de DNA dos alimentos é o Wizard® Magnetic DNA
Purification System for Food, o qual é comumente utilizado para a extra¢ao e purificagaio de DNA
de amostras de varios tipos de alimentos, incluindo os processados, de forma que o DNA extraido
pode ser utilizado para deteccdo de tragos transgénicos em alimentos. Os alimentos derivados de
soja analisados foram hamburguer de tofu; suco a base de soja nao transgénica; bolacha com base
de tracos de soja transgénica e bolacha com base de tracos de soja nao transgénica.

Foram pesados 200 mg da amostra de alimento e transferidos para um tubo de 2 ml, assim
foram adicionados 500 uL de Lysis Buffer A e 5 pL. de RNase. Em seguida foi levado ao agitador
tipo vortex por alguns segundos, adicionando posteriormente 250 ul. de Lysis Buffer B, sendo
novamente agitado em vortex por 15 segundos. Apds esse processo a amostra foi incubada em
temperatura ambiente (22-25 °C) por 10 minutos. Passado este tempo foi adicionado 750 uL de
Precipitation Solution e novamente agitado em vortex. Em seguida foi centrifugado por 10 minutos
a 13.000 xg. Apos esse processo, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo (verificando
exatamente o volume que foi transferido), foram utilizados 800 pLL da amostra.

Foi necessario misturar vigorosamente a solucio MagneSil® PMPs por 30 segundos e
adicionar 50 pL. ao tubo com o sobrenadante. Logo apos foi adicionado isopropanol em uma
proporcao 0.8 uL. em relacao ao sobrenadante (ex: se foram transferidos 1000 pLL de sobrenadante,
adiciona-se 800 uL de isopropanol), foram adicionados 640 pL de isopropanol e incubados em
temperatura ambiente por 5 minutos, misturando o conteudo do tubo a cada minuto. Apos este
tempo, a amostra foi inserida no tubo e levada ao Magne Sphere® Technology Magnetic Separation
Stand onde permaneceu por 1 minuto e, apds, foi retirado o liquido com uma pipeta e descartado.
O tubo foi removido do Stand e adicionados 250 pL. de Lysis Buffer B. Invertendo o tubo 3 vezes
para misturar. E novamente inserindo o tubo no Stand e deixando por 1 minuto e, ap6s, foi retirado
o liquido com uma pipeta e descartado.

Adicionou-se 1 ml de Etanol 70%, retornando o tubo para o Stand e deixando por mais 1
minuto. Retirou-se o liquido com uma pipeta e descartando. Este passo, foi repetido mais duas
vezes, para um total de trés lavagens com etanol 70%. Apos terminar as lavagens as amostras,

foram deixadas secando em (temperatura ambiente por 30 minutos, ou a 65 °C por 10 minutos, ou
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a 45 °C no vacuo por 5 minutos), em processo a vacuo por 5 minutos a 45 °C. E em seguida foi

adicionado 100 pLL de TE (Tampao Tris EDTA), e levado para o agitador novamente para vortex

por alguns segundos e incubado a 65 °C por 5 minutos em banho-maria. Por dltimo as amostras

contidas nos tubos foram levadas novamente ao Stand permanecendo por 1 minuto. Apos este

tempo, foi retirado o liquido - que é o DNA purificado - com uma pipeta e transferido para novo
tubo.

As amostras de DNA de semente de soja e alimentos foram analisadas em relagdo a
qualidade e quantidade de DNA em espectrofotometro Nanodrop 2000c (Thermo Fisher
Scientific), com densidade 6tica de 260nm.

Para a verificacdo da presenca de tragos transgénicos nos alimentos industrializados, foi
realizado o teste de prospecciao do promotor35S (tamanho do fragmento 195 pb), por meio de
PCR convencional no equipamento Termociclador Gene Amp PCR System 9700 (Life
Technologies). Os  primes utilizados para a reacdlo de PCR foram o 5-
GCTCCTACAAATGCCATCA-3 (forward) e5- GATAGTGGGATTGTGCGTCA-3’ (reverse).
Foram utilizados como controle positivo e negativo da reacaio DNA extraidos das sementes de soja
transgénica e convencional, respectivamente. As analises foram realizadas de acordo com protocolo
descrito a seguir:

Reagentes e o volumes propostos para a condi¢ao do mix : 2,50 pl. de BUFFER 10X PCR
; 0,75 pL. de MgCl, 50 mM; 0,25 pL. de DNTP’s 10 mM ; 1,25 uLL de P35SF 5 pMoles/uL; 1,25 pL.
de P35SR 5 pMoles/mlL; 1,00 uL. de DNA; 0,20 pL. de Taq 5U/mL; e 17,8 uL de 4gua. Tendo um
total de 25,0 pL.

As condigbes de ciclagem que foram utilizadas para a reacao de PCR convencional foram
de 96°C por 3 minutos para a pré-desnaturacao do DNA, seguido por 35 ciclos. O anelamento foi
programado com um gradiente de temperatura, iniciando a 67°C e terminando com 62°C apos 10
ciclos. Os 25 ciclos restantes foram programados da seguinte maneira: 94°C por 1 minuto para a
desnaturacao; 62°C por 1 minuto para o anelamento; e 72°C por 1 minuto para a extensdo. Por
fim, foi programado para a extensio final uma etapa de 10 minutos a 72°C. Apés a reagdo de PCR,
a confirma¢ao da presenca ou auséncia de tragos transgénicos nas sementes e nos produtos
industrializados derivados de soja foram realizadas em gel de agarose 1%, corado com GelRed™
em Tris Buffered Saline (TSB). Em seguida o gel foi submetido a campo elétrico de 100V por
aproximadamente 30 minutos e posteriormente foto-documentado.

Neste trabalho foi realizado analise microbiolégica com as mesmas amostras de alimentos

industrializados derivados de soja utilizados nas analises moleculares, seguindo o protocolo
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“Analises Microbiologicas do Laboratério de Biologia Celular e Molecular” do CENA, para a
analise de Teste Presuntivo.

Para o preparo do meio de cultura com concentra¢ao maior, foi pesado 4,2g do meio Lauryl
Tryptose Broth (LTB) e adicionados 120 mL de agua Ultrapura, apos este passo ¢ distribuido em
quatros tubos de ensaio contendo o tubo Durhan invertido, 10 mL. do meio de cultura em cada
tubo e o tubo foi tampado, o mesmo serve para o preparo do meio de cultura menor porem foram
pesados 4,2g do meio Lauryl Tryptose Broth (LTB) e adicionados 240 mL de agua Ultrapura e
distribuidos para oito tubos de ensaio contendo o tubo Durhan invertido, em seguida foram
levados para autoclavar por 121°C (1Kg/cm® de pressio) durante 15 minutos; Para o preparo da
amostra, foi pesado 10g de cada amostra em frascos de shot e diluidos com 90 mL de agua
Ultrapura, em seguida homogeneizada e levado para a capela de fluxo com o bico de Bunsen ligado,
junto com o material ja autoclavado.

Utilizando uma serie de doze tubos contendo o Caldo L'TB, nos primeiros quatros tubos
(os que contem Caldo LTB de concentracao maior) inoculou-se com pipeta esterilizada, 10 mL da
amostra em cada tubo (Dilui¢do 1:1); nos oito tubos restantes (os que contém Caldo L'TB de
concentragao menot), foram inoculados nos quatros primeiros tubos 1 mL da amostra (Dilui¢ao
1:10); e nos quatros ultimos tubos, inocular 0,ImL da amostra, em cada tubo (Dilui¢ao 1:100).

Ap6s serem feitas as andlises os tubos foram incubados em uma estufa BOD a 37°C por 48 horas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os DNAs extraidos das amostras foram submetidos a analises para identificar a quantidade

e qualidade do DNA extraido (Tabela 1).

Tabela 1 - resultados de quantidade e qualidade do DNA extraido da semente de soja e dos alimentos
derivados de soja

TIPOS DE AMOSTRAS QUANTIDADE (mg/pl) QUALIDADE

(260nm/280nm)
Semente transgénica 83,0 1,66
Semente convencional 1189 1,36
Tofu 58 8,54
Suco 42,6 4,64
Bolacha (S/T) 57,7 8,68
Bolacha (C/T) 59,7 7,81
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As amostras apresentaram caracteristicas distintas incluindo textura e umidade,
consequentemente se comportaram diferentemente durante o processo de extracao de DNA. O
padrao 260/280 obtido foi abaixo do valor indicado que ¢ entre 1,8 € 2,0 nm. Isso deve-se a possivel
presenca de contaminantes e reagentes nas amostras (VENTURINI et al. 2019 submetido). Em
relacdo a quantidade, foi possivel obter uma boa quantidade de DNA, sendo que todas amostras
testadas apresentaram concentracio acima de 5,0ng/uL apesar de ter sido observada variacdo entre
as amostras. O acido nucléico necessita estar livre de impurezas (proteinas, lipideos, outro acido
nucléico, reagentes de extracio, etc.) apresentando uma concentragao minima de 5ug/mL, portanto
quantidades menores nao podem ser utilizadas (VIEIRA, 2008).

A analise de PCR foi realizada para as sete amostras, uma amostra de cada semente de soja
convencional e transgénica; quatro alimentos industrializadas derivados de soja; e o branco
utilizado como controle negativo. Como resultado, obteve-se a confirmagao da presenca de tracos
transgénicos apenas na amostra da semente transgénica de soja, indicando que as amostras

remanescentes nao continham tragos do gene transgénico, como pode ser visto na figura 1 abaixo:

Figura 3 - resultado da PCR das semente transgénicos e convencional e dos alimentos derivados de soja

Padrdo Sem. Trans. Sem. Conv. Bolacha S/T Bolacha C/T Branco

A amostra de bolacha com indicacao de presenca de tragos transgénicos na embalagem nao
apresentou a presenca do promotor 35S. Sendo que o fator qualidade nao foi um problema para a
reacio de PCR, pois o controle positivo que é a semente de soja transgénica amplificou
normalmente (Figura 1). Isso pode estar relacionado a diversos fatores. F possivel que tenha
ocorrido a degradagao completa do DNA da amostra devido ao processamento industrial a qual
foi submetida ou pode estar de fato relacionado a auséncia de material transgénico na amostra,

embora partilhe de linha de produgao na qual ingredientes provenientes de transgénicos sejam
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usados, assim, sendo a indicagdo de transgénicos na embalagem apenas para se adequar a legislagao
no caso de possivel presenca de tragos remanescentes da produgao de outros produtos.

Para a analise microbiologica, foram utilizadas as amostras de alimentos industrializados
derivados de soja, os mesmos que foram utilizados nas analises moleculares: o hamburguer de tofu;
suco a base de soja ndo transgénica; bolacha com base de tragos de soja transgénica (C/T) e bolacha
com base de tracos de soja nao transgénica (S/T). O protocolo foi seguido com sucesso, pois
durante o processo de incubagao de 48 horas nao houve nenhuma alteragdo ou formacao de gas,
indicando que as amostras analisadas obtiveram o resultado negativo, sendo assim nio foi
necessario fazer as analises confirmativas (FMS, 2013). Esses resultados indicam que os alimentos

estao adequados para o consumo (Tabela 2).

Tabela 2 - resultados das analises microbiologicas (ndo houve alteragio)

ALIMENTOS 10! 10-2 10-3
HAMBURGUER DE TOFU - - -
SUCO - - -
BOLACHAS/T - - -
BOLACHA C/T - - -

CONCLUSAO

Foi possivel identificar tragos transgénicos apenas na semente de soja transgénica, que as
amostras remanescentes nao continham o gene transgénico. Além disso, amostras estdo com
qualidade aceitaveis para o consumo, indicando que as técnicas moleculares (extragio de DNA e
amplificacao (PCR)) e microbiologica (deteccdo de coliformes), sdo precisas e convenientes para

este tipo de analise.
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