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RESUMO

Os programas de melhoramento genético tém desenvolvido uma grande variedade de sementes
de milho, com caracteristicas que conferem maior resisténcia as adversidades do plantio, e permitem
a extensdo do seu cultivo nas mais diversas condi¢cdes climdticas. A analise microscdpica de graos
¢ uma ferramenta de grande relevancia na caracterizagdo das matérias primas e modificagdes do
amido. Levando-se em conta o fato do uso de transgénicos em alimentos ser ainda controverso,
e principalmente para os consumidores, o consideravel aumento de sua utilizagao como ingrediente
em produtos alimenticios, o presente trabalho investigou a possibilidade de detectar, por
meio de microscopia, a variagdo das caracteristicas dos grdos de amido de milho transgénico
em comparacdo com os graos de amido de milho convencional. Os resultados indicaram
diferencas entre os grdos de amido extraidos de milho convencional e naqueles
extraidos de milho transgénico. O amido extraido de milho convencional, em sua maioria,
caracterizou-se pela presenca de granulos de formato poliédrico, alguns ligeiramente abaulados,
com hilo em formato estrelado. No amido extraido dos graos de milho transgénico, o hilo apresentou
formato linear, pontual ou ausente. Estas propriedades serdo uteis para caracteriza-los nos
trabalhos de pesquisa e de identifica¢do em produtos alimenticios.

Palavras-chave. Zea mays, alimentos geneticamente modificados, amido, histologia.

ABSTRACT

The genetic programs have developed the varieties of maize seed, with features that provide
greater resistance to the planting adversity, thus to carry out the extension of their cultivation
at varied weather conditions. Microscopic analysis of grain is a relevant tool for characterizing
the raw materials and the starch modifications. Taking into account the fact of the use of
genetically modified organisms (GMOs) in food being still controversial, especially for consumers,
and also owing to their significant increased use as ingredients in food products, the present
study investigated the possibility in detecting the characteristics variations of transgenic corn
starch grains by microscopy, in comparison with the conventional corn starch grains. The results
showed significant differences between the conventional starch grains-extracted maize and
those derived from transgenic maize. Conventional corn-extracted starch was characterized
mostly by the presence of polyhedral shaped beads, some of them slightly cambered, with Starry
format hilum, while the extracted starch from genetically modified maize grain, the hilum showed
a linear format, punctual or absent. These findings will be valuable for conducting studies and for
performing food products characterization and identification.

Keywords. Zea mays, genetically modified food, starch, histology.
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O milho (Zea maysL.) ¢ uma das maiores fontes
de alimento e matéria prima, sendo alimentagdo
basica de varias civilizagdes ao longo do tempo'.

Ha uma grande diversidade nas condigdes
de cultivo do milho no Brasil, desde a agricultura
tipicamente de subsisténcia, sem utilizacao de
insumos modernos, até lavouras que utilizam o mais
alto nivel tecnoldgico e alcangam produtividades
equivalentes as obtidas em paises de agricultura
mais avancada®’.

Aproximadamente 70 % do milho cultivado
no mundo é destinado a cadeia produtiva de
suinos e aves, na producdo de ragdo. No Brasil,
o consumo neste tipo de atividade corresponde
a, respectivamente, 70 e 80 % e, em ambos os
casos, algum tipo de transformagdo industrial ou
no campo pode ser necessaria>’.

Os maiores produtores mundiais de milho
sao os Estados Unidos, China e Brasil que, na safra
2014/15, produziram 361,1; 215,6; e 85,0 milhoes
de toneladas, respectivamente*’. Grande parte da
produgdo é utilizada para a extragdo do amido, para
atender a demanda das industrias®.

O grao de milho ¢ uma cariopse que consiste
de embrido, endosperma, pericarpo e pedunculo,
conforme Figura 1.

O pericarpo (camada externa) é derivado
da parede do ovario e pode ser incolor, vermelho,
marrom ou variegado. Os embrides do milho nao
armazenam reservas durante o desenvolvimento da
semente, a ndo ser uma pequena quantidade de

Figura 1. Estrutura do grao de milho sob aumento de 50x. (A)
Pericarpo; (B) Endosperma; (C) Embrido; (D) Pedunculo
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lipidios no escutelo. Observa-se, entretanto, que
as reservas de carboidratos sdo polimerizadas
no endosperma na forma de amido e as reservas
de proteinas, acumuladas nos corpos proteicos
distribuidos em todo o endosperma®.

O endosperma é um tecido tripldide, que
se forma como resultado da fusio do nucleo do
polen com dois nucleos femininos®. Esse tecido é
responsavel por 98 % do amido, 80 % da proteina
e 15 % dos lipidios presentes no grao’.

Através do processo de moagem umida
do milho, o principal produto obtido é o amido,
aproximadamente 72-73 % do total dos graos.
Uma das propriedades do amido é a capacidade
de formar uma pasta ou gel viscoso com a
agua por aquecimento, que o torna adequado para
varias utilizacbes em industrias alimentares e
ndo-alimentares®. O amido de milho é amplamente
utilizado na producao de alimentos, principalmente
em biscoitos, paes, pos para pudins, fermento em
p6, macarrao, melhoradores de farinhas, balas
de goma, além de produtos farmacéuticos, dentre
outras aplicagdes industriais®>*'°.

O amido ¢é wum homopolissacarideo
composto por cadeias de amilose (cadeia linear) e
amilopectina (cadeia ramificada), cujo percentual
de uma para outra varia de acordo com a fonte
de amido. O milho possui 25 % a 28 % de amilose
com o restante sendo amilopectina. O milho de alta
amilose pode atingir até 80 %.

O tamanho e a forma dos griaos de amido
permitem  identifica-los = microscopicamente,
podendo ser utilizados corantes, como solugdes
de iodo, que coram o interior da cadeia de
amilose, e formam um composto de coloracao
azul. Outros detalhes fisicos que ajudam na
identificagdo dos amidos siao a aparéncia sob
luz polarizada, a posicdo do hilo e a presenca
de estrias nos granulos. As estrias devem-se as
camadas que se depositam ao redor de um ponto
interno denominado hilo, que pode ser central
ou excéntrico. No caso do amido de milho, os
graos sao poliédricos e arredondados, medindo
geralmente de 10 a 15 pm, com a cruz bem
marcada, hilo central e estrelado e auséncia de
estria'"'2.

As caracteristicas morfologicas dos amidos
de diferentes origens podem variar em fun¢ao
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das linhagens e das diferentes praticas de cultivo.
A variabilidade do tamanho e forma dos granulos
de amido ¢ atribuida a origem bioldgica. A
morfologia dos granulos depende da bioquimica
do cloroplasto ou amiloplasto, bem como da
fisiologia da planta. A média de tamanho de cada
granulo de amido de milho varia de 1 a 7 um
para os pequenos granulos e de 15 a 20 pm para
os granulos maiores'®".

No Brasil, o crescimento da produtividade de
milho decorre de modelo ja descrito nos Estados
Unidos pelo uso de sementes hibridas com
maior potencial de rendimento (melhoramento
genético), aumento do uso de fertilizantes e
defensivos, melhoria no arranjo espacial de plantas
(espagamento e densidade),uso de maquinas
agricolas mais eficientes e adogdo do sistema de
plantio direto na palha. A ado¢do conjunta de
cultivares melhorados, de insumos e de técnicas
de cultivos adequados fez com que o rendimento
das lavouras aumentasse progressivamente®”.

A biologia molecular permitiu avangos na
compreensdao dos mecanismos genéticos e
bioquimicos basicos também no setor agricola,
que permitiu o desenvolvimento de novas
estratégias de melhoramento por meio da
transformagao genética. Sendo uma das maiores
commodities na agricultura mundial e uma fonte
importante de nutrientes para homens e animais,
o milho tem sido alvo de muitos estudos de
manipulagdo genética'¥, que visam desenvolver
grande variedade de sementes de milho, com
caracteristicas que conferem maior resisténcia
as adversidades do plantio, permitindo assim
a extensio do seu cultivo nas mais diversas
condi¢oes climaticas®.

As primeiras atividades com germoplasma
de milho no Brasil datam de 1937, pela Escola
Superior de Agricultura Luis de Queiroz, em
Piracicaba, SP. Em 1975, a EMBRAPA montou
o banco ativo de germoplasma e, a partir dai,
foram desenvolvidos diversos melhoramentos
genéticos com o objetivo de aumentar a qualidade
e quantidade das sementes e minimizar custos
por meio de recursos e equipamentos de ultima
geracao®.

O Nucleo de Biologia Aplicada da EMBRAPA
Milho e Sorgo desenvolve agdo multidisciplinar,

com a utilizagdo conjunta de técnicas de
melhoramento genético e biologia molecular, para
desenvolver novas linhagens de milho tropical
com qualidade nutricional melhorada, introduzir
genes endogenos com sequéncias alvo especifica
por meio da engenharia genética, influenciando
na produgdo do amido’.

Os tipos de sementes de milho sao
identificados como hibridos ou variedades, sendo
que os hibridos podem ser simples, triplos ou
duplos. Os hibridos simples sdo resultantes do
cruzamento de duas linhagens puras e indicados
para sistemas de produ¢ao que utilizam alta
tecnologia, pois possuem o maior potencial
produtivo, sao também os de maior valor
comercial. O hibrido triplo é o cruzamento entre
uma linha pura e um hibrido simples, sendo
indicado para média a alta tecnologia, enquanto
o hibrido duplo é o resultado do cruzamento

entre dois hibridos simples, sendo indicado
também para média tecnologia*’.
As sementes das variedades melhoradas

apresentam menor custo e sio adequadas a regides
onde, devido as condi¢des econdmico-sociais e
de baixa tecnologia, a utilizagdo de milho hibrido
torna-se invidavel. Sdo também importantes em
sistemas de producao agroecoldgicos ou organicos,
pois, embora ndo restrinjam o uso de hibridos,
as variedades sdo preferidas por permitirem ao
produtor produzir sua prépria semente a um
preco bem menor?”’.

Como o miho ¢ wuma matéria-prima
amplamente utilizada devido as suas caracteristicas
nutricionais e sua aplicabilidade na culinéria,
o estudo e a caracterizagdo dos seus graos de
amido por meio da andlise microscopica,
apresenta  grande relevancia, especialmente
considerando que os graos de amido extraidos
de milho transgénico, tém sido cada vez mais
utilizados como ingrediente em diversos tipos
de produtos alimenticios. Desta maneira, para
auxiliar na pesquisa e identificagio do amido
de milho transgénico presente em produtos
alimenticios, foi realizado este estudo com o
objetivo de verificar se existem variagoes
nas caracteristicas microscopicas do grao de amido
de milho transgénico, em comparagdo com o grao
de amido de milho convencional.
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MATERIAL E METODOS

As amostras utilizadas neste estudo sao
representativas, uma vez que estes eventos
representam 90 % do milho hibrido cultivado no
Brasil, abrangendo o milho colhido, comercializado
e exportado.

Foram analisadas doze amostras de graos de
milho, sendo seis contendo eventos de transgenia
e suas respectivas amostras convencionais.
Estas amostras foram coletadas de produtores de
sementes de milho da regido Sul do Brasil, assim
especificadas: Al) milho convencional; A2) milho
transgénico estaqueado com dois eventos, lagarta
e lagartatherbicida; B1l) milho convencional;
B2) milho transgénico estaqueado com um evento,
lagarta+herbicida; C1) milho convencional; C2)
milho transgénico estaqueado com um evento,
lagarta+herbicida; D1) milho convencional; D2)
milho transgénico estaqueado com um evento,
lagarta+herbicida; E1) milho convencional; E2)
milho transgénico estaqueado com dois eventos,
lagarta e lagarta+herbicida; F1) milho convencional;
F2) milho transgénico estaqueado com um evento,
lagarta+herbicida. A Figura 2a apresenta as amostras
de milho; a coloragio avermelhada dos
griaos ¢ devida ao corante usado para identificar
o tratamento com fungicida, sendo retirado
facilmente na lavagem do griao, como pode ser
observado na Figura 2a.

As amostras foram processadas e analisadas
no Nucleo de Morfologia e Microscopia do
Instituto Adolfo Lutz de Sao Paulo, no periodo
de julho de 2014 a junho de 2015.

Para a obtencdo do amido, foi utilizada a
técnica desenvolvida no Nucleo de Morfologia e
Microscopia do Instituto Adolfo Lutz, descrita a
seguir.

Os graos de milho convencional e transgénico
foram previamente amolecidos em agua e triturados
em gral de porcelana com o auxilio de um pistilo,
conforme Figura 2b.

Em seguida, o material triturado foi envolto
em gaze, formando uma pequena bolsa, que foi
suspensa e submersa em agua contida em um copo
graduado de 1.000 mL, durante 24 horas. A bolsa
foi ocasionalmente comprimida manualmente,
auxiliando na liberagdo do amido, como observado
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na Figura 2c.

Ap6és a sedimentagdio do amido, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento
obtido filtrado a vacuo e recolhido em papel de filtro,
de acordo com a Figura 2d.

O amido obtido no papel de filtro foi
transferido para uma bandeja e seco em temperatura
ambiente antes de seu armazenamento em frasco
de vidro com tampa esmerilhada.

Figura 2. a. Amostras de milho convencional com o
respectivo transgénico; b. Graos de milho triturados em
gral de porcelana com o auxilio de um pistilo; c¢. Material
triturado envolto em gaze e suspenso em copo graduado
com agua; d. Sedimento obtido retido em papel de filtro

A metodologia utilizada para a anilise
histolégica do amido de milho foi extraida do
livvo Meétodos de Andlise Microscopica de
Alimentos: Isolamento de Elementos Histologicos's.

Os ensaios foram realizados por trés
analistas que elaboraram o registro descritivo e
fotografico dos grdos de amido presentes nas
amostras analisadas, para demonstrar como estes
podem ser identificados microscopicamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O ensaio para a pesquisa e identificagao
histolégica consiste no reconhecimento de
elementos histologicos e/ou amidos de cada
vegetal. Assim, o profissional deve ser capaz
de diferenciar tais atributos em cada tipo de
produto, revelando os ingredientes que fazem
parte de sua formulagdo. Quando o produto
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alimenticio é composto de varios ingredientes
vegetais, o microscopista deve ter conhecimento
dos elementos histologicos caracteristicos de
cada um deles, pois muitas vezes, em uma
mistura, ndo ¢é possivel identificar todos os
elementos do vegetal, uma vez que o mesmo
passou por etapas de processamento e também
pode se apresentar em pequenas quantidades, o que
dificulta a sua visualizagao.

Segundo Menezes"”, os graos de amido de
milho sdo sensivelmente  poliédricos, quando
procedentes da parte externa da semente, e
ligeiramente abaulados. Os da zona central branca
sdo quase esféricos e bem menores, apresentam hilo
pontuado, emitindo prolongamentos curtos em
forma de estrela, e estrias raramente visiveis.
Ainda segundo este autor, os graos de amido de
milho nao se apresentam agrupados em graos
compostos, medem geralmente 30 um, e a luz
polarizada apresentam cruz bem visivel, tanto
no campo escuro, como no claro. Singh et al
e Li et al"® observaram a presenca de pequenos
furos e estrias equatoriais ou sulcos em granulos
de amido maiores.

Desta forma, o amido de milho convencional,
ja estudado e caracterizado, pode ser facilmente
identificado em produtos que o contém. Porém, o

amido de milho transgénico, por ser um produto
relativamente novo, ndo havia sido estudado e
descrito morfologicamente. Neste estudo foram
verificadas as diferencas e semelhangas entre
os dois tipos de amido, uma vez que o amido
extraido de milho transgénico vem sendo
amplamente utilizado. Vale ressaltar que as amostras
analisadas neste trabalho sdo representativas,
pois correspondem aos seis eventos mais utilizados
na transgenia do milho, representando 90 % do
milho plantado no Brasil.

Os resultados das analises histoldgicas das
amostras de milho convencional e transgénico
estdo apresentados na Tabela.

Pelos resultados obtidos, pode-se observar
que nas amostras de milho convencional (Al, B1,
Cl1, D1, E1 e F1), os graos de amido extraidos
apresentaram-se em sua maioria de forma
poliédrica e alguns ligeiramente abaulados, com
o hilo estrelado, concordando com a descricdo
de Menezes”. Nas suas variedades transgénicas
(A2, B2, C2, D2, E2 e F2), nao houve diferenciacao
evidente no formato dos grdos. No entanto, o hilo
que nas amostras convencionais apresentava-se
estrelado, nas amostras transgénicas apresentou-se
na maioria das vezes linear, pontual ou sem hilo
(Tabela e Figura 3).

Tabela. Caracterizagao morfoldgica dos graos de amido extraidos de milho convencional e transgénico

Amostra Forma dos griaos Forma do hilo nos graos Polarizacao
Al (convencional) Maioria poliédricos e alguns abaulados Maioria estrelado Presente
A2 (transgénico) Alguns poliédricos e alguns abaulados Maijoria linear ou sem hilo Presente
Bl (convencional) Maioria poliédricos e alguns abaulados Estrelado Presente
B2  (transgénico) Alguns poliédricos e alguns abaulados B n?;f;éﬁigggz ¢ eom 1o Presente
C1 (convencional) Maioria poliédricos e alguns abaulados Estrelado Presente
C2  (transgénico) Maioria poliédricos e alguns abaulados Maioria linear ou pontuado Presente
D1 (convencional) Maioria poliédricos e alguns abaulados Estrelado Presente
D2  (transgénico) Maioria poliédricos e alguns abaulados Maioria linear Presente
El (convencional) Maioria poliédricos e alguns abaulados Estrelado Presente
E2  (transgénico) Maioria poliédricos e alguns abaulados Maioria linear, pontuado ou sem hilo Presente
F1 (convencional) Maioria poliédricos e alguns abaulados Maioria gztsrzgiflaedgilo linear Presente
F2  (transgénico) Maioria poliédricos e alguns abaulados Maioria linear ou pontuado Presente
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O formato do hilo presente nos granulos
de amido ¢ uma caracteristica para a diferenciagao
entre o amido de milho transgénico e convencional.
Em relagio ao formato dos granulos, este nao
¢ um parametro a ser utilizado, pois nao houve
diferenciagdo evidente entre os grdos de amido
convencional e transgénico.

Em todas as amostras de milho, tanto
convencional como transgénico, foi possivel
observar a cruz de polariza¢io quando vistos
sob luz polarizada, conforme visto na Figura 4

(aeb).
CONCLUSAO

O presente estudo vem a contribuir para o
ensaio microscopico, ao demonstrar as diferencas
morfoldgicas entre os graos de amido extraidos de
milho convencional e os graos de amido extraidos
de milho transgénico e auxiliar na andlise de
controle de qualidade de alimentos.

O formato do hilo presente nos graos de
amido demonstrou ser uma caracteristica para a
diferenciacdo entre o amido de milho transgénico
e o convencional.

A luz polarizada é um recurso que auxilia na
pesquisa e identificagao de graos de amido de milho,
tanto convencional como transgénico.

Os resultados obtidos nesse estudo
servirao como referéncia para a pesquisa
e identificagdo microscopica dos graos de ) ) ) _ _

. . . . Figura 4. a. Granulos de amido de milho convencional
amido de milho geneticamente modificado em sob aumento de 40x, e b. Granulos de amido de milho
produtos alimenticios, para o controle da qualidade  {ransgenico sob aumento de 40x, ambos evidenciando a
e identidade dos mesmos. cruz de polarizagdo quando vistos sob luz polarizada

=

) o ’ 18271 )

Figura 3. Al, B1, C1, D1, E1 e F1. Grios de amido de milho convencional, sob aumento de 40x em microscopia dptica, em sua
maioria de forma poliédrica, com hilo estrelado; A2, B2, C2, D2, E2 e F2. Graos de amido de milho transgénico, em sua maioria
de forma poliédrica, com hilo linear ou pontuado, ou com auséncia de hilo sob aumento de 40x em microscopia dptica.
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