ARTIGO

UTILIZACAO DO GRAFICO DE SHEWHART

COMO FERRAMENTA ANALITICA NO

CONTROLE DA QUANTIFICACAO DE SOJA
GENETICAMENTE MODIFICADA EM ALIMENTOS

POR PCR EM TEMPO REAL

RESUMO

O Brasil regulamentou o plantio e a comercializagdo de soja geneticamente modi-
ficada pelo Decreto n ° 4680 que estabelece o limite de 1% para a informagéo no
rétulo dos produtos alimentares que contenham ou sejam constituidos por OGM. O
INCQS é o laboratério oficial no Brasil que atua no controle pés-comercializagdo de
soja transgénica nos alimentos. O grafico de controle € uma representacao de da-
dos desenvolvido por Shewhart para verificar se o processo analitico esta sob con-
trole estatistico e que o mesmo permanece sob controle ao longo do tempo. Este
grafico foi utilizado com os resultados da analise quantitativa de soja geneticamen-
te modificada em alimentos e seu uso como instrumento analitico foi avaliado.

Palavras-chave: PCR em Tempo Real, Grafico Controle de Shewhart, Soja Gene-
ticamente Modificada

SUMMARY

Brazil regulates the planting and marketing of GM soya by Decree No. 4680 that
establishes the limit of 1% for information on the label of food products contai-
ning or consisting of GMO. The INCQS became the official laboratory acting in
the post-marketing control of GM soya in food. The Control Chart is a represen-
tation of data developed by Shewhart to verify if the analytical process is under
statistical control and that it remains under control over the time. This chart was
used with the results of quantitative analysis of GMsoya in food and their use as
analytical tool was evaluated.
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Muitas sementes geneticamente modificadas (GM)
vém sendo comercializadas em todo o mundo desde
1994, sendo as principais o milho, soja, canola, e al-
godao. De acordo com James (2008) a maior parte
das plantacdes se encontra nos Estados Unidos, se-
guida da Argentina e do Brasil (1).

Em 2003, o Brasil regulamentou o plantio e a co-
mercializacdo da soja geneticamente modificada
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(GM) estabeleceu, através do Decreto n° 4680, de 24
de abril de 2003, o limite de 1% para a informacéao
no rétulo de produtos alimenticios que contenham,
ou seja, constituidos por OGM (2) e criou o simbolo
que deve constar nas embalagens dos produtos que
se encontram nesta situagéo, conforme a Portaria n°
2658, de 22 de dezembro de 2003 (3). Criou-se, por-
tanto, uma nova situacdo para o Brasil e o Instituto
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ARTIGO

Nacional de Controle da Qualidade em Saude (IN-
CQS) se tornou o laboratério oficial do Ministério da
Saude atuando na verificagdo do cumprimento da le-
gislacédo de rotulagem, no rastreamento e no controle
pés-comercializacdo de soja geneticamente modifi-
cada em alimentos.

Nas andlises de OGM s&o necessdarios métodos
analiticos robustos, especificos, de alta sensibilidade
e aplicaveis a diferentes matrizes de alimentos. Nu-
merosos métodos tém sido descritos, sendo a Rea-
¢ao em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizada tanto
nas andlises presuntivas como nas de identificagao e
a PCR em Tempo Real na quantificacdo de OGMs em
diferentes produtos alimenticios (4).

Na PCR em Tempo-Real a quantidade do produto
sintetizado é medida pela detecgao do sinal fluores-
cente produzido como resultado da amplificagéo. Va-
rios sistemas quimicos sdo utilizados, sendo as son-
das de degradacgao (principio TaqMan®) as de maior
aplicacdo na quantificacdo de OGMs em alimentos.

A partir de 2004, o INCQS adotou como método
de andlises a PCR em Tempo Real, sendo o Kit Ta-
gMan® GMO 35S Soy Detection utilizado no sistema
de deteccdo ABI PRISM® 7500 da Applied Biosys-
tems.

A confiabilidade da analise quantitativa depende
de varios fatores entre eles os relativos as proprie-
dades inerentes da amostra, a homogeneizagao, ao
método de extragdo, ao material de referéncia e a in-
fluéncia da reacao de PCR em Tempo Real (5).

A Carta de Controle é uma técnica de representa-
cao de dados baseada na teoria do controle estatisti-
co do processo, desenvolvida por Shewhart em mea-
dos de 1920 (6). Também conhecida como Grafico de
Controle, tem como objetivo principal verificar se o
processo (analitico) esta sob controle estatistico e se
este permanece sob controle em relacdo ao tempo.

Através do Grafico de Controle podemos observar
de forma organizada as variacdes que ocorrem du-
rante um determinado processo e distinguir as varia-
¢Oes devidas as causas aleatérias daquelas variagcdes
devidas a causas externas. Desta forma, o Grafico de
Controle nos permite avaliar o comportamento de um
determinado processo e fundamentar as agdes pre-
ventivas e/ou corretivas, quando necessario.

Neste trabalho, o Grafico de Controle de Shewhart
foi utilizado como ferramenta analitica no contro-
le dos resultados das andlises realizadas no INCQS
como parte do estudo de validacdo do método da
PCR em Tempo Real para a quantificacdo de soja ge-
neticamente modificada em alimentos.
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PARTE EXPERIMENTAL

Materiais

Material de referéncia

Foi utilizado o Material de Referéncia Certificado
(MRC) produzido pelo “Institute of Reference Materials
and Measurements” (IRMM, Belgium) composto de fari-
nha de soja com diferentes concentracdes de soja RR®
(lote 410R): 0%, 0,1%, 0,5%, 1%, 2% e 5%.

Equipamento

A reacdo de duplex PCR foi realizada no equipa-
mento Real Time PCR System, modelo 7500, fabricado
pela Applied Biosystems.

Metodologia

Método de extragdo de DNA

Foi utilizado o método de extracdo com CTAB (Bro-
meto de cetil trimetil ambéneo) modificado de acordo
com Cardarelli et al, 2005 (4).

Reacdo duplex de PCR em Tempo Real

A reacgéo de duplex PCR foi realizada com o reagente
“TagMan GMO® Soy 35S detection Kit” (Applied Byosis-
tems), especifico para a amplificacdo simultanea dos al-
vos p35S e o gene le da soja, contendo os componentes
do coquetel da reacdo MgClo, dNTPs, tampao, AmpliTag
Gold polymerase, UNG, iniciadores e sondas para ambos
os alvos. A sonda para o alvo p35S é marcada na extremi-
dade 5’ com o corante fluorescente FAM e para o alvo le
a sonda é marcada com o corante VIC. Ambas as sondas
sd8o marcadas com o corante TAMRA (quencher) na extre-
midade 3’. Detalhes sobre as sequéncias dos iniciadores e
das sondas nao sao fornecidos pelo fabricante.

A reacédo de PCR em Tempo Real foi realizada em
placas de 96 orificios em um volume total de 25uL, com
22uL do coquetel, 0,5uL de AmpliTag Gold e 2,5uL de
DNA. Todas as reacdes foram realizadas em triplicata.
A termociclagem utilizada foi de 1 ciclo de 94°C durante
10 minutos para ativagéo da polimerase e 45 ciclos de
94° por 15 segundos e 60°C por 1 minuto.

Os dados gerados na amplificagédo foram analisados
pelo programa ABI Prism 7500 SDS e os percentuais
foram calculados pelo programa GMO Analysis Ma-
cro®v.1.7.2.

As curvas analiticas foram construidas com os va-
lores de ACt (delta cycle threshold) dos genes alvo e
controle (Ct 35S - Ct le) versus o logaritmo das concen-
tragdes dos materiais de referéncia certificados.

Revista Analytica « Abril/Maio 2010 « N°46



Os resultados sao expressos em termos percentuais
do OGM presente na amostra analisada.

Elaboragao do grafico de controle

O resultado da quantificagdo do material de referén-
cia certificado contendo 1% de soja GM foi utilizado
para elaboracdo do Grafico de Controle de Shewhart
que foi desenhado utilizando-se o software SPC EX-

PLORER RT, a partir dos seguintes parametros:

a) Utilizagdo de 44 medigdes referentes a quantifica-
¢éo do MRC a 1%;

b) Calculo dos valores da média e os limites inferior
(LIA) e superior (LSA) de alerta correspondentes a,
mais ou menos, dois desvios padrdao e os limites
inferior (LIC) e superior (LSC) de confianca corres-
pondentes a mais ou menos trés desvios padrao.

Interpretacdo do gréafico

Os resultados foram avaliados segundo os critérios
descritos abaixo de acordo com procedimento do IN-
CQS (7) e devem ser tomadas as seguintes agoes:

Regra 1: Quando uma unica medi¢ao excede os li-

mites de confianga superior ou inferior (LIC ou LSC),

deve-se rejeitar a corrida;

Regra 2: Quando duas medi¢des consecutivas ex-

cederem os limites superior ou inferior de alerta (LIA

ou LSA), deve-se aumentar a supervisdo de todo o

processo;

Regra 3: Quando nove medi¢des consecutivas esti-

verem no mesmo lado em relacdo a média, deve-se

aumentar a supervisdo de todo o processo;

Regra 4: Quando se observa tendéncia de seis me-

dicdes no mesmo sentido (ficando progressivamen-

te maior ou menor), deve-se aumentar a supervisao
de todo o processo.

A regra 1 é indicativa de erro aleatério e caso seja
infringida, todas as andlises devem ser repetidas. As
regras 2, 3 e 4 sao indicativas de erros sistematicos e
caso sejam infringidas, as analises devem ser interrom-
pidas e o processo analitico deve ser verificado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No Brasil, poucos trabalhos ja foram publicados
com avaliacdes da presenca e percentual de OGMs
em alimentos comercializados. Cardarelli et al. (2005)
demonstraram a presenca de soja RR® em varios
tipos de alimentos processados como leite de soja,
massas, salsichas, sopas desidratadas; em gréos de
soja e em racao animal (4). Greiner et al. (2008) tam-
bém detectaram soja RR® em produtos com farinha
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de soja, produtos de padaria, comida vegetariana, so-
bremesas industrializadas, alimentos com tofu, sopas
instantaneas sendo que de 11 a 36% das amostras
continham percentual acima de 1% e em nenhum pro-
duto havia a informagé&o obrigatéria no rétulo. Também
foram encontradas amostras de produtos de padaria,
farinha de milho, polenta e tortilhas com milho Bt 176
e milho MON 810 (8). Brod et al. (2007) detectaram
soja RR em amostras de farinha de soja, extrato e leite
de soja coletadas em Floriandpolis (9). Esses dados
reforcam a necessidade de continua investigacdo da
presenca e quantificacdo de OGMs presentes em ali-
mentos processados.

No Brasil, 0 avang¢o da pesquisa e desenvolvimento
de novos alimentos geneticamente modificados vai de-
mandar, dos érgdos reguladores entre eles o INCQS,
um conhecimento cada vez maior de metodologias para
controle desses produtos para verificar o cumprimento
da legislacdo de rotulagem como também para o moni-
toramento do uso desses produtos a fim de possibilitar
a deteccéo antecipada de possiveis efeitos adversos.

Neste trabalho, o grafico de Shewhart foi utilizado
como ferramenta analitica no controle dos resultados
das andlises realizadas no INCQS como parte do es-
tudo de validacdo do método da PCR em Tempo Real
utilizando o TagMan GMO Soy 35S detection kit na
quantificacdo de soja GM em alimentos. O gréfico foi
elaborado com 44 medigdes retrospectivas do material
de referéncia de soja GM 1% analisado no periodo (Ta-
bela 1). Todos os ensaios foram realizados em triplica-
ta, por dois analistas, no periodo de um ano.

A Figura 1 apresenta o Grafico de Shewhart obti-
do. Foi observado que as 44 medicdes obedeciam a
uma distribuicdo normal dos dados, indicando que o
padrao de distribuicdo das médias e desvios-padroes
séo conhecidos e que houve a ocorréncia de nove pon-
tos consecutivos (n° de analise 26 a 34) situados entre a
média e o LIA, indicando um possivel erro sistematico,
tornando necessaria uma revisdo criteriosa de todo o
processo analitico.

Neste tipo de andlise, algumas possiveis causas res-
ponsaveis pela ocorréncia dessa tendéncia podem ser
o uso de reagentes de extracdo deteriorados, uso de kit
de quantificagcdo com reagentes inativos, equipamento
mal calibrado, material de referéncia certificado dete-
riorado ou instavel.

Apds uma revisdo criteriosa desses parametros,
decidiu-se pela substituicdo do kit de quantificacado. As
analises foram entdo reiniciadas e os valores obtidos
deste ponto em diante indicaram que as analises esta-
vam novamente sob controle.
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Avaliar os resultados das agées, com o objetivo de A preocupagao com a qualidade, no sentido mais
verificar se os mesmos estdo em conformidade com as ~ amplo da palavra, comegou com W.A. Shewhart, esta-
expectativas, faz parte da natureza do homem. Assim,no  tistico norte-americano que, ja na década de 20, tinha
sentido Lato, pode-se dizer que o controle da qualidade ~ um grande questionamento com a qualidade e com a
remonta aos primérdios da civilizagdo humana (10). variabilidade encontrada na produgéo de bens e servi-

Tabela 1. Valores encontrados em porcentagem de soja GM no padréo de referéncia analisado durante a quantificacdo de soja GM em alimentos

Medicéo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
GM% 0,87 0,85 0,95 0,92 0,90 1,03 1,04 0,94 0,98 1,06 1,15
Medicéo 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
GM% 0,90 1,24 0,94 0,90 0,90 0,93 0,91 1,16 0,92 0,96 0,77
Medicao 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33
GM% 1,09 1,06 0,93 0,75 0,92 0,88 0,80 0,88 0,89 0,77 0,94
Medicéao 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44
GM% 0,99 1,05 1,11 1,01 1,11 0,76 0,94 0,75 1,00 0,94 0,94

*Média= 0,948409; Desvio Padrao= 0,1126

Soja GM%
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Figura 1. Carta de controle da andlise quantitativa de soja geneticamente modificada em alimentos
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¢os. Shewhart desenvolveu um sistema de mensuracao
dessas variabilidades que ficou conhecido como Con-
trole Estatistico de Processo que é um procedimento
desenvolvido para facilitar a identificacdo das fontes
de variabilidade anormal no processo. E constituido
do controle, analise e correcdo das ndo conformidades
(caracteristicas fora dos limites de especificacido). Ele
criou ainda o Ciclo PDCA (Plan, Do, Check and Action),
método essencial da gestdo da qualidade naquela épo-
ca. Garvin, em 1992, afirmou que, além dos métodos
graficos para representar valores de producéo dentro
ou nao da faixa aceitavel, a técnica desenvolvida por
Shewhart, apesar de simples, trouxe uma contribuicéo
expressiva para a melhoria dos processos em todas as
fases da producgéao (11, 12).

Ja superamos a época em que os analistas apresen-
tavam seus resultados como sendo confiaveis e precisos

“porque eles estao nesta area por mais de 10 anos...”.
Hoje, os laboratoérios tém de demonstrar a qualidade de
suas analises (13). A acreditacdo exige cada vez mais
a participacdo em estudos interlaboratoriais (Ensaios de
Proficiéncia), o uso de materiais de referéncia certifica-
dos e o controle analitico da performance.

CONCLUSAO

Valores obtidos durante o procedimento de vali-
dacao da quantificacdo de soja geneticamente modi-
ficada em alimentos foram utilizados para elaborar o
grafico de controle de Shewhart o qual se apresentou
como uma ferramenta importante no monitoramen-
to e controle das variagdes nas analises, auxiliando
no planejamento e na tomada de deciséao relativa as
analises de quantificacdo de OGM em alimentos.
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