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RESUMO

GURGEL, Sofia Mesquita de Lima. O uso da espectroscopia Raman para diferenciar soja
convencional de soja transgénica. 2006. 66 f. Dissertacdo (Mestrado em Promog¢do de
Satde) — Universidade de Franca, Franca-SP.

A soja faz parte da alimentacdo humana ha milhares de anos e se tornou um alimento de
grande consumo pelo alto teor de proteinas, lipideos, vitaminas e minerais. Hoje ja se sabe
que seu papel ¢ muito mais importante, desempenhando papel preventivo e terapéutico em
doencas cardiovasculares, cancer, osteoporose, diabetes e alivio nos sintomas da menopausa.
Mas, nos ultimos anos com o desenvolvimento da biotecnologia e a crescente producdo de
soja transgénica resistente a herbicida, fica a duvida se a composi¢do nutricional da soja ¢ a
mesma e se preservam seus valores terapéuticos. Neste trabalho, o uso da Espectroscopia
Raman, largamente utilizado na industria de alimentos, foi escolhido para analise dos teores
de lipideo e proteina entre soja convencional e transgénica por ser um método rapido e nao
destrutivo. Utilizando o método quimiométrico foi possivel identificar as diferengas entre os
dois tipos de soja.

Palavras-chave: soja; soja transgénica; espectroscopia Raman.



ABSTRACT

GURGEL, Sofia Mesquita de Lima. The use of the Raman spectroscopy to differentiate
conventional soy from genetically modified soy. 2006. 66 f. Dissertation (Master’s Degree
in Health Promotion) — University of Franca, Franca-SP, Brazil.

Soy is part of the human food since thousand years ago and it became a great consumption
food due to the high quality of protein, lipids, vitamins and minerals. Today we already know
that its role is much more important, playing preventive and therapeutical role in
cardiovascular 1illnesses, cancer, osteoporoses, diabetes and relief in the menopause
symptoms. But, in the last years with the development of the biotechnology and the increasing
production of genetically modified soy resistant to the herbicide, there is the doubt if the
nutritional composition of the soy is the same one and if it preserves its therapeutical values.
In this study, the use of the Raman Spectroscopy, wide used in the food industry, was chosen
for analysis of the quality of lipids and protein between conventional and genetically modified
soy since it is a fast method and not destructive. Using the chemometric method it was
possible to identify the differences between the two types of soy.

Key words: soy; genetically modified soy; Raman spectroscopy.
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1 INTRODUCAO

1.1 HISTORICO DA SOJA

A soja que hoje cultivamos ¢ muito diferente dos seus ancestrais, que eram
plantas rasteiras que se desenvolviam na costa leste da Asia, principalmente ao longo do rio
Yangtse, na China. Sua evolugdo comegou com o aparecimento de plantas oriundas de
cruzamentos naturais entre duas espécies de soja selvagem, que cresciam ao longo do rio
Amarelo, que foram domesticadas e melhoradas por cientistas da antiga China (BISOTO,
2002).

As primeiras citacoes do grao aparecem no periodo entre 2883 e 2838 a.C.,
quando a soja era considerada um grao sagrado, juntamente com o arroz, o trigo, a cevada € o
milheto. Um dos primeiros registros do grao esta no livro "Pen Ts’ao Kong Mu", que
descrevia as plantas da China ao Imperador Sheng-Nung. Para alguns autores, as referéncias a
soja sao ainda mais antigas, remetendo ao "Livro de Odes", publicado em chinés arcaico e,
também, a inscrigdes em bronze (BISOTO; FARIAS, 2002).

Até aproximadamente de 1894, término da guerra entre a China e o Japao, a
producao de soja ficou restrita a China. Apesar de ser conhecida e consumida pela civilizacao
oriental por milhares de anos, s6 foi introduzida na Europa no final do século XV, como
curiosidade, nos jardins botanicos da Inglaterra, Franca e Alemanha (BISOTO; FARIAS,

2002).
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A partir do século XIX essa leguminosa passou a ter importancia economica e
na segunda década do século XX, o teor de dleo e proteina do grao comecou a despertar o
interesse das industrias mundiais. No entanto, as tentativas de introdugdo comercial do cultivo
do grao na Russia, Inglaterra e Alemanha fracassaram, provavelmente, devido as condi¢des
climaticas desfavoraveis (EMBRAPA, 2005).

Sobre a chegada do grao no Brasil, existem duas versdes, a primeira que teriam
vindo dos Estados Unidos em 1882, onde Gustavo Dutra, entdo professor da Escola de
Agronomia da Bahia realizou os primeiros estudos de cultivares introduzidos naquele pais. A
soja dessa €época era estudada mais como cultura forrageira - eventualmente produzindo graos
para consumo de animais, industrias de farelo e 6leos vegetais (BONATO; BONATO, 1987;
MIYASAKA; MEDINA, 1981).

A segunda versao relata a chegada do grao junto com imigrantes japoneses no
Rio Grande do sul em 1908, mas foi introduzida em 1914, onde a cultura encontrou efetivas
condi¢des para se desenvolver e expandir, dadas as semelhancas climaticas do ecossistema de
origem (sul dos EUA) dos materiais genéticos existentes no pais, com as condi¢des climaticas
predominantes no extremo sul do Brasil. Porém a expansdo na produgdo ocorreu em 1970,
com o interesse crescente da industria de 6leo e a demanda do mercado internacional
(BONATO; BONATO, 1987).

Com o estabelecimento do programa oficial de incentivo a triticultura nacional,
em meados dos anos 50, a cultura da soja foi igualmente incentivada, por ser, desde o ponto
de wvista técnico (leguminosa sucedendo graminea), quanto econdmico (melhor
aproveitamento da terra, das maquinas/implementos, da infra-estrutura ¢ da mao de obra), a
melhor alternativa de verdo para suceder o trigo cultivado no inverno (DALL’AGNOL,
2000).

A revolugdo s6cio-econdmica e tecnoldgica protagonizada pela soja no Brasil

Moderno pode ser comparada ao fendmeno ocorrido com a cana de agucar, no Brasil Colonia
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e com o café, no Brasil Império/Republica, que, em épocas diferentes, comandou o comércio
exterior do Pais. A soja responde (2003) por uma receita cambial direta para o Brasil de mais
de sete bilhdes de dolares anuais (superior a 11% do total das receitas cambias brasileiras) e
cinco vezes esse valor, se considerados os beneficios que gera ao longo da sua extensa cadeia
produtiva (EMBRAPA, 2005).

Abrindo fronteiras e semeando cidades, a soja liderou a implantacdo de uma
nova civiliza¢do no Brasil Central, levando o progresso e o desenvolvimento para uma regiao
despovoada e desvalorizada (MELO, 2001).

O explosivo crescimento da producao de soja no Brasil, de quase 260 vezes no
transcorrer de apenas quatro décadas, determinou uma cadeia de mudangas sem precedentes
na historia do Pais. Foi a soja, inicialmente auxiliada pelo trigo, a grande responsavel pelo
surgimento da agricultura comercial no Brasil. Também, ela apoiou ou foi a grande
responsavel pela aceleragdo da mecanizagdo das lavouras brasileiras, pela moderniza¢ao do
sistema de transportes, pela expansdo da fronteira agricola, pela profissionalizacdo e pelo
incremento do comércio internacional, pela modificagdo e pelo enriquecimento da dieta
alimentar dos brasileiros, pela aceleracdo da urbanizagdo do Pais, pela interiorizagdo da
populagdo brasileira (excessivamente concentrada no sul, sudeste e litoral do Norte e
Nordeste), pela tecnificagdo de outras culturas (destacadamente a do milho) (EMBRAPA,

2005).

1.2 CARACTERIZACAO DA SOJA

Botanicamente a soja ¢ classificada entre as glicininas, a vagem mede de 5 a 8

cm de comprimento e contém de trés a cinco graos, de forma e tamanho variaveis, de acordo
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com sua classificagdo. S3o numerosissimas as variedades de soja, mais de 2500, e a
classificagdo mais comum ¢ em relagdo a cor do grio, a cor amarela ¢ a mais apreciada,
seguida, a grande distancia, a branca, a verde, a escura ¢ outras mais (ORNELLAS, 2001;
PHILIPPI, 2003).

Analisada sob o ponto de vista nutricional, apresenta de 35 a 40% de proteinas
de alto valor bioldgico (contendo 10 aminodcidos essenciais em teor adequado, exceto a
metionina); contém de 18 a 22 % de lipideos (20 % de 6leo em peso seco); contém vitamina
A, complexo B, vitamina C e E, magnésio, enxofre, cloro e potdssio. Seu aminograma ¢ falho
em relagdo aos sulfoconjugados. A farinha de soja contém mais fosforo e calcio que o leite de
vaca ou o trigo integral, na propor¢ao de duas vezes mais calcio e cinco vezes mais fosforo
que o referido leite. Quanto as vitaminas ao serem comparadas aos cereais, a soja € seus
derivados sdo apenas fontes razoaveis de vitaminas do complexo B, apresentam também
baixo teor de vitamina A e C, porém ¢ 6tima fonte de vitaminas E e K, boa fonte de Tiamina,
riboflavina, acido folico e ndo contém vitamina D e B12 (PEREIRA; OLIVEIRA, 2004).

O alimento tem outros fatores antinutricionais (inibidores de proteases,
lectinas, oligossacarideos, fitato e saponinas). O fésforo que sob forma de acido fitico, por
quelagdo, formara um sal insoltivel inibindo a absor¢ao do calcio do alimento (SOUZA, 2002;
MONTEIRO et al., 2004). A soja tem sido descrita por conter antinutrientes que limitam sua
utilizagdo. Os mais importantes e extensivamente investigados dos antinutrientes foram os
inibidores de proteases. Estes antinutrientes apresentam especificidade de inibir as enzimas
proteoliticas e, conseqlientemente, reduzem a digestdo protéica dos alimentos,
proporcionando diminui¢do no ganho de peso e crescimento dos animais. Desta forma, para
aumentar o valor nutricional da soja e seus produtos, hd necessidade de processamentos
térmicos para inativa-los (MIURA; BINOTTIM; CAMARGO, 2001).

O seu valor nutritivo pode ser visto no Quadro 1 abaixo:
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Quadro 1 — Composi¢ao quimica da soja, em 100 g de parte comestivel.

Carbo- Protei- - Ferro Niac.
Alimento Calorias idrato na Lipideos Fibra Cilcio (3] Bl (g) B2 (g) (3}
(€] m M
(€] (€] m

Sojacrua 4400 332 335 117,7 44,2 226 88,5 00,66 00,22 22,2

Soja

X 1160 112,8 114 77,1 11,7 990 334 00,26 00,09 00,9
cozida

Fonte: IBGE, 1996.

A soja ¢ rica em muitos minerais, em especial, magnésio, fosforo, ferro, cobre
e zinco, e ¢ uma fonte moderada de calcio (MORAIS; SILVA, 2000).

O tratamento térmico tem sido usado para melhorar o valor nutricional, porém
a temperatura deve ser controlada para evitar a destruicdo dos aminoacidos importantes ¢ a
diminui¢do da biodisponibilidade de outros nutrientes (VASCONCELOS et al., 2001). Uma
forma boa forma de resolver o problema dos inibidores e a conseqiiéncia do tratamento
térmico elevado sobre a qualidade da proteina seria a eliminagdo genética desses da soja
(MONTEIRO et al., 2004).

O aquecimento térmico tem se mostrado bastante eficiente para os graos
inteiros, mas com efeitos reduzidos ou mesmo ineficientes quando se trata da farinha
(RAYAS-DUARTE; BERGERON; NIELSEN, 1992; CARVALHO et al., 2002). Portanto, o
valor nutritivo do farelo de soja integral estd estreitamente relacionado com o tipo de
processamento utilizado (AVIES et al., 1997; BERTOL et al., 2001).

A soja tem estado na berlinda durante os anos 90, ndo apenas porque ¢ uma
proteina de alta qualidade, conforme avaliagdo pelo método "Escore de Aminoacidos
Corrigido pela Digestibilidade Protéica" (Protein Digestibility Corrected Amino Acid Score)
do FDA, mas agora tem se pensado que ela desempenha um papel preventivo e terapéutico na

doenga cardiovascular (DCV), cancer, osteoporose e o alivio dos sintomas da menopausa.
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O efeito da soja em diminuir o colesterol ¢ o efeito fisiologico mais bem
documentado. Uma andlise de 1995 de 38 estudos diferentes (envolvendo 743 pessoas)
descobriu que o consumo da proteina da soja resultou em redugdes significativas no colesterol
total (9,3%), LDL-colesterol (12,9%) e triglicerideos (10,5%), com um pequeno, porém
insignificante aumento (2,4%) da proteina de alta-densidade (HDL) (ANDERSON;
JOHNSTONE; COOK-NEWELL, 1995). Analise de regressdo linear indicou que o nivel
limiar de ingestdo de soja no qual os efeitos sobre os lipideos do sangue se tornaram
significativos foi de 25 g. No que se refere ao componente especifico responsavel pelo efeito
da soja em diminuir o colesterol, recentemente tem-se dado atengao as isoflavonas (POTTER,
1998). As isoflavonas, todavia, ndo foram eficazes em diminuir o colesterol em dois
importantes estudos realizados na década de 90 (HODGSON et al., 1998; NESTLE et al.,
1997). O mecanismo exato pelo qual a soja exerce seu efeito hipocolesterolémico ndo foi
completamente elucidado.
Em 4 de maio de 1998, a Protein Technologies International (PTI, de St.
Louis, Missouri) solicitou ao FDA um pedido de alegagdo de promog¢do de satde para os
produtos que contém proteina da soja relativo a reducdo do risco de doencas coronarianas.
Baseado em um nivel diério eficaz de 25 g de proteina da soja, a PTI propds que a quantidade
de proteina da soja necessaria para qualificar um alimento individual de sustentar a alegacao
de promocgdo de saude ¢ de 6,25 g com um minimo de 12,5 mg de isoflavonas totais por
quantidade de referéncia habitualmente consumida. Em agosto do mesmo ano, o FDA aceitou
a peticdo da PTI e estd em processo de formulagao de uma proposta de regulamentagao.
Diversas classes de anti-carcinogénicos tém sido identificados nos graos de
soja, incluindo inibidores de protease, fitoesterdis, saponinas, acidos fenolicos, acidos fiticos e
isoflavonas (MESSINA; BARNES, 1991). As isoflavonas sdo fenois heterociclicos
estruturalmente similares aos esterdides estrogénicos. Devido ao fato de elas serem

estrogénios fracos, as isoflavonas podem agir como anti-estrogénios por competir com 0s
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estrogénios endogenos de ocorréncia natural e que sdo mais potentes ao ligarem-se ao
receptor de estrogénio. Isso pode explicar porque populagdes que consumem quantidades
significativas de soja (por ex., sudeste da Asia) tém um risco reduzido de cancer dependente
de estrogénio. Entretanto, os dados epidemiologicos sobre a ingestdo de soja e o risco de
cancer sdo inconsistentes atualmente (MESSINA; BARNES; SETCHELL, 1997). Até esta
data, ndo ha nenhum ensaio de interven¢ao clinica publicado que investigue o papel da soja
em reduzir o risco de cancer.

A soja também pode beneficiar a saide dos ossos (ANDERSON; GARNER,
1997). Um estudo clinico envolvendo 66 mulheres poés-menopausa conduzido pela University
of Illinois, descobriu que 40 g de proteina de soja isolada (ISP) por dia (contendo 90 mg de
isoflavonas totais) aumentou significativamente (aproximadamente 2%) tanto o conteudo
mineral como a densidade 6ssea na coluna lombar apdés 6 meses (ERDMAN; POTTER,
1997).

A teoria de que a soja pode aliviar os sintomas da menopausa foi sugerida pela
observagao de que mulheres asidticas relatavam niveis significativamente menores de
fogachos (ondas de calor) e suores noturnos quando comparadas com as mulheres ocidentais.
Mais recentemente, 60 gramas de ISP diariamente por 3 meses reduziu os fogachos em 45%
em 104 mulheres p6s-menopausa (ALBERTAZZI et al., 1998). Ainda que essas observacdes
sejam animadoras ¢ muito prematuro sugerir que a soja possa ser um substituto para a terapia
de reposi¢do hormonal, mas ¢ uma 6tima opg¢ao para mulheres que tenham histérico familiar
de cancer e, portanto o uso da reposi¢ao hormonal nao ¢ recomendado.

O farelo de soja também desempenha papel importante no controle da
glicemia, por ser alimento rico em fibras. Em estudo clinico realizado em faculdade de
Medicina dos EUA, dividiu-se um grupo de estudantes em dois, o primeiro grupo recebeu
solugdo concentrada de glicose e ingeriu em seguida fibras de soja e o segundo grupo recebeu

somente a solucdo concentrada de glicose. O grupo que recebeu as fibras de soja ndo
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apresentou aumento significativo nos niveis de glicose no sangue quando comparados com o
outro grupo. Concluiu-se que as fibras de soja adsorveram a glicose ingerida, tornando mais

lenta sua liberagdo para ser absorvida e passar para a corrente sanguinea (MESSINA;

MESSINA; STCHELL, 1994).

1.3 DADOS ECONOMICOS

Por ser um grao de varias utilidades, tem uma demanda mundial de consumo
superior a 180 milhdes de toneladas por ano.

o Soja no mundo

Producao: 189,2 milhoes de toneladas

Area plantada: 87,81 milhdes de hectares

Complexo agroindustrial da soja movimenta aproximadamente 215 bilhdes de
ddlares por ano.

o Soja na América Latina

Producao: 89,84 milhoes de toneladas

Area plantada: 37, 95 milhdes de toneladas.

o Soja nos Estados Unidos (maior produtor mundial)

Produgao: 65,8 milhdes de toneladas

Area plantada: 29,27 milhdes de hectares

Custo da produgdo: 12 ddlares a saca de 60 Kg

Produtividade: 2,25 Kg / ha

. Soja no Brasil (segundo maior produtor)
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Producao: 49,71 milhoes de toneladas
Area plantada: 21,24 milhdes de hectares
Custo: 9 dodlares a saca de 60 Kg
Complexo agroindustrial da soja movimenta: 30 bilhdes de dolares por ano
Produtividade média: 2340 Kg / ha
Os estados brasileiros que mais produzem soja Mato Grosso e Parana

respectivamente (CONAB, 2005).

1.4 ALIMENTOS TRANSGENICOS

A biotecnologia ¢ a ciéncia que visa o desenvolvimento de produtos e servicos
por processos bioldgicos, em geral utilizando a tecnologia de DNA recombinante, também
conhecida como engenharia genética. Além dos alimentos transgénicos assim desenvolvidos,
os de processos de fermentacdo por microrganismos geneticamente modificados tem sido
amplamente utilizados pela industria para a produgcdo de alimentos ou ingredientes
alimentares (BOREM, 2005).

Embora a palavra biotecnologia tenha sido usada pela primeira vez em 1919
D.C por um engenheiro agricola da Hungria, as primeiras aplicagdes biotecnoldgicas pelo ser
humano datam de 1800 A.C, com o uso de leveduras (organismo vivo) para fermentar vinhos
e paes (produtos). Desde entdo, o conceito de biotecnologia tem sido aplicado ao longo do
tempo, como pode ser observado na listagem historica de alguns marcos cientificos e
tecnoldgicos que contribuiram para o desenvolvimento da area (PESSOA et al., 2001).

A partir da década de 60, surgiu a engenharia genética ou tecnologia do DNA

recombinante, esta tecnologia permite a transferéncia de genes de um organismo para outro
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produzindo assim uma nova substancia. Mais foi a partir de 1984 que surgiram os primeiros
vegetais transgénicos (PESSOA et al., 2001).

Nos métodos convencionais de melhoramento genético, novas combinagdes
genéticas s3o obtidas por meio de cruzamentos sexuais entre plantas que apresentam as
caracteristicas desejadas. Com a transgenia insere —se uma seqiiéncia quimérica, geralmente
composta de genes de resisténcia a antibioticos, promotores fortes e genes de interesse,
oriundos de diferentes espécies. Ou seja, plantas transgénicas (Organismos Geneticamente
Modificados — OGM) sdo plantas que tem inseridas, em seu genoma, uma seqiiéncia de DNA
manipulado em laboratdrios por técnicas moleculares ou biotecnologias. Essas técnicas de
DNA, que diferenciam as variedades transgénicas e as demais, merecem ser cientificamente
estudadas quanto aos seus efeitos sobre a saude humana e possiveis danos ao meio ambiente
(NODORI; GUERRA, 2000).

Mundialmente hd um debate sobre o impacto dos Organismos Geneticamente
Modificados (OGM) na satde humana e animal € no meio ambiente, essa polémica se torna
ainda maior por falta de dados cientificos que permitam uma avaliacdo conclusiva para
liberagdo comercial. A transgenia ¢ uma técnica que pode contribuir de forma significativa
para o melhoramento genético de plantas, visando a producdo de alimentos, fibras e 6leos.
Como por exemplo, o 6leo de soja, existente no Canada e nos Estados Unidos em que a
quantidade de tocoferol de vitamina E pode ser aumentado em até 80 vezes ou ainda o arroz
dourado, estudado atualmente nas universidades de Zurique (Suica) e Freiberg (Alemanha),
rico em vitamina A que pode ser um grande aliado no combate a deficiéncia dessa vitamina
em paises da Asia, Africa e América Latina, onde o consumo de arroz ¢ alto, assim como a
caréncia de vitamina A. No Brasil, pesquisas vem sendo desenvolvidas pela Embrapa em
relacdo ao milho com maior teor de metionina permitindo assim uma melhoria nutricional da
dieta (LAJOLO; NUTTI, 2003).

Os OGM podem ser transgénicos ou ndo. Se o organismo alvo for modificado
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geneticamente por um ou mais genes provenientes de um organismo da mesma espécie do
organismo alvo, este é considerado um organismo geneticamente modificado. Um exemplo de
OGM que ndo ¢ transgénico ¢ o tomate flavr savr. Este é um tomate geneticamente
modificado que apresenta processo de maturagdo mais lento, onde foi necessario isolar uma
determinada seqiliéncia génica do proprio tomate e inseri-la, em sentido invertido, no genoma
do fruto. Desta forma, o, como o gene inserido provém de um organismo da mesma espécie
do organismo alvo (tomate), este ¢ considerado OGM nio transgénico (GUERRANTE, 2003).

O consumo de alimentos com DNA adicional parece niao ser considerado
perigoso pois ingerimos DNA e RNA através da dieta e parece que pequena a passagem do
gene funcional para o intestino causando efeito adverso (NODORI; GUERRA, 2003).
Entretanto, discute-se que, estudos feitos em ratos alimentados com ragdo contendo DNA
modificado geneticamente ndo ocorreu destruicdo total deste DNA no processo de digestiao
sendo detectado posteriormente em células do figado e leucocitos; além de serem encontrados
nas células de fetos de ratos (NODORI; GUERRA, 2003).

Aliado ao fator nutricional dos alimentos, a biotecnologia permitird o
desenvolvimento de alimentos com demandas diferenciadas, nos aspectos sensoriais,

nutricionais e de saide (VERRIPS; WARMOESKERKEN; POST, 2001).

1.5 SOJA TRANSGENICA

A soja transgénica se difere da soja convencional (ndo transgénica), pela
introducdo de DNA, tornando-a resistente ao herbicida Roundoup®, cujo principio ativo é o
glicofosato. O gene foi retirado de Agrobacterium estirpe CP4 e produz enzima 5° —

enolpiruvato — chiquimato — 3 — fosfato — sintase (EPSPS). Contudo, o transgene completo
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contém seqiiéncias de bactérias, de virus e da petunia cujos produtos nao fazem parte da nossa
alimentagcdo (AZEVEDO; FUNGARO; VIEIRA, 2000).

A liberagao para cultivo comercial de plantas transgénicas deve ser precedidas
por estudos nutricionais e toxicologicos de longa duragdo, mas esses estudos ndo existem,
nem mesmo nos Estados Unidos.

No caso da variedade de soja Roundoup Ready (soja RR), os testes realizados
ndo foram suficientes para descriminar possiveis variagdes nas 16 proteinas alergénicas
presentes na soja. Foram comparados os perfis protéicos de variedades transgénicas e ndo
transgénicas de soja observaram in vitro, um aumento de 26,7% no teor do inibidor de
tripsina, considerado alergénico (PADGETTE et al., 1996).

Em diversos estudos diretos realizados com a proteina CP4 EPSPS, tem
demonstrado que essa proteina ndo representa um novo risco aos alimentos. Os resultados,
baseados em estudos realizados através da administragdo oral da proteina CP4 EPSPS em
ratos, mostram que ndo ha indicios de toxicidade dessa proteina. Essa auséncia de toxicidade
era esperada, dada a rapida degradagdo da proteina CP4 EPSPS pelos fluidos gastrointestinais.
Por outro lado, essa proteina pertence a uma familia de proteinas com um largo historico de
consumo seguro (BURKS; FUCKS, 1995).

A liberagdo comercial da soja RR, foi baseada no principio de equivaléncia
substancial, que significa que produtos transgénicos passaram a ser equivalentes aos similares
ndo transgénicos, considerando o incerto transgénico como mero aditivo e assumindo-se,
entdo, que os produtos ndo causam risco a saude (NODORI; GUERRA, 2000). Ainda,
segundo os autores, a constru¢do genética inserida na planta contém elementos bastante
distintos daqueles naturais encontrados nela, proporcionando novos produtos génicos e
podendo desencadear efeitos pleiotropicos substanciais e ndo podem, por isso, ser
considerados despreziveis.

Para determinagdo da equivaléncia substancial, a composicdo do alimento
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geneticamente modificado devera ser comparada a de seu analogo convencional,
preferencialmente a linhagem parental direta. Analises de composi¢do devem ser realizadas
em plantas geneticamente modificadas e nos respectivos analogos convencionais / linhagens
controle que tenham se desenvolvido em condi¢des ambientais similares, uma vez que estas
podem levar a diferengas na composicao nao relacionadas a modificacdo genética. Ao mesmo
tempo, ¢ necessario avaliar a nova variedade geneticamente modificada em diferentes locais
(diferentes condi¢des ambientais) e durante temporadas subsequentes (diferentes condigdes
climaticas), com a finalidade de verificar se ndo houve alteragdo de rotas metabdlicas, com
possiveis efeitos adversos na composi¢ao da planta (KUIPER et al., 2001).

As analises para determina¢do da composicdo de alimentos geneticamente
modificados e seus derivados devem focar o conteudo de nutrientes-chave (macro-
micronutrientes), de componentes toxicos-chave e de fatores antinutricionais-chave. Outros
componentes presentes em alimentos especificos também podem ser quantificados se
apresentarem efeitos bioldgicos potencialmente benéficos, como as isoflavonas da soja.
Também deve ser verificada a ocorréncia de quaisquer antinutrientes conhecidos,
naturalmente presentes no alimento, para a certeza de que seus niveis nao tenham aumentado
significativamente, como resultado da modificagdo genética, em relacdo aos niveis
encontrados em variedades convencionais. Para alimentos processados, a comparagdo pode
também ser realizada entre o alimento derivado de OGM processado e analogo convencional
processado. Com relagdo aos antinutrientes, o processamento também deve ser considerado,
uma vez que ele pode inativar fatores antinutricionais presentes no alimento ndo processado
(ANZFA, 2000).

Segundo Lajolo e Nutti (2003), a aplicagdo do conceito de equivaléncia
substancial ndo representa uma avaliacdo de seguranca mais permite verificar similaridades e
diferengas entre o alimento convencional e o novo produto, passando por uma avaliagdo

toxicoldgica posterior.
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1.6 PROCEDIMENTOS DE SEGURANCA NA UTILIZACAO DE ALIMENTOS
TRANSGENICOS

A pratica da avaliagdo de seguranca dos AGM (alimentos geneticamente
modificados) inclui ndo s6 a avaliagdo de riscos potenciais mas também todas as etapas
relativas a inser¢do do DNA e do alimento como um todo (NODORI; GUERRA, 2003).
Podemos destacar:

o Andlise da construg¢do genética: permite a transferéncia horizontal de
genes para bactérias intestinais ou células do intestino humano. Verifica-se que o DNA rec
(recombinante) ndo ¢ diferente do DNA contido nos alimentos; e em um calculo experimental
feito em uma dieta austriaca com alimentos transgénicos como milho, soja e batata, verificou-
se um total de 0,38 mcg / dia de DNA rec, quantidade essa considerada insignificante e apesar
de ndo dispormos de dados no Brasil, estima-se que ocorreria uma quantidade equivalente
(LAJOLO; NUTTI, 2003).

Discute-se ainda que, os processos térmicos € mecanicos aos quais oS
alimentos sdo submetidos, levariam a uma completa degradacdo do DNA. Além disso, no
processo de digestdo o DNA rec ndo se comportaria diferente do DNA ingerido habitualmente
na dieta e quanto a manuten¢do da funcionalidade do gene ingerido ou seja sua expressao nas
células epiteliais do intestino mostrou-se improvavel.

o Composi¢cdo quimica: a composicao quimica do AGM devera ter uma
comparagdo com seu analogo convencional, preferencialmente com a linhagem parental direta
para determinagdo da equivaléncia substancial. Verifica-se ainda a presenca de antinutrientes
presentes no alimento convencional e sua checagem com os niveis dos AGM (LAJOLO;
NUTTI, 2003).

o Aspectos toxicologicos dos AGM: t€m sido realizados estudos a fim de
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verificar a seguran¢a alimentar dos AGM em estudos curtos ou at¢ 90 dias em diversas
espécies de animais ndo ocorrendo efeitos negativos importantes (LAJOLO; NUTTI, 2003).

. Efeitos ndo intencionais: a modificacdo genética ndo permite identificar
em que local do cromossomo o DNA transferido ir4 se localizar, devido essa inser¢ao ser feita
ao acaso pode ocorrer efeitos ndo intencionais como ativagdo de alguns genes ou
silenciamento de outros. Entre esses efeitos pode se verificar alteragdes na morfologia da

planta ou até mesmo no metabolismo e composi¢ao quimica (LAJOLO; NUTTI, 2003).

1.7 ROTULAGEM DE ALIMENTOS GENETICAMENTE MODIFICADOS NO BRASIL

No Brasil, o governo publicou em um primeiro momento o Decreto n°® 3.871,
de 18 de julho de 2001, o qual estabelecia que deveriam ser rotulados os alimentos
embalados, destinados ao consumo humano, que contivessem ou fossem produzidos com
organismos geneticamente modificado, com presenca acima do limite de 4% do produto
(BRASIL, 2001).

Tal decreto, no entanto, foi revogado pelo Decreto n® 4.680, de 24 de abril de
2003, que estabelece normas de rotulagem, tanto para os produtos embalados, quanto para os
vendidos a granel ou in natura, que contenham ou sejam produzidos a partir de OGM. Diz
ainda que as expressoes “pode conter soja transgénica” e “pode conter ingrediente produzido
a partir de soja transgénica” deverdo constar do rotulo, independentemente do percentual da

presenca da soja transgénica a partir da soja colhida na safra de 2003 (BRASIL, 2003).
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1.8 ALIMENTOS TRANSGENICOS: opinido publica e polémica

O tema organismos geneticamente modificados tem sido destacado através de
polémicas nos mais diversos campos. Cié€ncia, politica, religido, economia, meio ambiente,
saude: quando o tema em questdo s3o os transgé€nicos, o que ha em comum entre as
perspectivas apontadas pelas diferentes areas ¢ a inexisténcia de consenso. Governantes,
legisladores e juizes; cientistas e religiosos; organizagdes de agricultores, de consumidores e
ambientalistas t€ém se posicionado contraria ou favoravelmente as aplicagdes na agricultura e
na alimentagdo da técnica que possibilita a introdugcdo em organismo hospedeiro de genes
originarios de outro organismo. E assim que o assunto tem se tornado objeto de leis, estudos,
reportagens, seminarios, livros, filmes, exposi¢des artisticas, declara¢des, manifestagdes,
debates e embates em que evidenciamos as dimensdes materiais e simbolicas relativas ao
tema (MENASCHE, 2005).

A oposicdo aos transgénicos ndo se limita, no entanto, a movimentos
preocupados com a saude das pessoas e o equilibrio do meio ambiente. Os opositores
ideologicos acreditam que grandes empresas multinacionais que produzem transgénicos
passariam a ter controle, através do dominio dessa técnica, sobre a agricultura dos paises
pobres. O motivo maior dessa polémica ¢ a falta de dados cientificos que permitam a

avaliac¢do conclusiva para a liberagdo comercial.

1.8.1 Risco ao meio ambiente

O Brasil ¢ o ber¢o de varias espécies cultivadas ou apresenta regides com alta
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variabilidade genética das populagdes crioulas ainda em cultivo, situagdo que requer muita
cautela. A introdu¢do em plantas de genes de resisténcia a insetos e a herbicidas isolados de
bactérias ou outras fontes levanta questdes relativas a probabilidade e as conseqiiéncias desses
genes serem transferidos pela polinizagdo cruzada a espécies aparentadas, principalmente

plantas daninhas que competem com as variedades cultivadas (NODORI; GUERRA, 2003).

1.9 O ESPECTRO ELETROMAGNETICO

O espectro eletromagnético constitui-se de ondas eletromagnéticas, que vao das

ondas de radio e televisao, até os raios cosmicos, com um gradiente de energia apresentado na

Figura 1.
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Figura 1 — Representacdo esquemadtica do espectro eletromagnético

1.9.1 A regido visivel

A luz visivel faz parte de uma pequena por¢do do espectro eletromagnético,

que vai do vermelho ao azul, e pode ser entendida, assim como as outras regioes do espectro
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eletromagnético, como campo elétrico oscilante ortogonal a um campo magnético também

oscilante, como mostra a Figura 2.

vetor elético

Figura 2 — Representa¢do esquematica uma onda eletromagnética

1.10 O ESPALHAMENTO DA LUZ

Quando um raio de luz atravessa um sistema particulado, esta luz se espalha
em todas as dire¢des, em que o comprimento de onda, ou a freqiiéncia da luz espalhada ¢ o
mesmo do raio de luz original. Este efeito possui graus diferentes de energia para a luz
espalhada com diferentes comprimentos de onda.

Assim, quanto menor o comprimento de onda, maior serd a energia. Portanto,
se um raio de luz que possui todas as cores do espectro, atravessar um sistema particulado, os
raios de maior energia serdo mais espalhados com maior intensidade do que os raios de menor
energia. Este fendmeno recebeu o nome de “Efeito Tyndall” (EWING, 1972).

Lorde Rayleigh foi quem estudou este efeito e postulou a hipdtese de que a cor
do céu é azul com o sol em éangulos de incidéncia proximos a 90°, ¢ observou que o

avermelhado do alvorecer e do crepusculo ¢ causado pelo espalhamento da luz através de



28
particulas de agua e poeira presentes na atmosfera. O azul do céu seria neste caso o
espalhamento da luz em todas as dire¢des, enquanto que o avermelhado seria a luz do sol que
atravessa em angulo rasante a atmosfera. Mais tarde, em 1899, Rayleigh sugeriu que o
fenomeno em questdo seria provocado pelas proprias moléculas dispersas na atmosfera
(SALA, 1996).

Em 1914, Cabannes mostrou experimentalmente com sucesso, que gases puros,
ou seja, livres de poeira, também tinham a capacidade de espalhar os raios de luz.

Uma avaliagdo minuciosa do espalhamento de luz de substancia liquidas,
solidas e gasosas, nao obedecia exatamente a regra, como mostra o efeito Tyndall. A hipotese,
basicamente formada aparecera envolvida dentro de outra idéia, em que os raios espalhados
sofriam um deslocamento no comprimento de onda. Esta divergéncia foi ponto de partida para
estudar a natureza do espalhamento de luz.

O Fisico Sir Chandrasenkhara Venkata Raman procurou achar explicagdo das
anomalias na simetria observada nas moléculas. Durante estes trabalhos no fendmeno do
espalhamento, Raman fez em 1928, uma inesperada e altamente surpreendente descoberta, em
que a luz espalhada continha nao somente a radia¢ao derivada da luz primitiva, mas também
radiagdo com comprimentos de onda, diferentes da luz incidente. (SALA, 1996).

A fim de estudar com mais profundidade esta observacdo, Raman usou uma
lampada de mercurio cuja luz emitida foi filtrada para se obter um Unico comprimento de
onda. A luz espalhada desse raio por um meio particulado foi registrada em um espectrografo.
Raman encontrou no espectrograma, varias outras linhas situadas de ambos os lados da linha
de mercurio. Através deste experimento, Raman chegou a conclusdo que um feixe de luz
monocromatico (um unico comprimento de onda) ao se chocar com sistemas particulados, se
espalha dando origem a feixes de luz policromaticos (varios comprimentos de onda) (SALA,
1996).

Em 1930 a academia de ciéncias concedeu o prémio Nobel para Raman pela
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descoberta do efeito no espalhamento de luz, e em sua homenagem, este espalhamento
recebeu o seu nome, “Espalhamento Raman”, também conhecido como espalhamento

inelastico.

1.11 A ESPECTROSCOPIA

A espectroscopia estuda a interagdo da radiacdo eletromagnética com a
matéria, tendo em vista como um de seus principais objetivos a determina¢do dos niveis de
energia de atomos e moléculas.

A energia total de uma molécula ¢ a soma das energias eletronicas,
vibracionais e rotacionais (Ei—=FEeetEvivtEror). As energias eletronicas aparecem nas regides
ultravioleta-visivel, as energias vibracionais aparecem na regido do infravermelho e as
energias rotacionais aparecem na regido das microondas. As energias eletronicas englobam as
energias vibracionais e rotacionais, ¢ as energias vibracionais englobam as rotacionais.

Os niveis energéticos de uma molécula, quando comparados entre si, mostram
valores bem diferentes, isto faz com que cada espectro possa ser estudado separadamente.

Neste trabalho foi usada a espectroscopia Raman que nos fornecem
informagdes na regido do infravermelho, por este motivo, vamos nos focar nesta regido do

espectro eletromagnético (SKOOG; HOLLER, 2002).
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1.11.1 A regido do infravermelho

A regido espectral do infravermelho esta situada antes da regido do visivel no
espectro eletromagnético, portanto ndo conseguimos enxergar nesta regido, mas podemos

senti-la, pois a regido no infravermelho esta associada ao “calor” (SKOOG; HOLLER, 2002).

1.11.2 O modelo classico

Podemos considerar a ligacdo quimica em uma molécula diatdmica como se
fosse constituida por duas bolas, as quais representam os a&tomos, € uma mola que representa a
ligacdo quimica.

Uma descri¢do matematica apropriada para o modelo fisico de bolas e molas ¢é
feita considerando-se as de molas e bolas como um oscilador harmonico. Através desta
aproximagdo podemos obter os niveis de energia vibracionais de moléculas diatdmicas. Para
moléculas poliatdmicas também pode se obter estes niveis de energia, entretanto outras

\

aproximagdes e consideracdes relativas a simetria molecular e ao sistema de coordenadas

devem ser feitas (SKOOG; HOLLER, 2002).

1.12 A ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL

Existem dois tipos de espectroscopia vibracional, a espectroscopia no
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infravermelho e a espectroscopia Raman. As duas técnicas nos dao informagdes na regiao do
infravermelho, mas o mecanismo de obtengdo destas informagdes, isto ¢, dos espectros sao
diferentes. Esta diferenca se da basicamente por dois motivos basicos: o tipo da fonte que gera

a radiagdo e a posi¢ao do monocromador no instrumento.

1.12.1 Espectros no infravermelho

Vimos até o momento que as ligagdes quimicas em uma molécula vibram com
freqiiéncias e energias caracteristicas. Este fato analisado isoladamente ndo nos mostra como
uma molécula pode absorver energia da radiagdo eletromagnética que sobre ela, incidir. Para
que uma molécula absorva a radiacdo eletromagnética é necessario que além de vibrar esta
molécula apresente, simultaneamente, uma variacdo periddica do seu momento de dipolo
elétrico permanente g Somente nestes casos ¢ possivel, que a molécula absorva radiagao
eletromagnética na sua freqiiéncia de ressonancia. Vale ressaltar, que ndo ¢ necessario que a
molécula possua um momento de dipolo permanente, mas que apresente variacdo no
momento de dipolo durante um modo de vibracdo (SALA, 1996; SKOOG; HOLLER, 2002).

Neste item do trabalho descrevemos como uma molécula absorve radiagao
eletromagnética no infravermelho e, portanto temos os fundamentos de como se originam os
espectros no infravermelho. Através de espectros no infravermelho podemos obter
informagdes sobre os niveis vibracionais das moléculas sob analise, todavia este nao € o unico
método de se obter tais informacgoes.

Uma maneira indireta de se obter informagdes sobre os niveis de energia
vibracionais de moléculas ¢ transferir para a regido do visivel e ultravioleta as informagdes

que tradicionalmente s6 seriam obtidas no infravermelho. Tal transferéncia ¢ feita através da
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espectroscopia Raman, isto €, através do espalhamento inelastico da radiacao eletromagnética
que interage com as moléculas. As freqiiéncias vibracionais sdo determinadas pelas diferencas
entre as freqliéncias das radiacdes espalhadas e a da radiagdo incidente.

Embora os mesmos valores de freqliéncias vibracionais obtidos através de
espectros no infravermelho e Raman sejam os mesmos o mecanismo que estes espectros sao
obtidos sdo diferentes. Nos espectros obtidos no infravermelho ¢ suficiente que haja variagao
do momento dipolar durante uma vibrac¢do. J& nos espectros Raman o momento de dipolo ¢
induzido pela propria radiagdo eletromagnética incidente e, portanto deve haver
polarizabilidade da ligagdo durante a vibragdo. Assim a polarizabilidade torna-se o ponto
chave para o entendimento e aplicagdo da espectroscopia Raman (SALA, 1996).

Visto a importancia da polarizabilidade na espectroscopia Raman, passaremos
a tratd-la com mais rigor no préximo item deste trabalho com objetivo de finalmente
aplicarmos todo o desenvolvimento que fizemos sobre vibragdes moleculares para

entendermos claramente, como se “originam” os espectros Raman.

1.12.2 A magnitude do espalhamento Raman

A causa basica do espalhamento Raman ¢ a polariza¢do induzida na molécula
pelo campo elétrico oscilante da radiagdo eletromagnética incidente. Este dipolo induzido
espalha a radiagdo com ou sem alteracao da energia vibracional da molécula. A polarizagao P,
induzida na molécula depende da polarizabilidade desta molécula o e do campo elétrico da

radiacdo eletromagnética incidente £, como apresentado na Equacao abaixo.

P=aFE

eq. 1
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A polarizabilidade dos elétrons de uma molécula dependera da freqiiéncia de
vibragdo molecular e, portanto podemos considerar como uma aproximag¢ao bastante razoavel
que o potencial que governa esta variagdo na polarizabilidade ¢ o mesmo que governa as
vibragdes.

Na espectroscopia Raman, tanto moléculas diatdomicas heteronucleares como
moléculas diatobmicas homonucleares apresentam atividade, pois em ambos os casos ocorrem
variagdes na polarizabilidade durante a vibragdo. Por exemplo, a polarizabilidade da ligacao
dupla carbono-carbono varia significativamente durante a vibragdo molecular e, portanto seu
espalhamento Raman ¢ forte, ja na ligacdo dupla carbono-oxigénio a variacdo da
polarizabilidade ndo ¢ tdo intensa, pois esta ligagdo ja possui um momento de dipolo
permanente intenso. No infravermelho ocorre justamente o contrario, a absor¢do da ligagdo
dupla carbono-carbono ¢ fraca e a absorcao da ligagdo dupla carbono-oxigénio ¢ forte. Fatos
como este levaram a generalizagdo equivocada de espécies ativas no infravermelho sao
inativas na espectroscopia Raman.

No espectro Raman tem-se simetria em relagdo a linha Rayleigh, uma banda do
lado de freqliéncias mais baixas, as Stokes, e uma do lado das freqiiéncias mais altas, as anti-
Stokes. As linhas Stokes e anti-Stokes deveriam ter as mesmas intensidades, mas observa-se,

experimentalmente, que as linhas Stokes sdo mais intensas.

1.13 QUIMIOMETRIA

Sao métodos matematico-estatisticos aplicados em problemas quimicos. Estes
métodos visam o planejamento, a otimizagdo de experimentos, classificacio e também o

modelamento de dados experimentais (GEMPERLINE, 1997).
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1.14 PRE-PROCESSAMENTO DE SINAIS ANALITICOS

1.14.1 A remogdo do ruido experimental: o filtro de transformada de Fourier

Para entendermos melhor de modo qualitativo a remocdo de ruidos
experimentais usando a transformada de Fourier, vamos supor que o sinal analitico original (o
espectro) seja uma orquestra sinfonica composta, por instrumentos afinados e desafinados os
quais representam respectivamente as bandas espectrais e os ruidos instrumentais. Quando se
aplica a transformada de Fourier direta, esta operacdo matematica nos permite ouvir cada
instrumento musical separadamente, ¢ ai sim sabemos quais 0s instrumentos que estdo
desafinados, uma vez localizados estes instrumentos, podemos retira-los. Apos a remog¢ao
destes instrumentos, aplica-se a transformada de Fourier inversa para obtermos a orquestra
sinfonica composta apenas pelos instrumentos afinados, isto €, pelas bandas espectrais. Assim
sendo faremos uma breve introdugdo sobre o filtro de transformada de Fourier, como segue no

proximo item desta dissertagdo de mestrado.

1.14.2 O filtro de transformada de Fourier

Uma vez obtido o espectro de freqiiéncias do sinal analitico, devemos cortar as
freqliéncias altas, visto serem estas freqiiéncias, na grande maioria dos casos, relacionadas ao
ruido instrumental.

A seqliéncia de operacdes utilizada no processo de remog¢ao de ruido, através

da transformada de Fourier, podem ser facilmente entendidas se observarmos a Figura 3



(BRACEWELL, 1965; NUSSBAUMER, 1982).
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Transformada de Fourier Ang
) . . Espectro de frequéncias
Sinal Analitico direta > do sinal analitico,
com ruido com as frequéncias
do ruido
Corte das frequéncias
relativas ao ruido
instrumental
. . Espectro de frequéncias
Sinal Analitico do sinal analitico
sem ruido Transformada de Fourier sem as frequéncias
inversa do ruido

Figura 3 — Representacdo esquematica da seqiiéncia de operacdes utilizada
na aplicacao do Filtro de transformada de Fourier
Para exemplificarmos a aplicacdo do filtro de transformada de Fourier
escolhemos um sinal complexo, em que muitas freqiiéncias estdo envolvidas. Este sinal ndo ¢
proveniente de nenhum processo analitico, mas permitird ilustrar, de modo didatico, alguns

aspectos importantes do filtro de transformada de Fourier. Vejamos o exemplo.

SINAL INICIAL
25 T T T T
2
1.5H §
1 L 4
=
L]
=
@ 051 k
5
E
D L 4
0.5r 1
At ]
15 L L L 1
0 0.z 0.4 06 (R 1
Termpo

Figura 4 — Sinal original, isto é, sinal + ruido
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Espectro de freqiiéncias do sinal inicial
No espectro de freqiiéncias pode-se observar claramente que o sinal ¢ formado
pelas seguintes freqiiéncias caracteristicas:
-5Hz
-10 Hz

- Freqiiéncias altas, relativas a ruido.

Espectro de frequéncias do sinal inicial
600 T T T T

Intensidade
(5] F—
= =
= =
T T
. .

bk
=
[mm]
T
L

ALY

1] 20 40 g0 g0 100
Frequéncialw) erm Hz

Figura 5 — Espectro de freqiiéncias do sinal original

Corte de freqiiéncias superiores a 10 Hz e retorno ao dominio do tempo

Nesta etapa devemos cortar freqii€ncias superiores a 10 Hz. Para tanto,
multiplicamos o espectro de freqiiéncias pelo valor 1, até a freqiiéncia 10 Hz, acima desta
freqliéncia multiplicamos por zero. Efetuado o corte de freqiiéncias, aplicamos a transformada

de Fourier inversa e obtemos o sinal livre de ruido.
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SIMAL LIVRE DE RUIDOD

Intensidade
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(] (8]

=
i
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Ternpo

1.5 1 1 1
0

Figura 6 — Sinal livre do ruido

Se o corte de freqiiéncias for efetuado em uma posicao errada, corre-se o risco
de eliminar informacao util do sinal. Na Figura 7 ilustramos o que ocorreria se, por algum
motivo, fosse cortado do espectro de freqiiéncias da Figura 5, todas freqiiéncias acima de 5 Hz

e em seguida fosse aplicada a transformada de Fourier inversa.

SIMAL LIVRE DE RUIDOD
0.8 T T T T

Intensidade

04 : : :
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Ternpo

Figura 7 — Sinal distorcido em fun¢do de um corte errado nas freqiiéncias

Conforme pode ser observado na Figura 7, uma escolha errada da freqiiéncia

critica de corte, produz uma distor¢do catastrofica no sinal. O sinal tratado com o filtro de
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transformada de Fourier, neste caso, nao apresenta nenhuma relagdo com o sinal original.
Felizmente, a escolha da freqiiéncia critica ¢ geralmente uma tarefa muito
simples, pois o ruido geralmente apresenta freqiiéncias altas e o sinal util, freqiiéncias baixas.
Na duvida, devemos efetuar o corte bem longe das freqiiéncias baixas. Neste caso, talvez nao

estejamos cortando todo o ruido, mas certamente uma parcela sera eliminada e ndo corremos

o risco de distorcer o sinal (BRACEWELL, 1965; NUSSBAUMER, 1982).

1.14.3 Correcao de espalhamento de luz (MSC)

O método MSC (Multiplicative Scatering Correction) ¢ uma técnica usada para
corrigir o efeito do espalhamento de luz em espectros de reflectancia difusa. O fundamento do
método estd no fato de que a dependéncia funcional, em relagdo ao comprimento de onda do
espalhamento de luz, ¢ diferente daquela observada para a reflectdncia difusa. Assim, ¢
possivel utilizar um grande nimero de comprimentos de onda para diferenciar o espalhamento
de luz da reflectancia difusa. No método MSC a interferéncia relativa ao espalhamento de luz
¢ minimizada corrigindo-se os espectros de reflectancia difusa de modo que todos os
espectros possuam o espalhamento “ideal” e por ideal entenda-se médio, visto ser este o Unico
espalhamento possivel de ser calculado. A técnica ¢ muito simples e pode ser facilmente
entendida se acompanharmos a seqiiéncia de operacdes abaixo.

Matematicamente, e resumindo, a correcao ¢ feita da seguinte forma:

1. A partir do conjunto total de espectros de reflectancia difusa, calcula-se o
espectro médio X .

2. Faz-se a regressdo linear para cada um dos espectros do conjunto total de

espectros.
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3. Correcao final.
O método MSC, quando bem aplicado ¢ capaz de reduzir significativamente os

efeitos relativos ao espalhamento de luz (MELLO, 1997).

1.14.4 A ortogonalizacdo de espectros

A partir deste ponto faremos uma breve revisdo da teoria relacionada ao
principal método de pré-processamento de espectros, a qual seja: a ortogonalizagdo de
espectros. Basicamente a ortogonalizacdo ¢ feita usando-se o método de Gram-Schmidt

(ARFKEN, 1995).

1.14.4.1 O método Gram-Schmidt

Dados dois vetores linearmente independentes no espaco n-dimensional
R"podemos obter um vetor ortogonal a qualquer um deles. Por exemplo, suponha que um
espectro qualquer (obtido em qualquer regido do espectro eletromagnético) seja um dos
vetores, aqui chamado de u, e o outro vetor o espectro dos interferentes, isto ¢, aquilo se
deseja eliminar do espectro u, por exemplo, espectro do solvente e cubeta, fluorescéncia da
matriz, ruido branco, ou seja, tudo que ndo for correlacionado a medida de interesse, aqui
chamado de v.

Sabendo-se o que se deseja eliminar (v) o proximo passo € projetar o espectro u

na dire¢do do espectro v. Assim conheceremos, dentro de um certo limite numérico
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computacional, a contribui¢ao de v em u, como representado na Figura 13 (ARFKEN, 1995;

BUTKOV, 1982).

10 T

Vetor ortogonal v
que procuramos

0 N :

"0 8 5 4 2 0 2 4 6 8 10

Figura 8 — Ortogonalizacdo de vetores para remocao da fluorescéncia usando
o método de Gram-Schmidt

Agora, se subtrairmos o vetor u (espectro u”) do espectro u, teremos o espectro
u sem a contribuicdo do espectro v dos interferentes. Bom isto ¢ o que ¢ feito no método de
Gram-Schmidt. Agora traduzindo o método para a matematica, podemos escrever:

“Dados dois vetores linearmente independentes (v,,v,,v;,--,v, ) definidos no

n . * * * * 9
R", podemos obter vetores ortogonais (v, ,v,,v,, -+, Vv, ), como segue:
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Vl = Vl
.
* Vl * Vz *
Vo =V — =V
Vi v
o o
\ Vi Vs eV, Vs
v3 :v3 *1 * .vl o * .VZ
ViV Vy VY,
1 51 51
% Vl Vr * vz Vr * Vrfl i vr *
vr :vr T T * vl *1 * VZ - *! * VV—I
Vi oV Vo W, Vot "Via

Assim sendo fica claro que a corre¢do nada mais ¢ que o método de Gram-

Schmidt.

1.15 PROCESSAMENTO DE SINAIS ANALITICOS

1.15.1 Compressdo de dados: a analise de componentes principais (PCA)

Os instrumentos analiticos nos permitem medir simultaneamente, de modo
rapido e eficiente uma enorme quantidade de dados de um sistema quimico. Com o avango € a
chegada de computadores em laboratérios, e com o interfaceamento entre instrumentos e
computadores, aliados a poderosas ferramentas matematicas deram ao quimico analitico uma
grande habilidade em transformar dados em informacdes uteis, pois nem sempre o aumento

no nuamero de dados, aumentam as informagdes sobre o sistema de interesse, uma vez que
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nem todos os dados possuem informagdes relevantes sobre o sistema.

Assim, ¢ necessaria a utilizacdo de métodos matematicos que nos permitam a
compressdo deste conjunto de dados obtidos do sistema em questdo, em um conjunto de
dados ainda muito menor, mas que possua as mesmas informacdes realmente uteis, para a
analise e modelamento do sistema. Existe uma série de métodos destinados a compressao de

dados, entretanto, o mais usado ¢ o método fundamentado na andlise dos componentes

principais (PCA) (BEEBE; KOWALSKI, 1987).

1.15.2 A compressao de dados através da Analise de Componentes Principais (PCA): a
fundamentacao tedrica

J4

A idéia basica da analise de componentes principais ¢ achar combinagdes
lineares entre as variaveis independentes, de modo a reduzir a sua dimensao em um conjunto
muito menor de dados, que ainda contenha as principais informagdes sobre o sistema em
questdo. Na andlise de componentes principais, a matriz das variaveis independentes ¢
decomposta em uma soma de matrizes menores, que nao podem mais ser reduzidas, mais uma

matriz de erros, como se segue:

T T T
X=tp, +t,p, +-+t,p, +E eq. 2

em que E ¢é uma matriz de erros t, ¢ p; sdo os escores e loadings, respectivamente, da
matriz das variaveis independentes (BEEBE; KOWALSKI, 1987; MARTES; NAES, 1989 ).
Esta ¢ a definicdo que se encontra em boa parte dos livros e artigos sobre

calibracao multivariada. Entretanto apresentaremos, no proximo item, uma visao alternativa.
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1.15.3 A compressao dos espectros

3

Um conjunto de espectros pode ser matematicamente “visto” em forma de

matrizes. Estes espectros, isto €, a matriz ¢ chamada de espago vetorial R™. Para que esta
matriz seja comprimida, devemos achar o subespago vetorial R", em que n<m. Este

subespaco, ou seja, esta nova base, onde a matriz sera projetada sdo os autovetores ou
componentes principais.

Para se obter os autovalores, deve-se achar primeiramente os autovalores da
matriz, pois para cada autovalor obtido hd um autovetor correspondente. O maior autovalor
corresponde ao maior autovetor, o qual captura a maior parte da varidncia na matriz, o
segundo maior autovalor, corresponde ao segundo maior autovetor, que captura o residuo da
variancia a qual ndo faz parte da variancia do primeiro autovetor. Esta varidncia capturada ¢é
acumulativa. No entanto, vale lembrar que devemos pegar os autovetores responsaveis por
95% da variancia na matriz dos espectros, sendo que devemos levar em consideracio 5% para

erros aleatorios (BEEBE; KOWALSKI, 1987; MARTES; NAES, 1989).

1.15.4 Autovalores e Autovetores

A Equagdo

Ax=y

eq. 3
pode ser considerada uma Equagdo linear que transforma um vetor X em um novo vetor y

multiplo de si mesmo. Para achar estes vetores, fazemos:
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y=Ax

eq. 4
onde A ¢ um fator de proporcionalidade escalar. Substituindo a Equagdao 4 na Equagdo 3,

temos:

Ax:ﬂx eq. 5
Ax—Ax =0 eq. 6
(A-AI)x=0 cq.7

Os autovalores, que vao gerar os autovetores, sdo as raizes do polindmio

caracteristico denominado polindmio de Caley-Hamilton partindo da Equacao 8:
det(4—AI)=0 0q. 8

Para facilitar a compreensdo, vamos achar os autovalores e os autovetores de

uma matriz A qualquer de ordem dois por dois (ARFKEN, 1995; LIPSCHUTZ, 1994).

1 4
2 3

1° PASSO: achar os autovalores de A
det(4—AI)=0
(1 4 1 0
A
2 3 0 1

1 4] [4 0
2 3] [0 A
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-4 4
=0
P

(1-2)x(3-1)-8=0
A —41-5=0

4+:/36 4+6
= —_— _)
2 2

Temos dois autovalores 4 =5 e A =—1 portanto teremos dois autovetores.

A A

2° PASSO: achar os autovetores

Célculo do primeiro autovetor usando o maior autovalor:

[1-5 4 x| [0
X =

2 3-5] [x, 0

4 4] [x] [0
X =

2 -2 |x 0

—4x,+4x,| [0

| 2x,-2x, | |0

As matrizes podem ser escritas em forma de sistemas:

—4x, +4x, =0

—>x,-x,=0->x=x,

O autovalor A =5, gera as componentes do autovetor: x, =le x, =1
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Célculo do segundo autovetor usando o segundo autovalor:

[1-(=1) 4 x| [0

X
2 3-(=D| |x| |0

(2 4] [x | [0

X
12 4] |x 0

[ 2x, +4x,] [0

| 2x, +4x, 0

0
0

2x, +4x, =
+
2x, +4x,

4x, +8x, =0 —> x, = -2x,

O autovalor A =—1, gera as componentes do autovetor: x, =2¢ x, =—1

Coluna 2

PC, = autovetor 1

/ .

Coluna 1

PC, = autovetor 2

Figura 9 — Representacao esquematica do processo de obtengdo da nova base
do espago vetorial. Em que PC, e PC, geram a nova base vetorial

Quando projetarmos a matriz dos espectros nessa nova base, ou seja, nos
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autovetores, (esta projecdo nada mais ¢ que uma multiplicagdo) obteremos a matriz reduzida
chamada escores e os loadings que significam as regides de maior importancia (de maior
peso) dos escores. Em outras palavras, os loadings nada mais sdo que o grau de rotagdo dos
eixos principais.

Os escores ¢ 0s loadings s3o obtidos através do desenvolvimento da Equacao

RV:U eq. 9

(RR" )V =UR’ cq. 10
(RRT)RR™]'V =UR(RR")" o 11

v =UR'(RR")'

eq. 12

em que U sdo os escores R” (RRT )_l s30 o0s loadings (BEEBE; KOWALSKI, 1987).

1.16 0 METODO DOS MINIMOS QUADRADOS PARCIAIS (PLS)

A base do PLS ¢ decompor a matriz (X) das varidveis independentes e a matriz
(Y) das variaveis dependentes, em um produto de duas matrizes menores mais uma matriz de

€1Tro, COMO Segue:

X=TP+E eq. 13



48

Y=UQ+F eq. 14

em que as matrizes 7e U sdo chamadas de matrizes dos escores; P e ( matrizes dos

loadings; E e F as matrizes de erro de X e Y respectivamente. Esta decomposi¢ao ¢ muito
util nos casos em que a matriz X ¢ mal condicionada, ou ainda, quando o numero de
amostras ¢ menor que o numero de variaveis independentes visto que podemos utilizar uma
matriz 7 de dimensdo inferior a da matriz X sem perda de informagao til, eliminando ruido

e colinearidade dos dados.

1.17 UTILIZACAO DA ESPECTROSCOPIA RAMAN NA INDUSTRIA DE ALIMENTOS

O uso da espectroscopia Raman em produtos alimenticios e agricolas s6 foi
possivel devido as inovagdes desta técnica nos ultimos anos. Este tipo de técnica apresentava
problemas, como o fato de ocasionar a emissdao de fluorescéncia e possibilidade da amostra
sofrer fotodecomposicao ou fotoisomera¢ao em virtude da forte iluminacao do laser na regido
do visivel. Um outro problema era que os antigos equipamentos apresentavam dificuldades na
obtencdo do espectro devido a maneira como os mesmos eram construidos. O surgimento da
espectroscopia Raman com transformada de Fourier, empregando laser na regido do
infravermelho proximo, resolveu muitos dos problemas apresentados, tornando possivel a
aplicacdo desta técnica em novas situagdes (OZAKI et al., 1992).

Essa técnica mostrou-se econOmica, ndo destrutiva podendo ser utilizada
largamente na industrias de alimentos, pois ¢ um método rapido que determina mais de um

componente a0 mesmo tempo (MOLLER, 2004).
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Henry (1985), Law (1985) e Czuchajowska, Szczodrak e Pomeranzy (1992)
tentaram determinar 3 glucagon total contido no grao de cevada através da espectroscopia no
infravermelho proximo, mas os resultados obtidos ndo foram satisfatorios. Dewiche,
Graybosch e Peterson (1999) tentaram mostrar as possibilidades do uso do infravermelho
proximo e andlise multivariada para detectar a transloca¢do de cromossomos do trigo e grao
de centeio com maior precisdo que quando feita na farinha da semente do trigo. O NIR
(Infravermelho proximo) também tem sido usado para identificar a amilose e amilopectina em
variedades de trigo (WANG; DOWELL; LANCEY, 1999). Campbell et al. (2000) usou o
NIR para classificar o amido de variedades de milho utilizando PCA e PLS em diferentes
intensidades. Também tem sido usado para determinar as proteinas e o teor de umidade dos
cereais industrializados (MOLLER, 2004).

A espectroscopia Raman ¢ adequada para investigar a concentragdo das
amostras de solidos, principalmente em produtos alimenticios compostos por géis e emulsoes.
Os estudos realizados mostraram que a técnica pode ser usada para uma analise rapida do grau
de insaturagao de lipideos e diferenciagdo dos componentes de proteinas.

Em 1991, Van de Voort e Ismail revelam as vantagens do emprego da
espectroscopia por reflexdo atenuada (ATR) na andlise quantitativa do leite. No ano seguinte,
Van De Voort (1992) descreve as principais aplicagdes da espectroscopia ATR na anélise do
leite, carne, 6leos, gorduras, manteiga, margarina leite condensado e frutas, avaliando tanto

aspectos quantitativos quanto qualitativos , com a certifica¢ao de qualidade.
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2 OBJETIVO

Diferenciar soja convencional de soja transgénica através de espectroscopia

Raman e métodos quimiométricos.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 MATERIAL E METODOS

3.1.1 Amostras

A soja utilizada neste trabalho foi fornecida pela Embrapa, safra 2005,
cultivada na fazenda experimental da regido de Uberaba-MG.

Foram utilizados quatro tipos de soja:

o Soja convencional (ndo transgénica): denominada Conquista (MG /
BR46) mais plantada no Brasil atualmente;

o Soja BRS valiosa RR (soja geneticamente modificada, essencialmente
derivada da Conquista);

o Soja Msoy 8888 RR (soja geneticamente modificada);

o Soja Silvania _ RR (soja geneticamente modificada);

A denominagdo dada as diversas variedades de soja utilizadas no trabalho,
foram assim descritas pela Embrapa Soja e segundo o pesquisador Neylson Eustaquio
(comunicacao verbal, 2005), a soja BRS valiosa RR é a espécie mais proxima da soja
convencional, recebendo apenas um par de genes. As outras duas variedades utilizadas Msoy
e Silvania receberam uma quantidade de genes maior que Valiosa. Nao sendo relatada a

quantidade exata.
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3.1.2 Preparo das amostras

As amostras foram dividas em dois grupos, denominados de A e B.

- Grupo A (composto por 4 tipos de soja — sendo uma convencional e 3 tipos de
soja transgénica): as amostras foram pesadas e em seguida trituradas, sem nenhum tratamento
prévio.

Foi usado para tal procedimento liquidificador doméstico, tendo como
resultado uma farinha amarela clara, com odor caracteristico.

- Grupo B (composta por 4 tipos de soja, sendo uma convencional e 3 tipos de
soja transgénica): as amostras foram submetidas a calor seco (180° C) em forno doméstico
durante 25 minutos , mexendo a cada 5 minutos para nao queimar.

A quantidade total utilizada foi de 250 g (de convencional) e 250 g (de cada
variedade de soja transgénica). Apos o processo de torrefacdo a soja convencional foi pesada,
apresentando valor igual 235¢g (perda de 15 g); duas variedades de soja transgénica pesaram
240 g (com perda de 10 g apds o processo de torrefacdo), apenas a variedade Silvania RR
perdeu 5 g.

Apbs o processo de torrefacdo, as amostras foram trituradas em liquidificador
doméstico até se transformarem em farinha (PEREIRA; OLIVEIRA, 2004; EMBRAPA,
2005). O resultado obtido foi de uma farinha amarela escura.

Esse processo foi realizado no mesmo dia e em uma unica tentativa.
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3.1.3 Material

Foram utilizados os seguintes equipamentos para preparo das amostras:
liquidificador doméstico (Walita®), forno, fogdo convencional doméstico 4 bocas (DAKO®).
Para obtencdo dos espectros utilizou-se um espectrometro Raman de baixa
resolugdo (Raman System, Inc) com laser diodo operando no infravermelho proximo (785
nm) e detector do tipo CCD de 2048 elementos e interface grafica desenvolvida em ambiente

MATLAB™,

3.1.4 Obtencao dos espectros Raman da farinha de soja

Uma vez que as oito amostras estavam preparadas, sendo quatro amostras
do grupo A (amostra de farinha crua) e 4 amostras do grupo B (farinha torrada), o
espectrometro foi calibrado.

A sala estava com a temperatura controlada e portas fechadas para evitar
qualquer alteragdo no momento do experimento.

As amostras eram colocadas uma a uma com espatula em um recipiente de
nox.

Para todos os tipos de amostra foram feitas correntes de escuro (a fim de
eliminar ruidos e consequentemente alterar os resultados).

Posteriormente foi obtido o espectro final. Entdo, os dados foram tratados e

foram aplicados calculos matematicos e os resultados sdo apresentados a seguir.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste item desta dissertacdo demonstraremos através de espectros Raman e
métodos quimiométricos as possiveis diferengas entre soja modificada geneticamente e soja
convencional. Se observarmos somente o fen6tipo dos dois tipos de soja citados, ndo seremos
capazes de estabelecer diferengas entre elas. Todavia, se observarmos suas constitui¢dao
quimica através da espectroscopia Raman as diferengas sdo um pouco mais visiveis € sO a

partir da aplicagdo dos calculos matematicos que ela se torna evidente.
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Figura 10 — Espectros Raman da Farinha crua de soja ndo transgénica
(soja conquista, linha azul) e das farinhas de soja transgénicas linhas verde,
azul e vermelha



55

Fazendo uma andlise da Figura 10, ndo ha nenhuma revelagao, uma vez que os

espectros Raman sdo muito semelhantes. Assim sendo, ndo ¢ possivel afirmar que existem
diferengas entre as farinhas de soja crua transgénica ou nao. A situagdo torna-se ainda mais
complexa quando observamos os espectros das farinhas de soja torradas, apresentados na

Figura 11, como segue:
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Figura 11 — Espectros Raman da Farinha torrada de soja ndo transgénica
(soja conquista, linha azul) e das farinhas de soja transgénicas linhas
verde, azul e vermelha.

Neste espectro, ndo ¢ possivel observar diferencas entre as variedades
transgénicas e a nao transgénica. Tal fato deve-se possivelmente ao processo de torrefacao, o
qual causa perda de lipidios e desnaturacao de proteinas, tornando as diferengas entre os tipos
de soja ainda menores. Assim sendo, devemos utilizar métodos quimiométricos para se obter

informacao util destes conjuntos de espectros Raman.
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Um método muito 1til ¢ o método de ortogonalizacdo de Gran-Schmdit. Neste

método escolhemos um espectro como espectro de referéncia e fazemos a ortogonalizagdo em
reta a ele, o espectro de referéncia em nosso caso ¢ o espectro da soja ndo transgénica.
Deixando a matematica de lado por um instante, o que se faz no método de Gran-Schmdit ¢
“remover” o espectro da soja ndo transgénica dos espectros das sojas transgénicas. Fazendo-se
isso, obtemos as diferengas entre a soja normal e a soja transgénica, nos casos em que este
fato ocorrer. Na Figura 12, a seguir, apresentamos os espectros tratados pelo método de Gran-

Schmdit para a farinha de soja crua e para a farinha de soja torrada.
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Figura 12 — Espectros Raman tratados pelo método de Gram-Schmidt, para
as farinhas soja crua.

Uma inspecao visual rapida dos espectros da Figura 12 ¢ possivel observar

claramente que as farinhas de soja transgénicas sdo diferentes das farinhas de soja ndo



57

transgénica e quanto a isso € possivel tracar discussdes pertinentes. Observando a Figura 12
podemos concluir que o método de Gram-Schmidt realmente funciona muito bem neste caso,
haja vista que a referéncia utilizada no método, isto €, o espectro Raman da farinha de soja
crua, da variedade conquista (ndo transgénica) foi removida completamente do conjunto de
espectros, restando somente as variedades transgénicas. Uma vez que mesmo apos a aplicagao
do método de Gram-Schmidt ainda temos espectros das variedades transgénicas, isto nos
indica que a inser¢do do gene que torna a soja transgénica resistente ao pesticida alterou-se
também outras caracteristicas quimicas da soja transgénica, como e possivel observar no
espectro apresentado na Figura 12. Analisando os espectros da Figura 12 podemos observar
que os teores de lipideos observados nos comprimentos de onda em torno de 850 cm™
referente ao estiramento da ligagdo v(C-O-C) estdo alterados, podemos supor que os teores de
lipidios estdo aumentados nas sojas, contudo ndo podemos afirmar categoricamente este fato,
pois para isto deveriamos executar outras técnicas analiticas. Também ¢ possivel observar que
os teores de proteinas estdo alterados na soja transgénica uma vez que existem bandas de
absor¢do na regido em torno de 1680 cm™ indicando a presenga de proteinas. Novamente
neste caso ndo podemos afirmar categoricamente que houve um aumento no teor de proteinas,
mas uma alteracdo neste teor. Restringiremos nossa andlise as proteinas e aos lipidios,
entretanto ¢ esperada uma mudanca no teor e tipo de flavondides uma vez que o espectro ¢
alterado completamente. Para confirmarmos tal suposi¢do deveriamos utilizar técnicas de
analise estrutural como, por exemplo, RMN-H, o que esté além desta dissertacdo de mestrado.
Até o momento fizemos uma analise detalhada dos espectros da farinha de soja

crua, passaremos a seguir para 4 andlise de farinhas torradas de soja transgénica e ndo

transgénica.
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Figura 13 — Espectros Raman tratados pelo método de Gram-Schmidt, para as
farinhas soja torrada.

Analisando os espectros da Figura 13 podemos observar, novamente que as
variedades transgénicas (Valiosa, Msoy e Silvania) sdo diferentes da variedade nao
transgénica (Conquista). Neste caso também temos lipidios e proteinas em quantidades
diferentes daquela observada na soja convencional uma vez que temos 0s mesmos as mesmas
bandas de absor¢do observadas na analise feita para a farinha de soja crua, todavia devemos
observar que a escala no caso das farinhas torradas ¢ menor, possivelmente a perda de lipidios
e proteinas ocorridas durante o processo de torrefagdo, este fato pode ser verificado fazendo-

se 4 analise de agrupamento ou dendograma apresentado na Figura 14.
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Dendrograma Usando a Distancia de Mahalanobis com 2 PCs
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Figura 14 - Analise Hierarquica (HCA) das farinhas utilizadas neste trabalho

Na Figura 14 podemos observar claramente que as farinhas torradas formam
um agrupamento disto das farinhas cruas.

Além dos fatos citados anteriormente, deve ocorrer também nas sojas
transgénicas e ndo transgénicas alteracdes nas quantidades e tipos de flavondides presentes na
soja, todavia estas sdo de dificil interpretacdo em espectros Raman, dada complexidade do

material analisado.
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CONCLUSAO

Por meio desta pesquisa, podemos concluir seguramente que a insercao do
gene que torna a soja transgénica resistente ao pesticida, altera também outras propriedades da
soja como, por exemplo, o teor de lipideos e proteinas. Outros componentes da soja como as
isoflavonas e fatores antinutricionais, também devem ser estudados posteriormente pois
podem diminuir ou potencializar a acdo dos mesmos. Isso ocorre possivelmente devido a
insercdo do gene em uma dada posicdo ocorrer de forma nao absolutamente controldvel,
fazendo com que expresse outras caracteristicas além da desejada. Estudos desta natureza nao
sao normalmente utilizados na avaliacdo da qualidade de novas variedades de soja
desenvolvidas através de técnicas convencionais de melhoramento genético, trabalha-se
apenas com a hipotese que a incorporagdo genética da tolerancia ao herbicida nao altera sua
saudabilidade.

Assim produtos comercializados com soja transgénica deveriam no minimo
apresentar rotulos indicando que nem todas as propriedades do produto sdo conhecidas, apods a

inser¢ao do gene utilizado para controlar uma determinada propriedade.
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