UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA
COORDENACAO DE ALIMENTOS

CASSIANO LEITE BITTENCOURT
RODRIGO COUTINHO MIGLIORINI
RODRIGO FERNANDES MARTINS DOS SANTOS

ESTUDO DO PERFIL ESPECTROSCOPICO E FISICO-QUIMICO DA SOJA
CONVENCIONAL E TRANSGENICA

PONTA GROSSA
2013



CASSIANO LEITE BITTENCOURT
RODRIGO COUTINHO MIGLIORINI
RODRIGO FERNANDES MARTINS DOS SANTOS

ESTUDO DO PERFIL ESPECTROSCOPICO E FiSICO-QUIMICO DA SOJA
CONVENCIONAL E TRANSGENICA

Trabalho de Conclusdo de Curso apresen-
tado ao curso de Graduacdo em Tecnologia
de Alimentos, Universidade Tecnologica
Federal do Parana, como um dos requisitos
a obtencdo do titulo de Tecndlogo em Ali-

mentos.

Orientador: Profa. Dra. Rosilene

Aparecida Prestes

PONTA GROSSA
2013



Ministério da Educacao
Universidade Tecnolégica Federal do Parana
Campus Ponta Grossa
Coordenagéo de Allmentos UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

TERMO DE APROVACAO

ESTUDO DO PERFIL ESPECTROSCOPICO E FISICO-QUIMICO DA SOJA
CONVENCIONAL E TRANSGENICA

por

CASSIANO LEITE BITTENCOURT
RODRIGO COUTINHO MIGLIORINI
RODRIGO FERNANDES MARTINS DOS SANTOS

Este Trabalho de Conclusdo de Curso foi apresentado em 05 de julho de 2013 co-
mo requisito parcial para a obtencao do titulo de Tecndélogo em Alimentos. Os can-
didatos foram arguidos pela Banca Examinadora composta pelos professores abai-

X0 assinados. Apos deliberacdo, a Banca Examinadora considerou o trabalho apro-

vado.

Rosilene Aparecida Prestes
Prof.(a) Orientador(a)

Luis Antonio Pinheiro
Membro titular

Silvana Ohse
Membro titular

- O Termo de Aprovacao assinado encontra-se na Coordenacao do Curso



DEDICATORIA

As nossas familias, pais, maes, esposas e filhos, pelo amor, compreenséo e
apoio durante os momentos de dedicacdo, tornando possivel a realizacdo deste
trabalho.

A nossa orientadora Dra. Rosilene Aparecida Prestes pelo amor, louvagéo e

instigacdo ao conhecimento cientifico, reascendendo em nds a busca pelo saber.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus e aos nossos pais, pela oportunidade de viver. E também
a Universidade Tecnoldgica Federal do Parana e todos os seus colaboradores pelo
incansavel trabalho na formagdo humana e profissional, que nos garantiram exceléncia
em ensino e infraestrutura de qualidade.

A Profa Sabrina Avila por nos ceder o laboratorio de Lacteos | para a analise de
cor, juntamente com a aluna Crislaine Vieira Farago.

A Universidade Estadual de Ponta Grossa, juntamente com a Coordenacdo de
Engenharia de Materiais e ao Prof. Dr. Luis Antonio Pinheiro por cederem seus
Laboratérios e Equipamentos. E também, a Profa Silvana Ohse e a Profa Marluce
Gongcalves Cortez por nos cederem as amostras de soja.

E em especial, a nossa orientadora, Profa. Dra. Rosilene Aparecida Prestes pela
idealizacdo e dedicagdo na realizacdo deste projeto, pelo auxilio e compreensdo diante

das dificuldades enfrentadas, que tornaram possivel a elaboracéo deste trabalho.



RESUMO

Bittencourt Cassiano Leite; Migliorini Rodrigo Coutinho; Santos Rodrigo
Fernandes Martins. Estudo Do Perfil Espectroscépico E Fisico-quimico Da Soja
Convencional E Transgénica. 2013. Monografia. Departamento de Tecnologia em
Alimentos, Universidade Tecnolbgica Federal do Parana, Ponta Grossa, 2013.

A soja (Glycine max), leguminosa que com o passar dos anos tornou-se uma das
principais culturas para o desenvolvimento socioecondémico do pais, sua producdo vem
se expandindo. A soja convencional tem sido amplamente apontada como agente de
prevencdo ao cancer, no entanto, as caracteristicas da soja geneticamente modificada
variam de acordo com o gene introduzido, gerando questionamentos a respeito dos
efeitos do seu consumo. Com a intencdo de evidenciar as diferengas entre as sojas,
convencional (B4) cultivar COODETED 206 e transgénicas (Al, B5 e C3) cultivar
COODETED 206 RR, foram realizadas analises fisico-quimicas de atividade de agua
(Aw), umidade, acidez titulavel, cinzas e cor (L* a* b*) e também foram realizadas
analises instrumentais como espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) e espectroscopia de infravermelho préximo (NIR), cujos resultados
foram correlacionados com os dados fisico-quimicos. Os valores das medias das
analises fisico-quimicas e as médias dos espectros de FTIR e NIR foram utilizados
para as analises de componentes principais (PCA) e regressao por minimos quadrados
parciais (PLS), utilizando o programa Pirouette, versdo 4.00 (Infometrix).
Evidenciando que o FTIR e NIR aliado a quimiometria é uma ferramenta eficaz na

caracterizacdo qualitativa e quantitativa dos gréos de soja.

Palavras Chave: Glycine max. Analises Fisico-Quimicas. Espectroscopia. Analise

Multivariada.



ABSTRACT

Soybean (Glycine max) is a legume which over the years has become a major
crop for the socioeconomic development of the country, its production is expanding.
The conventional soybeans has been widely implicated as a cancer-preventing agent,
however, the characteristics of the genetically modified soybean vary with the gene
introduced, raising questions about the effects of its use. With the intention to highlight
the differences between soybeans, conventional (B4) and transgenic cultivar
COODETED 206 (Al, B5 and C3) grow COODETED 206 RR analyzes were
performed physicochemical water activity (Aw), moisture, acidity , gray and color (L *
a * b *) and instrumental analyzes were also performed as spectroscopy Fourier
transform infrared (FTIR) spectroscopy and near infrared (NIR), whose results were
correlated with the physicochemical data. The average values of physico-chemical
analysis and the averages of the FTIR and NIR spectra were used for principal
component analysis (PCA) and partial least squares regression (PLS) using the
Pirouette program, version 4.00 (Infometrix). Showing that the FTIR and NIR
combined with chemometrics is an effective tool for qualitative and quantitative

characterization of the soybeans.

Keywords: Glycine max. Physical and Chemical Analyses. Spectroscopy.

Multivariate Analysis.
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1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max), leguminosa domesticada pelos chineses ha cerca de cinco
mil anos, espalhou-se pela Asia a cerca de trés mil anos e passou a ser cultivada
comercialmente nos Estados Unidos no século XX. O grdo chegou ao Brasil com o0s
imigrantes japoneses em 1908, porém, foi introduzida oficialmente no Sul do pais em
1914. A partir de entdo seu desenvolvimento foi evoluindo até se tornar uma das
principais culturas para o desenvolvimento socioeconémico do pais.

Atualmente, o Brasil é o segundo maior produtor mundial de soja atras apenas
dos EUA. Na safra 2009/2010, a cultura ocupou uma area de 23,6 milhGes de hectares,
0 gue totalizou uma producéo de 68,7 milhdes de toneladas. A produtividade média da
soja brasileira foi de 2941 kg por hectares. (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA
AGROPECUARIA - EMBRAPA, 2013). O Estado do Parana é o segundo maior
produtor nacional de soja, com 4,7 milhdes de hectares, atras apenas do Mato Grosso,
com 7,8 milhdes de hectares (Conab, 2013). Essa tendéncia tende a aumentar se for
considerada a aplicacdo do Oleo de soja na producdo de biodiesel, devido a sua
caracteristica de emitir compostos ndo agressivos ao ambiente. Comparando as
emissOes de motores de ciclo diesel utilizando diesel e biodiesel, em geral, 0 uso do
biodiesel emite menos CO (60%) que o dleo diesel, mais NO, (80%) e aumenta o
potencial de formacéo de ozdnio. Além disso, alguns estudos concluem que emissdes
de benzeno e aldeidos também sdo maiores quando se utiliza biodiesel. (POLUENTES
ATMOSFERICOS PROVENIENTES DA QUEIMA DE COMBUSTIVEIS FOSSEIS
E BIOCOMBUSTIVEIS, 2011).

"Soja transgénica” € um termo genérico utilizado para se referir a soja que
contém um ou mais genes transferidos através do processo de transformacao genética.
As caracteristicas desta soja variam, de acordo com o gene que foi introduzido.

A despeito dos questionamentos dos efeitos adversos do consumo de soja
transgénica, deve-se considerar também que essa aleuro-oleaginosa, na sua forma
convencional, tem sido amplamente apontada como agente de prevencdo ao cancer
(GUTIERREZ et al., 2005; INAGAKI et al., 2005).

Existe uma demanda por metodos analiticos eficientes capazes de garantir altos
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niveis de qualidade e seguranca na producdo de alimentos. As caracteristicas
desejaveis desses métodos sdo a velocidade, facilidade de manuseio e preparacdo das
amostras. Esses atributos citados sdo encontrados nos métodos espectroscopicos como
a espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e a
espectroscopia no infravermelho proximo (NIR).

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier fornece
impressGes bioquimicas (fingerprints) de amostras de um modo rapido. Também
permite a deteccdo dos componentes de maior importancia na caracterizacdo de
alimentos, sendo uma metodologia que origina rapidamente uma informacao sumaria
sobre o produto (30s/amostra). Outra vantagem reside no fato do preparo da amostra,
geralmente, ndo requerer a extracdo com solventes diminuindo assim o tempo de
analise e o impacto ambiental (KAROUI et al., 2010). Apesar das vantagens ja
apresentadas para o FTIR, a interpretacdo do espectro é mais complexa do que em
outras técnicas.

A técnica de espectroscopia no infravermelho proximo permite a determinacgéo
simulténea de diferentes parametros (CAMPESTRINI, 2005; CEN, 2007; HE, 2007),
além de serem métodos ndo destrutivos, limpos, sem uso de reagentes agressivos e
nem geracado de residuos (HELFER et al., 2006). Para ambas as técnicas apresentadas,
torna-se, portanto, imprescindivel a utilizacdo de meétodos multivariados. Um dos
métodos multivariados mais tradicionais € a analise de componentes principais (PCA).
Nesta técnica, os dados dimensionais sdo reduzidos para um sistema de coordenadas
de baixa dimenséo, a fim de facilitar a tendéncia de agrupamento ou de visualizacao
(BORSATO et al., 2012).

Com o intuito de prever a concentracdo de uma espécie quimica presente em
uma amostra complexa e heterogénea, o infravermelho emprega o artificio de
correlacionar resultados obtidos em laboratério, por meio de técnicas e métodos de
referéncia, com o0s espectros obtidos nas regides NIR através da calibracdo
multivariada, usando 0 método de regresséo por minimos quadrados parciais (PLS).
Devido a grande producéo e beneficiamento dos graos de soja em nivel industrial no
pais, torna-se necessario a constante pesquisa e aperfeicoamento no controle de

qualidade da soja e seus derivados, nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi
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correlacionar os dados fisico-quimicos obtidos através de analises convencionais, com
os dados espectroscdpicos (FTIR e NIR) em quatro tipos de amostras de soja, sendo

uma convencional e trés transgénicas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

As amostras de soja foram cedidas pelo curso de Agronomia da Universidade
Estadual de Ponta Grossa (UEPG), correspondendo a soja convencional (B4) cultivar
COODETEC 206 e transgénica (Al, B5 e C3) cultivar COODETED 206 RR. Na

Tabela 1 estdo descritos os tratamentos aos quais a cultura foi submetida.

Tabela 1. Amostras de soja Convencionais e Transgénica, e seus respectivos tratamentos:

Al -SOJA B4 - SOJA B5-SOJA C3-S0JA
TRANSGENICA CONVENCIONAL TRANSGENICA TRANSGENICA
Al - SULFATO V8 + V12 B4 - Mn -EDTA 200 B5 - Mn-EDTA 200 S/?.Z- FOSFITO V8 +
A1- SULFATO V8 B4 - Mn-EDTA 400 B5 - Mn-EDTA 400 C3 - FOSFITO V8
A1- SULFATO V12 B4 - Mn-EDTA 600 B5 - Mn-EDTA 600 C3 - FOSFITO V12
A1-NITRATO V8 + V12 B4 - SULFATO 200 B5 - SULFATO 200 C3-EDTAVS + V12
A1-NITRATO V8 B4 - SULFATO 400 B5 - SULFATO 400 C3 - Mn-EDTAVS
A1-NITRATO V12 B4 - SULFATO 600 B5 - SULFATO 600 C3 - Mn-EDTA V12
A1-TESTEMUNHA B4 - CLORETO 200 B5 - CLORETO 200 C3 -TESTEMUNHA

B4 - CLORETO 400 B5 - CLORETO 400

B4 - CLORETO 600 B5 - CLORETO 600

B4 - TESTEMUNHA B5 - TESTEMUNHA

Os experimentos foram realizados a campo, no ano agricola 2011/2012, na
Fazenda Escola Capdo da Onca (Fescon), da UEPG, em érea cultivada sob plantio
direto ha pelo menos dez anos. A regido possui precipitacdo média anual de 1.571,9
mm e o clima da regido é do tipo Cfb, conforme a classificacdo de Kdppen
(Subtropical Umido Mesotérmico) (IAPAR, 2012).

A soja, cv. COODETED 206 RR, foi semeada em 5 de dezembro, com

equipamento tratorizado. O espacamento utilizado foi de 0,40 m entre linhas em
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ambos locais e densidade de 12 sementes viaveis por metro linear, correspondendo a
uma populacdo de 266.000 plantas ha’. A adubacdo de base na semeadura foi
realizada com a aplicacdo de 230 kg ha™ da formulacdo 00-20-20. As sementes de soja
foram inoculadas com Ajibacter, na dose de 100 mL para 50 kg de semente. O
tratamento de sementes, bem como os tratamentos fitossanitarios, foram realizados de
acordo com as recomendacdes e necessidades da cultura.

O delineamento experimental utilizado nas glebas Al e C3 foi de blocos
casualizados, em esquema fatorial 2 x 3 + 1, com quatro repeticdes. As parcelas
constaram de 4 m de largura e 4 m de comprimento, com area Util de 3,2 m?
correspondendo a quatro linhas centrais com 2 m de comprimento. Foram avaliadas
duas fontes de manganés (Mn), sulfato e nitrato (gleba Al), e fosfito e Mn-EDTA
(gleba C3), aplicadas via foliar nas seguintes condicdes: em V8 (150 g ha™) e V12
(150 g ha™), em V8 (300 g ha™*) e em V12 (300 g ha™). A dose 300 g ha™ de Mn foi
selecionada em funcdo da resposta relatada na literatura. Em cada experimento foi
adicionado aos tratamentos uma testemunha sem aplicacéo de Mn.

O delineamento experimental utilizado nas glebas B4 e B5 foi de blocos
casualizados, em esquema fatorial 3 x 3 + 1, com quatro repeti¢cdes. As parcelas
constaram de 4 m de largura e 4 m de comprimento, com area util de 3,2 m2
correspondendo a quatro linhas centrais com 2 m de comprimento. Foram avaliadas
trés fontes de manganés (Mn), Mn-EDTA, sulfato e nitrato de manganés, aplicadas via
foliar nas seguintes doses: 200, 400 e 600 g ha™ em V8. Em cada experimento foi
adicionado aos tratamentos uma testemunha sem aplicacéo de Mn.

As fontes de manganés utilizadas eram puras por analise (P.A.), apresentando as
seguintes caracteristicas: sulfato com 10% (136 g L™) de Mn na sua formulacdo e
densidade 1,36 g mL™; nitrato com 14% (210 g L™) de Mn na sua formulacéo e
densidade 1,5 g mL™; fosfito com 7% (100,8 g L™) de Mn na sua formulacéo e
densidade 1,44 g mL™ e Mn-EDTA com 10% (135 g L™) de Mn na sua formulacéo e
densidade de 1,35 g mL™. Com base nestes dados, foram calculados as quantidades de
cada fonte a ser aplicada para se alcancar as doses de 150 e 300 g ha™ de Mn.

As plantas daninhas presentes foram controladas por meio de duas aplicacGes

de glyphosate, na dose de 2 L ha™ de produto comercial (720 g e.a. ha™) em volume de
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calda de 200 L ha, aos 23 e 50 DAS (soja nos estadios V4 e V7, respectivamente).
Em todas as aplicagdes foi utilizado pulverizador costal, & pressdo constante, mantida
por CO, comprimido a 2,3 bar, munido de barra com seis bicos de jato plano (leque)

AXI 11003, espacados 0,5 m, com consumo de calda equivalente a 200 L ha™.

2.2 Métodos

2.2.1 Andlises fisico-quimicas dos graos de soja convencional e transgénico

Foram realizadas analises fisico-quimicas em triplicatas, em quatro conjuntos
de amostras de soja convencional e transgénica para o teor de umidade, atividade de
agua, cor, cinzas e acidez titulavel. As analises de teor de umidade (%), atividade de
agua (Aw) e cor utilizou-se o gréo inteiro. Porém, para as analises de cinzas (%) e
acidez titulavel (%) o gréo foi moido. A metodologia utilizada foi do Instituto Adolfo
Lutz (2008). Para as analises de Aw utilizou o equipamento AQUA Lab 4, segundo
metodologia descrita pelo manual do fabricante (AQUALAB,1997). A cor foi
analisada por trés diferentes parametros, em diagrama tridimensional, conforme
SHEWFELT; THAI; DAVIS (1988), em Colorimetro Chroma Minolta Meter CR 410,
de acordo com a escala L* a* b* ou CIELAB. A comparagdo das médias das analises

fisico-quimicas foi feita pelo teste Tukey (nivel de significancia p<0,05).

2.2.2 Analises Instrumentais
Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

As amostras moidas e liofilizadas foram analisadas em um espectrémetro
Nicolet, modelo Spectrum 4700, com resolucéo de 2 cm™ | na regido de 4000 a 400
cm™ e 64 varreduras. Os espectros foram realizados com amostras preparadas na
forma de pastilhas com KBr, na concentracdo de 2,5 % e também foi preparada

pastilha com 100% de KBr para o espectro de referéncia (background). Os espectros



17

foram interpretados com relacdo as bandas de absorcdo dos principais grupos
funcionais, dando-se destaque para as diferencgas obtidas entre as variedades de soja
estudadas.

Espectroscopia de infravermelho proximo (NIR)

As analises espectroscopicas das amostras moidas foram realizadas em espec-
trofotdmetro de infravermelho proximo, marca FEMTO (modelo NIR 900 PLS). Os
espectros foram registrados na regido espectral de 1100 a 2500 nm, no modo reflectan-

cia, sendo os sinais expressos em log(1/R), com resolugéo de 2nm.

2.2.3 Analise multivariada

Utilizou-se o programa Pirouette, versdo 4.00 (Infometrix) para as analises
quimiomeétricas. Os valores das médias das analises fisico-quimicas e as médias dos
espectros de FTIR dos quatro conjuntos de gréos de soja (convencional e transgénico)
de cada amostra foram utilizados para as analises de componentes principais (PCA). A
matriz (34 x 7) dos dados fisico-quimicos foi construida com 34 amostras e sete
variaveis (umidade, cinzas, acidez, Aw e cor, nesta ultima varidvel foram analisadas as
escalas L* a* b*). Os espectros de FTIR das amostras foram colocados em uma matriz
(34 x 3736), onde o0 34 representam as amostras e 3736 as variaveis, referentes ao
nimero de ondas (400 a 4000 cm™).

As médias dos espectros de NIR foram colocadas em uma matriz (34 x 700),
onde o 34 representam as amostras, e o 700 refere-se ao nimero de ondas (1100 a
2500 nm). Os espectros foram analisados pelo método de regressdo por minimos qua-
drados parciais (PLS) (MORGANO; MORIYA, 2002; CONZEN, 2006; CARNEIRO,
2008; SAMISTRARO, 2008).

As matrizes foram divididas em quatro classes (Al; B4; B5e C3) e o
pré-processamento utilizado foi o centrado na média e autoescalado com o0s
tratamentos 12 e 22 derivadas. Também foram testados na construcdo do modelo de

regressdo, exclusdo de loadings. A avaliacdo da previsibilidade dos modelos obtidos
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foi feita atraves da validacdo cruzada, na qual se remove uma amostra do conjunto de
dados para a geracdo do modelo, que sera testada como desconhecida, repetindo-se

este procedimento para as demais amostras (NAES et al., 2002).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Caracterizacao fisico-quimica e multivariada dos gréos de soja

De acordo com os dados obtidos, observou-se que houve diferenca entre as
analises fisico-quimicas realizadas nas amostras de soja convencional e transgénica
(Tabela 3).

Né&o foram observadas alteragdes significativas na Aw das amostras, com média
de 0,74. Sabe-se que a atividade de agua afeta diretamente a conservacdo dos
alimentos e o nivel considerado seguro é de 0,70 em grédos de soja (DITCHFIELD,
2000). A deterioracdo dos alimentos pode acontecer de forma rapida, devido as reacGes
enzimaticas e quimicas que ocorrem durante 0 armazenamento e todos os alimentos
contem agua em menor ou maior proporcdo, independente do meétodo de
industrializacdo no qual ele foi submetido. Por isso é importante saber qual o teor de
agua presente no alimento (umidade), ele € um fator importante no controle da taxa de
deterioracdo. (FELLOWS, 2006; INSTITUTO ADOLFO LUTZ 2008).
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Tabela 2. Valores médios de Aw, acidez, umidade, cinzas e cor obtidos para as amostras dos graos de soja

analisados e seus respectivos desvios-padrao

(A1) TRANSGENICA; (B4) CONVENCIONAL; (B5) TRANSGENICA e (C3) TRANSGENICA.

Aw umidade acidez cinzas Cor . .
Determinagéo em % Média + desvio Meédia + desvio Média + desvio Média + desvio Meédiax desvio padréo

padréo padréo padréo padréo (L*) (@*) (b*)
Al-SULFATOV8+V12  0,73°+0,01 14,52°% + 0,17 2,50* + 0,11 4,58 + 0,07 40,14 +0,02  2,789£0,03 6,51"+0,05
Al - SULFATO V8 0,72°+0,01 14,85+ 0,06 2,50° + 0,00 449" +012  4588%+0,02  4,26°+0,05 12,45%+0,09
Al - SULFATO V12 0,72°+0,01 13,99 + 162 246 +0,13 4,48 + 007 52,737+ 0,02 397 +0,04 14,58'+0,19
AL-NITRATOV8+V12 0,73*+0,01 14,831 + 0,17 242"+ 0,07 4,39%%" + 0,03 46,497 +0,01 3620+£0,02 12,24'+0,03
Al - NITRATO V8 0,73°+0,01 14,88 £ 0,04 2,429+0,07  4,55*%7+0,14 44,83"+0,01  348"+003 10,84"+0,04
Al - NITRATO V12 0,72°+0,01 14,67+ 0,10 2,42°9+0,13 4,66™ +0,14 53,93° £ 0,01 437°+0,05 16,45 +0,04
Al - TESTEMUNHA 0,72°+0,01 1521°+0,21 2,429 +0,07 4,68" + 0,07 61,14° £ 0,01 483 £002  20,69°%0,00
B4 - Mn-EDTA 200 0,75%¢ £ 0,01 1528°+0,09  1,96M%+0,07  4,42°°0M 1+ 003  4559"+0,01  3,64™"£050 11,92"+0,01
B4 - Mn-EDTA 400 0,75™ + 0,01 14,65 £ 0,08 2,08 +0,07 4,23 +0,11 50,86° + 0,00 3,660+ 0,02 14,57'+0,02
B4 - Mn-EDTA 600 0,74 + 0,01 14,73 £ 006 2,12+ 0,07 4,369 + 0,08 57,49° + 0,00 434°+0,02  17,80°+0,03
B4 - SULFATO 200 0,74%¢ £ 0,01 14,157+ 0,35 2,49 +0,11 4,334 + 0,06 39,65"+0,01 2,09"+0,02 667" £0,06
B4 - SULFATO 400 0,74% + 0,01 13,50+ 1,18 3,29+ 0,00 4,319 + 0,11 56,81°+ 0,18 4,16°9+0,04 17,62°+0,01
B4 - SULFATO 600 0,73" £ 0,01 14,45%% + 022 2,53°+ 0,07 4,59 + 0,04 46,87 +0,01 2,908 +0,03 12,06™+0,03
B4 - CLORETO 200 0,73°£0,01 14,057+ 0,13 2,34+ 0,07  4,21"£0,02 46,677 £ 0,01 2,76+0,27  12,05™ 0,07
B4 - CLORETO 400 0,73° 0,02 14,74% + 089 242"+ 0,17 4,18 +0,05 4021%+0,01  2679+027 6,91'+0,02
B4 - CLORETO 600 0,73" £ 0,01 15,18™+0,32 2,46 +0,13 3,841+ 0,09 41,61+0,02 265+005 825°+0,08
B4 — TESTEMUNHA 0,72°+0,01 14,88 £ 0,31 2,30+ 0,07 4,28+ 0,08 44,95™+0,02  2,93%£002 10,07°+0,04
BS - Mn-EDTA 200 0,75™ + 0,01 13,63%+0,14  1,96"%+0,07 4,58 + 0,07 58,70" + 1,56 4,48°+0,01  19,85°+0,00
B5 - Mn-EDTA 400 0,74%¢ + 0,03 13,60%+0,09  1.85"+0,07  4,71™£0,22 42,21" 0,02 258'+0,06 861 £0,01
B5 - Mn-EDTA 600 0,76* £ 0,02 13,82+ 0,07  1,81% 0,00 4,59"% + 0,21 54,98+ 0,02 491°+0,02  19,45°+0,01
B5 - SULFATO 200 0,75 + 0,01 14,44+ 070 212" +0,07  4,78°+0,03 40,751+0,01 359" +0,01 7,85'+0,01
BS - SULFATO 400 0,74 + 0,01 13,68%+0,08 2,041 +£0,00  452™9+008  49,32"+0,01 3,92+ 0,04 14,341+0,02
B5 - SULFATO 600 0,77%£0,01 14,097+ 0,17 1,81%+0,11 4,29 + 0,06 46,627 £ 0,01 3,92%F£0,04 12,00™+0,03
BS - CLORETO 200 0,75™ + 0,01 13,74% £ 0,08 2,000 +0,13  4,50™*%" +0,04  3553'+0,01 0,76°+0,02  2,37°+0,07
BS - CLORETO 400 0,74 + 0,01 13,73% £ 0,02 2,08 +0,07 4,33 + 0,03 45,04“"+0,01 3,827+006 11,67°+0,02
B5 - CLORETO 600 0,73° 0,01 13,7172 0,04  1,96%%£0,13  4,34°" + 0,04 51,159+ 0,01 4,29+ 0,03  1591°+0,03
B5 - TESTEMUNHA 0,74 +0,01 13,61° + 0,06 2,15%9+000  4,34°% +0,07 37,49°+ 0,02 1,32"+0,07  3,87°+0,03
C3-FOSFITOV8+V12  0,72°+0,01 14,717+ 0,22 1,78% + 0,07 4,50° + 0,07 53,00" + 0,01 424" +0,01 1575°+0,02
C3- FOSFITO V8 0,72°£0,01 14,75% £ 023 2,35°*+0,07  547%%0,09 41,47 £0,02 3,13'+0,04  8,01'+0,07
C3 - FOSFITO V12 0,72°+0,02 14,53+ 032 1,74+ 0,07 5,36% + 0,04 38,11°+ 0,02 0,95°+0,08  3,17Y+0,06
C3-Mn-EDTAV8+V12  0,72°+0,01 14,999+ 0,05 234" +0,13  536°+0,05 40,71 +0,01  3,80°0+0,03 7,95'+0,05
C3- Mn-EDTAVS 0,72°£0,01 14,50 £ 0,11 2,230+ 0,07 549°+0,02 4583003  445°+004  12,15™+0,01
C3 - Mn-EDTA V12 0,72°+0,01 14,66+ 044 22370 +007  4,33" +0,09 41,85"+0,01 2,789 +£0,01  7,66"+0,06
C3 - TESTEMUNHA 0,73°+0,01 15,587+ 0,03 2,16*%9+0,00  453™9+016  5353"+0,00  344"+003 1552"+0,04

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de significAncia de 5% no Teste Tukey.

As condicbes de armazenamento da soja se refletem diretamente no rendimento

e na qualidade do produto final, por isso certas propriedades dos grdos devem ser

consideradas. As reacfes quimicas envolvidas no processo respiratdrio sao controladas

por enzimas e 0 aumento da umidade dos graos favorece a atividade bioldgica porque

as enzimas e o substrato sdo mais facilmente mobilizados para o processo. Quanto
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maior for a temperatura, maior sera a atividade respiratoria dos graos, acarretando no
aumento do teor de agua, e aumentando assim a deterioracdo da matéria prima
(SOARES, 2003; ELIAS, 2009). Nesse sentido, o armazenamento em atmosfera
refrigerada € uma alternativa para promover a manutencdo da qualidade da matéria
prima durante o armazenamento.

A amostra B5 (transgénica) apresentou menor teor de umidade 13,8%, engquanto
as demais amostras apresentaram média de 14,7%. A umidade dos alimentos se
relaciona com a sua estabilidade, qualidade e composicéo, a reducdo da umidade na
composicdo dos alimentos, reduz as taxas de alteracfes microbioldgicas e quimicas
(AZEREDO, 2004).

Os gréos colhidos apresentam umidade alta para armazenamento, portanto,
devem ser submetidos a um processo de secagem, sendo a umidade de 10% a indicada
para 0 armazenamento seguro da soja (ESTEVAO, 2002). Evitando assim, a
deterioracdo por reagdes enzimaticas ou por desenvolvimento de microrganismos e
fungos, que produzem lipases hidroliticas e, consequentemente, aumentam o teor de
acidos graxos livres.

Em geral, o produtor aguarda a perda de umidade pelas sementes e inicia a
colheita tdo logo seja possivel efetua-la. Para sementes de soja, recomenda-se a
colheita entre 12 e 15% de &gua, pois nesta faixa h4 menor ocorréncia de danos
mecanicos e deterioracdo por umidade. Recentemente, foi mencionado que a colheita
mecanizada podera ser realizada com teor de 4gua mais elevado (18%), desde que o
produtor efetue corretamente as regulagens dos sistemas de trilha e que tenha estrutura
de secagem artificial suficiente (FRANCA NETO, KRZYZANOWSKI, PADUA et al.
2007).

Com relacdo a producdo de 6leo de soja (6leo bruto), sdo consideradas
importantes as seguintes etapas: armazenamento das sementes, preparacdo da matéria-
prima e extracdo do Oleo bruto. Quando o 6leo é destinado para fins comestiveis ou
para finalidades técnicas onde o indice de acidez ou a cor influencia na qualidade do
produto final, o 6leo bruto deve ser purificado. O refinamento de 6leos vegetais
consiste de trés etapas, neutralizacdo da acidez livre do 6leo bruto, clarificacdo do 6leo

neutralizado e desodorizacdo do 6leo neutralizado e clarificado (CABRAL, et al.,
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2012).

O teor de acidez é um dos principais indicativos de qualidade para a
comercializacdo do Oleo de soja, portanto, conhecer seu comportamento no
armazenamento € fundamental para as tomadas de decisbes no processo de
beneficiamento e armazenamento, como por exemplo, secagem para 0 armazenamento
e neutralizacdo no processo de producdo do 6leo.

A amostra B5 (transgénica) apresentou menor teor de acidez 1,9% enquanto as
demais amostras apresentaram em media 2,3%. Borrmann (2009), encontrou 1,4% de
acidez no pos-colheita. O aumento do indice de acidez é proporcional a umidade
inicial dos grdos armazenados (RUPOLLO et al., 2004).

Os resultados de cinzas das amostras analisadas ficaram proximos dos valores
encontrados na Tabela Brasileira de Composic¢do de Alimentos (NEPA, 2011), teor de
cinzas 5,1%. A cinza é o residuo resultante da queima da matéria organica, na soja €
constituida por: célcio, fosforo, ferro, sédio, magnésio, potassio e tracos de cobre.
Comparando-se a amostra B4 (convencional) com a amostra B5 (transgénica) que
foram submetidos a tratamentos iguais, observa-se que a amostra transgénica
apresentou maior teor de cinzas, em média 4,5%. O teor de cinzas encontrado nas
amostras B5 (transgénica) foi superior ao encontrado na B4 (convencional), essa
diferenca pode ser justificada pelo provavel uso de N-(phosphonomethyl) glycine
“Glyphosate”, que pode ser absorvido pela planta. Referente a metabolizacdo do
glyphosate, Monquero et al. (2004) esclarecem que em algumas espécies de plantas o
glyphosate é metabolizado, enquanto em outras é detectado como molécula intacta.
Essas diferencas podem ocorrer por diversas razdes, e pesquisas usando técnicas de
analise e identificacdo mais apuradas sdo necessarias para se estabelecer se esses
efeitos ocorrem realmente devido a um metabolismo diferencial do glyphosate.

Ja a amostra C3 (transgénica) apresentou teor de cinzas superior a todas as
outras, com média de 5,0%, supostamente o tratamento com fosfito agregou ao grao
maior percentual de minerais em relagdo as amostras tratadas com sulfato.

A escala de cor CIELab pode ser usada em qualquer objeto cuja cor pode ser
medida. E atualmente o sistema mais utilizado para descri¢io quantitativa da cor de

um objeto devido a sua uniformidade (Martinazzo, 2006). A cor foi analisada para trés
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diferentes parametros integralizados em um diagrama tridimensional que mostra a
coloragéo do grdo. O L* varia de 0 a 100, em que o valor 0 indica o preto e valor 100,
0 branco. Valor a* varia do vermelho (+a*), localizado a 0° ou 360°, ao verde (-a*),
que esta a 180° de -60 a +60 (na auséncia dos componentes amarelo ou azul). O valor
b*, na auséncia dos componentes verde ou vermelho, varia do amarelo (+b*), e azul (-
b*), que estdo a 90° e 270°, -60 a +60.

No conjunto Al, a amostra Testemunha teve maiores intensidades nos
parametros da escala CIELAB, sendo os valores para L*=61,15 a*=4,83 b*=20,70, e
menores intensidades para a amostra com o tratamento “SULFATO V8§ + V127,
valores para L*=40,15 a*=2,80 b*=6,51.

No conjunto B4 (convencional), a amostra com o tratamento “Mn-EDTA 600”
teve as maiores intensidades, com valores para L*=57,50 a*=4,35 b*=17,80, e
menores intensidades para a amostra com o tratamento “SULFATO 2007, valores para
L*=39,65 a*=2,09 b*=6,67.

No conjunto B5 (transgénica), a amostra “Mn-EDTA 200” teve as maiores
intensidades, sendo os valores para L*=58,70 a*=4,50 b*=19,85, e menores
intensidades para a amostra com o tratamento “CLORETO 200” valores para
L*=35,53 a*=0,767 b*=2,38.

Porém, no conjunto C3 (transgénica), os parametros com maiores intensidades
divergiram entre os tratamentos, apresentando valores para L*=53,53 para a amostra
Testemunha, a*=4,45 para a amostra com o tratamento “Mn-EDTA V8” e b*=15,75
para a amostra com o tratamento “FOSFITO V8 + V12”; e quanto as menores foi
evidenciada pela amostra com o tratamento “FOSFITO V127, valores para L*=38,12
a*=0,96 b*=3,17.

A maioria das cultivares plantada é de coloracdo amarela, em funcdo das
propriedades tecnoldgicas requeridas pela industria de 6leo (LAMSAN CHEZ et al.
1981 pg. 30). A cor dos grdos é de grande importancia, pois esta relacionada com a
aceitabilidade. Graos de coloragdo escura deixam pontos escuros na farinha, fator
indesejavel quando utilizadas na producdo de alimentos (SMITH & CIRCLE et
al.,1972). Deve-se optar por uma cultivar de casca e hilo claros para sua utilizagio na

alimentacdo humana, tanto na forma de gréo, como em produtos derivados (LIU et al.,



23

1995). Alteracbes na cor dos grdos de soja sdo causadas, principalmente, por
microrganismos, embora mudancas nas condigdes climéaticas possam intensificar ou
afetar a coloracgdo dos gréos (FLOYD et al. 1995).

Para avaliar se ha maiores informacGes nos dados fisico-quimicos dos gréos

estudados, usou-se a analise quimiométrica PCA que é apresentada na Figura 1.

Figura 1. Gréfico dos escores (a) e de pesos (b) da andlise por PCA dos dados fisico-quimicos das amostras
de soja convencional e transgénica. Al (w), B4 (0), B5 (A) e C3 ().
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No gréafico dos escores (Figura 1-a) observa-se a discriminacdo entre 0s quatro
conjuntos de amostras de soja. Esses dados explicam 99,88% de informacao, usando
seis componentes principais (PC), onde PC2 forneceu 16,29% e PC3 24,21% da
variancia explicativa. O conjunto de amostras Al (transgénica) agrupou-se em sua
maioria numa posicdo intermediaria, entre os quadrantes 1 e 4. O conjunto B4
(convencional) agrupou-se em sua maioria entre os quadrantes 3 e 4. O conjunto B5
(transgénica) que agrupou em sua maioria numa posicao intermediaria, entre 0S
quadrantes 2 e 3, enquanto o conjunto C3 (transgénica) as amostras em sua maioria
ficaram no quadrante 1. Observa-se também neste grafico que as testemunhas dos
conjuntos Al, B4 e C3 (convencionais) ficaram muito proximas no grafico, entre 0s
quadrantes 1 e 4 devido a equitatividade dos parametros fisico-quimicos. A testemunha
do conjunto B5 ficou em posicdo mais distante dos conjuntos convencionais,
evidenciando que a grao de soja transgénico difere do gréo de soja convencional.

O grafico de pesos (Figura 1-b) mostra quais analises (variaveis) foram
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importantes para que as amostras se agrupassem. Observa-se que 0 conjunto de
amostra Al (transgénica) se agrupou devido a analise de umidade e cor (L* a* b*).
Enquanto, o conjunto B4 (convencional) ndo teve predominancia por nenhuma analise,
porém, se aproximou mais da variavel acidez. O conjunto B5 (transgénica) foi a Aw e

0 conjunto C3 (transgénica) foi a analise de cinzas.

3.2 Caracterizacdo por instrumentacao dos graos de soja

3.2.1 Espectroscopia de FTIR

O presente estudo visou identificar e caracterizar 0s principais grupos
funcionais presentes nos quatro grupos de amostra analisadas (Figura 2). Foram
identificados a presenca dos grupos funcionais mais comuns, dentre eles a (OH),
(NH,) e (NH) na regido espectral de 3600 a 3200 cm™. Foi observado na regido de
3009 cm™ o estiramento do hidrogénio de carbono insaturado por ligacdo dupla (C=C-
H). Identificou-se também, a absorcdo correspondente a deformacéo axial de C-H de
alcanos, que ocorreu, na regido de 2924 (CH;) e 2855 (CH,) cm™. A posicdo das
vibracGes de deformacdo axial de C-H esta entre as que variam menos de posi¢do no
espectro, portanto de facil identificacdo (SILVERSTEIN; WEBSTER, 1998).

Na regido de 1745 cm™ foi identificado grupo carbonila (Figura 2). As amostras
também apresentaram bandas entre 1654 a 1640 cm™, que podem ser atribuidas ao
estiramento de C=C aromatico ou sais de acido carboxilico. Aparecem ainda bandas
em 1543 cm™ devido a deformagéo angular de N-H ou de NH,. Entre 1300 a 1000 cm’
! 0s espectros apresentam bandas de absorcéo caracteristicas da presenca de alcoois C-
O (SILVERSTEIN; WEBSTER, 1998). A banda 1153 cm™ pode ser um indicativo da
presenca de C-N alifaticos ou estiramento C-O de estrutura tipo polissacarideos, e
ainda, ser indicativo da presenca de lignina (BARBOSA, 2007).
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Figura 2. Comparacdo dos espectros de FTIR dos grédos de soja convencional e transgénica: (a) Al —
Sulfato V8+V12; (b) B4 — EDTA 200; (c) B5 - EDTA 200 e (c) C3 - Fosfito V8+V12.
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Foi possivel concluir que as amostras estudadas estdo isentas de C=N devido a
auséncia de absorbancia na regido de 2400 a 2200 cm™. E também possivel identificar
que todas as amostras (Al, B4, B5 e C3) sdo isentas de anéis aromaticos, devido a

auséncia de bandas fortes na regido de 900 a 650 cm™.

3.2.1.1 Analise quimiométrica dos dados de FTIR.

Utilizando-se do pré-processamento centrado na média sem exclusdo de
varidveis, o grafico de escores da PCl1 x PC3 (Figura 3-a) explica 99,63% de
informacao, usando quatro componentes principais (PC), onde PC1 forneceu 90,09% e
PC3 3,03% da variancia explicativa. Porém, o grafico evidenciou claramente a

formacdo de agrupamentos entre as quatro amostras de soja.
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Figura 3. Grafico dos escores: (a) sem exclusdo de variaveis e (b) com exclusdo de variaveis da analise por

PCA dos dados de FTIR das amostras de soja convencional e transgénica: Al (m), B4 (0), B5 (A) e C3 ().
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O conjunto B4 (convencional) agrupou sua maior parte na por¢do superior do
grafico de escores (quadrante 2). O conjunto de amostras Al (transgénica) agrupou-se
em sua maioria numa posicao intermediaria, entre os quadrantes 1 e 2. O conjunto B5
(transgénica) agrupou-se entre os quadrantes 3 e 4, enquanto o conjunto C3
(transgénica) as amostras em sua maioria estdo nos quadrantes 1 e 4.

Com a exclusdo das variaveis (1777,4801 a 2802,6898 e 3638,8674 a
4000,668), o grafico de escores da PC1l x PC5 (Figura 3-b) explica 99,14% de
informac&o, usando trés componentes principais (PC), onde PC1 forneceu 93,26% e
PC5 0,11% da variancia explicativa. Portanto, este grafico evidenciou também
claramente a formacdo de agrupamentos entre as quatro amostras de soja. Porém,
relatando que as variaveis excluidas ndo colaboravam com o0s agrupamentos dos
conjuntos de amostras estudados. O conjunto de amostras Al(transgénica) agrupou-se
em sua maioria em uma posi¢do intermediaria nos quadrantes 2 e 4. O conjunto B4
(convencional) agrupou-se entre os quadrantes 2 e 3. O conjunto B5 (transgénica)
agrupou-se entre 0os quadrantes 1 e 2, enquanto no conjunto C3 (transgénica) as

amostras em sua maioria agruparam-se no quadrante 4.

3.2.2 Modelos de regressao

3.2.2.1 Correlagéo dos dados de NIR com os dados fisico-quimicos

Na Tabela 3 estdo os coeficientes de correlacdo linear (rcal) obtidos para as sete
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variaveis (Aw) , umidade (UMI), acidez (ACIl), cinzas (CIN) e cor, nesta ultima varia-
vel foram analisadas as escalas L* a* b* nas amostras de graos de soja convencional e
transgénica, a partir dos resultados previstos pelo PLS dos dados de NIR das respecti-

vas analises.

Tabela 3. Correlacdo dos dados de NIR Iog com as andlises fisico-guimicas das amostras dos gréos de soja

Andlises fisico-quimicas Aw UMI ACI CIN L* a* b*
Rcal 099 099 083 099 099 0,99 0,99

O coeficiente de correlacéo linear entre os dados de NIR previsto pelo PLS e as
respectivas analises fisico-quimicas foram bons, exceto para o menor valor obtido para
acidez (Tabela 3). Para a construcdo deste modelo de calibracdo multivariada foram
testadas exclusdes de variaveis, porém sem sucesso. Portanto, todas as variaveis per-
maneceram no modelo e os pré-processamentos empregados, foram: autoescalado com
tratamento 12 derivada para os parametros fisico-quimicos Aw, umidade e acidez e
autoescalamento com 22 derivada para as propriedades de cinzas. Também se obteve
bons modelos de calibragdo quando se testou pré-processamento centrado na media
com tratamento 22 derivada para os parametros cor (L*, a* e b*).

Anteriormente, a construcdo do modelo de calibracdo multivariada foram
retiradas quatro amostras (Al — “NITRATO V12”, B4 — “CLORETO 6007, B5 —
“Testemunha” e C3 — “Mn-EDTA V12”) do conjunto analisado para serem utilizadas

no modelo de predicdo, apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Resultados do modelo de predicdo para determinacdo dos parametros fisico-quimicos no
infravermelho préoximo (NIR)

Aw UMl ACI CIN L* a* b*
SEP 0.007 0.601 0.196 0.466 5.763 1.023 4.524
PRESS 0.000 1.447 0.154 0.868 132.853 4.189 81.877
R 0.85 0.80 0.46 -0.90 0.93 0.94 0.92
Fatores 1 1 1 1 1 1 1
SEV 0.012 0.635 0.426 0.443 6.695 1.034 4.921

Inclinacdo 1.719 0.152 0.794 -0.202 0.3646 0.298 0.339
Intercepcdo -0.522 11974 0.499 5475 31935 2.636 9.282
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A Tabela 4 apresenta os fatores de modelo raiz quadrada do erro quadratico
médio de previsdo (SEP) ou (RMSEP), soma dos quadrados dos erros de previsao
(PRESS), coeficiente de predicdo (r), fatores, validagdo do erro padrdo (SEV ou
RMSEV), inclinacdo e intercepcdo com as variaveis dependentes (analises fisico-
quimicas). Os resultados revelaram que os coeficientes de predicdo contribuem
significativamente, com apenas uma exce¢do para o r da acidez. E os valores negativos
do coeficiente de predicdo, significam que sdo inversamente proporcionais aos
parametros analisados, ou seja, 0s dados espectroscopicos diminuem a medida que a
propriedade fisico-quimica aumenta, ou vice versa (Tabela 4).

Os fatores de modelo PRESS e/ou SEP foram calculados para os modelos por
apresentarem varios componentes principais (fatores). O numero mais adequado de
fatores foi o correspondente ao menor valor de PRESS encontrado nos modelos
estudados. Além disso, os valores de SEP e SEV dos resultados encontrados sdo
comparaveis, significa que é provavel que os conjuntos treinamento de amostras e
predicdo de amostras foram retirados da mesma populacéo, e que seu modelo contém
um numero apropriado de fatores. Os fatores encontrados para os modelos foram 1,
segundo FERAO, DAVANZO (2005), quanto maior o niimero, menor sera o desvio da
reta de calibracdo, no entanto, o0 aumento de fatores também aumenta o ruido e 0s
erros de modelagem. Os resultados referentes a inclinacéo e intercepgéo, indicam que
0s modelos produziram previsdes tendenciosas. Isso € refletido em desvios
significativos de um intercepcao de zero e um declive de 1 (Tabela 4). Atraves dos
dados de PLS também se pode observar a homogeneidade entre as amostras, e que

entre os dados, ndo apresentou-se nenhuma amostra incomum ou andémala.
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4 CONCLUSAO

Através do presente estudo foi possivel construir modelos exploratérios com o
método de PCA para os dados fisico-quimicos e de FTIR. Os modelos exploratérios
proporcionaram observar nas amostras de graos de soja convencional e transgénico
comportamento distinto.

Os modelos de calibragdo e validacdo apresentados mostraram uma tendéncia
na capacidade da ferramenta de calibracdo multivariada, no desenvolvimento de meto-
dologias espectroscépicas (NIR) orientadas a caracterizagdo fisico-quimica de soja
convencional e transgénica. Os modelos tiveram Rcal dentro do esperado para todas as
variaveis. Porém, o R de predicdo teve excecdo para a variavel acidez, onde ndo se
obteve um modelo satisfatério.

O FTIR e 0 NIR aliado a estatistica multivariada demonstraram como € possivel
ter uma visao geral do conjunto de dados e de todas as correlacBes possiveis entre as

variaveis, sempre de forma global, inteira, e, portanto, muito mais complexa.
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