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RESUMO

O aumento do consumo de organismos geneticamente modificados assim
como a descoberta de compostos biologicamente ativos tem sido temas
constantes tanto no meio académico como na midia leiga. O presente estudo
une os dois temas tendo como objetivo avaliar as diferencas de composicao
entre a soja convencional comercializada no municipio de Belo Horizonte e a
geneticamente modificada colhida na regido de Minas Gerais no ano de 2011.
Enfocou-se a analise do perfil de isoflavonas e da fracdo mineral, questionando
a equivaléncia substancial do organismos convencional e geneticamente
modificado. A fim de checar a conformidade da declaracdo do rétulo com o
conteudo de gene modificado no gréo, foram utilizados métodos tradicionais de
avaliacdo de rotulagem em conjunto com métodos modernos de avaliacdo de
transgenia (PCR-Real time). Nas amostras comerciais estudadas nao foi
encontrada a presenca do promotor 35S, indicando a auséncia de insercao de
transgene nas sojas comerciais. Para andlise de minerais, a escolha pelo
meétodo de ICP-OES foi pautada pela em seu escopo e possibilidade de analise
multielementar. A quantificacdo de isoflavonas realizada por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE, possibilitou maior precisdo na quantificacao,
bem como melhor estratificacdo dos compostos. Os resultados demonstraram
diferenca estatistica entre 0os grupos soja convencional e soja transgénica tanto
nos teores de isoflavonas como na composicdo do mineral. O potassio,
principal componente mineral da soja, foi quantificado em maiores teores nas
sojas convencionais comparando-se as que sofreram modificacdo génica. As
sojas GM, por sua vez, apresentaram maior conteudo de ferro. O teor total de
isoflavonas foi maior nas sojas transgénicas, todavia a genisteina aglicona,
isoflavona mais bioativa, foi encontrada em quantidades significativamente
maiores nas sojas convencionais. Esses resultados colocam em questdo a
equivaléncia substancial entre os organismos, independente da origem
convencional ou transgénica. Embora o pareamento entre os grupos néo tenha
sido feito no formato tradicional, onde se compara a soja convencional e sua
quase isogénica, o delineamento representa a realidade vivida pelo consumidor
do estado de Minas Gerais, com relacdo ao que esta sendo produzido e ao que

estad sendo consumido.



ABSTRACT

The increased consumption of genetically modified organisms and the
discovery of biologically active compounds have been constant subjects in
academia. This study combines these two subjects aiming to evaluate the
composition differences between conventional soybeans traded in Belo
Horizonte and genetically modified soybeans harvested in Minas Gerais in
2011. We focused on the analysis of isoflavones profile and the mineral fraction,
questioning the substantial equivalence of conventional and genetically
modified organisms. In order to check whether GM declaration on labels agrees
to transgenic content within grains, we used traditional methods to evaluate
labeling combined with modern methods of transgenic assessment (PCR Real-
time). It was not found presence of the 35S promoter indicating the absence of
transgene insertion. Regarding minerals analysis, the chosen method was ICP-
OES because of its scope and possibility of multi-element analysis.
Quantification of isoflavones done by High Performance Liquid Chromatography
- HPLC led to greater precision of quantification as well as better stratification of
their groups. Statistical difference was found between conventional and
transgenic soybean groups regarding isoflavone levels and mineral
composition. Potassium, the main mineral component, was quantified in higher
concentrations in conventional soybeans, while GM presented higher
concentrations of iron. Genistein, the more bioactive aglycone, was found in
significantly higher quantities in conventional soybeans, however the total
content of isoflavones was higher in transgenic samples. Results call attention
to the lack of substantial equivalence among organisms, whatever conventional
or GM origins. Although the pairing between groups was not done in the
traditional format, which compares conventional soybeans and its almost
isogenic, the design represent the reality experienced by consumers in the state

of Minas Gerais, in relation to what is produced and consumed.
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INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merril) representa hoje a principal oleaginosa cultivada
no mundo e ainda integra o0 conjunto de atividades agricolas com maior
relevancia do mercado mundial (HIRAKURI e LAZZAROTTO, 2011). Embora
originaria do oriente tem hoje sua principal producdo na América, regido que se
tornou principal fornecedora mundial do gréo (MARTINS e RAMOS, 2009). Sua
expansdo ndo apenas de area plantada mas também de produtividade
(HIRAKURI e LAZZAROTTO, 2011), sobretudo deste ultimo tem sido atribuida
nao somente a demanda de mercado e aprimoramento no cultivo mas também

a adocéo de novas tecnologias.

Recentemente muito tem sido discutido sobre novas tecnologias empregadas
no desenvolvimento de novos produtos alimentares. Nesse contexto, o Brasil
ocupa o segundo lugar na adocédo de culturas biotecnoldgicas ao mesmo
tempo em que a producdo mundial atingiu o marco dos 160 milhdes de
hectares de organismos geneticamente modificados (OGM) produzidos
(JAMES, 2011).

Em 2005 foi instituida no Brasil, pela lei n® 11.105 de 24 de margo, a CTNBIo -
Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca. Esta instancia colegiada
multidisciplinar presta apoio técnico consultivo e assessoramento ao Governo
Federal. A CTNBIo participa da formulacado, atualizacdo e implementacdo da
Politica Nacional de Biosseguranca relativa a OGM, bem como no
estabelecimento de normas técnicas de seguranca e pareceres técnicos
referentes a protecdo da saude humana, dos organismos vivos e do meio
ambiente, para atividades que envolvam a construcdo, experimentacao, cultivo,
manipulagdo, transporte, comercializagdo, consumo, armazenamento,
liberacdo e descarte de OGM e derivados. Os 0Orgdos responsaveis pela
fiscalizacdo seriam o MAPA - Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, IBAMA - Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis, ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e
MPA - Ministério da Pesca e Aquicultura. Assim o0 MAPA divulga anualmente a
listagem de OGM autorizados no Brasil (CTNBio, 2011).
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Atuamente pais possui aprovacao para 33 eventos sendo 5 para soja (MAPA,
2012). Considerada a principal commodity em termos de expansdo na area de
alimentos geneticamente modificados (GM) a soja foi a lavoura destaque e
representou quase 50% da area global cultivada com esta tecnologia no ano de
2011 (JAMES, 2011).

Tamanha expansao desta nova tecnologia trouxe a discussao mundial entorno
do direito de informagédo do consumidor sobre o produto que estd adquirindo.
Neste sentido o Brasil € dotado de um conjunto de normas que versam a favor
do direito a informacdo do consumidor, sendo no ambito de alimentos GM a lei
n® 4680, de 24 de abril de 2003, o principal instrumento garantidor deste direito
(BRASIL, 2003a).

N&o obstante, a modificacdo génica possa ser realizada com diferentes
objetivos, incluindo melhoramento sensorial e nutricional (MOREIRA, 2011), os
eventos aprovados para a soja no Brasil sdo voltados a tolerancia a herbicida,
e mais recentemente, a resisténcia a insetos (MAPA, 2012). Embora exista
uma exigéncia de equivaléncia nutricional para aprovacdo de novas
modificagdes génicas em alimentos e nenhuma evidéncia indique que estes
organismos possam ser mais prejudiciais a saide humana que os tradicionais,
esta manipulacdo pode levar a efeitos secundarios da expressdo do gene.
Devem ser avaliadas além da composicdo tradicional (macro e micro
nutrientes) componentes como antinutrientes e substancias fisiologicamente
ativas (LAJOLO e NUTTI, 2011). A soja amplamente conhecida por sua
composicdo de macronutrientes (proteinas, lipidios, carboidratos, fibras) tem
sido visada também pelos sua composicdo de minerais e elementos néo
nutrientes que trazem beneficios a saude humana (MANDARINO, 2008). Assim
a descoberta e reconhecimento da bioatividade das isoflavonas (BALK et al.,
2005; BU, SETCHELL e LEPHART, 2005; VANTYGHEM, et al.; 2005; WOOD
et al., 2006; CESAR et al., 2008; BARNES, 2010; NEWELL-MCGLOUGHLIN,
2010; KUROSU, 2011; LI et al., 2011) e o reconhecimento da soja como
principal fonte destes provocou maior interesse na proposicdo do presente

estudo.
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Uma vez que a utilizacdo de novas tecnologias no desenvolvimento de
produtos alimentares, assim como a descoberta de funcionalidade em
compostos presentes em alimentos que ja fazem parte da dieta habitual do ser
humano tém sido temas de destaque no campo da ciéncia de alimentos e
mesmo na midia leiga, o presente estudo visou avaliar a interacdo entre dois
temas que ganharam destaque nas Ultimas décadas, biotecnologia e
compostos bioativos. Buscou-se, entéo, correlacionar a presenca de minerais e
dos compostos bioativos isoflavonas e a presenca de transgenia em graos de

soja.

Foram avaliados, para tanto, os teores de minerais e isoflavonas nos gréos de
sojas transgénicas cultivadas na regido de Minas Gerais (MG), bem como as
sojas convencionais comercializadas no municipio de Belo Horizonte/MG,
sendo que, estas Ultimas foram ainda avaliadas quanto a presenca de
transgéne para confirmar a auséncia de modificacdo. A hipotese inicial é que a
modificacdo génica ndo altera o conteudo nutricional do alimento a menos que
seja feito com este intuito. Foram utilizados o método de PCR real time para
identificacdo da modificacdo génica, ICP-OES para quantificacdo de macro e

microminerais e CLAE para quantificacdo das isoflavonas.
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REVISAO DE LITERATURA

1. ASOJA

1.1 Histérico

A soja (Glycine max (L.) Merril) é uma planta herbacea, de origem chinesa,
pertencente a familia das leguminosas que foi introduzida no Ocidente em

meados do século XVI, chegando ao Brasil no final do século XIX (FAO, 2011).

Embora originaria da China, atualmente esta comddite tem sua principal
producdo na América, regido que se tornou destague como fornecedora
mundial. Dados da Organizacdo das Nacdes Unidas para a Agricultura e
Alimentacgéo (“Food and Agriculture Organization of the United Nations” — FAO)
demonstram que o crescimento da producédo global da oleaginosa, de 1961 a
2007, foi da ordem de 4,6% ao ano, ao passar de 27 milhdes para 216 milhdes
de toneladas, enquanto as producdes de culturas como trigo, arroz, milho,
feijdo, cevada e girassol cresceram, em conjunto, apenas 2,1% ao ano
(MARTINS e RAMOS, 2009).

Além de ser a principal oleaginosa cultivada no mundo, a soja faz parte do
conjunto de atividades agricolas com maior destaque no mercado mundial.
Observando os dados para a safra 2010/11, pode-se verificar que apenas as
producdes mundiais de milho, trigo e arroz superam aquela obtida pela soja.
Adicionalmente, considerando o crescimento das principais culturas agricolas
entre as safras agricolas de 1970/1971 e 2010/11, a exploracédo da soja é a
atividade que apresentou a maior expansédo, com um incremento de producéo
de 526% (HIRAKURI e LAZZAROTTO, 2011).

O complexo agroindustrial da soja desenvolveu-se como atividade voltada ao
mercado externo do farelo, sendo a principal proteina vegetal usada em racées
visando a producao de carne durante os anos 1970. Posto isto, o principal fator
para a predominancia da soja no mercado mundial de oleaginosas nao
decorreu do desenvolvimento do mercado de Oleos vegetais em si, mas do
crescimento do mercado de farelo de soja a partir do pés-guerra, em especial

nos paises desenvolvidos. Assim, a expansao do 6leo de soja como fonte de



22

gorduras vegetais justifica-se pela condicdo de subproduto da producéo de
farelo (NOGUEIRA JUNIOR et al.,, 1997; DALL'AGNOL e HIRAKURI, 2008;
MARTINS e RAMOS, 2009).

Do gréo de soja processado é extraido o farelo, relevante componente protéico
na fabricacdo de racdes para animais, onde praticamente 70% do farelo
protéico destas € proveniente da soja, e importante fonte de proteinas para a
alimentacdo humana. O 6leo bruto, de mesma origem, € a matéria-prima para a
subsequente producdo de dleo refinado, bem como pode ser destinado a
fabricacéo de biodiesel. O dleo refinado pode ser utilizado para a producéo de
gorduras hidrogenadas as quais tem sua presenca marcante tanto no mercado
varejista como em industrias alimenticias. Este Oleo € ainda utilizado em
grande escala na producdo de gorduras solidificadas dentre os quais as
margarinas e cremes vegetais tém maior destaque mercadolégico podendo se
acrescer ainda nessa classe as maioneses (MARTINS e RAMOS, 2009). O
grande incremento na producdo de soja pode ser atribuido a diversos fatores,
como seu elevado teor de proteinas de excelente qualidade (em torno de 40%);
seu teor de 6leo (ao redor de 20%), que pode ser usado para diversos fins,
associados a alimentacdo humana e a producédo de biocombustiveis; ser uma
commodity padronizada e uniforme o que possibilita ser produzida e negociada
por produtores de diversos paises; apresenta alta liquidez e demanda e; ainda,
0 aumento expressivo da oferta de tecnologias de producdo das Ultimas
décadas as quais permitiram ampliar significativamente a area e a
produtividade da oleaginosa (HIRAKURI e LAZZAROTTO, 2011).

1.2 Producao

Entre as safras de 1987/1988 e 2010/2011, enquanto a area cultivada cresceu
90,2%, a producao foi ampliada em 154,7%. O crescimento mais expressivo na
producdo, em relacdo a éarea, deveu-se, em grande parte, aos avancos
tecnoldgicos, que, no referido periodo, fizeram com que a produtividade média
evoluisse de aproximadamente 1.900 kg/ha para mais de 2.500 kg/ha. Essa
afirmativa é confirmada ao se comparar as taxas anuais de crescimento da
area, producdo e produtividade mundiais de soja, no periodo, que foram,
respectivamente, de 3,17%, 4,57% e 1,36%. A producdo de soja esta
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concentrada, principalmente, em trés paises: Estados Unidos, Brasil e
Argentina, que atualmente juntos representam cerca de 71,5% da area
plantada e 81,5%, e da producdo mundial da oleaginosa. Ressalta-se que o
Brasil e Argentina sdo responsaveis por 46,2% dessa producdo global,
permitindo ao MERCOSUL produzir mais da metade do referido total
(HIRAKURI e LAZZAROTTO, 2011). Na Tabela 1 podem ser vistos dados
compilados de diferentes fontes acerca de produgédo estadual, nacional,
mundial e norte americana de soja e, de forma semelhante, a Tabela 2 contém

os dados por area plantada desta oleaginosa.

Tabela 1: Producdo anual de soja, mundial, norte americana, nacional e
estadual expressas em milhdes de toneladas.

Ano Mundial USA Brasil ~ Minas Gerais Fonte
2012/13  269,41* 82,06* 82,50* USDA, 2013
82,63* 3,32* CONAB, 2012
2011/12 238,73 84,19 66,50 USDA, 2013
66,38 3,06* CONAB, 2012
2010/11 263,59 90,61 75,30 USDA, 2013
75,32 2,91 CONAB, 2012

* Previsdo. USA - Estados Unidos da América; USDA - United States Department of
Agriculture e CONAB - Companhia Nacional de Abastecimento.

Para a safra brasileira de 2011/2012, a Companhia Nacional de Abastecimento
(Conab) estimou uma area plantada 50,86 milhGes de hectares, sendo este
valor 2,0% (982,2 mil hectares) superior ao ocorrido no ano anterior. A
producdo nacional de gréos, por sua vez, foi estimada em 165,90 milhées de
toneladas, e o volume produzido na safra foi 1,9% (3,09 milhdes de toneladas)
superior a producgdo até entdo recorde de 162,80 milhdes de toneladas colhidas

na safra 2010/11. Entretanto, a producédo nacional de soja foi estimada em
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66,38 milhdes de toneladas, estimativa que foi 11,9% ou 8,94 milhdes de
toneladas inferior & producéo da safra anterior. Estes resultados negativos da
safra para oleaginosa podem ser correlacionados as condigbes climéticas
adversas causadas pelo fendmeno “La Nifa” que se caracteriza por estiagens
prolongadas. Em Minas Gerais, desconsiderando-se os efeitos negativos da
estiagem, especialmente nas sojas de ciclo médio e tardio, as condi¢cdes
climaticas foram de uma maneira geral favoraveis ao desenvolvimento da
cultura. A produtividade estimada em 2.987 kg/ha € 5,0% acima da safra
anterior, e a producédo passou de 2.913,6 mil para 3.058,7 mil toneladas, ou
seja, crescimento de 5,0% (CONAB, 2012).

Tabela 2: Plantio anual de soja, norte americano, nacional e estadual expressos
em milhdes hectares

Ano USA  Brasil Minas Gerais Fonte
31,2 USDA, 2013
2012/13 27,24 * 1,11 * CONAB, 2012
26,00* USDA, 2012
30,4 USDA, 2013
2011/12 25,04 * 1,02 * CONAB, 2012
25,00 USDA, 2012
31,3 USDA, 2013
2010/11 24,18 1,02 CONAB, 2012
24,20 USDA, 2012

*Previsdo. USA - Estados Unidos da América; USDA - United States Department of Agriculture
e CONAB - Companhia Nacional de Abastecimento.

A soja € um das maiores commaodities agricolas e seu valor econémico se deve
a sua composicado quimica. O Brasil na safra 2009/2010 foi o segundo maior
produtor mundial perdendo apenas para os EUA. De acordo com dados
compilados pela EMBRAPA (HIRAKURI e LAZZAROTTO, 2011), a safra

mundial teve a producéo 263,7 milhdes de toneladas, na América do Sul 135,7
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milhdes de toneladas, EUA (maior produtor mundial do grdo) 90,6 milhdes de
toneladas, no Brasil 75,0 milhdes de toneladas. Mato Grosso (maior produtor
brasileiro de soja) 20,4 milhdes de toneladas e Parand (segundo produtor
brasileiro de soja) 15,4 milhdes de toneladas. A exportacdo do Complexo Soja
em 2010 teve um total de US$ 17,1 bilhdes (gréo, farelo, 6leo) correspondendo:
o0 grdo a 11,0 bilhdes US$ (29,1 milhdes t), o farelo 4,7 bilhdes US$ (13,7
milhdes t) e o 6leo 1,4 bilhdes US$ (1,6 milhdes t). De acordo com dados
divulgados pela SEAPA MG (Secretaria de Estado de Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento de Minas Gerais) no ano de 2011 o complexo soja (grao, farelo
e 0Oleo) foi destaque nas exportacdes do estado, as vendas cresceram 44,9% e
atingiram US$ 605,3 milhdes. A soja em grdo se sobressaiu com uma
movimentagdo de US$ 326,6 milhdes. A China foi o pais responsavel por
guase a metade das vendas dos produtos do complexo soja exportados, sendo
destaque também outros mercados como Holanda, Tailandia, india e Espanha.
Um total de 79 paises importaram a soja em gréo e seus derivados produzidos
por Minas Gerais (SEAPA, 2012).

1.3 Aspectos nutricionais

O incentivo ao consumo de soja tem sido destacado por varios fatores, dentre
eles a rica composicao desta leguminosa que € fonte de carboidrato, lipidios e
fornece boa quantidade de proteinas vegetal de alta qualidade (rica
composicdo de aminoacidos essenciais). Ademais, a soja apresenta
propriedades funcionais, uma vez que, além dos nutrientes, ela contém
substancias ndo nutrientes que comprovadamente trazem beneficios a saude
humana, tendo papel relevante na reducao de risco para doencas cronicas nao
transmissiveis (MANDARINO, 2008).

A composicao centesimal de alguns produtos a base de soja estdo dispostos
abaixo na Tabela 3 de forma a facilitar a comparacéao entre diferentes formas

de consumo desta leguminosa.
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Tabela 3: Composicao centesimal da soja em gréo e de produtos a base de
soja (%)

Produto Componentes (%)
Proteina Lipideo Carboidrato Fibra
Soja em grao* 40,5 22,1 22,1 21,67
Farinha de soja 36,0 14,6 38,4 20,2
Extrato de soja, natural 2,4 1,6 4,3 0,4
Extrato de soja em pé 35,7 26,2 28,5 7,3
Queijo de soja (tofu) 6,6 4,0 2,1 0,8

Fonte: Adaptado de TACO, 2006; *TBCA, 2012.

1.3.1 Proteinas

Alimento fonte de proteina de elevado valor bioldgico, a soja tem como
aminoacidos limitantes aqueles os quais contém enxofre em sua estrutura
(metionina e cistina). De acordo com a Tabela de Composi¢ao de Alimentos da
Universidade de Séao Paulo este componente representa 40,5% do peso total
do grédo de soja cru (TBCA, 2012). Quando comparada a proteina do ovo
inteiro, padrao de alto valor bioldgico, a proteina de soja atinge percentuais de
aproximadamente 70% sendo portanto este 0 "escore quimico" da proteina
desta oleaginosa. Por outro lado, por se tratar de uma proteina vegetal, é
excepcionalmente rica em lisina, o0 que a torna um complemento valioso para

0S cereais, 0s quais a tem como um fator limitante (FAO, 2011).

O escore quimico isoladamente ndo € uma medida satisfatéria da qualidade da
proteina, uma vez que nado considera a digestibilidade da proteina e a
disponibilidade biolégica dos amino&cidos. Outros indicadores, tais como valor
biolégico (VB), taxa de eficiéncia protéica (PER) e utilizacdo da proteina liquida
(NPU) sdo melhores preditores, mas sofrem com o fato de que eles avaliam o
desempenho nutricional da proteina sob condigcbes experimentais as quais
geralmente s&o muito diferente de situagOes da dieta da vida real (FAO, 2011).
A presenca de fatores antinutricionas como inibidores de proteases (o inibidor
Kunitz e o inibidor Bowman-Birk) e lectina reduzem o valor nutricional desta

proteina, a eliminacdo génica do inibidor Knutiz e lectina tem sido amplamente
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estudada com o intuito de melhorar o aproveitamento desta proteina de alto
valor biolégico em suporte aos tratamentos tradicionais de inativacdo destes
fatores por métodos térmicos e/ou quimicos (MACHADO et al., 2008).

1.3.2 Lipidios

A Tabela Brasileira de Composi¢cdo de Alimentos da Universidade de Sao
Paulo, ao caracterizar o gréo de soja cru quantifica em 21,7% seu teor de 6leo,
e 0 mesmo material possui um detalhamento da composicdo deste Oleo que
pode ser caracterizado enquanto composto por 16,4% de saturados, 23,5% de

monoinsaturados e 59,3% de poliinsaturados (TBCA, 2012).

Os lipidios da soja (6leo de soja bruto) sdo compostos tipicamente de 96% de
triglicerideos, 2% fosfolipidios, 1,6% insaponificaveis, 0,5% de acidos graxos
livres e pequenas quantidades de pigmentos carotenodides. Todavia, a
composicdo de &acidos graxos do Oleo de soja depende da variedade e
condi¢cbes de crescimento sendo a porgao insaturada representada por mais de
80% (FAO, 2011).

Os fosfolipidios, substéncias tensoativas, estdo localizados na superficie do
O0leo. Embora a fracdo de fosfolipideos de soja contenha um numero de
substancias distintas, a lecitina € o termo técnico usado para nomear a fracédo
inteira. A lecitina € um emulsificante valioso e tem muitas utilidades em
alimentos, medicamentos e industrias. Por isso, a maior parte de fosfolipidios
deve ser removida do Oleo antes da refinagcdo. Isso € feito através de um

processo conhecido como degomagem (FAO, 2011).

Os tocoferbis e esterdis sdo o0s principais lipidios insaponificaveis e sao
parcialmente removidos no processo da desodorizacdo. Os acidos graxos livres
e pigmentos sdo removidos na etapa de refino e branqueamento. Assim, suas
concentracfes sao reduzidas no 6leo refinado para menos de um por cento. O
alto teor de &cido linoléico e linolénico destaca a forte tendéncia do 6leo de soja
submeter-se a deterioragcdo oxidativa, em parte justificada pela presenca de
acido linolénico. Entretanto, avancadas tecnologias estdo disponiveis para

superar este problema e fazer deste um oleo bom e versatil (FAO, 2011).
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1.3.3 Carboidratos e Fibras

A soja contém cerca de 30% carboidratos que podem ser divididos em dois
grupos: acUcares soluveis (5% sacarose, 4% estaquiose, 1% rafinose) e
insolaveis, que séo as "fibras" (20%) (FAO, 2011). A Tabela de Composi¢éo da
USP em sua composicdo centesimal para grdo de soja cru quantificou fibra
alimentar total em 21,67% e as fracinou em insolavel (19,40%) e soluvel
(2,10%) (TBCA, 2012).

A fracdo insoluvel € uma mistura complexa de polissacarideos e seus
derivados. Composta principalmente por carboidratos da parede celular:
celulose, hemicelulose e substancias pécticas. Nao digeridos pelas enzimas
gastro-intestinais os carboidratos insollveis podem ser caracterizados como
“fibra dietética”, as quais absorvem a agua e incham consideravelmente. Ao
contrario de outras leguminosas, a soja contém muito pouco amido (menos de
1%) (FAO, 2011).

1.3.4 Aspectos Antinutricionais

Varias proteinas da soja foram identificadas por exercer efeitos fisiolégicos
especificos. Entre elas estdo os inibidores de tripsina e hemaglutininas
(lectinas) (FAO, 2011). Proteinas inibidoras de protease sdao comuns na
natureza, todavia o valor nutritivo da soja esta limitado principalmente por estes
fatores. Os mais importantes sdo os inibidores da tripsina (a qual pode ser
descrita como uma serina protease encontrada no aparelho digestivo). Estes
inibidores diminuem a retencdo de nitrogénio, reduzindo seu desempenho e

aumentando a excrecao de nitrogénio metabdlico (EL-SHEMY, 2011).

Inibidores da protease (o inibidor Kunitz e o inibidor Bowman-Birk) sédo ativos
contra tripsina e quimotripsina. Estes inibidores interferem na digestdo de
proteinas, resultando em diminui¢do do crescimento animal. A atividade desses
inibidores em produtos de soja pode ser diminuida quando sao aquecidos. Este
aquecimento da soja e de seus produtos elimina acima de 90% da atividade
antitripsina. Os animais respondem de forma diferente a inibidores de tripsina,

dependendo da espécie. Ganso e galinhas sdo mais sensiveis a inibidores de
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tripsina do que leitbes e bezerros. Estudos em novos cultivares de soja
reduziram o nivel de tripsina a 10mg/kg (EL-SHEMY, 2011; FAO, 2011).

No entanto, foi observado que o inibidor de tripsina foi prejudicial ao
crescimento mesmo quando os animais foram alimentados com dietas
contendo proteinas completamente pré-digeridas, indicando que a inibicdo da
tripsina ndo é o unico efeito fisiologico destes inibidores. Sua ingestdo pode
resultar em aumento da secrecdo pancredtica e hipertrofia do pancreas. O
aumento da secrecdo de enzimas no tubo digestivo representa uma perda
interna de proteina. Sendo as proteinas excretadas pelo péancreas
particularmente ricas em aminoacidos sulfurados, esta perda interna pode ser
especialmente importante se a dieta € marginal em metionina/cistina (FAO,
2011).

Apesar de ndo haver nenhuma evidéncia direta quanto aos efeitos fisioldégicos
em humanos, tornou-se habitual tomar as precaucdes necessarias para a
remocdo ou inativacdo dos inibidores de tripsina em produtos de soja

destinados ao consumo humano (FAO, 2011).

As lectinas (hemaglutininas) sdo outro tipo de proteinas que podem interferir
negativamente no valor nutricional da soja, todavia estas atuam ligando-se a
carboidratos. Na soja crua as hemaglutininas podem diminuir o crescimento e
causar aumento de mortalidade em animais (SILVA e SILVA, 2000). Recebem
esta denominacdo, hemaglutininas, por possuirem a capacidade de aglutinar
glébulos vermelhos, e, embora estejam amplamente distribuidas nas plantas
alguns representantes deste grupo, como a ricina e lectina de mamona, sao
altamente toxicas. A lectina encontrada nos grdos de soja bruto,
aparentemente, ndo tem nenhum efeito observavel na dieta, podendo ainda ser

facilmente inativada pelo calor (FAO, 2011).
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2 ORGANISMOS GENETICAMENTE MODIFICADOS - OGM

2.1 Histérico

O Ministério do Meio Ambiente (MMA, 2000) divulgou documento referente a
Convencéao sobre Diversidade Bioldgica — CDB, realizada em junho de 1992 no
Rio de Janeiro, onde postula o significado de Biotecnologia. Este termo foi
entdo definido enquanto “qualquer aplicacdo tecnoldgica que utilize sistemas
biolégicos, organismos vivos, ou seus derivados, para fabricar ou modificar
produtos ou processos para utilizagdo especifica.” Rocha (2008) definiu
“Biotecnologia” como a tecnologia baseada na biologia, utilizada em destaque
nos campos da agricultura, ciéncia dos alimentos e medicina. A Figura 1

sumariza de forma simplificada a definicdo de biotecnologia.

Microbiologia,
Bioquimica, Genética, Microrganismos, Células,
Engenharia, Quimica e Moléculas (Enzimas,
Informatica Anticorpos, DNA, etc.)

CONHECIMENTO AGENTES BIOLOGICOS

BIOTECNOLOGIA

SERVICOS

Alimentos, Bebidas,
Produtos Quimicos, Purificacdo da agua,
Energia, Produtos Tratamentos de residuos,
Farmacéuticos, Controle de poluicgéo, etc.
Pesticidas. etc

Figura 1: Quadro demonstrativo de "Biotecnologia” apresentando as interfaces
desta tecnologia.

Fonte: Adaptado de ROCHA, 2008.

As culturas biotecnoldgicas por sua vez seriam aquelas as quais aplicaram-se
conhecimentos acerca de processos bioldgicos e propriedades dos seres vivos
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com o intuito de se resolver problemas e criar produtos de utilidade (MMA,
2000; ROCHA, 2008; LAJOLO e NUTTI, 2011).

A partir de 2010, as culturas biotecnoldgicas atingiram a marca de 160 milhdes
de hectares, um aumento de 12 milhdes de hectares a uma taxa de
crescimento de 8%. Observacao relevante foi de que passados 15 anos de
consecutivos aumentos na comercializagcdo das culturas biotecnolégicas (1996-
2011) este crescimento continua notavel (JAMES, 2011).

O Brasil ocupa o segundo lugar, ficando atrds apenas dos EUA, em area
cultivada com biotecnologia do mundo (30,3 milhdes de hectares) e esta
emergindo como um lider global em culturas biotecnoldgicas. Pelo terceiro ano
consecutivo, o Brasil foi o motor de crescimento global, aumentando em 2011
sua area plantada de culturas biotecnoldgicas, mais do que qualquer outro pais
do mundo. Este aumento recorde de 4,9 milhdes de hectares foi equivalente a
um aumento anual impressionante de 20%. O pais cresceu 19% da area global
de 160 milhdes de hectares e estd consolidando sua posi¢ao, se aproximando
de forma relevante das marcas alcangadas pelos EUA (JAMES, 2011).

O sistema de autorizacdo brasilero permitiu a aprovassao de 8 (oito) novos
eventos em 2010 e um adicional de 6 (seis) eventos em 2011. A primeira soja
transgénica gerada por empilhamento “stacked”, tecnologia onde coexistem
mais de uma modificacdo génica, foi aprovada para comercializacdo no Brasil
em 2012. Este novo produto apresenta simultaneamente as caracteristicas de
resisténcia a insetos e tolerancia a herbicidas. A Embrapa, instituicdo do setor
publico brasileiro, obteve aprovacdo para comercializar um feijdo resistente a
virus, desenvolvido inteiramente com recursos proprios, demonstrando, assim,
a sua impressionante capacidade técnica para desenvolver, entregar e aprovar
uma cultura biotecnolégica (JAMES, 2011; MAPA, 2012).

O Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento - MAPA, Secretaria de
Defesa Agropecuéria, Coordenacdo de Biosseguranca de Organismos
Geneticamente Modificados divulgou em 19/06/2012 uma listagem atualizada
dos OGMs autorizados no Brasil (Anexo |), constituida de 5 eventos para soja
(sendo 1 de dupla insercéo), 18 para milho (sendo 13 multiplo), 9 evento para
algodao (2 duplos e 2 triplos) e 1 para feijao (MAPA, 2012). Pode-se observar o
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incremento de aprovacdo para a insercdo de multiplos eventos, também

denominado empilhamento.
2.1.1 Tecnologias de desenvolvimento

Lajolo e Nutti (2011) definem gene enquanto elementos presentes no nucleo
das células e que contém de forma codificada todas as informacdes
necessarias a vida as quais serdo transmitidas aos descendentes. A producdo
do organismo geneticamente modificado envolve diversas etapas, desde o
isolamento do gene de interesse, passando pela proliferacdo do mesmo, até a
insercao deste no cultivar selecionado, estes passos estao representados nas
Figura 2 e 3.

Bacillus
thuringiensis Clonagem Transformacao

O ‘ O

% Isolamento do

gene que codifica
para a toxina D

Vetor de clonagem  A. tumefaciens

Regeneracao
) Célula vegetal Transformacdo de célula
Planta "Bt modificada (Novos genes  vegetal (Infeccdo por
(p. ex. milho) integrados ao genoma) A. tumefaciens GM)

Figura 2: Esquema de Producdo de Vegetal Genéticamente Modificado por
meio de infec¢ao bacteriana.

Fonte: LAJOLO e NUTTI, 2011.
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Figura 3: Esquema de Producdo de Vegetal Genéticamente Modificado por

meio de biobalistica.
Fonte: CHARANEK, 2006.

No desenvolvimento do organismo transgénico, a insercdo de um gene
proveniente de outra espécie, o qual altera assim as informacdes presentes no

nacleo celular pode ser promovida de forma diferenciada:

e por meio de infeccdo bacteriana: quando a inser¢do do gene de

interesse é realizado pela bactéria na célula hospedeira (Figura 2);

e por biobalistica, quando sdo bombardeadas em direcdo ao interior da
célula particulas de tungsténio recobertas com o fragmento de DNA de
interesse (Figura 3);

e 0u por eletroporacdo de protoplastos: quando protoplastos sédo expostos
a pulsos eletromagnéticos curtos e de alta voltagem (eletroporacao), na
presenca do DNA exdgeno desejado, técnica que ndo tem tido boa
difusdo pela dificuldade de posterior regeneracgao celular.

Uma planta transgénica seria portanto, aquela a qual por processo de DNA
recombinante ou engenharia genética teve um novo gene ou fragmento de
DNA inserido entre seus genes (LAJOLO e NUTTI, 2011). Para Simdes (2008),
0 “evento” é um gene que se insere em uma determinada variedade de cultivar
agricola. Destaca-se, portanto, que a transgenia em si nhao cria
necessariamente uma nova variedade, de modo que uma mesma variedade de

um determinado produto pode apresentar mais de um evento. Tal definicdo
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facilita o entendimento ndo somente dos OGMs disponiveis no mercado como
também da nova geracdo de alimentos transgénicos que vem sendo
desenvolvida, onde mais de um evento sao transferidos a um mesmo

organismo (empilhamento), demonstrado esquematicamente pela Figura 4.

Hibridizacao

Retransformacao

A. tumefaciens

Célula vegetal

modificada 1
Planta GM 1
Célula vegetal
modificada 2 (novos
genes integrados
N ao genoma)
GM: geneticamente Cotransformacao

modificado

Célula vegetal
nao modificada A. tumefaciens

Célula vegetal
modificada

(novos genes
integrados
ao genoma)

Figura 4: Introducédo multipla de transgene em célula vegetal demonstrando as
etapas de hibridacao, retransforacéo e cotransformacéo.

Fonte: LAJOLO e NUTTI, 2011.

2.1.2 Importancia econdmica e ambiental

No ano de 2011, a soja geneticamente modificada (GM) continuou a ser a
principal lavoura GM, ocupando 75,4 milhdes de hectares ou 47% da area GM
global, seguida pelo milho (51,00 milhdes de hectares a 32%), o algodao (24,7
milhdes de hectares a 15%) e a canola (8,2 milhdes de hectares a 5%). Em
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conjunto as quatro culturas ocupam aproximadamente 99% da area global de

lavouras GM. Na Tabela 4 pode ser observado de forma resumida a adocgéo e

suas estimativa em culturas GM e soja GM global e nacional. O valor global de

sementes transgénicas s6 nos EUA foi $ 13,2 bilhdes em 2011, com o produto

final de grédo comercial de milho transgénico, grao de soja e algodado no valor

para EUA de aproximadamente 160 bilhdes de délares ou mais por ano. Um

estudo de 2011, estimou que o custo de descoberta, desenvolvimento e

autorizacdo de uma nova cultura/caracteristica biotecnolégica nos EUA seria

em torno de 135 milhfes de ddlares (JAMES, 2011).

Tabela 4. Adocéo de OGM — Mundial e Nacional

Culturas OGM Soja OGM Fonte
Mundo Brasil Mundo Brasil
2011 160 milhdes ha 30,3 milhdes 75,4 milhGes ND JAMES,
ha. ha 2011
2010/11 ND 23,2 milhdes ND 17,2 milhdes  CELERES,
ha.* ha.* 2010
2011/12 ND 31,8 milhdes ND 21,4 milhdes  CELERES,
ha.* ha.* 2011
2012/13 ND 36,6 milhdes ND 23,9 milhdes  CELERES,
ha.* ha.* 2012

* Estimativa de adocao do plantio de soja geneticamente modificada. ND = N&o disponivel

No que tange aos aspectos ambientais, dados fornecidos por empresa de

consultoria ambiental privada atuante no setor agricola evidenciam resultados

sociais e ambientais benéficos obtidos em decorréncia da adoc¢ao do algodéo e
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milho geneticamente modificados, bem como da soja tolerante a herbicida. O
estudo divulgado em 2012 considerou dados da campanha agricola 2010/11 e
demonstrou nivel de beneficios crescente simultaneamente a aceleracédo da
adocdo da biotecnologia por parte dos produtores. Esse estudo analisou
fatores tais como: uso de agua, uso de Oleo diesel, emissdes de gas carbobnico
e uso de ingrediente ativo para as culturas milho, algoddo e soja (CELERES
AMBIENTAL, 2011). Enfocando os beneficios socioambientais acerca da
adocao da soja OGM no Brasil no periodo de 1996/97 a 2010/11, o que se
observou foi a reducdo do consumo de 21,2 bilhdes de litros de agua no
periodo de 1996/97 a 2010/11. Deste total, a reducéo relacionada as lavouras
de soja que adotaram a biotecnologia representa 76%, tal percentual sendo
justificado pela extenséo da area plantada e pelo fato desta tecnologia estar
disponivel no mercado para comercializacdo ha mais tempo. No que tange a
reducdo do consumo de Oleo diesel nas lavouras biotecnoldgicas para o
mesmo periodo, o beneficio alcancou 176,6 milhdes de litros economizados. E
analisando ainda a reducéo da emissédo de CO, decorrente da queima do 6leo
diesel utilizado no maquinario agricola, o periodo possibilitou a reducdo de
468,4 mil toneladas de CO,. Para estes parametros, a soja manteve sua
representatividade enquanto commodity. A reducdo no uso de ingrediente ativo
observado foi também expressiva em cerca de 14,5 mil toneladas, com a
respectiva reducdo de energia elétrica para produzir estes defensivos
agricolas. Para este parametro, entretanto, a participacdo dos cultivos de soja
esteve reduzida a 54,3%. Diante da atual preocupacdo mundial acerca dos
niveis de poluicdo de solos e recursos hidricos, da distribuicdo e qualidade da
agua, existem indicios da importancia da biotecnologia como instrumento
capaz de proporcionar beneficios na protecdo dos recursos naturais e na
qualidade de vida da populacédo (CELERES AMBIENTAL, 2011).

2.2 Modificagdo génica na soja

O Organismo Geneticamente Modificado foi definido pela Instrugdo Normativa
n° 1, de 01 de abril de 2004, enquanto aquele organismo cujo material genético
tenha sido modificado por qualquer técnica de engenharia genética (BRASIL,
2004).
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A soja transgénica, ou seja, que sofreu modificacdo genética vem sendo
discutida assim como outros alimentos desta categoria quanto ao risco/
beneficio dessa manipulacdo. Todavia, para aprovacdo de uma determinada
modificacdo génica sdo necessarios diversos testes tanto com relacdo aos
riscos como para equivaléncia de composicdo quimica. Lajolo e Nutti (2011)
enfatizam que quanto mais se sabe acerca de um alimento, mais abrangente
sdo os testes efetuados para confirmar esta equivaléncia sobre o organismo
GM e o0 ndo GM. Para a soja, os autores citam estudo de Kuiper e
colaboradores do ano de 2001, onde foi testada a equivaléncia entre cultivares
geneticamente modificados e se avaliou para a soja resistente a herbicida
desde aminoacidos, &cido fitico, acidos graxos, estaquiose e rafinose dentre
outros componetes até mesmo compostos bioativos como as isoflavonas
(KUIPER et al, 2001; LAJOLO e NUTTI, 2011).

Atualmente, a maioria dos OGM disponiveis em todo o0 mundo contém um dos
trés elementos genéticos: o promotor 35S oriundo do virus mosaico couve-flor
(CaMV), o terminador nopalina sintase (nos) ou o gene marcador de resisténcia
a canamicina (nptll) (CARDARELLI, et al., 2005). Um dos eventos mais
amplamente difundidos é o evento GTS-40 (RR), o qual confere as culturas
resisténcia ao herbicida glifosfato por meio da expressdo da proteina CP4-
EPSPS, tendo este evento recebido aprovacdo regulatéria na maioria dos
paises, tanto para a soja quanto para outros culturas, como por exemplo o
milho (JAMES, 2011; LAJOLO e NUTTI, 2011).

Todavia, outras alteracdes genéticas para a soja vem sendo propostas e
realizadas visando diferentes objetivos tais como produtividade; estabilidade,
porte e ciclo adequado, resisténcia as doencas, resisténcia as nematoides,
resisténcia ao acamamento, boa qualidade de semente e teor de Oleo e
proteina. No que tange as qualidades especificas objetiva-se: resisténcia a
insetos, pragas, tolerancia a herbicidas, porte em plantio antecipado, qualidade
fisiologica de sementes e, ainda, melhoramento sensorial e nutricional
(MOREIRA, 2011).

Cultivar € a variedade de qualquer género ou espécie vegetal superior que seja

claramente distinguivel de outras cultivares conhecidas por margem minima de
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descritores, por sua denominacdo prépria que seja homogénea e estavel,
quanto aos descritores através de geracgfes sucessivas e seja de espécie
passivel de uso pelo complexo agroflorestal, descrita em publicacdo
especializada disponivel e acessivel ao publico, bem como a linhagem
componente de hibridos (BRASIL, 1997). As variabilidades regionais e por
cultivar interferem n&o sé no contetdo, mas também nas perdas de isoflavonas
durante o processamento da soja para alimentos tradicionais e produtos
protéicos. O aumento da concentracdo destas substancias e a reducdo da
variedade de concentracdo nos diferentes cultivares pode auxiliar no alcance
de niveis eficazes deste flavondide (NEWELL-MCGLOUGHLIN, 2010; LAJOLO
e NUTTI, 2011).

As isoflavonas séo sintetizadas como parte da via dos fenilpropandis que
produz diversos metabdlitos secundarios (ligananas, flavondis, antocianinas)
(NEWELL-MCGLOUGHLIN, 2010; LAJOLO e NUTTI, 2011). Entretanto uma
isoflavona sintetase (IFS) especifica de leguminosas é a enzima-chave na
iniciacdo da producédo de isoflavonodides. Portanto, modificacdes no gene IFS
podem permitir manipulacdo da via do fenilpropanol, visando objetivos
agrondmicos e nutricionais. Ambiciona-se que a soja derivada dessa
biotecnologia deva conter até quatro vezes mais isoflavona que a original.
Abaixo, na Tabela 5 demonstramos diferentes modificacbes génicas visando
melhoramento do perfil nutricional da soja e suas caracteristicas(AKASHI,
AOKI e AYABE, 1999; NEWELL-MCGLOUGHLIN, 2010).
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Tabela 5: Exemplo de culturas de soja geneticamente modificadas com
caracteristicas nutricionais modificadas, com o propésito de fornecerem
beneficios a saude dos humanos e animais domésticos

Cultura Caracteristica Transgene
Soja Melhoramento da Proteinas sintéticas
composicéo de
aminoécidos
Soja Aumento de aminoacidos Super expresséo da proteina de milho
sulfurados
Soja Aumento de Acido oleico A-12 desnaturase (soja, supressao)
Soja Aumento de Acido oleico Terminacgao de transcritos de RNA por
ribozina down-regulate acidos graxos
da semente
Soja Reducéo de alérgeno Silenciamento genético da cisteina
imunodominante proteinase P34 (34kDa)
Soja Aumento de isoflavonas Isoflavona sintase

Fonte: Adaptado de NEWELL-MCGLOUGHLIN, 2010.

2.3 Métodos de Quantificacdo

A utilizacdo do método de PCR para deteccdo de modificacdo génica é
baseada na amplificacdo e deteccdo de um gene espécie-especifico da matriz
a ser analisada (gene endbégeno) e da sequéncia de DNA referente a
modificacdo génica em diversos matrizes vegetais. A reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) amplifica a sonda marcada que indica a presenca de soja
geneticamente modificada conjuntamente com a sonda que indica a presenca
de DNA enddgeno especifico, no caso da soja a lecitina. Enquanto o primeiro
identifica a presenca de modificacdo génica, gene alvo, o marcador endégeno
serve como referéncia quantitativa para detectar geneticamente e néao-
geneticamente modificados (BRANQUINHO, 2010; AB, 2011).

O promotor 35S oriundo de virus mosaico da couve-flor (CaMV) vem sendo
utilizado como indicativo de modificacdo génica. Este promotor integra a
maioria das construcdes utilizadas em transformacgéo genética de plantas e sua

deteccgdo indica a ocorréncia de organismos geneticamente modificados (OGM)
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no produto analisado, sendo este método, portanto, uma importante ferramenta
para “screening” (BRANQUINHO, 2010).

Apos a desnaturacéo do DNA ocorre anelamento e extensdo e no momento da
substituicdo da sonda ocorre clivagem desta com liberagdo do reagente
fluoréforo (Figura 5). O monitoramento do aumento da fluorescéncia gerado por
estas duas sondas marcadas é entdo plotado em curva de amplificacdo, na
qual podem se identificar as CTs. As CTs (Cycle Threshold) podem se
definidas enquanto o ciclo no qual a reacdo atinge seu limiar da fase
exponencial (NOVAIS e ALVES, 2004). A quantidade de material GM é
normalizada com base na quantidade de material endégeno detectado em cada
amostra produzindo assim um valor ACT a partir do qual é feita a média para
as amostras replicadas. Estes valores sao entdo comparados com uma curva
de calibracao produzida a partir dos valores ACT dos padrdes de concentracéo
conhecidos OGM o que permite um resultado em percentual de OGM para
cada amostra desconhecida a ser produzido. Para CTs acima de 40 néo é
necessario se calcular o ACT ficando definida a auséncia de amplificacao do
gene de interesse (AB, 2011).
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Figura 5: Reacdo em cadeia da polimerase. F: fluoroforo, molécula que é
reconhecida pelo equipamento e visualmente demonstrada na plotagem das
curvas CTs.

Fonte: Adaptada de NOVAIS e ALVES, 2004.
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2.4 Rotulagem

A rotulagem, sobretudo no contexto dos alimentos transgénicos, esta
profundamente ligada ao consumo consciente e a liberdade do cidaddo em
decidir baseado em informacfes seguras e precisas consumir ou nao
determinado produto. Estudo atual destaca a relevancia do Estado como
promotor, pelo uso da lei da defesa do consumidor, salienta a importancia da
rotulagem e ressalta ainda o fato de que qualquer publicidade omissa pode ser
considerada enganosa (MYSZCZUK, WANDSCHEER e GLITZ, 2010). Na
avaliacao de roétulos, alguns parametros séo verificados conforme a legislacao
e a declaracdo quanto aos organismos geneticamente modificados estédo
legisladas por: Decreto n° 4.680, de 24 de abril de 2003, pela Portaria n° 2.658,
de 22 de dezembro de 2003, do Ministério da Justica, e pela Instrucao
Normativa Interministerial n® 1, de 1° de abril de 2004 (BRASIL, 2003a,b;
BRASIL, 2004).

De acordo com o Decreto Lei n> 4680 de 24 de abril de 2003, na
comercializacdo de alimentos e ingredientes alimentares destinados ao
consumo humano ou animal que contenham ou sejam produzidos a partir de
organismos geneticamente modificados, com presenca acima do limite de um
por cento do produto, o consumidor devera ser informado da natureza
transgénica desse produto (BRASIL, 2003a).

Produtos embalados, vendidos a granel ou in natura devem conter no rétulo da
embalagem ou do recipiente em que estdo contidos, em destaque, no painel
principal e em conjunto com o simbolo, definido pela Portaria n° 2658, de 22 de
dezembro de 2003, e uma das seguintes expressdes, dependendo do caso:
"(nome do produto) transgénico”, "contém (nome do ingrediente ou
ingredientes) transgénico(s)" ou "produto produzido a partir de (home do
produto) transgénico". Segue abaixo a simbologia aprovada pelo Ministério da
Justica (Figura 6) ( BRASIL, 2003a,b).



42

Figura 6: Simbolo indicativo de modificacdo genética.

Os simbolos devem ser apresentados nos rétulos conforme figura A. para rétulos impressos em
preto e branco, e B. para impressao em rétulos impressos em policromia. Fonte: Brasil, 2003b

Lenzi (2010) apresenta em seu trabalho uma visdo panoramica da toda
polémica acerca da rotulagem de transgénicos, levanta a justificativa de alguns
paises como EUA para ndo rotular os alimentos OGM por sua equivaléncia
substancial julgam discriminatoria a colocacao do rétulo especifico e de 6rgaos
brasileiros que defendem a importancia da rotulagem ndo apenas como
parametro decisério da populacdo, mas também como instrumento de
rastreabilidade destes produtos. Entre os paises com legislagédo especifica para
a rotulagem, o aspecto comum seria a alegacdo de que os produtos GM néo
seriam substancialmente equivalentes as suas convencionais. Sobre este
panorama é interessante notar que a Monsanto sustenta pontos de vista
totalmente opostos quanto as caracteristicas da soja “Round up Ready”.
Quando se fala em seguranca alimentar, para efeito de rotulagem da soja
transgénica, o produto € considerado substancialmente igual a soja natural.
Todavia, no momento que se fala em propriedade intelectual, 0 mesmo produto
passa a ser considerado substancialmente diferente, justificando os pedidos de
registro de patentes por ela feitos junto ao INPI - Instituto Nacional de
Propriedade Industrial (VALLE, 2000).

3 MINERAIS

3.1 Importancia

Considerados macrominerais por estarem presentes no corpo em uma

proporcao superior a 0,05% o calcio (Ca), fésforo (P), sodio (Na), potassio (K) e
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magneésio (Mg) serdo abordados aqui por sua relevancia (DUTRA-DE-
OLIVEIRA e MARCHINI, 1998). Como todo micromineral, a exemplo do ferro
(Fe), manganés (Mn), cobre (Cu) e zinco (Zn) embora presentes em pequenas
guantidades, possuem importancia reconhecida para o funcionamento
adequando do organismo vivo (CUNHA e CUNHA,1998).

3.1.1 Saude Humana

O calcio é reconhecidamente importante por sua participacdo na formacéao da
matriz 6ssea. Além do papel de formacédo e mesmo de manutencdo de 0ssos e
dentes, este elemento atua como regulador de indmeros processos
bioguimicos corp6reo como coagulacdo sanguinea, secre¢cdo de horménios e
neurotransmissédo (DUTRA-DE-OLIVEIRA e MARCHINI, 1998; MILLER, 2010).
Todavia, apenas a presenca no alimento ndo é sindbnimo de utilizacdo sendo,
portanto, necessario observar a biodisponibilidade ao se ofertar este elemento.
Entre os fatores que favorecem a absorcéo estdo a presenca de vitamina D,
acidez gastrica, presenca de lactose e alimentacdo pobre em Ca. Ja a
presenca de acido oxalico, acido fitico e fibras interferem negativamente na
absorcdo do Ca. As recomendacdes diarias de Ca variam de 600-800 mg para
adultos e criancas chegando a 1200 mg em periodos de crescimento intenso,
gravidez e lactacdo. Em dietas convencionais, cerca de 75% desse elemento é
fornecido por leite e derivados, tornando ainda mais preocupante o
atendimento as necessidades desse nutriente quando os lacteos séo retirados
da dieta (DUTRA-DE-OLIVEIRA e MARCHINI, 1998). Embora a farinha de soja
contenha duas vezes Ca e cinco vezes mais P que o leite de vaca ou trigo
integral, a biodisponibilidade destes é questionavel. Estes elementos sdo mais
disponiveis, por exemplo, nos brotos de soja (PEREIRA e OLIVEIRA, 2004).

O fésforo, por sua vez, constitui aproximadamente 1% do peso corpéreo
humano, estando 90% deste incorporado ao tecido 6sseo e o restante atuando
em funcdes metabdlicas, sendo metade disposta no tecido muscular. Além da
participacdo na mineralizacdo de ossos e dentes, o P participa do metabolismo
energético (ATP), absor¢cdo e metabolismo de nutrientes, regulacdo da
atividade protéica e balango acido basico, sintese de DNA e RNA, sintese de
fosfolipideos e sinalizagéo celular (DUTRA-DE-OLIVEIRA e MARCHINI, 1998;
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MILLER, 2010). A absorcédo deste mineral € influenciada, positivamente, pela
presenca de vitamina D e seu metabolismo intimamente relacionado ao do
calcio (DUTRA-DE-OLIVEIRA e MARCHINI, 1998). Célcio e fésforo podem
formar fosfato de célcio que é relativamente insolavel, o que limita a absorcéo
intestinal (PEDROSO, 1998).

O papel dos eletrdlitos é fundamental para a manutencdo da vida. Sodio,
calcio, potassio e magnésio sdo os céations mais importantes no liquido
extracelular. Estes elementos ndo se encontram em mesma concentragao nos
compartimentos intra e extracelular, estando o s6dio predominantemente extra
e 0 potassio intracelular. Sédio e potassio sdo ions contrarios e atuam
estimulando impulsos nervosos (PEDROSO, 1998; MILLER, 2010).

O sobdio possui responsabilidade especial pela manutencdo do volume
circulante. Participa ativamente do equilibrio acido basico do organismo, é
fundamental para a absorcdo de glicose e o transporte de varias substancias
pelo intestino (PEDROSO, 1998; MILLER, 2010). O potassio por sua vez atua
em funcBes metabdlicas distintas, entre elas o transporte de oxigénio e auxilio
no deslocamento de gas carbbnico, reducdo da viscosidade plasmatica e
favorecimento da oxirreducdo da glicose, facilita a conversao de glicose em
glicogénio no figado e ainda atua efetivamente no equilibrio acido-basico do
organismo (PEDROSO, 1998). Na soja o conteudo por 100g destes eletrolitos
€, em média, 740mg de K e 260mg de Na, o que faz com que a leguminosa
seja recomendada a pacientes com hipertensdo arterial por seu poder
alcalinizante (PEREIRA e OLIVEIRA, 2004).

O magnésio (Mg) ocorre em grandes quantidades nos 0ssos. Este elemento
atua na ativacdo do sistema enzimatico celular promovendo a producédo de
energia pela conversdo de ATP em ADP (DUTRA-DE-OLIVEIRA e MARCHINI,
1998; PEDROSO, 1998; MILLER, 2010). Participa ainda das reacoes
bioguimicas e 0sseas pela ativagdo da fosfatase alcalina (enzima catalisadora).
Compostos de magnésio exercem ainda um efetivo efeito laxativo. Por ser
inicialmente dificil de serem absorvidos, estes compostos exercem efeito
osmotico trazendo agua ao lumen, amolecendo as fezes e favorecendo o

peristaltismo. Importante no metabolismo de carboidratos, proteinas, lipideos e
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acidos nucléicos, atua de maneira antagonista ao calcio. Sua absorcdo €
reduzida na presenca de calcio, alcool, fosfato, fitatos e gorduras, e €
estimulada pela presenca de vitamina D (DUTRA-DE-OLIVEIRA e MARCHINI,
1998; PEDROSO, 1998).

O Ferro (Fe) € um elemento quimico metélico. O organismo sabiamente
dificulta a sua absorcédo, uma vez que este mineral existe em abundancia na
crosta terrestre. Evita-se, assim, uma intoxicacao celular. Todavia, o Fe é de
relevante importancia organica por exercer fungéo estrutural como elemento do
grupo heme da hemoglobina, auxiliando, portanto, no transporte de oxigénio
(CUNHA e CUNHA,1998; MILLER, 2010). Este mineral esta ainda envolvido no
metabolismo, destruicdo de perdoxido de hidrogénico e sintese de DNA
(MILLER, 2010). Os principais compartimentos de ferro no homem sadio sao a
hemoglobina 67%, seguido das reservas 27% de ferro tecidual (mioglobina e
enzimas 3,5 e 0,2% respectivamente). O Fe encontra-se ligado a mioglobina ou
ainda armazenado na forma inativa no figado, baco, medula Ossea ou
circulagdo sanguinea. Geralmente esta disponivel no alimento ligado a
moléculas organicas e inorganicas. Este mineral quando ingerido na forma
metalica é reduzido, pela acidez gastrica e enzimas hidroliticas do intestino, a
forma ferrosa (Fe®") que é prontamente absorvida no duodeno. Embora possa
ser absorvido em qualquer nivel do intestino delgado esta € mais eficiente no
duodeno. A absorcdo do ferro ndo heme pode ser favorecida, por exemplo,
pela presenca de acido ascoérbico (FAIRBANKS, 2003). Entre os vegetarianos,
a soja € comumente utilizada como substituto da carne, a qual seria a principal
fonte de ferro na dieta de onivoros, portanto faz-se relevante seu contetdo. Na
soja, como em todo vegetal, esse elemento ndo ocorre na forma heme o que
torna sua biodisponibilidade vulneravel a composicédo da refeicdo (PEREIRA e
OLIVEIRA, 2004).

O cobre (Cu) é um elemento essencial para um bom funcionamento da defesa
imunologica devido as suas acdes bioquimicas participando ainda da
maturacdo de leucdtcitos e hemacias, transporte de ferro, metabolismo da
glicose e do colesterol, contragcdo miocardica e desenvolvimento cerebral além
da formacdo e resisténcia Ossea, e crescimento e desenvolvimento das

7z

criancas. O controle da absorcédo intestinal € responsavel pela eficiente
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regulacdo da homeostase corporal do cobre evitando, assim, um acumulo
prejudicial (CUNHA e CUNHA, 1998).

Presente no corpo humano concentrado principalmente na musculatura
esquelética, ossos, pele e figado, o zinco (Zn) é essencial para as células vivas
atuando em funcdes estruturais, enzimaticas e regulatorias (CUNHA e CUNHA,
1998). E considerado importante cofator de metaloenzimas e atua também na
regulacdo da expressdo génica (MILLER, 2010). O fitato pode diminuir
consideravelmente a absor¢cdo do zinco proveniente da soja quando esta € a
principal fonte de proteina da dieta tanto animal quanto humana (PEREIRA e
OLIVEIRA, 2004).

3.1.2 Cultivo

Existem varios elementos essenciais ao crescimento e metabolismo das
plantas. Esses podem ser divididos entre os compostos organicos: carbono,
nitrogénio e oxigénio; os macronutrientes nitrogénio, fosforo, potassio, célcio,
magnésio e enxofre, e os micronutrientes, boro, cobre, ferro, manganés, zinco,
molibdénio e cloro. O monodxido de carbono (CO;) e o oxigénio (O,),
necessarios aos processos de fotossintese e respiracdo, sao obtidos do ar. O
hidrogénio, assim como parte do oxigénio, € retirado da agua e 0s outros
elementos sédo encontrados no solo sob diversas formas (FAQUIN, 2005;
ALBUQUERQUE, 2011).

Os nutrientes minerais sao aqui também classificados em macro e micro, de
acordo com a concentracdo encontrada em seus tecidos. Os nutrientes
minerais, tais como nitrogénio, fésforo, potassio, calcio, magnésio e enxofre,
que sdo exigidos em grandes quantidades pelas plantas, sdo denominados
macronutrientes; e 0s que sdo exigidos em pequenas quantidades: boro, cloro,
molibdénio, cobre, ferro, manganés e zinco, sdo chamados de micronutrientes
(ALBUQUERQUE, 2011). Os macronutrientes tém, em geral, seus teores
expressos em percentagem (%) e 0s micronutrientes em partes por milhdo
(ppm), todos na forma elementar. Os macronutrientes ocorrem em
concentracdes de 10 a 5.000 vezes superior & dos micronutrientes (FAQUIN,
2005).
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A soja € uma cultura muito exigente em todos 0s macronutrientes essenciais.
Destes, o N (nitrogénio) é constituinte de aminoacidos, nucleotideos e
coenzimas, além de ter como fungcdo ativar enzimas. Na deficiéncia de N
ocorrem baixos teores de proteinas nos grdos (SFREDO, 2008). O P na forma
de ion fosfato possui uma estrutura trivalente que confere a capacidade de
realizar duas ligacdes estiveis e ainda ser ionizado, sendo insubstituivel nas
mais diversas funcdes celulares, nos componentes genéticos (DNA e RNA) e
dos fosfolipides que compdem as membranas celulares (DEON, 2007). O K
mantém o potencial osmotico e participa do processo de abertura e fechamento
dos estdmatos, regulando a transpiracdo e a entrada de CO,, regulando a
fotossintese (SFREDO, 2008), € ativador de um grande numero de enzimas e
atua no transporte transmembrana (DEON, 2007). O Ca € o responsavel por
manter a integridade funcional da membrana celular, além de estar envolvido
com mecanismos enziméaticos (SFREDO, 2008). O Mg é o elemento central na
molécula de clorofila e age como ativador enzimético (EKER, et al. 2006). Eo S
€ componente de enzimas e proteinas e participa do metabolismo dos
carboidratos e dos lipidios, através da formacao de tioésteres. A deficiéncia de
enxofre no cultivo da soja provoca diminuicdo na fotossintese e na atividade
respiratoria, queda na sintese de proteinas, com o aparecimento de altas
relacBes N solavel/N protéico e reducao no teor de gorduras (SFREDO, 2008).

No que tange a microminerais, o Cl é transportador de elétrons, reduzindo
oxidantes durante a fase luminosa da fotossintese; o Mn atua como ativador de
muitas enzimas, como descarboxilases, hidrolases e transferidoras de grupos
(fosfoquinases e fosfotransferase); o B desempenha papel importante no
transporte e no metabolismo de carboidratos no interior da planta, sendo
necessario para a elongacéao e para a divisdo da célula e na sintese do RNA; o
Cu atua como ativador de enzimas que participam do transporte eletrbnico
terminal da respiracao e da fotossintese; o Zn é cofator de varias enzimas
como triptofano, desidrogenase (alcodlica, glutdmica e lactica), aldolases e
anidrase carbonica; o Fe também atua como cofator de varias enzimas como a
catalase, a peroxidase, a aconitase, a nitrogenase, 0s citocromos a, b e c, a
leghemoglobina, a ferredoxinase, as redutases do nitrito e do sulfito; e o Mo faz

parte da nitrogenase, enzima necessaria para a fixagdo simbidtica do N, além
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de atuar como cofator em outras enzimas relacionadas com o transporte de

elétrons durante as reacgfes bioquimicas (SFREDO, 2008).

Com o desenvolvimento da soja geneticamente modificada, resistente ao
glifosato (N-(fosfonometil) glicina), tem-se observado aumento consideravel na
utilizacdo desse herbicida aplicado, aplicando-se de trés a quatro vezes
durante o ciclo da soja. Essas sucessivas aplicacbes de um unico produto
interferem negativamente na nutricdo da planta (SERRA et al., 2011). Depois
da absorcéo de glifosato na planta, a absorcdo e transporte de micronutrientes
cationicos pode ser limitada devido a formacéo de complexos metalicos pouco
soluveis dentro dos tecidos vegetais (EKER et al., 2006). A aplicacdo de até
12,5% da quantidade recomendada de glifosato adversamente afeta a
assimilacao de nitrato e fixag&do do nitrogénio na soja (BELLALOUI et al., 2006).
A aplicacdo de glifosato decresce as quantidades de micronutrientes

absorvidas pela planta, especialmente de Mn e Fe (BOTT et al., 2008).

Charanek (2006) realizou uma investigacdo da composicao total dos nutrientes
presentes em duas amostras de soja transgénicas e uma convencional
provenientes de diferentes regibes do Brasil, sendo que as amostras
transgénicas apresentaram maiores teores de Na (1328 £ 115 e 1213 + 80ug/g
versus 334 + 70 ug/g) e menor teor de Al (5,43 + 0,49 e 2,23 + 0,18 versus 7,30

+ 0,22 ug/g) em comparacdo com a amostra convencional.

Cakmak et al. (2009) estudaram o efeito da aplicacdo de glifosato no
crescimento da planta e na concentracdo de nutrientes minerais nas folhas e
sementes de soja transgénica e convencional. Nas folhas, o glifosato aumentou
as concentracdes de P e Cu e reduziu as concentracdes de Ca, Mn e Mg. Ja

nas sementes, o herbicida reduziu as concentracdes de Mg, Ca, Fe e Mn.

Serra et al. (2011) avaliaram a influéncia do glifosato na eficiéncia nutricional
de N, Mn, Cu, Zn e Fe pela soja transgénica cultivar ‘P98R31 RR’. A aplicacao
de glifosato interferiu de forma negativa na eficiéncia nutricional da planta e nos
teores totais de N, Mn, Cu, Zn e Fe. A utilizacdo de glifosato causou reducéo
ao numero de nodulos e reducdo na produgdo de massa seca numa relagédo

dose dependente.
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Zobiole et al. (2010) realizaram um estudo sobre a influéncia do glifosato com
seis cultivares de soja transgénica em diferentes tempos de maturacao e tipos
de solos. Todos os macronutrientes com excecao do nitrogénio tiveram suas
concentracfes reduzidas no cultivar jovem (BRS 242 GR) com a aplicacao do
herbicida. Foram encontradas concentracdes de macronutrientes maiores na
soja isogénica que na soja transgénica, mesmo com a aplicagcdo do glifosato.
Nas amostras de maturidade média, houve reducao dos teores de N, Zn e Mn e
nos cultivares maduros houve decréscimo dos teores de Mn e K com a

aplicacao do glifosato.
3.2 Minerais na soja

Toda planta para seu adequado desenvolvimento necessita captar agua e
nutrientes minerais essenciais do solo. Esses elementos sdo entdo capturados
pelas raizes da planta e transportados para os distintos tecidos do vegetal. A
genética bem como a fertilidade do solo e o ambiente em que a planta se
desenvolve irdo definir a distribuicdo destes nutrientes nas partes comestiveis
da planta (MILLER, 2010).

O conteudo mineral da soja, determinado como cinzas, representa cerca de
cinco por cento da massa total do grao. Todavia, quando a soja é processada
poucos minerais sdo extraidos com o 6leo indicando a proteina da soja
remanescente da extracdo se mantém como boa fonte destes elementos. Os
principais minerais constituintes séo o calcio, potassio e magnésio, entretanto,
oligoelementos de importancia nutricional, tais como ferro, zinco, cobre também

séo constituintes embora em menores proporg¢des (FAO, 2011).

Em estudo com nove cultivares Rani e colaboradores obtiveram em teores
(mg/100 g com base na matéria seca) de calcio (247,6 + 7,30); fésforo (7,61 +
0,31); ferro (9,55 = 0,92) e zinco (505,7 = 6,67) (média/desvio-padrdo). Para
estas analises as amostras foram digeridas em mistura diacido (HNO3/HCly,
5/1, viv). Calcio, ferro e zinco foram determinados por espectrofotometria de
absorcao atbmica, enquanto que o fosforo foi determinado colorimetricamente.
Quando comparamos os conteuddos de minerais em derivados de soja

disponiveis na tabela TACO (TACO, 2006) com os resultados obtidos por Rani
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(2008) podemos observar o quao variavel podem ser estes conteudos (RANI et
al, 2008) (Tabela 6).

Tabela 6: Contetdo de minerais em soja em grao e produtos a base de soja

Produto Minerais
(mg/100g)
Ca Fe Mg Mn P Na K Cu Zn
Soja em grao* 248 96 ND ND 506 ND ND ND 7,6
Soja em grao** 232 16,5 232 2,41 473 11 1717 ND ND
Farinha de soja 206 13,1 242 2,87 539 6 1922 1,29 45
Extrato de soja, fluido. 17 04 15 0,15 53 57 121 0,08 0,3

Extrato de soja em po6 359 7,0 216 2,68 647 83 1607 1,19 5,8
solavel
Queijo de soja (tofu) 81 14 38 0,33 130 1 182 0,18 0,9

Ca: calcio; Fe: ferro; Mg: magnésio; P:fésforo; Na: sodio; K:potassio; Cu: cobre e Zn: zinco.
Fonte: Adaptada de: VIEIRA, CABRAL E PAULA**, 1999; TACO, 2006; RANI et al., 2008*

3.3 Método de quantificacédo

Os métodos usados nas analise de minerais, em sua grande maioria, sdo
adaptados daqueles descritos na literatura nacional e internacional. Ao longo
dos anos, varios métodos sédo implementados visando a melhor adaptacdo as
nossas condi¢cdes de rotina, sem, no entanto, alterar-lhes os principios. Nesta
revisdo, apenas abordaremos a Espectrometria de emissao 6ptica com plasma

acoplado indutivamente.

Espectrometria de emissdo 6ptica com plasma acoplado indutivamente - ICP-
OES (Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry) também é
conhecida como ICP-AES (Inductively Coupled Plasma Atomic Emission
Spectroscopy). Embora existam outros procedimentos para a quantificacdo de
minerais, esta metodologia analitica obteve destaque por possibibitar a
determinacdo multielementares em diversos tipos de amostras, 0 que garantiu
a sua utilizacdo em laboratorios de quimica analitica de rotina para as mais
diversas aplicagdes. A distincdo se faz pela leitura de cada elemento em

comprimentos de onda especificos e caracteristicos dos elementos
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investigados. O método é capaz de determinar elementos em baixas
concentracdes, por exemplo na analise de extrato vegetal, conhecendo-se que
sdo maiores os teores de Ca, Mg, P, S e K do que de Cu, Zn, Mn, Fe as
condicbes experimentais sdo otimizadas para detectar os elementos que se

encontram em menores concentracdes (GINE-ROSIAS, 1998).

Na Espectrometria de Emissdo Optica, a amostra é submetida a temperaturas
muito altas para causar, ndo somente a dissociacdo dos atomos, mas também
significante quantidade de excitagdo por colisdo (e ionizacdo) dos atomos
presentes na amostra. Uma vez que 0s atomos ou ions estdo em seus estados
excitados, eles podem decair para estados de menor energia através da
transicdo de energia térmica ou radioativa (emissao). A intensidade de luz
emitida em comprimentos de onda especificos é medida e usada para
determinar a concentracdo dos elementos de interesse, possibilitando
adequacdo a baixos limites de deteccdo para os elementos-tracos (GINE-
ROSIAS, 1998).

4 |SOFLAVONAS

4.1 Histérico

As isoflavonas sdo metabdlitos secundéarios pertencentes ao grupo dos
bioflavondides, sintetizados quase que exclusivamente por plantas da familia
Leguminaceae. Essas substancias estdo presentes em grandes quantidades
na soja, grao de bico, feijao e outros legumes (DEVI et al., 2008) e sao
conhecidas por suas inumeras ac¢fBes quimicas bem como atividade
antioxidante e anticancerigena (KIM et al., 2005). Ja, nas plantas, funcionam

como fitoalexinas conferindo-lhes resisténcia a patégenos (KOGAN, 1986).

A estrutura quimica das isoflavonas (Figura 7) apresenta um nucleo flavona,
composto por dois anéis benzénicos (A e B) ligados a um anel heterociclico
(C). A posicdo do anel benzénico B € a base para a categorizacdo da classe
flavondide (posicédo 2) e a classe isoflavonoide (posicédo 3) (ROSTAGNO et al.,
2009).
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Figura 7: Estrutura quimica das isoflavonas.

A e B: anéis benzénicos, C: anel heterociclico. Fonte: ROSTAGNO et al., 2009.

Isoflavonas sdo compostos pertencentes ao grupo dos flavonodides onde os
diferentes radicais ligados a esses anéis dao origem as 12 diferentes formas de
isoflavonas, divididas em quatros grupos: os glicosideos, as formas malonil, as
formas acetil, e as agliconas (MANDARINO et al., 2006). Portanto, estao
presentes na soja em quatro formas quimicas, sendo que cada uma apresenta-
se em trés classes: genisteina, daidzeina, e gliciteina (Figura 8). E ainda
relevante observar que as diferencas na estrutura quimica das isoflavonas
podem influenciar na sua atividade biolégica, na sua biodisponibilidade e nos
seus efeitos fisioldgicos (BENEDETTI, 2010).

As isoflavonas estédo presentes em algumas leguminosas, entretanto a soja se
destaca enquanto principal fonte deste composto. Existem diferentes estudos
que quantificaram isoflavonas em diferentes fontes alimentares, estes estédo

especificados na Tabela 7.
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Figura 8: Classificacao e estrutura quimica das isoflavonas.

Adaptado de: KAO. CHIEN e CHEN, 2008.

Tabela 7: Valores comparativos de isoflavonas em diversos alimentos

Fontes Daidzeina Genisteina Iso Totais Referéncias

(H9/9)
Soja 560,0 841,0 1401,0 MAZUR et al., 1998
Feijao 0,9 5,2 6,1 MAZUR et al., 1998
Milho 0,95 1,42 2,37 LIGGINS et al., 2002
Groselhas 0,4 1,7 2,1 LIGGINS et al., 2000a
Passas 0,5 1,2 1,7 LIGGINS et al., 2000a
Cevada 0,0 0,86 0,86 LIGGINS et al., 2002
Trigo 0,0 0,38 0,38 LIGGINS et al., 2002
Castanha 0,1 - 0,1 LIGGINS et al., 2002

*|soTotais: Isoflavonas totais
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Os beneficios da soja e de seus derivados tém sido reconhecidos nos ultimos
anos. E sugere-se que a genisteina seja a principal substancia nutracéutica da
soja. Reconhecida como fitoestrogénio este biocomposto inibe a atividade
estrogénica exibindo uma funcao anti-estrogénica. Com estruturas semelhantes
ao estrogénio, os fitoestrégenos se ligam por competicdo aos receptores do
hormonio, provocando modificagdo na producdo de proteinas especificas no
interior das células. Ao se ligarem aos sitios regulatérios do DNA, estas
proteinas alteram a producao de outras proteinas aumentando ou diminuindo a
expressao dos genes (HO, RAFI e GHAI, 2010).

Quando pensamos em soja, € interessante observar que a semente varia a
forma de quase esférico para alongado e achatado e as variedades industrial
cultivadas para extracdo de 6leo sdo quase esféricas, enquanto as variedades
alongados sédo aqueles usados como vegetal. A cor seria outro aspecto visual
da semente que pode variar consideravelmente podendo ser amarela, verde,
marrom ou preto. As variedades industriais, de forma geral, sdo a marela e a
presenca de sementes de outras cores em um lote é considerada um defeito. O
tamanho da semente é expresso enquanto niamero de sementes por unidade
de volume ou peso. Sojas industriais pesam 18-20 gramas por 100 gréos
(FAO, 2011).

Estruturalmente, por se tratar de uma dicotiledénea, a semente se divide em
tegumento (casca) e dois cotilédones, além de duas estruturas adicionais de
menor peso como o hipocétilo e plumula. Os cotilédones representam 90% do
peso de sementes e contém praticamente todo o 6leo e proteina. O exame
microscopico dessas células revela a presenca de corpos de proteina e corpos
lipidicos que constituem corpos de armazenamento de proteinas e dleo,
respectivamente. Corpos de proteina medem em média 10 microns, enquanto
0s corpos lipidicos tém, tipicamente, 0,2 a 0,5 micron em diametro (FAO,
2011).

A casca, que responde por cerca de 8% do peso da semente, mantém os dois
cotilédones juntos e fornece uma camada de protecdo efetiva. Ela pode ser
removida da semente por abrasdo seguido por aspiracdo, COmoO N0 Processo

de descascamento mecanico antes da extragao com solvente (FAO, 2011).



55

Eldridge e Kwolek (1983) analisaram isoflavonas na casca, hipocotilo, e
cotilédones de soja, previamente descascada e separados manualmente em
suas pecas anatdmicas. A concentracao de isoflavonas foi maior no hipocotilo
(1400-1750 mg/100 g) e menor na casca (10-20 mg/100 g). Os dados mostram
qgue o hipocétilo contém aproximadamente 1,5% de isoflavona. A presenca téo
elevada no hipocotilo é intrigante. Os cotilédones, por outro lado, tem cerca de
20% da quantidade de isoflavonas totais e aglicona encontrados no hipocoatilo.
As distribuicdes de isoflavonas individuais também séo diferentes no hipocétilo
e cotilédones. No hipocotilo, basicamente dois glicosideos sdo encontrados,
daidizeina e glicitina 7-B-glucosideo, enquanto nos cotilédones, ha cerca de 20

vezes mais genistina que no hipocatilo.
4.2 Atividades
4.2.1 Absorcédo, Metabolismo e Excrecéo

Os fitoestrogénios comuns na dieta, isoflavonas e lignanas, mostram padrdes
similares do metabolismo em animais e humanos. Absorvidas facilmente no
intestino delgado superior por difusdo passiva, as isoflavonas agliconas (Figura
9a) atingem seu pico no sangue dentro de uma hora apos serem ingeridas. Em
contraste, os B-glicosideos (Figura 9b) ndo sdo absorvidos passivamente, no
entanto, eles sao facilmente hidrolisado por B-glicosidases, a partir de bactérias
intestinais ou uma enzima da mucosa intestinal. Portanto, no intestino grosso,
onde as concentracfes de micro-organismos sao muito mais elevados e o
ambiente mais anaerébio, ndo sé a hidrolise ocorre, mas também modificacbes
redutivas ao anel heterociclico produzindo dihidrodaidzeina, O-
desmetilangolensina (O-DMA) e equol (7,4 '-dihidroxiisofavona). Ao contrario de
daidzeina e genisteina, os metabdlitos reduzidos por bacterias contém um
atomo de carbono quiral. No caso de equol, € o S-isbmero. O que é relevante
uma vez que o R-isbmero é 30 vezes mais fraco em sua afinidade para
receptor de B-estrogénio. As agliconas, uma vez que entram na célula intestinal
sdo convertidos para seus B-glucoronideos. Estes metabolitos sdo excretados
na bile e s&o desconjugados na parte inferior do intestino o que Ihes permitem
ser reabsorvido, criando uma entero-circulacdo (HURST, 2002; BARNES,
2010).
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Figura 9: Isoflavona aglicona e B-glicosideos

A figura a. representa a isoflavona aglicona genisteina e b. a isoflavona genistina (3-glicosideos
da isoflavona genisteina)

4.2.2 Mecanismos de Acéo

A ligacdo das isoflavonas a receptores de estrégeno dos mamiferos é
conhecida h&a mais de 40 anos. No entanto, em compara¢do com estrogenos
fisiolégicos, tais como 17-beta-estradiol, as isoflavonas tém afinidade de
aproximadamente 100 vezes mais fraca o que justificaria sua agcdo controversa
estrogeno / anti-estrogeno (estruturalmente similar competem com 17 [-
estradiol por seus sitios de ligacdo). Isto € em parte compensada pela maior
concentracdo de isoflavonas disponivel. A principal diferenca entre o0s
estrogénios enddgenos e da dieta é que, os horménios sédo disponibilizados
diretamente na forma ndo conjugada, ou seja, biologicamente ativa, enquanto
0s estrégenos alimentares sdo quase inteiramente conjugados, mesmo no
sangue portal, logo apos a sua absorcdo pelo intestino. As concentracdes de
isoflavonas ndo conjugada séo apenas 1-5% do total de isoflavonas no sangue.
Um problema semelhante ocorre para o estradiol administrado por via oral, ele
tem pouco ou nenhum efeito bioldgico, exceto em doses elevadas. Foi feita a
substituicdo do hidrogénio da posicédo 17 por um residuo acetilénico (formando
etinilestradiol) buscando assim evitar seu metabolismo. e este esterdide
modificado € 0 componente estrogénico de muitos contraceptivos orais
(BARNES, 2010). Os fitoestrogénios sdo compostos naturais mais fracos do
que o0s estrogénios endogenos, e embora estudos indiguem que essas

substancias possam se acoplar aos receptores de estrogenos, eles podem
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funcionar como agonistas ou antagonistas no sistema enddécrinos devido a
essa funcionalidade reduzida (BIRKETT e LESTER, 2003).

Particularmente, a genisteina foi descoberta em meados da década de 1980.
Os investigadores estavam a procura de inibidores de tirosina quinases de
proteina (PTK). Foi quando um grupo japonés cresceu micro-organismos em
cultura de células e testaram os meios de comunicacao para a atividade PTK.
Atividade inibitéria foi detectada e no ano seguinte a substancia responsavel foi
identificada como genisteina (BARNES, 2010).

Genisteina, enquanto polifenol, possui também propriedades antioxidantes e
pode diminuir a taxa de peroxidacao lipidica reagindo com radicais lipidicos
(DORNAS, et al., 2007; TAVARES et al., 2007; BARNES, 2010). Além do
receptor de estrogénio, a genisteina e outras isoflavonas também podem
interagir com os PPARs (receptores ativados de proliferagédo de peroxissomos).
Estes, por sua vez, sdo receptores nucleares que sao ativados por acidos
graxos e prostaglandinas (PPARy) e servem como fatores de transcricéo.
Genisteina inibe ainda o fator de necrose tumoral (TNF), uma estimulacéo da
adesdo de monocitos na parede vascular, por regulagdo de PPARy. A
daidzeina é menos ativa do que a genisteina (TAVARES et al., 2007; BARNES,
2010).

4.2.3 Principais Funcdes Fisiologicas

As isoflavonas sdo compostos bioativos que tém sido associados a beneficios
a saude humana. Consideradas fitoestrogénio, produto natural das plantas que
tem destaque por possuir estrutura semelhante a estrégenos e por isso efeitos
estrogénicos, as isoflavonas sdo muito utilizadas e tem despertado grande
interesse devido a sua capacidade potencial para reduzir os sintomas
associados a menopausa. Estes compostos sdo considerados como eficazes
no auxilio a prevencdo de patologias crénicas, como osteoporose, doencas
cardiovasculares, danos oxidativos e canceres relacionados a hormonios, e,
embora ainda ndo esteja completamente elucidada, a pequena atividade
estrogénica pode ser responsavel por propiciar estes beneficios a saude
(CESAR et al., 2008; NEWELL-MCGLOUGHLIN, 2010; KUROSU, 2011).
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Balk e colaboradores (2005) em estudos envolvendo mulheres pos-menopausa
e peri-menopausa observaram a redugédo das ondas de calor relacionadas ao
consumo de soja. Todavia, 0 autor ressalta que a necessidade de
comprovacdo dos beneficios a longo prazo permanecem, uma vez que a
duracdo dos ensaios variaram entre 3 e 4 meses. Outro fator € que embora
visados como uma alternativa para a terapia no tratamento de sintomas pos-
menopausa, os fitoestrogenos de soja tém sido condenados por seu efeito
estrogénico. O motivo aparente é o risco potencial de promoc&o a recorréncia

do tumor quando utilizado por sobreviventes do cancer de mama.

Wood e colaboradores (2006) em estudo com modelos primatas pos-
menopausa buscaram avaliar os efeitos a curto prazo da alta dose de
suplementos contendo isoflavonoides de soja em tecidos reprodutivos. Foram
administrados bioativos nas formas aglicona isolada, excluindo assim os
potenciais efeitos dos outros componentes da soja. Os efeitos estrogénicos
notados foram: ligeiro aumento na proliferagdo do estroma e aumento em dois
genes estrogénio-driven nos Uteros do grupo isoflavona; a histologia uterina e
da glandula maméaria, morfometria e proliferacdo epitelial permaneceram
inalterados para ambos os tratamentos (isoflavonas e equol - metabdlito da
daidzeina). Estes resultados sugerem que a exposicdo a niveis semelhantes de
isoflavonas de soja teria o minimo de efeitos estrogénicos em tecidos
reprodutivos humanos e provavelmente ndo contribui para o aumento do risco

de cancer de Utero ou de mama.

Dados publicados por BU e colaboradores (2005) demostram, por estudo in
vivo com fémeas de roedores OVX (ovarectomizados), que o consumo de
isoflavonas de soja aumenta o metabolismo, reconhecido pela diminuicdo
significativa do peso corporal, reducédo da deposicdo de tecido adiposo e 0s
niveis de leptina. A exposicdo a dieta contendo isoflavonas da soja reduziu

significativamente o peso de tecido adiposo branco e marrom em ratas OVX.

Newell-McGloughlin  (2010) cita ainda enquanto eminente beneficio do
consumo de isoflavonas a assisténcia na prevencdo de oxidacdo aterogénica
de lipoproteinas de baixa densidade (LDL). Balk e colaboradores (2005),

avaliando um conjunto de estudos, observaram que maioria destes analisou 0s
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efeitos da soja em pressao arterial, LDL, e densidade mineral 6ssea, e tém
descoberto correlagdes significativas entre estas alteragcbes e desfechos
clinicos. De forma global, achados demonstram um pequeno efeito da soja
sobre os lipidios quando correlacionados os parametros cardiovasculares. No
entanto, a duracdo desses estudos foram, em sua maioria curta, ndo sendo
certo que estes resultados sejam sustentados. Ainda estudos de metanalise,
controlados sobre o efeito das dietas a base de soja, usando como controle
dietas a base de proteinas animais, demonstraram a diminuicdo significativa
dos lipidios sanglineos, sobretudo nos casos com niveis sangulineos do
colesterol elevados (ANDERSON e WOLF.,1995).

A estrogenicidade ndo € o Unico mecanismo pelo qual as isoflavonas podem
apresentar bioatividade, elas atuam ainda inibindo tirosina quinases, possuem
atividade antioxidante, se ligam e ativam reguladores proliferadores de
peroxissomo alfa e gama (PPAR), inibem enzimas na biossintese de
esterodides, influenciam fortemente a funcéo das células natural killer e ativacao
de células T, além de inibir a metastase. Estas véarias propriedades podem
explicar a incidéncia muito menor de cancer de mama horménios-dependentes
em populacbes asidticas comparadas com as americanas e européias
(BARNES, 2010).

Vantyghem e colaboradores (2005) utilizaram camundongos atimicos
(portadores de deficiéncias imunolégicas adquiridas geneticamente)
ovariectomizados, com a finalidade de abordar a questdo de como as
isoflavonas influenciam no crescimento celular do cancer de mama, questao de
grande interesse. Neste modelo, ao adicionar genisteina a dieta provocou-se o
crescimento de receptores positivo a estrogénio em células humanas, enquanto
para a daidzeina e seu metabdlito S-equol ndo se observou esse efeito.
Todavia, na tentativa de compreender o papel da genisteina na fase clinica do
cancer de mama, é importante considerar a metastase. Clinicamente é a
metastase que ameaca a vida e ndo a presenca do tumor primario na mama. E
embora a genisteina ndo tenha tido efeito sobre o tamanho do tumor, ela
reduziu o numero de células de tumor no pulmdo em 95%. O que poderia
explicar por que a incidéncia de cancer de mama em mulheres asiaticas

dificilmente se altera, uma vez que alcangcam a menopausa, ao contrario do
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que ocorre em mulheres americanas ou européias. Isso pode ser explicado

pelo consumo de soja associado a dieta.

Li e seus colaboradores (2011) evidenciaram a possibilidade da utilizacdo de
isoflavonas sozinhas ou em conjunto com as terapéuticas convencionais na
prevencao da progressdo de tumor em tratamento em humanos. Essa
sugestdo € baseada em evidéncias de que as isoflavonas exercem efeitos
pleiotropicos sobre células cancerigenas por meio da segmentacdo de

multiplas vias de sinalizacéo celular.
4.3 Isoflavonas na soja

O USDA (2008) publicou material contendo tabelas comparativas do contetdo
de daidzeina, genisteina, gliciteina e isoflavonas totais. Os dados foram
coletados de diversos trabalhos e os resultados convertidos em agliconas, ja
gque somente estas sdo absorvidas pelo intestino. Diversos produtos
alimenticios sdo citados, dentre eles os com maiores conteudos destas

isoflavonas foram atribuidos a soja ou seus derivados.

Penha e colaboradores (2007) em levantamento comparativo coletaram 69
amostras de graos de soja ndo organica, e 25 amostras de soja organica, todas
oriundas da cultivar BR-36. A identificacdo e quantificacdo das isoflavonas nas
amostras foram conduzidas em CLAE, e o trabalho visava comparar o perfil
destes compostos nos sistemas de producdo comercial organico e nao
organico. Os autores observaram diferencas em varias formas de isoflavonas,
apesar do conteudo total destas ser equivalente. Os grdos néo organicos
apresentaram significativamente maiores teores de isoflavona genistina (369,0
e 235,0 mg/100g) que os graos organicos. Os graos organicos apresentaram
maiores teores de genisteina (7,0 e 4,3 mg/100g), malonil-genistina (281,0 e
177,0 mg/100g), e daidzina (55,2 e 43,0 mg/100g). As isoflavonas daidzeina e
malonil daidzeina ndo apresentaram concentragBes diferentes na soja

produzida nos sistemas organico e néo organico.

Mandarino e colaboradores (2006) vislumbraram a interferéncia da época de
plantio e temperatura ambiente no contetdo de isoflavonas. Os resultados das

analises mostraram diferencas no teor de isoflavonas nas trés diferentes
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épocas de semeadura. Demonstraram que, com excecdo de um cultivar,
maiores teores de isoflavonas nas semeaduras da 12 época (outubro), sendo
que, nesta época, o clima foi mais ameno no periodo de enchimento de graos,
0 que provavelmente favoreceu o aumento no teor das isoflavonas. Estes
autores conseguiram observar ainda que fatores genéticos podem estar

diretamente relacionados aos contetdos destes compostos.

Teores de isoflavonas sédo altamente afetados por fatores ambientais, como ja
foi observado para distintos cultivares de soja cultivados em diferentes
localizacBes e condic¢des climaticas. No Brasil, sendo a soja cultivada em locais
dentre latitudes 32°S e 5°N, esta gama ambiental reforca a necessidade de
novas pesquisas com o objetivo de determinar os efeitos da localizagdo sobre

o contetdo de isoflavona na sementes da soja (CARRAO-PANIZZI et al.,

2009).

A influéncia da variabilidade genética na concentracdo de isoflavona sao
observadas quando diferentes cultivares de soja sdo semeados sob as
mesmas condicdbes ambientais. Em estudo recente, Carrdo-Panizzi e
colaboradores (2009) encontaram concentracdes de isoflavona agliconas
(daidzeina, gliciteina e genisteina) pequena ou ndo detectaveis, como
esperado para sementes de soja antes do processamento. Todavia, quando
amostras destas sementes foram secas, por trés dias a 50° C antes de triturar,
nao foram encontrados isoflavonas com radical malonil e algumas com radical
acetil neste estudo, sugerindo que estas foram transformadas em formas
glicosideo durante o tratamento térmico, indicando que o tratamento térmico
influencia de forma significante o perfil de isoflavonas do alimento. No mesmo
estudo todos os cultivares, exceto BRS 262, produziram maiores
concentrages de isoflavonas quando semeadas em outubro, com média de
temperaturas mais baixas e maior precipitacdo durante janeiro (periodo de
preenchimento da semente). Abastecimento adequado de agua e temperaturas

menores faz aumentar as concentracdes de isoflavona nos grdos maduros.

O estado de maturacdo € um fator que também pode interferir nesse perfil de
isoflavonas. Estudos abordando mudancas poés-colheita, demonstram a

influéncia destas no total de isoflavonas e carotendides em soja, principalmente
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pelos métodos de processamento, embora o genoétipo tenha efeito nos perfis de
carotendides e isoflavonas durante o desenvolvimento da semente (SIMONNE
et al., 2000). Adicionalmente, Martinez e colaboradores (2011) observaram que
a geminacao do gréo de soja reduz a quantidade de fatores anti-nutricionais,
assim como de taninos e eleva a quantidade de proteina e flavonoides
disponiveis, bem como de outros micronutrientes caracterizando uma

importante melhora no perfil nutricional da leguminosa.

O perfil e teores de isoflavonas na soja sdo conhecidamente influenciados por
fatores genéticos e ambientais, com destaque para 0s seguintes fatores
ambientais: temperatura, umidade e tipo de solo. Ja o perfil e os teores de
isoflavonas encontrados nos alimentos prontos, depende principalmente das
condigbes de processamento utilizados, como tratamentos térmicos, hidrolise
enzimatica e processos fermentativos (LI-JUN et al., 2011), sendo todos estes
controlados visando a obtencdo de um produto final com propriedades
nutricionais e funcionais adequadas. Sendo as isoflavonas compostos volateis,
tem-se que a temperatura do tratamento térmico e o processamento s&o

fatores relevantes (CARRAO-PANIZZI et al., 2003).

A escolha de cultivares, que geneticamente apresenta teores elevados de
isoflavonas, de locais de cultivo, onde a temperatura média € mais baixa
durante o periodo de enchimento de gréos, e de tratamentos hidrotérmicos dos
gréos, com temperaturas e periodos de tempo adequados, proporciona maior
desenvolvimento de isoflavonas agliconas (compostos biodisponiveis
responsaveis por efeitos benéficos a saide humana), garantindo a obtencéo de
matéria-prima mais adequada para processamentos de alimentos funcionais a
base de soja (CARRAO-PANIZZI et al., 2003).

O processamento, transformacdo da soja em grdo em seus derivados (grao
cozido, farinha, proteina, leite, Oleo, pasta, tofu) pode interferir diretamente no
teor e no perfil de isoflavonas encontrada nos alimentos. Baixo percentual de
recuperagdo (47,1%) de compostos fendlicos em tofu foi devido ao
aguecimento (lixiviacdo pela agua, filtragem, coagulacédo e exclusédo do soro
durante o processamento do tofu. Chung e colaboradores (2011) compararam
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os teores em tofu, na semente de soja e na pasta de soja e observaram apenas

o primeiro diferindo dos outros dois.

As tabelas 8, 9 e 10 apresentam resultados de quantificagcdo dos teores de
isoflavonas em diferentes estudos. Como pode ser observado, as tabelas
contém dados de forma diferenciada dos teores de isoflavonas. A Tabela 8,
apresenta a quantificacdo individual das 12 isoflavonas, na Tabela 9 as
isoflavonas foram agrupadas de acordo com os radicais e, na Tabela 10 dados

sao apresentados em isoflavonas agliconas.
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Tabela 8: Quantificacdo de isoflavonas por diferentes estudos em graos de soja e derivados, expressa em suas doze formas:

Autores Amostra M-DAI M-GLI M-GEN A-DAlI  A-GLI A-GEN
AMATO, 2008 Semente de Soja 276,54 105,73 466,54 ND ND ND
(mg/lO'O_ g de fracéo ngume_nto e 152.29 8911 161,80 ND ND ND
metanalica) Hipocétilo
BENEDITTI, 2010 FDS 69,56 3,59 97,53 ND ND ND
(mg/100g b.s.) Extrato aquoso 36,39 16,87 18,90 ND ND ND
Concentrado 75,77 35,03 38,52 ND ND ND
CARRAO-PANIZZI et al., RS-10 Palmas 78,5 ND 120,7 ND ND ND
2003 BR-36 Palmas 45,5 ND 84,4 ND ND ND
(mg/1009) BRS-155 Palmas 96,1 ND 143,8 ND ND ND
GALAO et al., 2010 SC. Londrina 26,16 - 142,36 26,00-87,86 65,3 -216,94 ND ND ND
(mg/100g) ST. Londrina 69,76 - 121,21 0-43,75 77,94 - 115,81 ND ND ND
(Regido: Londrina / Ponta SC.Ponta Grossa 57,82 -14154 21,2-57,82 114,99 - 223,28 ND ND ND
Grossa) ST. Ponta Grossa 80,8-171,51 0-48,01 109,87 - 194,99 ND ND ND
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Autores G-DAI G-GLI G-GEN DAI GLI GEN Total
AMATO, 2008 145,67 47 69 147,54 57.73 22,61 75.04 13451
(Mg/100g) (fragdo 593 /g 149,41 296,14 86,64 33,02 55,84 14189
metanalica)
BENEDITTI, 2010 4835 3,07 67,92 2 ND 3.13 295,15
(Mg/100g b.s) 7,69 4.74 5,94 19,59 9,54 10,35 130,00
16,56 9.73 10,89 17.76 8.91 12,04 225,20
CARRAO-PANIZZI et 20,6 ND 28,7 0.8 ND 1,2 250,5
al., 2003 (mg/100 g) 11.0 ND 19.2 1.6 ND 2.6 164.5
23.4 ND 353 1.6 ND 2.3 3025
GALAO et al., 2010 0.46-3343 2,74-17,08 1459-4120 0-2.42 ND  129-343 180,21 - 536,90
(Mg/100g) 15,84-28,05  0-844  1297-2057 0-157 ND 0-1,89  23337-3332
12.02-38.61 0-11,66 2111-4636  0-2.05 ND  1,77-472  2289-5219
15.81-37.66  0-7.96  14.43-3225 0-2.04 ND  1.79-3.70 295,06 - 475,44

SC: Soja convencional; ST: Soja transgénica; M-DAI: manolildaidzina; M-GLI: manolilglicitina; M-GEN: manolilgenistina; A-DAI:

acetildaidzina; A-GLI:

acetilglicitina, A-GEN: acetilgenistina; G-DAI: glicosildaidzina; G-GLI: glicosilglicitina; G-GEN: glicosilgenistina; DAI: daidzeina; GLI: gliciteina; GEN:
genisteina e Total: isoflavonas totais; ND: ndo detectado.
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Autores Amostra Malonilglicosideos B-Glicosideos Acetilglicosideos Agliconas Iso.Totais
BAVIA et al., BRS 216 91,85/48,32 72,50/ 30,01 ND / ND 26,74 /4558  191,09/123,91
2012 BRS 232 38,64 /36,91 35,98 /22,27 ND / ND 15,01/27,22 89,63 /86,41
Aglicona BRS 257 81,76 /38,51 95,70/ 55,50 ND / ND 22,77182,72 200,24 /176,72
equivalente 86,56 / 26,51 73,96 / 52,93 ND / ND 21,44/40,49 181,96/ 119,93
(mg/1009)
(Gréo/Tempeh) BRS 267
BARBOSA, et FDS com 76,40 96,26 7,64 11,08 191
al., 2006 FI 105,00 76,60 4,60 13,40 200
(mg/100g) FDS 192,79 148,97 11,05 27,43 381
IPS 45,88 27,28 5,08 45,63 124
PTS 33,73 40,76 15,77 4,85 95
Gréao 57,75 47,08 1,10 4,40 110
Suplemento 61,15 558,85 49,77 42,66 711
CARRAO- BR-36 Palmas NQ NQ NQ 37,6/25,1 105,90/ 90,60
PANIZZI et al., RS-10 Palmas NQ NQ NQ 41,8 /20,0 153,10/ 125,80
2003 BRS - 155 Palmas NQ NQ NQ 75,7/34,6 195,70/ 180,60
(mg/100 g) BR-36 Londrina NQ NQ NQ 19,4/7,1 70,20/ 54,10
(Tratamentoa  RS-10 Londrina NQ NQ NQ 28,8/9,0 93,90/ 93,90
50°C / 60°C) BRS-155 Londrina NQ NQ NQ 36,7/12,8 88,70/ 77,50
BR-36 Capanema NQ NQ NQ 175/7,2 53,60/ 46,00
RS-10 Capanema NQ NQ NQ 24,5/10,9 81,80/ 78,70
BRS-155 Capanema NQ NQ NQ 32,3/17,9 108,00/ 102,70

Farinha desengordurada de soja comercial (FDS com); Farinha integral (FI); Farinha desengordurada de soja (FDS), Isolado proteico de soja
(IS), Proteina Texturizada de soja (PTS), Graos de soja (Grdo); Iso.Totais: isoflavonas totais; ND: ndo detectado; NQ: ndo quantificado.
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Autores Amostra Daidzeina Gliciteina Genisteina Isoflavonas
Totais
ALEZANDRO, et al. Soja BRS 243RR 441 ND 37,4 NQ
2008 (ug/g) Literatura* Soja 35,7-47,0 ND 32,0-60,4 NQ
Convencional
BARBOSA, 2002 Farinha de soja Doko RC. 48,0/ 60,0 57157 74,0/94,3 127,7 /1 160
(mg/1009) Farinha de soja Doko RC TN  187,7/248,6 0,0/Tr 203,1/257,1 391,8/506,2
(Farinha: Int./Des.)
BARBOSA et al., Farinha desengordurada de 72,58 9,55 108,87 191
2006. soja comercial
(mg/100g b.s.) Farinha integral 74,00 12,00 114,00 200
Farinha desengordurada de 133,35 30,48 220,98 381
soja
Isolado protéico de soja 42,16 4,96 76,88 124
Proteina Texturizada de soja 36,10 8,55 50,35 95
Graos de soja (Grao) 42,90 7,70 59,40 110
Suplemento 426,60 142,20 142,20 711
BERMAN et al, 2010 MON 87701 (Norte / Sul) 23,52 /103,67 9,89/18,86 33,42/91,48 NQ
(mg/100g b.s.) MON 89788 (Norte / Sul) 23,59 /116,53 9,95/19,83 34,36 / 94,22 NQ
Controles:Monsoy8329 Controle (Norte / Sul) 2343/101,38  9,02/17,75 35,28 / 88,94 NQ
norte e A5547 sul ,
(variedades pariental Comercial 18,10-209,98 3,29-26,05 17,65-164,93 NQ
nao transfromadas ) Literatura 6,00-245,35 1,53-31,04 14,43-283,72 NQ
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BERMAN et al., 2009 MON 87701 (USA/ARG) 66,75/ 96,03 65,56 / 88,68 16,49/ 20,00
mg/100g b.s. N Controle (USA/ARG) 60,49 / 93,47 59,46 / 85,87 15,69 / 18,48
t?;’r?;g'ﬁn%%geggﬂ:fo Comercial (USA/ARG) 21.40-127,39/ 14,81-102,45/  32,42-208.45 /
(USA, 2007 / ARG ' 36,15-145,82 50,59-109,56 49,40-255,94
2007-2008) Literatura 6,0-245,35 14,43-283,72 1,53-31,04
USDA, 2008 Farinha de soja 64,55 15,08 87,31 150,94
(mg/100g) desengordurada 22,60-149,60 2,70- 59,30 40,96 - 174,90 73,72 324,40
Gréo de Soja, madura, crua, 62,07 14,99 80,99 154,53
origem mundial 2,64 -191,43 0,00 -121,69 5,56 - 276,21 10,04 - 440,72
Grao de Soja, madura, crua, 29,09 13,10 67,57 99,82
origem Brasil 9,89 - 87,42 4,56 - 20,49 25,88 - 110,98 42,54 - 188,00)

ARG: Sojas cultivadas na Argentina; Doko RC TN: Linhagem de soja isenta de lipoxigenase; Doko RC: variedade comercial contendo
lipoxigenase; Farinha Des.: desengordurada; Farinha Int.: integral;. ND: ndo detectado; NQ: ndo quantificado; USA: Sojas cultivadas nos

Estados Unidos da América.
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4.4 Método de quantificacdo

Diferentes métodos tém sido utilizados para a quantificacéo das isoflavonas na soja,
dentre eles, o mais relevante é a cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector UV-Visivel (Tabela 11). Outros métodos como espectrofotométricos, com a
reacdo com cloreto de aluminio seguido por leitura em UV-Visivel, vem sendo
estudados por se tratar de uma técnica simples e adequada para a quantificacdo da
genisteina e genistina em amostras de extrato de soja seca (CESAR et al., 2008).

O processo cromatografico consiste na separa¢do dos componentes de uma mistura
entre a fase movel e a fase estacionaria. Na cromatografia liquida, o fluido é um
solvente (fase movel) e a fase estacionaria € constituida de particulas sélidas
empacotadas em uma coluna, a qual € atravessada pela fase movel. As forcas
fisicas e quimicas atuam entre os solutos e as duas fases, e sdo as responsaveis
pela retencdo dos solutos sobre a coluna cromatografica. A diferenca na magnitude
dessas forcas é o que determina a resolucao e, portanto, a separacdo dos solutos

individuais (JARDIM, COLLINS e GUIMARAES, 2006).

Diferente da cromatografia liquida classica (CLC), onde o recheio da coluna é
utilizado geralmente uma so vez, na CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia)
emprega-se um coluna fechada, reaproveitavel, o que possibilta que até centenas de
separacoes individuais possam ser realizadas com a mesma coluna. Essas colunas
sdo muito eficazes, todavia oferecem uma grande resisténcia a vazao da fase movel,
0 que torna necessario empregar sistemas de bomba de alta presséo (até 400 bars)
com o inttito de possibilitar a migracao da fase mével em uma velocidade razoavel
através da coluna. A vazao da fase mdvel é controlada facilmente, resultando em
operacbes mais reprodutiveis tornando as analises por CLAE mais precisas.
Diferentes tipos de detectores podem ser colocados na saida da coluna e
proporcionam uma identificagcdo e quantificacdo continua dos componentes da
amostra. A analise quantitativa pela CLAE, também conhecida pela sigla em inglés
HPLC - “High Performance Liquid Cromatography”, pode atingir uma precisao
superior possibilitando, de forma relativamente facil, separacbes em escala
preparativa de miligramas de amostras (JARDIM, COLLINS e GUIMARAES, 2006).
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Tabela 11: Comparacao entre estudos no periodo de 2001-2012 para avaliar diferentes métodos de analise utilizados para

quantificar isoflavonas
Analise de Isoflavonas
Autores Extracéo Quantificacao Padrbes Amostras
AMATO, 2008  Solucédo hidro-etandlica a Analise em CLAE por Formas glicosidicas e aglicanas. Semente de soja e casca da
70% (v/v) contendo 0,1% gradiente binario Para manolil e acetil foi utiizado semente de soja com fragmentos
de acido acético (metanol/agua coeficiente de extingdo molar hipocotilo (residuo industrial da

acidificados). Leitura
conduzida em 260 nm.
Detector: Arranjo de
Diodos (DAD)

extracdo de 06leo)

ALEZANDRO,
2009

Metanol 80%

Anélise em CLAE.
Detector: DAD
(SONG et al., 1998)

Padrao das doze isoflavonas

Quinze produtos industrializados a
base de soja e quatro refeicdes
(duas variedades, com ou sem
adicdo de compostos bioativo)

ALEZANDRO,
2008

Etanol 70% acrescido de
0,1% de acido acético e
Metanol a 80%

Analise em CLAE. Com
relacdo a fase movel
testaram-se duas
composicdes: metanol:
AAc 5% (1:1 viv) e
outra AAC 5%:
metanol/acetonitrila
(100/85) (1:1 viv). As
leituras dos analitos
foram realizada em 254
e 262nm. Detector:
DAD.

Padrdes daidzeina e genistein

Soja transgénica BRS 243 RR

Continua ...
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Autores Extracéo Andlise Padrdes Amostras
BARBOSA, HCI, Etanol, BHT, Analise em CLAE. Daidzeina, gliciteina, genisteina. Amostra do Macarrdo (Com
2002 Metanol, Leitura: 262 nm. substituicdo de farinha de soja
Metanol:amonia Detector: Doko RC e Doko RC TN)
Espectrofotométrico
(SPD-10A).

BARBOSA et

Metanol 80%

Anélise em CLAE

Os padrbées de daidzeina e

Soja em gréao e seis derivados (3

al., 2006. (GENOVESE, M. 1. (SONG et al., 1998). genisteina, daidzina e genistina, lotes): farinha desengordurada de
LAJOLO, F. M., 2001) _ glicitina e gliciteina, acetildaidzina, soja comercial, farinha integral e
’ ’ Detetor: DAD. acetilgenistina, acetilglicitina, respectiva farinha
malonildaidzina, malonilgenistina e desengordurada (n-hexano como
malonilglicitina. solvente), isolado protéico de
soja, proteina de soja texturizada
e um suplemento de isoflavonas
(a base de gérmen).
BAVIA et al, Extracdo (70 % de Analise em CLAE Daidzeina, Tempeh e soja em gréo
2012 etanol e 0,1 % de conforme Berhow genisteina,genistina,daidzina,
acido acético) (2002), com glicitina,gliciteina,acetildaidzina,
conforme Carrdao- modificacoes. acetilgenistina,acetilglicitina,
Panizzi, Favoni e Detector: DAD. malonildaidzina,malonilglicitina e

Kikuchi (2002).

Leitura a 254 nm.

malonilgenistina (Sigma Chemicals
Co)

Continua ...
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Autores Extracéo Andlise Padrbes Amostras
BENEDITTI, Extracdo (70 % de Analise em CLAE Padrées externos de daidzina, Graos da linhagem BRS 216,
2010 etanol e 0,1 % de (BERHOW 2002) daidzeina, genistina, genisteina, safra 2007, colhidos na regido de
acido acetico) patector: D’AD " glicitina, gliciteina, malonil daidzina, Maua da Serra - PR (Latitude sul
conforme Carréo- ' ' malonil genistina, malonil glicitina, 23°54’, a 1020 m de altitude).
Panizzi, Goes-Favoni acetildaidzina, acetil genistina e
e Kikuchi (2002) acetil gilicitina todos em metanol
BHOM et al, Metanol 80% Andlise em CLAE 12 isoflavonas Soja em grao
2008 (SONG et al.1998).
Detector: DAD.
Leitura 200-350nm.
DUKE et al, Em metanol e 4gua 8:20 Quantificacdo de Daidzina, genisteina, genistina, Sojaem grao
2003 (V/v). daidzina, genisteina, glicitina,daidzeina e gliciteina

genistina e glicitina
por CLAE utilizando

fase mobvel: acido
acético 0,05% em
agua(A) e acido
acético 0,05% em
acetonitrila.

Detector: DAD.

Monitorado a 260 nm.
A quantificacdo de
daidzeina e gliciteina
foi realizada por CG-
MS.

Continua ...
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Autores Extracéo Andlise Padrdes Amostras
CARRAO- Etanol aquoso a 70%, CLAE. Efluente Solucbes padroes de daidzina, Trés cultivares de soja, trés locais
PANIZZI et al., contendo 0,1% de acido monitorado a 260 daidzeina, genistina e genisteina de cultivo no Parana (safra
2003 aceético nm. 1999/2000) e dois tratamentos
hidrotérmicos temperaturas de 50
e 60°C. No segundo experimento,
trés locais de cultivo, trés
temperaturas, e dois periodos de
imersdo dos graos do cultivar de
soja BRS 155.
CARRAO- Desengordurada com Analise em CLAE . Daidzina, genistina e (glicitina 233 cultivares de soja brasileira
PANIZZI et al., hexano e extraido com 4x Detector: DAD. Extincdo de coeficiente molar foi
2009 DMSO:MeOH (1:1) BERHOW, 2002 e utilizado para determinar os niveis
BARNES et de todas as formas de isoflavonas
al.,1994. mensuradas
CESAR et al, Metanol, AICI; 2% (p/v) Analise por Genisteina 7 amostras de extrato seco de soja
2008 em metanol. Espectrofotometria padronizados para conter 40%

UV-Visivel e por
CLAE (CESAR et
al.,2006).

Detector: DAD
Leitura: 254 nm.

(w/w) de isoflavonas totais.

Continua ...
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Autores Extracéo Andlise Padrdes Amostras
GALAO et al., Etanola70% A quantificacdo foi Padrdo 12 tipos. As formas 20 cultivares de soja semeadas
2010 feita usando coluna acetiladas nao foram encontradas em Londrina e Ponta Grossa

de fase reversa.
Deteccao por ultra-
violeta a 260 nm.

em nenhuma das cultivares nos dois
locais, e tampouco a glicitina. Tendo
ao final quantificadas 8 isoflavonas.

MANDARINO et
al, 2006

CARRAO-PANIZZI et al.,
2002

Cromatografia
liguida de alta
eficiéncia (CLAE)
BERHOW, 2002.
Detector: DAD.
Leitura: 260 nm.

Padrbes de daidzina, daidzeina,
genistina e genisteina. Para a
guantificacdo das 12 formas de
isoflavonas, (padronizacdo externa -
area dos picos), foram utilizados
como referéncia os padrbes, bem
como o coeficiente de extincdo
molar de cada uma para o célculo
das outras formas (malonil e acetil) .

17 cultivares de soja (programa de
melhoramento genético da
Embrapa) safra de 2004/2005, em
Londrina, PR, e semeadas em trés
diferentes épocas.

PENHA et al.,
2007

CLAE.
Detector: DAD
Leitura: varredura

na faixa de 210 a
300 nm.

69 amostras organicas e 25 nao
orgéanicas todas do cultivar BR-36
(19 municipios do Parana)

SANTANA et al,
2012

De acordo com Carrdo-
Panizzi, Favoni e Kikuchi
(2002).

Analise em CLAE
(BERHOW, 2002).
Detector: DAD
Leitura: 254 nm

Daidzina, Glicitina,
Genistina,Genistina, malonil-
daidzina, malonil-glicitina, malonil

genistina, daidzeina, genisteina e
gliciteina (Sigma Chemicals Co)

Soja tipo hortalica

Continua ...
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Autores Extracéo Andlise Padrdes Amostras
SILVA et al, De acordo com Carrdo- Analise em CLAE 12 isoflavonas Soja em grao
2012 Panizzi, Favoni e Kikuchi conforme

(2002). Berhow(2002), com

modificacdes.
Detector: DAD
Leitura: 254nm.

ZHOU et al, Acido hidrocloridrico e Anélise em CLAE Daidzeina, Genisteina e Gliciteina Graos de soja 22 cultivares GM e
2011 alcool até convercdo a (SEO, A.; MORR, agliconas 18 Convencionais, de diferentes
agliconas (Pettersson, H.; C. V.. 1984 e regides e safra brasileirasl.
Kiessling, K.H., 1984 e PETTERSSON, H.;
Seo, A.; Morr, C. V. 1984) KIESSLING, K.
H.;1984)

BHT: di-terc-butil metil fenol;CLAE: Cromatografia liquida de alta eficiéncia; DAD: Detector de Arranjo de Diodos; DMSO: Dimetilsulféxido;
MeOH: metanol.
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CAPITULO 1 AVALIACAO DE MODIFICACAO GENICA EM SOJA

1 INTRODUCAO

A expansdo continuada da adesdo ao plantio de OGM tem vem se consolidado
desde sua implantacdo. Nesse contexto a soja representa a principal cultura
submetida a biotecnologia, com intuito primordial de melhoria de produtividade. A
clara ampliacdo do plantio de soja geneticamente modificada levanta a questbes a
cerca da comercializacdo desta no mercado tanto para o consumo humano quanto
animal. Diversos estudos vém avaliando a presenca de modificacdo génica em
produtos industrializados a base de soja e alguns avaliam também a soja em gréo.
No presente trabalho esta avaliacdo é conjugada com a analise dos rétulos

alimenticios quanto a presenca ou ndo de declaracdo de modificacdo génica.

2 OBJETIVOS

e Averiguar a presenca de modificagdo génica em amostras de soja em gréo
comercializadas no Municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais, possibilitando a

comparacao entre sojas transgénicas e convencionais.

e Avaliar a adequacao de rotulagem das amostras adquiridas no comércio, quanto
a legislacdo que regulamenta o direito a informacdo sobre presenca de

organismos geneticamente modificados em alimentos.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Laboratério

As analises de gquantificacdo de modificacbes génicas foram realizadas no
Laboratorio de Diagnostico Vegetal e OGM, Laboratorio Nacional Agropecuario em
Minas Gerais (LANAGRO-MG), Localizado em Pedro Leopoldo, Minas Gerais.



3.2 Materiais

3.2.1 Amostras
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As amostras de matérias-primas (soja em gréo) comerciais segundo fornecedor e

lote foram listadas na Tabela 12. As amostras foram adquiridas aleatoriamente, no

total de um quilo por amostra.

3.3 Métodos

Tabela 12: Matérias-primas de graos de soja comercial

Amostra Lote Validade
Comercial 1 FEL-E1FJ 06/06/2012
Comercial 2 3440101 10/12/2011
Comercial 3 389 04/10/2012
Comercial 4 220811 22/08/2012
Comercial 5 N&o possui  09/2012
Comercial 6 110211 25/03/2012

3.3.1 Levantamento de dados de rotulagem

Foram analisados os rotulos das embalagens das amostras de grao de sojas

adquiridas no comércio de Belo Horizonte.

Esta avaliacdo foi

conduzida

considerando a adequacdo dos rétulos com a legislacdo vigente para alimentos e

ingredientes alimentares,

destinados ao consumo humano ou animal,

que

contenham ou sejam produzidos a partir de organismos geneticamente modificados.

Foram observadas a adequacédo da declaracdo escrita, bem como a presenca do
simbolo pré-definido como indicativo da presenca OGM (BRASIL, 2003a,b ; BRASIL,

2004).
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3.3.2 Preparo da Amostra

No preparo de amostras para analise de OGM, estas foram homogeneizadas
manualmente em sacos plasticos limpos e descartaveis e inspencionadas
visualmente ao fim do processo para garantir a completa homogeneizacdo. Foram
realizadas pesagens de quantidade (10 graos) conhecida de gréos da amostra para

a determinacao do peso de 10.000 gréos.

Em moinho (Retsch GM 200) exclusivo para moagem de graos, uma fracdo da
amostra homogeneizada foi moida e descartada, para ambientar o moinho, a fim de
previnir contaminagdo cruzada entre amostras diferentes. A amostra, de massa
minima equivalente a 10.000 graos, foi completamente pulverizada. A pulverizacéo
foi realizada pela moagem de porcdes que ndo ultrapassaram a metade do volume
do copo. Essas sucessivas moagens foram realizadas em 2 intervalos de 30
segundos, a 10.000 rpm, e as por¢des pulverizadas acrescentadas ao saco plastico,
repetindo-se o processo de homogeneizacdo. Cada vez que nova porcao de graos
pulverizados foi acrescentada, realizou-se nova homogeneizacdo. Depois da ultima
homogeneizagdo, quando todas as fragbes foram acrescentadas coletou-se uma
fragdo e nova homogeneizagao foi realizada. Esta fracdo equivalente a menos da
metade do copo foi moida novamente por mais 2 intervalos de 30 segundos, a
10.000 rpm. Foi usado um copo limpo para esse procedimento. Desta fracéo
coletou-se 200 mg do moido em dois microtubos de 2 mL, classiflicadas como sub-
amostras da preparagdo “a”. Repetiu-se o mesmo procedimento e coletou-se as
subamostras da preparacao “b”. Os acessorios do moinho, bancadas, pincéis e
espatulas foram limpos e desinfectados com hipoclorito de sédio 1%. O restante da

amostra foi embalada e armazenada para possivel re-analise.
3.3.3 Andlise de modificacdo génica em soja por PCR-Tempo Real
3.3.3.1 Extracdo do DNA

Para extragcdo de DNA pelo método CTAB basico (CTAB detergente catidnico -
brometo de cetil-trimetilamonio) foi utilizado o procedimento descrito pela 1ISO 21571
de 2005 (ISO, 2005). Pesou-se 200 mg de amostras de graos moidos em tubos
Tipo-Eppendorf de 2 mL. Foi separado um tubo para o controle branco da extracgéo,


http://www.google.com.br/aclk?sa=L&ai=CU8ViqjLkUI_YAoPS8wSoh4CADO-y3fYCn-LN10_xssqLBwgAEAEoAlDXr4g0YM3w7oCsA8gBAakCIbx1vkdhoD6qBB5P0Ge_gwCBzIpAE1G8w06kaPb50I7hBkb042IyU_2AB--R4h8&sig=AOD64_3u1V7BjKwxwCEY4E53yusCaAx_Hg&ved=0CC0Q0Qw&adurl=http://www.laborshopping.com.br/ecommerce_site/produto_3204_9174_Microtubo-de-Centrifugacao-Tipo-Eppendorf
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no qual foi realizado todo o procedimento abaixo na auséncia da amostra em
questdo. Foi adicionado 1,5 mL de tampéo extragdo CTAB pré-aquecido em banho
maria a 65°C e agitou-se. Adicionou-se 10 pL da solucdo de RNAse e misturou-se
gentilmente. Os tubos foram incubados a 65°C por 30 minutos no “Speed Vaccum”
sem centrifugagdo nem vacuo ativados, sob agitacdo a cada 10 minutos. Foram
adicionados 10 pL de solucdo de Proteinase K e misturou-se cuidadosamente
invertendo o tubo que novamente foram incubados a 65°C por 30 minutos no Speed
Vacuum sem centrifugacdo nem vacuo ativados, sob agitacdo a cada 10 minutos.
Centrifugou-se por 10 minutos a 12000 x g, a temperatura de 20-25°C, para separar
o sedimento do sobrenadante. Transferiu-se o sobrenadante para um novo tubo e
adicionou-se cloroformio na proporcdo 0,7:1 volume do sobrenadante e
homogeneizou-se levemente. Centrifugou-se por 15 minutos a 12000 x g. Transferiu-
se a fase aquosa (superior) para um novo tubo. Adicionou-se tampao de
precipitacdo do CTAB, dois volumes da fase aquosa; incubou-se por 60 minutos a
temperatura ambiente sem agitacdo. Centrifugou-se por 15 minutos a 12000 x g. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado de DNA dissolvido em 300 pL de
solucdo de NaCl. Adicionou-se 300 pL de cloroférmio e misturou-se invertendo o
tubo cuidadosamente. Foi centrifugado por 10 minutos a 12000 x g; transferida a
fase aquosa (superior) para um novo tubo. Adicionou-se isopropanol, 0,6 volumes da
fase aquosa recolhida, misturou-se cuidadosamente e reservou-se a temperatura
ambiente por 20 minutos. Foi novamente centrifugado por 15 minutos a 12000 x g e
descartou-se o sobrenadante. Adicionou-se 500 L de solugéo de etanol ao tubo que
foi invertido suavemente varias vezes. Centrifugou-se por 10 minutos a 12000 x g e
novamente descartou-se o sobrenadante. O precipitado de DNA foi seco em Speed
Vaccum pré aquecido a 70°C, com centrifuga e vacuo ligados e aquecimento a 70°C
por 10 minutos. Inspecionou-se visualmente, repetiu-se 0 processo para amostra

ainda umidas. Ressuspendeu-se o0 DNA em 100 pL de tampéo TE.
3.3.3.2 Quantificagdo do DNA

Terminado o processo de extracdo, o DNA das amostras foi quantificada em
espectrofotometro, sendo procedidas as leituras a 230 nm, 260 nm, 280 nm e 320
nm, e a quantificacio em ng/uL de DNA. A quantificacdo do DNA em

espectrofotometro (Nanovue, GE) foi conduzida a partir das relacbes de
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absorbéancia a 260 nm pela 280 nm, 260 nm pela 230 nm e o valor absoluto da
absorbancia a 320 nm, bem como a concentracdo de DNA em ng/pL. As
concentracbes ndo variaram mais que 10% de uma leitura pra outra. Caso o
controle branco de extracdo apresentasse um valor de concentracdo maior que 2
ng/pL, isso significaria que ocorreu contaminagdo cruzada entre os tubos, e a

extracdo deveria ser realizada novamente.

Para a diluicAo da solucdo estoque de DNA para a concentragcdo de uso, foram
feitos calculos de diluicdo baseados na concentracdo da solugdo estoque,
concentracdo final desejada e volume final desejado. Os volumes de solugéo
estoque e de TE (tampao) utilizados foram calculados. A diluicdo foi realizada em

cabine de fluxo laminar especifica para pipetagem de DNA.
3.3.3.3 Analise de modificacdo génica por PRC em tempo-real

No preparo de reacdes de PCR tempo-real (Termociclador Applied Biosystems —
SteponePlus, Real-time PCR System) para a amplificagdo do promotor 35S foi
calculado o volume final de Mastermix a ser preparado, levando em consideracdo o
namero de amostras e controles. As quantidades e concentracfes de cada reagente

para 1 (uma) reagédo constam na Tabela 13.

Tabela 13: Mastermix para reacao de amplificacdo do evento OGM (Promotor 35S)

Reagentes Concentracdao Final Mix para 1 reacdo (uL)
PCR Master Mix (2x) 1x 12,5
Iniciador-F (20puM) 100 nM 0,125
Iniciador-R (20uM) 100 nM 0,125

Sonda (10uM) 100 nM 0,25

Agua (nuclease free)* - 7

DNA alvo (max 200 ng)* 4ng/uL 5

TOTAL 25
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As sequéncias de nucleotideos dos iniciadores e sonda utilizada para o ensaio de
deteccdo constam na Tabela 14.

Tabela 14: Iniciadores e sonda para ensaio de deteccao do promotor 35S

Oligonucleotideos Sequéncia

Iniciador-F 35S (20uM) GCC TCT GCC GAC AGT GGT
Iniciador-R 35S (20uM) AAG ACG TGG TTG GAA CGT CTT C
Sonda 35S(10puM) (FAM) CAA AGA TGG ACC CCC ACC CAC G (TAMRA)

Fonte: AB, 2011

No preparo da reacdo de PCR tempo real para a amplificacdo do gene endégeno da
soja (Lecitina) foi novamente calculado o volume final de Mastermix a ser preparado,
levando em consideracdo o nimero de amostras e controles. Ressalta-se que a
mesma planilha utilizada para o preenchimento do transgene foi utilizada para o
preenchimento do gene enddgeno. As quantidades e concentracfes de cada

reagente para 1 (uma) reacdo constam na Tabela 15.

Tabela 15: Mastermix para reacdo de amplificacdo do controle enddgeno (Lecitina)

Reagentes Concentracdao Final Mix para 1 reacdo (uL)
PCR Master Mix (2x) 1x 12,5
Iniciador-F (20uM) 900 nM 1,125
Iniciador-R (20puM) 900 nM 1,125

Sonda (10uM) 100 nM 0,25

Agua (nuclease free)* - 5

DNA alvo (max 200 ng)* 4ng/uL 5

TOTAL 25

Fonte: AB, 2011
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As sequéncias de nucleotideos dos iniciadores e sonda utilizados para o ensaio de
deteccdo constam na Tabela 16.

Tabela 16: Iniciadores e sonda para ensaio de deteccdo do controle enddgeno
(Lecitina)

Oligonucleotideos Sequéncia

Iniciador-F Lec (20uM) TCC ACC CCC ATCCACATTT
Iniciador-R Lec (20uM) GGC ATA GAA GGT GAA GTT GAA GGA
Sonda Lec (10uM) (VIC) AAC CGG TAG CGT CAG CTT CG (TAMRA)

Fonte: AB, 2011

A reacao de PCR tempo-real para deteccéao do promotor 35S foi realizada no Fluxo
Laminar Vertical para pipetagem de Mastermix, foram distribuidos os mastermixes
para amplificacdo do transgene (promotor 35) e do gene enddgeno nas placas 6ticas
de 96 pocos, conforme demonstrado no Apéncide I. Nesta etapa, somente DNA das
amostras e padrbes nado foram pipetados. ApoOs esta distribuicdo, a placa foi levada
ao Fluxo Laminar Vertical para pipetagem de DNA, onde os DNAs das amostras e
padrdes foram acrescentados aos mastermixes. Foram realizadas duas extracdes de
DNA por amostra, e cada uma destas extracfes tiveram duas reacfes de PCR
tempo-real, gerando quatro pocos por amostra. Além das amostras, foram
acrescidos em triplicata o0 DNA dos padrdes, sendo um padrdo convencional (nao
OGM) e outro com concentracédo de OGM no limite de deteccdo (LOD) estabelecido
na validacdo. Foi deixado um po¢o somente com mastermix (sem DNA) para que
fosse verificada a pureza dos reagentes utilizados. Quando as amostras foram
utilizadas pela primeira vez, utilizou-se um Branco de extragdo em um poco. Este
esquema de distribuicdo de DNA na placa foi realizado tanto para o enddgeno

quanto para o transgene.
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Foi aplicado cuidadosamente o selante adesivo 6tico sobre a microplaca e realizada
uma centrifugacédo rapida na microplaca ( Centifuga Sigma/ 3-16pK), para que todos
0S reagentes precipitem. A microplaca foi entdo inserida no termociclador e
configurada a reacdo de amplificacdo no software, de acordo com o programa de

ciclos da Tabela 17.

Tabela 17: Programa de amplificacdo para promotor 35S e controle endégeno

Etapas Estagio Temperatura (°C) Duracédo (seg) N°deciclos
1 UNG 50 120 1
2 Desnaturacgéao 95 600 1
inicial
3 Desnaturacgéo 95 15
Anelamento  60(OGM)/60(Endbgeno) 45
Extensao 60 60

Seg: segundos; UNG: Uracil N-glicosilase.

Ao final do programa de amplificagcdo, dados gerados pelo termociclador foram
exportados no formato de planilha Excel®. A diferenca entre os Cts (cycle threshold)
médios do transgene e do enddgeno (ACt) para o material de referéncia no limite de
deteccdo (LOD) foi o valor de referéncia utilizado para avaliar se a amostra era
positiva ou negativa. Podemos definir CT como o nimero de ciclos necessarios para
o sinal de fluorescéncia para cruzar o limiar (ou seja, superior ao nivel basal). O

limite de deteccéo foi de 0,1%.

Para os calculos dos valores de Ct enddgeno e Ct transgene, obteve-se a média das
replicatas de PCR. Para conclusdo de amostra positiva, ambas replicatas de
amostra cumpriram este requisito. Para garantir a qualidade do ensaio, a amostra
negativa (padréo convencional) ndo deveria ter amplificacdo de transgene antes do

ciclo 40, em caso de presenca de uma amplificagdo, o ACt deveria ser maior que o
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ACt op. Os controles negativos (branco de mastermix e de extracdo) ndo deveriam
ter amplificacdo de endd6geno ou transgene.

4 RESULTADO E DISCUSSAO

De acordo com a Instrugdo Normativa Interministerial n® 1 de 1° de Abril de 2004,
alimentos ou ingredientes alimentares pré-embalados, destinados ao consumo
humano ou animal, que contenham ou sejam produzidos a partir de OGM, com
presenca superior ao limite de um por cento do produto, deverdo constar no rétulo
em destaque, no painel principal e em conjunto com o simbolo definido pela Portaria
n° 2.658, de 22 de dezembro de 2003, do Ministro de Estado da Justica, uma das
seguintes expressdes: “(nome do produto) transgénico”, “contém (nome(s) do(s)
ingrediente(s)) transgénico(s)”, ou ainda “produto produzido a partir de (nome do
produto) transgénico”. Devera ainda ser informado, no rotulo, o nome cientifico da
espécie doadora do gene responsavel pela modificacdo expressa do OGM, sendo
facultativo o acréscimo do nome comum gquando inequivoco. Em 2008, Greiner e
Konietzny publicaram dados de 100 produtos processados contendo soja
comercializados no Brasil. Estes foram analisados anualmente de 2000 a 2005 e
encontraram uma progressao de 11 - 36%, de 2000 para 2005, no percentual de
produtos alimentares contendo mais de 1% de soja RR. De forma semelhante ao
ocorrido no presente estudo, nenhuma destas amostras continham em suas
embalagens a declaracdo da presenca de OGM. A contraposicdo esta no fato de
gue aqui as seis amostras comerciais avaliadas foram negativas para a presenca de
modificacdo génica estando portanto com seus rétulos em conformidade com a
legislagéo vigente (BRASIL, 2004; GREINER e KONIETZKY, 2008).

Diversos estudos ao longo da ultima década vem avaliando a presenca de OGM em
alimentos disponiveis para o mercado consumidor. Cardarelli e colaboradores,
analisaram 89 alimentos incluindo uma variedade de processamentos, desde
passos relativamente suaves como soja tratada e milho triturado a produtos
altamente processados que contivessem soja e/ou ingredientes de milho. Estas
amostras foram recolhidas aleatoriamente dos mercados em algumas cidades do

Brasil e verificou-se a presenca de soja RR em 16 amostras, dentre elas leite de
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soja, pasta, molhos, sopas desidratadas, soja crua e ragcdo animal. Do total de
amostras analisadas por Cardarelli e colaboradores, 15 eram de soja crua e destas
apenas uma apresentou-se positiva para a presenca do promotor 35S.
Posteriormente, esta amostra foi avaliada quanto a presenca de RR e confirmada a
insercdo deste gene. No presente estudo, as analises foram conduzidas de forma
semelhante onde amostrou-se soja em grao crua comercializadas no mercado local,
todavia nestas realizou-se inicialmente avaliacdo da presenca do promotor 35S.
Todas as amostras analisadas apresentaram resultado negativo para a presenca
deste promotor sendo pela metodologia proposta dispensada a andlise da presenca
do gene RR e confirmando, entdo, a adequacdo das mesmas as declaracdes em
seus rotulos (CARDARELLI et al., 2005).

Brod e colaboradores analisaram 37 amostras de produtos de soja (seis farinhas,
seis formulas infantis e vinte e cinco leites de soja em p06) adquiridos no mercado de
Florianopolis. Encontraram quatro amostras de farinhas de soja desengordurada e
quinze de leite de soja em po positivas para a presenca de soja RR. Em 2007, Brod
e Arisi analisaram trinta e dois aditivos de carne que continham proteina de soja em
sua composicao e vinte e cinco apresentam sinal positivo para lecitina confirmando a
presenca de soja no DNA amplificado. Destas, quinze foram positivas para RR
confirmando a presenca de soja geneticamente modificada. Em 2008, Brod e Arisi
analisaram sessenta amostras de derivados de soja, sendo trinta e sete de proteina
texturizada de soja (PTS) e vinte e cinco de leite de soja em p6 comercializados em
Floriandpolis. Encontraram presenca de RR em quarenta amostras, mas somente
duas amostras continham mais de 1% de soja RR. E interessante observar que
estes estudos foram conduzidos principalmente com derivados de soja e nestes
foram conduzidos inicialmente as analises de presenca de soja, pela deteccao de
lecitina e de RR, e ndo do promotor 35S. Esse direcionamente pode ter ocorrido pela
relevancia do fato desta RR, ter sido a primeira alteragdo génica para soja

autorizada no Brasil.

Branquinho, Ferreira e Cardarelli-Leite (2010) analisaram alimentos derivados de
soja e diferentemente do nosso estudo iniciou sua triagem por analise do gene RR
com posterior analise do 35S, dos itens positivos para RR, para quantificacdo do

transgene. Do total de amostras analisadas 28,3% (n=240) continha 0 gene RR e a
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andlise do evento 35S confirmou-se pela presenca entre 0,05 e 1% em 63,2% das
amostras (n=43) e superior a 1% em 36,8% (n=25). A divergéncia destes resultados
pode ter sido acarretada pelo perfil da matéria-prima analisada, produtos derivados

de soja em contraposicao a propria soja em grao do nosso presente estudo.

5 CONCLUSOES

Embora seja conhecida a grande amplitude de soja transgénica plantada no Brasil,
as seis amotras comerciais de soja em grdo coletadas no municipio de Belo
Horizonte, em novembro de 2011, ndo apresentaram declaracdo de modificacdes
génicas nas embalagens. Apds analise por PCR-tempo real destas amostras foi
confirmada a auséncia do gene promotor 35S, ratificando a conformidade do rétulo
do produto para com a legislacéo vigente, no que tange o direito do consumidor de

conhecimento da presenca de OGM em produtos alimenticios.
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CAPITULO 2 ANALISE DE MINERAIS EM SOJA POR ICP-OES

1 INTRODUCAO

A confirmacdo de auséncia da transgenia nas sojas comercializadas no municipio de
Belo Horizonte no Capitulo 1 conferiu a possibilidade de comparacédo entre os dois
grupos, geneticamente modificadas e convencionais. A discussdo quanto a
necessidade de rotulagem dos alimentos geneticamente modificados circunda o
fator equivaléncia substancial, na alegacdo de que ambos, geneticamente
modificados e convencionais, apresentariam valores nutricionais semelhantes. Para
liberacdo de um alimento geneticamente modificado € necesséria a comprovacao
desta equivaléncia para macronutrientes, entretanto, este capitulo aborda a
equivaléncia de forma diferenciada avaliando os teores de minerais das sojas

convencionais e transgénicas.

2 OBJETIVOS

e Avaliar o teor de minerais em amostras de soja em grdo comercializadas no
Municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais; e geneticamente modificadas

colhidas na regido de Minas Gerais;

e Comparar os resultados obtidos para amostras transgénicas e comerciais;

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Laboratério

As analises de determinacao do perfil de minerais foram realizadas no Laboratoério
de Contaminantes Metalicos — Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED). Localizada em

Belo Horizonte.
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3.2 Materiais
3.2.1 Amostras

Foram obtidos dois grupos de amostras de matérias-prima (soja em grao). O
primeiro, conhecidamente transgénico foi fornecido pela Cooperativa Agricola Mista
Irai Ltda (COPAMIL) e era composto por seis diferentes cultivares, os quais eram 0s
de maior demanda para Minas Gerais e Regido. O segundo grupo foi obtido no
comércio local do municipio de Belo Horizonte/MG, no periodo de novembro de
2011. O grupo comercial foi composto por seis amostras de diferentes empresas
fornecedoras adquiridas aleatoriamente no comércio local em um total de um quilo

por amostra.

As amostras de matérias-primas (soja em grao) transgénicas utilizadas no preparo
da farinha desengordurada foram listadas segundo o cultivar, evento e safra na
Tabela 18. A presenca de transgene néo foi verificada para estas amostras, uma vez
que a alteracdo foi declarada pelo préprio fornecedor. As amostras de matérias-
primas (soja em grao) comerciais, segundo fornecedor e lote, foram listadas na
Tabela 12.

Tabela 18: Matérias-primas de graos de soja transgénico

Amostra Evento Safra

BRSMG 750S RR 2010/2011
BRS Valiosa RR 2010/2011
BRS Favorita RR 2010/2011
BRSMG 850G RR 2010/2011
BRSMG 811C RR 2010/2011

BRSMG 740S RR 2010/2011
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3.3 Métodos
3.3.1 Preparo das Amostras

A metodologia utilizada foi adaptada do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008). As
amostras foram homogeneizadas, retirou-se uma aliquota que foi triturada blender
laboratorial (model8 SIBL30 — 7010 — Waring/Comercial ®), por 2 pulsos de 60
segundos e posteriormente armazenada em recipientes plasticos com tampa até o
inicio dos processos de preparo da amostra. Pesou-se precisamente
aproximadamente 5g da amostra, em triplicata, em cadinho de porcelana grande e
alto. As amostras foram queimadas em chapa elétrica até cessar o desprendimento
de fumaca. As etapas seguintes foram realizadas tanto para as amostras quanto
para o branco. Amostras e brancos foram colocados na mufla programavel (modelo
Ney Vulcan3 — 1750 — WF tecnologia) utilizando-se uma rampa de temperatura,
como descrito na Tabela 19.

Tabela 19: Parametros da mufla para abertura das amostras e posterior analise de
minerais

Tempo Temperatura Rampa de Aguecimento
1h 100°C 5°C/min
1h 250°C 5°C/min
5h 530°C 10°C/min

Algumas amostras necessitaram de um tempo maior para a completa queima em

mufla. Portanto, ficaram mais 2 horas até completar a queima.

Os cadinhos foram retirados da mufla e aguardou-se resfriar. Colocou-se 2mL de
acido nitrico (HNO3) concentrado e foram levados a chapa. Deixou-se secar e foram
levados a mufla a 375°C por uma hora, em casos onde ndo se obteve cinzas
brancas, repetiu-se as etapas anteriores. Adicionou-se as cinzas 0,5 mL de acido
cloridrico (HCI) concentrado, aqueceu-se ligeiramente para facilitar a dissolucéo e
transferiu-se para o baldo volumétrico de 25mL e completado o volume com agua

milli-Q (Millipore/ Milli-Q Plus). Transferiu-se as amostras para tubos de Falcon 15
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mL. Nos casos onde a amostra possuia teor do elemento estimado, determinou-se a
necessidade de diluicdo diferente, realizou-se o0s calculos pertinentes para
determinar o baldo volumétrico da diluic&o final, mantendo a proporcéo de HCI final
de 2%. Quando as concentracdes dos metais estiveram fora da faixa linear da curva
de calibracéo, realizou-se as diluicbes necessarias adicionando HCI na proporcao de
2%.

A curva analitica foi construida a partir das solugcbes padrdes de 1000mg/L (Merck) e
foram preparadas em concentra¢cées de 1,00; 2,00; 5,00; 7,50 e 10,00 mg/L em

solucéo aquosa, acidificas a 2% (V/v).

Curva Analitica de macrominerais: K, Ca, P, Mg e Na em concentracdo de 1 a 25

mg. Pl preparado a partir de 5 mL de cada padrdo em baldo de 50 mL (Tabela 20).

Tabela 20: Pontos da curva analitica de macrominerais utilizados para analise no
ICP-OES

Pontos Concentragéo Pl (mL) HCI (mL) Volume final (mL)

A 1 0,5 1,0 50
B 5 2,5 1,0 50
C 10 5,0 1,0 50
D 15 7,5 1,0 50
E 20 10,0 1,0 50
F 25 12,5 1,0 50
Branco 0 - 1,0 50

Pl: Padrao Interno

Curva Analitica de microminerais: Cu, Fe, Mn, Zn, Cd, Pb (chumbo), Ni (niquel), Ba
(bario) e Cr (cromo) em concentracéo de 0,05 a 0,50 mg/L. PI preparado a partir de
0,125 mL de cada padréo em baldo de 50 mL (Tabela 21).



Tabela 21: Pontos da curva analitica de microminerais utilizados para analise no

ICP-OES
Pontos Concentracéao Pl HCI (mL) Volume final (mL)
A 0,05 1 1,0 50
B 0,10 2 1,0 50
C 0,20 4 1,0 50
D 0,30 6 1,0 50
E 0,40 8 1,0 50
F 0,50 10 1,0 50
Branco 0 - 1,0 50

Pl: Padrao Interno
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As diluicGes foram preparadas em tubos de falcon de 15 mL com o auxilio de micro

pipetas automaticas e pisseta (Tabela 22).

Tabela 22: Esquema de diluicdo das amostras de soja

3.3.2 Andlise de macro e micro minerais em soja por ICP-OES

Diluicdo ~ Amostra (mL) Agua Mili-Q (mL)
1.100 0,1 9,9
1.50 0,2 9,8
1.20 0,4 9,6

Procederam-se as leituras dos brancos, padrées e amostras no ICP-OES utilizando

0 método metais em alimentos cadastrado no software do equipamento. O limite de

deteccao foi de 0,5 mg/L para macrominerais e 0,05 para microminerais.
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Todas as amostras foram analisadas diretamente no ICP-OES (Perkin Elmer, mod.
Optima2000DV — amostrador, mod. As90plus). Os parametros utilizados estao

descritos abaixo na Tabela 23.

Tabela 23: Parametros do ICP-OES para analise de minerais nas amostras de soja

Parametro Configuracao
Configuracao Axial
Poténcia 1400 kw
Vazao de gas 0,60 L min.-1
Gas Argbnio

As curvas analiticas para cada elemento foram construidas e verificou-se a
linearidade da resposta. O resultado foi gerado pelo software do equipamento,
Programa: Win Lab 32 — ICP. Realizou-se posteriormente a conversdo dos dados

obtidos utilizando-se o peso real inicial de cada amostra.

Para efeito de andlises estatisticas, as amostras comerciais assim como as
transgéncias foram agrupadas entre si. Para execucdo dos testes estatisticos (teste
de Tukey e anova) foi utilizado o Software STATISTICA 7.0.

4 RESULTADO E DISCUSSAO

Quando comparados o0s resultados das analises de macro e microminerais
agrupando as amostras em transgénicas e convencionais foi possivel observar
diferenca significativa entre os grupos para potassio (p<0,003), cromo (p<0,007) e
ferro (p<0,013). Observando os graficos tipo Whiskers apresentados nos apéndices
IV e V para macro e microminerais, facilita visualizar que, embora tenhamos uma
importante dispersdo nos teores de minerais nos grupos (transgénicos e nao

transgénicos), ainda assim foi possivel observar variacdo significativa para os
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minerais supracitados. Os demais microminerais analisados (cadmio, chumbo e
niquel) ausentes nas tabelas ndo foram detectados ou foram classificados como

elementos traco.

Andrade e Rosolem (2011), ao avaliar a influéncia do glifosfato e da transgenia na
absorcdo de manganés ndo observou diferenca significativa para os grupos. Zobiole
(2010), por sua vez, encontrou valores mais baixos para macro e micronutrientes
analisados em sojas que sofreram modificacdo génica comparada com suas quase
iIsogénicas sem modificacdo independentemente da aplicagdo do glifosfato,
entretanto estes estudos avaliaram a planta (broto e raiz) e ndo as sementes.
Todavia, o artigo levanta a possibilidade da menor biomassa disponivel observada
nesses cultivares representar efeito secundario a diminuicdo de parametros
fotossintéticos bem como da menor disponibilidade de nutrientes para os tecidos
(ZOBIOLE, 2010).

Charanek (2006) avaliou a soja convencional e transgénicas e observou menores
teores de Al e Fe para as ultimas embora seu trabalho tenha sido desenvolvido a fim
de buscar o melhor método de avaliacdo de minerais nesse tipo de matriz, mesmo
assim, houve o desvio parddo de + 10% dentro da mesma amostra (CHARANEK,
2006). Estes resultados contradizem os do presente estudo onde se obteve valores

significativamente maiores de ferro para os cultivares transgénicos.

Vieira, Cabral e Paula (1999) avaliaram seis cultivares de soja destinadas a
alimentacdo humana e observaram o K, enquanto mineral mais abundante entre
todos os cultivares, com um teor maximo de 1824,02 mg/100g para a cultivar lguacu,
e minimo de 1567,05 mg/100g para a cultivar EMBRAPA-4. Os teores de P, Ca e Mg
variaram de 454,71 a 503,84 mg/100g, de 170,19 a 313,93 mg/100g e de 214,36 a
259,97 mg/100g, respectivamente. As concentracdes de Fe, Mn e Na apresentaram
variacbes entre 13,39 e 19,12 mg/100g, 1,75 e 2,79 mg/100g, e 11,73 e 12,08
mg/100g, respectivamente. Neste trabalho, a elevada variagdo nos teores de
minerais entre os cultivares estudados pode estar relacionada com as condi¢des de
cultivo, clima, solo e adubacdo. Foi possivel observar ainda, que para ambos 0s
minerais, os valores observados nesse estudo foram inferiores aos encontrados por

Vieira, Cabral e Paula (1999) em suas amostras. Todavia, ndo foi possivel
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determinar os mecanismos envolvidos nesta diferenciacdo. Os resultados obtidos na
andlise de macro e micro minerais estdo dispostos nas Tabela 24 e Tabela 25,

respectivamente.

5 CONCLUSOES

Considerada importante fonte de minerais, como K, Fe e Ca, foi relevante observar
nos cultivares de soja estudados, diferenca significativa para K e Fe entre 0s grupos
(transgénicos e nao transgénicos), sendo que os cultivares os quais foram
submetidos a modificacdo génica apresentaram menores teores de K e, em
contrapartida, maiores teores de Fe. O potassio foi 0 elemento mineral presente em
maior quantidade nas amostras, confirmando a soja como fonte importante deste
elemento. Entretanto K e Fe, diferiram da bibliografia citada sendo que ambos
minerais foram quantificados nas amostras do presente estudo em teores inferiores

aos previamente relatados.

Embora tenhamos vislumbrado diferenca entre os grupos para alguns minerais esta
também fortemente observada dentro do grupo o que pode ser justificado por
diversidades de cultivar, forma e local de cultivo.



Tabela 24: Perfil de macrominerais em sojas transgénicas e convencionais, cultivadas e comercializadas em MG, em 2011
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Mineral
Amostras

Calcio

Magnésio

Fosforo
mg/Kg

Saodio

Potassio

Favorita-S2 (T)
Valiosa-S2 (T)
850-S2 (T)
811-S2 (T)
750-C1 (T)
740-C1 (T)
Comercial 1 (C)
Comercial 2 (C)
Comercial 3 (C)
Comercial 4 (C)
Comercial 5 (C)
Comercial 6 (C)
Média ST
Média SC
Média Total

1606,12+87,38 P¢
1419,50+43,96 ¢
1655,84+591,21 P°
1101,81+446,06 ©
2167,74+259,42 &P
2908,53+52,14 2
1240,22+37,37 ¢
2971,15+124,07 2
1560,34+459,13 P°
1796,07+249,56 °°
1928,78+192,67 °°
1618,48+49,27 P°
1809,92+660,59 *
1852,50+593,35 A
1831,21+619,21

1789,75+127,48 °
2049,40+20,84 2P
1689,52+571,29 P
1730,69+610,22 °
2854,71+326,47 2
2464,76+67,56 2P
2349,18+39,77 2P
2625,78+99,17 2P
1900,22+510,69 °
2201,59+296,17 P
2288,56+166,66 *°
2279,14+36,10 2P
2096,47+540,80 A
2274,08+306,96 *
2185,28+442,64

4728,30+153,29 ©d
5698,98+31,23 P
3736,44+60,59 ®
5718,49+273,91 &P
5252,64+105,52 P¢
4980,12+15,43 >cd
5372,40+489,95 P
4620,21+87,41 ¢
5978,96+125,24 2
5694,39+267,23 &P
6151,77+139,01 @
4935,65+174,28 >4
5019,16+704,64 *
5458,90+601,02 #
5239,03+682,89

100,12+7,74
131,53+13,65 2P
113,54+15,95 &P
121,72+27,63 &P
121,06+7,02 &P
145,51+5,91 2
123,65+3,23 &P
148,18+13,36 2
107,94+12,42 @b
85,39+35,62 °
133,06+4,99 &P
117,89+15,93 @b
123,29+16,43 A
118,31+26,89 A
120,80+22,11

14281,81+1917,94 @
12119,69+756,75 °
12280,15+65,39 @
13544,75+1144,75 2
12307,43+1127,58 @
12851,25+286,19 °
15158,29+3040,44 @
13605,48+706,93 °
12797,47+352,74
15302,11+610,67 ®
15536,83+140,98 2
13825,31+160,56 °
12897,52+1209,12 °
14370,91+1518,34 #
13634,22+1545,34

T=Transgénicas; C=Convencionais; ST= Sojas Transgénicas agrupadas; SC=Sojas Convencionais agrupadas. Valores médios (+ desvio padrdo) com uma
mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras minlsculas, comparagdo entre as amostras por mineral.
Letras mailsculas, comparacao entre sojas transgénicas e comerciais por mineral.
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Tabela 25: Perfil de microminerais em sojas transgénicas e convencionais, cultivadas e comercializadas em MG, em 2011

Mineral Bério Cobre Cromo Ferro Manganés Zinco
Amostras mg/Kg

Favorita-S2 (T) 5,93+0,36 ¢ 91,19+4,56 2 0,42+0,10 ° 101,73+6,48°  21,15+1,322P¢¢ 98 49+0,24 2
Valiosa-S2 (T) 4,93+0,17 ¢ 13,77+0,31 °¢ 0,43+0,15° 74,33+0,75 " 21,10+0,03 **¢4  56,54+0,49 P°
850-S2 (T) 24,57+7,86 2 11,89+1,91 P¢ 0,61+0,27 ° 127,38+8,79%  22,53+7,09 *P¢  44,96+6,09 ¢
811-S2 (T) 5,44+0,38 ° 12,75+0,53 ¢ 0,53+0,14 ° 94,16+3,34 >4 12 093+406¢  50,74+3,37 P°d
750-C1 (T) 12,04+2,51°¢  11,59+1,48P° 0,61+0,16 ° 78,641,75°%%  1564+2,01°%  47,13+7,64 ©9¢
740-C1 (T) 5,51+0,27 © 12,18+0,3 ¢ 0,1940,07°  93,52+1,06 P%® 16,72+0,07 P9  41,93+3,23 4°
Comercial 1 (C) 5,98+0,23 ¢ 15,92+0,54 ° 0,50+0,17°  82,53+11,35 %9 23 16+0,63 2°°  45,76+5,33 ©¢*¢
Comercial 2 (C) 11,98+0,38 ¢ 12,63+0,16 P° 0,98+0,63°  86,19+1,43%%e" 29 25+1 12 46,92+1,82 “9©
Comercial 3 (C) 11,78+3,66 ¢ 9,48+2 57 ¢ 0,73+0,39 ° 75,1942, 76 "9 1507+3,91°%  56,22+1,14 ¢
Comercial 4 (C) 12,57+2,22P¢  10,87+1,74 °° 0,55+0,11° 70,82+43959  17,71+256 P¢¢ 51 37+3,07 Ped
Comercial 5 (C) 15,72+2,08 ° 11,97+1,20 ¢ 0,64+0,23"° 77,66+1,27%  17,91+1,92°%¢  60,20+1,02°
Comercial 6 (C) 6,3+0,95 © 14,96+0,29 ° 1,18+0,43 2 99,22+4,73P¢  24,53+0,15 2P 38,72+2,38 ¢
Média ST 9,74+7,80 * 25,56+30,26 * 0,46+0,20 ® 94,95+18,23 # 18,34+4,61 " 56,63+20,18 #
Média SC 10,72+3,96 * 12,64+2,57 A 0,76+0,40 A 81,94+10,49 B 21,27+529 # 49,87+7,65"
Média Total 10,23+6,12 19,10+22,16 0,61+0,35 88,44+16,08 19,81+5,11 53,25+15,43

T=Transgénicas; C=Convencionais; ST= Sojas Transgénicas agrupadas; SC=Sojas Convencionais agrupadas. Valores médios (+ desvio padrdo) com uma
mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras minlsculas, comparagdo entre as amostras por mineral.
Letras mailsculas, comparacao entre sojas transgénicas e comerciais por mineral.



97

CAPITULO 3 ANALISE DE ISOFLAVONAS EM SOJA POR CLAE

1 INTRODUCAO

O crescente interesse por compostos bioativos trouxe a tona a soja enquanto fonte
de isoflavonas. Estes compostos tém sido amplamente estudados tendo efeitos
comprovados em sintomas da menopausa e ainda em doencas cronicas, a exemplo
0 cancer. Conhecidamente os teores de isoflavonas variam por influéncia de
diversos fatores, entre eles os fatores genéticos. E embora a modificacdo génica
realizada nos cultivares estudados neste trabalho ndo tenha sido visando alteracéo
destes teores, buscamos verificar se houve influéncia da transgenia nos teores de
isoflavonas comparando os dois grupos , sojas convencionais e geneticamente

modificadas.

2 OBJETIVOS

e Avaliar o teor de isoflavonas em amostras de soja em grao comercializadas no
Municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais; e geneticamente modificadas

colhidas na regido de Minas Gerais;

e Comparar os resultados obtidos para amostras transgénicas e comerciais.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Laboratério

As analises de determinagdo do perfil de isoflavonas foram realizadas no Nucleo
tematico de Utilizacdo, P6s Colheita e Seguranca Alimentar, Embrapa Soja -

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, Londrina do ParanaMateriais
3.1.1 Amostras

Foram obtidos dois grupos amostrais de matérias-prima (soja em gréo). O primeiro,
conhecidamente transgénico foi fornecido pela COPAMIL (Cooperativa Agricola

Mista Irai Ltda) sendo composto por seis cultivares diferentes. O segundo, obtido no
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comeércio local, foi composto por seis amostras de diferentes empresas fornecedoras

aleatoriamente em um total de um quilo por amostra.

As amostras de matérias-prima (soja em grdo) comerciais utilizadas no preparo da
farinha desengordurada de soja, segundo fornecedor e lote, foram listadas na
Tabela 12.

As amostras de grados de soja transgénicas utilizadas no preparo da farinha
desengordurada foram listadas segundo denominagdo no experimento, cultivar,

evento e safra na Tabela 18.
3.2 Métodos
3.2.1 Preparo das Amostras

As amostras foram trituradas em micro-moinho analitico (TEO20, Tecnal, Séo
Paulo). Posteriormente, desengorduradas com n-hexano padréo analitico “overnight”
sob agitacdo e a temperatura ambiente. Em cadinhos filtrantes, com papel de filtro,
dispostas em sistema de filtracdo a vacuo para fibras adaptado a um kitasato, as
suspensdes das amostras moidas e do solvente extrator foram filtradas a vacuo.
Procedeu-se a evaporagdo do solvente restante levando os papéis de filtro contendo
as amostras filtradas em placas de Petri para a capela de exaustdo. As amostras

desengorduradas e secas foram armazenadas em frascos para posterior extracao.

A extracdo das isoflavonas foi realizada em tubos de ensaio com tampa rosqueavel,
adicionados 100 mg da amostra desengordurada, 4,0 mL do solvente extrator
(solucdo de etanol a 70% contendo 0,1% de acido acético), e procedeu-se a
extracdo por uma hora, com agitacao de 15 em 15 minutos, por alguns segundos em
agitador de tubos do tipo "Vortex" (Marconi, Modelo PA 162). Os tubos contendo as
amostras e solucdo extratora foram sonicados por 30 minutos a temperatura
ambiente, foi pipetado 1,5 mL do sobrenadante e transferido para tubos do tipo
"Eppendorff" de 2,0 mL, centrifugou-se em microcentrifuga Eppendorff (BR41, Joule)
a 18407 g por 15 minutos numa temperatura de 5°C. Foram filtrados cerca de 500uL
do sobrenadante através de membrana do tipo "Millipore", com poros de 45 um de
didmetro, pipetou-se 500 uL que foram transferidos para os micro-tubos (“incerts")

do autoinjetor de amostras do cromatégrafo liquido. Utilizou-se 20 pL do extrato



99

(volume de injecdo) para a andlise de quantificacdo das isoflavonas (CARRAO
PANIZZI et al., 2002).

3.2.2 Andlise de isoflavonas em soja por CLAE

A separacao e a quantificacdo das isoflavonas foram realizadas de acordo com as
modificacdes na metodologia preconizada por Berhow (2002), em um cromatografo
liguido da marca Waters, modelo 2690, equipado com bombas modelo W 600,
injetor automatico de amostras modelo W 717 plus. Para a separacdo das
isoflavonas, adotou-se o sistema de gradiente linear binario, tendo como fases
moveis: 1) metanol contendo 0,025% acido trifluoroacético (TFA) (solvente A) e 2)
agua destilada deionizada ultrapura contendo 0,025% de TFA (solvente B). A
condicdo inicial do gradiente foi de 20% para o solvente A, que aos 40 minutos
atingiu a concentracdo de 100% para, em seguida, retornar a 20% aos 41 minutos e
permaneceu nestas condi¢des até os 60 minutos. A Tabela 26 resume as condi¢cdes

de andlise.

Tabela 26: Condi¢cBes de analise de isoflavonas por CLAE em gréo de soja

Condicdes Valores

Coluna de fase reversa  ODS C18 (YMC Pack ODS-AM Columm)
(250mm de comprimento x 0,4mm de diametro

interno e particulas de 5 pum)

Tempo de andlise 60 minutos

Vazédo da fase movel 1,0 mL/min

Temperatura 25°C

Padréo Doze isoflavonas (daidzeina, gliciteina, genisteina,

manolildaidzina, manolilglicitina, manolilgenistina,

acetildaidzina, acetilglicitina, acetilgenistina,

glicosildaidzina, glicosilglicitina e glicosilgenistina)
Detector Arranjo de fotodiodos marca Waters, modelo W 996

Ajuste do detector Comprimento de onda de 260 nm
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Para a identificagdo dos picos correspondentes a cada umas das 12 formas
diferentes de isoflavonas foram utilizados padrdes de: daidzina, daidzeina, genistina,
genisteina, glicitina, gliciteina e, também, padrdes das formas acetil e malonil, das
marcas Sigma e Fuji Company, solubilizados em metanol (grau CLAE), nas
seguintes concentracdes: 0,00625; 0,0125; 0,0250; 0,0500 e 0,1000 mg/mL. Para a
quantificacdo das 12 formas de isoflavonas, por padronizagdo externa (area dos
picos), foram utilizados os padrbes como referéncia. A identificacdo dos picos
correspondentes a cada uma das 12 formas de isoflavonas nas amostras analisadas
foi feita por meio da comparacdo dos tempos de retencdo de cada um dos 12
padrdes, bem como pelos espectros de cada um deles (BERHOW, 2002). Com limite

de deteccédo de 1,5 ppm e de quantificacdo e de 4,5 ppm.

4 RESULTADO E DISCUSSAO

Os teores de isoflavonas foram obtidos por comparacdo das areas dos picos de
cada isoflavona na amostra com 0s picos dos seus respectivos padroes. Nas figuras
10A e 10B estdo exemplificados cromatogramas dos padrdes de isoflavonas e de

uma amostra de soja respectivamente.

As isoflavonas daidzeina tanto na conformacdo aglicona quanto glicosidica néo
apresentaram diferenca estatisticamente significante (p >0,05) quando comparamos
entre si 0s grupos amostrais de sojas trangénicas e convencionais, o que esta de
acordo com o observado por Zhou e colaboradores (2011). Os autores nao
encontraram diferenca significativa entre sojas transgénicas ou nao para essas
isoflavonas e puderam atribuir a variacdo observada a regiao de plantio e diferencas
entre os cultivares. Estes achados sdo consistentes com a alegacdo de que a
insercdo do novo gene ndo deve levar a efeito além daquele a que se propde, no
caso da soja RR, resisténcia ao glifosfato.

Em contrapartida, quando comparamos as demais isoflavonas nas variedades
transgénicas e ndo transgénicas observamos diferenca significativa (p <0,05),
apesar da grande variabilidade intragrupo observada (Tabela 27). Malonil
glicosideos glicitina apresentaram valores de 21,91+2,68 mg/100g e 15,95+8,91
mg/100g e malonil glicosideos genistina 206,16+25,43 mg/100g e 113,32+46,22
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mg/100g para ST e SC, respectivamente. No presente estudo ndo foram detectadas

e, portanto, quantificadas as isoflavonas de radical acetil e a gliciteina aglicona.

AU

T T T T T T T T T T T T T
18,00 19,00 20,00 21,00 22,00 23,00 24,00 25,00 26,00 27,00 28,00 29,00 30,00 31,00 32,00
20,6539 Minutes, 1,0124 AU Minutes

For Help, press F1 [Meth Set. Untited [Proc Meth: Unitiled 1 M

M-GEH

M-DAI

008 G-GEN

AU
o
=]
2

G-DAL

0,044 G-GLI M-GLI

GENISTEINA

DAIDZEIN

T T T T T T T T T T T T T
18,00 19,00 20,00 21,00 22,00 23,00 24,00 2500 26,00 27,00 28,00 29,00 30,00 31,00 32,00
Minutes

Figura 10: Perfil cromatogréafico de isoflavonas em padrdes e amostra de soja

Na Figura 10A os picos representam: glicosil-daidzeina (1), glicosil-gliciteina (2), glicosil-genisteina ,
malonil-daidzeina (4), malonil-gliciteina (5), acetil-daidzeina (6), acetil-gliciteina (7), malonil-genisteina
(8), acetil-genisteina (9), daidzeina(10), gliciteina (11) e genisteina (12). As formas acetil ndo
aparecem nos cromatogramas de grdos de soja sem tratamento térmico. Na Figura 10B as trés
primeiras areas sao do padrdo interno de isoflavonas glicosiladas, as trés seguintes com radical
manolil e as duas ultimas agliconas. (CLAE - Injecdo automatica, temperatura 25°C. Separagéo por
sistema de gradiente linear binéario, tendo como fases méveis: 1) metanol contendo 0,025% acido
trifluoroacético (TFA) (solvente A) e 2) agua destilada deionizada ultrapura contendo 0,025% de TFA
(solvente B). A condicao inicial do gradiente foi de 20% para o solvente A, que aos 40 minutos atingiu
a concentracdo de 100% para, em seguida, retornar a 20% aos 41 minutos e permanecer nestas
condig¢des até os 60 min. Coluna de fase reversa ODS C18 (250 mm de comprimento x 0,4mm
de didmetro interno e particulas de 5um). Tempo de analise 60 minutos. Vazédo da fase moével, 1,0
mL/min. Monitorado por arranjo de fotodiodos a 260 nm.
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Tabela 27: Perfil de Isoflavonas em gréo de soja cru, convencional e transgénicos, comercializados e cultivados em MG, em 2011

Amostras GDAI GGLI GGEN MDAI MGLI MGEN DAI GEN
mg/100g

Favorita-S2  69,72+436°¢  8,91+0,59 ¢ 47,60+3,12°  189,87+1,07° 24,36+1,20° 239,95+6,102 6,53+0,27 ¢ 4,34+0,14 ©
Valiosa-S2 4935+0,85° 5,71+0,14 ¢ 20.29+0,759  200,31+5,632 22,56+0,96 °°¢ 223,06+3,38° 2,32+0,009 1,13+0,02"
850-S2 65,29+0,40 ¢  561+0,20 ® 41,99+0,03% 185,79+0,10 ¢ 17,10+0,18¢ 224,50+553° 5,58+0,19¢ 3,22+0,01°
811-S2 33,72+0,87" 5,68+0,31° 25.80+0,16 ¢  135,89+355° 21,45+0,38°¢ 187,51+225°¢ 2,17+0,029 1,64+0,01°¢
750-C1 62,31+0,11 ¢ 9,32+0,07 Y 38,81+0,13%°®  160,54+0,08% 21,27+0,00° 189,10+0,24° 6,51+0,01° 4,08+0,08 ¢
740-C1 52,00+0,25° 9,98+0,00° 38,35+0,26 “¢' 12997+024° 24,75+0,38° 172,82+0,43° 458+0,01° 3,28+0,05°
Comercial 1  51,13+0,20°  9,96+0,03 © 34,1610,03"  181,31#2,40° 33,21+1,16* 192,89+1,15° 3,36x0,06' 2,07+0,04
Comercial 2 23,37+0,339 5,68+0,23 ¢ 27.07+0,03 ¢ 26,61+0,12" 7,07+0,05¢  50,63+0,13" 1,52+0,07" 1,83+0,09 "9
Comercial 3  98,50+0,67 2 15,28+0,30°  87,92+1,492 82,59+053" 1559+0,299 128,67+0,74°¢ 11,16+0,18% 7,930,022
Comercial 4 92,11+1,43° 16,42+0,16%  77,98+1,18°" 68,80+0,579  1571+0,01 Y 105,08+1,267 9,74+0,01° 6,80+0,08°"
Comercial 5 99,11+0,152 15,47+0,01 ®®  85,73+0,46 2 79,80+0,73" 158740249 12253+0,45° 9,47+0,01° 6,05+0,13°¢
Comercial 6  38,62+0,087 576+0,12°  3559+0,04 ¢  49,25+0,32" 8,26+0,19°¢  80,15+0,229 5,30+0,07¢ 4,28+0,04 ¢
Média ST 55,40+12,64 " 7,53+1,99 B 36,97+7,778 167,06+28,25" 21,91+2,68" 206,16+2543" 4,61+1,88" 2,95+1,24°B
Média SC 67,14+31,95” 11,43+4,74" 58,08+27,28 % 81,40+50,78 % 1595+8,91% 113,32+46,228 6,76+3,74" 4,83+2,41"
Média Total  61,27+24,51 9,48+4,07 475342238  124,23+59,41  18,93+7,12  159,74+59,83 5,69+3,09  3,89+2,10

T=Transgénicas; C=Convencionais; ST= Sojas Transgénicas agrupadas; SC=Sojas Convencionais agrupadas. GDAI=Glicosil-daidzeina; GGLI=Glicosil-

gliciteina; GGEN=Glicosil-genisteina; MDAI=Manolil-daidzeina; MGLI= Manolil- gliciteina; MGEN= Manolil-genisteina;

DAI= daidzeina e GEN= genisteina.

Valores médios (+ desvio padrdo) com uma mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras minusculas,
comparacao entre as amostras por isoflavona. Letras mailsculas, comparagéo entre sojas transgénicas e comerciais por isoflavona. As demais isoflavonas
ndo apresentaram quantidades detectaveis nas amostras. Dados apresentados em mg/100g de amostra desengordurada.
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Os teores observados de genisteina aglicona foram 2,95+1,24 mg/100g para
transgénicas e 4,83+2,41 mg/100g para convencionais. A grande amplitude de
conteudos de isoflavonas nas sojas transgénicas e especialmente nas comerciais,
demonstrada nos graficos de dispersdo Apéndice |, pode ter interferido nessa
significancia. Essa variacao de teores de isoflavonas nas sojas comerciais pode ser
explicada pelo potencial de heterogeneidade, tanto no que diz respeito a genotipo

qguanto a local de plantio, época, condi¢cdes de cultivo e mesmo de armazenamento.

Quando as isoflavonas foram agrupadas segundo seu radical, e as amostras,
segundo alteracdo génica, pode se observar diferenca significativa apenas para as
formas manolil onde as sojas transgénicas apresentaram, em meédia, maiores teores

de isoflavonas com este radical, como podemos visualizar na Tabela 28.

Os resultados observados no presente estudo para os diferentes cultivares
estudados nao estavam de acordo com o0 observado por Barbosa e colaboradores
(2006), onde os autores encontraram propor¢des de isoflavonas totais iguais a: 42,8
e 39,1% B-glicosideos, 52,5 e 50,6% malonilglicosideos, 4,0 e 7,2% agliconas e 1,0
e 2,9%  acetilglicosideos; para graos de soja e farinha desengordurada
respectivamente, enquanto 0s nossos resultados demonstraram médias de 19,82 e
38,61% B-glicosieos, 78,68 e 58,11% malonilglicosideos, 1,49 e 3,28% agliconas e
auséncia de acetilglicosideos para grdo de soja transgénicos e comerciais
respectivamente. Os dados obtidos por Carrdo-Panizzi, Simao e Kikuchi (2003),
entretanto, se assemelham com o0s nossos resultados para soja transgénicas
qgquando os resultados para grdos cru foram convertidos em porcentagem de
isoflavonas totais (19,15; 79,26 e 1,55%). Bavia e colaboradores (2012) utilizando a
mesma metodologia encontraram valores variados para diferentes cultivares e a
proporcdo nos grdos cru variando: B-glicosideos de 37,9 a 47,8 %;
Malonilglicosideos: 40,8 a 48,1% e Agliconas:de 11,4 a 16,7% Isoflavonas totais de
89,63 a 200,24 mg/110g base seca. Santana e colaboradores (2012) avaliaram o
cultivar BRS 267 colhido em 2 estagios de maturacao diferenciados 17,35 - 36,07/
82,17 - 61,79 e 0,47 - 2,14 do total de isoflavonas 186,94-270,27 mg/100g que

também aumentou com o estagio de maturacao das vagens.
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No gue tange especificamente os compostos agliconas, 0os quais possuem melhor
absorcéo, os valores encontrados em nosso estudo assemelham-se aos obtidos por
Benedetti (2010) para farinha desengordurada de soja, onde representam 1,8 % do
teor de isoflavonas totais (BENEDETTI, 2010). Todavia, a média total de agliconas
9,6 mg/100g é semelhante a global encontrada por Silva e colaboradores (2012)
(9,29mg/100g) e estd além do relatado por Carrdo-Panizzi, Siméo e Kikuchi (2003)

em seu experimento (4,0 mg/100 g).

Tabela 28: Perfil de Isoflavonas agrupadas por radical em Graos de soja cru,
transgénicas e convencionais

Amostras Manolil B-Glicosideos Agliconas Totais
Favorita-S2 454,1945,97*  126,23+8,07°  10,87+0,40°  591,29+14,44%
Valiosa-S2 445,92+12,12%  84,35+1,459 3,45+0,02' 533,73+13,56"°
850-S2 427,39+3,10°  112,89+0,63°  8,80+0,18' 549,08+3,55"
811-S2 344,85+6,18° 65,20+1,34" 3,81+0,03' 413,86+7,55"
750-C1 370,91+0,32¢  110,44+0,17%¢  10,59+0,09°  491,94+0,58¢
740-C1 327,53+1,06°  100,33+0,50°"  7,86+0,04%  435,72+1,59°"
Comercial 1 407,41%4,71° 95,25+0,25'  5,43+0,03"  508,09+4,43%¢
Comercial 2 84,30+0,20' 56,13+0,58" 3,36+0,02' 143,78+0,77'
Comercial 3 226,84+1,57" 201,69+0,53%  19,09+0,15% 447,63+1,19°
Comercial 4 189,59+0,70°  186,51+2,77°  16,54+0,08"  392,64+3,40°
Comercial 5 218,21+1,42 200,32+0,62%  15,52+0,15°  434,05+1,90°
Comercial 6 137,67+0,74" 79,97+0,249 9,58+0,11° 227,22+0,39"
Média T 395,13+52,06" 99,91+21,12*  7,56+3,10"  502,60+65,63"
Média C 210,67+105,12% 136,65+63,51" 11,59+6,12" 358,90+135,21°
Média Total 302,90+124,33  118,28+49,95  9,58+5,17  430,75+127,24

T=Transgénicas; C=Convencionais; ST= Sojas Transgénicas agrupadas; SC=Sojas Convencionais
agrupadas. Valores médios (x desvio padrdo) com uma mesma letra ndo diferem significativamente
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras mindsculas, comparac¢do entre as amostras por
isoflavona. Letras mailsculas, comparacao entre sojas transgénicas e comerciais por isoflavona. As
demais isoflavonas ndo apresentaram quantidades detectaveis nas amostras. Dados apresentados
em mg/100g de amostra desengordurada.

Todavia, alguns autores afirmam que as variacbes encontradas nos teores de

isoflavonas estdo mais relacionadas com o genatipo, tipo de solo, temperatura ou
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outras condi¢cfes adversas no cultivo do que ao fato de ter-se alterado a resisténcia
do herbicida glifosato (PADGETTE et al., 1996; DUKE et al., 2003; McCANN et al.,
2005 e BHOM, 2008).

5 CONCLUSOES

No que tange aos aspectos relacionados ao perfil de isoflavonas, embora tenha sido
observado um amplo espectro de variacdo, houve diferenga significativa para
genisteina, composto mais biologicamente ativo, os quais foram estatisticamente
inferiores para as sojas transgénicas. Todavia, foi observado também diferenca
estatistica para isoflavonas totais onde as variedades GM apresentaram maior teor.
Cabe, entdo, ponderar a avaliacdo desta resposta isolada, uma vez que, no

organismo, isoflavonas com radical podem ser convertidas em aglicona.

Considerando a subdivisdo de isoflavonas por radical, a diferenca significativa
observada para isoflavonas manolil, para a qual as sojas geneticamente modificadas
apresentaram teores mais elevados, se considerarmos que as isoflavonas foram
quantificadas no grao cru e que o tratamento térmico auxilia na conversao destas na
forma aglicona, pode-se inferir que ao final do processamento, as sojas GM poderao

apresentar também maiores teores de isoflavonas agliconas.

Sendo ainda que a variagao intra-grupo tenha sido elevada, sobretudo para as sojas
adquiridas no comércio, o presente estudo trouxe mais uma vez a tona a discussao
acerca da equivaléncia substancial entre cultivares convencionais e transgénicos.

Uma vez que pode ser observada diferenca entre os grupos.

Com relacdo aos resultados gerais os teores das isoflavonas glicosil daidzeina e
glicosil genisteina foram maiores, para ambos os grupos, do que observado na
literatura, 0 mesmo ocorreu para a daidzeina aglicona. Manolil daidzenina e manolil
genisteina estavam acima dos resultados relatados na literatura, apenas no grupo
transgénico, enquanto que a genisteina aglicona esteve acima apenas para a soja
comercial. Ao agruparmos as isoflavonas por radical, encontrou-se valores acima do

descrito na literatura para os grupos no radical manolil e isoflavonas totais.



106

Finalmente, agrupando-se por isoflavona (daidzeina, gliciteina e genisteina), todos
0s resultados obtidos estiveram acima dos trabalhos revisados, encontrados na

Tabela 10 para gréos de soja.
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CONCLUSOES INTEGRADAS E SUGESTOES

Ao avaliar a composi¢cdo quimica de variedades transgénicas tem se discutido a
importancia da comparacdo da variedade geneticamente modificada com seu
analogo convencional, preferencialmente de linhagem pariental direta, 0 que nem
sempre é possivel. Destaca-se, ainda, a importancia da submissdo as mesmas
condi¢cdes ambientais para a andlise de equivaléncia substancial, e que ainda seria
necessario submeter estes cultivares a condi¢cdes adversas, pareadas, para verificar

se realmente ndo houve modificacdo das rotas metabdlicas.

A relevancia do presente estudo ndo encontra-se apenas em avaliar a equivaléncia
de cultivares de soja convencionais e transgénicas quase isogénicas, mas, sim,
comparar os cultivares mais comercializados na regido para os dois tipos de culturas
(convencional e geneticamente modificada), avaliando, assim, a condi¢do do produto

ao qual o consumidor tem acesso rotineiramente.

Os resultados deste trabalho demonstraram que as amostras de grao disponiveis no
mercado estavam sim de acordo com seus roétulos, os quais declaravam auséncia de
transgenia. E que, embora ndo fosse observada para todos elementos avaliados, ao
agruparmos as amostras em convencionais e transgénicas foi verificada diferenca
significativa para alguns fatores estudados, indicando, portanto, a necessidade de
mais estudos no intento de determinar qual a real influéncia desta modificacdo

génica nessas rotas.

Podemos assim reiterar a necessidade de novos estudos com grupos formados de
forma pareada, onde as sojas convencionais seriam submetidas as mesmas
condicBes de cultivo que seu par quase isogénico. Assim se tornaria possivel uma
comparacao mais direta da influéncia da inser¢cdo do novo gene e nao derivada de

outras influéncias.

Embora ndo seja a intencdo debater a favor ou contra de cultivares transgénicos e
convencionais, 0 presente ressalta a relevancia de mais estudos que verifiguem a

equivaléncia substancial entre estas variedades ndo apenas para macro e micro
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nutrientes, mas também envolvendo substancias biologicamente ativas de interesse,

COMo no caso da soja as isoflavonas.
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Layout do Experimento de Deteccao de Modificacao Génica
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Os pocos das linhas A,B,C e D foram utilizadas para analise das amostras quant a presenca do gene endégeo (lecitina). Nas linhas E,F,G e H
foram preparadas as amostras para analise quanto a presenca do gene de interesse (35S). Na linha E colunas 1,2 e 3 estéo as tres triplicatas
da amostra padréo para auséncia de transgenia, seguidas por 4,5 e 6 com 0,1% e 7,8 e 9 com 1% de transgénia.
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Curvas de amplificacdo - Padrdes
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Amplification Plot
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Curvas com inicio de amplificagdo para o gene da lecitina e o gene 35S. As curvas com amplificagdo (Cycle threshold) proximas ao ciclo 22 representam
amplificacdo do gene enddgeno e as préximas ao ciclo 32 representam amplificacdo do gene promotor 35S.
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Curvas de amplificacdo - Amostras
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Amplification Plot
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Curvas com inicio de amplificacdo para o gene da lecitina e o gene 35S. As curvas com amplificagdo (Cycle threshold) proximas ao ciclo 20 representam
amplificacdo do gene enddgeno e as préximas ao ciclo 37 ou ndo amplificadas representam o gene promotor 35S.
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Macrominerais - Graficos de disperséao tipo Whiskers
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Mean Plot (Macrominerais. STxSC sta 6v*36c)
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Gréficos de disperséo para célcio e fosforo. Letras iguais indicam a ndo observancia
de diferenca significativa entre os grupos amostrais ST (sojas transgénicas) e SC
(sojas comerciais). No eixo y estdo representados os teores dos respectivos
minerais em (mg/Kg) e 0 X 0S grupos amostrais.
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Mean Plot (Macrominerais. STxSC sta 6v*36c)
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Mean Plot (Macrominerais. STxSC. sta 6v*36¢)
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Gréficos de dispersdo para potassio e sodio. Letras diferentes indicam diferenca
significativa entre os grupos amostrais ST (sojas transgénicas) e SC (sojas
comerciais) e letras iguais a ndo observancia de diferenca. No eixo y estdo
representados os teores dos respectivos minerais em (mg/Kg) e o X 0S grupos
amostrais.
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Microminerais - Graficos de disperséao tipo Whiskers
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Mean Plot (Micro.STxSC sta 7v*36c)
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Mean Plot (Micro.STxSC.sta 7v*36c)
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Gréficos de disperséo para bario e cobre. Letras iguais indicam a ndo observancia
de diferenca significativa entre os grupos amostrais ST (sojas transgénicas) e SC
(sojas comerciais) e letras a. No eixo y estdo representados os teores dos
respectivos minerais em (mg/Kg) e o x 0s grupos amostrais.
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Mean Plot (Micro.STxSC sta 7v*36c)
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Mean Plot (Micro.STxSC.sta 7v*36c)
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Gréficos de dispersdo para cromo e ferro. Letras diferentes indicam diferenca
significativa entre o0s grupos amostrais ST (sojas transgénicas) e SC (sojas
comerciais). No eixo y estdo representados os teores dos respectivos minerais em
(mg/Kg) e o x os grupos amostrais.



Mean Plot (Micro.STxSC sta 7v*36c)
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Mean Plot (Micro.STxSC.sta 7v*36c)
68

66

64 |

62

60

58 r

56 r

Zinco

54 |

52

50 1

48 r

44

-0 Mean

ST 3¢ _T_ Mean=0,95 Conf. Interval

Amostra

Gréficos de dispersdo para manganés e zinco. Letras iguais indicam a nao
observancia de diferenca significativa entre os grupos amostrais ST (sojas
transgénicas) e SC (sojas comerciais) e letras. No eixo y estdo representados o0s
teores dos respectivos minerais em (mg/Kg) e o x 0s grupos amostrais.
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Apéndice VI

Isoflavonas - Graficos de disperséo tipo Whiskers



Mean Plot (Isoflavonas Totais sta 14v*24c)
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Mean Plot (Isoflavonas Totais.sta 14v*24c)
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Gréficos de dispersdo para GDAI (glicosildaidzina) e MDAI (manolildaidzina) onde
letras diferente indicam diferenca significativa entre os grupos amostrais ST (sojas
transgénicas) e SC (sojas comerciais) e letras iguais a ndo observancia de
diferenca. No eixo y estdo representados os teores das respectivas isoflavonas
em (mg/100g de amostra desengordurada) e 0 X 0S grupos amostrais.
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Mean Plot (Isoflavonas Totais sta 14v*24c)
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Gréficos de dispersdo para GGLI (glicosilglicitina) e MGLI (manolilglicitina) onde
letras diferente indicam diferenca significativa entre os grupos amostrais ST (sojas
transgénicas) e SC (sojas comerciais). No eixo y estdo representados os teores das
respectivas isoflavonas em (mg/100g de amostra desengordurada) e 0 X 0S grupos
amostrais.
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Mean Plot (Isoflavonas Totais sta 14v*24c)
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Gréficos de dispersdo para MGEN (manolilgenistina) e GGEN (glicosilgenistina)
onde letras diferente indicam diferenca significativa entre os grupos amostrais ST
(sojas transgénicas) e SC (sojas comerciais). No eixo y estdo representados o0s
teores das respectivas isoflavonas em (mg/100g de amostra desengordurada) e o x
0S grupos amostrais.
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Mean Plot (Isoflavonas Totais sta 14v*24c)
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Gréficos de disperséo para DAI (daidzeina) e GEN (genisteina) onde letras diferente
indicam diferenca significativa entre os grupos amostrais ST (sojas transgénicas) e
SC (sojas comerciais) e letras iguais a ndo observancia de diferenca. No eixo y
estdo representados o0s teores das respectivas isoflavonas em (mg/100g de amostra
desengordurada) e o x 0s grupos amostrais.



Mean Plot (Isoflavonas Totais sta 14v*24c)
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Gréficos de dispersdo para TOTAL (isoflavonas totais). Letras diferentes indicam
diferenca significativa entre os grupos amostrais ST (sojas transgénicas) e SC (sojas
comerciais) No eixo y estdo representados os teores de isoflavonas em (mg/100g de
amostra desengordurada) e 0 X 0S grupos amostrais.
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Listagem de OGM autorizados no Brasil
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MIMISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTD
Secretaria de Defesa Agropecuaria
Coordenagao de Biosseguranga de Crganismos Geneticamente Modificados

LISTAGEM DE OGM AUTORIZADOS NO BRASIL

BPS-C\ViZT-2 BP3-CV12T-0  Arabidopsis thaliana Tolerante a Herbicida (TH) Csr 1-2

Streplomyces vindochromogenes Tolerante a Herbicida (TH)

Resistente a Inseto (Rl

Resistente a Inseto [RI) &

Tolerante a Herbicida (TH)

Tolerante a Herbicida (TH} &

a-MIR162 SYMIR162—2 MIR 162 thuringie Fesisténcia a Insetos (F

Ultima atealizagdo em 18/08/2012



MON-E0P34-3
PRO2 MON—BBEE3—6

MOMN-E2E34-3
0 DAS-@15@7-1
Fw MON-S26023-6

DAS—-@1587-1

TC1SO7AMONEID  yyon—poa1 06

DAS—242368-5
DAS-21@23-5

Resistents 3 Inseto (R}

MOMES024 & Bacillus thuringiensis Resistente a Inseto (R} &
NKE03 Agrobacterium fumefaciens Tolerante a Herbicida (TH)

MOMNB2024 &  Bacillus thuringiensis’ Resistente a Inseto (R1} &
TC1507 & Streptomyces vindochromogenes’ ici
i : chens Tolerante a Herbicida (TH)

TC1507 & Bacillus thuringiensis’ Resistentz 3 Inseto (RI} &
MOME1D Streplomyces vindochromogenes Tolerante a Herbicida (TH)

Resistznte a Inseto (Rl

281-24-238 &  Bacilus thuringiensis’ Resistente a Inseto (R} &
3008-210-23  Streplomyces windochromogenes Tolerante a Herbicida (TH)

Ultima atualizagdo em 18/08/2012

CrylA 105
CryZAb2
CP4-EPSPS

CrylF
CrylAb
PAT

AGROSCIENCES

2010
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Anexo Il

Trabalhos Apresentados em Congresso



XXI1l Congresso Brasileiro de Ciénciae Tecnologia de Alimentos
45 anos de Ciénciae Tecnologia de Alimentos no Brasil
01 a 04 de maio de 2012

Certificamos que o trabalho "ANALISE DE MINERAIS EM SOJA GENETICAMENTE MODIFICADA E
COMERCIAL" foi apresentado na forma Poster, durante o XXIII Congresso Brasileiro de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, realizado no Centro de Convencdes da Unicamp, Campinas-SP, no
periodo de 1 a 4 de maio de 2012.

Autores: Gabriela Rezende Costa; Jodo Gustavo de Souza Alves Camdes; Niiton de Oliveira Couto e Silva;
Azula Narayama Malacco Ferreira; Roberto Gongalves Junqueira; Renata Adriana Labanca de Almeida Santos
Protocolo: 423

.Campinas-SP, 4 de maio de 2012

Newp 2 WWW

Neura Bragfagnolo Jane Gonam: Menegaido
mié Clertifico

Coordenadora

Certificado
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Certificate of Appreciation

16" IUFoST | World Congress of Food Science and Technology

We certify that Gabriela Rezende Costa
participated at the 16th World Congress of Food Science and Technology : “Addressing
Global Food Security and Wellness through Food Science and Technology”, held at
Foz do Iguagu, Parana, Brazil, on August 5 - 9, 2012.

(s P S L) O 6 &
Glaucia Maria Pastore Delia B, Rodrioguez-Amaya
e - WFoST

2512.2fdb b22e. 266D doE8.77138 1851.5472

Cheair Scientific Committes Chair

——

i
|
1
'
!
i
s
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Certificate of Appreciation

16" IUFoST | World Congress of Food Science and Technology

We certify that the paper entitled

MODIFICATION GENICA: CONCORDANCE BETWEEN DECLARATION AND PRESENCE OF THIS IN
{ SOYBEANS MARKETED IN THE CITY OF BELO HORIZONTE, BRAZIL.

! authored by

zabriela Rezende Costa; Renata Adriana Labanca; Nilson César Castanheira Guimardes; Thaisa Corréa de
§ Sousa

| was presented in the Poster Session at the 16th World Congress of Food Science and Technology :
“Addressing Global Food Security and Wellness through Food Science and Technology”, held at Foz do
Iguacu, Parana, Brazil, on August 5 - 9, 2012.

f' W ShE e F Fetuguip - Grecga,

LI Glecia Maria Fastore Crelia B Fodrig e z-fimaya
J Chir Scientific Commities Chair

1 feff. 2006 2de0 Bbd7 1525.1f0f 4238 c6b3

L O e b

Pl T P v SN L o I-LI':FESI

.......
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Certificate of Appreciation

16™ IUFoST | World Congress of Food Science and Technology

We certify that the paper entitled
PROFILE OF ISOFLAVONES IN GENETICALLY MODIFIED SOY

! authored by

Gabriela Rezende Costa; Renata Adrniana Labanca; José Marcos Gontijo Mandarino; Rodrigo Santos Leite;
| Thaisa Comréa de Sousa

! was presented in the Foster Session at the 16th World Congress of Food Science and Technology :
“Addressing Global Food Security and Wellness through Food Science and Technology”, held at Foz do
lguacu, Parana, Brazil, on August 5 - 9, 2012.

.-| W ﬂiﬂ;ﬁ ﬁ gﬂﬂl‘w’- ':anncui_',
LI Glawucia Maria Fastore Crelia B. Reoaedricy s z- Arnayts

! Chair S<ientific Committea Chair

i aBB2.flab 1933 1bce e163.f3a alel 4626

L O o &

i i g S S P LN lufnls'l'

.......
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<CONHECIMENTO UFMG/2012
Cu I_TU RA COMHECIMENTO E SUSTENTABILIDADE
XK1 SEMAMA DE INICIACAO CIENTIFICA . e 5 Il SESSAC COORDENADA DE COMUNICACAO:
XVI SEMANA DE GRADUACAO \ 3 PRODUGAQ DE CONHECIMENTO PELOS
XV ENCOMNTRO DE EXTENSAO g TN TECNICO-ADMINISTRATIVOS EM EDUCACAO
Xl UFMG JOVEM . = Il PIC JR. )
el Il DA DA INOVACAO

CERTIFICADO

Certificamos que o trabalho intitulado "AVALIAGAO DE MGDIFICA@AD GENETICA E PERFIL DE ISOFLAVONAS EM GRAOS DE
SOJA", foi apresentado na XXI SEMANA DE INICIACAC CIENTIFICA da UFMG, promovida pela Pré-Reitoria de Pesquisa, no periodo
de 15/10/2012 a 19/10/2012.

AUTOR: THAISA CORREA DE SOUSA . . .

CO-AUTORES: GABRIELA REZENDE COSTA, NILSON CESAR CASTANHEIRA GUIMARAES, JOSE MARCOS GONTHO
MANDARINO, RODRIGO SANTOS LEITE .

ORIENTADOR: RENATA ADRIANA LABANCA DE ALMEIDA SANTOS, do(a) FACULDADE DE FARMACIA.

Belo Honzonte, 19 de outubro de 2012.
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