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RESUMO

Soja Organica e Obtencao de Farinha e Leite de Soja: Avaliacao Microscépica,
Histoquimica e Quimica

A soja (Glycine max L.), importante representante da familia Fabaceae, se
destaca por sua expressao econémica, pela composi¢ao rica em proteinas e lipidios,
apresentando ainda substancias de interesse como varios grupos de polifendis. As
populacdes orientais sdo as principais consumidoras do grdo de soja e de seus
derivados e, nessas populacdes, se observa baixa incidéncia de doengas crbnicas
como cancer, doencas cardiacas e excesso de peso. O controle de qualidade dos
alimentos conta com diversas ferramentas como o estudo microscopico de suas
estruturas, que permite tanto determinar sua identidade e seus constituintes, quanto
detectar adulteracdes e falsificacdes. Este trabalho teve como objetivo avaliacédo
microscépica, histoquimica e quimica do grao, da farinha integral e do “leite” de soja
através de ferramentas, como a microscopia Optica e a analise da composicao
quimica destes produtos. Para o estabelecimento desses padrdes foram utilizados
vinte lotes de soja orgéanica e seus derivados, codificados como grao de soja— GS;
farinha de soja integral - FS; e “leite” de soja - LS, numerados de 1 a 20. Foram
realizadas andlises microscopicas, histoquimicas, composicdo centesimal e
conteudo de fendlicos totais (CFT). Na andlise anatdbmica, do grao, foram
observados elementos relevantes para a identificacdo e reconhecimento de produtos
derivados de soja, como as macroesclereides e as osteoesclereides observadas na
analise microscopica tanto do grdao quanto da farinha de soja integral. A analise
histoquimica evidenciou a presenca de substancias lipofilicas, através do teste com
sudan IV, e a auséncia de amido como caracteristicas marcantes de grao, “leite” e
farinha de soja integral. As substancias fendlicas e os acucares redutores foram
identificados apenas no grao. A andlise da composicao centesimal entre os 20 lotes
revelou os seguintes intervalos: umidade — 8,42 a 11,37%, 2,59 a 5,19% e 95,20 a
98,88% ; proteinas - 32,44 a 44,10%, 33,01 a 56,85%, 1,13 a 3,95% e 43,68 a
78,74%, para GS, FS, LS e farinha desengordurada, respectivamente, lipidios -
19,84 a 23,23%, 20,62 a 23,46% e 0,69 a 2,03%, para GS, FS e LS,
respectivamente; cinzas - 3,67 a 5,23%, 4,26 a 5,46% e 0,09 a 0,54%, para GS, FS
e LS, respectivamente; carboidratos - 18,81% a 33,06%, 9,59 a 37,36% e zero a
1,76%, para GS, FS e LS, respectivamente; e valor calérico total - 432,14 a 459,49
Kcal, 464,14 a 486,08 Kcal e 13,93 a 25,88 Kcal, para GS, FS e LS,
respectivamente. Observou-se que o teor de proteina da FS um lote ndo atendeu o
preconizado pela legislacdo brasileira vigente, enquanto para LS dois lotes
atenderam a legislacado Os resultados de CFT dos GS, FS e LS variaram de 9,04 a
17,95 mg EAG; 15,33 a 18,72 mg EAG e 14,36 a 22,47 mg EAG, respectivamente.
Tais resultados estdo de acordo com o observado na literatura. A analise
microscopica e quimica se mostrou eficiente ferramenta de controle de qualidade de
alimentos com baixo custo frente a outras técnicas. Os padroes estabelecidos neste
estudo vem atender a necessidade e a caréncia observada em relagdo a materiais
de referéncia para controle de qualidade de soja e seus derivados.



ABSTRACT

Organic Soy Flour and Obtaining and Soy Milk: Microscopic Evaluation,
Chemistry and Histochemistry

Soybean (Glycine max L.), is an important member of the Fabaceae, not only
for its economic importance, but also for the high levels of proteins and lipids, with
further substances of interest to various groups of polyphenols. Populations of Asian
countries are the largest consumers of soybeans and derived products and on these
populations have been observed low incidence of diseases like cancer, heart disease
and obesity. The control of food makes use of methods such as microscopic
analysis, may help not only to identity and certify materials as also permit the
recognition of adulterations and contaminations. The aims of present work was
microscopic, histochemical and chemical avaliation of organic soybeans, soy flour
and soymilk. It has being used 20 samples of organic soybeans used on analysis of
the grains and production of flour and soy milk. Codes were established for the
materials analyzed: soybean - GS, soy flour - FS, soy milk - LS, they were numbered
1-20 according to the received samples and analysis were performed on the
microscopic appearance, histochemical tests, studies of chemical composition and
content of total phenols (CTF). In the anatomical analysis important elements were
identified in the tegument such as macrosclereids and osteoesclereids. These cells
were also found in flour, contributing to the establishment of standards for the
product. The histochemical analysis, through the sudan IV test, revealed the
presence of lipophilic substances and the absence of starch in all samples of grain,
"milk" and soy flour. Phenolic substances and reducing sugars were identified only in
the grains. The analysis of chemical composition of the samples revealed the
following ranges: moisture - 8.42 to 11.37%, 2.59 to 5.19% and 95.20 to 98.88%,
protein - 32, 44 to 44.10%, 33.01 to 56.85%, 1.13 to 3.95% and 43.68 to 78.74% for
GS, FS, LS and defatted flour, respectively. fat - 19.84 to 23.23%, 20.62 to 23.46%
and 0.69 to 2.03% for GS, FS and LS, respectively; ash - 3.67 to 5 23% 4.26 to
5.46% and 0.09 to 0.54% for GS, FS and LS, respectively, carbohydrates - 18.81 to
33.06%, 9.59 to 37.36% and zero to 1.76% for GS, FS and LS, respectively, and total
caloric value - 432.14 to 459.49 Kcal, 464.14 to 486.08 kcal and 13.93 to 25.88 kcal,
for GS, FS and LS, respectively. It was observed that only a sample of FS showed no
proteins levels within the parameter settings of the current legislation in Brazil. Only
two samples of LS have proteins levels in accordance with Brazilian legislation. The
results of the CFT GS, FS and LS ranged from 9.04 to 17.95 mg EAG, EAG 15.33 to
18.72 mg and 14.36 to 22.47 mg EAG, respectively. These results are consistent
with the literature. The microscopic and chemistry analysis are efficient tools to
control the quality of foods with low cost when compared to other techniques. The
standards established in this study may be used as a material for quality control of
soy and its derivatives.
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1. INTRODUCAO

1.1 Soja
1.1.1 Familia Fabaceae (leguminosae)

A familia Fabaceae, pertencente a ordem Leguminosae, dispde de
representantes em todo mundo. E uma das maiores familias de Angiospermas,
composta em média por 650 géneros e 18000 espécies, sendo encontrados no
Brasil aproximadamente 200 géneros e 1500 espécies (Souza e Lorenzi, 2005).

A diversidade da familia tem como consequéncia 0 emprego expressivo de
diversas espécies, nos mais variados campos econdmicos como alimentacio
humana e animal, adubacdo verde, ornamentacdo, extracdo madeireira. Na
alimentacao se destacam feijao (Phaseolus vulgaris L.) que tem amplo emprego na
culinéria brasileira, soja (Glycine max L.), amendoim (Arachis hypogaea L.), ervilha
(Pisum sativum L.), tremocgo (Lupinus spp.), grao de bico (Cicer arientinum L.) e
tamarindo (Tamarindus indica L.). A associagdo de algumas espécies com bactérias
fixadoras de nitrogénio (Rhizobium) sustenta a adubacao verde onde se destacam
comercialmente feijao-guandu (Cajanus cajan L.), crotalaria (Crotalaria spp.), lablab
(Lablab purpureus L.) e alfafa (Medicago sativa L.), entre outros (Souza e Lorenzi,
2005).

Nos ultimos anos se tem explorado a presenca de substancias de interesse
nao-nutricional, ou seja, que apresentam atividade fisiolégica distinta da nutricdo. A
soja e seus derivados em geral sdo estudados por suas fungbes nutricionais e nao-

nutricionais (Moraes e Colla, 2006).
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1.1.2 Historico

A soja (Glycine max L.) é uma planta pertencente a familia Fabaceae, sendo
uma das mais importantes oleaginosas cultivadas e comercializadas no mundo,
devido principalmente a sua grande importancia na economia (Rizzini e Mors, 1995;
Toledo et al., 2007). O gréo in natura e seus derivados sdo importante alternativa
para alimentacdo humana e animal em funcdo de seu elevado teor de proteinas
(Toledo et al., 2007).

A soja surgiu como importante nutriente em meados do primeiro milénio e tem
sido cultivada na China ha séculos, por mais de 5000 anos. Sua espécime mais
antiga, a soja selvagem, crescia principalmente nas terras baixas e Umidas, nas
proximidades dos lagos e rios da China Central. Ha trés mil anos a soja se espalhou
pela Asia, onde comecou a ser utilizada como alimento (Embrapa Soja, 2008).
Somente no século XVIII pesquisadores europeus iniciaram estudos do grao da soja
como fonte de dleo e nutriente animal (Messina, Messina e Serchell, 1994) e no
inicio do século XX passou a ser cultivada comercialmente nos Estados Unidos. No
periodo entre a 12 e a 22 Guerras Mundiais, a necessidade de aumentar o
fornecimento de alimentos de qualidade protéica estimulou o uso de alternativas
como a soja na alimentacao das tropas (Brum et al., 2005).

No Brasil, 0 grdo chegou com os primeiros imigrantes japoneses em 1908,
mas foi introduzida em larga escala no Rio Grande do Sul em 1914. Porém, a
expansao da soja no Brasil aconteceu nos anos 70, com o interesse crescente da

industria de 6leo e demanda do mercado internacional (BRASIL, 2008).
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1.1.3 Aspectos Nutricionais

O consumo de soja pelas populagcdes orientais ao longo dos séculos esta
associado a beneficios reconhecidos a saude. A ocorréncia de doengas como
problemas cardiacos, cancer, sintomas da menopausa, excesso de peso, entre
outras, é baixa e atribui-se este fato ao alto consumo de soja por essas populacdes
(IMeN, 2007). Os japoneses, por exemplo, consomem cerca de 55 gramas de
proteina de soja por dia. Nos Estados Unidos, o consumo médio é de 5 gramas por
dia (IMeN, 2007).

O Japao e outros paises orientais utilizam, ha séculos, soja fermentada na
alimentacdo e, verifica-se, um crescente consumo desta leguminosa e de seus
derivados como alimento funcional em paises europeus e nos Estados Unidos (Park
et al., 2002). No Brasil o seu consumo vem sendo bastante estimulado (Carrao-
Panizzi, 2006).

A soja, com uma composicao quimica diversificada € considerada um
alimento completo fornecedor de proteinas, acidos graxos saturados e insaturados,
algumas vitaminas, além de possuir compostos polifendlicos, como as isoflavonas

(Avila et al., 2007).

1.2 Expressdao Econémica
1.2.1 Economia

O Japéao consome grande parte da producdo mundial de soja em funcéo de
sua escassez de area para cultivo. Os Estados Unidos sao responsaveis por 50%
dessa producéo, representando uma importante atividade econémica para o pais.
No Brasil, sdo produzidos cerca de 30% da producdo mundial, sendo o segundo

maior produtor do mundo (BRASIL, 2008), seguido pela Argentina com 10% e
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demais paises da América do Sul e Africa (Stevens e Stevens, 1995). Em 2006/2007
a producao brasileira de soja atingiu seu maior patamar histérico, 58.391,8 mil

toneladas colhidas (CONAB, 2008).

1.2.2 Produtividade

No territorio brasileiro a cultura de soja ocupa o terceiro lugar em area
cultivada com 1,48 milhdo ha, de acordo com os dados do sétimo levantamento do
ano de 2010 realizado pela CONAB. Com destaque para o crescimento de 6,8% o
maior observado dentre as demais culturas, seguida pelo milho com 3,0% de

crescimento em area cultivada (CONAB, 2008).

1.2.3 Derivados

O grao da soja da origem a produtos e subprodutos utilizados atualmente pela
agroindustria de alimentos e industria quimica. A proteina de soja, importante
subproduto, € incorporada em varios produtos comestiveis, tais como para
panificacdo, massas, produtos de carne, cereais, misturas preparadas, bebidas,
alimentacao para bebés e alimentos dietéticos. Também, utilizada pela industria de
adesivos, indumentaria, alimentacdo animal, adubos, formulador de espumas,
fabricacdo de fibra, etc (Embrapa Soja, 2008). Além da soja em graos, sao
comercializadas também as farinhas de soja, concentrados e isolados de soja, 6leo
de soja, soja texturizada, alimentos fermentados como miso, shoyo, tempeh, tofu, o
extrato de soja ou “leite” de soja (comercializado em varios sabores), além de outros
produtos.

Trindade (2001) apresentou os produtos e subprodutos derivados de soja,

como observado a sequir.
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- “Leite” de soja: produto obtido a partir da emulsdo aquosa resultante da
hidratacdo dos graos de soja, convenientemente limpos, seguido de processamento
tecnologico adequado, adicionado ou ndo de ingredientes opcionais permitidos,
podendo ser submetido a desidratacdo, total ou parcial. Extratos hidrossolluveis,
“leite” liquido e em pd, constitui fonte de proteinas e podem ser usados como
alimento ou como ingredientes para a elaboracéo de alimentos.

De acordo com Kinsella (1984) a auséncia de lactose faz do “leite” de soja
uma bebida alternativa para as pessoas intolerantes a esse carboidrato.

- Farinha de soja: pode possuir na sua composi¢ao a fracao lipidica do grao
ou ser produzida apds extracao do 6leo. O processo produtivo incorpora técnicas de
maceracao e separacao por meio de peneiras industriais. Na composi¢ao nutricional
da farinha de soja podemos alcancar até 50% de participacao protéica. A industria
alimenticia, principalmente de panificacao, incorpora o uso da farinha de soja como
fortificante nutricional. Observa-se também seu uso na composicdo de cremes em
forma de pé ou mesmo na industria de embutidos (Trindade, 2001).

- Fibra: preferencialmente do tipo soluvel (30%), é extraida apdés maceracao
do grado. Existe larga utilizagdo na dietoterapia e na industria alimenticia. A moderna
terapia nutricional preconiza a utilizacdo de suplementos nutricionais,
preferencialmente enriquecidos com fibras. Varios trabalhos conduzem para a
validacéo clinica de incrementar a participacdo da fibra soluvel em relacdo ao tipo
insolavel (Trindade, 2001).

Segundo Stevens e Stevens (1995) as fibras solUveis da soja auxiliam na
diminuicédo do colesterol e das concentragdes de agucar no sangue, podendo auxiliar
no controle de diabetes tipo 2. As insolluveis auxiliam nas fungdes gastrintestinais,

além de prevenirem o aparecimento do cancer de célon.
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- Oleo de soja: composto lipidico extraido do produto macerado e que
representam 18 a 20% da composicao nutricional da soja, sendo que encontramos a
predominancia de poliinsaturados (58%), monoinsaturados (23%) e pouca
participacao de saturados (15%). O éleo de soja amplamente utilizado na inddstria
alimenticia, na dietoterapia hospitalar e no consumo domiciliar, possui alta
concentracao de acidos graxos linoléicos (51%) (Trindade, 2001).

- Produtos protéicos: podem ser caracterizados como: concentrados protéicos
ou proteina isolada de soja. No método de producdo do concentrado protéico
obtemos 60% de proteinas, ja no isolado protéico, a participacao de proteinas pode
atingir 90%. A proteina de soja pode ser utilizada como incremento funcional aos
alimentos ou participar como principal nutriente de alimentos comerciais. Nesse
caso, a industria atua incorporando sabores e formatagdes comerciais (Trindade,

2001).

1.3 Beneficios a Saude

Estudos experimentais e epidemioldégicos sobre a relagcdo entre habitos
alimentares e risco de doencas crénicas mostraram que alguns alimentos tém um
impacto direto na saude. Geralmente é aceito que alimentos derivados de plantas
como vinho, frutas, nozes, vegetais, graos, legumes, temperos etc, apresentem
alguns efeitos benéficos para a saude humana, particularmente em doencas
relacionadas a idade. Varias organizagdes de saude no mundo recomendam o
aumento na ingestao de alimentos derivados de plantas para melhorar o estado de
saude e retardar o desenvolvimento destas doencas (Brandi, 1997; Espin, Garcia-

Conesa e Tomas-Barberan, 2007).
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A capacidade de alguns alimentos derivados de plantas para reduzir o risco
de doencas crbnicas foi associada, pelo menos em parte, a ocorréncia de
metabdlitos secundarios nao-nutrientes (fitoquimicos) sendo apresentada uma
ampla gama de atividades biolégicas. Os fitoquimicos presentes na dieta estao
associados a beneficios para a saude, incluindo os glicosinolatos (compostos
contendo enxofre), terpendides (carotendides, monoterpenos, e fitesterdides) e
varios grupos de polifendis (antocianinas, flavonas, flavonéides, isoflavonas, taninos
etc), associados na prevencao de doencas degenerativas cronicas (oxidacao de LDL
em desenvolvimento de placa de ateroma, oxidacdo de DNA e cancer, oxidacao e

envelhecimento, inflamacao etc) (Espin, Garcia-Conesa e Tomas-Barberan, 2007).

1.4 Alimentos Funcionais
1.4.1 Definicao

Um alimento pode ser considerado funcional se for demonstrado que o
mesmo pode afetar beneficamente uma ou mais funcbes alvo no corpo, além de
possuir os adequados efeitos nutricionais, de maneira que seja tanto relevante para
o bem-estar e a saude quanto para a reducao do risco de uma doenca. Os alimentos
funcionais sao alimentos que provém a oportunidade de combinar produtos
comestiveis de alta flexibilidade com moléculas biologicamente ativas, como
estratégia para consistentemente corrigir distirbios metabdlicos, resultando em
reducao dos riscos de doencas e manutencao da saude (Moraes e Colla, 2006).

O termo “alimento funcional” foi instituido pela primeira vez no Japao, na
década de 1980, em meio a implementacdo de uma politica de melhoria da

qualidade de vida a fim de reduzir os gastos com saude (Badaré et al., 2009). Porém
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nao ha uma definicdo oficial. Existem definicbes restritas a determinadas regides,
como a da FUFOSE, na Uniao Européia, que define que:

“Um alimento pode ser considerado como funcional se for satisfatoriamente
demonstrado que afete beneficamente uma ou mais fungdes no corpo, além de seu
efeito nutricional adequado, de maneira relevante, para ou melhorar o nivel de saude
e bem-estar e/ou reduzir o risco de doenca. Um alimento funcional deve continuar
sendo um alimento e deve demonstrar os seus efeitos em quantidades que possam
normalmente ser ingeridas na dieta: ndo é uma pilula ou uma cépsula, mas parte do
padrao alimentar normal” (FUFOSE, 1999).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil, 1999a, 1999b) permite que
um alimento seja classificado e comercializado como funcional caso este obtenha
alegacoes aprovadas e define alimento funcional como:

“Alimento funcional é todo aquele alimento ou ingrediente que
além das fungdes nutricionais basicas, quando consumido como
parte da dieta usual, produz efeitos metabdlicos e/ou fisiol6gicos
e/ou efeitos benéficos a saude, devendo ser seguro para consumo
sem supervisao médica” (Brasil, 1999a).

A instituicdo ainda aprova as seguintes alegag¢des para soja: “0 consumo
diario de no minimo 25g de proteina de soja pode ajudar a reduzir o colesterol”, e
que:

“os dizeres de rotulagem e o material publicitario dos produtos
a base de soja nao podem veicular qualquer alegagao em fungéao das
isoflavonas, seja de contetudo (“contém”), funcional, de saude e

terapéutica (prevencao, tratamento e cura de doencas)” (Brasil,
1999b).

Nos Ultimos anos, muitos componentes bioativos de alimentos foram
comercializados na forma de produtos farmacéuticos, como: pilulas, capsulas,
solucdes, géis, licores, pds, granulados etc. Estes componentes bioativos sao
extraidos de alimentos ou de plantas enriquecidos para um beneficio fisiolégico cuja

funcéo foi diretamente ou indiretamente atribuida. Estes produtos ndo podem ser
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classificados como alimentos, mas como Nutracéuticos, que sao ingredientes
funcionais isolados e consumidos sob diferentes formas, dadas pela industria

farmacéutica (Moraes e Colla, 2006).

1.5 Alimentos Organicos

O crescimento da industria de alimentos absorvendo novas tendéncias, como
a cultura orgéanica, e a preocupacao do consumidor em buscar produtos de melhor
qualidade tem trazido novos produtos ao mercado. A soja organica vem sendo
incorporada a dieta do consumidor brasileiro tanto pelos que buscam, quanto pelos
que nao buscam o selo de certificacdo do alimento. O programa Pr6-Orgénico foi
implementado no Brasil intencionado a fortalecer o produtor de alimentos organicos

e aumentar a oferta desses alimentos (Planeta Organico, 2010).

1.5.1 Definicao

A Federacao Internacional de Movimento de Agricultura Organica (IFOAM,
2006) estabelece o conceito de agricultura organica definindo como aquela que
envolve sistemas de producao de fazenda que:

- sustente a saude de terras, plantas, animais e as pessoas;

-.confie em sistemas ecoldgicos para conservar recursos € mantenha

equilibrio natural;

- construa relagdes justas que respondam pelos custos social e ambiental; e

- que a produtividade, a longo prazo, preserve o ambiente (Sheng, 2009).
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1.5.2 Expressdo econémica

O mercado de alimentos organicos se tornou um setor em crescimento frente
a economias agricolas no mundo, motivados pela preocupacdo do consumidor com
a qualidade da alimentacdo, o que resultou, em 2007, uma area total de cultivo

organico mundial de 30,5 milhdes ha (Chen, 2007; Kledal et al., 2007; Sheng, 2009).

1.6 Polifendis
1.6.1 Espécies Reativas de Oxigénio

Radicais livres sdo atomos, moléculas ou ions com elétrons livres de
instabilidade elétrica muito grande que apresentam elevada reatividade e se ligam a
qualquer estrutura que esteja ao alcance de sua forca de atracdo. Quando esse
evento ocorre no organismo sdo desencadeadas reacdes de lesdo celular,
provocando diversas doencas, como cancer. A formacao de Radicais Livres pelo
organismo em condi¢cées normais € inevitavel, pois sdo necessarios no processo de
respiracao celular (Halliwell e Gutteridge, 1989; Kuss, 2005).

EROs sao espécies reativas de oxigénio, substrato da respiragdo celular
aerbbia, onde radicais formados com oxigénio apresentam um elétron livre. A
formacao dos EROs se da primeiramente pelo radical superéxido (Oze-), que pode
ser dismutado em peroxido de hidrogénio (H2O.) ou mesmo através de acéo
catalitica, pela atuagdo da enzima superdxido dismutase (SOD). No organismo
existem duas SODs principais, a CuZnSOD localizada no citoplasma, contendo
Cobre-Zinco na mesma molécula, e MnSOD localizada na mitocondria, contendo
Manganés. A importancia da SOD é retratada pelo fato de ser a enzima mais
abundante e a quinta proteina mais abundante do organismo (Halliwell e Gutteridge,

1989; Kuss, 2005).



Existem diversos EROs, o superdxido (O, ) pode ser considerada a primeira
espécie toxica da cadeia de reacao de espécies radicais. A figura 1 esquematiza a
formagdo de EROs. As vitaminas do complexo B, vitamina C e beta caroteno séao
antioxidantes, reduzem os radicais livres eliminando o efeito téxico dessas espécies

(Kuss, 2005).

2% an% Fe+2
Oy O™ (Superdxido)
S0D @niCu ou Mn)
b
HeOz o
(Perdxido de
Ndmgéniu)
GSH - Peroxidase Cat(Fe)
I
Halo + GE-5G H20 + 17204
Fe +2
95% a 98%
de + 4H OH" (Radical Hidroxila)
l Vitamina C e E
H,O Beta Caroteno

Figura 1: Formagédo das EROS. Legenda: SOD — Superdxido dismutase; Cat —
Catalase; 02._ — Superoxido; O2 — Oxigénio; GSSH — Glutationa Oxidada; GSH -
Glutationa Peroxidase; H,O — Agua; OH+ — Radical Hidroxila; GSH — Gilutationa
Reduzida; e H,O, — Peré6xido de Hidrogénio.

(Fonte: Kuss, 2005).

1.6.2 Polifendis e Antioxidantes

Os compostos fendlicos sdao potentes antioxidantes, podendo agir como
redutores de oxigénio singleto, atuando nas reacdes de oxidacao lipidica, assim
como na quelacdo de metais. Antioxidantes sdo substancias que retardam a

velocidade da oxidacao, através de um ou mais mecanismos, tais como inibicdo de
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radicais livres e complexagédo de metais (Duarte-Almeida et al., 2006). As isoflavonas
sdao compostos fendlicos, comumente encontrados em soja e derivados, que
apresentam atividade antioxidante relacionadas a reducao do risco de aterosclerose
e diabetes (Zhuo et al., 2004; McVeigh et al., 2006; Kumar et al., 2010).

Em alimentacdo humana e animal, polifendis de origem vegetal podem atuar
como antioxidantes, reduzindo o risco de aterosclerose e doenga coronéria.
Malenc’ic” et al. (2007), observaram diferentes concentragcdes de polifendis em
varios gendtipos de soja. Seus resultados sugerem que o conteltdo de polifendis
deve ser considerado uma caracteristica importante nos graos de soja, uma vez que
alguns dos seus efeitos nutritivos e farmacolégicos podem ser atribuidos a sua
presenca. Sgarbieri, Pacheco, 1999; Williamson, Manach, 2005; Arts, Hollman, 2005
e Pimentel, Francki, Golliicke, 2005 apud Pontes et al. 2010 observaram além da

acao antioxidante, acoes anticarcinogénica e antiviral.

1.6.3 Flavondides

A veiculagao de informacdes sobre qualidade e propriedades de interesse de
alguns produtos e alimentos tem dado sustentagdo as tendéncias de mercado. Esse
tipo de propagacao de informagdo apontou a soja como um alimento rico em
isoflavonas, polifendis e € considerado por alguns autores como um dos principais
responsaveis pela qualidade de vida das populagdes orientais (Wuttke, Jarry e
Seidlova-Wuttke, 2007)

Os compostos da familia dos polifendis estdo presentes entre os metabdlitos
secundarios de vegetais, muito abundantes no reino vegetal e em varios alimentos,

como a soja (Simdes et al., 2005; t-BOC-L, 2010).
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Cederroth e Nef (2009) revisando a literatura descreveram uma gama de
efeitos benéficos ao organismo atribuidos ao consumo de soja, como redug¢éo no
indice de massa corporal de mulheres na pés-menopausa, reducao da concentracao
plasmatica de LDL e colesterol total, reducdo de peso de obesos, do indice de
massa corporal.

Sao conhecidos mais de 4200 flavondides que se apresentam frequentemente
oxigenados e na maioria dos casos conjugados com acucares, na forma glicosilada.
Os flavonodides sdo encontrados em diversas formas estruturais, sua maioria
apresenta 15 atomos de carbono, possuem um nucleo fundamental, constituido de
dois anéis aromaticos ("A" e "B") ligados através de trés atomos de carbono, figura
02. Nos compostos triciclicos se observa a presenca de um terceiro anel "C", de
cinco ou seis membros posicionado entre os anéis aromaticos "A" e "B" (Simbes et

al., 2004).
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Figura 02: Estrutura quimica dos principais tipos de flavonéides.
(Gazzoni, 2010)

Sao classificados de acordo com as caracteristicas quimicas e biossintéticas,
em chalconas, flavonois, flavonas, dihidroflavonéides (flavanonas e flavanondis),
antocianidinas, isoflavonoides, auronas, neoflavondides, biflavondéides, entre outros

(t-BOC-L, 2010).
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Isoflavondides possuem como esqueleto estrutural a 1,2-difenil-propano,
figura 03. Sao de ocorréncia quase exclusiva da familia das Fabaceae -
(Leguminosae). Apresentam uma diversidade estrutural importante, como:
isoflavonas, isoflavononas, isoflavenos e 3-aril-cumarinas; e também estruturas
ciclicas como: os pterocarpanos e 0os cumestamos. Sao biossintetisados, como os

demais flavonoides, via chalconas (t-BOC-L, 2010).

2
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O

Figura 03: Estrutura quimica geral de isoflavondide.
Wikilingue, 2010.

Os flavondides toleram bem altas temperaturas e podem ser submetidos a
temperaturas elevadas, como o cozimento, sem perder suas fung¢des biologicas (-

BOC-L, 2010), apontadas anteriormente.

1.7 Microscopia
1.7.1 Avaliacao Microscdpica e Histoquimica

O estudo das estruturas dos alimentos tem uma longa histéria. Desde os
primeiros experimentos com o uso de do microscopio optico no século XVII cientistas
tém analisado o aspecto microscopico dos alimentos. Hassall e Clayton (1909, apud
James, 2009) apresentaram trabalho pioneiro para a microscopia alimentar com
diagramas de alimentos de origem vegetal e animal que tinham grande aplicacédo
para avaliagdo de adulteracbes e contaminantes. Dentre as caracteristicas do

alimento que podem ser afetadas pela estrutura é possivel observar influéncia sobre



as propriedades de transferéncia de massa, em funcao da ampla escala de variacao
de dimensao dos constituintes dos alimentos, que varia entre alguns nanémetros a
cerca de 100um, € observada através de reflexos observados nas propriedades
fisicas, reoldgicas e nos atributos texturais. O valor nutritivo € outra caracteristica do
alimento que pode ser profundamente influenciada pela estrutura, e esta diretamente
relacionado a pesquisa de alteragcdo dos habitos alimentares e consumo de
“nutracéuticos” que se tornam mais populares (James, 2009).

Segundo AAFM (1992, apud Sanches, 2001) os métodos de observacao das
caracteristicas externas e celulares possibilitam a identificacdo e avaliacao
microscépica de ingredientes ou sua presenca em misturas. A observacdo das
caracteristicas externas é mais usada por requerer pouca preparagdo da amostra e
depender basicamente do analista e sua capacidade de identificar os constituintes,
pela suas caracteristicas (forma, cor, tamanho da particula, textura, dureza, brilho,
odor, sabor etc). Ja a analise microscopica depende do conhecimento das estruturas
celulares de tecidos animais e vegetais. Esses métodos tem aplicacado

independente, apesar de sua combinacao apresentar melhores resultados.

A identificacdo e confirmacao da presenca de ingredientes, aditivos nao
nutrientes, contaminacbes e adulteracbes, nem sempre sdo possiveis de serem
efetuadas com a simples visualizacao através do microscépio estereoscédpico. O
estudo anatdbmico e o emprego de provas quimicas qualitativas ajudam o
microscopista nesta tarefa e sdo aplicaveis a varios compostos organicos e
inorganicos. Estas provas envolvem a reacdo de uma pequena quantidade de
amostra com um reagente, de maneira a formar um complexo com cor caracteristica,

possivel de ser observado ao microscépio (Bellaver, 2007). Estas técnicas podem
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ser aplicadas no controle de qualidade de alimentos desde que haja padrbes de
referéncia.

Face aos avancos tecnolégicos na ciéncia dos alimentos, tanto nos aspectos
toxicolégico como de identidade e qualidade, tornam-se imperativas a necessidade
da modernizagdo e a continua atualizagdo dos métodos de analise (IAL, 2005). A
incorporagcdo de técnicas como a microscopia Optica, pelos beneficios que
apresenta, se revela ferramenta habil no controle de qualidade de alimentos como a
soja.

Embora diversos autores abordem aspectos anatdémicos da soja (Souza,
2001; Ma et al, 2004; Costa et al, 2005) o estabelecimento de padrdes
microscépicos para o grao de soja e seus produtos derivados € até onde se sabe

inexistente.

1.8 Legislacao

A finalidade institucional da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria é
promover a protecdo da saude da populacao por intermédio do controle sanitario da
producdo e da comercializacdo de produtos e servicos submetidos a vigilancia
sanitaria, inclusive dos ambientes, dos processos, dos insumos e das tecnologias a
eles relacionados.

Na regulamentacdo do setor de alimentos foi instituida uma legislagdo de
boas praticas de fabricacdo, controle de contaminantes, registro de alimentos. A
seguir estao discriminadas as leis correlacionadas aos temas abordados neste
trabalho (ANVISA, 2010).

- Resolucado - RDC n? 275, de 21 de outubro de 2002

Essa Resolugéo foi desenvolvida com o propédsito de atualizar a legislagdo geral,
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introduzindo o controle continuo das BPF e os Procedimentos Operacionais
Padronizados, além de promover a harmonizacao das acdes de inspecao sanitaria

- Portaria SVS/MS n® 326, de 30 de julho de 1997
Baseada no Cddigo Internacional Recomendado de Praticas: Principios Gerais de
Higiene dos Alimentos CAC/VOL. A, Ed. 2 (1985), do Codex Alimentarius, e
harmonizada no Mercosul, essa Portaria estabelece os requisitos gerais sobre as
condicbes higiénico-sanitarias e de Boas Praticas de Fabricacdo para
estabelecimentos produtores/industrializadores de alimentos.

Os alimentos com Soja - Resolugdao - RDC n® 273, de 22 de setembro de
2005 e Resolugao - RDC n? 91, de 18 de outubro de 2000.

Os alimentos com Alegacdes de Propriedades Funcionais e ou de Saude no
Rétulo, sao regidos pelas Resolucao n® 19/1999 e Resolucao n® 18/1999.

E a resolucédo - RDC n° 175, de 8 de julho de 2003 dispde sobre as Matérias

Macroscopicas e Microscopicas Prejudiciais a Saude Humana.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo a analise microscépica, histoquimica e

quimica de grao, farinha integral e “leite” de soja através de ferramentas, como a

microscopia Optica e a pertinente analise da composicao quimica destes produtos.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar as caracteristicas macroscopicas e microscépicas dos graos de soja.
Proceder a andlise quimica (composicao centesimal e conteudo total de
polifendis) dos graos de soja.

Obter farinha a partir dos gréos de soja.

Avaliar as caracteristicas microscépicas e histoquimicas da farinha obtida a
partir dos graos de soja.

Proceder a andlise quimica (composicao centesimal e conteudo total de
polifendis) da farinha obtida a partir dos graos de soja.

Obter “leite” de soja liquido a partir dos graos de soja.

Avaliar as caracteristicas microscoépicas e histoquimicas do “leite” obtido.
Proceder a analise quimica (composicdo centesimal e conteudo total de

polifendis) do “leite” obtido.
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3. METODOLOGIA

3.1 Soja
Foram adquiridas na fase inicial deste estudo amostras de soja convencional

e organica a fim de se selecionar a amostra mais representativa para as analises.

3.1.1 Soja Convencional

As amostras de soja convencional foram obtidas em comércio na regiao
metropolitana do Rio de Janeiro, entre novembro de 2007 e junho de 2008. As
amostras A e B foram obtidas em supermercado local, acondicionadas em
embalagens de polietiieno com conteudo de 500 gramas, dentro do prazo de
validade estipulado pelo fabricante. As amostras C e D foram adquiridas em
comércio varejista, embaladas no local, com conteldo médio de 1 Kg, sem que

houvesse alusdo a prazo de validade do produto.

3.1.2 Soja Orgéanica

As amostras de soja orgéanica certificada foram doadas pela empresa
EcoBras, perfazendo 20 lotes, de cerca de 2 Kg cada referentes as safras
2007/2008 e 2008/2009, no periodo contido entre novembro de 2008 e marco de

2010.

Os dados da certificacdo das cultivares empregadas:
- Cultivar: BRS 258 Lote numeracao: safra 2007/2008 (Anexo 01)
- Lote: LI-4N Safra 2008/2009 (Anexo 02)

- Lote: LI-3N Safra 2008/2009 (Anexo 03)
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3.2 Reagentes
Todos os reagentes e solventes em grau analitico foram adquiridos das

marcas Merck, Vetec e Sigma Aldrich.

3.3 Amostragem/Selecao dos Graos

A selecdao da amostra de soja a ser estudada se baseou na analise
morfoldgica de cinco amostras obtidas em comércio na cidade do Rio de Janeiro.
Dentre as cinco, uma das amostras era de soja organica, certificada

Para o desenvolvimento deste estudo se definiu trabalhar com vinte lotes de
soja organica, obtidos regularmente, codificados como grao de soja — GS; farinha

integral de soja - FS; e “leite” de soja - LS, numerados de 1 a 20.

3.4 Preparo das Amostras para as Andlises

Os graos de soja orgéanica recebidos foram escolhidos através de analise
macroscopica com remocao de graos defeituosos, partidos e escurecidos, bem
como galhos, folhas e pedras, quando presentes.

Cerca de 100,00 g de graos selecionados foram secos em estufa ventilada a
55 °C por duas horas (adaptado de Franca e Ayala, 2009). Apés esse periodo os
graos foram triturados em processador — PiclLic, marca Arno, tamisados para
uniformizagdo da granulometria em tamiz - tyler 28 e armazenados em duas
condicOes distintas. A fracdo destinada a determinacdo da composi¢ao centesimal,
cerca de 50,00 g, foi armazenada em frasco de vidro, identificado, sob temperatura
ambiente até o momento das andlises. E a fracdo destinada a determinacdao do
conteudo total de fendlicos — CTF, cerca de 10,00 g, foi armazenada em tubo falcon

de 50 mL, congelada e armazenada a -4 °C, até o momento da analise.
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Os graos integros destinados a andlise microscopica e histoquimica —
deteccao de substancias lipofilicas, agUcares redutores e amido foram reidratados

em solucao de etanol 50% e glicerina (3:1) (Krauss, 1997).

3.5 Obtencao da Farinha de Soja Integral Orgéanica

A partir dos graos selecionados, cerca de 100 gramas de graos foram secos
em estufa ventilada a 55 °C por duas horas. Apds esse periodo os graos foram
triturados em processador — PicLic, marca Arno, tamisados para uniformizagao da
granulometria em tamiz - tyler 28. O produto obtido retornou a estufa ventilada a 55
°C por 24h (Franca e Ayala, 2009), tempo necessario para obtencao de uma farinha
com aproximadamente 5 % de umidade.

A farinha obtida foi armazenada em duas condicbes distintas. A fracao
destinada a determinagdo da composicao centesimal foi armazenada em frasco de
vidro identificado e mantido sob temperatura ambiente para analise posterior. A
fracdo destinada a determinagédo do Conteudo Total de Fendlicos (CTF) e analises
microscépica e histoquimica, foi armazenada em tubo falcon —de 50 mL, congelada

e armazenada a -4 °C, até o momento das analises.

3.6 Obtencao do “Leite” de Soja Organica

Os graos de soja foram submetidos a pré-tratamento e processamento para
obtencédo do “leite” de soja para trabalho. Os graos foram escolhidos através de
analise macroscopica com remocao de graos defeituosos, partidos, escurecidos e
parasitados, bem como galhos, folhas e pedras, quando presentes.

Apébs serem escolhidos, cerca de 115 gramas dos gréos selecionados foram

submersos até volume final de 600 mL em agua destilada, para hidratacdo a 55 °C
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por uma hora. Apos a hidratacao, os graos foram lavados e pesados, tendo atingido
cerca de 230 gramas. Foram pesados 225 gramas de soja hidratada, transferidos
para o cesto do equipamento, maquina de fazer leite de soja, marca Acqua. Foram
adicionados 1,5 litros de agua potavel filtrada no copo do equipamento.
Posteriormente, o cesto contendo os graos hidratados foi acoplado ao motor, que
por fim foi encaixado no copo do equipamento. Ap6s 23 minutos de processo,
ebulicao e trituracao dos graos e posterior filtragdo, obteve-se o extrato hidrossoluvel
denominado “leite” de soja (Oliveira, 2007).

O “leite” obtido também foi armazenado em duas condi¢gdes distintas. A fracéo
destinada a determinagdo da composicao centesimal foi armazenada em frasco de
vidro identificado e mantido sob refrigeracdo até o momento das analises, que
ocorreram no maximo trés dias apds sua obtencdo. A fracdo destinada a
determinacao do CTF e analises microscépica e histoquimica, aproximadamente 3
porcdes de 25 mL, foram armazenadas em tubos falcon de 50 mL vedadas com
Parafilm®, liofilizadas, embaladas em sacos plasticos proprios para alimentos e

armazenadas a -4 °C, até o momento das analises.

3.7 Analise Microscopica

O estudo morfolégico e anatdmico foi desenvolvido com amostras de graos de
soja organica integros imersos em mistura de etanol 50% e glicerina (3:1). Para os
estudos anatémicos, as amostras foram submetidas a cortes transversais a mao livre
e corados com azul de astra (C. I. ndo indicado) e safranina (C. |. 50240) (Bukatsch,
1972) para facilitar a visualizacdo dos diferentes tecidos e identifica-los com base,

também na natureza das paredes celulares (Kraus,1997).
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3.8 Analise Histoquimica

Para a deteccao de lignina, substancias lipofilicas, aglUcares, amido e
substancias fendlicas, os graos foram seccionados a mao livre, por intermédio de
uma lamina. O “leite” congelado a -4°C foi submetido ao processo de liofilizacao e a
farinha foi reduzida a p6 mais fino por trituracdo em gral com pistilo, por cerca de 3
minutos. As sec¢des do grao, o “leite” liofilizado e a farinha foram, entdo, submetidos
a reacdo com o0s reagentes descritos para os seguintes testes histoquimicos,
observados e documentados em microscépio 6ptico acoplado a camera fotografica.

Lignina - foi realizada através da reacao do corte do tegumento com cloreto
de zinco iodado (Jensen, 1942) e floroglucinol acidificado (Sass, 1951).

Amido — foi realizada através da reacao do substrato com o reagente de Lugol
(Jensen, 1942) em material ndo fixado.

Substancias lipofilicas - foi realizada através da reacdo do substrato com
solucao de Sudan IV (Gerlach, 1984).

Acucares redutores - foi realizada através da reagdo do substrato com o
emprego dos reagentes de Fehling (Maclean e lvimey-Cook, 1952).

Substéncias fendlicas - foi realizada através da reacdo do substrato com
solucao de cloreto férrico 10% (Johansen, 1940).

A tabela 01 apresenta os testes aplicados, os reagentes utilizados e a

correlacao de cor para resultados positivos.
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Tabela 01: Testes histoquimicos para detecgdo de substancias de interesse com

identificacdo de resultado

Teste Reagente Positivo - Cor
Cloreto de Zinco lodado Catanho-Dourado
Lignina Floroglucinol acidificado Vermelho-Cereja
Amido Lugol Azul
Subs. Lipofilicas Sudan IV Vermelho intenso
Acucares Redutores Reagentes de Fehling Ferrugem
Subs. Fendlicas Cloreto Férico 10% Castanho escuro

3.9 Analise Quimica
3.9.1 Composicao Centesimal
A andlise quimica empregou técnicas descritas pelo Instituto Adolfo Lutz
(2005) e pela ASSOCIATION of OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS (A.O.A.C.,
1995). Foram determinados os teores de umidade, proteina, lipidios, cinzas,
carboidratos e Valor Calérico Total — VCT. Todos os experimentos foram realizados

em triplicata.

Umidade (UM) — determinagado gravimétrica, até peso constante, realizada
pelo método direto em estufa a 105 °C (AOAC, 1995).
Lipidios Totais (LP) - determinacado por extracao etérea — em aparato de

Soxhlet (AOAC,1995), precedida por hidrélise acida (IAL, 2005).

Cinzas (residuo mineral fixo - RMF) - determinagdo gravimétrica, até peso

constante, realizada por via seca em mufla a 550°C (AOAC, 1995; IAL, 2005).



Proteina Bruta (PTN) — a determinacao de proteina bruta foi realizada através
da determinacdo do nitrogénio total da amostra pelo método de Kjeldahl (AOAC,
1995), utilizando o fator 6,25 para conversao em proteina, de acordo com a RDC n°

360 (Brasil, 2005).

Carboidratos Totais (CH) — determinagcédo por calculo de diferenca — Nifext
(nitrogen free extract), corresponde a amostra livre de nitrogénio de acordo com a

RDC n° 360 (Brasil, 2005).

CH % =100 — (UM + LP + PTN + C2) formula 01
Onde,
UM: umidade; CZ: cinzas;
LP: lipidios e PTN: proteinas

Valor Calérico Total (VCT) - foi calculado utilizando-se as médias aritméticas
dos teores de carboidratos, proteinas e lipidios, utilizando os fatores de conversao
de Atwater: 4 Kcal/g para proteinas, 4Kcal/g para carboidratos e 9 Kcal/g para

lipidios, de acordo com a RDC n° 360 (Brasil, 2005).

VCT = PTN*4 + CH*4 + LP*9 formula 02

39



3.9.2 Conteudo Total de Fendlicos (CTF)

O CTF foi determinado por método espectrofotométrico empregando o
reagente Folin-Ciocalteu (Kumar, 2010).

A extracao da fracdo de compostos fendlicos foi realizada pela maceracao,
em frasco plastico (beckman) de 250 mL envolto em papel aluminio para proteger da
fotoxidacao, de cerca de 10 gramas de cada amostra (grao triturado, farinha integral
e “leite”) com 100 mL de solucdo de acetona aquosa 70 %, a temperatura ambiente,
sob abrigo da luz (armario fechado), no periodo de 12 a 16 horas. Apds esse
periodo as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm, por 10 minutos, o
sobrenadante foi recolhido em frasco ambar. O precipitado foi ressuspenso com 50
mL de solugdo de acetona aquosa 70 %, novamente centrifugado a 3000 rpm, por
10 minutos, o sobrenadante foi adicionado ao anteriormente recolhido em frasco
ambar, segundo Velioglu (1998), com modificacoes.

Os precipitados foram desprezados. Apds a evaporagdo da acetona em
evaporador-rotatério, a 50 °C, a fase aquosa resultante foi transferida para baldo de
100 mL e avolumada com agua destilada, sendo mantida a -4 °C, até o momento da
analise. Para definicdo da aliquota de trabalho foram testadas aliquotas de 50, 125,
250 e 375 pL, sendo observada maior repetibilidade nas leituras aliquota de 250 pL.

As andlises foram realizadas em triplicata, para cada extrato de cada lote de
cada produto. Em tubo de ensaio foram adicionados a 250 yL de solugéo-trabalho,
500 uL do reagente Folin-Ciocalteu (2 N), 3,75 mL de agua destilada e 500 yL de
solugdo de carbonato de sodio 20%. As amostras foram homogeneizadas em
agitador Vortex, protegidas da luz com papel aluminio e armazenadas a temperatura

ambiente. Apds 30 minutos, foi realizada a medida da absorbéancia em comprimento
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de onda de 700nm em espectrofotébmetro UV mini 1240 UV-vis Spectrophotometer
Shimadzu.

A curva de calibracao foi elaborada utilizando o acido galico como padréo.
Solugdes nas concentracdes 10, 25, 50, 125, 250 e 500 pyg/ mL foram preparadas
em agua destilada, protegidas da fotoxidacdo e as absorvancias medidas para
construgao da curva, no programa Excel®.

O conteudo total de polifendis foi calculado em equivalentes de acido galico

(EAG) utilizando a equacao da reta obtida na curva de calibracéo.

3.10 Analise Estatistica

Os resultados das analises quimicas obtidos a partir das amostras de graos,
“leite” e farinhas dos lotes, em estudo, foram submetidos ao calculo de média,
desvio-padrao, coeficiente de variacdo e anadlise de variancia, utilizando funcéao
especifica do programa Microsoft Office Excel, versdao 2003, da Microsoft
Corporation. Para comparagcdo de médias com significancia de 5%, empregou-se o
teste ANOVA (two-way) com realizacao de teste de Bonferroni como pés-teste,

utilizando o programa GraphPad Prism, versao 4.03, 2005.
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4. RESULTADOS e DISCUSSAO

4.1 Selecao da amostra de soja
Apl6s a analise microscopica das amostras onde ndo foram observadas diferencas

morfoldgicas significativas, foi selecionada a soja organica.

Figura 4: Grao de soja convencional. A) Corte transversal do tegumento de graos de
soja com macroesclereides, osteoesclereides e parénquima. B) Regido interna do

cotilédone com feixe vascular central

4.2 Caracterizacao da morfologia externa de graos de soja e derivados

Os graos de soja organica (Fig. 5 A-C) apresentaram formato elipséide, com
tegumento de coloracdo bege a amarelo claro e presenca de hilo amarelo
acinzentado eliptico com cerca de 1mm de comprimento. Apds remocédo do
tegumento, foi possivel identificar os cotilédones e o embrido (Fig. 5D). As
caracteristicas observadas se mantiveram constantes na morfologia externa dos
graos de soja.

A farinha integral de soja (Fig 6 A e B) apresentou aspecto granuloso e
coloragao bege amarelada similar a dos graos in natura. O “leite” de soja (Fig 6 C e

D) apresenta coloragdo amarelo clara e aspecto floculado e delicado.



As sementes de soja sao classificadas como unitegumentadas, por terem seu
revestimento constituido apenas pela testa, fato comum em espécies da familia a
Fabaceae (Leguminosae). A presenca de hilo também é comum as espécies da
familia (Beltrati e Paoli, 2006).

Nao foram encontrados registros bibliograficos que apresentem dados para
caracterizagao macroscopica ou microscépica de farinha ou “leite” de soja. Embora a
analise microscépica e a histoquimica sejam frequentemente realizadas para
caracterizagdo e controle de qualidade de amidos, farinhas e féculas de diversas
origens, como arroz, batata, milho ou trigo (Oliveira e Akisue, 2009), o presente
trabalho constitui registro de carater pioneiro na avaliagcdo e analise dos caracteres

morfolégicos peculiares e quimicos para analise de farinha e “leite” de soja.

4.3 Caracterizacao anatémica dos grdaos de soja organica.

O corte transversal dos graos dos diferentes lotes mostrou estrutura
anatdbmica similar a registrada por Esau (1977) para Glicine max. O tegumento
(Figura 7) é formado por distintas camadas celulares. Externamente é observada
uma camada de epiderme com células em palicada com paredes espessas. Abaixo
desta, situa-se uma camada constituida por células colunares com paredes
espessas, seguida por numero variavel de camadas parenquimaticas com células de
tamanhos e formatos variaveis e uma camada de endosperma que apresenta

células colapsadas.
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Figura 5: Graos de soja organica — Aspectos da morfologia externa. A - Graos de
soja in natura do lote 1 (GS1). B — Detalhe dos grdos GS1 exibindo variagdes na
forma e tamanho. C — Detalhe de grao GS1. Notar o hilo (seta). D — Grao de soja
apos hidratagdo e remocgao do tegumento exibindo os cotilédones (C) e o embrido

().
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Figura 6: Farinha e “leite” de soja organica — Aspectos gerais da morfologia. A —
Farinha (FS1). B - Detalhe do aspecto de FS1. C — “Leite” de soja (LS1). D — Detalhe
do aspecto de LS1.
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A estrutura do tegumento observada nos lotes analisados & muito similar
aquela descrita na literatura em trabalhos como os de Silva (2003), Ma et al. (2004),
Menezes et al. (2009). As referéncias acima citadas mostram que a camada externa
em palicada € constituida por macroesclereides e a camada subjacente é formada
por osteoesclereides. A presenca de tais tecidos garante a protecao do embrido e
tera grande influéncia na permeabilidade de agua para hidratacao e germinacao das
sementes (Cavariani et al., 2009; Ma et al., 2004).

Na figura 7 é possivel observar amostras da grande variacdo encontrada na
espessura dos tegumentos entre os diferentes lotes analisados. A diferenca na
espessura em tegumentos de sementes de soja ja foi reportada por Mertz et al.
(2009) para diferentes genoétipos com diferencas na coloragdao do tegumento e por
Cavariani et al. (2009) para cultivares de soja provenientes de diferentes localidades.
As amostras analisadas no presente trabalho eram oriundas de diferentes
localidades, mostrando similaridade com os padrdes reportados na literatura.

A estrutura observada no tegumento dos graos de soja faz com que as
sementes sejam classificadas como testais pela presenca de epiderme rigida
(Beltrati e Paoli, 2006). Os autores ressaltam que tal caracteristica esta associada a
frequente lignificacdo desta e de outras camadas do tegumento de sementes de
diferentes espécies vegetais. Miller et al. (1999) e Miller et al. (2010) descrevem a
ontogénese das camadas do tegumento de soja, ressaltando a importancia da
lignificacdo das macroesclereides e osteoesclereides para a protecao do embrido.
Ma et al. (2004) e Silva et al. (2008) reforcam o papel da lignificagdo nos processos
de hidratacdo da semente, de germinacdo do grdo e viabilidade de graos

armazenados.
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Figura 7: Cortes transversais dos tegumentos de graos de soja orgéanica. A - GS3; B
— GS4; C - GS7; D - GS12; E - GS14 ; F — GS15. Me — macroesclereides; Oe —
osteoesclereides; P — parénquiima; En — Endosperma.
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Os dados obtidos com o uso da dupla coloracdo para observacoes
anatdbmicas apontam para a provavel lignificacdo das duas camadas mais externas
do tegumento. Na figura 7, tais camadas aparecem com coloracdo vermelha,
mostrando a maior afinidade pela safranina, fato comum em células com paredes
lignificadas. Resultado similar foi registrado por Menezes et al. (2009) com o uso dos
mesmos corantes. No entanto, deve-se ressaltar que tais corantes n&o sao
usualmente empregados para deteccao de lignina em testes histoquimicos, uma vez
que nao ha especificidade na coloracdo. Substancias de natureza lipofilica, como
cutina, suberina, dentre outras, e alguns grupos de substancias fendlicas também
apresentam maior afinidade pela safranina. Na figura 8 sdo exibidos os resultados
obtidos nos testes histoquimicos realizados com floroglucinol acidificado (Fig. 8A e
8B) e com cloreto de zinco iodado (Fig 8C e 8D). Tais testes revelaram presenca de
lignina apenas na regidao do hilo e as demais regides do tegumento ndo exibiram
lignificacdo. Os resultados dos testes foram considerados inconclusivos, sendo
necessaria a realizacdo de novos testes com diferentes reagentes para melhor
avaliacao dos resultados obtidos.

O corte transversal dos grédos na regido dos cotilédones revelou a presenca
de epiderme uniestratificada na face externa com células quadrangulares a elipticas
revestidas por cuticula espessa (Fig 9A). Na face interna dos cotilédones (Fig 9B)
observou-se que a epiderme apresenta células de contorno quadrangular e tamanho
menor que as da face externa. Abaixo da epiderme sdo observadas duas camadas
de células em palicada em todo o contorno do cotilédone (Fig 9A — D) e abaixo
destas, preenchendo todo o cotilédone, foi observado parénquima de reserva
formado por células de formatos e tamanhos variaveis, mais alongadas na regiao

periférica. Por toda a regido do cotilédone foram observadas unidades vasculares
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Figura 8: Testes para deteccdo de lignina nos tegumentos de grdos de soja. A —
Corte transversal na regiao do hilo com floroglucinol acidificado. B - Corte transversal
no tegumento com floroglucinol acidificado. C— Corte transversal na regido do hilo
com cloreto de zinco iodado. D - Corte transversal no tegumento com com cloreto de
zinco iodado



colaterais (Fig 9C e 9D). A estrutura observada nos cotilédones dos lotes analisados
foi bastante uniforme entre as amostras e mostrou-se similar a descrita por Esau
(1977), revelando certa constancia para diferentes exemplares de Glicine max. A
maior parte dos trabalhos envolvendo microscopia de graos de soja esta relacionada
a ontogénese dos graos e as alteracbes metabolicas dos mesmos (llarslan et al.,
1997; Chen et al., 1998; llarslan, Palmer e Horner, 2001) ou dedicam-se a estrutura
dos tegumentos, o que reforca a afirmacdo de uniformidade na estrutura dos

cotilédones quando observados em microscopia optica.

4.4 Caracterizacao microscopica da farinha e do “leite” de soja organica

As amostras obtidas de farinha de soja revelaram certa uniformidade quanto
aos elementos mais marcantes presentes nos lotes observados. Como a farinha é
obtida pela trituracdo do grao, sdo comuns a presenca de fragmentos do tegumento,
tanto pedacos da epiderme composta por macroesclereides quanto por
osteoesclereides isoladas ou ainda presas a fragmentos de outras partes da testa
(Fig 10 A-F). Outros elementos bastante comuns nas amostras analisadas sao
aglomerados de tecidos parenquimaticos dos cotilédones (Fig 10C e 10E).

A andlise de materiais pulverizados € bastante relevante, sendo fator
primordial para caracterizacdo de matérias-primas vegetais. Na Farmacopéia
Brasileira (FB, 2000) as monografias de espécies vegetais contam com a
caracterizagcao microscopica do pé das drogas como ferramenta para identificacdo
das mesmas. A microscopia alimentar tem na analise de materiais pulverizados um
fator primordial para o controle de qualidade, com a observagdo de caracteres
anatdmicos marcantes para o reconhecimento de adulteragcbes e busca de

contaminantes (Jorge, 2000). Na farinha de soja a estrutura do tegumento mostrou

50



D ARSI R
‘"i A R

‘5,,.7! il a"z_[
i i/l ._sj‘g”:c-

A v g
F RS r G
il

¥
-

Figura 9: Corte transversal dos cotilédones de grdos de soja organica. A — Regiao
periférica do cotilédone de GS2. B - Regido mediana do grdo exibendo os dois
cotilédones de GS3. C - Regido interna do cotilédone de GS1. D - Regido interna do
cotilédone de GS11.



Figura 10: Aspecto microscopico de amostras de farinha de soja orgéanica. A — FS1;
B-FS2;C~FS11;D-FS14; E~FS15;F-FS16
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Figura 11: Aspecto microscopico de amostras de “leite” de soja organica. A—LS1; B
—LS4;C-LS11;D-LS13; E-LS15; F-LS18.
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ser elemento fundamental para o reconhecimento das amostras. No grao de soja
maduro ndo sao encontrados outros parametros anatémicos marcantes nos
cotilédones como cristais. Segundo llarslan et al.,1997 e llarslan et al., 2001, os
cristais de oxalato de calcio sdo observados durante o desenvolvimento dos graos,
desaparecendo na maturidade. Os autores sugerem que o calcio seria utilizado na
maturagdo do embrido em desenvolvimento, por isso ndo seriam mais observados
quando a semente ja esta pronta para iniciar sua germinagao.

A analise microscopica do “leite” (Fig 11 A - F) revelou certa uniformidade
entre as diferentes amostras, com a formacdo de fragmentos angulosos,
frequentemente de contorno triangular. Em todas as amostras analisadas fica clara a
auséncia de elementos celulares, devido ao processo de obtencdo do “leite”. Desse
modo, o exame dos “leites” ao microscépio deve estar mais relacionado a busca de
elementos estranhos e contaminantes, auxiliando na avaliacdo da pureza das
amostras do que na busca de estruturas anatbmicas que possam auxiliar na

caracterizacao dos mesmos.

4.5 Analise histoquimica

A tabela 2 aponta os resultados obtidos nos testes histoquimicos realizados
para os graos de soja, farinha e “leite”.

Na figura 12 podem ser observados resultados obtidos nos testes para
deteccdo de substancias lipofilicas nos trés materiais analisados. O resultado
positivo, coloracao vermelha, para o grao, farinha e “leite” reforca o uso da soja para
obtencédo de éleo. Apesar do “leite” de soja ser hidrossoluvel, seu processo de
obtencao ocorre sob altas temperaturas, fato que justifica a presenca de substancias

lipofilicas, mesmo dentre os baixos teores observados na analise quimica. Miller et
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al. (1999) aponta que o armazenamento de substancias lipofilicas ocorre durante o
desenvolvimento da semente. O acumulo de proteinas e substancias lipofilicas em
sementes de leguminosas é comentado por Beltrati e Paoli (2006), uma vez que, nas
espécies desta familia, o endosperma é consumido nos primeiros estagios de
desenvolvimento do embrido e os cotilédones passam a armazenar nutrientes para a
germinacgao das sementes. Os resultados do presente trabalho ajudam a corroborar
tais informacdes.

Na figura 13 podem ser observados os resultados para deteccao de agucares
redutores e na figura 14, os resultados obtidos para deteccdo de amido. Ambos 0s
testes mostraram resultados negativos, o que esta de acordo com o observado por
Chen et al. (1998) durante a ontogénese dos grdaos de soja. Segundo os autores,
durante o desenvolvimento dos graos, carboidratos acumulados nos primeiros

estagios de formacgao das sementes seriam consumidos na maturacao do embrido.

Portanto, como os graos de soja utilizados para consumo sdo sementes
maduras, a auséncia de tais substancias ou sua ocorréncia muito discreta seria

plenamente justificada.
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Figura 12: Analise histoquimica — teste para deteccao de substancias lipofilicas. A)

GS18, B) GS19 C) FGS01, D) FGS10, E) LS05 e F) LS06.
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Figura 13: Analise histoquimica — teste para deteccdo de acucares redutores. A)

GS03, B) GS05, C) FGS01, D) FGS18, E) LS03 e F) LS08.
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Figura 14: Andlise histoquimica — teste para deteccao de amido. A) GS03, B) GS05,

C) FGS02, D) FGS10, E) LS07 e F) LS08.
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Figura 15: Analise histoquimica — teste para detecgédo de substancias fendlicas.

GS03, B) GS06, C) FGS02, D) FGS10, E) LS01 e F) LS07.

A)
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Na figura 15 sdo observados os resultados obtidos nos testes para deteccao

de substancias fendlicas. Nota-se resultado positivo nas diferentes amostras, fato

que corrobora os resultados observados na analise quimica.

Tabela 2: Avaliacdo de parametros histoquimicos de amostras de grao, “leite” e
farinha de soja.

Parametros Histoquimicos

Grao “Leite” Farinha
Lotes SL AR SF Amido SL AR SF Amido SL AR SF Amido
1 +++  + ++ - +++ - - - +++ - -
2 44+ o+ ++ - +++ - - - +++ - -
3 +++ + ++ - +++ - - - +++ - -
4  +4++ 4+ ++ - +++ - - - +++ - -
5 +++ + ++ - +++ - - - +++ - -
6 +++ + ++ - +++ - - - +++ - -
7  +++ + ++ - +++ - - - +++ - -
8 4+++ + ++ - +++ - - - +++ - -
9  +++ 4+ ++ - +++ - - - +++ - -
10 +++ + ++ - +++ - - - +++ - -
11 +++ + + - +++ - - - +++ - -
12 ++4+ + ++ - +++ - - - +++ - -
13 +++ + ++ - +++ - - - +++ - -
14  +++ + ++ - +++ - - - +++ - -
15 +++ + ++ - +++ - - - +++ - -
16 +++ + ++ - +++ - - - +++ - -
17  +++ + ++ - +++ - - - +++ - -
18 +++ + ++ - +++ - - - +++ - -
19 +++ + ++ - +H++ - - - +++ - -
20 +++ - ++ - +++ - - +++ - -

Legenda: SL - substancias lipofilicas; AR - acucares redutores; SF - substancias
fendlicas; + - presente; - - ausente; a quantidade de + remete a intensidade do

resultado.
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4.5 Andlise Quimica
4.5.1 Composicao Centesimal
Os resultados da andlise quimico-centesimal dos lotes de soja e seus
produtos sao ilustrados nos Graficos de 01 a 06 e nas Tabelas 02, 03 e 04,
encontradas nos anexos.
Na avaliacdo da composicao centesimal dos graos de soja organica, da
farinha integral e do “leite” de soja sdo apresentadas as médias observadas entre os

lotes para cada parametro avaliado.
Teor de Umidade
120 -
100 |

80 -

—e—Gréo
60 -

Teor (%)

—m— Farinha
"Leite"

40 -

20 -

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Lotes

Gréfico 1: Teor de umidade nos lotes avaliados de grao, farinha integral e “leite” de
soja.

Na avaliacdo do teor de umidade, representada no Grafico 01, sao
observadas médias e erro-padrao das amostras analisadas.

Os teores de umidade observados nos 20 lotes analisados para os graos de
soja encontram-se entre 8,42% + 0,42 (lote 17) a 11,37% % 1,21 (lote 09), para a
farinha integral de soja, entre 2,59% + 0,22 (lote 13) a 5,19% = 0,27 (lote 07) e para

o “leite” de soja entre 95,20% + 0,02 (lote 07) a 98,88% = 0,04 (lote 09).
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Os teores de lipidios, Grafico 2, observados nos 20 lotes analisados para os
graos encontram-se entre 19,84% + 1,26 (lote 11) a 23,23% £ 0,10 (lote 15), para a
farinha integral de soja, entre 20,62% + 1,19 (lote 07) a 23,46% + 0,27 (lote 03) e

para o “leite” de soja entre 0,69% = 0,02 (lote 14) a 2,03% = 0,26 (lote 04).

Teor de Lipidios

25 -

20 - : : lé' :
SR —e—Gréo
é 10 | —s— Farinha
|_

"Leite”
5
0 '-\'-\"\ T \'-\"\'-\'-\..:\'-\"\"\==\==\"\'-\"\r=\"\

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Lotes

Gréfico 2: Teor de lipidios nos lotes avaliados de grao, farinha integral e “leite” de
soja.

Os teores de proteinas, Grafico 3, observados nos 20 lotes analisados para
0s graos encontram-se entre 32,44% + 0,45 (lote 17) a 44,10% * 2,25 (lote 20), para
a farinha integral de soja, entre 33,01% = 0,39 (lote 04) a 56,85% + 1,71 (lote 20),
para o “leite” de soja entre 1,13% = 0,02 (lote 16) a 3,95% = 0,04 (lote 06) e para a
farinha integral de soja em b. s. d., entre 43,68% * 0,68 (lote 04) a 78,74% + 2,42

(lote 20).

62



Teor de Proteinas
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Gréfico 3: Teor de proteinas nos lotes avaliados de grao, farinha integral, “leite” e

farinha integral de soja, em b.s.d.

Os teores de cinzas, Grafico 4, observados nos 20 lotes analisados para os
graos encontram-se entre 3,67% + 0,06 (lote 05) a 5,23% = 0,06 (lote 17), para a
farinha integral de soja, entre 4,26% + 0,17 (lote 12) a 5,46% = 0,06 (lote 16) e para

o “leite” de soja entre 0,09% + 0,01 (lote 15) a 0,54% £ 0,11 (lote 05).
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Gréfico 4: Teor de cinzas nos lotes avaliados de grao, farinha integral e “leite” de

soja.
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Os teores de carboidratos, Grafico 5, observados nos 20 lotes analisados
para os graos encontram-se entre 18,81% + 2,31 (lote 20) a 33,06% = 0,62 (lote 17),
para a farinha integral de soja, entre 9,59% = 1,35 (lote 20) a 37,36% + 0,62 (lote 04)

e para o “leite” de soja entre 0,00% + 0,32 (lote 06) a 1,76% * 0,28 (lote 07).

Teor de Carboidratos

o5 | —e—Gréo
—m— Farinha
"Leite"

Teor (%)
N
o
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-5 1 p4 ] 4 O o / o Y 10 11 12 15 14 15 Tb 1/ 1o 19 20U
Lotes

Gréfico 5: Teor de carboidratos nos lotes avaliados de grao, farinha integral e “leite”
de soja.

O valor calérico total, Grafico 6, observado nos 20 lotes analisados para os
graos encontram-se entre 432,14% + 5,41 (lote 01) a 459,49% * 0,62 (lote 15), para
a farinha integral de soja, entre 464,14% * 4,20 (lote 07) a 486,08% = 0,45 (lote 06)

e para o “leite” de soja entre 13,93% + 0,10 (lote 16) a 25,88% + 0,54 (lote 06).
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Gréfico 6: Teor de valor calérico total nos lotes avaliados de gréo, farinha integral e

“leite” de soja.

Nas tabelas 4, 5 e 6, nos anexos, verifica-se a baixa dispersdo dos valores
das ftriplicatas de cada lote analisado pelo coeficiente de variagdo (CV), para os
parametros umidade, lipidios, proteinas, cinzas, carboidratos e valor calérico total,
com valores abaixo de 15% (Vieira, 1991) indicando a repetibilidade das anélises
realizadas.

Na avaliacédo estatistica do teor de umidade de grao de soja, tabela 4, foram
verificadas diferencgas significativas, onde o lote 01 difere dos lotes 10, 11, 12 e 17
(p<0,05). Para a farinha integral de soja, tabela 5, ndo se observou diferenga
significativa entre os lotes analisados. Entretanto, no ‘“leite” de soja, tabela 6,
observou-se diferengas significativas, onde o lote 09 difere dos lotes 02, 05, 06 e 07
(p<0,05).

Para o teor de lipidios dos grdos de soja, tabela 4, a andlise estatistica
revelou diferencas significativas, o lote 15 diferiu do lotes 01 e 11 (p<0,01) e o lote

11 do lote 09 (p<0,05). A farinha integral de soja, tabela 5, o lote 03 diferiu



significativamente do lote 9 (p<0,05) e o lote 07, dos lotes 03, 06, 14, 15 e (p<0,05).
O “leite” de soja, tabela 6, ndo apresentou diferencas significativas entre os lotes.

Na determinacdo do teor de proteinas dos graos de soja, tabela 4, a analise
estatistica nao revelou diferencas significativas. Na farinha integral de soja, tabela 5,
observa-se diferencas significativas (p<0,05), onde o lote 20 diferiu de todos os
demais lotes. Em relacdo ao ‘“leite” de soja, tabela 6, ndo foram observadas
diferengas significativas entre os lotes analisados. E, de acordo com as exigéncias
da legislacao vigente (Brasil, 2005) o teor de proteinas da farinha integral de soja foi
calculado em base seca e desengordurada e apresentado na tabela 7, onde o lote
20 diferiu de todos os demais lotes significativamente (p<0,01).

No teor de cinzas dos gréos de soja, tabela 4, o lote 03 diferiu dos lotes 01,
02, 06, 12, 15, 19 e 20 (p<0,05); de 16 e 18 (p<0,01) e de 03 e 17 (p<0,001)
significativamente. Para a farinha integral de soja, tabela 5, a analise estatistica
revelou diferengas significativas, onde o lote 16 diferiu de 09 e 12 (p<0,05) e lote 12
difere de 16, 18 e 19 (p<0,05). Entretanto para o “leite” de soja, tabela 6, ndo houve
diferengas significativas entre os lotes analisados.

Para o teor de carboidratos dos grdos de soja, tabela 4, observaram-se
diferencas significativas, onde o lote 02 diferiu do 17(p<0,05), e do lote 20 diferiu do
17 (p<0,05) e do 18 (p<0,01). Na farinha integral de soja, tabela 5, o lote 20 diferiu
significativamente de 01 a 10, de 12 a 17 e 19 (p<0,001) e de 11 e 18 (p<0,05).
Contudo para o “leite” de soja, tabela 6, a andlise nao revelou diferengas
significativas entre os lotes.

Para o valor calérico total dos gréos de soja, tabela 4, o lote 01 diferiu de 10,
12, 13, 14, 16, 17 e 18 (p<0,05), de 04, 05 e 08(p<0,01) e de 15 (p<0,001)

significativamente. Na farinha integral de soja, tabela 5, o lote 07 difere
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significativamente de 03, 11, 13 e 14 (p<0,05), 06 e 15(p<0,01) e lote 09 difere de 06
e 15 (p<0,05). E para o “leite” de soja, tabela 6, ndo se observou diferencas

significativas entre os lotes.

O teor de umidade implica diretamente na qualidade do produto que esta ao
alcance do consumidor. Quando elevado favorece a disseminacao de doencas de
natureza fungica (Bayer e Da Costa, 2006), implica em fermentacao e pode reduzir o
tempo de prateleira.

Os teores de umidade dos graos de soja corroboram o observado por Ciabotti
et al. (2006), que verificaram 9,59%, para soja comum, ou seja, sem processamento
e por Calderano et al. (2010) que encontraram 9,33%, para grdao de soja com enzima
inativada. Na farinha integral de soja os teores encontrados 2,59% a 5,19% foram
inferiores ao observado por Calderano et al. (2010) 7,00%, sendo seu estudo
realizado com farinha de soja com baixo teor de gordura. Possivelmente esse maior
valor encontrado pelo autor se deve ao baixo teor de gordura da farinha analisada. O
“leite” de soja obtido apresentou teores proximos ao encontrado por Oliveira (2007),
95,68%, e maiores que os observados por Rosenthal (2003), Ciabotti et al. (2006) e

Felberg et al.(2009), 93,81%, 93,70% e 89,58%, respectivamente.

A fracao lipidica dos alimentos tem impacto sobre as propriedades fisico-
quimicas e reolégicas desses alimentos ou ingredientes. Sun ef al. (2010)
observaram algumas alteragdes nessas propriedades em farinha de trigo
desengordurada como aumento da velocidade de escoamento, clareamento da cor,
necessidade de maior aquecimento para incorporacdo da agua ao amido e mais
agua para formagdo e desenvolvimento de massa e sua rede de proteina. Os

autores também observaram, que a farinha desengordurada tinha uma melhor
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capacidade de suportar a tensdo de cisalhamento mecanico e uma melhor
estabilidade ao cozinhar, quando comparada com a amostra nao tratada.

Os lipidios detectados na analise histoquimica foram ratificados na analise
quimica de grao, “leite” e farinha integral de soja. Os teores de lipidios observados
neste estudo para os graos de soja, 19,84% a 23,23%, refletem um alto percentual,
ja esperado, quando comparado a outras oleaginosas e cereais, como aveia (Avena
sativa) que apresenta teores médios de 3 a 11% e alguns cultivares com mais de
18% de lipidios (Frey e Holland, 1999; Banas et al., 2007). Resultado similar com
graos de soja no presente estudo foi verificado por Felberg et al. (2009), 19,87% e
maior que o encontrado por Ciabotti et al. (2006) 15,74%. Ressalta-se que esses
autores trabalharam com soja descascada. Banas et al. (2007) observaram em
graos de aveia a distribuicdo de grande quantidade de substancias lipidicas no
endosperma da semente, o que também foi observado na analise histoquimica dos
grédos de soja analisados. As variacbes de teor de lipidios encontradas
correspondem, entre outros fatores, ao metabolismo lipidico das sementes, no qual
as reservas energéticas sdo consumidas gradativamente (Neuberger et al., 2008), a
fim de preservar o embrido (Banas, 2007). As substancias lipofilicas observadas na
analise histoquimica evidenciam o percentual de lipidios encontrado na analise
quimica da farinha integral de soja. Entretanto, observa-se na literatura o perfil
quimico correlacionado ao emprego de farinha de soja desengordurada (Dhingra e
Jood, 2001; Barbosa et al.,, 2006; Hegde et al., 2009; Calderano et al., 2010). O
“leite” de soja obtido apresentou teor lipidico semelhante aos encontrados por
Oliveira (2007), Felberg et al. (2009), Rosenthal et al. (2003) e Ciabotti et al. (2006),

1,15 %, 2,31%, 1,53% e 1,62%, respectivamente.
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A padronizacdo, pela legislacdo, dos teores de proteinas nos alimentos é
fundamental para a manutencdo da saude da populagdo. A desnutricdo protéica é
responsavel por diversos problemas metabdlicos e inibicdo do crescimento (Edozien
e Switzer, 1978; Prasad, 1991; Barker et al., 1993; Yayha e Millward, 1994; Cameron
e Eshelman, 1996; Amaya-Guerra, Alanis-Guzman e Saldivar, 2004). Amaya-
Guerra, Alanis-Guzman e Saldivar (2004) observaram maior taxa de aproveitamento
da proteina consumida, aumento da taxa de gravidez, maior nimero de filhotes e
maior taxa de sobrevivéncia, em animais alimentados com ragao enriquecida com

soja.

Na literatura sdo encontradas, em funcdo das alegacdes de saude, a
recomendagdo de consumo de cerca de 25 g de proteina de soja e 50 mg de
isoflavonas por dia (BRASIL, 2003, Messina & Messina, 2003; Potter et al., 2007;).
Dada a importancia da proteina de soja Karki et al. (2010) aperfeicoaram a técnica
de extracdo associando as técnicas ultrassom e microscopia de varredura.

O teor de proteinas de grdo de soja, neste estudo, estd de acordo com o
encontrado por Ciabotti et al. (2006), 32,77%, e por Felberg et al. (2009), 42,62%,
apesar dos autores terem empregado soja descascada. Os lotes de farinha integral
de soja analisados apresentaram teores de proteina compativeis com a legislacédo
vigente (Brasil, 2005), que dispde sobre produtos protéicos de origem vegetal e fixa
para farinha de soja desengordurada em base seca (N x 6,25) o valor minimo de
45,09/100 g. Os teores de proteina de farinha de soja apresentados na Tabela 5 séo
referentes a base seca desengordurada. Entretanto, verifica-se valor abaixo do
estipulado pela legislacdo no lote 04. Os teores de proteina do “leite” de soja
também sdo regulamentados por legislacdao, que define teor minimo de 3,0%

(9/100g) de proteina. Observa-se que o teor de proteina encontrada no “leite” de
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soja variou entre 1,13 — 3,95%, sendo que somente os lotes 06 (3,95%) e 19
(3,08%) se apresentaram de acordo com o regulamentado (BRASIL, 2005). Esses
resultados se assemelham aos encontrados por Oliveira (2007), 3,08%, Ciabotti et
al. (2006), 3,56% e Felberg et al. (2009), 3,00%. Enquanto as amostras 05 (2,05%),
08 (2,19%) e 20 (2,79%) foram semelhantes ao verificado por Rosenthal et al.
(2003), 2,86%, que também obtiveram “leite” de soja. Segundo Tyug et al. (2010) o
“leite” de soja pode ser classificado, em A e B, fato relacionado ao método de
obtencdo do mesmo, o que reflete no teor de agua. Logo ha uma relacao inversa
entre teor de agua e sélidos totais. Ressalta-se, ainda, que as diferencas
observadas entre os “leites” de soja obtidos, no presente estudo, possivelmente,
podem ser atribuidas as diferencas entre os lotes de soja adquiridos.

O teor de cinzas de grao de soja, no presente trabalho, esta de acordo com o
observado por Ciabotti et al. (2006), Calderano et al. (2010) e Felberg et al. (2009),
3,64%, 4,48% e 5,09%, respectivamente. Na farinha integral de soja o valor
encontrado é considerado baixo quando comparado ao observado por Hegde et al.
(2009) e Calderano et al. (2010), 8,0% e 6,16%, respectivamente, de cinzas.
Contudo seus trabalhos empregaram farinha de soja desengordurada, enquanto no
presente estudo se utilizou farinha integral de soja, o que pode explicar a diferenca
encontrada. Entretanto, resultados semelhantes para o teor de cinzas no “leite” de
soja foram encontrados por Oliveira (2007), Ciabotti et al. (2006), Rosenthal et al.

(2003) e Felberg et al. (2009), 0,19%, 0,30%, 0,27% e 0,57%, respectivamente.

O emprego da determinacdo do teor de carboidratos pelo método de Nifext é
amplamente observado na literatura (Rosenthal et al., 2003; Ciabotti et al., 2006;

Oliveira, 2007 e Felberg et al., 2009). No presente estudo os teores de carboidratos
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no grao de soja se assemelham aos encontrados por Felberg et al. (2009), 32,43% e
por Ciabotti et al. (2006) 30,70%. Para farinha de soja integral, na literatura, ndo sao
observados trabalhos que reportam a composicdo centesimal, porém diversos
autores estudaram o impacto na dieta de farinha de soja desengordurada (Dhingra e
Jood, 2001; Barbosa et al., 2006; Calderano et al., 2010). Neste estudo o teor de
carboidrato no “leite” de soja foi semelhante aqueles encontrados por Oliveira
(2007), Felberg et al. (2009) e Rosenthal et al. (2003), 0,00%, 0,82% e 1,53%,
respectivamente, e menores que os observados por Ciabotti et al. (2006) 4,54%. De
acordo com Vasconcelos et al. (2006) na discussao da qualidade do conteudo de
carboidratos de graos de soja madura os autores afirmam que o mesmo apresenta
vestigios de amido, séo ricas fontes de fibra dietética especial em celulose e
hemicelulose e pobres em lignina.

O “leite” de soja obtido apresentou valor calérico total proximo ao encontrado
por Oliveira (2007), 22,67%, € menores que 0s observados por Rosenthal et al.
(2003), Ciabotti et al. (2006) e Felberg et al. (2009), 31,33%, 40,82% e 50,95%,
respectivamente. Possivelmente esses autores encontraram maiores valores, em
funcédo das diferencas nos teores de proteinas, lipidios e carboidratos observados,
uma vez que o célculo do valor cal6rico total depende destes parametros, conforme

descrito na metodologia.

4.5.2 Conteudo Total de Fendlicos

Entre os &cidos fendlicos mais utilizados como substancia padrdo descritos na
literatura (Wardhani, Vazquez e Pandiella, 2010; Tyug, Prasad e Ismail, 2010;
Malenc’ic” et al., 2007; Singleton e Rossi Jr., 1965) para a determinacado de

substancias fendlicas destaca-se o acido galico.
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Sendo assim, no presente trabalho foi utilizada a curva padrao de acido galico
(Grafico 07), cuja equacao da reta (y = 0,0014x - 0,0242) foi empregada para
obtengédo do conteudo total de fendlicos, como equivalentes de acido gélico (EAG)
(mg de acido galico/g de amostra) nas amostras de grao, farinha integral e “leite” de
soja. Observa-se uma correlacao positiva a partir do coeficiente de determinacao

(R?) entre X e Y no valor de 0,9913.

Curva Acido Galico Regressao Linear.
Y =A+B* X

08
= 071 Parametro Valor
= 061 /
©05
S 04 // A 0,0242
g 03 = B 0,0014
202 ’
<< 0,1 //

0 v T T T T T 2
0 100 200 300 400 500 600 R 0,9913
Concentracao (mcg/ml)

Gréfico 7: Representacao grafica da curva de calibragcao do acido galico.

A partir da equacao da reta e através dos valores de absorbancia obtidos
para as amostras, realizado em triplicata, foi possivel quantificar os teores de
fendlicos totais, expressos na tabela 3. Para quantificacdo dos fendlicos totais os
lotes foram selecionados de forma aleatéria, registrando-se um intervalo de 1 a 3
meses. Cabe ressaltar que a determinagdo do conteudo total de fendlicos foi uma

complementagéo da analise quimica deste estudo.
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Tabela 3: Conteudo total de fendlicos (EAG) de amostras de grao, farinha integral
e “leite” de soja.

CONTEUDO FENOLICO TOTAL
(mg EAG/g amostra)

AMOSTRA GRAO FARINHA “LEITE”
Lote 03 11,66 + 0,08 18,72 + 0,28 22,47 +0,18
Lote 05 9,65 + 0,06 16,22 + 0,51 18,92 + 1,00
Lote 10 9,04 + 0,14 15,33 + 0,56 14,36 + 0,37
Lote 16 17,95+ 0,13 17,27 £ 0,52 16,73 + 0,02
Lote 20 16,56 + 0,17 17,19+ 0,12 17,18+ 0,08

Média de 3 repeticoes £ DP

O conteudo total de fenélico observado nos 5 lotes analisados para os graos
encontram-se entre 9,04% + 0,14 (lote 10) a 17,95% + 0,13 (lote 16), para a farinha
integral de soja, entre 15,33% + 0,17 (lote 10) a 18,72% + 0,28 (lote 03) e para o
“leite” de soja entre 14,36% % 0,37 (lote 10) a 22,47% + 0,18 (lote 03).

Em um estudo empregando 26 produtos de soja Devi et al. (2009)
observaram no grdao de soja valores para CTF entre 15 e 20mgEAG/g amostra,
portanto, relativamente semelhantes aos encontrados neste estudo. Ainda para os
graos de soja, Kumar et al. (2010) encontraram valores CTF entre 0,96 e 5,89 mg de
EAG/g amostra, em 18 cultivares, valores consideravelmente abaixo do observado
no presente estudo. Entretanto, Juan e Chou (2010) avaliando varias solu¢des de
extracdo (metanol 80%, etanol 80%, acetona 80% e agua) observaram teores
distintos CTF 15,94; 17,75; 26,60 e 6,04 mg EAG/g, respectivamente. Sendo,
portanto, o teor de 26,60 mg EAG/g, extracdo em acetona 80%, maior que o
encontrado neste estudo.

Os valores observados por Devi et al. (2009) para farinha integral de soja
foram cerca de 15 mg EAG/g amostra, portanto compativeis com os resultados

apresentados na tabela 6.



As substancias fendlicas detectadas na andlise histoquimica foram ratificadas
pela analise quimica dos graos de soja. Porém as substancias fendlicas nao
puderam ser detectadas na andlise histoquimica em “leite” e farinha integral de soja,
provavelmente em fungdo do processamento sob temperatura (farinha a 55°C/24
horas; e “leite” de soja em ebulicao). Na andlise de “leites” de soja de qualidade
comercial distinta (graus A e B) Tyug et al. (2010) observaram valores para CTF,
1,04 e 0,96 mg EAG/g amostra, menores que 0s encontrados neste estudo (Tabela
6). Entretanto, Devi et al. (2009) encontraram valores entre 5 e 10 mg EAG/g
amostra, portanto menores que os do presente estudo, 14,36 a 22,47 mg EAG/g
amostra. Pode-se atribuir esta diferenca ao método de extracdo empregado pelos
autores, etanol 70 %, 50 °C por 2 horas. Neste estudo o maior valor observado para
“leite” de soja liofilizado, 22,47%, ultrapassou o valor encontrado para grao de soja
por aqueles autores, naquelas condicbes de extracao.

O consumo de polifendis pela populagédo brasileira foi estimado por Faller e
Fialho (2009) em funcdo da disponibilidade regional de frutas e hortalicas, sendo a
maior oferta encontrada na regido sudeste, 53,6%, e a menor na regiao centro-
oeste, 28,2%, e foi considerado baixo apesar de se igualar com o consumo de
outros paises. A incorporacdo de soja e produtos de soja na dieta dos brasileiros

pode contribuir para aumento geral na ingesta de polifendis desta populacao.
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5. CONCLUSAO

A farinha integral e o “leite” de soja foram obtidos a partir dos graos de soja.

Na analise microscopica foi possivel observar no grdo e na farinha integral,
mas nao no “leite” de soja estruturas caracteristicas, como as osteoesclereides, que
sdo estruturas exclusivas de tegumento de grdo de soja. As diferencas observadas
nestas estruturas se limitaram a tamanho, provavelmente em funcao da variabilidade
no tamanho dos graos recebidos.

Na analise histoquimica foram detectadas substancias lipofilicas nas
amostras de GS, FS e LS. Os testes para deteccdao de acucares redutores e
substancias fendlicas sé foram positivos nas amostras de GS. Nao foram detectados
graos de amido em nenhum material analisado.

Os resultados observados na analise quimica de GS, FS e LS forneceram
teores de umidade, proteinas, lipidios, cinzas e carboidratos, bem como o valor
calérico, semelhantes a literatura, resguardando oscilacbes observadas,
provavelmente, em funcao da area de cultivo, época do ano e condicdes climaticas.

A FS apresentou valores de acordo com o preconizado pela legislacao para
proteina, com excecao do lote 04. Ao contrario do LS que apresentou valores
menores que o predito pela legislacao e cuja excegao foram os lotes 06 e 19.

As substancias fendlicas foram detectadas na analise histoquimica e
quantificadas no GS, mas o0 mesmo nao pode ser observado em relagao a FS e LS,
que foram quantificadas, mas nao puderam ser observados na analise histoquimica
provavelmente pelo aquecimento no processo de obtencao desses produtos.

Os padrdes estabelecidos podem atender a necessidade e a caréncia
observada em relacdo a materiais de referéncia para controle de qualidade de soja

farinha integral e “leite” de soja.
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7. Anexo 01

Tabela 4: Avaliacdo da composicdo centesimal de amostras de grédos de soja
com média de 3 repeticoes £ DP, CV (coeficiente de variacao).

| GRAO | Pardmetros Quimicos
Lotes Umidade (%) Lipidios (%) Proteinas (%) Cinzas (%) Carboidratos (%) VCT (Kcal)
12,122 1,1 **19,96a0c + 0,64 35,17a+2,25 *4,79a+0,15 27,96a0c + 2,03 432,142 + 5,41
1 CV 1,01 CV 0,35 CV 0,71 CV 0,35 CV 0,81 CV 0,14
10,64ab +0,71  21,88abca + 0,24 40,942 +2,04 *4,86a + 0,08 *21,68ac + 3,07 447 410 + 194
2 CV 0,74 CvV 0,12 CV 0,56 CV 0,19 CV 1,58 CV 0,05
9,57 +0,27  21,41apcd 0,16 40,562 +1,91 ***520.+0,08 23,25a0c +2,06 447,990 + 1,77
3 CV 0,31 CV 0,08 CV 0,52 CV 0,16 CV 0,98 CV 0,04
9,50a0 +0,84 21,85a0cd +0,61 35,982 +1,15  4,38a + 0,01 28,30a0c +1,29  **453,75b + 6,30
4 CV 0,98 CV 0,31 CV 0,36 CV 0,01 CV 0,51 CV 0,15
10,1520 £0,5 22,23abcd 0,44 35,432 +0,89 +~=3,67 #0,06 28,52a0c +1,42  **455,87b +3,75
5 CV 0,55 CV 0,22 CV 0,28 CV 0,19 CV 0,55 CV 0,09
10,532 +0,87 21,23a0cd 0,45 37,71a+4,36  *4,72.+0,25 25,81abc +4,10  445,17a0 + 4,03
6 CV 0,92 CV 0,23 CV 1,28 CV 0,58 CV 1,76 CV 0,10
10,98a0 +0,24 21,64abcd+ 0,56 38,48a+0,53 4,544 +0,03 24,36apc +0,52  446,12ab + 3,56
7 CV 0,25 CV 0,29 CV 0,15 CV 0,06 CV 0,24 CV 0,09
9,590 +0,46  21,27apcd 0,02 37,70a+1,62 4,33 +0,26 27 11ac £2,10  *450,64a0 + 2,82
8 CV 0,54 CV 0,01 CV 0,48 CV 0,67 CV 0,86 CV 0,04
11,370+ 1,21 *22,41abd 0,29 37,522 +0,21 4,444 +0,1 24 27apc +0,78  448,79ab + 5,50
9 CV 1,19 CV 0,15 CV 0,06 CV 0,25 CV 0,36 CV 0,14
*8,720+0,49  20,94abcd + 0,86 39,722 +1,01  4,44ab 0,04 26,18a0c £0,53  *452,08b 6,08
10 CV 0,62 CV 0,46 CV 0,28 CV 0,10 CV 0,22 CV 0,15
*8,750 +0,46  ***19,84a+126 38,84a +0,48 4,38a +0,06 28,19anc +0,72 446,68ab + 7,71
11 CV 0,59 CV 0,71 CV 0,14 CV 0,14 CV 0,28 CV 0,19
*8,59% +0,44 21,04abcd +0,10 39,892 +055 *4,70a 0,06 25,78abc + 0,91 *452,03b +2,33
12 CV 0,57 CV 0,05 CV 0,15 CV 0,15 CV 0,39 CV 0,06
9,61a0 +0,12  21,58abcd 0,74 36,882 +0,63  4,29ab + 0,64 27,65a0c 0,46  *452,31b +6,18
13 CV 0,14 CV 0,38 CV 0,19 CV 1,65 CV 0,18 CV 0,15
9,936 +0,10  21,87abcd +0,65 35,482 +0,43  4,50ab 0,10 28,22a0c #1,2 *451,610 +2,93
14 CV 0,11 CV 0,33 CV 0,14 CV 0,24 CV 0,47 CV 0,07
9,39 +0,10  **23,23bd +0,10 34,942 +0,23 **4,782+0,02  27,66ac +0,13  ***459,49 + 0,62
15 CV 0,12 CV 0,05 CV 0,07 CV 0,05 CV 0,05 CV 0,02
9,510 +0,67 22,00a0cd +0,73 34,51a+057 **5,05a +0,09 28,94 anc + 1,60 *451,76b + 1,60
16 CV 0,78 CV 0,37 CV 0,18 CV 0,20 CV 0,61 CV 0,04
*8,420 + 0,48  20,85abcd + 0,84 32,442 +0,45 ***5232+0,06 ***33,060+0,62 *449,62 +5,93
17 CV 0,64 CV 0,45 CV 0,15 CV 0,13 CV 0,21 CV 0,15
9,166 +0,20  21,47apcd 0,02 33,892+0,35 **5,122+0,05 *30,36ab + 0,21 *450,23b + 0,82
18 CV 0,25 CV 0,01 CV 0,12 CV 0,10 CV 0,08 CV 0,02
10,1220 +0,04 21,88a0cd 0,07 33,252 +1,48 **5,152+0,05  29,60abc +1,47  448,31ab + 0,61
19 CV 0,05 CV 0,03 CV 0,49 CV 0,11 CV 0,55 CV 0,02
10,27ab +0,03 21,89abcd +0,19 44,102 +2,25 **4,922+059 ***18,81c+231 448,67 +2,05
20 CV 0,03 CV 0,10 CV 0,85 CV 1,34 CV 1,36 CV 0,05

Letras minusculas distintas nas colunas

indicam que os valores diferem

estatisticamente (P<0,05) pelo teste ANOVA two-way, sendo * P<0,05, ** P< 0,01 e
*** P< 0,001.
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8. Anexo 02

média de 3 repeticdes = DP, CV (coeficiente de variacao).

Tabela 5: Média da composicao centesimal de amostras de farinha de soja,

Parametros Quimicos

Carboidratos

Lotes Umidade (%) Lipidios (%) Proteinas (%) Cinzas (%) (%) VCT (Kcal)
3,93:+0,69 21,72abcd 20,19 ***40,872£0,23 5,12a0c £0,36 28,36a0 +0,73 472,37abcd + 2,75
1 CV 1,94 CV 0,09 CV 4,73 CV 0,78 CV 0,29 CV 0,06
4,88: +049 21,91abca £0,82 ***40,91a+3,67 4,80a0c £ 0,03 27,50ab +3,10 470,83avcd + 2,44
2 CV 1,12 CV 0,42 CV 1,00 CV 0,07 CV 1,25 CV 0,06
3,70a £1,13  *23,46ab 0,98 ***38,18a+4,12 5,01abc £0,41 29,66a0 +3,14 *482,48a0d + 1,21
3 CV 3,41 CV 0,47 CV 1,80 CV 0,92 CV 1,18 CV 0,03
3,282 +0,11  21,83abcd +0,24 ***33,012+0,39 4,51abc 0,14 *37,36a 2045 477,99abcd + 1,38
4 CV 0,39 Cv 0,12 CV 0,13 CV 0,34 CV 0,13 CV 0,03
3,07a£0,29 22,29bcd +0,45 ***39,32a+1,82 4,83a0c £0,05 30,490 £1,45 479,86abcd + 3,30
5 CV 1,07 CV 0,23 CVv 0,77 CV 0,11 CV 0,53 CV 0,08
3,00a+0,16  *23,40a0d+ 1,61 ***40,56a +1,61 4,73abc £0,07 28,32a0 +1,73 **486,08a0d + 0,45
6 CV 0,59 CV 0,44 CV 0,44 CV 0,16 CV 0,68 CV 0,01
51924027 *20,62ca 1,19 ***38,84a+1,16 4,55a0c +0,32 30,80a0 +0,56 * **464,11ac + 4,20
7 CV 0,58 CV 0,64 CV 0,33 CV 0,81 CV 0,20 CV 0,10
4,692 £0,76 22,86abcd 2,26 ***39,59a2 +0,56 4,67abc £0,10 28,19ab £2,99 476,84a0cd + 11,53
8 CV 1,81 CV 1,10 CV 0,16 CV 0,25 CV1,18 CV 0,27
4,67a+041 *20,97bcd +0,62 ***38,172+0,29 *4,47a6+035 31,72a0+1,32 *468,28ac +2,76
9 CV 0,98 CV 0,33 CV 0,09 CV 0,88 CV 0,46 CV 0,07
3,242 +0,49 21,56abcd +0,43 ***42,28a +0,43 4,72a0c 0,18  28,21a0 £0,38 475,97 abcd + 3,84
10 CV 1,69 CV 0,22 CV 0,11 CV 0,41 CV 0,15 CV 0,09
3,002 0,56 23,04abcd +0,22 ***43,222+2,99 4,55ac +0,22 *26,19 +2,75  485,02abd + 3,39
11 CV 2,08 CV 0,11 CV 0,77 CV 0,55 CV 1,17 CV 0,08
4512040 21,19abcd +0,05 ***42,772a+0,54 *4,26a0 +0,17 27,2720 +0,92 470,85abcd + 2,09
12 CV 0,98 CV 0,03 CV 0,14 CV 0,45 CV 0,37 CV 0,05
2,59a+0,22 22,97abcd +0,17 ***34,522+0,10 5,19abc £0,07 34,73a0 £0,14  483,76abd + 1,44
13 CV 0,95 CV 0,08 CV 0,03 CV 0,15 CV 0,04 CV 0,03
2,97a+0,16  *23,12a0d +0,2 ***34,452+0,39 5,17abc £0,05 34,29a0 +0,58 483,06abd + 1,52
14 CV 0,61 CV 0,09 CV 0,12 CV 0,10 CV 0,19 CV 0,03
2,732 £0,04 *23,36a0d £0,50 ***38,44a +0,15 5,09abc £0,07 30,38ab £0,64 **485,52a0d + 2,56
15 CV 0,16 CV 0,24 CV 0,04 CV 0,14 CV 0,23 CV 0,06
3,652 0,04 22,92abcd +0,01 ***39,06a+3,39 *5,46c+0,06 28,94a0 +1,60 478,16abcd + 0,40
16 CV 0,13 CV 0,00 CV 0,96 CV 0,13 CV 0,61 CV 0,01
3,86a £0,11  22,38abcd +0,51 ***35,78a+0,11  5,18abc £0,09 32,81a0 £3,12 475,77 abcd + 3,22
17 CV 0,33 CV 0,26 CV 0,33 CV 0,18 CV 1,06 CV 0,08
3,582 40,08 22,13abcd +0,02 ***42,172+0,50 *5,28ac+0,03 26,83a0 0,46 475,21abcd +1,11
18 CV 0,25 CV 0,01 CV 0,20 CV 0,07 CV 0,19 CV 0,03
5,032 +0,11  22,69abcd +0,44 ***35,80a 20,64 *5,24ac +0,05 31,23a0 +0,46 472,35abcd + 1,69
19 CV 0,25 CVv 0,32 CV 0,20 CV 0,11 CV 0,16 CV 0,04
5,00a £0,05 *23,36abd £0,06 ***56,850 +1,71 5,20a0c 0,13 ***9,59abcx1,35 472,75abcd + 5,86
20 CV 0,12 CV 0,03 CV 0,50 CV 0,28 CV 1,57 CV 0,14

Letras minusculas distintas nas colunas

indicam que os valores diferem
estatisticamente (P<0,05) pelo teste ANOVA two-way, sendo * P<0,05, ** P< 0,01 e
*** P< 0,001.
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9. Anexo 03

Tabela 6: Média da composicao centesimal de amostras de “leite” de soja, média
de 3 repeticées + DP, CV (coeficiente de variacao).

Parametros Quimicos

Lotes Umidade (%) Lipidios (%) Proteinas (%) Cinzas (%) Carboidratos (%) VCT (Kcal)
96,75ab + 0,04 1,082 £ 0,01 1,79a £ 0,05 0,16a+0,02 0,22a +0,07 17,732 0,16
1 CV 0,00 CV 0,06 CV 0,32 CV 1,39 CV 3,61 CV 0,10
*95,48: + 0,11 1,242 £ 0,04 1,932 £0,17 0,262 + 0,01 1,102 £ 0,32 23,222 + 0,30
2 CV 0,01 CV 0,36 CV 0,99 CV 0,50 CV 3,25 Ccv 0,14
96,19 + 0,02 1,052 £ 0,02 1,59a £ 0,05 0,212+ 0,05 0,96a +0,06 19,652 + 0,30
3 CV 0,00 CV 0,24 CV 0,32 CV 2,42 CV 0,65 CV 0,17
96,30 + 0,02 2,032 £ 0,26 1,722 +£0,17 0,522 +0,10 0,00a £ 0,25 25,11a+2,32
4 CV 0,00 CV 2,16 CcV 1,12 CV 2,24 CV 4,92 CV 1,13
*95,34: + 0,08 1,812a+£0,19 2,052 £ 0,16 0,542 0,11 0,26a £ 0,28 25,57a + 1,41
5 CV 0,01 CV 1,19 CV 0,84 CV 2,26 CV 10,36 CV 0,61
*95,40a + 0,37 1,122 £ 0,06 3,952 £ 0,00 0,102 + 0,01 0,00a £0,32 25,88a + 0,54
6 CV 0,04 CV 0,60 CV 0,00 CV 0,80 CV 6,27 CV 0,23
*95,20a + 0,02 1,20a £ 0,03 1,60a £ 0,24 0,242 0,03 1,762 £ 0,28 24,262 + 0,13
7 CV 0,00 CV 0,30 CV 1,67 CV 0,06 CV 1,80 CV 0,06
96,88 + 0,09 1,082 £ 0,24 2,192+ 0,88 0,132 +0,24 0,00a +0,87 19,412 +1,97
8 CV 0,01 CV 2,45 CV 4,47 CV 2,45 CV 12,81 CV 1,13
98,88ab + 0,04 0,952 £ 0,05 1,79a £ 0,02 0,122 £0,05 0,00a £ 0,10 15,682 + 0,37
9 CV 0,00 CV 0,59 Ccvo,14 CV 4,29 CV 0,65 CV 0,26
96,6020 + 0,43 0,76a 0,04 1,772 £ 0,02 0,122 0,01 0,75a £ 0,45 16,952 + 1,56
10 CV 0,05 CV 0,58 CV 0,14 CV 1,10 CV 6,59 CV 1,02
96,64ab + 0,22 0,932 + 0,01 1,872+0,16 0,142 0,02 0,43a £0,22 17,542 + 0,90
11 CV 0,03 Ccv 0,14 CV 0,92 CV 2,05 CV 5,51 CV 0,57
97,39ab +0,63 1,192 20,12 1,80a £ 0,00 0,122 £ 0,02 0,00a £ 0,52 18,042 +1,29
12 CV 0,07 CcV 1,12 CV 0,00 CV 1,88 CV 10,32 CV 0,79
97,69ab + 0,03 1,342 £ 0,06 1,442+ 0,12 0,12a +0,01 0,00a +0,08 15,942 +0,35
13 CV 0,00 CV 0,51 CV 0,96 CV 0,00 CV 1,55 CV 0,24
96,18ab +0,08 0,692 +0,02 1,70a £ 0,01 0,132 0,01 1,312 £ 0,05 18,222 + 0,39
14 CV 0,01 CV 0,34 CV 0,07 CV 1,34 CV 0,39 CV 0,24
96,81ab + 0,04 0,742 0,02 1,522 £ 0,03 0,092 + 0,01 0,83a £ 0,11 16,122 +0,25
15 CV 0,00 CV 0,34 CV 0,21 CV 1,23 CV 1,47 CV 0,17
97,32ab + 0,02 0,89a + 0,01 1,132 £ 0,02 0,312 +0,01 0,35a 0,00 13,9832+ 0,10
16 CV 0,00 CcV 0,14 CV 0,23 CV 0,32 CV 0,11 CV 0,09
97,00ab + 0,01 1,09a £ 0,01 1,612 £0,03 0,242 +0,02 0,06a 0,05 16,522+ 0,13
17 CV 0,00 CV 0,10 CV 0,20 CV 1,08 CV 7,91 CV 0,09
96,61ab +0,05 1,032 £ 0,07 1,822 £ 0,03 0,16a +0,04 0,39a +0,04 18,082 + 0,53
18 CV 0,01 CV 0,74 CV 0,18 CV 2,49 CV 1,21 CV 0,33
96,12 +0,13 0,742 0,02 3,08a £ 0,00 0,252 0,05 0,00a £0,19 18,232 + 0,60
19 CV 0,02 CV 0,30 CV 0,00 CV 2,04 CV 11,57 CV 0,37
96,37ab + 0,08 1,012 £ 0,02 2,79a £ 0,25 0,312 +£0,10 0,00a +0,33 18,372+ 0,60
20 CV 0,01 CV 0,22 CV 1,01 CV 3,70 CV 7,74 CV 0,36

Letras minuUsculas distintas

nas colunas

indicam que os valores diferem
estatisticamente (P<0,05) pelo teste ANOVA two-way, sendo * P<0,05, ** P< 0,01 e
*** P< 0,001.



10. Anexo 04

Tabela 7: Média do teor de proteinas de amostras de farinha de soja, calculada
em base seca e desengordurada, média de 3 repeticbes £ DP, CV (coeficiente de

variagao).

Letras minUsculas distintas nas colunas

Lotes Proteinas bsd (%) Lotes Proteinas bsd (%)
**54,34a +0,28 ***57,89 + 4,01
1 CV 0,52 11 CV 6,92
**55,06a * 4,54 ***56,83 + 0,82
2 CV 8,24 12 CV 1,44
***51,81a +4,05 ***46,00 +0,15
3 CV 7,83 13 CV 0,32
***43,67a £ 0,68 ***46,19 + 0,60
4 CV 1,11 14 CV 1,30
***52,21a+ 1,79 ***51,57 +0,55
5 CV 3,44 15 CV 1,06
**54,58a £ 2,26 ***52,60a * 4,59
6 CV 4,15 16 CV 8,72
***51,59a + 0,635 ***50,32a + 4,12
7 CV 1,22 17 Cv 8,18
**53,90a + 2,41 ***56,12a + 0,72
8 CV 4,47 18 CV 1,28
***50,65a £ 0,75 ***48,60a £ 1,06
9 CV 1,48 19 CV 2,18
**55,70a 0,42 ***78,740 + 2,42
10 CV 0,76 20 CV 3,10

indicam que os valores diferem

estatisticamente (P<0,05) pelo teste ANOVA two-way, sendo * P<0,05, ** P< 0,01 e

***P< 0,001.

90



11. Anexo 05

NSACAO DE PRODUTOS
[URAORGANICA

1. Organismo de emissdo do certificado (nome e endereco)

ECOCERT BRASIL

Rua Germano Hermesmeyer, 224
Santa Rosa de Lima -SC
88763-000

2. Regulamentos:

CEE 2092/91

USDA National Organic Program Final Rule 7 CFR Part 205
IN 007/99 - MAPA e Lei 10.831/03

917BR0800W0S

3. Vendedor do produto (nome e endereco)
ICooperativa Agro-Pecuaria Alto Urgual Ltda.
Avenida: Santa Rosa, 885

Bairro: Centro

Trés de Malo / RS

98910-000 Brasil

4. Certificadora * (nome e enderego)
ECOCERT S/A, BP 47, F-32600 L'isle Jourdain
clo ECOCERT BRASIL

Rua Germano Hermesmeyer, 224

Santa Rosa de Lima -SC

88763-000

5. Produtor ou processador do produto.* (nome e enderego)
Cooperativa Agro-Pecuaria Alto Urguai Ltda.

Avenida: Santa Rosa, 885

Bairro: Centro

Trés de Maio / RS

98910-000 Brasil

6. Local de expedigcdo

Brasil

7. Consignatéario do produto (nome e endereco)
ECOBRAS CENTRO ECOBIOTICO DO BRASIL
Estrada do Carapla, 208

Bairro Graratiba

Rio de Janeiro - RJ

23030-140 Brasil

8. Local de destino
RIO DE JANEIRO - RJ - BRASIL

9. Enderego do local de destino*

10. Numeros das notas ﬁsi:ais ou faturas, transportador. Marca ou nome comercial

11. Peso bruto (kg)

pela certificadora no campo 4

8500,0
DESCRIGAO DO PRODUTO ,Tg#fzgg}_ PES‘?KB;UTO PESO(:;LQ)U'DO N° do(s) Lote(S)
Soja Organico Consumo Humano 34.963 2000 2000 12. Peso liquido (kg)
Soja Organico Consumo Humano 35.142 2000 2000 8500,0
Soja Organico Consumo Humano 35.342 2000 2000
Soja Organico Consumo Humano 35.484 2500 2500
NOME DA TRANSPORTADORA: Mercurio 13. Unidades alternativas
PLACA DO VEICULO: i
Ref. CERT de CONFORMIDADE: 917BR0700Z1p(BR); 917BR0700Z1e(CEE); 917BR0700Z1e(US)
I'ﬁ? Declaragéo do organismo emlssor do certificado.
que os pi acima foram obtidos de acordo com as normas de il epi e

5. Declarag8o adicional (se necessario e conveniente)

Ds lotes i néo foram i

ela ECOCERT S/A conforme os Regulamentos:

EE 2092/91 modificado

SDA National Organic Program Final Rule 7 CFR part 205
COCERT BRASIL conforme IN 007/99 - MAPA e Lei 10.831/03

pela Ecocert no embarque, mas foram obtidos por

de produgdo

presente certificado néo se destina & certificar a exportago para paises da Uni&o Europeia mas para certificar as transagdes entre ou em paises fora da mesma.

6. Local de emiss&o do certificado: Santa Rosa de Lima - SC

Data: 06/03/2008

Nome e assinatura da pessoa autorizada: Vanice B. Schmidt

*| Notas explicativas

lox 4: Certificadora para monitorar a concordancia com as regras de produgéo orgénica.

lox 5: A firma/produtor que realizou a tltima op 4o (p! no lote.
ox 9: O enderego da firma onde o sera gue, se di o do box 7.

x 12: p.e. volume em litros (liquidos) ou caixas, quando for adguado como complemento da declaragéo nos boxes 11 e 12.
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12. Anexo 6

IMO do Brasil
Rua Beatriz 173
05545-040 Sdo Paulo-5P i

Tel +55 11 3816 1868
Fax +55 11 3816 3148 1
imo@imocontrol.com.br 7 B
www.imocontrol.com.br INSTITUTO DE MERCADO ECOLOGICO

CERTIFICADO
DE TRANSACAO NACIONAL

N°: 105/09

Produto(s): Soja

Qualidade: Organico

Fatura n®
Unidades:

Peso liquido:
Ano da colheita:

Numero do lote:

Origem / Produtor:

Vendedor:

Comprador:;

Declaracdo:

N.F 9067 de 22/07/2009
67 sacos de 30 kg
2.000,00 kg

2008 1 2009

LI-4 N

Cataratas do Iguagu Produtos Orgénicos Ltda
CEP: 85.760-000 - Capanema (PR) - Brasil

Cataratas do Iguagu Produtos Orgénicos Ltda
CEP: 85.760-000 - Capanema (PR) - Brasil

Ecobras - Centro Ecobidtico do Brasil Ltda.
CEP: 23.030-145 - Rio de Janeiro (RJ) - Brasil

Este certificado confirma que os produtos acima listados foram produzidos/adquiridos em
conformidade com as regras de produgéo e inspegdo de produtos orgénicos descritas:

B Na Lei N° 10.831 (23.12.2003) e InstrugBes normativas do Ministério de Agricultura da Republica

Federativa do Brasil;

B No Regulamento EU (EC) N° 2092/91 da Comunidade Européia e monitoradas pela IMO;

X No National Organic Program (NOP} e se apresentam conforme com o Organic Food Production Act de
1880, emenda 7 U.5.C. 6501 et seq. (OFPA) e abaixo dos Padrdes de Produgdo Orgénica 7 CFR Parte

205.1, et seq. (NOS).

[0 Na Legislagso japonesa JAS (Lei relaliva & padronizagao e rotulagem correta de produtos agricolas e
florestais, Lei N® 175) e respectivas notificagbes para produgio orgénica;

[ Diretrizes e requisitos de esquemas com rotulos privados:

Sao Paulo, 27/07/2009 W

Local, Data

Carla Du
CRMV SP/10172
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13. Anexo 07

CERTIFICADO
DE TRANSACAO NACIONAL

N°: 160/09

Produto(s): Soja

Qualidade: Orgéanico

Fatura n® N.F 9140 de 12/08/2009
N.F 9141 de 12/08/2009

N.F 9369 de 28/09/2009
N.F 9389 de 30/09/2009

Unidades: 267 sacas 30 kg
Peso liquido: 8.000,00 kg
Ano da colheita: 2008/ 2009
Numero do lote: LI3-N

93

IMO do Brasil
Rua Beatriz 173
05545-040 530 Paulo-SP
Tel +55 11 3816 1868
Fax +55 11 3816 3148
imo@imocontrol.com.br
www.imocontrol.com.br

1L
INSTITUTO DE MERCADD ECOLOGICO

Origem / Produtor: Cataratas do Iguagu Produtos Organicos Ltda.
CEP: 85.760-000 - Capanema (PR) - Brasil

Vendedor: Cataratas do iguagu Produtos Orgéanicos Ltda.
CEP: 85.760-000 - Capanema (PR) - Brasil

Comprador:

ECOBRAS - Centro Ecobiético do Brasil Ltda.

CEP: 23.030-145 — Rio de Janeiro (RJ) - Brasil

Declaracdo:

Este certificado confirma que os produtos acima listados foram produzidos/adquiridos em conformidade com as
regras de producdo e inspe¢do de produtos organicos descritas abaixo:

Bd Na Lei N° 10.831 {23.12.2003) e Instrugbes normativas do Ministério de Agricultura da

Republica Federativa do Brasil;

Orgéanica 7 CFR Parte 205.1, et seq. (NOS);

0 XX

No Regulamento EU (EC) N° 2092/91 da Comunidade Européia e monitoradas pela IMO;

No National Organic Program (NOP) e se apresentam conforme com o Organic Food Production
Act de 1990, emenda 7 U.S.C. 6501 et seq. (OFPA) e abaixo dos Padrées de Produgdo

Na Legislagdo japonesa JAS (Lei relativa & padronizagdo e rotulagem correta de produtos

agricolas e florestais, Lei N® 175) e respectivas notificagdes para produgdo organica;

S30 Paulo, 23/10/2009 M

Local, Data /

RMV SP 10172




