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RESUMO
O trabalho teve como objetivo a determinação de metodologias
adequadas de extração e análise de isoflavonas de derivados protéicos
de soja e alimentos industrializados. Compararam-se dois méto-
dos de determinação de isoflavonas, um baseado na análise dos
diversos glicosil-derivados naturalmente presentes, e o outro, na
análise de agliconas, após hidrólise ácida. Avaliaram-se também
as condições ideais para extração em fase sólida. Os resultados
mostraram ser o metanol aquoso a 80% o melhor meio extrator
em termos de rendimento e perfil obtido, e a temperatura de 40oC
durante a rotaevaporação adequada para a concentração dos ex-
tratos. Não houve diferenças significativas nos resultados obti-
dos utilizando-se filtros de 0,45 ou 0,22mm. Os testes de recupe-
ração resultaram em valores entre 95,4 e 103,3%, dependendo
do composto. A hidrólise ácida para análise de agliconas mos-
trou-se inadequada por causar diminuição significativa dos teo-
res de isoflavonas. A poliamida mostrou-se uma fase sólida efi-
ciente para ligação de isoflavonas, sendo que para a eluição de
malonilglicosídeos é necessário aumentar o pH do metanol.

Palavras-chave: soja; derivados; isoflavonas; determinação;
extração em fase sólida.

SUMMARY
DETERMINATION OF ISOFLAVONES IN SOY PRODUCT. The
objective of this work was to evaluate the conditions for extraction
and analysis of isoflavones in soy products by HPLC. Methods
based on isoflavone quantitation as aglycones (after acid hydrolysis)
were compared to those based on quantitation of naturally occurring
glucosides. Best conditions for solid phase extraction of isoflavones
were also determined. Results showed 80% aqueous methanol
an efficient extractant and the temperature of 40oC adequate for
extract concentration using a rotary evaporator. Sample filtration
through 0.22 or 0.45mm polytetrafluoroethylene filter units had no
influence on isoflavone quantitation results. Spiking recovery values
were between 95.4 and 103.3%, depending on the compound.
Acid hydrolysis for the determination of isoflavones as their respective
aglycones was shown to be inadequate for leading to significant
isoflavone losses. Polyamide was efficient for solid phase extraction
of isoflavones, but for complete elution of conjugates pH of methanol
had to be increased.

Keywords: soy products; isoflavones; determination; solid phase
extraction.

1 – INTRODUÇÃO

As plantas produzem uma ampla variedade de com-
postos de baixo peso molecular denominados metabólitos

secundários, entre os quais encontram-se os chamados
fitoquímicos, tais como flavonóides, ácidos fenólicos,
saponinas, glicosinolatos, glicoalcalóides, furanocumarinas
e compostos cianogênicos. Os fitoquímicos possuem
diversas funções na planta, principalmente de defesa contra
o ataque de predadores e patógenos. Quando presentes
em alimentos de origem vegetal, podem ter tanto efeitos
benéficos como prejudiciais ao ser humano [8]. As
isoflavonas são as formas mais comuns de fitoestrógenos,
sendo predominantemente encontradas em leguminosas
e especialmente abundantes na soja [11]. As isoflavonas
possuem estrutura química semelhante à dos estrógenos,
tais como o 17 b-estradiol. Dados experimentais e clíni-
cos têm mostrado que as isoflavonas representam uma
alternativa promissora na prevenção e/ou tratamento de
muitas doenças hormônio-dependentes, incluindo cân-
cer, sintomas da menopausa, doenças cardiovasculares
e osteoporose [9]. A soja participa da dieta humana através
do consumo do próprio grão e de alimentos elaborados
a partir destes, tais como tofu, miso e tempeh. Os deri-
vados protéicos de soja, tais como farinhas
desengorduradas, texturizados, concentrados e isolados
protéicos, são também utilizados na produção de diver-
sos alimentos industrializados, tais como produtos cárneos,
produtos de panificação, molhos e sopas. No entanto,
para a elaboração de recomendações nutricionais é ne-
cessário o conhecimento dos teores dessas substâncias
nos alimentos, o qual depende do desenvolvimento de
metodologias adequadas de extração e análise.

Com esse objetivo, avaliamos as melhores condi-
ções para extração das isoflavonas da soja e deriva-
dos, e para preparo da amostra para análise através
de cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). Com-
paramos também os teores obtidos através da deter-
minação das isoflavonas na forma de agliconas (após
hidrólise ácida) e na forma dos glicosil-derivados origi-
nalmente presentes no produto. Com a finalidade de ana-
lisar alimentos industrializados, nos quais esperam-se
teores reduzidos de isoflavonas, otimizamos as condi-
ções de extração em fase sólida, como forma de purifi-
cação e concentração desses compostos.

2 – MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 – Materiais

Os derivados de soja foram obtidos industrialmen-
te pela Ceval Alimentos S.A. (Esteio, RS). Foram ana-
lisadas amostras de farinhas desengorduradas de soja
(lotes A, B, C e D), isolados protéicos de soja (lotes A,
B, C e D) e proteína texturizada de soja. Todos os
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reagentes e solventes utilizados foram de grau analíti-
co ou para cromatografia líquida.

2.2 – Métodos

2.2.1 – Extração de isoflavonas

As amostras foram extraídas com agitador mecâ-
nico e barra magnética por 2 horas a 4oC, na propor-
ção de 1:20 (m/v). Os solventes testados foram: metanol
70%, metanol 80%, acetonitrila 60% e acetonitrila 80%.
Foi realizada, também através de agitação mecânica
por 2 horas a 4oC, extração em meio ácido utilizando
acetonitrila ou acetona, como sugerido por (a) WANG
& MURPHY [13], (b) SONG et al. [10] e (c)
FARMAKALIDIS & MURPHY [3], nas seguintes condi-
ções: a) 1g amostra : 10mL CH3CN : 2 mL HCl 0,1N; b)
1g amostra : 10mL CH3CN : 2 mL HCl 0,1 N : 7mL H2O;
c) 1g amostra : 10mL acetona : 2mL HCl 0,1N.

Além da extração usando-se agitador e barra mag-
nética também foi realizada extração em Ultra-Turrax
(Polytron® - Kinematica GmbH, Kriens-Luzern, Suiça),
por 1 minuto em velocidade 5, em banho de gelo, utilizan-
do-se uma proporção de 1:10 amostra:solvente (m/v). O
resíduo foi re-extraído mais 2 vezes. Os extratos obti-
dos foram filtrados utilizando-se papel de filtro Whatman
no 6. Para concentração dos extratos foi utilizado
rotaevaporador (Rotavapor® RE 120 – Büchi, Flawil,
Suiça), em temperaturas de banho de 40°C, e as amostras
foram concentradas até diferentes volumes, para ava-
liar o efeito do tempo de rotaevaporação. As amostras
concentradas tiveram então seu volume ajustado com
metanol e foram filtradas utilizando-se filtros de polietileno
com membrana PTFE (Millipore Ltd., Bedford, E.U.A.),
de 0,22 ou 0,45m de poro. As extrações foram realiza-
das em triplicata.

2.2.2 – Cromatografia líquida de alta eficiência

A separação das isoflavonas foi realizada em co-
luna C18 NovaPak (Waters, Milford, E.U.A.) de acor-
do com o método de SONG et al [10]. O cromatógrafo
líquido utilizado foi o da Hewlett Packard (Palo Alto,
E.U.A.) série 1100, equipado com detetor com arranjo
de diodo (DAD). Os padrões de daidzeína e genisteína
foram obtidos da Sigma Chemicals Co. (St. Louis,
E.U.A.), e daidzina e genistina foram obtidos da Apin
Chemicals Ltd. (Abingdon, Reino Unido). A identifica-
ção foi feita a partir dos tempos de retenção e dos
espectros. As amostras foram injetadas em duplicata.
Os resultados foram expressos como mg de isoflavona
por 100g de amostra (b.u.), após normalização das
diferenças de peso molecular das formas glicosiladas,
feita multiplicando-se a massa de cada derivado pela
razão entre o peso molecular da respectiva aglicona e
o peso molecular da forma glicosilada, conforme SONG
et al [10].

2.2.3 – Teste de recuperação

Realizou-se teste de recuperação para os compos-
tos daidzina e genistina, adicionados em amostras de

farinha desengordurada e isolado protéico de soja, a
seguir extraídas com agitador mecânico e barra mag-
nética por 2 horas a 4oC, na proporção de 1:20 (m/v)
amostra:metanol 80%. Os extratos foram concentrados
em rotaevaporador (40°C) até redução de seu volume
em oito vezes. O volume foi completado com metanol
de forma a obter concentração final de 50%. A recupe-
ração (%) foi calculada a partir da diferença entre a
massa de daidzina ou genistina encontrada na amos-
tra adicionada e a massa encontrada na amostra não-
adicionada, em relação à quantidade adicionada.

2.2.4 – Hidrólise ácida

A hidrólise das isoflavonas para obtenção das
agliconas foi realizada de duas maneiras:

a ) hidrólise da amostra em HCl 1N aquoso, por refluxo
durante 2 horas em banho-maria fervente, e poste-
rior extração das agliconas em acetonitrila, de acordo
com WANG et al [12];

b ) extração e hidrólise concomitantes, com HCl 2N em
etanol 80%, por refluxo durante 2 horas em banho-
maria fervente, de acordo com FRANKE et al [4];

c ) hidrólise do extrato metanólico ou etanólico (80%),
com HCl 2N, em refluxo por 1-2 horas em ba-
nho-maria fervente, de acordo com PETERSSON
& KIESSLING [7].

O sistema de refluxo utilizado consistiu de
condensador de vidro tipo Allihn com camisa de 40cm
de comprimento.

2.2.5 – Extração em fase sólida

Para a otimização da extração em fase sólida de
isoflavonas foram testados dois sistemas. No primeiro,
utilizaram-se colunas de 1g de Poliamida (CC 6,
Macherey-Nagel GmbH & Co., Alemanha), preparadas
em nosso laboratório, em seringas próprias de 6 ml da
HPLC Technology Co. Ltd. (Hertfordshire, Reino Uni-
do). No segundo, utilizaram-se colunas prontas (1 g/6
mL) de C18 (Tech Elut SPE, HPLC Technology Co. Ltd.).
As colunas foram pré-condicionadas pela passagem de
20mL de metanol e 60mL de água. O metanol dos ex-
tratos dos produtos analisados foi previamente elimi-
nado através de rotaevaporação. Após a passagem dos
extratos aquosos, as colunas foram lavadas com 20mL
de água e a eluição das isoflavonas foi feita com 50mL
de metanol, no caso de agliconas, ou 50mL de
metanol:amônia (99,5:0,5), no caso de glicosil-deriva-
dos. Utilizou-se manifold Visiprep 24DL da Supelco
(Bellefonte, E.U.A.).

2.2.6 – Análise estatística dos resultados

Para a análise estatística dos resultados utilizou-se
o programa Statistica versão 5.0 da StatSoft (Tulsa,
E.U.A.). A comparação das médias foi realizada pelo
teste t de Student (P<0,05).
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3 – RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 – Condições de extração

As isoflavonas da soja, daidzeína, genisteína e
gliciteína, estão presentes no grão na forma de 7-O-b-
glicosídeos (daidzina, genistina e glicitina), 7-O-b-(6´´-
O-acetil)-glicosídeos (acetildaidzina, acetilgenistina e
acetilglicitina), e 7-O-b-(6´´-O-malonil)-glicosídeos
(malonildaizina, malonilgenistina e malonilglicitina), sendo
que malonilgenistina e malonildaidzina correspondem
juntas a cerca de 66% do total [5]. Os dados referentes
ao melhor solvente para a extração de isoflavonas são
conflitantes. WANG & MURPHY [13] realizaram a ex-
tração de isolado protéico de soja com CH3CN : HCl
0,1N (5:1), durante 2 horas à temperatura ambiente. Já
SONG et al [10] relataram que a adição de água a esse
sistema, na proporção 10:2:7 CH3CN : HCl 0,1N : H2O,
resultava em melhores recuperações. Murphy et al [6],
por sua vez, indicaram que a quantidade de água a ser
adicionada deveria ser otimizada para cada produto.
Já FARMAKALIDIS & MURPHY [3] utilizaram acetona:HCl
0,1N para a extração de isoflavonas. BARNES, KIRK &
COWARD [1] encontraram a mesma eficiência de ex-
tração para metanol aquoso a 80% e acetonitrila aquo-
sa a 80%, contendo 0,1% de HCl (por 2 horas à tempe-
ratura ambiente). Os autores encontraram também a
mesma eficiência de extração para a temperatura de
60°C e ambiente. No entanto, relataram que o aumento
da temperatura provocava alteração na composição dos
glicosil-derivados, com diminuição dos malonilglicosídeos
e aumento concomitante dos b-glicosídeos. Resultados
similares foram relatados por KUDOU et al [5], que com-
pararam a extração à temperatura ambiente e a 80°C,
por etanol aquoso a 70%. COWARD et al [2] confirma-
ram esses resultados e ainda relataram que a tempera-
tura de extração de 4°C proporcionava o mesmo rendi-
mento que as temperaturas mais elevadas, porém com
menor degradação dos malonilglicosídeos.

Dessa forma, neste trabalho utilizou-se a tempera-
tura de 4°C durante a extração, para preservar o perfil
de isoflavonas originalmente presentes na amostra.
Comparou-se a eficiência de extração - 2 horas com
agitador mecânico e barra magnética - de: a) CH3CN :
HCl 0,1N, 10:2; b) CH3CN : HCl 0,1N: H2O, 10:2:7; c)
acetona : HCl 0,1N, 10:2; d) metanol aquoso a 70 e
80%; e) acetonitrila aquosa a 60 e 80%. A amostra uti-
lizada foi de farinha desengordurada de soja, já que o
processo de moagem e desengorduramento sabidamente
não afeta esses compostos [13]. Como as formas
glicosídicas das isoflavonas apresentam quase o do-
bro do peso molecular das agliconas, os resultados fo-
ram normalizados para massa de agliconas, como su-
gerido por SONG et al [10].

De acordo com nossos resultados, as amostras
extraídas com acetonitrila, tanto a 60 como a 80%, quando
submetidas à análise por CLAE apresentaram perfis
distorcidos, não permitindo a identificação dos picos
(resultados não apresentados). Tais alterações não fo-
ram observadas quando a extração com acetonitrila (ou

acetona) foi realizada em meio ácido (Tabela 1), como
sugerido por SONG et al [10] e WANG & MURPHY [13].

Como podemos observar na Tabela 1, nas extra-
ções realizadas em meio ácido, o solvente mais indi-
cado foi acetonitrila na presença de água, que extraiu
cerca de 11% a mais que a acetona e cerca de 63% a
mais que a acetonitrila sem adição da água. Segundo
SONG et al [10], a adição de água na proporção de
10:2:7 (CH3CN:HCl 0,1N:H2O) melhoraria a eficiência
de extração para a maioria dos produtos, mas para
amostras não usuais esta proporção deveria ser
otimizada [6].

TABELA 1. Extração de isoflavonas de farinha desengordurada
de soja (A) por diferentes

* Foram utilizadas as abreviações M e Ac para os radicais malonil e acetil, respec-
tivamente. N.d. não detectada. As extrações foram realizadas em duplicata (colu-
nas 1 e 2). Os valores em cada coluna representam a média de duas injeções.
Médias com letras diferentes são significativamente diferentes (P<0,05).

Dessa forma, comparamos a eficiência da extra-
ção destes sistemas com a do metanol aquoso a 80%
(Tabela 2) e observamos que este apresentou eficiên-
cia similar à do sistema CH3CN:HCl 0,1N:H2O (10:2:7).
As amostras extraídas com metanol, tanto 70% como
80%, apresentaram bons perfis e mesmo rendimento
na extração de isoflavonas; no entanto, utilizando-se
metanol 80% observou-se diminuição da presença de
picos contaminantes, como observado a partir da aná-
lise em CLAE (resultados não apresentados).

Comparamos também a eficiência de extração com
Ultra-turrax (3 extrações de 1 minuto) e agitador mecâ-
nico (2 horas), dados que são apresentados na Tabela
2. Pode-se observar que para a farinha desengordurada
de soja e o isolado protéico não houve diferença signi-
ficativa entre os dois sistemas utilizados.

Analisamos também a interferência do tempo de
extração, quando se utiliza o agitador mecânico, para a
análise de farinha desengordurada de soja e de isolado
protéico de soja. Como podemos observar na Tabela 3,
extrações realizadas por 2 ou 3 horas, tanto para a fa-
rinha como para o isolado, não resultam em diferenças
na quantidade total extraída.

CH3CN : HCl 0,1N : H2O
(10:2:7)

CH3CN : HCl 0,1N
(10:2)

CH3COCH3 : HCl 0,1N
(10:2)

mg aglicona/100g

1 2 média 1 2 média 1 2 média

daidzina 21,4 21,4 21,4 12,1 12,6 12,4 20,0 20,4 20,2

glicitina 1,8 1,8 1,8 1,0 0,9 1,0 1,5 1,5 1,5

M daidzina 24,2 24,2 24,2 10,6 10,6 10,6 18,4 18,3 18,4

M glicitina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

genistina 49,2 49,8 49,5 33,7 34,5 34,1 45,5 45,4 45,4

Ac daidzina 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,7 1,7 1,7

M genistina 55,3 55,5 55,4 30,8 31,3 31,0 49,9 49,7 49,8

daidzeína 6,8 6,9 6,8 5,7 5,9 5,8 6,9 7,0 7,0

Ac genistina     3,9 4,0 4,0 3,6 3,8 3,7 4,0 4,1 4,0

gliciteína n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

genisteína 9,0 9,1 9,1 7,4 7,7 7,6 9,0 9,2 9,1

TOTAL 173,4 174,5 173,9a 106,6 109,1 107,9b 157,0 157,3 157,2c
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TABELA 2.  Eficiência da extração de isoflavonas de farinha
desengordurada de soja e de isolado protéico de soja em
Ultra-Turrax ou agitador mecânico (2 h), com metanol aquo-
so a 80%.

* Foram utilizadas as abreviações M e Ac para os radicais malonil e acetil, respec-
tivamente. N.d. não detectada. DP = desvio-padrão; extrações realizadas em triplicata.
Médias com letras iguais não apresentam diferença significativa (P<0,05).

TABELA 3.  Influência do tempo de extração (metanol 80 %) no
teor de isoflavonas de farinha desengordurada de soja e isolado
protéico de soja.

* Foram utilizadas as abreviações M e Ac para os radicais malonil e acetil, respec-
tivamente. DP = desvio-padrão; extrações realizadas em triplicata. N.d. não detec-
tada. Médias com letras iguais não apresentam diferença significativa (P<0,05).

Já para a análise de proteína texturizada de soja
(Tabela 4), podemos observar uma acentuada diferen-
ça no teor de isoflavonas ao se utilizar o Ultra-turrax ou
o agitador com barra magnética para a extração. De
acordo com os resultados apresentados, conclui-se que
para a proteína texturizada a melhor opção é realizar
extração com agitador por 3 horas, visto que em 2 ho-
ras obteve-se um menor rendimento e desvio-padrão
elevado. Essa diferença se deve, provavelmente, às
condições drásticas de processamento desses produ-
tos. Durante a extrusão, a matéria-prima (farinha
desengordurada ou concentrado protéico) é submetida
a pressões e temperaturas elevadas que causam alte-
rações significativas de suas propriedades físico-quí-

micas, o que poderia estar relacionado à maior dificul-
dade de solubilização das isoflavonas.

TABELA 4.  Eficiência de extração de isoflavonas de proteína
texturizada de soja.

* Foram utilizadas as abreviações M e Ac para os radicais malonil e acetil, respec-
tivamente. DP = desvio-padrão; extrações realizadas em triplicata. Médias com
letras diferentes são significativamente diferentes (P<0,05).

3.2 – Concentração dos extratos

Na determinação das melhores condições de con-
centração dos extratos observou-se que a temperatura
de 30°C era inviável, já que as amostras levavam em
torno de 2 horas no rotaevaporador para ter seu volu-
me reduzido em oito vezes. Dessa forma, optamos por
definir a temperatura de 40°C e testamos três tempos
diferentes de rotaevaporação, suficientes para concen-
trar as amostras em 8 vezes (~10 min), em mais de 20
vezes (~25 min), ou até secagem total (mais de 45 min).
As amostras concentradas foram então transferidas para
balão volumétrico e o volume completado com metanol,
de forma que as amostras concentradas em 8, mais de
20 vezes, ou até secagem total foram ressuspensas em
metanol em concentração final de 50, 80-90 e 100%,
respectivamente. Os resultados são apresentados na
Tabela 5. É importante ressaltar que amostras que per-
maneceram no rotaevaporador até secagem total do
extrato, e que foram portanto ressuspensas em metanol
puro, apresentaram perfis distorcidos quando submeti-
das à análise em CLAE, não sendo possível uma clara
observação e identificação dos picos. Entre as amos-
tras das farinhas concentradas em 8 e mais de 20 ve-
zes (Tabela 5) observa-se uma diminuição no teor total
de isoflavonas, e essa diferença corresponde principal-
mente à diminuição da malonildaidzina nas amostras
concentradas em mais de 20 vezes (ressuspendidas,
portanto, em metanol 80-90%).

Estes resultados indicam que podem estar ocor-
rendo alterações nos compostos, como por exemplo,
degradação térmica e/ou insolubilização pela
complexação com outras substâncias, devido ao maior
tempo de exposição à temperatura de 40°C. Por outro
lado, as amostras mais concentradas foram
ressolubilizadas em uma concentração maior de metanol,
o que também poderia afetar os resultados. Dessa for-

Farinha desengordurada de soja (A) Isolado protéico de soja (A)

mg de aglicona /100g

Ultra Turrax Agitador Ultra Turrax Agitador

Média ± DP Média ± DP Média ± DP Média ± DP

daidzina 21,9 ± 0,6 21,8 ± 0,3  5,4 ± 0,0  5,3 ± 0,1

glicitina  2,3 ± 0,3  2,5 ± 0,2  1,8 ± 0,0  1,8 ± 0,1

M daidzina 22,5 ± 1,1 21,9 ± 0,3  9,8 ± 1,0  9,9 ± 0,9

M glicitina  0,6 ± 0,4  0,9 ± 0,0  1,3 ± 0,1  1,3 ± 0,1

genistina 46,7 ± 0,8 46,2 ± 0,6 16,6 ± 0,5 16,6 ± 0,2

Ac daidzina  2,2 ± 0,2  2,6 ± 0,0  2,2 ± 0,2  2,0 ± 0,2

M genistina 58,3 ± 1,9 58,3 ± 0,5 36,1 ± 1,0 35,4 ± 0,7

daidzeína  6,9 ± 0,3  7,2 ± 0,1 32,7 ± 0,4 30,9 ± 0,3

gliciteína n.d. n.d.  3,2 ± 0,1  3,1 ± 0,1

Ac genistina  3,8 ± 0,2  4,2 ± 0,0  3,2 ± 0,1  3,1 ± 0,1

genisteína  9,4 ± 0,5  9,7 ± 0,1 56,3 ± 1,2 54,5 ± 0,7

Total 174,6 ± 5,2ac 175,3 ± 1,5a 168,6 ± 4,1bc 163,7 ± 2,3b

Farinha Desengordurada de Soja B Isolado Protéico de Soja B

mg de aglicona /100g

extração por 2h extração por 3h extração por 2h extração por 3h

média ± DP média ± DP média ± DP média ± DP

daidzina 27,1 ± 1,0 25,4 ± 0,3  6,3 ± 0,0  6,5 ± 0,2

glicitina  2,2 ± 0,3  2,0 ± 0,1  2,0 ± 0,2  2,8 ± 0,3

M daidzina 27,4 ± 1,7 24,9 ± 0,9 10,0 ± 0,9 10,0 ± 0,8

genistina 57,9 ± 1,8 54,5 ± 0,4 19,5 ± 0,2 20,2 ± 1,0

Ac daidzina  2,2 ± 0,1  2,0 ± 0,0  1,5 ± 0,0  1,5 ± 0,1

M genistina 62,4 ± 2,5 61,3 ± 0,5 36,2 ± 1,0 35,9 ± 1,2

daizeína  8,1 ± 0,3  8,0 ± 0,1 34,5 ± 0,5 34,4 ± 1,1

gliciteína n.d. n.d.  3,1 ± 0,0  3,2 ± 0,1

Ac genistina  4,8 ± 0,2  4,8 ± 0,0  4,4 ± 0,7  4,7 ± 0,1

genisteína 11,2 ± 0,3 11,05 ± 0,1 60,4 ± 1,0 59,7 ± 1,6

TOTAL 203,2 ± 7,2a 194,0 ± 2,0a 177,9 ± 3,7b 178,9 ± 6,3b

Ultra-turrax Agitador por 2 horas Agitador por 3 horas

mg de aglicona /100g

Média ± DP Média ± DP Média ± DP

daidzina  3,8 ± 0,3  3,8 ± 0,2  5,5± 0,4

glicitina  0,9 ± 0,0  0,8 ± 0,1  1,5 ± 0,1

M daidzina  2,8 ± 0,2  3,7 ± 0,3  5,0 ± 0,3

genistina  9,5 ± 0,7 10,3 ± 0,6 14,4 ± 0,6

Ac daidzina  1,0 ± 0,1  1,5 ± 0,2  1,9 ± 0,2

M genistina  8,0 ± 0,8 10,6 ± 0,9 14,6 ± 0,8

daidzeína 16,1 ± 1,7 20,3 ± 0,9 24,2 ± 0,5

gliciteína  1,4 ± 0,2  2,5 ± 0,2  2,5 ± 0,3

Ac genistina  2,6 ± 0,2  2,6 ± 0,2  4,8 ± 0,3

genisteína 28,5 ± 3,2 35,6 ± 1,6 41,4 ± 0,8

TOTAL 74,6 ± 7,1a 91,7 ± 5,0b 115,9 ± 3,1c
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submetido à secagem total e o outro até a concentra-
ção indicada. Os valores representam a média de duas
injeções. Médias com letras diferentes são significati-
vamente diferentes (P<0,05).

TABELA 6. Influência do fator de concentração dos extratos
em rotaevaporador a 40°C (concentração final de metanol
dos extratos ajustada para 50%).

3.4 – Teste de recuperação

O método de extração e preparo de amostra pro-
posto, com metanol aquoso a 80% (2h/4oC), teve a sua
recuperação testada para amostras de farinha
desengordurada e isolado protéico de soja adicionadas
dos padrões de daidzina e genistina. A partir da Tabela
7 observa-se que a recuperação de daidzina variou en-
tre 98,5 a 103,3% e a de genistina, entre 95,4 a 102,7%,
demonstrando portanto a sua adequabilidade.

TABELA 7. Recuperação de daidzina e genistina adicionadas a
amostras de farinha desengordurada e isolado protéico de
soja.

3.5 – Hidrólise para obtenção das agliconas

Alguns métodos para quantificação de isoflavonas
se baseiam na obtenção prévia destes compostos na

daidzina genistina

Farinha

Teor presente (mg/100g)  44,4 ± 1,8  92,6 ± 3,1

Teor adicionado (mg/100g) 21,4 39,7

Teor encontrado (mg/100g)  64,7 ± 0,8 126,1 ± 1,0

Recuperação (%)  98,5 ± 1,3  95,4 ± 0,7

Isolado

Teor presente (mg/100g)  10,3 ± 0,1  31,2 ± 0,3

Teor adicionado (mg/100g) 21,4 39,7

Teor encontrado (mg/100g)  32,7 ± 0,7  72,8 ± 1,1

% Recuperação 103,3 ± 2,2 102,7 ± 1,5

ma, extratos de farinha desengordurada e de isolado
protéico de soja foram concentrados por diferentes pe-
ríodos de tempo, porém todas as amostras foram
ressolubilizadas em concentração final de metanol aquoso
de 50%. Os resultados (Tabela 6) mostraram que não
há diferenças nos teores e perfis de isoflavonas encon-
trados, mesmo para as amostras submetidas a seca-
gem total. Conclui-se, portanto, que a temperatura de
40°C usada na concentração dos extratos não altera
as amostras e que as isoflavonas são pouco solúveis
em concentrações de metanol maiores que 80%, pro-
vavelmente em decorrência da conjugação com com-
postos mais polares.

3.3 – Filtragem das amostras

A utilização de filtros de 0,22mm ou 0,45mm para
a filtragem das amostras não resultou em diferenças
significativas nos teores de isoflavonas encontrados
através da análise em CLAE. Para a farinha
desengordurada de soja C, por exemplo, obteve-se um
teor total médio de isoflavonas de 156,5mg/100g, utili-
zando-se filtros de 0,22mm, e de 155,2mg/100g, com
filtros de 0,45mm. Para o isolado protéico de soja D
esse teor foi de 128,0mg/100 g, com filtro 0,22mm, e
129,3mg/100g, com filtro de 0,45mm.

TABELA 5. Influência do fator de concentração dos extratos de
farinha desengordurada de soja em rotaevaporador a 40°C
(concentração final de metanol dos extratos variável).

Foram utilizadas as abreviações M e Ac para os radicais malonil e acetil, respecti-
vamente.  DP = desvio-padrão.

As amostras concentradas 8 vezes foram
ressolubilizadas em metanol aq. de forma a obter con-
centração final de 50%; as amostras concentradas em
mais de 20 vezes foram ressolubilizadas em metanol
aq. de forma a obter concentração final entre 80-90%.
N.d. não detectada. Médias com letras diferentes são
significativamente diferentes (P<0,05).

Foram utilizadas as abreviações M e Ac para os
radicais malonil e acetil, respectivamente. As extrações
foram realizadas em duplicata, sendo um dos extratos

Farinha C Farinha D

mg de aglicona/100g

concentração de 8x Concentr. ≥≥≥≥ 20x Concentração de 8x Concentração ≥≥≥≥ 20x
Média ± DP Média ± DP Média ± DP Média ± DP

daidzina 14,0 ± 0,2 14,9 ± 0,2 20,9 ± 0,2 22,7 ± 0,1

glicitina  4,3 ± 0,1  4,8 ± 0,1  8,2 ± 0,0  9,4 ± 0,0

M daidzina 32,6 ± 0,7 27,9 ± 0,1 40,7 ± 0,2 35,0 ± 0,4

M glicitina  5,1 ± 0,0  4,4 ± 0,0 10,4 ± 0,0  8,9 ± 0,0

genistina 21,5 ± 0,2 22,0 ± 0,2 26,3 ± 0,2 27,6 ± 0,1

Ac daidzina  1,6 ± 0,0  1,4 ± 0,0  2,7 ± 0,0  2,6 ± 0,0

M genistina 66,3 ± 0,3 65,0 ± 0,3 65,3 ± 0,5 63,1 ± 0,6

daidzeína  3,3 ± 0,1  3,0 ± 0,2  3,8 ± 0,0  3,8 ± 0,1

gliciteína n.d. n.d. n.d. n.d.

Ac genistina  3,4 ± 0,1  3,8 ± 0,2  5,5 ± 0,1  5,3 ± 0,1

genisteína  3,8 ± 0,1  3,7 ± 0,2  4,4 ± 0,1  4,2 ± 0,2

TOTAL 155,9 ± 0,7a 151,0 ± 0,3b 188,2 ± 0,8c 182,6 ± 1,5d

Farinha D Isolado C

mg de aglicona/100g

conc. 20x até secagem conc. 8x até secagem

daidzina 26,0 24,8  5,6  5,6

glicitina 10,9 10,8  3,9  4,0

M daidzina 39,7 43,1 18,1 17,9

M glicitina 10,8 10,7  2,7  2,8

genistina 29,0 28,6 13,4 13,5

Ac daidzina  3,0  2,9  2,1  2,1

M genistina 59,1 58,1 44,5 44,2

daidzeína  3,8  3,8 15,8 15,7

gliciteína  1,0  1,0  2,6  2,6

Ac genistina  5,0  4,8  5,7  5,7

genisteína  4,2  4,0 24,1 23,1

TOTAL 192,4a 192,5a 138,4b 137,2b
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forma de agliconas, através de uma hidrólise ácida.
Para efeito de comparação, as diferentes condições
de hidrólise foram testadas, para a farinha
desengordurada de soja. O método de WANG et al
[12], baseado na hidrólise da amostra em HCl 1N aquoso
(refluxo 2h) com posterior extração das agliconas em
acetonitrila, resultou na presença de vários picos con-
taminantes e de genistina, indicando que a hidrólise
não havia sido suficiente. Já o método de FRANKE et
al [4], que realiza extração da amostra e hidrólise
concomitantes, com HCl 2N em etanol (refluxo 2h),
resultou em poucos contaminantes, porém os picos
apresentaram-se assimétricos (Figura 1 D).

Os melhores resultados foram obtidos ao realizar
a hidrólise das isoflavonas após sua extração em metanol
ou etanol 80%, como sugerido por PETERSSON &
KIESSLING [7], quando se observou a presença de
apenas um pico contaminante, porém que não se so-
brepôs aos picos referentes às agliconas (Figura 1B).
Esse pico não foi retido em coluna de poliamida de-
monstrando não tratar-se de isoflavonas (Figura 1C).
No entanto, o teor de agliconas totais obtido através da
hidrólise do extrato (Tabela 8) é menor do que o obtido
pela conversão dos resultados das amostras não
hidrolisadas em agliconas. Além disto, a hidrólise por
1 hora foi insuficiente, já que ainda se detectou a pre-
sença de genistina. O aumento do tempo de hidrólise
para 2 horas foi eficiente, porém obteve-se um teor to-
tal de agliconas ainda menor. Esses resultados indi-
cam que as isoflavonas sofreram degradação durante
o processo de hidrólise. Nota-se ainda que a proporção
entre daidzeína e genisteína após a hidrólise foi de 1:1,56,
enquanto que na amostra não hidrolisada foi de 1:2,32,
o que indica que o composto que se degrada com maior
facilidade é a genisteína.

TABELA 8. Influência do tempo de hidrólise (HCl 2N) para a
obtenção de agliconas, a partir do extrato etanólico da fari-
nha desengordurada de soja.

A partir destes resultados conclui-se que os méto-
dos baseados na quantificação de agliconas subesti-
mam o teor de isoflavonas, devido à degradação ocor-
rida durante a hidrólise ácida. Desta forma, a determi-
nação de isoflavonas na forma dos glicosil-derivados
originalmente presentes mostra-se mais adequada, além
de dar informações sobre o processamento ao qual os
alimentos foram submetidos.

A

B

C

D

FIGURA 1. Cromatogramas obtidos por CLAE de extratos de fari-
nha desengordurada de soja submetidos ou não à hidrólise
ácida. Solvente A: ácido acético 0,1% em água; solvente B:
ácido acético 0,1% em acetonitrila. A fase móvel consistiu em
gradiente linear de acetonitrila em fluxo de  mL/min. A) Extrato
etanólico; B) Extrato etanólico hidrolisado (HCl 2N/2 h) pelo
método de PETERSSON & KIESSLING [7]; C) Hidrolisado
obtido em B passado em coluna de poliamida; D) Farinha ex-
traída em HCl 2N etanólico pelo método de Franke et al [4].
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3.6 – Extração em fase sólida

Avaliaram-se as condições ideais para extração em
fase sólida, visando a determinação de isoflavonas em
produtos alimentícios nos quais os teores muito baixos
e/ou a presença de interferentes impossibilitariam a
análise direta dos extratos metanólicos concentrados.
Os resultados mostraram a ausência de
malonilglicosídeos nos eluatos metanólicos das colu-
nas de poliamida que, conforme determinado posterior-
mente, também são retidos porém necessitam de pH
alcalino para sua eluição (Tabela 9). Mesmo assim,
observou-se diminuição de aproximadamente 14% do
teor total de isoflavonas quando comparado com os
extratos que não foram passados em coluna. Testes
similares realizados com colunas C18 mostraram re-
cuperação de cerca de 82% das isoflavonas, sendo que
o restante foi encontrado na água de lavagem. Estes
resultados indicaram a saturação da capacidade das
colunas, o que foi confirmado ao se utilizar a metade
do volume dos extratos, obtendo-se recuperação de 100%.

Desta forma, conclui-se que a capacidade de liga-
ção das colunas de poliamida e C18 gira em torno de
1,4 a 1,8mg em agliconas por grama de fase sólida. No
caso das farinhas desengorduradas de soja isso equi-
valeria a utilizar 0,5g de amostra para cada g de poliamida
ou C18, para garantir que haja a ligação total das
isoflavonas.

TABELA 9. Eficiência do metanol como solvente de eluição na
extração em fase sólida (coluna de poliamida) das isoflavonas
de farinhas desengorduradas de soja.

* Foram utilizadas as abreviações M e Ac para os radicais malonil e acetil, respec-
tivamente. Os controles consistiram dos extratos não submetidos à extração em
fase sólida. n.d. = não detectado. Proporção metanol:amônia = 99,5:0,5

4 – CONCLUSÕES

• O melhor solvente para extração, em termos de
eficiência e praticidade, é o metanol 80%.

• Não há diferenças significativas entre a eficiência das
extrações realizadas com Ultra-Turrax ou com agita-
dor mecânico, durante 2 ou 3 horas, para farinhas e
isolados, enquanto que para produtos processados
em condições mais severas (texturizados) a extração

mais eficiente é conseguida aumentando-se o tempo
de extração em agitador para 3 horas.

• A temperatura de 40°C durante a concentração dos
extratos,  por rotaevaporação, não altera a amos-
tra. Para injeção no cromatógrafo líquido, o volu-
me do extrato aquoso deve ser ajustado com metanol
a fim de obter-se uma concentração final entre 50
e 80%.

• Não há diferenças significativas nos teores de
isoflavonas decorrentes da utilização de filtros de
amostra de 0,22mm ou 0,45mm.

• Para que haja hidrólise total das isoflavonas é ne-
cessário um refluxo de 2 horas com HCl 2N em
banho de água fervente, porém as isoflavonas so-
frem degradação nestas condições.

• O melhor solvente para a eluição de isoflavonas e
seus glicosil-derivados, após passagem da amos-
tra por coluna de extração em fase sólida , é
MeOH:NH3 (99,5:0,5).

• As colunas de Poliamida e de C18 apresentam ca-
pacidade de ligação de isoflavonas em torno de
1,4 a 1,8mg expressos em agliconas por grama de
fase sólida.
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