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RESUMO

O trabalho teve como objetivo a determinagéo de metodologias
adequadas de extracdo e andlise de isoflavonas de derivados protéicos
de soja e alimentos industrializados. Compararam-se dois méto-
dos de determinacé&o de isoflavonas, um baseado na andlise dos
diversos glicosil-derivados naturalmente presentes, e o outro, na
andlise de agliconas, ap6s hidroélise acida. Avaliaram-se também
as condiges ideais para extragdo em fase sdlida. Os resultados
mostraram ser o metanol aquoso a 80% o melhor meio extrator
em termos de rendimento e perfil obtido, e a temperatura de 40°C
durante a rotaevaporagdo adequada para a concentracéo dos ex-
tratos. Nao houve diferencas significativas nos resultados obti-
dos utilizando-se filtros de 0,45 ou 0,22mm. Os testes de recupe-
racdo resultaram em valores entre 95,4 e 103,3%, dependendo
do composto. A hidrélise acida para analise de agliconas mos-
trou-se inadequada por causar diminuigao significativa dos teo-
res de isoflavonas. A poliamida mostrou-se uma fase sélida efi-
ciente para ligacéo de isoflavonas, sendo que para a elui¢éo de
malonilglicosideos é necessario aumentar o pH do metanol.

Palavras-chave: soja; derivados; isoflavonas; determinagéo;
extracao em fase solida.

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 40°C 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 - INTRODUCAO

As plantas produzem uma ampla variedade de com-
postos de baixo peso molecular denominados metabdlitos
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secundarios, entre 0os quais encontram-se os chamados
fitoquimicos, tais como flavonéides, acidos fendlicos,
saponinas, glicosinolatos, glicoalcaldides, furanocumarinas
e compostos cianogénicos. Os fitoquimicos possuem
diversas func¢des na planta, principalmente de defesa contra
o ataque de predadores e patdgenos. Quando presentes
em alimentos de origem vegetal, podem ter tanto efeitos
benéficos como prejudiciais ao ser humano [8]. As
isoflavonas séo as formas mais comuns de fitoestrégenos,
sendo predominantemente encontradas em leguminosas
e especialmente abundantes na soja [11]. As isoflavonas
possuem estrutura quimica semelhante a dos estrégenos,
tais como o 17 b-estradiol. Dados experimentais e clini-
cos tém mostrado que as isoflavonas representam uma
alternativa promissora na prevencao e/ou tratamento de
muitas doengas horménio-dependentes, incluindo cén-
cer, sintomas da menopausa, doengas cardiovasculares
e osteoporose [9]. A soja participa da dieta humana através
do consumo do préprio grao 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, sdo também utilizados na producéo de diver-
sos alimentos industrializados, tais como produtos carneos,
produtos de panificagdo, molhos e sopas. No entanto,
para a elaboragdo de recomendag¢6es nutricionais é ne-
cessario o conhecimento dos teores dessas substancias
nos alimentos, o qual depende do desenvolvimento de
metodologias adequadas de extracdo e analise.

Com esse objetivo, avaliamos as melhores condi-
¢Bes para extracdo das isoflavonas da soja e deriva-
dos, e para preparo da amostra para analise através
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Com-
paramos também os teores obtidos através da deter-
minacéo das isoflavonas na forma de agliconas (apés
hidrélise acida) 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-
¢Oes de extracdo em fase sdélida, como forma de purifi-
cacdo e concentragdo desses compostos.

2 — MATERIAIS E METODOS

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 proteina texturizada de soja. Todos os
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reagentes e solventes utilizados foram de grau analiti-
co ou para cromatografia liquida.

2.2 — Métodos

2.2.1 — Extracédo de isoflavonas

As amostras foram extraidas com agitador meca-
nico e barra magnética por 2 horas a 4°C, na propor-
¢éo de 1:20 (m/v). Os solventes testados foram: metanol
70%, metanol 80%, acetonitrila 60% e acetonitrila 80%.
Foi realizada, também através de agitacdo mecanica
por 2 horas a 4°C, extragdo em meio acido utilizando
acetonitrila ou acetona, como sugerido por (a) WANG
& MURPHY [13], (b) SONG et al. [10] e (c)
FARMAKALIDIS & MURPHY [3], nas seguintes condi-
¢bes: a) 1g amostra : 10mL CH,CN : 2 mL HCI 0,1N; b)
1g amostra : 10mL CH3CN :2mLHCIO,AN: 7mL HZO;
c) 1g amostra : 10mL acetona : 2mL HCI 0,1N.

Além da extracdo usando-se agitador e barra mag-
nética também foi realizada extragdo em Ultra-Turrax
(Polytron® - Kinematica GmbH, Kriens-Luzern, Suica),
por 1 minuto em velocidade 5, em banho de gelo, utilizan-
do-se uma proporcéo de 1:10 amostra:solvente (m/v). O
residuo foi re-extraido mais 2 vezes. Os extratos obti-
dos foram filtrados utilizando-se papel de filtro Whatman
n° 6. Para concentracdo dos extratos foi utilizado
rotaevaporador (Rotavapor® RE 120 — Bichi, Flawil,
Suica), em temperaturas de banho de 40°C, e as amostras
foram concentradas até diferentes volumes, para ava-
liar o efeito do tempo de rotaevaporacdo. As amostras
concentradas tiveram entdo 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 extracdes foram realiza-
das em ftriplicata.

2.2.2 — Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A separacdo 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 cromatografo
liquido utilizado foi o da Hewlett Packard (Palo Alto,
E.U.A.) série 1100, equipado com detetor com arranjo
de diodo (DAD). Os padrdes de daidzeina e genisteina
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-
¢ao foi feita a partir dos tempos de retencdo e dos
espectros. As amostras foram injetadas em duplicata.
Os resultados foram expressos como mg de isoflavona
por 100g de amostra (b.u.), apés normaliza¢do das
diferengas de peso molecular das formas glicosiladas,
feita multiplicando-se a massa de cada derivado pela
raz8o entre o peso molecular da respectiva aglicona e
o peso molecular da forma glicosilada, conforme SONG
et al [10].

2.2.3 — Teste de recuperacéo

Realizou-se teste de recuperacéo para 0S compos-
tos daidzina e genistina, adicionados em amostras de

farinha desengordurada e isolado protéico de soja, a
seguir extraidas com agitador mecanico e barra mag-
nética por 2 horas a 4°C, na proporgdo de 1:20 (m/v)
amostra:metanol 80%. Os extratos foram concentrados
em rotaevaporador (40°C) até reducgdo de seu volume
em oito vezes. O volume foi completado com metanol
de forma a obter concentragéo final de 50%. A recupe-
racao (%) foi calculada a partir da diferenca entre a
massa de daidzina ou genistina encontrada na amos-
tra adicionada e a massa encontrada na amostra ndo-
adicionada, em relacdo a quantidade adicionada.

2.2.4 — Hidrélise acida

A hidrélise das isoflavonas para obtencdo das
agliconas foi realizada de duas maneiras:

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

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

¢ ) hidrolise do extrato metandlico ou etandlico (80%),
com HCI 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 — Extracdo em fase sélida

Para a otimizacao da extracdo em fase soélida 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 laboratério, em seringas proprias 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 agua. O metanol dos ex-
tratos dos produtos analisados foi previamente elimi-
nado através de rotaevaporacao. Apos a passagem dos
extratos aquosos, as colunas foram lavadas com 20mL
de 4gua e a eluicdo das isoflavonas foi feita com 50mL
de metanol, no caso de agliconas, ou 50mL de
metanol:amobnia (99,5:0,5), no caso de glicosil-deriva-
dos. Utilizou-se manifold Visiprep 24DL da Supelco
(Bellefonte, E.U.A.).

2.2.6 — Analise estatistica dos resultados

Para a andlise estatistica dos resultados utilizou-se
0 programa Statistica versdo 5.0 da StatSoft (Tulsa,
E.U.A.). A comparacao das médias foi realizada pelo
teste t de Student (P<0,05).
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3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 — Condic¢des de extracéo

As isoflavonas da soja, daidzeina, genisteina e
gliciteina, estao presentes no grédo na forma de 7-O-b-
glicosideos (daidzina, genistina e glicitina), 7-O-b-(6""-
O-acetil)-glicosideos (acetildaidzina, acetilgenistina e
acetilglicitina), e 7-O-b-(6""-O-malonil)-glicosideos
(malonildaizina, malonilgenistina e malonilglicitina), sendo
gue malonilgenistina e malonildaidzina correspondem
juntas a cerca de 66% do total [5]. Os dados referentes
ao melhor solvente para a extracéo de isoflavonas sao
conflitantes. WANG & MURPHY [13] realizaram a ex-
tracéo de isolado protéico de soja com CH.,CN : HCI
0,1N (5:1), durante 2 horas a temperatura ambiente. Ja
SONG et al[10] relataram que a adicdo de agua a esse
sistema, na proporgéo 10:2:7 CH,CN : HCI 0,1N : H,0,
resultava em melhores recuperacdes. Murphy et al [6],
por sua vez, indicaram que a quantidade de agua a ser
adicionada deveria ser otimizada para cada produto.
JA FARMAKALIDIS & MURPHY [3] utilizaram acetona:HCI
0,1N para a extracéo de isoflavonas. BARNES, KIRK &
COWARD [1] encontraram a mesma eficiéncia de ex-
tracdo para metanol aquoso a 80% e acetonitrila aquo-
sa a 80%, contendo 0,1% de HCI (por 2 horas a tempe-
ratura ambiente). Os autores encontraram também a
mesma eficiéncia de extragdo para a temperatura de
60°C e ambiente. No entanto, relataram que 0 aumento
da temperatura provocava alteracao na composicao dos
glicosil-derivados, com diminuigdo dos malonilglicosideos
e aumento concomitante dos b-glicosideos. Resultados
similares foram relatados por KUDOU et al [5], que com-
pararam a extracdo a 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 extracédo de 4°C proporcionava o mesmo rendi-
mento que as temperaturas mais elevadas, porém com
menor degradagdo dos malonilglicosideos.

Dessa forma, neste trabalho utilizou-se a tempera-
tura de 4°C durante a extragcdo, para preservar o perfil
de isoflavonas originalmente presentes na amostra.
Comparou-se a eficiéncia de extragdo - 2 horas com
agitador mecéanico e barra magnética - de: a) CH,CN :
HCI 0,1N, 10:2; b) CH,CN : HCI 0,1N: H,0, 10:2:7; c)
acetona : HCI 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, ja que o
processo de moagem e desengorduramento sabidamente
ndo afeta esses compostos [13]. Como as formas
glicosidicas 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
extraidas com acetonitrila, tanto a 60 como a 80%, quando
submetidas a analise por CLAE apresentaram perfis
distorcidos, ndo permitindo a identificacdo dos picos
(resultados ndo apresentados). Tais alteracdes nao fo-
ram observadas quando a extragdo com acetonitrila (ou
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acetona) foi realizada em meio acido (Tabela 1), como
sugerido por SONG et al[10] e WANG & MURPHY [13].

Como podemos observar na Tabela 1, nas extra-
¢Oes realizadas em meio acido, o solvente mais indi-
cado foi acetonitrila na presenca de agua, que extraiu
cerca de 11% a mais que a acetona e cerca de 63% a
mais que a acetonitrila sem adi¢do da agua. Segundo
SONG et al [10], a adicdo de agua na propor¢éo de
10:2:7 (CH,CN:HCI 0,1N:H,0) melhoraria a eficiéncia
de extracdo para a maioria dos produtos, mas para
amostras ndo usuais esta proporcdo deveria ser
otimizada [6].

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

CH3CN : HCI 0,IN : H:0 CH3CN : HCI 0,IN CH3COCH3 : HCI 0,IN

(10:2:7) (10:2)
mg aglicona/100g
1 2 média 1 2 média 1 2 média
daidzina 214 21,4 21,4 121 12,6 124 20,0 204 20,2
glicitina 18 18 18 10 0,9 10 15 15 15

M daidzina 242 24,2 24,2 10,6 10,6 10,6 18,4 183 184
M glicitina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. nd. nd. nd.
genistina 49,2 49,8 49,5 33,7 345 34,1 45,5 45,4 45,4
Ac daidzina 18 18 18 18 18 18 17 17 17
M genistina 55,3 55,5 55,4 30,8 31,3 31,0 49,9 49,7 49,8

daidzeina 6,8 6,9 6,8 57 59 58 6,9 7,0 7,0
Ac genistina 39 4,0 4,0 3,6 38 37 4,0 41 4,0
gliciteina nd. n.d. n.d. nd. nd. n.d. n.d. n.d. n.d.
genisteina 9,0 91 91 74 7,7 7,6 9,0 9,2 91

TOTAL 1734 1745 1739* 1066 1091 1079 1570 1573 157,2°

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

Dessa forma, comparamos a eficiéncia da extra-
¢cao destes sistemas com a do metanol aquoso a 80%
(Tabela 2) e observamos que este apresentou eficién-
cia similar a do sistema CH,CN:HCI 0,1N:H,O (10:2:7).
As amostras extraidas com metanol, tanto 70% como
80%, apresentaram bons perfis e mesmo rendimento
na extracdo de isoflavonas; no entanto, utilizando-se
metanol 80% observou-se diminuicdo da presenca de
picos contaminantes, como observado a partir da ana-
lise em CLAE (resultados ndo apresentados).

Comparamos também a eficiéncia de extragdo com
Ultra-turrax (3 extragdes de 1 minuto) e agitador meca-
nico (2 horas), dados que séo apresentados na Tabela
2. Pode-se observar que para a farinha desengordurada
de soja e o isolado protéico ndo houve diferenga signi-
ficativa entre os dois sistemas utilizados.

Analisamos também a interferéncia do tempo de
extragcdo, quando se utiliza o agitador mecénico, para a
analise de farinha desengordurada de soja e de isolado
protéico de soja. Como podemos observar na Tabela 3,
extragBes realizadas por 2 ou 3 horas, tanto para a fa-
rinha como para o isolado, ndo resultam em diferengas
na quantidade total extraida.
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TABELA 2. Eficiéncia da extragdo de isoflavonas de farinha
desengordurada de soja e de isolado protéico de soja em
Ultra-Turrax ou agitador mecénico (2 h), com metanol aquo-
so a 80%.

Farinha desengor durada de soja (A)

I solado protéico de soja (A)

mg de aglicona/100g

UltraTurrax Agitador UltraTurrax Agitador

Média+ DP Média+ DP Média+ DP Média+ DP
daidzina 219+0,6 218+03 54+0,0 53+01
glicitina 23+03 25+02 1,8+0,0 18+0,1
M daidzina 225+11 219+03 98+1,0 99+0,9
M glicitina 06+04 09+0,0 13+01 13+01
genistina 46,7+0,8 46,2+0,6 16,6+0,5 16,6+0,2
Ac daidzina 22+02 2,6+0,0 22+02 20+02
M genistina 583+19 58,3+ 0,5 36,1+1,0 354+07
daidzeina 6,9+ 0,3 72+0,1 32,7+04 309+0,3
gliciteina n.d. n.d. 32+0,1 31+01
Ac genistina 38+0.2 42+0,0 32+0,1 31+01
genisteina 94+05 9,7+0,1 56,3+1,2 545+0,7
Total 174,6 +5,2% 1753+ 15 168,6 + 4,1 163,7+23°

* Foram utilizadas as abreviacdes M e Ac para os radicais malonil e acetil, respec-
tivamente. N.d. ndo detectada. DP = desvio-padrao; extracdes realizadas em triplicata.
Médias com letras iguais ndo apresentam diferenca significativa (P<0,05).

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

Farinha Desengordurada de Soja B Isolado Protéico de Soja B

mg de aglicona /100g
extragéo por 2h extragéo por 3h extragéo por 2h extragéo por 3h

média+ DP média+ DP média+ DP média+ DP
daidzina 271+1,0 254403 6,3+ 0,0 65+0,2
glicitina 22+03 20+01 20+02 28+03
M daidzina 274+17 249+0,9 10,0+0,9 10,0£0,8
genistina 579+18 545+0,4 195+ 0,2 20,2+1,0
Ac daidzina 22+01 2,0+0,0 15+0,0 15+01
M genistina 62,4+25 61,3+0,5 36,2+ 1,0 359+1,2
daizeina 81+03 8,0+0,1 345+ 05 344+11
gliciteina n.d. n.d. 31+0,0 32+0,1
Ac genistina 4,8+0,2 48+0,0 4,4+0,7 47+0,1
genisteina 11,2+0,3 11,05+0,1 60,4+ 1,0 59,7+1,6
TOTAL 2032+7.2% 194,0 £ 2,0° 177,9+3,7° 178,9+6,3"

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

Ja para a andlise de proteina texturizada de soja
(Tabela 4), podemos observar uma acentuada diferen-
¢a no teor de isoflavonas ao se utilizar o Ultra-turrax ou
0 agitador com barra magnética para a extragdo. De
acordo com os resultados apresentados, conclui-se que
para a proteina texturizada a melhor opcéo é realizar
extracdo com agitador por 3 horas, visto que em 2 ho-
ras obteve-se um menor rendimento e desvio-padrao
elevado. Essa diferenca se deve, provavelmente, as
condi¢Oes drasticas de processamento desses produ-
tos. Durante a extrusao, a matéria-prima (farinha
desengordurada ou concentrado protéico) é submetida
a pressfes e temperaturas elevadas que causam alte-
racdes significativas de suas propriedades fisico-qui-

micas, o que poderia estar relacionado a maior dificul-
dade de solubilizag&o das isoflavonas.

TABELA 4. Eficiéncia de extragdo de isoflavonas de proteina
texturizada de soja.

Ultra-turrax Agitador por 2horas  Agitador por 3 horas
mg de aglicona/100g

Média+ DP Média+ DP Média+ DP
daidzina 38+03 38+0,2 5,5+ 0,4
glicitina 09+0,0 08+0,1 1501
M daidzina 28+0,2 37+03 50+0,3
genistina 95+0,7 10,3+ 0,6 14,4+ 0,6
Ac daidzina 1,0£0,1 15+0,2 19+0,2
M genistina 80+0,8 10,6+ 0,9 146+08
daidzeina 161+ 17 203+0,9 242+05
gliciteina 1,4+02 25+0,2 25+£03
Ac genistina 26+0,2 26+0,2 48+0,3
genisteina 285+% 3,2 356£1,6 41,4+0,8
TOTAL 746+ 7,12 91,7 +5,0° 1159+ 3,1°

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

3.2 — Concentragdo dos extratos

Na determinacdo das melhores condi¢des de con-
centracdo dos extratos observou-se que a temperatura
de 30°C era inviavel, ja 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 trés tempos
diferentes de rotaevaporacgdo, 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 entao transferidas para
baldo 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 concentracéo final de 50, 80-90 e 100%,
respectivamente. Os resultados sao apresentados na
Tabela 5. E 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 a analise em CLAE, nado sendo possivel uma clara
observacéo e identificagdo dos picos. Entre as amos-
tras das farinhas concentradas em 8 e mais de 20 ve-
zes (Tabela 5) observa-se uma diminui¢do no teor total
de isoflavonas, e essa diferenca corresponde principal-
mente a diminuicdo da malonildaidzina nas amostras
concentradas em mais de 20 vezes (ressuspendidas,
portanto, em metanol 80-90%).

Estes resultados indicam que podem estar ocor-
rendo alteragBes nos compostos, como por exemplo,
degradacdo térmica e/ou insolubilizagdo pela
complexagcdo com outras substancias, devido ao maior
tempo de exposicdo a temperatura de 40°C. Por outro
lado, as amostras mais concentradas foram
ressolubilizadas em uma concentragédo maior de metanol,
0 que também poderia afetar os resultados. Dessa for-
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ma, extratos de farinha desengordurada e de isolado
protéico de soja foram concentrados por diferentes pe-
riodos de tempo, porém todas as amostras foram
ressolubilizadas em concentracéo final de metanol aquoso
de 50%. Os resultados (Tabela 6) mostraram que nao
hé& diferencas 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 concentracdo dos extratos ndo altera
as amostras e que as isoflavonas sdo pouco sollveis
em concentracdes de metanol maiores que 80%, pro-
vavelmente em decorréncia da conjugacdo com com-
postos mais polares.

3.3 — Filtragem das amostras

A utilizacéo de filtros de 0,22mm ou 0,45mm para
a filtragem das amostras ndo resultou em diferencas
significativas nos teores de isoflavonas encontrados
através da andlise 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. Influéncia do fator de concentragdo dos extratos de
farinha desengordurada de soja em rotaevaporador a 40°C
(concentracdo final de metanol dos extratos variavel).

Farinha C Farinha D

mg de aglicona/100g
concentracdo de8x  Concentr.>20x Concentragéo de 8x Concentragéo = 20x

Média+ DP Média+ DP Média+ DP Média+ DP
daidzina 140+0,2 149+0,2 209+0,2 22,7+0,1
glicitina 43+01 48+01 82+00 94+00
M daidzina 326+0,7 279+01 40,7+0,2 350+04
M glicitina 51+00 44+00 104+0,0 89+0,0
genistina 215+0,2 220+0,2 263+0,2 276+0,1
Ac daidzina 1,6+0,0 1,4+00 2,700 26+00
M genistina 66,3+0,3 650+0,3 653+0,5 63,1+ 0,6
daidzeina 33+£01 30+0.2 38+00 38+01
gliciteina n.d. n.d. n.d. n.d.

Ac genistina 34+01 38+0,2 55+01 53+01
genisteina 38+01 37+£02 44+01 42+0.2
TOTAL 155,9+0,7% 151,0+0,3° 188,2+0,8° 182,64+ 1,5°

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

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

Foram utilizadas as abreviagbes M e Ac para o0s
radicais malonil e acetil, respectivamente. As extracdes
foram realizadas em duplicata, sendo um dos extratos

submetido a secagem total e o outro até a concentra-
¢do indicada. Os valores representam a média de duas
injecOes. Médias com letras diferentes sdo significati-
vamente diferentes (P<0,05).

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

FarinhaD Isolado C

mg de aglicona/100g

conc. 20x até secagem conc. 8x até secagem
daidzina 26,0 248 56 56
glicitina 10,9 10,8 39 4,0
M daidzina 39,7 43,1 18,1 17,9
M dlicitina 10,8 10,7 2,7 28
genistina 29,0 28,6 134 135
Ac daidzina 30 29 21 21
M genistina 59,1 58,1 445 442
daidzeina 38 38 15,8 15,7
gliciteina 1,0 1,0 2,6 2,6
Ac genigtina 5,0 4.8 57 57
genisteina 42 4,0 241 231
TOTAL 192,42 1925° 138,4° 137,2°

3.4 — Teste de recuperagao

O método de extracdo e preparo de amostra pro-
posto, com metanol aquoso a 80% (2h/4°C), teve a sua
recuperacdo testada para amostras de farinha
desengordurada e isolado protéico de soja adicionadas
dos padrdes de daidzina e genistina. A partir da Tabela
7 observa-se que a recuperagdo 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. Recuperacédo de daidzina e genistina adicionadas a
amostras de farinha desengordurada e isolado protéico de

soja.

daidzina genistina
Farinha
Teor presente (mg/100g) 444+18 926+31
Teor adicionado (mg/100g) 214 39,7
Teor encontrado (mg/100g) 64,7+0,8 1261+ 1,0
Recuperagio (%) 985+13 954407
Isolado
Teor presente (mg/100g) 103+0,1 31,2+03
Teor adicionado (mg/100g) 214 39,7
Teor encontrado (mg/100g) 32,7+0,7 728+11
% Recuperacéo 103,3+22 102,7+15

3.5 — Hidrdlise para obtencédo das agliconas

Alguns métodos para quantifica¢éo de isoflavonas
se baseiam na obtencéo prévia destes compostos na
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forma de agliconas, através de uma hidrélise acida.
Para efeito de comparacéo, as diferentes condi¢des
de hidrélise foram testadas, para a farinha
desengordurada de soja. O método de WANG et al
[12], baseado na hidrélise da amostra em HCI 1N aquoso
(refluxo 2h) com posterior extracdo das agliconas em
acetonitrila, resultou na presenca de varios picos con-
taminantes e de genistina, indicando que a hidrdlise
nao havia sido suficiente. Ja o método de FRANKE et
al [4], que realiza extracdo da amostra e hidrélise
concomitantes, com HCIl 2N em etanol (refluxo 2h),
resultou em poucos contaminantes, porém 0s picos
apresentaram-se assimétricos (Figura 1 D).

Os melhores resultados foram obtidos ao realizar
a hidrodlise das isoflavonas apds sua extracdo em metanol
ou etanol 80%, como sugerido por PETERSSON &
KIESSLING [7], quando se observou a presenca de
apenas um pico contaminante, porém que ndo se so-
brepds aos picos referentes as agliconas (Figura 1B).
Esse pico nao foi retido em coluna de poliamida de-
monstrando ndo tratar-se de isoflavonas (Figura 1C).
No entanto, o teor de agliconas totais obtido através da
hidrélise do extrato (Tabela 8) € menor do que o obtido
pela conversdo dos resultados das amostras néo
hidrolisadas em agliconas. Além disto, a hidrélise por
1 hora foi insuficiente, ja que ainda se detectou a pre-
senga de genistina. O aumento do tempo de hidrdlise
para 2 horas foi eficiente, porém obteve-se um teor to-
tal de agliconas ainda menor. Esses resultados indi-
cam que as isoflavonas sofreram degradagdo durante
o processo de hidrélise. Nota-se ainda que a proporgdo
entre daidzeina e genisteina apés a hidrolise foi de 1:1,56,
enquanto que na amostra ndo hidrolisada foi de 1:2,32,
0 que indica que o composto que se degrada com maior
facilidade é a genisteina.

TABELA 8. Influéncia do tempo de hidrélise (HCI 2N) para a
obtengéo de agliconas, a partir do extrato etandlico da fari-
nha desengordurada de soja.

agliconas totais (mg/100g) % perda
Sem hidrélise 208,9 0
Hidrélisepor 1 h 153,7 26,4
Hidrélise por 2 h 133,8 36,0

A partir destes resultados conclui-se que 0s méto-
dos baseados na quantificacdo de agliconas subesti-
mam o teor de isoflavonas, devido a degradacgéo ocor-
rida durante a hidrélise acida. Desta forma, a determi-
nacdo de isoflavonas na forma dos glicosil-derivados
originalmente presentes mostra-se mais adequada, além
de dar informagdes sobre o processamento ao qual os
alimentos foram submetidos.
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FIGURA 1. Cromatogramas obtidos por CLAE de extratos de fari-
nha desengordurada de soja submetidos ou nao a hidrélise
acida. Solvente A: acido acético 0,1% em agua; solvente B:
acido acético 0,1% em acetonitrila. A fase movel consistiu em
gradiente linear de acetonitrila em fluxo de mL/min. A) Extrato
etanélico; B) Extrato etandlico hidrolisado (HCI 2N/2 h) pelo
método de PETERSSON & KIESSLING [7]; C) Hidrolisado
obtido em B passado em coluna de poliamida; D) Farinha ex-
traida em HCI 2N etandlico pelo método de Franke et al[4].
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3.6 — Extracdo em fase sélida

Avaliaram-se as condi¢des ideais para extracdo em
fase solida, visando a determinacéo de isoflavonas em
produtos alimenticios nos quais os teores muito baixos
elou a presencga de interferentes impossibilitariam a
andlise direta dos extratos metandlicos concentrados.
Os resultados mostraram a auséncia de
malonilglicosideos nos eluatos metandlicos das colu-
nas de poliamida que, conforme determinado posterior-
mente, também sao retidos porém necessitam de pH
alcalino para sua eluigdo (Tabela 9). Mesmo assim,
observou-se diminuicdo de aproximadamente 14% do
teor total de isoflavonas quando comparado com os
extratos que ndo foram passados em coluna. Testes
similares realizados com colunas C18 mostraram re-
cuperagéo de cerca de 82% das isoflavonas, sendo que
o restante foi encontrado na agua de lavagem. Estes
resultados indicaram a saturacdo da capacidade das
colunas, o que foi confirmado ao se utilizar a metade
do volume dos extratos, obtendo-se recuperacéo de 100%.

Desta forma, conclui-se que a capacidade de liga-
¢do das colunas de poliamida e C18 gira em torno de
1,4 a 1,8mg em agliconas por grama de fase solida. 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 ligacdo total das
isoflavonas.

TABELA 9. Eficiéncia do metanol como solvente de elui¢do na
extragdo em fase sélida (coluna de poliamida) das isoflavonas
de farinhas desengorduradas de soja.

mg aglic/100g Controle Eluato MeOH Controle Eluato (B)
(A) (A) (B) MeOH:NH3
daidzina 22,2 19,4 29,1 279
glicitina 26 1,6 2,7 22
M daidzina 251 nd. 22,1 17,7
M glicitina n.d. n.d. n.d. n.d.
genistina 532 43,8 71,0 66,3
Ac daidzina 27 21 26 15
M genistina 58,5 n.d. 57,1 44,2
daidzeina 78 72 83 76
Ac genistina 52 4.4 49 32
genisteina 11,0 9,6 11,2 10,0
TOTAL 188,3 88,1 2089 180,6

* Foram utilizadas as abreviacdes M e Ac para os radicais malonil e acetil, respec-
tivamente. Os controles consistiram dos extratos ndo submetidos a extragdo em
fase sélida. n.d. = ndo detectado. Propor¢do metanol:amdnia = 99,5:0,5

4 — CONCLUSOES

O melhor solvente para extracdo, em termos de
eficiéncia e praticidade, é o metanol 80%.

* Nao ha diferencas significativas entre a eficiéncia das
extra¢des realizadas com Ultra-Turrax ou com agita-
dor mecanico, durante 2 ou 3 horas, para farinhas e
isolados, enquanto que para produtos processados
em condi¢gdes mais severas (texturizados) a extragao

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

* Atemperatura de 40°C durante a concentracdo dos
extratos, por rotaevaporagdo, néo altera a amos-
tra. Para injecdo no cromatdgrafo liquido, o volu-
me do extrato aquoso deve ser ajustado com metanol
a fim de obter-se uma concentracéo final entre 50
e 80%.

* Na&o ha diferencas significativas nos teores de
isoflavonas decorrentes da utilizagdo de filtros de
amostra de 0,22mm ou 0,45mm.

e Para que haja hidrélise total das isoflavonas é ne-
cessario um refluxo de 2 horas com HCI 2N em
banho de agua fervente, porém as isoflavonas so-
frem degradacao nestas condigdes.

O melhor solvente para a eluicdo de isoflavonas e
seus glicosil-derivados, apds passagem da amos-
tra por coluna de extragcdo em fase solida , é
MeOH:NH, (99,5:0,5).

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

5 — REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

[1] BARNES, S.; KIRK, M.; COWARD, L. Isoflavones and their
conjugates in Soy Foods: Extraction conditions and Analysis
by HPLC — Mass Spectometry. J. Agric. Food Chem., v.
42, p. 2466-2474,1994.

[2] COWARD, L.; SMITH, M.; KIRK, M.; BARNES, S. Chemical
maodification of isoflavones in soyfoods during cooking and
processing. Am. J. Clin. Nutr., v. 68, p. 1486S-1491S,
1998.

[3] FARMAKALIDIS, E.; MURPHY, P.A. Isolation of 6"-O-
Acetylgenistin and 6"-O-Acetyldaidzin from toasted defatted
soyflakes. J. Agric. Food Chem., v. 33, p. 385-389, 1985.

[4] FRANKE, A.A; CUSTER, L.J.; CERNA, C.M.; NARALA, K.K.
Quantitation of phytoestrogens in legumes by HPLC. J.
Agric. Food Chem., v. 42, p. 1905-1913, 1994.

[5] KUDOU, S.; FLEURY, Y.; WELTI, D.; MAGNOLATO, D.;
UCHIDA, T.; KITAMURA, K.; OKUBO, K. Malonyl isoflavone
glycosides in soybean seeds (Glycine max Merrill). Agric.
Biol. Chem., v. 55, p. 2227-2233, 1991.

[6] MURPHY, P.A.; SONG, T.; BUSEMAN, G.; BARUA, K
BEECHER, G.R.; TRAINER, D.; HOLDEN, J. Isoflavones
in retail and institucional soy foods. J. Agric. Food Chem.,
V. 47, p. 2697-2704, 1999.

[71 PETTERSON, H.; KIESSLING, K.-H. Liquid Chromatographic
Determination of the Plant Estrogens Coumestrol and
Isoflavones in Animal Feed. J. Assoc. Off. Anal. Chem.,
v. 67, p. 503-506, 1984.

[8] RHODES, M.J.C. Physiologically-active compounds in plant
foods: an overview. Proc. Nutr. Soc., v. 55, p. 371-384,
1996.

[9] SETCHELL, K.D.R.; CASSIDY, A. Dietary isoflavones:
biological effects and relevance to human health. J. Nutr.,
v. 129, 758S-767S, 1999.

[10] SONG, T.; BARUA, K.; BUSEMAN, G.; MURPHY, P.A. Soy
isoflavones analysis: quality control and a new internal
standard. Am. J. Clin. Nutr., v. 68, p. 1474S-1479S, 1998.

92 Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 21(1): 86-93, jan.-abr. 2001



[11] THAM, D.M.; GARDENER, C.D.; HASKELL, W.L. Potential
health benefits of dietary phytoestrogens: a review of the
clinical, epidemiological, and mechanistic evidence. J. Clin.
Endocr. Metab., v. 83, p. 2223-2235, 1998.

[12] WANG, G.; KUAN, S.S.; FRANCIS, 0O.J.; WARE, G.M,;
CARMAN, A.S. A Simplified HPLC Method for the
Determination of Phytoestrogens in Soybean and Its Processed
Products. J. Agric. Food Chem., v. 38, p. 185-190, 1990.

[13] WANG, H.; MURPHY, P.A. Isoflavone Content in Commecial
Soybean Foods. J. Agric. Food Chem., v. 42, p. 1666-
1673, 1994.

6 — AGRADECIMENTOS

A FAPESP, pelo financiamento do projeto de pes-
quisa, e a estagiaria de Iniciacdo Cientifica Fabiana
Ribeiro Salerno (Bolsista CNPq) pelo auxilio na execu-
¢do das analises.

Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 21(1): 86-93, jan.-abr. 2001 93



