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RESUMO

Sendo o Brasil um grande produtor mundial de soja, torna-se necessario uma avaliacido do teor de isoflavonas naqueles cultivares de
maior importancia para o setor agricola e a verificagdo do efeito da temperatura na composicao destas isoflavonas na soja. Neste trabalho
pode-se observar que na temperatura de 25°C, o cultivar IAC Foscarin 31-1 apresentou teor médio de isoflavonas de 1405ug/g, enquanto
que o cultivar IAC 15-1 apresentou cerca de 3008ug/g. O aquecimento a 121°C durante 40 minutos promoveu uma reducao de até 17,6
vezes no teor de malonil isoflavonas e um aumento de aproximadamente 2,6 vezes na concentracédo de glicosil isoflavonas.
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SUMMARY

CONVERSION OF MALONYL-B-GLYCOSIDE ISOFLAVONES INTO GLYCOSIDE ISOFLAVONES IN BRAZILIAN SOYBEANS. As a major
soybean producer, Brazil finds it important to characterize the isoflavone composition of those cultivars of greater agricultural relevance
and to investigate the effect of the temperature of extraction on the isoflavone content. At 25°C, the IAC Foscarin 31-1 cultivar exhibited
a mean total concentration of isoflavones of 1,405ug/g, while IAC 15-1 showed about 3,008ug/g. Heating at 121°C for 40 minutes,
promoted a reduction of up to 17.6 times in the concentration of malonylglycoside isoflavones and an increase of approximately 2.6

times in the concentration of glycoside isoflavones.
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1 - INTRODUCAO

Desde sua primeira mencdo nas estatisticas brasi-
leiras em 1941, a soja (Glycine max L.), tem se destaca-
do por fornecer diferentes produtos de grande impor-
tancia no mercado internacional. Entre estes produtos
estdao: o 6leo, o farelo, a lecitina, além de outros meta-
boélitos secundarios como, as saponinas e as isoflavo-
nas. Inimeros estudos tém destacado o potencial des-
tes fitoquimicos no controle de diferentes enfermida-
des. Por outro lado, o Brasil € o segundo maior expor-
tador de graos de soja e o principal exportador de farelo
de soja, com 32% do mercado mundial, o que repre-
senta 75% da producado brasileira [21]. A composicao
quimica da soja, em 100g de amostra em base seca,
constitui-se de 40g de proteinas, 30g de glicidios, 20g
de lipidios, 226mg de calcio, 546mg de fosforo e 8,8mg
de ferro [23, 27]. Além da proteina, a soja fornece os
acidos graxos essenciais, linoléico e linolénico [19], al-
gumas vitaminas [14] e compostos fitoquimicos, como
as isoflavonas, que apresentam importantes proprie-
dades biolégicas, tais como atividade antioxidante [9,
10, 24], atividade antifingica [18], propriedades
estrogénicas e atividade anticancerigena (cancer de
mama e prostata) [5, 7, 20]. Produtos de soja tradicio-
nalmente consumidos no Japao, tais como miso, natto
e tempeh séo ativos contra a peroxidacao lipidica, pois
apresentam atividade antioxidante, além de atividade
contra tumores pediatricos [22], cancer de préstata [1,
20], cancer de célon [25] e inibicdo de neovascularizacao,
ou angiogénese [13]. Japao entre outros paises orien-

tais, ja utilizam ha muitos anos a soja fermentada na
alimentacédo e, atualmente, tem-se percebido um cres-
cente consumo desta leguminosa e de seus derivados
em paises europeus e nos Estados Unidos, como ali-
mento funcional. Nos Estados Unidos, para este ano, a
producao de alimentos funcionais, como a soja, sera de
20 bilhoées de délares, contudo estima-se que havera
um crescimento exponencial e, no ano 2010, atingira a
cifra de quase 60 bilhées de dolares [16]. Atualmente
existem muitos produtos comerciais a base de soja,
como bolos, chocolates, biscoitos, capsulas enriquecidas
com farinha de soja, que possuem na sua composicao
isoflavonas glicosiladas [5, 26] ou na forma de acetila e
malonil-B-glicosil isoflavonas. Isoflavonas sao os maio-
res componentes fenélicos em soja, sendo encontradas
em concentracdes que vao de 0,1 a Smg/g [5], e esta
variacao esta ligada a fatores genéticos, locais de plan-
tio e condicdes climaticas [2, 4]. O grao de soja contém
basicamente trés tipos de isoflavonas que se apresen-
tam normalmente em quatro diferentes formas, ou seja,
glicosiladas (daidzina, genistina e glicitina); formas
acetilglicosiladas (acetildaidzina, acetilgenistina e
acetilglicitina); formas malonilglicosiladas (malonildai-
dzina, malonilgenistina e malonilglicitina) [17] e na for-
ma estrutural ndo conjugada, aglicona (daidzeina,
genisteina e gliciteina). Soja e farinha desengordurada
de soja contém principalmente malonil-glicosil isofla-
vonas, com menores quantidades das formas B-glicosi-
ladas e somente tracos de acetil-glicosil conjugados [2].
Dentre estas as glicosil isoflavonas como, genistina e
daidzina, mostram menor atividade biolégica que suas
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formas agliconas, genisteina e daidzeina, e sdo as prin-
cipais formas encontradas no grao de soja, constituin-
do de 50 a 90% dos flavonéides em farinha de soja [8,
15]. As malonil-B-glicosil isoflavonas podem ser trans-
formadas a glicosil isoflavonas e acetil isoflavonas du-
rante a extracdo industrial do 6leo de soja. KUDOU et

al. [17] relatam que extracao alcoodlica a quente promo-
ve a transformacao de malonil isoflavonas, induzida pela
desesterificacao para as formas B-glicosiladas (Figura
1). Acetil isoflavonas também podem ser da mesma for-
ma, convertidas em glicosil isoflavonas, sendo estas con-
vertidas por via fermentativa as formas agliconas.
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FIGURA 1. Desesterificacao de malonil-B-glicosil isoflavona a B-glicosil isoflavona.

Este trabalho foi elaborado com o intuito de anali-
sar o conteudo de isoflavonas em um grupo de cultiva-
res de soja do Instituto Agronémico de Campinas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia apés extracao
com solucao de metanol a 80% a 25°C e, avaliar a con-
versdo térmica de malonil isoflavonas em isoflavonas
glicosiladas em duas condicdes de temperatura (25 e
121°C).

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Materiais

Para a producao dos extratos metandlicos de soja
foram utilizados os cultivares, IAC 15-1, IAC 15-2, IAC-
20, IAC-22 e IAC-Foscarin 31-1, concedidos pelo Insti-
tuto Agronémico de Campinas (IAC). Padrdes de isofla-
vonas foram usados para identificar através do espectro
de absorcao de cada composto e para quantificar estes
compostos em soja, sendo os resultados expressos em
micrograma de isoflavona por grama de soja. Daidzeina
e genisteina foram obtidas da Sigma Chemical Co. (St.
Louis, Mo., USA). Daidzina e genistina foram obtidas da
Funakoshi Chemical Co. (Tékio, Japdo). Glicitina,
gliciteina, acetil genistina, malonil daidzina e malonil
genistina foram avaliadas através dos coeficientes de
extincdo molecular, de acordo com KUDOU et al. [17] e
COWARD et al. [5].

2.2 - Métodos analiticos

2.2.1 - Extracao das isoflavonas

As isoflavonas de soja foram extraidas de acordo com
método descrito por FUKUTAKE et al. [15].

e Temperatura ambiente

Cerca de Sg de graos de soja, foram triturados e pe-
neirados. Em seguida foram desengordurados com SOmL
de n-hexano por 30 minutos a 25°C. Feito isto, a sus-

pensao foi centrifugada e o residuo seco a temperatura
ambiente. Amostras de 1g de farinha desengordurada
de soja, foram submetidas a extracdo com 10mL de so-
lucéo 80% de metanol durante 2 horas a 25°C. Em se-
guida, foram centrifugadas a 5000 x g e o sobrenadante
utilizado para andlise de isoflavonas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR).

¢ Tratamento térmico

Amostras de 1g de farinha de soja desengordurada,
foram tratadas a 121°C por 40 minutos, em solucéo aquo-
sa (1:5, p/v). O residuo obtido foi liofilizado e as isoflavo-
nas foram extraidas com solucdo 80% de metanol (pro-
porcao 1:10) durante 2 horas a 25°C. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 5000 x g e o sobrena-
dante utilizado para as analises por CLAE-FR.

2.2.2 - Determinacao das isoflavonas

As analises dos extratos metanélicos de soja por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa
(CLAE-FR), foram feitas de acordo com procedimento
descrito por ESAKI et al. [11]. Vinte microlitros foram
injetados em cromatégrafo liquido LC-10 (Shimadzu Co.,
Japao), equipado com detector de arranjo de fotodiodos
(SPD-M10A) e coluna YMC PACK ODS-A. Usou-se um
fluxo de 0,5mL/min e eluicdo com gradiente consistindo
de aumento linear de 20 a 80% de metanol em agua e
acido acético (19:1). As isoflavonas eluidas foram detec-
tadas por absorbancia a 254nm.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Extracao

Diferentes solventes organicos e misturas destes em
diferentes proporcoes tém sido utilizados para promo-
ver um maximo de extracdo das isoflavonas presentes
em soja, no entanto, estudos realizados por COWARD
et al. [5] e BARNES, KIRK & COWARD [3] mostraram
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que solucdo 80% de metanol foi um solvente eficiente
na extracao de isoflavonas conjugadas e ndo-conjugadas
de farinha desengordurada de soja. BARNES [2] repor-
tou que a extracao de isoflavonas de produtos de soja
com solucédo 80% de metanol a temperatura ambiente
foi eficiente tanto quanto a 60-80°C; no entanto, o au-
tor relatou que o aumento da temperatura provocou
alteracdo na composicdo de malonil isoflavonas, que
teve seu conteuido diminuido com aumento do teor de
isoflavonas glicosiladas. Neste trabalho, o solvente uti-
lizado na extracdo dos isoflavondides, foi uma solucao
80% de metanol e a temperatura ambiente. COWARD
et al. [6], mencionam que a temperatura de extracao de
4°C proporcionou eficiente extracao de isoflavonas tanto
quanto a temperaturas mais elevadas, contudo sem
transformacao do contetido de malonil isoflavonas ori-
ginal. No entanto, para os cultivares analisados neste
trabalho, pode-se notar que nao houve transformacao
das formas malonil a glicosiladas a temperatura de 25°C
e que somente a temperaturas em torno ou acima de
100°C, foi observado a esta transformacao térmica (Fi-
guras 3 e 4). Os perfis cromatograficos das isoflavonas,

extraidas a temperatura ambiente, dos cinco cultivares
de soja analisados sdo apresentados na Figura 2 e o
contetudo destas isoflavonas foram listados na Tabela
1. Nesta tabela foi apresentado o teor de isoflavonas
extraidas a 25°C, considerado para o estudo de trans-
formacao térmica como o contetido de isoflavonas ini-
cial de cada cultivar de soja. Foram observados dife-
rentes teores de isoflavonas para cada cultivar analisa-
do, como foi observado anteriormente por CARRAO-
PANIZZI et al. [4]. A extracdo metandlica das isoflavo-
nas da farinha desengordurada de soja proporcionou
uma extracao livre de compostos residuais excessivos
que dificultam a analise e identificacdo através dos es-
pectros de absorbancia obtidos pelo detector de arran-
jo de fotodiodos, principalmente devido a co-eluicéao de
picos adjacentes. A extracdo com solucdo de metanol a
80%, tem sido utilizada por diferentes autores, tendo-
se observado, na maioria dos casos, que a extracao foi
eficiente quando comparada a outros sistemas de sol-
ventes como, acetonitrila, acetonitrila-agua, acetonitrila-
agua-acido cloridrico, ou mesmo metanol em outras pro-
porcoes.

TABELA 1. Teores de isoflavonas dos extratos metanolicos de farinha desengordurada de soja extraidas a temperatura ambiente

e apos tratamento térmico

Concentracoes de isoflavonas extraidas, ug de isoflavona/g de farinha desengordurada de soja

Glicosil Isoflavonas
Cultivar de

Malonil Isoflavonas

Isoflavonas Agliconas

3 Sub- Malonil Malonil Malonil Sub- Sub- Total
soja IAC  Daidzina Glicitina Genistina Daidzeina Gliciteina Genisteina
total daidzina glicitina genistina total total
Foscarin 31-1
118,4 16,1 245,0 379,5 355,4 43,4 607,7 1006,5 5,1 ND 13,9 19,0 1405,0
Nao-tratado
Foscarin 31-1
290,7 32,4 652,3 975,4 25,4 ND 61,4 86,8 27,9 ND 52,4 80,3 1142,3
Tratado
15-1
265,8 76,9 4485  791,2 812,1 153,5 1235,8 2201,4 5,4 ND 9,7 15,1 3007,7
Nao-Tratado
15-1
620,0 130,4 1286,2 2036,6 69,9 2,0 110,4 182,3 357 ND 60,4 96,1 2315,0
Tratado
15-2
201,9 42,2 334,9 579,0 731,0 105,7 1074,5 1911,2 8,0 ND 12,0 20,0 2510,2
Nao-Tratado
15-2
504,1 79,6 977,5 1561,2 58,3 ND 50,5 108,8 34,8 ND 54,5 89,3 1759,3
Tratado
20
307,9 44,6 270,3 622,8 789,0 76,8 715,2 1581,0 18,3 ND 22,2 40,5 22443
Nao-Tratado
20
749,4 81,8 756,3 1587,5 63,0 ND 56,6 1196 57,1 ND 50,6 107,7 1814,8
Tratado
22
322,7 17,9 321,0 661,6 451,5 46,2 786,6 12843 7,6 ND 11,0 18,6 1964,5
Nao-Tratado
22
700,8 35,1 826,0 1561,9 57,6 ND 69,1 126,7 59,3 ND 54,8 114,1 1802,7
Tratado

ND = Nao detectada

O cultivar IAC-Foscarin 31-1 foi o que apresentou
menor teor de isoflavonas totais (1405ug/g), enquanto que
os cultivares IAC 15-1 e IAC 15-2 apresentaram os maio-
res teores de isoflavonas totais (3007,7 e 2510,2ug/g).

132

3.2 - Transformaciao térmica de isoflavonas

Em todos os cultivares, a extragcdo apds tratamento
térmico promoveu um aumento nos teores de glicosil iso-
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FIGURA 2. Cromatogramas obtidos por CLAE-FR de isoflavonas dos extratos metanolicos de farinha desengordurada de soja dos
diferentes cultivares de soja IAC, sem tratamento térmico. [1] daidzina; [2] glicitina; [3] genistina; [4] malonil daidzina; [5]

malonil glicitina; [6] malonil genistina.

flavonas quando comparadas aquelas obtidas de extra-
coes a temperatura ambiente. Em resultados obtidos por
nossa equipe, foi observado que ha mudanca na compo-
sicao de isoflavonas extraidas em temperaturas ao redor
ou acima de 100°C, principalmente nos teores de malonil
em relacao aos isoflavonéides glicosilados, visto que as
formas malonil sdo descritas por diversos autores como
sendo termolabeis. Pesquisadores como COWARD et al.
[6], observaram que o conteudo de malonil isoflavonas
se manteve quando efetuada a extracao de isoflavonas a
4°C. COWARD et al. [7] e KUDOU et al. [17] reportaram
que malonil-B-glicosil isoflavonas sao as formas em mai-
or quantidade em graos de soja e que estes sao
termolabeis, sendo convertidos a suas isoflavonas glico-
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siladas sob aquecimento. Nas amostras analisadas, foi
observado que os teores de glicosil isoflavonas aumen-
taram cerca de 2,6 vezes, em média, apds o tratamento
térmico da farinha desengordurada de soja. As Figuras
3 e 4, representam os cromatogramas dos extratos
metanodlicos das farinhas desengorduradas dos cultiva-
res de soja IAC Foscarin 31-1 e IAC 15-1, em duas con-
dicoes de temperatura, ou seja, 25°C e 121°C, respecti-
vamente. Observe que a extracao foi feita a 25°C por 2
horas em ambos os casos. A conversao das formas
malonil-B-glicosil isoflavonas em glicosil isoflavonas apoés
o tratamento a 121°C durante 40 minutos, foi percebida
em todos os cultivares analisados e, de maneira
ilustrativa foi apresentado na figura a seguir.
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FIGURA 3. Cromatogramas obtidos por CLAE-FR de isoflavonas
dos extratos metanolicos de farinha desengordurada de soja
IAC Foscarin 31-1 extraidas a temperatura ambiente e apds
tratamento térmico. [1] daidzina; [2] glicitina; [3] genistina;
[4] malonil daidzina; [S] malonil glicitina; [6] malonil genistina;
[7] daidzeina; [8] acetil genistina; [9] genisteina.
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FIGURA 4. Cromatogramas obtidos por CLAE-FR de isoflavo-

nas dos extratos metandlicos de farinha desengordurada de

soja IAC 15-1 extraidas a temperatura ambiente e apos tra-

tamento térmico. [1] daidzina; [2] glicitina; [3] genistina; [4]

malonil daidzina; [5] malonil glicitina; [6] malonil genistina;

[7] daidzeina; [8] acetil genistina; [9] genisteina.

O cultivar IAC Foscarin 31-1 apresentou menor teor
de isoflavonas totais (1405ug/g), com leve perda deste
teor (1,2%) apos a conversdo térmica das formas malonil-
B-glicosil isoflavonas em isoflavonas glicosiladas. A re-
ducéao nos teores de isoflavonas totais foi também ob-
servada em outros cultivares tratados. Muitas formas
de isoflavonas sdo termolabeis e instaveis [17] e sob tra-
tamento térmico ocorre conversado de algumas malonil
isoflavonas em conjugados de acetila [12], bem como pode
ocorrer transformacao que levem a perda destas isofla-
vonas.

4 - CONCLUSOES

e O cultivar IAC 15-1 apresentou maior contetido de
isoflavonas totais dentre os cultivares analisados,
apo6s extracdo com solucao 80% de metanol a 25°C
por 2 horas.

e A extracdo apoés tratamento térmico a 121°C por
40 minutos, promoveu reducdo média de até 17,6
vezes no teor de malonil isoflavonas (para IAC 15-
2) e aumento nas concentracdes de glicosil isofla-
vonas (aumento médio de 2,6 vezes).
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