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RESUMO

As isoflavonas daidzeina e genisteina s3o responséveis pelo sabor
amargo e adstringente em derivados de soja, as quais aumentam
durante a imersé&o dos graos em &gua. A formagdo dessas substan-
cias podem ser inibidas pela glicono-5-lactona, que atua como
inibidor competitivo das p-glicosidases. Conclui-se, portanto, que as
p-glicosidases s&@o as responsaveis pela liberagio de daidzeina e
genisteina em gréos de soja imersos em dgua. A inibicdo da
atividade das p-glicosidases, pela adigéo do inibidor (glicono-5-lac-
tona), reduziu o aparecimento das isoflavonas agliconas em 33% e
23% , respectivamente, nos cultivares Parana e UFV-5,
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Summary

SOYBEAN SEED ISOFLAVONES: p-GLUCOSIDASE ACTIVITY
ON DEVELOPMENT OF UNDESIRABLE BITTER AND OBJECTI-
ONABLE AFTERTASTE. Daidzein and genistein which are respon-
sible for the undesirable bitterness and astringency of soybean
products, increased during soaking of soybean. The production of
these substances is inhibited by glucono-3-lactone which is a com-
petitive inhibitor of p-glucosidases. The results showed, that p-glu-
cosidases were responsible for the production of daidzein and
genistein during soaking. The inhibition of the B-glucosidases activity
in two cultivars (Parana and UFV-5) were examined by adding the
inhibitor in the soaking water. The production of isoflavones agluco-
ne on these varieties was reduced 33% and 23%, respectively.

Key words: soybean; p-glucosidase; glucono-5-lactone; isoflavones.

1— INTRODUGAO

A soja possui diversos componentes biologicamente
ativos. Dentre estes, as isoflavonas, presentes em elevadas
concentracbes (Figura 1), sé@o de grande interesse, em
razéo de suas atividades estrogénicas (8,18), anti-hemoliti-
cas e antioxidantes (20), fungistaticas e bactericidas (4,19)
e anti-tumores (1,20), além do intenso sabor amargo e
adstringente (13,16,17). Os valores, em mM, do limiar de
percepcao para cada isoflavona (16) foram os seguintes:
10-°mM (daidzeina), 1072 (daidzina), de 102 a 1074 (deriva-
das de daidzina), 10~ (gliciteina), 10~ (glicitina) e 10~
(derivados de glicitina). Até o presente, o sabor tem sido o
fator limitante mais importante na utilizagéo da soja como
alimento.
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FIGURA 1. Estruturas das isoflavonas em gréos de soja.

Nos diversos produtos (farinha de soja desengordura-
da, proteina de soja texturizada, extrato hidrossoltvel e
isolado protéico), a questéo do sabor tem sido negligenciada
e subestimada, e futuras utilizagées s6 terdo sucesso quan-
do esta questéo for devidamente controlada ou até mesmo
eliminada visto que, se a aceitabilidade n&o é boa, o valor
nutritivo é de pouca consequéncia.

Além das isoflavonas, outros compostos responsaveis
pelo sabor desagradavel da soja so os componentes vola-
teis, derivados enzimaticamente ou termicamente de pre-
cursores néo-volateis, como proteinas, peptidios, aminoaci-
dos, carboidratos, lipidios e vitaminas (5,14,17,22,24). En-
tretanto, certos compostos nao-volateis estdo também as-
sociados com o sabor caracteristico de produtos 4 base de
soja, incluindo diversos componentes derivados de lipidios,
varios compostos fendlicos e agucares (2,13,21).

O gréo de soja possui em torno de 2% de glicosidios
compostos de diversos tipos de saponinas e isoflavondides
ja caracterizados e isolados. A quantidade de isoflavonas
varia consideravelmente de acordo com a variedade e com
0 local e ano de cultivo (7). Estdo presentes na forma
glicosidica (geralmente 7-monoglicosidica) e, em menor
concentragdo, na forma aglicona. Coletivamente, séo res-
ponsaveis pelo sabor adstringente e amargo em produtos
de soja (13,15,17,21), sendo as principais encontradas a
genistina e daidzina (50 a 90% do total).

A eliminagéao da lipoxigenase em soja (10,14) contribuiu
sensivelmente para a melhoria do sabor de feijao cru, mas
outras fontes de sabor desagradéavel, principalmente ads-
tringéncia e amargo, ainda persistem (2,13,22). A adstrin-
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géncia provocada pelas saponinas pode ser reduzida pela
remogao mecénica do hipocdtilo (17,21).

A presenca de isoflavonas agliconas em gréos de soja
estd relacionada com a atividade de p-glicosidase presente
no tecido vegetal. A forma aglicona possui sabor mais
intenso e desagradavel que a forma glicosidica (2,21). Ex-
tratos da parede celular do gréo de soja contém pelo menos
duas enzimas com atividade de p-glicosidase (6). Uma delas
possui somente atividade de p-glicosidase e a outra, além
desta, possui a de p-glucanase. Esta Ultima é responsavel
por 35% da atividade total de p-glicosidase, sendo denomi-
nada p-glicosilase.

A p-glicosidase encontrada em tecidos celulares da soja
tem PM = 45 KD, faixa de pH entre 5,2-6,0 e pl= 4,2-4,4,
sendo sua temperatura 6tima em 50°C (12).

A formacéo de isoflavonas agliconas pode ser reduzida
pela utilizacdo de inibidores no controle da atividade de
p-glicosidase, esperando-se, conseqiientemente, que o sa-
bor amargo e adstringente nos produtos derivados da soja
seja menos intenso. O inibidor competitivo mais potente de
p-glicosidase é a d-glicono-1,5-lactona, ou &-lactona (25).
Em meio aquoso, 1,5 lactona é convertida em &cido glucé-
nico e 1,4-lactona, sendo esta converséo dependente do pH,
da temperatura e do tempo de estocagem da solugéo
(11,23).

O presente trabalho teve como objetivo estudar a acéo
e o controle da atividade da enzima p-glicosidase na libera-
¢ao de daidzeina e genisteina em duas cultivares de soja
(UFV-5 e Paranad).

2 — MATERIAL E METODOS

2.1 - Preparo das amostras

Foram utilizadas amostras de grdos de duas cultivares
de soja (Glycine max (L.) Merrill): Parana e UFV-5, safra
89/90. As amostras, fornecidas pelo Departamento de Fito-
tecnia da UFV, foram divididas em trés tratamentos (Tabela
7).

TABELA 1. Tratamentos empregados nas amostras de
gréos das cultivares Parana e UFV-5, para a extragéo
das isoflavonas.

Soja 1,5-Lactona* H20
Tratamentos @ (50mg) (50ml)
1 13 - +
4 11,1 + +
3 11,8 - ==
+ = Presenga e — = Auséncia.
a=>5,6 mMoles.

Apds 12 horas sob os trés tratamentos, a soja foi des-
cascada, congelada, liofilizada, moida e desengordurada
com hexano, durante 10 horas em extrator Soxhlet. A extra-
¢do das isoflavonas foi realizada em extrator Soxhlet, com
metanol 100%, durante nove horas. O extrato metandlico foi
concentrado a vacuo em evaporador rotativo a 60°c, até
aproximadamente 20 mL. Este volume foi centrifugado jun-
tamente com mais 10 mL de metanol, resultantes da lava-

gem do baldo, e 5,0 mL de acetona, a uma forga centrifuga
de 986 g por 10 minutos. O sobrenadante foi recolhido
quantitativamente em erlenmeyer de 50 mL.

2.2 - Separacdo e quantificacio das isoflavonas

Uma aliquota de 2 mL foi retirada e filtrada em pré-filtro
do tipo AP - 250 e filtro HA 0,5 uM (Milipore Corp. Bedford,
Ma). Em seguida volumes de 10 e 50 pl do filtrado foram
injetados no cromatégrafo liquido em coluna de fase rever-
sa, conforme técnica descrita por ARAUJO et al (3), utilizan-
do-se gradiente linear de 25 a 50% MeOH em 20 minutos,
permanecendo constante até o final da eluigéo.

2.3 - Hidrdlise do p-nitrofenil-p-D-glicopiranosidio
pelas p-glicosidases da soja

Foi utilizado o procedimento modificado proposto por
HEYWORTH e WALKER (11), FORD e NUNLEY (9) na
determinag&o da atividade de p-glicosidase (Tabela 2). Apds
a pesagem de aproximadamente 2g de soja e posterior
adicdo de agua, inibidor e indicador (p-NPG), as misturas
permaneceram em repouso durante seis horas. Apos este
tempo, a agua foi descartada e os grdos foram pesados e
lavados com &gua destilada. Aos gréos lavados foram adi-
cionados 20 mL de &gua destilada, sendo entdo fervidos,
neste volume, durante cinco minutos para inativagéo da
enzima. Depois de resfriados foram descascados e coloca-
dos em 16 mL de NazCos 0,25 M, por duas horas, para a
extragao do p-nitrofenol liberado pela acéo das p-glicosida-
ses da soja.

O extrato alcalino amarelo foi filtrado e a transmitdncia,
lida em 420nm, em espectrofotdmetro Baush e Lomb, para
determinar a quantidade do p-nitrofenol liberado.

TABELA 2. Procedimento utilizado na determinagéo da
atividade de f-glicosidase em graos de soja nas cultiva-
res UFV-5 e Parana.

Tratamentos” S(;})a (:‘ 02,51) h s (Ln?gona (g,z;:g)
1 (branco) 2 0 -
5 2 * 0 *
3 2 + 1 *
4 2 + 2 =
5 2 + 5 *
6 2 + 10 +
7 2 + 20 ¥
8 2 + 30 *
9 2 + 40 +
10 2 + 50 +
Ao Duplicata

+ = Presenca e — = Auséngia
p-NPG = p-nitrofenol-p-D-glicopiranosidio

3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise quantitativa revelou diferencas significativas
nos teores de isoflavonas entre as cultivares Parana e
UFV-5 (Tabela 3). A cultivar UFV-5 apresentou um total de
isoflavonas de 409,2 mg /100g e a ‘Parand’, de 188,8 mg
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/100g. Deste total, 2,7% representa a forma aglicona (genis-
teina e daidzeina) para a cultivar UFV-5 e 5,1% para a
cultivar Parana.

TABELA 3. Teor de isoflavonas (mg/100g de matéria liofili-
zada) encontradas nos graos das cultivares UFV-5 e
Parana.

UFV-5 Parana
Isoffa-
vonas A i
gua+ CV. Agua+ C.V.
Seca Agua | idor. (%) Seca Agua o (%)
Daidzina 158,32 116,0c 137.9b 3.1 67.7a 57.2b 6171ab 45

Genistina 239,0a 192,3c 218,8b 3.1 111,50 1154ab 118,5a 10,7

Daidzeina 22¢ 115 9,0b 56 2,6¢c 4,3a 3.5b 35
Genisteina 87c 24,1a 18,5b 6,0 7,0c 156a 9,9b 87
Total 4092 3439 3843 1888 1915 193,0

Em trabalho citado na literatura (19), para farinha de
soja desengordurada, variedade Amsoy, foram encontradas
99% das isoflavonas como glicosidios. No presente traba-
Iho, os valores encontrados foram 97,3% e 94,9% para os
glicosidios, nas variedades UFV-5 e Parana, respectiva-
mente. Entretanto, o teor de isoflavonas obtidas no trata-
mento 1 (Soja + Agua) diminuiu consideravelmente. Portan-
to, esses resultados indicam que os glicosidios presentes
originalmente nos grdos foram hidrolisados durante imersao
em agua.

A partir das estruturas quimicas (Figura 1), pressume-
se que as f-glicosidases hidrolisam as isoflavonas glicosi-
dicas durante imersdo em agua, aumentando a quantidade
de daidzeina e genisteina. Para verificar a agcdo de p-glico-
sidases em grdos de soja durante a imersdo em agua,
adicionou-se o substrato sintético especifico (p-NPG).

A acdo de p-glicosidase sobre o p-NPG durante a
imersao da soja em agua pode ser verificada, medindo-se
o p-nitrofenol liberado ( Tabela 4). A partir desses resultados,
conclui-se que a daidzeina e genisteina foram formadas a
partir da hidrolise das isoflavonas glicosidicas pelas f-glico-
sidases durante a imersao dos grdos em agua.

Para controlar a hidrédlise das isoflavonas glicosidicas
durante a imersdo em &agua, foi adicionado o inibidor com-
petitivo de p-glicosidases, a glicono-8-lactona. A formacgao
de daidzeina e genisteina, que aumentaram durante a imer-
sdo em agua, foi inibida pela adicdo de glicono-3-lactona
(Tabela 3).

Na horizontal, para cada cultivar, as medias seguidas
pelas mesmas letras nao diferem entre si, ao nivel de 5%
de significancia pelo teste de Tukey.

As isoflavonas daidzeina e genisteina aumentaram
5,23 e 2,77 vezes na cultivar UFV-5e 1,65 e 2,22 vezes na
‘Parand’, do tratamento 1 (Seco) para o tratamento 2 (Agua),
respectivamente. A acdo da glicona-1,5:lactona no trata-
mento 3 (Agua + Inibidor) reduziu a concentragdo de daidze-
ina e genisteina na cultivar Parana em 19 e 36% e, na
cultivar UFV-5, em 22 e 23%, respectivamente. O total das
duas isoflavonas agliconas é reduzido em 33 e 23% nas
cultivares Parana e UFV-5, respectivamente (Figura 2).

'UFV-R'

oms-201 | TARANA

25

20

DMS=1.45

15 DMsS= 0.83

mg/100g

10

Daidzeina Genisteina Daidzeina Genisteina

[ SECA B AGUA M AGUA + INIBIDOR

FIGURA 2. Efeito dos tratamentos sobre a quantidade de
isoflavonas daidzeina e genisteina nos graos de soja.
DMS = Diferenga minima significativa.

A presenca de isoflavonas livres no tratamento 1 (Seco)
pode ser explicada, possivelmente, pela acao das enzimas
f-glicosidases durante o armazenamento e processamento,
como resposta a infecgédo por patdégenos (4,6,19), ou pela
indugdo por Bradyrhizobium (15).

3.1 — Atividade de p-glicosidase

Os resultados obtidos para a atividade de f-glicosidase
nas cultivares de soja UFV-5 e Parana constam da Tabela
4.

A guantidade necessaria para inibir 50% da atividade
de p-glicosidase foi calculada pela relagéo entre a atividade
relativa e os niveis de inibicao usados (Figura 3). A equagao
melhor ajustada aos pontos, para a cultivar Parana, (Y =
96,8 - 34,96X%5 + 7,36X - 0,496X "5, R2=0,9528 & p < 0,05)
em que X & miligrama de glicona e Y é a percentagem de
atividade residual, forneceu o valor de 4,94 mg de glicona
(2,77 mMoles) como suficiente para reduzir em 50% a
atividade de p-glicosidase, nessa cultivar, sendo este valor
muito proximo & metade do utilizado no presente trabalho.
O resultado obtido aproxima-se ao de BODENMANN et al.
(4), que encontrou o valor de 2,9 mMoles, usando enzima
purificada.

A curva obtida para a cultivar UFV-5 nao atinge um
patamar de equilibrio, ou melhor, a curva (Y =1/0,011056
+0,00004873X, R%=0,65156 p <0,01) no fica paralela ao
eixo X. Para esta cultivar, a inibigao de 50% de atividade nao
foi atingida dentro dos limites utilizados para a determinagao
da curva, possivelmente, em virtude de a enzima p-glicosi-
dase nao ter sido afetada pelo inibidor de modo significativo.
Outra explicagdo seria a baixa absorgdo de agua pela
‘UFV-5’ (Tabela 4), em comparagao a ‘Parand’, conseqien-
temente, a quantidade de inibidor levada pela agua ao
interior da semente foi insuficiente para promover maior
inibicdo. A quantidade de agua absorvida de cada cultivar
foi diferente entre si, a 5% de probabilidade. Segundo HO-
SEL e TODENHAGEM (12) existe comportamento diferente
da enzima pelo substrato, mesmo quando se utilizam culti-
vares semelhantes, o que pode também explicar a diferenga
de atividade enzimatica neste trabalho.
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TABELA 4. Valores encontrados de dgua absorvida, p-NPG
absorvido e transmitancia usada para a determinacéo da
atividade relativa de f-glicosidase, nos graos das culti-
vares Parana e UFV-5,

Tratamentos
Cuvar p|  pF  H0 pNPGi2 | T  p-NPGs
(@ (@ (m) (mg) (mg) (%) (mg)
Parana
1 206 395 1,89 0378 00 355 0,054
207 385 1,78 0372 1,15 570 0,029
202 385 183 0,364 22 650 0,022
199,370 #1,71 0,340 55 670 0,021
204 385 181 0360 102 745 0,015
203 390 187 0372 2025 785 0,013
201 380 179 0356 304 855 0,008
203 385 182 0362 4055 820 0,010
9 206 390 184 0366 5025 778 0,013
Média 203 385 181" 0363
UFV-5
1 2048375 1.2 034 00 695 0,019
205 370 165 0,33 10 706 0,018
201 374 173 0,34 22 835 0,009
202 358 1,56 0,31 525 815 0,011
2,04 3768 1,72 034 11,05 870 0,007
208 380 1,72 034 2065 865 0,008
200 370 1,70 034 309 875 0,007
205 374 169 033 4025 89,3 0,008
9 207 385 178 0,35 50,0 925 0,004
Media 204 374 169 0,34
* = Média de duas repetigdes
P.l. = Peso inicial, P.F. = Peso final, H20 = dgua absorvida, p-NPG = p-NPG
absorvido
I = Glicona-1,5-lactona, T = transmitincia a 420nm e p-NP = p-nitrofenol
liberado.
1 = Concentragdo de p-NPG usada para a cultivar Parana (0,199 mg / mL).
2 = Concentracdo de p-NPG usada para a cultivar UFV-5 (0,20 mg / mL).
3 = Calculado: Abs = Ebc: E = 18700, b = 1,0cm e ¢ = mol / |, volume = 0,016
le PM = 139,11

+ = Diferenga entre médias das variedades significativas a 5% de
probabilidade pelo teste F
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FIGURA 3. Atividade residual de p-glicosidase em fungéo
da concentragdo de inibidor nas cultivares Parana e
UFV-5,

4 — CONCLUSOES

— A quantidade de isoflavonas agliconas na cultivar UFV-
5 variou entre 10,9 e 35,6 mg/100g de matéria seca de
soja, apresentando teor elevado de genisteina e daidze-
ina, muito superior ao encontrado na cultivar Parana,
cujo total ficou entre 9,6 a 19,9 mg/100g de matéria
seca.

— A utilizagdo da glicona-3-lactona sobre as cultivares
estudadas reduziu o aparecimento das isoflavonas agli-
conas em 33 e 23%, nas cultivares Parana e UFV-5,
respectivamente.

- A enzima p-glicosidase foi inibida & metade de sua
atividade original pela glicona-8-lactona na cultivar Pa-
rana com 2,77 mMoles, enquanto na ‘UFV-5', a quanti-
dade de glicona para causar essa mesma redugio na
atividade da enzima nédo pdde ser determinada pela
resposta linear encontrada, em razéo da pouca afinida-
de pelo substrato usado, p-nitrofenil-g-d-glicopiranosi-
dio, e, ou, em razdo da menor absorgéo de agua, visto
que esta cultivar liberou quantidade de p-nitrofenol mui-
to inferior a ‘Parana’.
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