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SILVA, Mariah Benine Ramos. Brotos de soja: avaliacdo do processo de produgao
sobre as medidas fisicas e teor de isoflavonas e caracterizagdo quimica. 2015. 74 f.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2015.

RESUMO

O processo de germinagdo de sementes pode ser utilizado como um método
eficiente e economicamente viavel para melhorar o valor nutritivo e funcional da soja.
O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos das variaveis do processo de
germinagao de soja BRS216 sobre as medidas fisicas e teor das diferentes formas
de isoflavonas, seguido da caracterizagao dos brotos quanto a composigao quimica,
vitamina C, atividade de inibidores de tripsina e teor de isoflavonas. As sementes de
soja cultivar BRS216 foram submetidas ao processo de germinagao, utilizando o
delineamento experimental 2°. Foram investigados os efeitos das variaveis como o
tempo de maceracéo (horas), frequéncia de irrigagcdo (horas) e germinacdo (dias)
sobre as fungdes resposta: comprimento dos brotos (cm), rendimento dos brotos
(%), teor de B-glicosideos, malonilglicosideos, agliconas e isoflavonas totais dos
brotos (umol/g). O comprimento dos brotos foi medido com régua e o rendimento foi
calculado pela relagao entre os brotos e as sementes de soja multiplicada por 100. A
separagdo e quantificacdo das isoflavonas foram realizadas por cromatografia
liqguida de alta eficiéncia (CLAE), a determinagéo da vitamina C foi realizada por
método titulométrico e a atividade de inibidores de tripsina por método
espectrofotométrico. Para produgdo de brotos de soja o efeito do tempo de
maceracao e de germinacgao foi linear positivo e significativo sobre o comprimento
dos brotos, enquanto que para o rendimento somente o efeito do tempo de
germinacgao foi linear positivo e significativo. Com relagdo ao teor de isoflavonas
malonilglocosideos, agliconas e isoflavonas totais, somente o efeito do tempo de
germinagao foi linear negativo e significativo. Para obter brotos de soja com
caracteristicas proprias, comprimento e rendimento adequados, maior teor de
isoflavonas malonilglicosideos, agliconas e isoflavonas totais, o processo de
germinagdo deve ser realizado utilizando 6 horas de maceragdo, 3 dias de
germinagao e independente da frequéncia de irrigacdo. Os brotos de soja com
caracteristicas préprias mantiveram sua composi¢cdo quimica, aumento de 61% na
vitamina C, reducgao de 19,10% na atividade de inibidores de tripsina e aumento de
20,8%, 82,98%, 131,57% e 73,38% no teor de isoflavonas [-glicosideos,
malonilglicosideos, agliconas e isoflavonas totais respectivamente, em relagdo as
sementes ndo germinadas.

Palavras-chave: Soja. Germinagdo. Brotos de soja. Isoflavonas. Vitamina C.
Inibidores de tripsina.



SILVA, Mariah Benine Ramos. Soybean sprouts: evaluation of the production
process on physical measures and isoflavones content and chemical
characterization. 2015. 74 p. Dissertation (Master's Degree in Food Science) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

ABSTRACT

The process of germination can be used as an efficient and economically viable
method to improve nutritional and functional properties of soybean. The objective of
this work was to evaluate the effects of variables on the germination process of
soybean BRS216 on the physical measurements and content of different forms of
isoflavones, followed by the characterization of soybean sprouts in chemical
composition, vitamin C, activity of trypsin inhibitors and isoflavones. The soybean
seeds cultivar BRS216 were submitted to germination using the experimental design
2%. Were investigated the effects of variables as soaking time (hours), irrigation
frequency (hours) and germination (days) on the response funtions length of sprouts
(cm), yield of sprouts (%), content of 3-glucosides, malonylglucosides, aglycones and
total isoflavones of sprouts (umol/g). The length of sprouts was measured with a ruler
and the yield was calculatedby the ratio of the soybean sprouts and seeds multiplies
by 100. The separation and quantification of isoflavones was performed by high
performance liquid chromatography (HPLC), determination of vitamin C was
performed by titrimetric method and the activity of trypsin inhibitors by the
spectrophotometric method. For soybean sprouts, the effect of soaking and
germination time was linear positive and significant over the length of sprouts, while
on the yield of sprouts only the effect of germination time was linear positive and
significant. In relation to content of isoflavones malonylglucosides, aglycones and
total isoflavones of sprouts, only the effect of germination time was linear negative
and significant. To get soybean sprouts with its own characteristics, appropriate
length and yield, higher levels of malonylglucosides, aglycones, and total isoflavones,
the germination should be performed using 6 hours of soaking and 3 days of
germination, independent of the irrigation frequency. The soybean sprouts with its
own characteristics maintained their chemical composition, increase 61% of vitamin
C, 19.10% reduction in activity of trypsin inhibitors and increase 20.8%, 82.98%,
131.57% and 73.38% on the content of isoflavones 3-glucosides, malonylglucosides,
aglycones and total isoflavones respectively when compared to non-germinated
seeds.

Key words: Soybeans. Germination. Soybean sprouts. Isoflavones. Vitamin C.
Trypsin inhibitor.
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1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merril) € uma planta pertencente a familia
das leguminosas e € um produto agricola de grande interesse mundial, gracas a
versatilidade de aplicacdo dos graos em produtos para a alimentacdo humana,
alimentacdo animal e industria quimica. A cada ano, a producdo mundial de soja
aumenta, e por isso sua cultura é considerada como commaodity frente ao seu valor
econbmico nos mercados nacional e internacional. O Brasil € o segundo maior
produtor de soja do mundo, sendo a leguminosa cultivada em varias regides do pais
(EMBRAPA, 2015; SILVA et al., 2006).

As sementes de soja sdo compostas por 40% de proteinas, 20% de
oleo, 35% de carboidratos e 5% de cinzas (LIU, 1997), sendo uma importante
alternativa para a nutricdo humana, excelente fonte de proteinas, carboidratos,
vitaminas lipossoluveis, principalmente vitamina E, minerais como ferro, calcio e
zinco, antioxidantes e acidos graxos (CARRAO-PANIZZI; BORDIGNON, 2000).

Além da alta qualidade da proteina, a soja e seus derivados séo
também fontes de compostos fendlicos, como os flavonoides e isoflavonas,
principalmente. As isoflavonas da soja podem ser encontradas em 12 diferentes
formas, como as B-glicosidicas (daidzina, genistina e glicitina), que apresentam uma
glicose ligada ao anel benzeno, e suas respectivas formas conjugadas:
acetilglicosidica (acetil-daidzina, acetil-genistina e acetil-glicitina) e malonilglicosidica
(malonil-daidzina, malonil-genistina e malonil-glicitina), além das agliconas
(daidzeina, genisteina e gliciteina), ndo ligadas a molécula de glicose (KUDOU et al.,
1991).

As isoflavonas agliconas sédo absorvidas mais rapidamente pelo
organismo, quando comparadas as formas glicosidicas, e possuem atividade
biol6gica mais acentuada (FUKUTAKE et al.,1996; IZUMI et al., 2000). A presenca
das isoflavonas agliconas no grado de soja é resultante da atividade da enzima [3-
glicosidase, que converte principalmente as formas glicosidicas em agliconas.

Atualmente o consumo de isoflavonas de soja tem sido associado a
diminuicdo do risco de algumas doencas. Tém sido demonstrados que as
isoflavonas sao eficazes no tratamento do cancer, dos sintomas da menopausa, de

doencas cardiovasculares e da osteoporose, além de apresentarem capacidade
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antioxidante e inibir a acao de radicais livres que sé&o a causa de muitos problemas
relacionados a saude (BANERJEE; WANG; SARKAR, 2008; BARBOSA et al., 2006;
FARINA et al., 2006).

A germinacdo dos gréos de soja provoca alteracdes no teor de
isoflavonas totais e de suas diferentes formas, podendo ocorrer o aumento dos
teores em determinadas partes do grdo de soja germinado, como os cotilédones, e
reducdo em outras, como as radiculas. Assim, mudancas no contetdo de
isoflavonas dependem da fase de germinacdo e do metabolismo fisiolégico das
sementes (RIBEIRO et al., 2006).

O processo de germinacdo tem sido proposto como um método
eficiente e economicamente viavel para a melhoria das qualidades nutricionais da
soja, uma vez que proporciona aumento do valor nutritivo devido a maior
digestibilidade e eficiéncia proteica (FERNANDEZ-OROZCO et al., 2008), além do
aumento da biodisponibilidade de minerais e vitaminas, principalmente a vitamina C.
Durante a germinacdo, ocorre também uma reducdo dos fatores considerados
antinutricionais, tais como inibidores de proteases, fitatos e lectinas, assim como a
hidrolise de oligossacarideos, como rafinose e estaquiose (WANG; FIELDS, 1978;
MOSTAFA; RAHMA, 1987; VANDERSTOEP, 1981; BORDINGNON et al., 1995;
BAU et al. 1997).

Denomina-se alimento germinado ou broto qualquer semente que €&
estimulada pelo contato com a agua, ar e calor, e tem como resultado o crescimento.
As sementes germinadas irdo formar o caule e as folhas, que se preenchem pouco a
pouco com clorofila, originando os brotos (LOURES, 2007). A producao de brotos é
rapida (3 a 7 dias), e pode ser realizada em qualquer época do ano, sem a
necessidade de solo e luz solar direta. Por ndo requerer aplicacdo de qualquer tipo
de adubo ou defensivo, os brotos sdo alimentos totalmente naturais, que utilizam
apenas as reservas armazenadas nas sementes para que estas germinem e
alcancem o tamanho ideal de consumo. Os brotos frescos sdo boas fontes de
minerais, vitaminas e proteinas, e apresentam baixo valor calérico, sendo
apreciados pelo seu paladar, valor nutritivo e medicinal (VIEIRA; LOPES, 2001).

A producdo de brotos de soja no Brasil € muito restrita ou quase
inexistente, e para que haja o estabelecimento de um mercado consumidor, séo

necessarias tecnologias que garantam a producgéo dos brotos em larga escala, além
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de cultivares de soja adaptadas para 0 processo e técnicas de processamento que
garantam a seguranga alimentar do produto, viabilizando, assim, a sua
comercializacdo (OLIVEIRA et al., 2013). Portanto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar as variaveis do processo de germinacdo de soja e seus efeitos sobre as
caracteristicas fisicas e teor das diferentes formas de isoflavonas, bem como a
composi¢cdo quimica, vitamina C e atividade de inibidores de tripsina dos brotos de
soja.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as variaveis do processo de germinagdo soja e seus efeitos
sobre as medidas fisicas e teor das diferentes formas de isoflavonas, bem como a
sua composic¢ao quimica, vitamina C e atividade de inibidores de tripsina dos brotos
de soja.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aplicar o delineamento experimental 23 para avaliar o efeito das
variaveis do processo de germinagcédo de soja sobre o seu comprimento, rendimento
e teor das diferentes formas de isoflavonas dos brotos de soja.

Caracterizar os brotos de soja quanto a sua composicdo quimica,
vitamina C, atividade de inibidores de tripsina e teor das diferentes formas de

isoflavonas e comparar com as sementes nao germinadas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ASPECTOS GERAIS DA SOJA

Evidéncias historica e geogréfica indicam que a soja teve origem no
continente asiatico, e seu cultivo na China foi registrado ha cerca de 5.000 anos,
guando os chineses a consideravam como um dos cinco grdos sagrados (LIU,
1997). Foi introduzida no Japéo por volta de 200 a 300 anos antes da Era Crista. Em
1740 chegou a Europa e, em 1804 foi pela primeira vez citada nos Estados Unidos,
em cultivo na Pensilvania (PROBST; JUDD, 1973).

No Brasil, os primeiros registros da soja ocorreram em 1882 no
Estado da Bahia. Posteriormente, em 1891 o gréo foi introduzido em Sao Paulo e
Rio Grande do Sul (SANTOS 1988). Em 1908, com a chegada dos imigrantes
japoneses em Sao Paulo, o plantio desta leguminosa foi aos poucos se difundindo
no meio rural. Em Minas Gerais, a soja foi introduzida na década de 1920, em Santa
Catarina na década de 1930, em Goias em 1950 e, nos demais Estados da regiéo
Centro, Norte e Nordeste a introducdo ocorreu principalmente a partir da década de
1970 (MIYASAKA; MEDINA, 1981).

O Brasil se destacou em relacdo aos outros paises, devido ao
escoamento da safra brasileira ocorrer na entresafra americana, quando 0s precos
atingem as maiores cotacfes. Assim, 0 pais passou a investir em tecnologia para a
adaptacdo da cultura as condicdes brasileiras, processo liderado pela Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA - Soja). Estes investimentos
possibilitaram a “tropicalizagdo” da soja, permitindo que o grédo fosse cultivado com
sucesso em regides de baixas latitudes, entre o tropico de Capricérnio e a linha do
Equador. Essa conquista dos cientistas brasileiros revolucionou a histéria mundial da
Soja e seu impacto comecou a ser notado a partir do final da década de 80 e, mais
notoriamente, na década de 90, quando os precos do grdo comecaram a cair
(EMBRAPA, 2015).

Segundo dados apresentados no levantamento mensal referente ao
més de fevereiro de 2015 pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA) serao produzidos mundialmente 315.06 mil t de soja na safra 2014/15. Esse

valor é 11% maior do que a producdo obtida na safra anterior, 2013/14, quando
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foram produzidas 283.74 mil t. A lideranca no ranking de produc¢éo ainda permanece
com os Estados Unidos com previséo de 108.01 mil t, vindo logo em seguida o Brasil
com 94.5 mil, a Argentina com 56.0 mil, a China com 12.35 mil e o Paraguai com 8.5
mil t. Havia a expectativa de o Brasil assumir a primeira posi¢cao na safra 2014/2015
mas, de acordo com 0 mesmo levantamento, isto ndo acontecera (USDA, 2015).

Com relagdo a producédo brasileira, a Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB) indica, para a safra atual (2014/15), uma producéo de
95.919,8 mil t. Esse valor € 11,4% maior do que o produzido na safra 2013/14
guando foram colhidas 86.120,8 mil t do grdo. Houve crescimento de 4,8% em
relacdo a area plantada devido aos bons precos recebidos pela oleaginosa (CONAB,
2015).

Dentre os Estados brasileiros, os que mais produziram na safra
2013/2014, foram: Mato Grosso com 26.441,6 mil t, Parana com 14.780,7 mil, Rio
Grande do Sul com 12.867,7 mil, Goias com 8.994,9 mil e Mato Grosso do Sul com
6.148,0 mil de t (CONAB, 2015). No Parana, os dados do ultimo relatério de
acompanhamento de safras divulgado pelo Departamento de Economia Rural
(DERAL) apontaram a producéo na safra (2014/15), de 16.763,5 mil t, 14% superior
a safra 2013/14 (DERAL, 2015).

A cada ano, 85% da soja produzida mundialmente sdo processadas
para obtencdo do O6leo vegetal e farelo de soja, sendo que o farelo é usado
principalmente para alimentacdo animal. Apenas 10% da soja produzida
mundialmente é usada diretamente para a alimentacdo humana e os restantes 5%
sdo usados para outras finalidades como sementes, alimentacdo animal na
propriedade ou, ainda € desperdicado (RIAZ, 2006).

Segundo Vello (1992), a soja pode ser classificada em dois grupos
principais: tipo grédo e tipo alimento. A soja tipo grdo tem sido cultivada, no Brasil,
principalmente para atender as industrias brasileira e estrangeira de farelo e 6éleo;
apresenta sementes de tamanhos médios, representadas pelo peso de 100
sementes (PCS) de 12 a 19 g; e, quando consumida diretamente o seu sabor
caracteristico ndo € muito agradavel ao paladar humano. A soja tipo alimento, com
sabor mais suave e agradavel ao paladar humano, apresenta duas categorias:

sementes grandes, com PCS igual ou maior que 20 g, muito utilizada como soja
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hortalica, e sementes pequenas, com PCS menor que 10 g, destinado ao consumo
na forma de brotos ou fermentado como o natto.

Atualmente, ha mais de 300 cultivares de soja disponiveis no Brasil
com diferentes caracteristicas de produtividade, ciclo de producéo, tamanho de gréo,
adaptacdo as mudancas climaticas regionais e presenca de lipoxigenases, dentre
outras. A Embrapa Soja possui um programa de Melhoramento Genético que
desenvolve cultivares com caracteristicas especiais para o consumo humano, e
todas as cultivares e gendtipos desenvolvidos a partir das convencionais fazem
parte do Banco de Germoplasma da instituicdo (EMBRAPA, 2015).

Dentre as cultivares desenvolvidas pela Embrapa, a BRS216 possui
sementes muito pequenas (10,4g em peso médio de 100 sementes), e com alto teor
de proteina (43,6%), mas com uma produtividade menor que desejavel. Um dos
fatores que acarreta a menor produtividade € o seu tamanho, que contribui para
maior perda na colheita. Por suas caracteristicas, esta cultivar é indicada para a
producédo de brotos de soja (EMBRAPA, 2005).

3.2 COMPOSICAO QUIMICA DA SOJA

O teor de nutrientes na soja pode variar conforme a cultivar,
condi¢cBes de crescimento e outros fatores. Em geral, a soja contém 35 a 40% de
proteina, 15 a 20% de lipidios, 30 a 35% de carboidratos, 10 a 13% de umidade e
5% de cinzas (LIU, 1997; RIAZ, 2006).

O grao de soja € constituido de 8% de casca, 90% de cotilédone e
2% de hipocétilo (Figura 1). Considerando as estruturas individuais do gréo, o
cotilédone € a parte que apresenta os maiores percentuais de proteinas e lipidios,
enquanto que a casca apresenta 0s menores percentuais destes componentes, mas
apresenta o maior contetdo de carboidratos. Uma vez que o cotilédone representa a
maior parte de todo o gréo € de se esperar que sua composicao se aproxime da

composicao do grao inteiro (LIU, 1997).
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Hipocdtilo

—m— Cotilédone

Figura 1: Estrutura da semente de soja.
Fonte: adaptado de Liu (1997)

O principal constituinte nutricional da soja € a proteina. Baseada em
sua funcao biolégica nas plantas, as proteinas séo classificadas em dois tipos: as
proteinas metabdlicas, representadas pelas proteinas enzimaticas e estruturais, e as
proteinas de reserva, que juntamente com as reservas de 0Oleos, sdo sintetizadas
durante o desenvolvimento da semente de soja. A maioria das proteinas da soja €
de reserva ou armazenamento e, assim como a maior parte das proteinas de outras
leguminosas, a soja possui baixa quantidade de aminoacidos sulfurados tendo como
limitante a metionina, seguida por cisteina e treonina. Entretanto, as proteinas da
soja contém lisina, aminoacido limitante na maioria dos cereais, o que faz com que a
combinacéo de leguminosas e cereais seja 6tima do ponto de vista nutricional (LIU,
2004).

Durante o desenvolvimento do grdo, os lipidios sdo armazenados
em organelas denominadas de corpos de 6leo ou esferossomos, 0s quais medem de
0,2 a 0,5 um de diametro. Dentre os compostos lipidicos, estdo presentes em maior
guantidade os triacilglicerdis (95 a 97% no Oleo bruto) e, em menores quantidades,
os fosfolipidios, material insaponificavel como esterdis, sitosterdis, tocoferais,
clorofila, caroteno e os acidos graxos livres (LIU, 1997).

Em geral, a soja contém cerca de 30-35% de carboidratos, porém
seu valor econdmico € menos relevante do que o das proteinas e lipidios. Os
carboidratos da soja podem ser divididos em duas classes: sollUveis e insoluveis.
Dentre os carboidratos solluveis, o0s oligossacarideos rafinose e estaquiose ganham
destaque. Sua presenca tem sido associada a flatuléncia e desconforto abdominal

ap6s o consumo da soja e dos seus produtos. Porém, apresentam também efeito
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benéfico, uma vez que promovem o aumento da atividade das bifidobactérias no
cOlon e atuam como prebidtico, diminuindo os niveis de colesterol e prevenindo
alguns tipos de cancer (QIANG; LIE; BING, 2009). Os carboidratos insoluveis da
soja sao a celulose, hemicelulose e pectina, componentes estruturais encontrados
principalmente nas paredes celulares (LIU, 2004).

A soja contém vitaminas hidrossollveis e lipossoluveis. As vitaminas
hidrossolGveis presentes na soja incluem principalmente a tiamina, riboflavina,
niacina, acido pantoténico e o acido folico. A quantidade de acido ascoérbico
(vitamina C) é essencialmente insignificante na soja madura, embora esteja presente
em quantidades mensuraveis tanto nas sementes in natura quanto em germinadas.
As vitaminas lipossoluveis da soja sdo as vitaminas A e E. A vitamina A ocorre
principalmente como a provitamina B-caroteno e o seu conteudo é insignificante em
sementes maduras, porém mensuravel em sementes imaturas e germinadas. A
vitamina E é conhecida como tocoferol e possui quatro formas, a-, -, y- € 0-
tocoferais (LIU, 2004).

Os minerais que estao presentes em maiores concentracfes na soja
séo: potassio, fosforo, magnésio, enxofre, célcio, cloro e sddio, 0s quais apresentam
valores médios que podem variar de 0,2 a 2,1%. Além desses minerais, estao
presentes em menores concentracdes: silicio, ferro, zinco, manganés, cobre,
molibdénio e iodo, com concentracdes que podem variar de 0,01 a 140 ppm (LIU,
2004).

Além do fornecimento de proteinas de alta qualidade, lipidios,
carboidratos, vitaminas e minerais, a soja também é rica em uma série de outros
compostos de interesse bioldgico, como os fitoesterdis, os inibidores de proteases e
as saponinas, além das isoflavonas (RIAZ, 2006; MAZUR et al., 1998).

3.2.1 Isoflavonas

Os flavonoides sdo compostos fendlicos responsaveis pela
coloracdo de inimeros vegetais, variando desde o amarelo, laranja e vermelho até o
violeta. Dentre os flavonoides, sdo encontradas as flavononas, flavonas, flavonaéis,
antocianinas, catequinas e as isoflavonas. As isoflavonas s&o compostos

heterociclicos que apresentam estrutura -C3-C6-C6- (Figura 2) e se diferenciam das
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demais estruturas dos flavonoides por apresentarem o anel benzeno unido ao
carbono 3 do heterociclo, em vez do carbono 2 (MORAES, 2009).

Figura 2: Estrutura geral de flavonoides
Fonte: adaptado de Liu (1997)

Embora os flavonoides sejam encontrados em varias familias de
plantas, as isoflavonas estdo presentes em apenas algumas familias botanicas e
dentre elas, a soja é considerada unica, por conter de 0,1 a 0,4% de isoflavonas em
peso seco (LIU, 2004). O teor de isoflavonas, bem como a distribuicdo de classes,
na soja € influenciado por muitos fatores, incluindo os fatores genéticos (variedade
do grédo), ambiental (local de -cultivo, ano de plantio, data colheita) e o
processamento utilizado (LIU, 2004; RIAZ, 2006).

No grédo de soja, a composicado de isoflavonas varia de acordo com
seus componentes, ou seja, casca, cotilédone e hipocotilo. A concentracdo de
isoflavonas no hipocétilo € 55 a 6 vezes maior do que no cotilédone
correspondendo, de 10 a 20% do total de isoflavonas do grdo, mesmo este
representando somente 2% da massa total do grdo. Porém, 80 a 90% das
isoflavonas do gréo de soja se encontram no cotilédone, pelo fato deste representar
maior proporcdo na planta (TSUKAMOTO et al., 1995).

As isoflavonas da soja podem existir em quatro diferentes classes
guimicas: aglicona, sem o respectivo acucar; B-glicosidica com uma glicose ligada
ao anel benzeno e conjugadaou ndo com grupos malonil ou acetil, constituindo
assim, 12 diferentes formas de isoflavonas (Figura 3). As isoflavonas agliconas da
soja sdo denominadas de daidzeina, genisteina e gliciteina. As isoflavonas [3-
glicosidicas sdo chamadas de daidzina, genistina e glicitna. Na forma
acetilglicosidica, as isoflavonas da soja sdo denominadas de 6”-O-acetildaidzina, 6”-
O-acetilgenistina, 6”-O-acetilglicitina e na forma malonilglicosidica, s&o denominadas

de 6”-O-malonildaidzina, 6”-O-malonilgenistina e 6”-O-malonildaidzina (LIU, 1997).
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Figura 3: Estruturas quimicas e radicais das isoflavonas agliconas,
glicosidicas e glicosidicas conjugadas. Fonte: adaptado de Liu (1997).

Dentre todas as isoflavonas, os malonilglicosideos estdo presentes
em maior quantidade nos graos de soja, seguidos pelos B-glicosideos, agliconas e
acetilglicosideos (HSIEH; KAO; CHEN, 2005). Entretanto, quando a soja é
submetida a processamentos com alta temperatura e pressao, os malonilglicosideos
sdo convertidos em acetilglicosideos e estes, por sua vez, em B-glicosideos (PARK
et al.,, 2001; ROSTAGNO; PALMA; BARROSO, 2005; XU; CHANG, 2008). Além
disto, os B-glicosideos podem ser convertidos em agliconas devido ao aumento da
atividade da enzima B-glicosidase, quando a soja é submetida a fermentacéo
(CARRAO-PANIZZI; BORDIGNON, 2000) ou germinacéo (RIBEIRO et al., 2006).

Embora ndo sejam classificadas oficialmente como nutrientes, as
isoflavonas apresentam papel importante (MESSINA; MESSINA; SETCHELL, 1994).
Inicialmente, as investigacdes sobre as isoflavonas da soja estavam voltados para o

conhecimento da atividade estrogénica (WONG; FLUX, 1962) e sobre a interferéncia
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deste composto no metabolismo mineral (MAGEE, 1963). Entretanto, estudos mais
recentes demonstraram que as isoflavonas podem apresentar outros efeitos
positivos como atividade antioxidante e antifingica (FLEURY et al., 1992), atividade
hipocolesterolémica (MESSINA, 2000; GARDENER et al., 2001; WANGEN et al.,
2001), reducdo de ondas de calor e perda 6ssea decorrentes da pés-menopausa
(LETHABY et al.,, 2007; MESSINA; WOOD, 2008) e efeito protetor contra o
desenvolvimento de cancer de mama (WADA et al., 2013) e de prostata (DONG et
al., 2013).

3.2.2 Vitamina C

O termo “vitamina C” é utilizado genericamente para denominar
todos os componentes que exibem qualitativamente a atividade biolégica do acido
ascorbico. O principal composto natural com atividade de vitamina C € o acido L-
ascorbico, que apresenta propriedades redutoras e de acidez devidas a porcéo 2,3
enediol (BALL, 1994; GREGORY, 2010).

O acido ascorbico contem dois centros opticamente ativos, nas
posicdes C4 e C5 (Figura 4). O acido L-isoascoérbico, um isdmero Optico na posi¢cao
C-5, e o0 acido D-ascoérbico, um isémero optico na posicdo C-4, comportam-se
guimicamente de maneira similar ao acido ascorbico, sendo que o acido D-ascorbico
nao possui atividade de vitamina C (GREGORY, 2010).
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Figura 4: Estruturas do Acido L-ascorbico e Acido L-deidroascorbico e suas formas
isoméricas. (*indica atividade de vitamina C). Fonte: adaptado de Gregory (2010).
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A vitamina C ocorre naturalmente em frutas e vegetais, e em menor
guantidade em tecidos animais e produtos derivados, sob a forma reduzida (acido L-
ascorbico). A oxidacao de dois elétrons e a dissociacdo do hidrogénio converte o
acido L-ascorbico em &cido L-deidroascoérbico. O acido ascorbico € a principal forma
biologicamente ativa, mas o &cido L-deidroascorbico também desempenha a mesma
atividade e pode ser facilmente convertido a acido ascorbico no corpo humano. A
principal funcdo da vitamina C é sua ag¢do na conversao de colageno prolina em
coladgeno hidroxiprolina, mas também atua como um antioxidante muito importante
em varios sistemas bioldgicos, protegendo assim varias substancias e células de
processos oxidativos (MOREIRA; SANT'ANA, 2010).

Kumar et al. (2010) avaliaram o conteudo de vitamina C em gr&os
maduros de dezoito cultivares de soja, sendo seis cultivares de soja amarela, seis de
soja verde e seis de soja preta. Esses autores observaram que o conteudo de
vitamina C variou entre 3,52 e 5,61 mg.100g para as cultivares amarelas, 4,51 a
6,34 mg.100g™* para as cultivares verdes e 5,44 a 7,47 mg.100g para as cultivares
pretas, sendo que as cultivares de soja preta foram significativamente maiores que

as amarelas.

3.2.3 Inibidores de Tripsina

Os inibidores de protease tém sido extensivamente estudados em
plantas que pertencem as familias Leguminoseae, Solanaceae e Gramineae, com
destaque para o grdo de bico, feijado mungo, feijdo e soja, todos pertencentes a
familia das leguminosas (SAVAGE; MORRISON; BENJAMIN, 2003).

Os inibidores de protease sdo geralmente considerados os principais
fatores antinutricionais da soja, capazes de impedir a acdo de algumas enzimas
digestivas de animais monogastricos e humanos, como a tripsina e a quimotripsina.
Estes sdo classificados em duas categorias: Bowman-Birk e Kunitz, ambos séo
proteinas néo glicosiladas e genericamente conhecidas como inibidores de tripsina.
Entretanto, sua especificidade ndo se restringe a tripsina e sdo capazes de inibir

outras serinoproteases, como a quimotripsina e a elastase (MANDARINO, 2010).
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Os inibidores do tipo Kunitz tém massa molecular de 20 kDa,
apresentam em sua estrutura duas ligacdes ou pontes dissulfeto e exibem
especificidade para inibir a tripsina, enquanto os inibidores do tipo Bowman-Birk tém
massa molecular variando de 6 a 10 kDa, apresentam em sua estrutura sete
ligacbes ou pontes dissulfeto e tém a capacidade para inibir tanto a quimotripsina
guanto a tripsina em locais de ligacédo independentes (SCHEIDER, 1983; LIENER,
1994).

O complexo formado entre o inibidor e a protease é analogo aquele
formado entre enzima e substrato, mas ao contrario do complexo usual, que se
dissocia prontamente em produto e enzima, o complexo formado entre inibidor e
protease nao se dissocia facilmente, devido a forte ligagéo entre eles (MANDARINO,
2010).

As enzimas digestivas secretadas em excesso acabam sendo
eliminadas nas fezes, o que representa uma perda endogena importante de
aminoacidos sulfurados, amplificada pela baixa concentracdo destes nas proteinas
de leguminosas, causando assim um impacto nutricional negativo sobre os animais
e humanos que, porventura, venham a consumir alimentos que contenham estes
inibidores (LIENER, 1994; MANDARINO, 2010).

O interesse nos inibidores estd mais focado no seu potencial
terapéutico, como a inibicdo da ativacdo de determinados genes especificos, que
sdo indutores de alguns tipos de cancer, e a protecdo dos tecidos contra danos

causados pela radiacdo solar e pelos radicais livres (FANG et al., 2012)
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3.3 PROCESSO DE GERMINAGAO

A germinacdo é um processo biolégico natural em que as sementes
saem de seu estagio de laténcia, uma vez que as condicdes necessarias para 0
crescimento e desenvolvimento, tais como umidade, temperatura e nutrientes,
dentre outros fatores sao ofertados (SANGRONIS; MACHADO, 2007; VILAS BOAS;
BARCELOS; LIMA, 2002). Durante a germinagao, ocorrem mudancas variadas,
dependendo do tipo de vegetal, da variedade da semente e das condi¢cbes da
germinacao (SANGRONIS; MACHADO, 2007).

A absorcao de agua pela semente € o primeiro passo do processo
de germinacao, o qual promove a reidratacdo dos tecidos, o aumento da respiracéo
e outras atividades metabdlicas, que culminam no fornecimento de energia e
nutrientes necessarios para o crescimento do eixo embrionario (MEDERSKI;
JEFFERS; PERERS, 1973; PEREIRA NETO, 2004).

No estadio de semente germinada, apos dois a trés dias, o gérmen
comeca a transformar a reserva nutritiva dormente em alimento vivo para ser
assimilado pela nova planta. O proximo estadio, apos cinco a sete dias, € um broto
cuja planta apresenta raiz, haste e clorofila, com perda da casca e assimilacdo de
guase toda reserva nutritiva da semente (MARCOS FILHO, 2005).

A germinacéo é a fase mais rica em nutrientes no desenvolvimento
vegetal, os quais podem ser facilmente digeridos e assimilados. Em suas
caracteristicas fisiol6gicas, a germinacao se assemelha a um processo pré-digestivo,
no qual as proteinas sdo degradadas em aminoacidos, os carboidratos complexos
em acUcares simples e as gorduras em acidos graxos (CARVALHO; NAKAGAWA,
2000; MAYER; POLJAKOFF-MAYBER, 1989).

Os efeitos da germinacdo sobre a composi¢cdo quimica e 0s
constituintes bioquimicos das sementes variam devido a fatores intrinsecos e
extrinsecos. Dentre os fatores intrinsecos, estdo: genotipo, vitalidade, longevidade,
viabilidade, maturidade e potencial fisiologico das sementes. Ja os fatores
extrinsecos estdo associados as alteracbes ambientais, como agua, temperatura e
oxigénio (NOGUEIRA; SEDIYAMA, 2013).

A 4agua é um dos componentes que exerce maior influéncia na

germinacdo das sementes (HICKS, 1978). Ela é essencial na germinacao por pelo
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menos trés razfes: para a atividade enzimética; para a solubilizacéo e transporte de
reservas; e como reagente em si, principalmente na digestdo hidrolitica das
substancias de reserva armazenadas nas sementes (MARCOS FILHO, 2005).

A temperatura étima do solo para a germinagdo esta entre 25 °C e
35 °C. A temperatura afeta o0 processo germinativo, tanto por agir sobre a velocidade
de absorcdo de agua, como sobre as reagbes bioquimicas de todo processo,
interferindo, portanto, ndo somente na germinag¢ao, como também na sua velocidade
(BEWLEY; BLACK, 1994; CARVALHO; NAKAGAWA, 2000). Em ambientes cuja
temperatura é muito baixa, o periodo entre a germinacdo e emergéncia € mais
longo. Além disso, a taxa de germinacdo diminui, levando a ocorréncia de falhas no
estande final de plantas. Além disso, a temperatura tem forte influéncia sobre a
elongacéo do hipocétilo (NOGUEIRA; SEDIYAMA, 2013).

Segundo Raven, Evert e Eichhorn (1992), os primeiros estadios do
processo germinativo podem ser completamente anaerobicos; no entanto, apos o
rompimento do tegumento pela radicula, a semente passa a realizar respiracéo
aerobica, a qual depende da presenca de oxigénio. Em situacdo de excesso de
agua, ocorre a reducéo da disponibilidade de oxigénio, que pode ndo ser suficiente
para suprir a demanda, ocasionando atraso ou paralisacdo do desenvolvimento da
plantula.

Na germinacdo, as enzimas transformam o amido em acUcares
simples e as proteinas sdo degradadas a aminoacidos. Ocorrem fendmenos como a
absorcdo de grande quantidade de agua, a sintese de vitaminas e enzimas e a
mobilizacdo de minerais. Tal como o cozimento, a germinacdo € como uma pré-
digestdo, mas sem que ocorra perda de nutrientes. O mais elevado ponto de
vitalidade no ciclo de vida de uma planta ocorre quando esta € um broto, dai os seus
beneficios nutricionais (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000; MAYER; POLJAKOFF-
MAYBER, 1989). Porém, ndo se conhece as condi¢cdes do processo de germinacao
dos brotos para se atingir este ponto de vitalidade e com caracteristicas fisicas e
guimicas definidas.

Além disso, a germinacdo promove reducdo dos fatores
antinutricionais (tais como inibidores de tripsina e lectinas) e promove a hidrdlise de
oligossacarideos (rafinose e estaquiose), os quais sao causadores de flatuléncia.

Cabe ressaltar que a germinacdo também reduz o teor de fitatos, pelo aumento da
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atividade da enzima fitase, com consequente aumento da biodisponibilidade de
minerais e vitaminas (BAU; VILLAUME; MEJEAN, 2000; CREDE et al., 2004;
TRUGO et al., 2000; VILAS BOAS; BARCELOS; LIMA, 2002).

Ao comparar o grédo de soja com 0 grao germinado, nota-se que,
com a evolucdo da germinacgdo ocorre aumento do conteudo de umidade, proteinas,
cinzas e fracéo glicidica ou extrato ndo nitrogenado em base seca. Além de elevar o
valor nutritivo do gréo, em virtude da melhoria da digestibilidade e eficiéncia proteica,
a germinacdo também proporciona textura crocante e sabor diferenciado (VILAS
BOAS; BARCELOS; LIMA, 2002; MARTINEZ et al., 2011).

Outras alteracdes bioquimicas importantes acontecem, como a
ativacdo da enzima [-glicosidase (SANTOSH; BALASUBRAMANIAN; LALITA,
1999), cuja maior atividade foi encontrada no epicétilo de soja apos 144 h de
germinacao (YOSHIARA et al., 2012). Portanto, o processo de germinacédo da soja,
por promover a ativacao da B-glicosidase, pode ser uma alternativa para aumentar o
teor de isoflavonas agliconas para aplicagdo no desenvolvimento de alimentos
(RIBEIRO et al., 2006).

Kim et al. (2005) avaliaram o efeito da germinacdo de sementes de
soja por 96 h a 20 °C em auséncia de luz e constataram um aumento de até 17,5
vezes no teor de genisteina, assim como aumento no teor total de agliconas. Ja o
teor total de isoflavonas apresentou inicialmente um acréscimo de 1,1 vezes na fase
inicial da germinacéo (6 h a 24 h), diminuindo em seguida.

Zhu et al. (2005) avaliaram o efeito da germinacédo no contetudo de
isoflavonas em duas cultivares de soja e constataram que o conteudo total de
isoflavonas aumentou gradualmente durante a maceracao dos graos sendo que, ao
final dessa etapa, atingiu-se o maximo teor das isoflavonas agliconas daidzeina e
genisteina.

Lim e Lai (2006) avaliaram seis cultivares de soja convencional e
sete cultivares de soja preta durante a germinacdo e observaram que o total de
isoflavonas aumentou ap6s um dia de germinacdo em todas as cultivares e que,
apos quatro dias de germinacgéo, houve uma reducdo nos teores totais.

Chiarello et al. (2006) investigaram a influéncia do tratamento
térmico e da germinagdo sobre o perfil de isoflavonas em extrato aquoso de soja.

Estes autores observaram uma reducdo de 1,1 vezes no conteudo total de
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isoflavonas e aumento de 7,0 vezes no conteldo total de agliconas ap6s 168 h de
germinacdo a 22 °C e na auséncia de luz. Nestas mesmas condi¢des, observaram
também um aumento de 2,4 vezes na extracdo de proteina, indicando que a
germinacao é um processo interessante para a producdo de extrato aquoso de soja
enriquecido com agliconas.

Ribeiro et al. (2006) avaliaram a influéncia do tempo de germinacao
sobre o perfil de isoflavonas e a atividade da B-glicosidase em gréaos de soja da
cultivar BRS213 germinados por 72 h a 25 °C. Nas radiculas, foi observado um
aumento de 3,3 vezes na atividade de B-glicosidase; houve também uma reducéo de
6,3 vezes no conteudo total de isoflavonas, enquanto que a concentracdo de
malonilglicosideos, daidzina e genistina diminuiu de 5 a 10 vezes. Entretanto, nao
houve variagéo significativa na concentragdo de daidzeina e tanto genisteina como
gliciteina foram detectadas somente em algumas fases da germinacdo. Nos
cotilédones, observou-se um aumento de 2,3 vezes na atividade de B-glicosidase e
um aumento de 2,4, 2,6 e 3,3 vezes na concentracdo de isoflavonas totais,
malonilgenistina e malonildaidzina, respectivamente; n&do houve variacéo
significativa na concentracdo de genistina e daidzina e a genisteina foi a Unica
aglicona presente no cotilédone, sendo detectada apenas em 0 h e 6 h de
germinacao.

Phommalth et al. (2008), avaliando a germinacédo de duas cultivares
de soja, observaram um aumento de até 3 vezes no teor de isoflavonas totais apos
168 h de germinacédo tendo diminuido apds esse periodo. Estes autores também
relataram aumento no teor de isoflavonas totais nos cotilédones e diminuicdo no teor
de isoflavonas totais nos hipocoétilos, apds 168 h de germinacéao.

Shi, Nam e Ma (2010) observaram reducdo de 1,2 vezes na
concentracdo de isoflavonas totais em soja germinada por 168 h a 25 °C na
presenca de luz. Estes pesquisadores verificaram que o teor das isoflavonas
daidzina e genistina aumentou 2,2 e 2,0 vezes, enquanto que a concentracdo das
isoflavonas daidzeina e genisteina aumentou 6,5 e 3,9 vezes, respectivamente,
entre 24 h e 168 h de germinacéo.

Yoshiara et al. (2012) observaram diferencas entre o perfil de
isoflavonas nas diferentes partes da semente, em soja da cultivar BSR257

germinada por 168 h a 35 °C e presenca de luz natural. Para os hipocétilos e
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radiculas, a madxima concentracdo de agliconas ocorreu apos 72 h de germinacao
(0,55 mg/g e 1,53 mg/g, em base seca), enquanto para os cotilédones, a maxima
concentracdo de agliconas (0,89 mg/g) foi obtida ap6s 120 h, e, para os epicotilos
(0,96 mg/g), apds 168 h de germinacao.

Kim et al. (2013) avaliaram as mudangas no perfil de isoflavonas
durante a germinagdo e observaram que o teor total de isoflavonas na soja néo
germinada, de 1.380,2 pg/g, aumentou aproximadamente 7,5 vezes, alcancando
10.386,0 pg/g. Em relacdo as agliconas, as sementes continham 599,6 pg/g de
daidzeina, 136,6 pg/g de gliciteina e 644,0 ug/g de genisteina e, apés a germinacéo,
os teores aumentaram para 4.511,2 ug/g de daidzeina, 4.560,1 pg/g de gliciteina e
1.314,7 ug/g de genisteina.

Huang, Cai e Xu (2014) observaram que, durante diferentes tempos
de germinacéo, o teor de isoflavonas agliconas da soja aumentou de 3,10 mg/g para
3,99 mg/g. Apés um dia de germinagcdo, o conteudo de agliconas aumentou 84%
enquanto aumento de cerca de 147% foi encontrado na soja germinada por trés
dias.

Quinhone Junior e Ida (2015) investigaram o efeito do tempo de
germinacao sobre o perfil das diferentes formas de isoflavonas em brotos de soja.
Eles observaram que a concentragdo de daidzina (0,256 umol.gt) e genistina (0,343
umol.gt) foi minima em 72 h de germinacéo e aumentou 2,2 e 2,1 vezes entre 72 h
e 168 h. Entretanto, brotos germinados por 168 h apresentaram reducédo de 1,8
vezes no teor total de B-glicosideos quando comparados as sementes. Em relacao
aos malonilglicosideos, a concentragdo de malonildaidzina e malonilgenistina
aumentou 2,5 e 1,6 vezes apds 168 h de germinacdo, com aumento de 1,7 vezes no
teor total de malonilglicosideos. Quanto as agliconas, a daidzeina foi detectada
somente a partir de 72 h de germinacéo e apresentou a maxima concentracao entre
120 h e 168 h, com média de 0,210 umol.g; a genisteina apresentou a minima
concentracdo (0,066 umol.gt) entre 48 h e 120 h, seguida de aumento de 1,5 vezes
entre 120 h e 168 h de germinacéo; e a gliciteina ndo foi detectada durante todo o

processo de germinacao.
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3.4 BROTOS COMESTIVEIS

A semente germinada é o primeiro estadio pés-germinacao e o broto
corresponde a um estadio mais avancado de desenvolvimento, com 8 a 10 cm de
altura (LOURES; NOBREGA; COELHO, 20009).

Segundo o guia de orientacdo e regulacdo da producdo e de
produtos de plantas dos Estados Unidos, publicado pelo Food and Drug
Admnistration (FDA), os brotos devem ser produzidos colocando inicialmente as
sementes viaveis em imersdo em agua e, em seguida, mantendo-as em um
ambiente quente e umido, entre 3 a 7 dias, para promover a germinacao e
crescimento dos brotos (FDA, 2014).

O consumo humano de brotos € bem difundido e apreciado na
China, Japao e Estados Unidos. No Brasil, observa-se uma demanda por esse tipo
de alimento (DUQUE; SOUTO; ABBOUD, 1987; VIEIRA; NISHIHARA, 1992). A sua
utilizacéo é pratica milenar no Oriente e a expansdo do consumo também ocorre no
Ocidente (CHAVAN; KADAM, 1989; BAU et al., 1997; MONEAM, 1990; VIEIRA;
NISHIHARA, 1992).

Héa séculos esta pratica € comum no Oriente, por ser um metodo de
processamento simples e eficaz, no qual ocorrem mudancas desejaveis na
gualidade nutriticional dos grdos. O consumo mundial de leguminosas germinadas
aumentou e segundo Doughty e Walker (1982) e Ghorpade e Kadam (1989), estes
também podem ser utilizados para produzir farinhas de elevado valor nutritivo.

Os brotos tém sido utilizados em preparos culinarios por geracoes, e
a selecdo de mudas disponiveis para os consumidores tem aumentado. Além do
agrido tradicional (Lepidium sativum L.), muitas outras espécies, incluindo
leguminosas, agora sdo oferecidas nos mercados e em lojas de alimentos
saudaveis. Estes incluem alfafa (Medicago sativa L.), lentilha (Lens culinaris L.),
feijdo mungo (Vigna radiata L.), soja (Glycine max (L.) Merril), ervilha (Pisum sativum
L.), feijao azuki (Vigna angularis Ohwi et Ohashi), feijao pinto (Phaseolus vulgaris cv
pinto) e gréo de bico (Cicer arietinum L.) (KUO et al., 2004).

As alteragcbes nos nutrientes e em fatores antinutricionais que
ocorrem durante a germinagéo dependem do tipo de leguminosa e das condi¢des de

germinacdo como tempo, temperatura e ciclo de luz (FRIAS et al., 1995;
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PRODANOV; SIERRA:; VIDAL-VALVERDE, 1997; SIERRA; VIDAL-VALVERDE
1999).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIA-PRIMA E REAGENTES

Foram utilizadas como matéria-prima sementes de soja [Glycine max
(L.) Merril] da cultivar BRS216, safra 2012/2013, cultivadas na regido de Ponta
Grossa, PR. As sementes foram cedidas pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuéria - EMBRAPA Soja, Londrina/PR. Segundo a EMBRAPA, esta cultivar
de soja convencional possui caracteristicas desejaveis para a producao de brotos,
em funcéo do seu tamanho (10,4 g em peso de 100 sementes) e elevado contetdo
proteico (43,6%).

Para determinacéo das isoflavonas, foram utilizados os padrbes 6”-
O-Acetilglicosideos e 6”-O-Malonilglicosideos (Wako Pure Chemical Industries,
Ltda., Osaka, Japan) e B-Glicosideos e Agliconas (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO,
USA). Para determinacao da atividade de inibidores de tripsina, foi utilizado o padréo
de tripsina e o substrato benzoyl-DL-arginine 4-nitroanilide hydrochloride - BAPNA
(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA). Os outros reagentes utilizados foram de

grau analitico ou grau cromatogréfico.

4.2 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

4.2.1 Processo de germinacéao de soja

As sementes de soja foram previamente selecionadas para
eliminacdo das danificadas ou manchadas, bem como de outros materiais
estranhos. Foram sanitizadas com solu¢do 1% de hipoclorito de sédio por 4 min,
sendo depois transferidas para uma peneira e enxaguadas com agua corrente. Em
seguida, colocadas em um recipiente plastico com capacidade de 100 L, tampado
para auséncia de luz e contendo uma tela de aco inoxidavel instalada a 2 cm do
fundo do recipiente (Figura 5). A tela tem a funcdo de drenagem da agua apds a
irrigacdo das sementes para garantir as condicdes necessarias ao processo de

germinacao.
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Figura 5: Recipiente utilizado para a germinacao das sementes BRS216.

Foram utilizadas 250 g de sementes de soja, procedendo-se a
germinacao conforme descrito por Oliveira et al. (2013), com modificacdes. Todo o
processo de germinacéao foi conduzido a temperatura ambiente e a agua de irrigacéo

foi mantida a 25 °C.

4.2.2 Efeito das variaveis do processo de germinacdo de soja sobre as medidas

fisicas e teor das diferentes formas de isoflavonas

Para avaliar os efeitos das variaveis do processo de germinacéao de
soja cultivar BRS216 sobre as suas medidas fisicas como comprimento e
rendimento dos brotos e teor das diferentes formas de isoflavonas dos brotos foi
utilizado o delineamento experimental 23 com 8 ensaios e adicionado de 3 replicatas
no ponto central, totalizando 11 ensaios, totalmente aleatorizados. As variaveis
independentes investigadas foram: X1 (2, 4 e 6 horas de maceracéo), X> (4, 6 e 8
horas de frequéncia de irrigagcédo) e X3 (3, 5 e 7 dias de germinacado) (Tabela 1). As
funcdes respostas avaliadas nos brotos de soja foram: comprimento dos brotos de
soja (Cbro) em centimetros; rendimento dos brotos de soja (% Rend) em
porcentagem; teor de B-glicosideos (Bgli), malonilglicosideos (Mgli), agliconas (Agli)

e isoflavonas totais (IsoT), em pmol de isoflavona/g de amostra dos brotos de soja.
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Tabela 1: Delineamento experimental 23 para processo de germinacéo de soja com

0s niveis das variaveis independentes codificadas e ndo codificadas.

Delineamento Experimental 23

Tempo de Frequéncia de Tempo de
Ensaios maceracao irrigacao germinacgao

X1 (X1) X2 (X2) x3 (X3)

1 -1 (2 -1 (4) -1 (3)

2 1 (6) -1 (4) -1 (3)

3 -1 (2 1 (8) -1 (3)

4 1 (6) 1 (8) -1 (3)

5 -1 (2 -1 (4) 1 (7)

6 1 (6) -1 (4) 1 (7)

7 -1 (2 1 (8) 1 (7)

8 1 (6) 1 (8) 1 (7)

9 (C) 0 4 0 (6) 0 (5)
10 (C) 0 4 0 (6) 0 (5
11 (C) 0 (4 0 (6) 0 (5

Apés a realizacdo de cada ensaio, as funcbes respostas

comprimento (Cbro) e rendimento (% Rend) dos brotos de soja foram determinadas.

Em seguida os brotos de soja de cada ensaio foram colocados em sacos do tipo

ziplock, congelados em ultrafreezer a —86 °C (Indrel IUT 355D), liofilizados a —55 °C

(Liotop Liofilizador L101) e moidos (Grind Central Coffee Grinder Cuisinart model

DCG-12BC). Estes foram colocados em frascos plasticos com tampa e mantidos em

camara fria (10 °C) para a determinacdo da composi¢cao quimica, teor de vitamina C,

atividade de inibidores de tripsina e das funcdes respostas teor de [B-glicosideos

(Bgli), malonilglicosideos (Mgli), agliconas (Agli) e isoflavonas totais (IsoT).

4.3 PROCEDIMENTOS ANALITICOS

4.3.1 Medidas do comprimento e rendimento dos brotos de soja

Ao final de cada ensaio de germinagéo, foi medido o comprimento

dos brotos de soja e calculado o rendimento. O comprimento dos brotos de soja

(Cbro) foi medido com régua e expresso em centimetros (cm), assim para esta
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medida o tanque contendo os brotos de soja foi dividido em oito partes e coletados
dezessete brotos, sendo uma amostra do centro, oito amostras da regido
intermediaria e oito amostras das extremidades de cada parte e obtida a média e o
desvio-padrdo. O rendimento dos brotos foi calculado em percentagem (%) pela
relacéo entre a massa dos brotos de soja e das sementes, multiplicada por 100.

4.3.2 Determinacgao do teor de isoflavonas

A extragéo das diferentes formas de isoflavonas das sementes e dos
brotos de soja liofilizados foi realizada conforme Carrdo-Panizzi, Gées-Favoni e
Kikuchi (2002). A analise quantitativa das diferentes formas de isoflavonas foi
realizada segundo metodologia descrita por Berhow (2002), por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando o cromatégrafo liquido
(Waters, modelo 2690), equipado com bombas (modelo W600) e injetor automatico
de amostras (modelo W717 plus). A coluna utilizada foi de fase reversa, do tipo ODS
C18 (YMC Pack ODS-AM Columm), com 250 mm de comprimento x 0,4 mm de
diametro interno e particulas de 5 um. Para a separacao das isoflavonas, adotou-se
o sistema de gradiente linear binario, tendo como fases méveis: 1) metanol contendo
0,025% acido trifluoroacético (TFA) (solvente A) e 2) agua destilada deionizada
ultrapura contendo 0,025% de TFA (solvente B). A condicao inicial do gradiente foi
de 20% para o solvente A que, aos 40 min, atingiu a concentracdo de 100% para,
em seguida, retornar a 20% aos 41 min e permanecer nestas condicbes até
completar 60 min, tempo total de corrida para cada amostra. A vazao da fase movel
foi de 1,0 mL/min e a temperatura durante a corrida, 25 °C. A deteccdo das
diferentes formas de isoflavonas foi realizada utilizando o detector de arranjo de foto
diodo (Waters, modelo W996), ajustado para o comprimento de onda de 260 nm.
Para a identificacdo dos picos correspondentes a cada umas das 12 diferentes
formas de isoflavonas, foram utilizados padrdes de daidzina, daidzeina, genistina,
genisteina, glicitina, gliciteina e também padrdes das formas acetil e malonil,
solubilizados em metanol (grau HPLC), nas seguintes concentracdes: 0,00625
mg/mL; 0,0125 mg/mL; 0,0250 mg/mL; 0,0500 mg/mL e 0,1000 mg/mL. A
guantificacédo das 12 diferentes formas de isoflavonas foi realizada por padronizacao

externa (area dos picos) e utilizados os padrées como referéncia. A identificacdo dos
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picos correspondentes a cada uma das 12 diferentes formas de isoflavonas nas
amostras foi feita por meio da comparacao dos tempos de retencdo de cada padrao,
bem como os respectivos espectros de absorgéo.

Como as diferentes formas de isoflavonas possuem massa molar
diferentes, os resultados foram expressos em base molar, como a soma de cada
forma de isoflavonas para cada grupo (B-glicosideos, malonilglicosideos,
acetilglicosideos e agliconas). Assim, os teores das diferentes formas de isoflavonas
foram calculados e expressos em pmol de isoflavona/g de amostra em base seca

(média + desvio padrao).

4.3.3 Determinacéo da composi¢cao quimica

A composicdo quimica das sementes e dos brotos de soja foi
determinada por meio de analises do teor de proteinas, lipidios, umidade, cinzas e

carboidratos totais por diferenca, utilizando os métodos descritos pela AOAC (1995).

4.3.4 Determinacédo da vitamina C

A vitamina C foi determinada pelo método (n. 967.21) descrito pela
AOAC (1995) que se baseia na reducao do corante (2,6-diclorofenol indofenol) por
uma solucéo acida de vitamina C. Os teores de vitamina C foram expressos como

mg de acido ascoérbico/g de amostra em base seca.

4.3.5 Determinacéo da atividade de inibidores de tripsina

A atividade de inibidores de tripsina foi determinada pelo método
oficial da AOCS (2009) utilizando 1 g de amostra desengordurada e extracdo com 50
mL de soluc¢éo de hidréxido de sodio 0,01 M, seguido de agitacédo por 3 h a 25 °C.

Uma unidade de tripsina (1 UT) foi definida arbitrariamente como um
aumento de 0,01 unidade de absorbéancia, a 410 nm, para 10 mL de mistura reativa
(2 mL aliquota, 2 mL solugdo de tripsina, 5 mL solucdo de BAPNA e 1 mL de
solucdo de &cido acético para interromper a reagéo), sob as condi¢des utilizadas

neste ensaio. A unidade de inibidores de tripsina (UIT) foi calculada pela diferenca
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na absorbancia entre o tubo padrdo e tubo de amostra. Os niveis de inibidores de

tripsina foram expressos como UIT/g de amostra em base seca.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

A metodologia de superficie de resposta foi utilizada para avaliar os
efeitos das variaveis do processo de germinacdo de soja sobre as medidas fisicas e
teor das diferentes formas de isoflavonas. Os modelos foram obtidos por analise de
variancia (ANOVA, p=0,05) e andlise de regressao, utilizando o software Statistic 8.0
(Statsoft, Tulsa, OK, USA), o qual construiu também os graficos de superficie de
resposta. O modelo para cada fungao resposta foi expresso conforme a equacao Y=
Bo + Bix1 + Pax2 + Baxz + BiaxiXe + BizXiXs + PosXoXst Pi23XiXoXs + €; onde: Y € a
fung@o resposta, xi, X2 € X3 sdo os niveis das variaveis codificadas, f sdo os

coeficientes estimados pela regressao e € € o erro.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo foram descritos na forma de artigo

cientifico, o qual sera submetido a um periddico cientifico para publicacao.

6.1 ARTIGO CIENTIFICO: VARIAVEIS DO PROCESSO DE GERMINACAO DE SOJA ALTERAM O
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos das variaveis do processo de
germinacdo de soja BRS216 sobre as medidas fisicas e teor de isoflavonas e
caracterizar os brotos quanto a composicdo quimica, vitamina C, atividade de
inibidores de tripsina e teor de isoflavonas. As sementes de soja foram selecionadas,
sanitizadas e submetidas ao processo de germinacao utilizando o delineamento
experimental 22 e as variaveis investigadas foram tempo de maceragdo (horas),
frequéncia de irrigacdo (horas) e germinacdo (dias) e as funcdes respostas
avaliadas foram comprimento e rendimento dos brotos, teor de [B-glicosideos,
malonilglicosideos, agliconas e isoflavonas totais dos brotos. Para producdo de
brotos, o efeito do tempo de maceracdo e germinacdo foi linear positivo e
significativo sobre o comprimento dos brotos, enquanto que para o rendimento,
somente o efeito do tempo de germinacao foi linear positivo e significativo. Com
relacdo ao teor de isoflavonas malonilglocosideos, agliconas e isoflavonas totais,
somente o efeito da variavel tempo de germinacao foi linear negativo e significativo.
Para obter brotos com caracteristicas préprias, comprimento e rendimento
adequados, maior teor de isoflavonas malonilglicosideos, agliconas e isoflavonas
totais, o processo de germinacdo deve ser realizado com 6 horas de maceracéo, 3
dias de germinacédo e independente da frequéncia de irrigacdo. Os brotos assim
obtidos mantiveram a composicdo quimica, aumento de vitamina C, reducdo na
atividade de inibidores de tripsina e aumento no teor de isoflavonas B-glicosideos,
malonilglicosideos, agliconas e isoflavonas totais em relacdo as sementes néo
germinadas.

Palavras-chave: Germinacdo. Broto de soja. Isoflavonas. Vitamina C. Atividade de

Inibidores de tripsina.
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1. Introducéo

A germinacdo de sementes para consumo humano € uma pratica
tradicional em paises orientais como Coreia, Japdo e China e, devido ao interesse
por alimentos saudéaveis e funcionais, sua demanda vem aumentando em paises
ocidentais (CHAVAN; KADAM, 1989; MONEAM, 1990; VIEIRA; NISHIHARA, 1992;
BAU et al., 1997; LEE et al., 2002). Os brotos de soja, 0s quais sdo produzidos entre
3 a 7 dias de germinagado, sdo uma importante fonte vegetal rica em nutrientes. O
processo de obtencdo é considerado simples, devido ao curto periodo de tempo,
baixo custo de producédo e independente de época e local de cultivo (LEE et al.,
2007).

A germinacao é um processo bioldgico natural em que as sementes
saem de seu estagio de laténcia, apos o fornecimento de umidade, temperatura e
nutrientes necessarios para o seu crescimento e desenvolvimento (SANGRONIS;
MACHADO, 2007; VILAS BOAS; BARCELOS; LIMA, 2002).

O processo de germinacdo pode ser utilizado para melhorar a
gualidade sensorial (LIU, 2008) e o valor nutritivo (PAUCAR-MENACHO et al., 2010;
KIM et al.,, 2013) das sementes de soja, pois reduz o teor de substancias
indesejaveis como o acido fitico (RIBEIRO; IDA; OLIVEIRA, 1999; RAMADAN,
2012), oligossacarideos (KIM et al., 2005; MARTIN-CABREJAS et al., 2008) e
inibidores de tripsina, além de reduzir a atividade das lipoxigenases (PAUCAR-
MENACHO et al.,, 2010). A germinacdo ainda pode promover um aumento
significativo no teor de vitaminas como o &cido ascorbico, riboflavina e tiamina
(AHMAD; PATHAK, 2000), fitosterdis e tocoferodis (SHI; NAM; MA, 2010), isoflavonas
em geral (KIM et al., 2006; LEE et al.,, 2007; PHOMMALTH et al., 2008) ou
particurlamente as isoflavonas agliconas (KIM et al.,, 2005; YUAN et al., 2009;
PAUCAR-MENACHO et al., 2010; SHI; NAM; MA, 2010).

As investigacfes sobre as isoflavonas da soja inicialmente estavam
voltadas para o conhecimento da atividade estrogénica (WONG; FLUX, 1962) e
sobre a interferéncia deste composto no metabolismo mineral (MAGEE, 1963).
Entretanto, foi demonstrado que as isoflavonas apresentam outros efeitos positivos,
como atividade antioxidante e antifungica (FLEURY et al., 1992), atividade
hipocolesterolémica (MESSINA, 2000; GARDENER et al., 2001; WANGEN et al.,
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2001), reducdo de ondas de calor e perda 0ssea decorrentes da pés-menopausa
(LETHABY et al.,, 2007; MESSINA; WOOD, 2008) e efeito protetor contra o
desenvolvimento de cancer de mama (WADA et al., 2013) e de préstata (DONG et
al., 2013).

As isoflavonas da soja estdo divididas em quatro formas quimicas
distintas, denominadas de agliconas (daidzeina, gliciteina e genisteina), [-
glicosideos (daidzina, glicitina e genistina), malonilglicosideos (6”-O-malonildaidzina,
6”-O-malonilglicitina e 6”-O-malonildaidzina) e acetilglicosideos (6”-O-acetildaidzina,
6”-O-acetilglicitina e 67-O-acetil genistina), totalizando 12 formas diferentes de
isoflavonas (WANG; MURPHY, 1994).

Durante diferentes tempos de germinacdo de soja, o0 teor de
isoflavonas agliconas variou entre 3,10 mg/g e 3,99 mg/g, confirmando que o
processo de germinacdo pode aumentar o teor total de agliconas no broto
germinado (HUANG; CAI; XU, 2014). Os mesmos autores observaram que o
conteudo de agliconas aumentou 84% e 147% apds um e trés dias de germinacéo,
respectivamente, quando comparado com a soja ndo germinada.

A influéncia da germinacédo sobre o conteudo e a composicdo de
nutrientes depende de algumas variaveis do processo como tempo de maceracao,
umidade, temperatura e tempo de germinacéo, bem como das cultivares (PAUCAR-
MENACHO et al., 2010).

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos das variaveis
do processo de germinacao de soja sobre as medidas fisicas e teor das diferentes
formas de isoflavonas e caracterizar os brotos quanto a composicdo quimica,

vitamina C e atividade de inibidores de tripsina.
2. Materiais e Métodos
2.1. Matéria-prima e reagentes
Foram utilizadas como matéria-prima as sementes de soja [Glycine
max (L.) Merril] da cultivar BRS216, safra 2012/2013, cultivados na regido de Ponta

Grossa, PR. As sementes foram cedidas pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria - EMBRAPA Soja, Londrina/PR. Segundo a EMBRAPA, esta cultivar
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de soja convencional possui caracteristicas para producdo de brotos em fungéo do
seu tamanho (10,4g em peso médio de 100 sementes) e elevado conteudo proteico.
(43,6%).

Para determinacdo das isoflavonas foram utilizados os padrdes 6”-
O-Acetilglicosideos e 6”-O-Malonilglicosideos (Wako Pure Chemical Industries,
Ltda., Osaka, Japan) e B-Glicosideos e Agliconas (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO,
USA). Para determinacao de inibidores de tripsina, foi utilizado o padréo de tripsina e
o substrato benzoyl-DL-arginine 4-nitroanilide hydrochloride - BAPNA (Sigma-Aldrich
Co., St. Louis, MO, USA). Os outros reagentes utilizados foram de grau analitico ou

grau cromatografico.

2. 2. Processo de germinacédo de soja

As sementes de soja foram previamente selecionadas para
eliminacdo das danificadas ou manchadas, bem como de outros materiais
estranhos. Foram sanitizadas com solucdo 1% de hipoclorito de sédio por 4 min,
sendo depois transferidas para uma peneira e enxaguadas com agua corrente. Em
seguida, colocadas em um recipiente plastico com capacidade de 100 L, tampado
para auséncia de luz, contendo uma tela de aco inoxidavel instalada a 2 cm do fundo
do recipiente (Figura 1). A tela tem a funcédo de drenagem da agua apos a irrigacéao
das sementes para garantir as condi¢cdes necessarias ao processo de germinacao.

Foram utilizadas 250 g de sementes de soja, procedendo-se a
germinacao conforme descrito por Oliveira et al. (2013), com modificacdes. Todo o
processo de germinacdo foi conduzido a temperatura ambiente, e a agua de

irrigacéo foi mantida a 25 °C.

2. 3. Efeito das variaveis do processo de germinacdo de soja sobre as medidas

fisicas e teor das diferentes formas de isoflavonas

Para avaliar os efeitos das variaveis do processo de germinacéo de
soja cultivar BRS216 sobre as suas medidas fisicas como comprimento e
rendimento dos brotos e teor das diferentes formas de isoflavonas foi utilizado o

delineamento experimental 23 com 8 ensaios e adicionado de 3 replicatas no ponto
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central, totalizando 11 ensaios que foram realizados aleatoriamente. As variaveis
independentes (Tabela 1) investigadas foram X1 (2, 4 e 6 horas de maceracao), X»
(4, 6 e 8 horas de frequéncia de irrigacao) e X3 (3, 5 e 7 dias de germinacéo). As
fungbes respostas avaliadas nos brotos de soja foram: comprimento dos brotos de
soja (Cbro) em centimetros, rendimento dos brotos de soja (% Rend) em
porcentagem, teor de Bglicosideos (Bgli), malonilglicosideos (Mgli), agliconas (Agli) e
isoflavonas totais (IsoT) em umol de isoflavona/g de amostra dos brotos de soja.
Apb6s a realizacdo de cada ensaio, as fungBes respostas
comprimento (Cbro) e rendimento (% Rend) dos brotos de soja foram determinados.
Em seguida os brotos de soja de cada ensaio foram colocados em sacos do tipo
ziplock, congelados em ultrafreezer a —86 °C (Indrel IUT 355D), liofilizados a —55 °C
(Liotop Liofilizador L101) e moidos (Grind Central Coffee Grinder Cuisinart model
DCG-12BC). Estes foram colocados em frascos plasticos com tampa e mantidos em
camara fria (10 °C) para a determinacdo da composi¢cao quimica, teor de vitamina C,
atividade de inibidores de tripsina e das funcdes respostas teor de [-glicosideos

(Bgli), malonilglicosideos (Mgli), agliconas (Agli) e isoflavonas totais (IsoT).

2. 4. Medidas do comprimento e rendimento dos brotos de soja

Ao final de cada ensaio de germinacéo, foi medido o comprimento
dos brotos de soja e calculado o rendimento. O comprimento dos brotos de soja
(Cbro) foi medido com régua e expresso em centimetros (cm), assim para esta
medida o tanque contendo os brotos de soja foi dividido em oito partes e coletados
dezessete brotos, sendo uma amostra do centro, oito amostras da regido
intermediaria e oito amostras das extremidades de cada parte, e obtida média e o
desvio-padrdo. O rendimento dos brotos foi calculado em percentagem (%) pela

relacéo entre a massa dos brotos de soja e das sementes, multiplicada por 100.
2. 5. Determinacdo do teor de isoflavonas
A extracdo das diferentes formas de isoflavonas das sementes e dos

brotos de soja liofilizados foi realizada conforme Carrdo-Panizzi, Gées-Favoni e

Kikuchi (2002). A analise quantitativa das diferentes formas de isoflavonas foi
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realizada segundo metodologia descrita por Berhow (2002), por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando o cromatégrafo liquido
(Waters, modelo 2690), equipado com bombas (modelo W600) e injetor automatico
de amostras (modelo W717 plus). A coluna utilizada foi de fase reversa, do tipo ODS
C18 (YMC Pack ODS-AM Columm), com 250 mm de comprimento x 0,4 mm de
didmetro interno e particulas de 5 um. Para a separacao das isoflavonas, adotou-se
o sistema de gradiente linear binario, tendo como fases moveis: 1) metanol contendo
0,025% acido trifluoroacético (TFA) (solvente A) e 2) agua destilada deionizada
ultrapura contendo 0,025% de TFA (solvente B). A condicao inicial do gradiente foi
de 20% para o solvente A que, aos 40 min, atingiu a concentracdo de 100% para,
em seguida, retornar a 20% aos 41 min e permanecer nestas condicbes até
completar 60 min, tempo total de corrida para cada amostra. A vazao da fase movel
foi de 1,0 mL/min e a temperatura durante a corrida, 25 °C. A deteccdo das
diferentes formas de isoflavonas foi realizada utilizando o detector de arranjo de foto
diodo (Waters, modelo W996), ajustado para o comprimento de onda de 260 nm.
Para a identificacdo dos picos correspondentes a cada umas das 12 diferentes
formas de isoflavonas, foram utilizados padrdes de daidzina, daidzeina, genistina,
genisteina, glicitina, gliciteina e também padrdes das formas acetil e malonil,
solubilizados em metanol (grau HPLC), nas seguintes concentracdes: 0,00625
mg/mL; 0,0125 mg/mL; 0,0250 mg/mL; 0,0500 mg/mL e 0,1000 mg/mL. A
guantificacdo das 12 diferentes formas de isoflavonas foi realizada por padronizacao
externa (area dos picos) e utilizados os padrées como referéncia. A identificacdo dos
picos correspondentes a cada uma das 12 diferentes formas de isoflavonas nas
amostras foi feita por meio da comparacao dos tempos de retencao de cada padrao,
bem como os respectivos espectros de absorcéao.

Como as diferentes formas de isoflavonas possuem massa molar
diferente, os resultados foram expressos em base molar, como a soma de cada
forma de isoflavonas para cada grupo (B-glicosideos, malonilglicosideos,
acetilglicosideos e agliconas). Assim, os teores das diferentes formas de isoflavonas
foram calculados e expressos em pmol de isoflavona/g de amostra em base seca

(média % desvio padrao).
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2. 6. Caracterizacdo quimica das sementes e brotos de soja

As sementes e 0s brotos de soja que apresentaram melhor medida
fisica e maior teor de isoflavonas foram caracterizados quimicamente pela
determinacdo da composicao, do teor de vitamina C e da atividade dos inibidores de
tripsina.

A composicdo quimica foi determinada por meio de analises do teor
de proteinas, lipidios, umidade, cinzas e carboidratos totais por diferenca, utilizando
0s métodos descritos pela AOAC (1995).

A vitamina C foi determinada pelo método oficial da AOAC (1995) n.
967.21, que se baseia na reducao do corante (2,6-diclorofenol indofenol) por uma
solucéo acida de vitamina C. Os teores de vitamina C foram expressos como mg de
acido ascorbico/g de amostra em base seca.

A atividade dos inibidores de tripsina foi determinada pelo método
oficial da AOCS (2009), utilizando 1 g de amostra desengordurada e extracdo com
50 mL de solucéo de hidréxido de sddio 0,01 M, seguido de agitacdo por 3 h a 25 °C.
Uma unidade de tripsina (1 UT) foi definida arbitrariamente como um aumento de
0,01 unidade de absorbancia, a 410 nm, para 10 mL de mistura reativa (2 mL
aliquota, 2 mL solucéo de tripsina, 5 mL solucdo de BAPNA e 1 mL de solucéo de
acido acético para interromper a reacao), sob as condi¢cfes utilizadas neste ensaio.
A unidade de inibidores de tripsina (UIT) foi calculada pela diferenca na absorbancia
entre o tubo padrdo e tubo de amostra. Os niveis de inibidores de tripsina foram

expressos como UIT/g de amostra em base seca.

2.7. Andlise estatistica

A metodologia de superficie de resposta foi utilizada para avaliar os
efeitos das variaveis do processo de germinacédo de soja sobre as medidas fisicas e
teor das diferentes formas de isoflavonas. Os modelos foram obtidos por analise de
variancia (ANOVA, p=0,05) e analise de regressao, utilizando o software Statistic 8.0
(Statsoft, Tulsa, OK, USA), o qual construiu também os graficos de superficie de
resposta. O modelo para cada fungao resposta foi expresso conforme a equagéo Y=

Bo + Bixa + Boxz + Baxz + PiaXiXa + Pi13XiXz + PazxoXzt BiazxiXxoXs + gonde: Y é a
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fungé@o resposta, xi, X2 € X3 sdo o0s niveis das variaveis codificadas, f sdo os

coeficientes estimados pela regressao e € € o erro.

3. Resultados e discussao

3. 1. Efeitos das variaveis do processo de germinacao sobre as medidas fisicas

O efeito das varidveis Xi1 (horas de maceracdo), X» (horas de
frequéncia de irrigacdo) e Xs (dias de germinacdo) sobre as medidas fisicas dos
brotos de soja estdo apresentados na Tabela 1. Os parametros de regresséo e
analise de variancia (ANOVA) para a funcdo resposta Cbro indicaram que as
variaveis x1 (h de maceragcédo) e xs (d de germinacdo) apresentaram efeito linear
positivo e significativo (p<0,05). A falta de ajuste do modelo néao foi significativa
(p>0,05) e 98% (R?) dos dados experimentais foram ajustados adequadamente ao
modelo proposto como sendo, Cbro = 13,545 + 1,599x: + 6,055xs. A superficie de
resposta (Figura 2a) indicou que a funcao resposta Cbro foi maxima e igual a 21,2
cm, ou seja, quando 0,5 < x1 <1 (5 h de maceracéo < X1 < 6 h de maceragéo) e x3
igual a +1 (7 d de germinac&o), o que correspondeu aos ensaios 6 e 8. Entretanto,
os brotos de soja com 21,2 cm ndo possuem caracteristicas proprias de brotos, uma
vez que ha surgimento acentuado de raiz e transformacfes dos cotilédones em
folhas (Figura 2c3). Contudo, observou-se que o comprimento dos brotos de soja foi
minimo e igual a 5,89 cm, ou seja, quando -1 < x; <-0,5 (2 h de maceragao < X; < 3
h de maceracéo) e xz igual a -1 (3 d de germinacéo), correspondendo aos ensaios 1
e 3. Nestas condicbes, os brotos de soja apresentavam cotilédones ainda
preservados e ndo ocorreu o surgimento de raizes (Figura 2cl). Os brotos de soja
com comprimento ao redor de 8,75 cm ainda preservavam as caracteristicas
préprias de um broto e foram observados nos ensaios 2 e 4 (6 h de maceracao e 3 d
de germinacao) (Figura 2c2). Segundo Huang, Cai e Xu (2014) o alongamento das
radiculas de soja germinada com 8,5 cm de comprimento foi mais efetivo nos
primeiros estagios de germinacédo, ou seja, entre 1 e 3 dias.

Os parametros de regressado e analise de variancia (ANOVA) para a
funcdo resposta % Rend indicaram que somente a variavel xz (d de germinacéo)

apresentou efeito linear positivo e significativo (p<0,05). A falta de ajuste do modelo
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ndo foi significativa (p>0,05) e 89% (R?) dos dados experimentais foram ajustados
adequadamente ao modelo proposto como sendo, % Rend = 195,454 + 46,250x3. A
superficie de resposta (Figura 2b) indicou que funcéo resposta % Rend foi maxima e
igual a 241,7%, ou seja, quando xz igual a +1 (7 d de germinagao), correspondente
aos ensaios 5 e 7. Entretanto, se considerarmos o comprimento dos brotos de soja
de 18,5 e 16,9 cm respectivamente, observou-se que esses brotos ja nédo
preservavam a integridade do cotilédone e havia surgimento acentuado de raizes.
Assim sendo, para a analise das medidas fisicas dos brotos de soja, foram
consideradas as funcdes respostas % Rend e Cbro, associando-as com as
caracteristicas préprias de brotos de soja. Assim, foi observado que os brotos de
soja germinados por 3 d e 2 h de maceracado, apresentaram rendimento de 128%
(ensaio 1) e 144% (ensaio 3), enquanto que os brotos germinados por 3 d, porém
com 6 h de maceragdo, apresentaram rendimento maior, de 152% (ensaio 2) e
166% (ensaio 4). Desta forma, considerando que o rendimento do ensaio 4 foi
superior e o broto de soja apresentou o comprimento de 8,4cm, com preservacao da
integridade do cotilédone, sem surgimento acentuado de raizes e com
caracteristicas préprias de brotos, recomenda-se o processo de germinacao seja
realizado nas seguintes condi¢des: 6 h de maceracdo (X1), 8 h de frequéncia de

irrigacéo (X2) e 3 d de germinagéo (Xs).

3. 2. Efeitos das variaveis do processo de germinacdo sobre o teor das diferentes

formas de isoflavonas

O efeito das variaveis X1 (horas de maceragédo), X> (horas de
frequéncia de irrigacdo) e Xz (dias de germinagéo) sobre as funcdes respostas das
diferentes formas de isoflavonas (Bgli, Mgli, Agli e IsoT) estdo apresentados na
Tabela 1. De acordo com os parametros de regressdo e analise de variancia
(ANOVA) para a fungao resposta Bgli, as variaveis xi1, X2 € X3 ndo apresentaram
efeitos significativos e, portanto a equacao do modelo nédo foi estimada.

Os parametros de regressado e analise de variancia (ANOVA) para a
funcdo resposta Mgli indicaram que somente a varidvel x3 (d de germinacéo)
apresentou efeito linear negativo e significativo (p<0,05). A falta de ajuste do modelo

nao foi significativa (p>0,05) e 77% (R?) dos dados experimentais foram ajustados
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ao modelo proposto como sendo, Mgli = 9,199 - 0,968x3. A superficie de resposta
(Figura 3a) indicou que a funcéo resposta Mgli foi maxima, ou seja, igual a 10,168
pmol/g quando -1 < x3 < -0,5 (3 d de germinagdo < X3 < 4 d de germinagao). Este
resultado indicou que neste intervalo de dias de germinacdo o teor de Mgli dos
brotos de soja aumentou 78,38% quando comparada com o teor de
malonilglicosideos das sementes ndo germinadas (5,70 + 1,39 umol/g). Kim et al.
(2006) observaram um aumento médio de 110 e 33 vezes no teor de
malonilglicosideos de sete cultivares de soja germinados por 120 h (5 d) com e sem
luz a 25 °C, respectivamente. Entretanto, Shi, Nam e Ma (2010) observaram que o
teor de malonildaidzina, malonilglicitina e malonilgenistina em sementes de soja
germinadas diminuiu de 7,7, 1,4 e 2,0 vezes ap0s 168 h (7 d de germinacéo) a 25 °C
e presenca de luz.

Os parametros de regressao e analise de variancia (ANOVA) para a
funcdo resposta Agli indicaram que somente a variavel x3 (d de germinacao)
apresentou efeito linear negativo e significativo (p<0,05). A falta de ajuste do modelo
ndo foi significativa (p>0,05) e 54% (R?) dos dados experimentais foram ajustados
ao modelo proposto como sendo, Agli = 0,332 - 0,097xs. A superficie de resposta
(Figura 3b) indicou que a funcao resposta Agli foi maxima, ou seja, igual a 0,43
pmol/g quando -1 < x3 < -0,5 (3 d de germinacao < X3 < 4 d de germinagdo). Este
resultado indicou que neste intervalo de dias de germinacéo o teor de Agli aumentou
de 126,31% quando comparada com o teor das sementes ndo germinadas (0,19 +
0,05 pmol/g). Huang, Cai e Xu (2014) observaram que durante 24, 48, 72 e 96 h de
germinacao, o teor isoflavonas agliconas da soja germinada iniciou com 1,615 mg/g
e atingiu o maximo de 3,99 mg/g em 72 h e reduziu para 3,20 mg/g em 96 h. Esses
resultados indicaram que o teor de isoflavonas agliconas de soja germinada
apresentou um aumento de 147% apds 3 dias de germinacdo, cujos resultados
apresentaram uma tendéncia similar ao presente trabalho. A mesma tendéncia
também foi observada por Paucar-Menacho et al. (2010) que avaliaram o efeito do
tempo e temperatura de germinacdo da cultivar de soja BRS258 sobre o teor de
isoflavonas agliconas aplicando o delineamento composto central 22 e observaram
que em 63 h (2,6 d) de germinagcdo a 30 °C ocorreu um aumento maximo de
153,93% no teor de isoflavonas agliconas quando comparada com a semente nao

germinada (25,4 mg/100g).
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Os parametros de regressao e andlise de variancia (ANOVA) para a
funcdo resposta IsoT indicaram que somente a variavel xs (d de germinacao)
apresentou efeito linear negativo e significativo (p<0,05). A falta de ajuste do modelo
ndo foi significativa (p>0,05) e 75% (R?) dos dados experimentais foram ajustados
adequadamente ao modelo proposto como sendo, IsoT = 10,796 — 0,946x3. A
superficie de resposta (Figura 3c) indicou que a funcao resposta IsoT foi maxima, ou
seja, igual a 11,74 ymol/g quando -1 < x3 < -0,5 (3 d de germinagédo < X3< 4 d de
germinacéo). Este resultado indicou que neste intervalo de dias de germinacdo o
teor de IsoT aumentou 64,46% quando comparada com o teor nas sementes nao
germinadas (7,14 + 1,1 ymol/g). Huang, Cai e Xu (2014) observaram que em um dia
de germinacédo a 25 °C o teor de isoflavonas totais aumentou 22% (4,19 mg/g) em
relacdo a soja ndo germinada (3,42 mg/g), enquanto que em trés dias de
germinacao o teor foi maximo e de 37% (4,68 mg/g) e apos quatro dias houve
reducao de 27% (3,73 mg/qg).

Portanto, para obter brotos de soja da cultivar BRS216 com
comprimento e rendimento adequados e maior teor de malonilglicosideos, agliconas
e isoflavonas totais, recomenda-se que 0 processo de germinacao das sementes de
soja seja realizado com 6 h de maceragdo (X1) e 3 d de germinagdo (Xz) e
independente da frequéncia de irrigacdo (X2). Estas condi¢cbes do processo de
germinacao das sementes de soja correspondeu ao ensaio 4 (Tabela 1), cujo broto
de soja apresentou caracteristicas apropriadas conforme mencionado anteriormente
(item 3.1). Assim sendo, os brotos de soja do ensaio 4 foram caracterizados quanto

a sua composicao quimica, vitamina C e atividade de inibidores de tripsina.



59

3. 3. Caracterizacdo dos brotos de soja e comparagdo com as sementes nao

germinadas

As sementes de soja BRS216 e os brotos de soja do ensaio 4 foram
caracterizados quanto a composicdo quimica, vitamina C e atividade de inibidores
de tripsina (Tabela 2). Nos brotos de soja do ensaio 4 (6 h de maceragéo e 3 d de
germinacao) o teor de proteinas, lipideos, cinzas e carboidratos totais ndo diferiram
em relacdo as sementes ndo germinadas. A composi¢ao quimica de duas cultivares
de soja Giza 21 e Giza 35 germinadas por 40 h e 60 h a 30 °C, também foi mantida
guando comparada com as sementes nao germinadas (RAMADAN, 2012).
Entretanto, Vilas Boas, Barcelos e Lima (2002) observaram que o teor de lipidios
nas sementes de soja da cultivar IAC-8 diminui com a evolu¢do da germinagéo e foi
atribuida a degradacdo de reservas de nutrientes para o fornecimento de energia
requerida durante o crescimento da planta. Porém, Megat Rusydi et al. (2011)
observaram que o teor de cinzas de brotos de soja e feijao germinados por 48 h e 28
°C diminuiu em relacédo as sementes ndo germinadas.

Destaca-se que o teor de vitamina C nos brotos de soja do ensaio 4
aumentou 61% em relacdo as sementes ndo germinadas, indicando que a
germinacdo é um processo que possibilita aumentar o teor deste constituinte. A
semente de soja apresentou 1,47 mg/g de vitamina C (Tabela 2). Porém, Fernandez-
Orozco et al. (2008) e Huang, Cai e Xu (2014) observaram que o acido ascérbico
nao foi detectado nas sementes de soja. Entretanto, Huang, Cai e Xu (2014)
também verificaram que ap6s um dia de germinacéo da soja a 25 °C o teor de acido
ascorbico foi de 5,27 mg/100g enquanto que apoés trés dias de germinacao ocorreu
um aumento de 13,28% no teor de &cido ascorbico e em cinco dias de germinacgao
este teor diminuiu 22,94%.

Os brotos de soja do ensaio 4 apresentaram reducdo de 19,10% na
atividade de inibidores de tripsina. Segundo Bau et al. (1997) o processo de
germinacao em diferentes condi¢cdes pode aumentar a degradacéo de inibidores de
tripsina. Os inibidores de tripsina da soja germinada por 144 h a 25 °C apresentaram
uma continua degradacéo e que foi aumentada quando a temperatura foi elevada a
35 °C (KUMAR et al., 2006). A degradagéo dos inibidores de tripsina da soja apds 48

h e 72 h de germinacdo a 25 °C e auséncia de luz também foi observada por Rasha
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Mohamed et al. (2011). Entretanto, Dia et al. (2012) avaliaram a germinacao entre
18 ha 72 h a 25 °C e auséncia luz sobre as sementes de soja BRS133 nao alterou o
teor de inibidores de tripsina. Estes resultados inidicaram que a atividade de
inibidores de tripsina pode estar associada com as condicbes do processo de
germinacéao, cultivar ou outros fatores.

O perfil de isoflavonas das sementes e dos brotos de soja do ensaio
4 (Tabela 3) indicou que o teor de daidzina, glicitina e genistina representou 9,94%,
1,68 e 5,88% do total de isoflavonas, respectivamente, nas sementes nao
germinadas. Nos brotos de soja do ensaio 4 (6 h de maceracdo e 3 d de
germinacdo) a daidzina e genistina aumentaram 45,07% e 14,29% em relacdo a
semente ndo germinada. Resultados similares também confirmaram a
predominancia de daidzina e genistina em 233 cultivares de sementes de soja
cultivadas no Brasil (CARRAO-PANIZZI et al., 2009). Entretanto, Ribeiro et al. (2007)
observaram em 18 cultivares de soja que o teor de genistina foi predominante em
relacdo a daidzina. Na soja germinada (ensaio 4) observou-se que o teor da
isoflavona glicitina ndo alterou, sendo que Shi, Nam e Ma (2010) observaram que o
teor de glicitina reduziu gradualmente durante o processo de germina¢ao, ndo sendo
detectada apos 144 h (6 d). Entretanto, Huang, Cai e Xu (2014) observaram que
durante a germinacdo da soja o teor de glicitina diminui 59% em relacdo a semente
nao germinada.

Com relacao aos malonilglicosideos nas sementes observou-se uma
predominancia destas isoflavonas (78,83%), sendo que as formas malonildaidzina,
malonilglicitina e malonilgenistina representam 30,25%, 5,60% e 43,97% do total de
isoflavonas, respectivamente. Nos brotos de soja do ensaio 4 (6 h de maceracgéo e 3
d de germinacdo) observou-se também que houve predominancia das isoflavonas
malonilglicosideos (82,98%), porém com aumento de 125% de malonildaidzina, 55%
de malonilglicitna e 57,64% de malonilgenistina. Resultados similares foram
observados por Tsukamoto et al. (1995) em sete variedades de soja, cujo percentual
de malonilglicosideos variou entre 67% e 93% em relacdo ao total de isoflavonas,
sendo que a malonildaidzina e a malonilgenistina representaram, em média 44% e
41% respectivamente. Quinhone Junior e Ida (2014) observaram que a cultivar de
soja BRS284 germinada por 168 h a 35 °C, a malonildaidzina e malonilgenistina

aumentaram 2,5 e 1,6 vezes em relacdo a semente ndo germinada.
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As isoflavonas agliconas estdo presentes em menor quantidade em
relacdo as outras formas de isoflavonas, sendo que a daidzeina, gliciteina e
genisteina contribuiram com 0,70%, 1,68% e 0,42% do total de isoflavonas nas
sementes de soja, respectivamente. Nos brotos germinados com 6 h de maceragao
e por 3 d, as isoflavonas agliconas daidzeina, gliciteina e genisteina aumentaram de
420%, 8,33% e 66,66% respectivamente, em relacdo a semente ndo germinada. A
mesma tendencia foi observada por Shi, Nam e Ma (2010) em que a concentracao
de daidzeina e genisteina aumentou 6,6 e 4,5 vezes, respectivamente, entre 48 h e
168 h de germinagéo a 25 °C e na presenca de luz. Quinhone Junior e Ida (2014)
observaram que a daidzeina foi detectada somente a partir de 72 h de germinacéo e
apresentou a maxima concentragao entre 120 h e 168 h, enquanto que a genisteina
apresentou concentragcdo minima entre 48 h e 120 h, seguido de aumento de 1,5
vezes entre 120 h e 168 h de germinagdo. Segundo Kim et al. (2006) nenhuma
isoflavona aglicona foi detectada em sementes de sete cultivares de soja sem
germinar, entretanto, apds a germinacao por 120 h a 25 °C, com e sem luz, o teor
médio de agliconas foi de 0,558 umol.g* e 0,383 umol.g?, respectivamente, sendo
gue o total de agliconas representaram 18% e 29% do total de isoflavonas nos
brotos de soja germinados com luz e sem luz, respectivamente.

Os acetilglicosideos ndo foram detectados no presente estudo, o
gue ja era esperado pois as sementes ndo sofreram nenhum tipo de tratamento
térmico e, segundo Jung, Murphy e Sala (2008), a formacdo destas isoflavonas
ocorre apenas quando a soja ou produtos a base de soja sdo submetidos a

secagem, empregando-se altas temperaturas.

4. Conclusbes

Para producdo de brotos de soja BRS216 os efeitos do tempo de
maceracdo e germinacdo foram lineares positivos e significativos sobre o
comprimento dos brotos, enquanto que para o rendimento dos brotos, somente o
efeito do tempo de germinacéo foi linear positivo e significativo.

Com relacdo ao teor de isoflavonas malonilglicosideos, agliconas e
isoflavonas totais dos brotos de soja, somente o efeito do tempo de germinacao foi

linear negativo e significativo.
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Para obter brotos de soja com caracteristicas proprias, comprimento
e rendimento adequados, maior teor de isoflavonas malonilglicosideos, agliconas e
isoflavonas totais, o processo de germinacao deve ser realizado utilizando 6 h de
maceracéo, 3 d de germinacédo e independente da frequéncia de irrigagéo.

Os brotos de soja com caracteristicas proprias e obtidos a partir de 6
h de maceracéo e 3 d de germinagcdo, mantiveram a composi¢ao quimica, aumento
de 61% de vitamina C, reducdo de 19,10% na atividade de inibidores de tripsina e
aumento no teor de 20,8%, 82,98%, 131,57% e 73,38% para as isoflavonas
Bglicosideos, malonilglicosideos, agliconas e isoflavonas totais respectivamente, em

relacéo as sementes ndo germinadas.
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Tabela 1 - Efeito das variaveis do processo de germinacdo de soja BRS216 sobre as funcdes respostas Cbro, %0Rend, Bgli, Mgli,

Agli e IsoT.
_ Varii\;e(;isﬁc(;gg;nsais € Funcdes Respostas
Ensaios X1 X2 X3 Cbro  Rend Bgli Mgli Agli IsoT
() ()  (dias)  (cm) (%) (umoll)  (umolig)  (umolig) (umolig)
1 12 -1(9) -1 (3) 50+10 128 0,88+0,29 10,42+254 0,42+0,11 11,72 +2,07
2 1 (6) -1 (4) -1 (3) 91+1,1 152 1,09+0,32 10,27 +2,37 0,39+0,08 11,75+ 1,99
3 -1(2) 1(8) -1(3) 56+1,4 144 0,86+0,26 9,81+233 0,38+0,08 11,05+1,93
4 1(6) 1(8) -1(3) 84+11 166 151+047 10,43%+248 044+0,11 12,38+2,02
5 -1(2) -1(4) 1(7) 185+3,1 254 141+045 8,31+261 0,11+0,05 9,83+1,84
6 1(6) -1(4) 1(7) 22,1+23 216 1,32+0,39 8,17x255 0,23+£0,06 9,72+1,79
7 -1(2) 1(8) 1(7) 16,9+3,1 258 1,12+0,35 851x266 0,29+0,06 9,92+1,87
8 1(6) 1(8) 1(7) 19,9+2,0 232 145+046 8,19x256 0,22+0,03 9,86+1,79
9 04 0 (6) 0 (5) 145+£19 196 1,28+0,39 8,89+257 0,29+0,05 10,46 +1,88
10 04 0 (6) 0 (5) 13,4+3,1 204 1,42+042 10,02+x2,79 0,36 0,06 11,8+2,08
11 04 0 (6) 0 (5) 146+24 200 157+050 8,17+2,34 0,53+0,18 10,27 +1,69

*Expressos em base seca;

Cbro = Comprimento dos brotos, Rend = Rendimento dos brotos, Bgli = teor de Bglicosideos, Mgli = teor de malonilglicosideos, Agli = teor de

agliconas e IsoT = teor de isoflavonas totais.
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Tabela 2 — Composicao quimica, vitamina C e atividade de inibidores de tripsina nas

sementes e nos brotos de soja BRS216.

Teor
Caracterizagao Quimica Soja BRS216 Br?é%i;i i)OJa

Composic¢ao quimica (%)

Proteinas 44,77 + 2,89 47,25 + 0,63
Lipideos 17,66+ 0,89 14,57 £ 0,58
Cinzas 6,59 £ 0,03 5,45+ 0,14
Carboidratos totais 30,97 + 1,46 32,73 +£0,29
Vitamina C (mg/qg) 1,47 + 0,06 2,38+0,10

Atividade de Inibidores de Tripsina (UIT/Q) 38.593 £+ 2.111 31.221 + 2.502

*Expressos em base seca.



Tabela 3 - Perfil de isoflavonas nas sementes e nos brotos de soja BRS216.

70

Teor (umol/g)
Isoflavonas Soja BRS216 Brotos d_e Soja

(ensaio 4)
B-Glicosideos totais 1,25+ 0,29 1,51+0,47
Daidzina 0,71 +0,13 1,03 +0,02
Glicitina 0,12 £ 0,02 0,12 +0,01
Genistina 0,42 £ 0,08 0,36 +0,01
Malonilglicosideos totais 5,70+ 1,39 10,43 +2,48
Malonil-daidzina 2,16 = 0,27 4,86 + 0,09
Malonil-glicitina 0,40 + 0,07 0,62 +0,01
Malonil-genistina 3,14 £+ 0,58 495+0,11
Agliconas totais 0,19 £ 0,05 0,44 +0,11
Daidzeina 0,05+0,01 0,26 + 0,00
Gliciteina 0,12 £ 0,02 0,13 +0,01
Genisteina 0,03+0,01 0,05 + 0,00
Isoflavonas Totais 7,14 +1,10 12,38 + 2,02

*Expressos em base seca.
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Figura 1 - Recipiente utilizado para o processo de germinacdo das sementes de

soja BRS216 (a) e brotos de soja produzidos (b).
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Figura 2 — Superficie de resposta para brotos de soja BRS216 em func¢édo do tempo

de maceracdo e germinacdo. (a) Cbro. (b) % Rend. (c) Brotos de soja obtidos em
diferentes condi¢cdes de processo.
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Figura 3 — Superficie de resposta para brotos de soja BRS216 em funcéo do tempo

de maceracao e germinagao. (a) Mgli. (b) Agli. (c) IsoT.
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7 CONCLUSOES

Para producdo de brotos de soja BRS216 os efeitos do tempo de
maceragcao e germinagdo foram lineares positivos e significativos sobre o
comprimento dos brotos, enquanto que para o rendimento dos brotos, somente o
efeito do tempo de germinacéo foi linear positivo e significativo.

Com relacdo ao teor de isoflavonas malonilglicosideos, agliconas e
isoflavonas totais dos brotos de soja, somente o efeito do tempo de germinacgao foi
linear negativo e significativo.

Para obter brotos de soja com caracteristicas proprias, comprimento
e rendimento adequados, maior teor de isoflavonas malonilglicosideos, agliconas e
isoflavonas totais, o processo de germinacdo deve ser realizado utilizando 6 horas
de maceracao, 3 dias de germinacéo e independente da frequéncia de irrigacéo.

Os brotos de soja obtidos pelo processo selecionado, quando
comparados as sementes mantiveram a composicdo quimica inalterada,
apresentaram aumento de 61% no teor de vitamina C, reducdo de 19,10% na
atividade de inibidores de tripsina e aumento no teor de isoflavonas (B-glicosideos
(20,8%), malonilglicosideos (82,98%), agliconas (131,57%) e isoflavonas totais
(73,38%)).





