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LIMA, Fernando Sanches de. Otimizacdo do tratamento hidrotérmico da soja
para conversdo de isoflavonas glicosiladas em agliconas. 2013. 72 f.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) - Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2013.

RESUMO

Os metabdlitos secundarios de espécies vegetais tém sido amplamente
caracterizados como compostos bioativos. Dentre estas substancias, as isoflavonas
da soja [Glycine max (L.) Merrill] sdo uma das mais estudadas, sendo as agliconas
destacadas pelos seus potenciais beneficios a saude humana. O tratamento
hidrotérmico dos grdos de soja ativa a [B-glicosidase enddgena e favorece a
formagao de agliconas no grao hidratado. O objetivo deste trabalho foi otimizar as
condigbes de tratamento hidrotérmico dos graos de soja para maxima conversao de
isoflavonas glicosiladas em agliconas. Os graos de soja, cultivar BRS 257, foram
hidratados em solugdo tampéo citrato-fosfato 0,05 M e pH 6 na proporcéo 1:1,5
(m/m, soja: solugao tampéao) sob diferentes combinagdes de tempo e temperatura,
utilizando um planejamento composto central rotacional (PCCR). A atividade de (-
glicosidase foi avaliada pelo método espectrofotométrico e a separagdo e
quantificacdo das isoflavonas foram realizadas por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia (CLUE). A maxima concentragao de agliconas nos graos hidratados (1,22
limol g™) foi estimada e validada a 55 °C e 6 h de hidratagdo. Nesta condigéo, os
graos hidratados apresentaram um contetido minimo de B -glicosideos (0,18 jmol g™)
e baixa atividade de B-glicosidase (0,015 UA g'). A maxima concentracdo de
agliconas na solucgao residual de hidratagao (2,41 jmol/100 mL) foi estimada a 55 °C
e 8,83 h de hidratacdo. Os malonilglicosideos, que representaram 88,76 % da
concentragdo molar de isoflavonas totais no grao de soja bruto, foram as isoflavonas
mais instaveis termicamente e um minimo conteudo destas no grao hidratado (4,59
jmol g™) foi estimado a 69,14 °C, independente do tempo de hidratacdo. Nesta
condicéo, foi estimada uma reducao de 29,9 % na massa de isoflavonas no sistema
em relacédo ao grao de soja bruto. Os resultados deste estudo podem contribuir para
a elaboracéo de produtos de soja com maior conteudo de agliconas a partir de graos
de soja tratados hidrotermicamente. Além disso, houve uma consideravel redugcéo no
tempo de hidratagdo dos graos de soja em relagdo aos processos tradicionais que
utilizam esta como etapa preliminar ao preparo de alimentos de soja.

Palavras-chave: Compostos bioativos. Isoflavonas. Tratamento hidrotérmico. -
glicosidase. Planejamento composto central rotacional.



LIMA, Fernando Sanches de. Optimisation of soybean hydrothermal treatment
for the conversion of glucosylated isoflavones to aglycones. 2013. 72 f.
Dissertation (Master's Degree in Food Science) - Universidade Estadual de Londrina,
Londrina,

2013.

ABSTRACT

The secondary metabolites of plant species have been widely characterized as
bioactive compounds. Among these substances, the isoflavones from soybean
[Glycine max (L.) Merrill] have been one of the most studied, and the aglycone
highlighted for their potential benefits on human health. The soybean hydrothermal
treatment activates the endogenous B-glucosidase and favors the formation of
aglycones into soaked grain. The aim of this work was to optimise the conditions of
the soybean hydrothermal treatment to convert the maximum glucosylated
isoflavones into aglycones. The soybeans, cultivar BRS 257, were soaked in 1:1.5
(w/w) ratio with a 0.05 M phosphate-citrate buffer solution (pH 6.0) under different
time and temperature combinations using central composite design rotational
(CCDR). The B-glucosidase activity was measured by spectrophotometric method,
and the separation and quantification of isoflavones performed by ultra high
performance liquid chromatography (UHPLC). The maximum concentration of
aglycones in soaked grains (1.22 umol g') was estimated and validated at 55 ° C
and 6 h of soaking. In this condition, the soaked soybean grains showed a minimum
content of B-glucosides (0.18 umol g™') and low B-glucosidase activity (0.015 AU g™).
The maximum concentration of aglycones in residual soak solution (2.41 umol/100
mL) was estimated at 55 °C and 8.83 h of soaking. The malonylglucosides accounted
88.76 % of the total isoflavones molar concentration in the whole soybean grain and
were more thermally unstable, with minimum content in soaked grain (4.59 umol g™')
estimated at 69.14 °C independent of soaking time. In this condition, was estimated a
29.9 % mass reduction of isoflavones in the system in relation to whole soybean. The
results of this study may contribute to the preparation of soy products with high
content of aglycones from hydrothermally treated soybeans. Furthermore, there was
considerable reduction in the soaking time of soybeans by comparing to traditional
processes, which use this as preliminary step to the preparation of soy foods.

Keywords: Bioactive compounds. Isoflavones. Hydrothermal treatment. J-
glucosidase. Central composite design rotational.
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1 INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Merrilll] € uma cultura agricola de grande
importancia na economia mundial, sendo que na safra de 2012/2013 a expectativa é
que o Brasil lidere o ranking de maior produtor mundial de soja (USDA, 2013).

O interesse da populacdo ocidental por uma alimentacdo mais
saudavel, de alta qualidade proteica e baixo teor de gordura saturada, tem
estimulado cada vez mais o consumo de produtos a base de soja, tais como o tofu,
miso, tempeh, natto, shoyu e a proteina texturizada de soja (LIU, 2004; RIAZ, 2006).

Com base em evidéncias cientificas, a Food and Drug Administration
(FDA), desde 1999, aprovou que os produtos de soja contendo no minimo 6,25 g de
proteina de soja por por¢cdo pudessem ter a seguinte alegagdo no rotulo: "O
consumo diario de 25 g de proteina de soja, como parte de uma dieta pobre em
gordura saturada e colesterol, pode reduzir o risco de doenga cardiaca" (USFDA,
1999). No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), desde 2002,
também aprova descrigdes similares na rotulagem de alimentos derivados de soja
(BRASIL, 2013). Contudo, ha grande variabilidade dos resultados de ensaios
clinicos e uma relacdo de causa e efeito ndo tem sido bem estabelecida entre o
consumo de proteina de soja e a redugado das concentragdes de colesterol LDL no
sangue. Desta forma, a comunidade cientifica das areas afins tem sugerido uma
reavaliacdo por parte da FDA sobre a categoria "A" de alegagbdes de saude, que
indica o nivel maximo de evidéncia cientifica, relacionada a proteina de soja
(GIRGIH et al., 2013).

O papel fisiolégico de varios compostos bioativos presentes em
diversas espécies vegetais tem sido extensivamente investigado. Dentre estas
substancias, as isoflavonas da soja vém sendo amplamente estudadas (LARKIN;
PRICE; ASTHEIMER, 2008; FILIBERTO et al., 2013; VITALE et al., 2013).

Na soja e em seus derivados, as isoflavonas ocorrem em quatro
classes distintas de estrutura quimica: agliconas, (B-glicosideos, malonilglicosideos e
acetilglicosideos, sendo que cada classe € composta por trés formas distintas de
isoflavonas, totalizando assim doze formas (KUDOU et al.,, 1991; LIU, 2004). A
capacidade das isoflavonas de reduzir a ocorréncia de alguns tipos de cancer e
outras doengas crbnicas depende em grande parte das propriedades

farmacocinéticas destes compostos, em particular, da absorg¢ao e distribuicdo no
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tecido-alvo, sendo as agliconas destacadas pela sua maior atividade bioldgica
(LARKIN; PRICE; ASTHEIMER, 2008; GREENDALE et al., 2012; VITALE et al.,
2013; WADA et al., 2013). Entretanto, a ANVISA nao autoriza nenhuma alegagao na
rotulagem de alimentos a respeito das isoflavonas, "seja de conteudo ("contém"),
funcional, de saude e terapéutica (prevencédo, tratamento e cura de doencgas)"
(BRASIL, 2013). Ressalta-se que as isoflavonas sao consideradas medicamentos
fitoterapicos e necessitam obrigatoriamente de registro para sua comercializagéo,
sendo reconhecidas apenas as indicagdes para alivio das ondas de calor associadas
a menopausa ("fogachos") e como auxiliares na redugao dos niveis de colesterol.

O conteudo e o perfil de isoflavonas nos grdos de soja sao
dependentes de muitos fatores, como genética e clima da regido de cultivo (WANG;
MURPHY, 1994; CARRAO-PANIZZI et al, 1999; BRITZ; SCHOMBURG;
KENWORTHY, 2011). As isoflavonas estdo sujeitas as conversdes em suas formas
quimicas por meio da acdo das [-glicosidases e de processamentos térmicos
(WANG; MURPHY, 1996; UZZAN; LABUZA, 2004; VILLARES et al., 2011; MO et al.,
2013).

A hidratacdo da soja é uma etapa muito importante utilizada
previamente no preparo de varios produtos de soja. Este processo € responsavel
pelas mudangas nas caracteristicas de textura do grao e favorece processamentos
posteriores, como trituragdo e cocgdo. Uma vez que as isoflavonas glicosiladas
podem ser convertidas em agliconas pela agao das (B-glicosidases endbégenas da
soja, alguns autores tém apontado o tratamento hidrotérmico dos graos como meio
de aumentar a atividade da enzima e, em consequéncia, favorecer a formagao de
agliconas (MATSUURA; OBATA; FUKUSHIMA, 1989; SUTIL et al., 2008; GOES-
FAVONI; CARRAO-PANIZZI; BELEIA, 2010).

Os tratamentos térmicos empregando calor seco ou uUmido,
utiizados na elaboracdo de muitos produtos a base de soja, influenciam
significativamente o teor e perfil de isoflavonas (WANG; MURPHY, 1996; HUANG,;
LIANG; KWOK, 2006; NIAMNUY et al., 2012; SHIN; KIM; KIM, 2013).

Considerando os potenciais beneficios das isoflavonas agliconas a
saude humana, o objetivo deste trabalho foi otimizar o processo de tratamento
hidrotérmico dos gréos de soja, visando a conversao de isoflavonas glicosiladas em
agliconas. Este trabalho podera contribuir para a elaboragdo de produtos de soja

com maior teor de agliconas a partir de graos de soja tratados hidrotermicamente.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Otimizar as condi¢des de tratamento hidrotérmico dos graos de soja

para maxima conversao de isoflavonas glicosiladas em agliconas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito do tempo e temperatura de tratamento hidrotérmico
dos gréos de soja sobre a atividade de (B-glicosidase nos gréos hidratados.

Investigar a migragao das isoflavonas para a solugdo de hidratagéo,
bem como a degradacgao destas, por meio de um balango de massa de isoflavonas

no sistema.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ASPECTOS GERAIS DA SOJA

A soja teve sua origem ha cerca de 5000 anos na China, nas regides
norte e central (LIU, 1997). No Brasil, a soja foi introduzida por volta de 1882. Nesta
época, o interesse pela cultura estava ligado principalmente ao seu uso como
forrageira e na rotagcdo de culturas agricolas no campo. A utilizagdo dos gréos era
basicamente na alimentagdo animal, ja que seu emprego na industria ainda era
desconhecido (EMBRAPA, 2013).

Essa leguminosa tem se mostrado uma importantissima commodity
agricola na economia de alguns paises. Atualmente, os lideres mundiais na
producao de soja sao os Estados Unidos, Brasil, Argentina, china, india e paraguai
(USDA, 2013).

Da producdo mundial de soja, 10 % sao utilizadas diretamente na
alimentagdo humana (RIAZ, 2006). Muitos dos alimentos a base de soja sé&o
utilizados na forma in natura, enquanto outros sao elaborados com diversos
ingredientes proteicos derivados de soja (farinha de soja, concentrado e isolado
proteico de soja).

As lipoxigenases (linoleato:oxigénio oxidorredutase, EC 1.13.11.12) s&o
enzimas que catalisam a hidroperoxidacdo dos acidos graxos poli-insaturados,
principalmente os acidos linoleico e linolénico, produzindo os mono-hidroperéxidos
correspondentes (GIRI; MANGARAJ, 2012). Os compostos volateis (aldeidos e
cetonas) sado formados a partir da decomposi¢do dos hidroperoxidos, sendo o
hexanal descrito como o principal responsavel pelo sabor de "feijao" cru e flavor de
ranco nos produtos de soja (SILVA et al., 2010). Por meio de melhoramento genético
foi possivel desenvolver cultivares de soja com caracteristicas sensoriais desejaveis
para alimentacdo humana. A Empresa Brasileira de pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA) desenvolveu a cultivar BRS 257 (genealogia BR93-32109 X BR94-
23396) para alimentacdo humana e a mesma foi testada em ensaios de avaliagcédo
preliminar nas safras de 2001 a 2004. Devido a caracteristica de ndo possuir as
enzimas lipoxigenases L1, L2 e L3, torna-se uma matéria-prima importante para a
elaboracdo de produtos de soja, como farinhas e extrato de soja, com sabor mais
aceitavel pelos ocidentais (MORAES et al., 2007).
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A soja se destaca pela sua composicdo quimica unica. Quando
comparada a alguns cereais e outras leguminosas, possui 0 maior conteudo
proteico, com 40 % de proteinas em base seca. Dentre as leguminosas, apresenta o
segundo maior teor lipidico, com 20 % de lipideos em base seca, perdendo apenas
para o amendoim, que apresenta 48 % em base seca. E composta ainda por 30 %
de carboidratos, 10 a 13 % de umidade e 5 % de cinzas. Destaca-se, contudo, que
essa composi¢ao depende de varios fatores, como gendtipo da planta, estadio de
maturacao, localizagado geografica de cultivo e outros (LIU, 1997; RIAZ, 2006).

A proteina da soja possui um balango bastante satisfatério de
aminoacidos essenciais (CHEN et al., 2012). A FDA, em 1990, além dos métodos
que ja haviam sido aprovados para avaliagdo da qualidade proteica dos alimentos,
também adotou o método protein digestibility corrected amino acid score (PDCAAS),
com o objetivo de melhor estimar a digestibilidade proteica dos alimentos (USFDA,
1990; CHEN, et al., 2012). Contudo, em 2011, os especialistas da FAO sobre a
avaliacdo da qualidade proteica na nutricho humana reavaliaram as limitagbes e
precisdo do método PDCAAS e recomendaram a implementagdo de um novo
método, denominado digestible indispensable amino acid score (DIAAS), com a
finalidade de melhor refletir a quantidade absorvida de cada aminoacido por meio da
determinacdo da digestibilidade destes na porcéo final do intestino delgado (FAO,
2013). Destaca-se que os indices PDCAAS e DIAAS para os produtos de soja
avaliados apresentaram otimos valores, entre 0,90 e 1,00. Ressalta-se que a
caseina, proteina do leite, é tida como referéncia em qualidade proteica (FAO,
2012).

Apdés uma sistematica revisdo bibliografica de estudos clinicos
relacionados a proteina de soja com alegagdes de beneficios a saude a FDA, em
1999, considerou os dados publicados consistentes no que tange a redugdo dos
niveis de colesterol total e colesterol LDL no sangue. A agéncia autorizou, desde
entdo, que os produtos comercializados nos Estados Unidos com no minimo 6,25 g
de proteina de soja por porg¢ao tivessem a seguinte descri¢ao no rétulo "o consumo
diario de 25 g de proteina de soja, como parte de uma dieta pobre em gordura
saturada e colesterol, pode reduzir o risco de doenga cardiaca" (USFDA, 1999).
Contudo, ha grande variabilidade dos resultados de ensaios clinicos e uma relagao
de causa e efeito ndo tem sido bem estabelecida entre o consumo de proteina de

soja e a reducgao das concentracdes de colesterol LDL no sangue. Desta forma, a
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comunidade cientifica das areas afins tem sugerido uma reavaliacdo por parte da
FDA sobre a categoria "A" de alegag¢des de saude, que indica o nivel maximo de
evidéncia cientifica, relacionada a proteina de soja (GIRGIH et al., 2013).

Tipicamente, o 6leo de soja € composto de 25 % de acido graxo oleico
(C18:1n-9), 53 % de acido graxo linoleico (C18:2n-6) e 7 % de acido a-linolénico
(C18:3n-3). Estes dois ultimos sédo acidos graxos essenciais conhecidos como CJO-6
e w-3, respectivamente, sendo que o w-3 esta associado a diminuicdo do risco de
doengas cardiovasculares (NAIR et al.,, 1997; ZHAO et al., 2004; DECKELBAUM,;
TORREJON, 2012). Devido as insaturagdes presentes na cadeia do acido linolénico,
0 mesmo torna-se bastante suscetivel a oxidacao pela agao da enzima lipoxigenase,
sendo o n-hexanal um dos produtos secundarios da reacido oxidativa. O teor de n-
hexanal tem apresentado uma correlagdo positiva com o atributo aroma de grao
cozido em produtos derivados de soja (WILSON, 1996; SILVA et al., 2010; SILVA et
al., 2012).

Os carboidratos soluveis e insoluveis também sdo constituintes
importantes da soja. A rafinose e estaquiose sao oligossacarideos soluveis, nao
redutores e nao digeriveis no sistema digestério de humanos, sendo metabolizados
por bactérias bifidas que sintetizam a enzima a-galactosidase (hidrolisam as ligacdes
a-galactosidicas presentes nesses oligossacarideos), produzindo gases que criam
desconforto e flatuléncia em alguns individuos. Contudo, ha evidéncias de
contribuicdes benéficas destes acgucares, utilizando-os como prebidticos na
estimulacdo do crescimento de bifidobactérias, que sao promotoras de saude do
colon (HOU; YU; CHOU, 2000; YEO; LIONG, 2010; INOGUCHI et al., 2012). Os
carboidratos nao disponiveis ou fibra alimentar sao constituidos essencialmente por
celulose, hemicelulose e pectina. Quantidades adequadas de fibra na alimentagéo
ajudam a melhorar o transito intestinal. Varias pesquisas médicas tém demonstrado
a importancia das fibras na saude humana, como na redugdo dos niveis de
colesterol em alguns individuos hiperlipidémicos (KUSHI; MEYER; JACOBS, 1999) e
efeitos anti-inflamatérios e anticancerigenos no sistema digestério (SCHEPPACH et
al., 2004; ANDERSON et al., 2009; COLEMAN et al., 2013).

Os principais minerais da soja sdo: potassio, sodio, calcio, magnésio,
enxofre e fosforo. As principais vitaminas hidrossoluveis da soja incluem a tiamina,
riboflavina, niacina, acido pantoténico, biotina, acido félico, inositol e colina (LIU,
2004).
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Ressalta-se que as excelentes propriedades funcionais tecnolégicas de
derivados proteicos de soja (farinhas, proteina texturizada, concentrados e isolados
proteicos), como a capacidade de absor¢cdo e retengdo de agua, propriedades
emulsificantes e geleificantes, além das suas caracteristicas nutricionais, tém
estimulado cada vez mais a inser¢gao da soja nos sistemas alimentares (JOHSON;
WHITE; GALLOWAY, 2008; CHEN et al., 2012).

3.2 |SOFLAVONAS DA SOJA

As isoflavonas correspondem a uma subclasse de substancias
dentro do grupo dos flavonoides. Este compreende um grande numero de
compostos polifendlicos (além das isoflavonas) encontrados em diversas espécies
vegetais. A estrutura quimica basica das isoflavonas tem em comum um anel
aromatico condensado a uma cadeia alifatica, geralmente um anel pirano, que se
liga a outro anel aromatico por meio do carbono de posi¢ao 3 (LIU, 2004).

Na soja e em seus derivados podem existir doze formas de
isoflavonas, divididas em quatro grupos: agliconas (daidzeina, genisteina e
gliciteina), (B-glicosideos (daidzina, genistina e glicitina), acetilglicosideos (6"-0-
acetildaidzina, 6"-0-acetilgenistina e 6"-0-acetilglicitina) e malonilglicosideos (6"-0-
malonildaidzina, 6"-0-malonilgenistina e 6"-0-malonilglicitina) (LIU, 2004; KUDOU et
al., 1991). Estas estruturas diferem entre si na constituicdo dos radicais Ry, Rz e R3

indicados na Figura 1 e relacionados na Tabela 1.
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Figura 1 — Estrutura quimica genérica das isoflavonas da soja e possiveis
modificagdes por clivagem de ligagdes.
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Fonte: Adaptado de Faraj e Vasanthan (2004).

Tabela 1 —Estrutura quimica das 12 isoflavonas da soja.

A glicona ——

Grupos Isoflavonas R R Ra
Daidzeina -H -H
Agliconas Genisteina -OH -H
Gliciteina -H -0OCH:
Daidzina -H -H -H
B-glicosideos Genistina -OH -H -H
Glicitina -H -OCH; -H
6"-O-acetildaidzina -H -H -COCHs
Acetilglicosideos  6"-O-acetilgenistina -OH -H -COCHs
&"-O-acetilglicitina -H -OCH; -COCH;
6"-O-malonildaidzina -H -H -COCH:CO0H
Malonilglicosideos 6"-O-malonilgenistina -OH -H -COCH;COOH
6"-O-malonilglicitina -H -0OCH; -COCH;COOH

Fonte: Adaptado de Liu (2004).

A soja é capaz de sintetizar uma grande variedade de metabdlitos

secundarios (fitoquimicos); por exemplo, as isoflavonas. Estas sdo biossintetizadas
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como parte da rota fenil-propancide (CHENNUPATI et al.,, 2012; WESTON;
MATHESIUS, 2013) e apresentam ocorréncia limitada no reino vegetal, ja que a
enzima 2-hidroxi-isoflavanona sintase - IFS (EC 1.14.13.136), responsavel pela
conversao dos precursores flavanonas em isoflavonas, € quase que exclusiva de
algumas leguminosas (LARKIN; PRICE; ASTHEIMER, 2008; VISNEVSCHI-
NECRASOV et al.,, 2013). Entretanto, a regulagdo genética da biossintese de
isoflavonas em plantas ainda n&o é bem compreendida (BALISTEIRO; ROMBALDI,
GENOVESE, 2013). A biossintese da isoflavona daidzeina é apresentada na Figura
2.

Figura 2 — Biossintese da daidzeina.
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As isoflavonas sdo importantes no estabelecimento da simbiose
rizobio-leguminosa (ANTUNES; RAJCAN; GOSS, 2006; COOPER, 2007). Podem
induzir a resisténcia de rizobios contra infecgbes da raiz causadas por patdogenos
microbianos (WERNER, 2007). Guo et al. (2011), em um estudo de 13 anos
envolvendo monoculturas continuas de soja, quantificaram as isoflavonas na
rizosfera e monitoraram as alteragbes na comunidade microbiana do solo
examinando o seu perfil de fosfolipideos (biomarcadores). Os autores descreveram
que as concentracdes de genisteina variaram de 0,4 a 1,2 ug g~ de solo em base
seca ao longo dos diferentes anos, enquanto que as concentragdes de daidzeina
raramente excederam 0,6 ug g' de solo em base seca. Houve uma correlacdo
positiva entre as concentragdes de daidzeina e fungos presentes no solo. A
concentragdo de genisteina mostrou uma correlagdo com o total de fosfolipideos,
fungos, bactérias, bactérias Gram (+) e bactérias aerdbias na comunidade
microbiana do solo. Ambas as isoflavonas foram facilmente degradadas no solo,
resultando em meia-vida curta; ti2 = 37,2 min para daidzeina e ty2 = 6,0 min para
genisteina a uma concentragdo inicial de 50 ug g' de solo em base seca.
Concentracdes minimas de isoflavonas (1,0 ug g, base seca) no solo foram
suficientes para alterar o perfil da comunidade microbiana. Foi concluido que tanto a
daidzeina quanto a genisteina liberadas na rizosfera podem atuar como alelos
quimicos nas interagdes entre raiz e comunidade microbiana do solo em um cultivo
de monoculturas de soja de longo prazo, podendo o estudo contribuir para a
resolugao de problemas de queda de produtividade nesse sistema produtivo.

O conteudo e perfil de isoflavonas nos grédos de soja sao
dependentes de muitas variaveis: genética da cultivar, estadio de maturagdo, ano-
safra, clima da regido de cultivo, condi¢des de estocagem, dentre outras (WANG;
MURPHY, 1994; CARRAO-PANIZZI et al., 1999; KIM et al., 2005; CHENG; YU; YU,
2008; BRITZ; SCHOMBURG; KENWORTHY, 2011).

Wang e Murphy (1994) avaliaram a composi¢cao de isoflavonas em
diferentes cultivares de soja americana e japonesa em relagdo ao ano-safra e
localizacédo de cultivo. Nas cultivares de soja japonesas, o conteudo de isoflavonas
nas amostras da safra de 1992 foi de apenas 60 % da quantidade encontrada para
as mesmas cultivares em 1991. As cultivares de soja japonesas tiveram maior
conteudo de 6"-0-malonilglicitina e maior razdo de 6"-0-malonildaidzina/daidzina e

6"-0-malonilgenistina/genistina quando comparadas as cultivares americanas.
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Ribeiro et al. (2007), avaliando o conteudo de isoflavonas em cultivares de soja
brasileira de diferentes grupos de maturidade, descreveram que as isoflavonas
malonildaidzina e malonilgenistina foram as isoflavonas predominantes em todas as
cultivares analisadas, correspondendo a 67 % do conteudo total de isoflavonas.

Carrao-Panizzi et al. (1999) analisaram os efeitos da genética e de
fatores ambientais sobre o conteudo de isoflavonas em cultivares de soja oriundas
de diferentes regi6es do Brasil, na safra de 1993/94. As cultivares IAS 5 e FT-
Abyara, cultivadas no estado do Rio Grande do Sul, com temperatura média de 19
°C, apresentaram concentragcées mais altas de isoflavonas (218,7 e 163,8 mg/100 g,
respectivamente). Ja no estado do Parana, onde a temperatura média foi de 24 °C,
as concentracdes de isoflavonas para as referidas cultivares foram de 105,9 e 86,8
mg/100 g, respectivamente. Os menores teores de isoflavonas foram encontrados
nas cultivares FT-Estrela e FT-Cristalina (27,6 e 46,5 mg/100 g, respectivamente),
cultivadas no estado do Mato Grosso, cuja temperatura média foi de 27 °C.

Kim et al. (2005) investigaram as altera¢des no perfil e concentragdo
de isoflavonas em oito cultivares de soja, cujos grédos depois de colhidos foram
submetidos a duas temperatura de armazenamento (25 °C e -30 °C) por mais de
trés anos. As concentracgdes iniciais de isoflavonas nos graos de soja variaram de
699,7 a 2581,6 ug g, sendo as formas acetilglicosideos e gliciteina detectadas
apenas em pequenas quantidades ou tracos em todas as cultivares. Esta
observacao esta de acordo com as descricoes de Balisteiro, Rombaldi e Genovese
(2013). O armazenamento dos graos a 25 °C acarretou diminuicdo do conteudo de
agliconas e acetilglicosideos. Para a maioria das cultivares, o conteudo total de
isoflavonas se mostrou maior em gréos de soja submetidos a -30 °C, sendo este
contetido correlacionado com a concentragdo dos B-glicosideos (° = 0,80) e
malonilglicosideos (©* = 0,88). Os autores sugeriram futuras investigacdes com a
avaliagdo da influéncia da umidade.

Ressalta-se que a concentragao e o perfil de isoflavonas também
variam conforme as diferentes partes estruturais do grdo de soja (KUDOU et al.,
1991; TSUKAMOTO et al., 1995). Tsukamoto et al. (1995) relataram que a
concentracio total de isoflavonas no hipocatilo foi 5,5 a 6 vezes maior do que nos
cotilédones. Contudo, nos cotilédones houve a maior proporcéo de isoflavonas, de
80 a 90 %. Isto porque os cotilédones correspondem a uma maior propor¢ao em

massa na estrutura do grao, ao contrario do hipocdtilo, que apresenta 2 % do total
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de matéria seca do gréo. A aglicona gliciteina e suas formas quimicas derivadas
ocorrem exclusivamente no hipocétilo (YUAN et al., 2009) enquanto que o
tegumento da semente é praticamente isento de isoflavonas.

Devido ao grande numero de variaveis que afetam o conteudo de
isoflavonas desde a matéria-prima, grande parte dos produtos derivados de soja
desenvolvidos pelas industrias de alimentos apresentam teor e perfil de isoflavonas
distintos. Assim, ha uma dificuldade de padronizacdo da concentracdo de
isoflavonas contida nestes produtos. Um banco de dados com o conteudo de
flavonoides em diversos alimentos, além de um especifico para isoflavonas, foi
elaborado pelo Nutrient Data Laboratory (NDL) do USDA e vem sendo atualizado
com os dados de pesquisas relacionadas e industrias de alimentos (USDA, 2008).
No Brasil, ha também um esfor¢co na compilacdo de dados de concentracdo de
flavonoides nos alimentos, porém ha algumas limitagdes devido as descri¢gdes
incompletas dos planos de amostragem e processos metodoldgicos publicados nas
areas afins (MENEZES et al., 2011).

3.2.1 Beneficios a Saude

A atividade biologica das isoflavonas tem sido amplamente
investigada, seja em estudos epidemiolégicos com humanos ou em ensaios com
animais. Estes estudos sugerem potenciais efeitos benéficos das isoflavonas,
principalmente das agliconas, sobre a redugao da ocorréncia ou tratamento de artrite
reumatoide, doengas cardiovasculares em mulheres no periodo pré-menopausa,
cancer de préstata, hiperglicemia, sintomas da menopausa, dentre outros (ESPIN;
GARCIA-CONESA; TOMAS-BARBERAN, 2007; LARKIN; PRICE; ASTHEIMER,
2008; DONG et al., 2013; FILIBERTO et al., 2013; LI et al., 2013; PARK et al., 2013;
REED et al., 2013; VITALE et al., 2013).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), as
isoflavonas sdo consideradas medicamentos fitoterapicos e necessitam
obrigatoriamente de registro para sua comercializagdo. Os produtos registrados na
ANVISA como medicamentos fitoterapicos contendo isoflavonas, devem possuir
indicacdes nos rotulos apenas como auxiliadores na reducédo de colesterol e alivio
nos sintomas da menopausa ("fogachos"). Para os alimentos que naturalmente

contenham isoflavonas, nenhuma alegacdo de conteudo ("contém isoflavonas",
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"fonte de isoflavonas”, "rico em isoflavonas", dentre outras), de fungao ou de saude é
autorizada na rotulagem desses alimentos (ANVISA, 2013; BRASIL, 2013).

As isoflavonas glicosiladas sdo pouco absorvidas no intestino
delgado de humanos devido a sua alta massa molar e hidrofilicidade (CEDERROTH;
ZIMMERMANN; NEF, 2012). Diferentemente, as isoflavonas agliconas séao
absorvidas rapidamente pelas microvilosidades do tecido epitelial presentes ao
longo do intestino delgado (LARKIN; PRICE; ASTHEIMER, 2008). A enzima B-
glicosidase, responsavel pela hidrélise das isoflavonas glicosiladas em agliconas,
pode ser secretada naturalmente pela microbiota do célon (SETCHELL; BROWN;
LYDEKING-OLSEN, 2002). A microbiota intestinal desempenha um papel chave na
biodisponibilidade de compostos fendlicos, particularmente os de alta massa molar.
Contudo, sao escassos os estudos que relacionam o impacto dos polifenois sobre a
microbiota intestinal e os seus mecanismos de agdo no organismo humano
(LARKIN; PRICE; ASTHEIMER, 2008; CARDONA et al., 2013).

ApoOs a ingestdo de soja e seus derivados, as isoflavonas contidas
nestes podem ocorrer em diversos tecidos e fluidos do organismo de humanos e
animais. Deteccbes e quantificacbes dessas substancias na saliva, plasma
sanguineo, urina, fezes, fluido da prostata, tecido mamario, leite e outros, tem sido
reportadas (XU et al., 1994; WATANABE et al., 1998; MAUBACH et al., 2003;
CASSIDY et al., 2006; BARANOWSKA; MAGIERA, 2011; VITALE et al., 2013).

Cassidy et al. (2006) avaliaram em humanos a influéncia da matriz
de trés alimentos a base de soja (extrato, proteina vegetal texturizada e tempeh),
assim como o efeito da idade e sexo dos participantes do estudo sobre a
biodisponibilidade e farmacocinética das isoflavonas (formas agliconas e
glicosiladas). Os produtos de soja foram fornecidos aos participantes em
quantidades correspondentes a 0,44 mg das referidas isoflavonas kg”' de massa
corpdrea de cada individuo. Quando fornecido o extrato de soja aos participantes,
houve a mais rapida taxa de absorcdo e um pico de concentracdo maior de
isoflavonas no plasma sanguineo quando comparado as matrizes sélidas (proteina
vegetal texturizada e tempeh). As agliconas no alimento fermentado (tempeh) foram
absorvidas mais rapidamente do que as isoflavonas glicosiladas. Os picos de
concentragado de daidzeina no plasma sanguineo foram mais elevados em mulheres,
sendo que a idade dos participantes ndo teve grande influéncia nos resultados deste

estudo.
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Reed et al. (2013) avaliaram a associagdo da frequéncia de
sintomas vasomotores, manisfestado pelas "ondas de calor" ou "fogachos", com a
raga/etnia entre um grupo populacional diversificado de mulheres, com idades entre
45 e 58 anos, nos periodos perimenopausa e pés-menopausa, e investigaram as
diferencas na ocorréncia desses sintomas com o consumo de isoflavonas
(genisteina + daidzeina) na dieta. A classificacdo de acordo com o consumo de
isoflavonas compreendeu grupos com ingestdo de 1,0 mg de isoflavonas dia™ até
com ingestdo de 25 mg (ou mais) de isoflavonas dia™. Segundo Messina, Nagata e
Wu (2006) e Cederroth, Zimmermann e Nef (2012), o consumo médio diario de soja
pela populagédo asiatica € de 4 a 9 vezes maior em relagédo a populagdo norte-
americana e europeia, que consomem menos que 4 g de soja dia™'. Os sintomas da
menopausa, independente da quantidade ingerida de isoflavonas, variaram
consideravelmente com a raca/etnia e foram menos frequentes entre as mulheres
asiaticas. Na populagdo norte-americana, devido a ingestao extremamente baixa de
soja, foi dificil afirmar se essas diferengas poderiam estar relacionadas, em parte,
com o consumo de soja na dieta.

Estima-se que o consumo de isoflavonas da soja pela populagéo
asiatica varia entre 20 a 100 mg de isoflavonas dia”. Ja a populagdo ocidental
consome pouca soja e seus derivados e, consequentemente, ingerem uma
quantidade menor de isoflavonas, de 1 a 10 mg dia”’' (NAKAMURA; TSUJI;
TONOGAI, 2000; BROUNS, 2002; MESSINA; NAGATA; WU, 2006; SONG et al.,
2007; GIRGIH et al., 2013). Contudo, nenhuma dose-resposta de isoflavonas tem
sido bem estabelecida para exercer potenciais efeitos benéficos a saude humana.

As isoflavonas agliconas sdo também denominadas de
fitoestrogenos, que apresentam estrutura (Figura 3) e funcionalidade similar ao
estrégeno 17 B-estradiol, hormoénio endégeno de humanos e animais, porém com
menor atividade (UZZAN; LABUZA, 2004; VITALE et al., 2013).
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Figura 3 — Estrututa quimica das agliconas (1, 2, 3), equol (4) e estradiol (5).
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Fonte: Adaptado de Dixon e Ferreira (2002).

Sathyamoorthy e Wang (1997) descreveram que o equol [7-hidroxi-
3-(4'-hidroxifenil)cromano], metabdlito secundario da daidzeina, € 100 vezes mais
potente do que esta na estimulagdo de uma resposta estrogénica. Entretanto,
estima-se que 1/3 dos humanos possuem uma microbiota intestinal capaz de
metabolizar a daidzeina em equol (HENDRICH, 2002; JU et al., 2006).

Ressalta-se que uma melhor compreensdo dos mecanismos de
absorc¢ao, distribuicdo, metabolismo, excre¢ao e biodisponibilidade das isoflavonas
da soja faz-se necessaria para avaliar a variabilidade dos resultados encontrados em
ensaios clinicos, buscando esclarecer e diferenciar os beneficios reais relacionados
a saude humana coletiva de determinados grupos de populagéo (UZZAN; LABUZA,
2004; ESPIN; GARCIA-CONESA; TOMAS-BARBERAN, 2007; WUTTKE; JARRY;
SEIDLOVA-WUTTKE, 2007). Desta forma, o complexo mecanismo de
biotransformacao envolvendo as isoflavonas deve ser explorado melhor a partir do

papel chave desempenhado pela microbiota intestinal. Contudo, isto ndo é tao



26

simples visto a estimativa de mais de 400 espécies de bactérias presentes no colon
humano (LARKIN; PRICE; ASTHEIMER, 2008).

3.3 TRATAMENTOS HIDROTERMICOS DE GRAOS DE SOJA

A hidratacdo da soja € uma etapa muito importante utilizada
previamente no preparo de varios produtos de soja, como extrato de soja, tofu e
tempeh. Este processo € responsavel pelas mudangas nas caracteristicas de textura
do grao e afeta processamentos posteriores, como extragdo de proteinas, trituragéo
e cocgao. Nos processos tradicionais para a elaboragao do extrato de soja, como o
método de lllinois, a soja € hidratada por 12 h a temperatura de 25 °C. Recomenda-
se que a soja seja hidratada até atingir uma umidade minima, em base seca, de 120
g de agua/100 g de solidos antes de processos de moagem. Para isto, temperaturas
de hidratacdo acima de 30 °C podem reduzir significativamente o tempo de
hidratagdo requerido para atingir essa umidade final (PAN; TANGRATANAVALEE,
2003; GOWEN et al., 2007).

Alguns estudos tém mostrado que o tratamento hidrotérmico de
graos de soja influencia o conteudo e perfil de isoflavonas no grao hidratado,
favorecendo a atividade da B-glicosidase na conversao das isoflavonas glicosiladas
em agliconas (MATSUURA; OBATA; FUKUSHIMA, 1989; CARRAO-PANIZZI;
SIMAQ; KIKUCHI, 2003; GOES-FAVONI; CARRAO-PANIZZI; BELEIA, 2010).

As B-glicosidases (B-D-glicosideo-0-glicohidrolase, EC 3.2.1.21) séo
enzimas que hidrolisam as ligagbes (B-glicosidicas dos dissacarideos,
oligossacarideos e outros glicosideos conjugados. Estas constituem um grupo
heterogéneo de enzimas, presentes em alguns vegetais ou sintetizadas por diversos
micro-organismos, € desempenham um papel muito importante nos processos
bioldégicos, como na hidrélise de glicolipideos e nas modificagbes de metabdlitos
secundarios; por exemplo, as isoflavonas e glicosideos terpénicos (ESEN, 1993;
HSIEH; GRAHAM, 2001; GONZALES-POMBO et al., 2011). Estas enzimas vém
sendo empregadas em processamento de alimentos, colaborando na formagao de
compostos aromaticos desejaveis em chas, vinhos e sucos (EYZAGUIRRE;
HIDALGO; LESCHOT, 2005; GONZALES-POMBO et al., 2011; WANG et al., 2013).
Além disso, contribuem na degradacdo da celulose para producdo de etanol
(MEKO'0 et al., 2012; WANG et al., 2013).
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No tecido vegetal, as (B-glicosidases estdo compartimentalizadas e
isoladas dos seus substratos (MORANT et al., 2008). Quando o tecido vegetal de
alguma forma sofre injuria, algumas isoflavonas s&o bioativadas pelas B-glicosidases
e atuam como fitoanticipinas, que sdo compostos de defesa pré-formados/pré-
existentes, fornecendo a planta uma defesa imediata contra o ataque de herbivoros
e patégenos (SUZUKI et al., 2006). A planta também pode sintetizar os compostos
de defesa em resposta a este ataque, denominados de fitoalexinas (YOO et al.,
2013). A genisteina foi relatada ser toxica aos fungos patogénicos, como
Phytophthora sojae (RIVERA-VARGAS; SCHMITTHENNER; GRAHAM, 1993; YOO
et al.,, 2013).

Matsuura, Obata e Fukushima (1989) avaliaram o efeito do tempo de
hidratagdo/maceragédo dos gréos de soja, temperatura e pH da agua de hidratagao
sobre o teor de agliconas nos gréos hidratados. Quando os gréos foram mantidos
hidratados (1:5, m/m; soja: agua destilada) a 20 °C por 16 h, a propor¢cdo de
agliconas em relacdo ao total de isoflavonas aumentou de aproximadamente 3,3 %
para 12,4 % apo6s o tratamento hidrotérmico. Em uma amostra controle, 0,5 % (m/m)
de glucona-6-lactona (inibidor competitivo da (B-glicosidase) foi adicionada a agua
de hidratacao dos graos. Com isto, a formagao de daidzeina e genisteina, que antes
aumentaram com o tempo de hidratagdo, passou a nao ser significativa ao longo das
16 h. Paralelamente, também foram quantificadas as isoflavonas nos graos de soja
hidratados por um periodo fixo de 6 h e com a temperatura da agua de hidratagao
variando de 10 °C a 80 °C, em intervalos de 10 °C entre cada ensaio. Os teores de
daidzeina e genisteina aumentaram significativamente até atingir 50 °C, variando de
5e 7 mg/100 g em base seca a 10 °C para 30 e 40 mg/100 g em base seca a 50 °C,
respectivamente. Em temperaturas acima de 50 °C a formacédo de agliconas foi
reduzida drasticamente, sendo atribuida a inativagcdo da enzima (3 -glicosidase. O
pH o6timo para a formagéo de agliconas foi em torno de pH 6, quando mantidas a 50
°C por 6 h. Observagdes semelhantes foram relatadas por Ha, Morr e Seo (1992), ao
investigarem o efeito de trés diferentes tratamentos hidrotérmicos em graos de soja
(6 h em agua destilada a 50 °C, 6 h em solugdo de NaHCO3 a 0,5 % e pH 7,6 a 50
°C e 30 min de branqueamento em solugdo de NaHCO3 a 0,25 %) sobre a formagao
de agliconas daidzeina e genisteina. No tratamento com agua em ebuli¢cdo, ou seja,
no branqueamento contendo o NaHCO3, apenas 4,5 % de daidzeina e 6,5 % de

genisteina foram produzidas em relagdo aos resultados obtidos no tratamento com
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agua destilada a 50 °C pois o branqueamento provavelmente inativou as enzimas [3-
glicosidases.

Toda et al. (2000) investigaram o perfil de isoflavonas em gréos de
soja hidratados (1:3, m/m; soja: agua destilada) por 1, 2, 5, 10 e 15 h a 20 °C e
evidenciaram um aumento discreto e significativo na quantidade de isoflavonas
agliconas e diminuicdo dos [B-glicosideos conjugados ao longo do tempo de
tratamento. Este ligeiro efeito sobre a distribuicdo total de isoflavonas foi atribuido a
temperatura da agua de hidratagdo, que n&o foi adequada para proporcionar uma
boa atividade da B-glicosidase. Quando adicionado 0,5 % de glucona-6-lactona a
agua de hidratagao, o aumento de agliconas foi suprimido; sendo assim, a acao de
enzimas B-glicosidases enddogenas da soja sobre os B-glicosideos foi confirmada
durante o tratamento hidrotérmico sem a presencga do inibidor.

Goes-Favoni (2002), visando o aumento do teor de genisteina em
farinha de soja processada a partir de graos de soja, submeteu estes em agua
destilada (1:3, m/m; soja: agua destilada) a 50 °C por 1, 4, 8, 12, 16, 20 e 24 h. A
quantidade de agliconas aumentou em fungdo do tempo de hidratacdo dos graos,
sendo que apds 12 h de tratamento ndo houve mudangas significativas no teor de
genisteina. Com isso, tendo em vista os custos envolvendo essa operagao em
escala industrial, foi considerado o tratamento hidrotérmico com o bindmio
temperatura-tempo de 50 °C por 12 h o mais indicado para a obtencao de farinha de
soja otimizada em quantidade de genisteina. Observagdes semelhantes foram
descritas por Kao et al. (2004), que encontraram teores de agliconas em base seca
nos grios de soja antes da hidratagdo iguais a 120,4 ug de daidzeina g”' de
amostra, 5,3 ug de gliciteina g™ de amostra e 148,7 de genisteina ug g”' de amostra,
sendo que apos o tratamento hidrotérmico dos graos (1:3, m/v; soja: agua destilada)
a 45 °C por 12 h as concentragdes em base seca aumentaram para 523,5 ug de
daidzeina g de amostra, 196,2 ug de gliciteina g’ de amostra e 928,6 ug de
genisteina g”' de amostra.

O efeito do tratamento hidrotérmico sobre o teor de isoflavonas
agliconas em graos de soja também foi avalido por Carrdao-Panizzi, Simao e Kikuchi
(2003), que submeteram os gréos de soja a hidratagdo por 12 e 18 h a 40, 50 e 60
°C. ApoOs o tratamento hidrotérmico, as concentracbes de agliconas nos graos
aumentaram oito vezes em relagdo aos graos ndo hidratados. O maior teor de

daidzeina e genisteina foi observado nos graos hidratados a 50 °C por 12 h e a 40
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°C por 18 h. A 60 °C notou-se uma reducao no teor de agliconas, possivelmente
devido a inativacao das -glicosidases.

Goes-Favoni, Beléia e Carrdo-Panizzi (2004), ao analisarem os
graos de soja apods hidratagdo (1:3, m/m; soja: agua destilada) por 12 h a 50 °C,
observaram um aumento no teor de agliconas de 0,5 para 41,5 % em relagdo ao
conteudo total de isoflavonas presente no grdo. Também foi observado que a
atividade da [3-glicosidase diminuiu 80 % apds o tratamento hidrotérmico, sugerindo
uma perda de estabilidade ou migragdo desta para a agua de hidratagdo dos gréos.
Wardhani, Vazquez e Pandiella (2008) observaram uma atividade maxima de -
glicosidase nos graos de soja hidratados a 50 °C e 60 °C apés 1 h de hidratacao,
que foi seguida por uma redugdo acentuada da atividade da enzima apds este
periodo. Essas observacdes estdo de acordo com as descritas por Toda et al.
(2001), que avaliaram a atividade da B-glicosidase na agua residual de hidratagao
dos graos de soja de quatro cultivares diferentes. Apdés o tratamento hidrotérmico
dos gréos (1:3, m/m; soja: agua destilada) a 15 °C por 5, 10, 15 e 20 h, a atividade
de B-glicosidase na agua residual de hidratagdo variou de 0,1 mU mL™" (menor
atividade, apds 5 h de tratamento) para 6,0 mU mL™ (maior atividade, apods 20 h de
tratamento). Ressalta-se que houve diferenga na taxa de absorcédo de agua dos
graos de soja de cada cultivar, bem como na quantidade de componentes
eluidos/lixiviados, incluindo as isoflavonas e a 3-glicosidase.

Sutil et al. (2008) investigaram o efeito do tratamento hidrotérmico
em diferentes valores de pH na formacao de agliconas em graos de soja e farinha de
soja. Os ensaios foram conduzidos em solu¢gdes tampao citrato-fosfato com pH
variando de 3,5, 4,5, 5,5, 6,0, 6,5 e 7,5, sendo que todas as amostras foram
mantidas a temperatura de 50 °C por 15 h. Apds os tratamentos, foi evidenciado
maior formacédo de agliconas na farinha de soja hidratada em relacido aos graos
hidratados em todos os pH, que foi atribuida a maior interacdo entre a enzima [3-
glicosidase e os 3-glicosideos devido a trituragdo dos grdos. Em geral, com o
aumento do pH de 6,0 para 6,5, houve uma maior conversao de isoflavonas
glicosiladas em agliconas tanto nos graos hidratados quanto na farinha de soja
hidratada. A faixa de pH a qual foi evidenciado maior produg&o de agliconas esta de
acordo com a descrita por Matsuura, Obata e Fukushima (1989), que encontraram
maxima formagado destas isoflavonas em graos de soja submetidos a hidratagao

(1:5, m/m; soja: agua destilada) a 50 °C e pH 6,0.
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Goes-Favoni, Carrao-Panizzi e Beléia (2010) avaliaram as
mudancas no perfil de isoflavonas em cotilédones de soja hidratados em dois
volumes de agua. Os graos de soja das safras de 2004 e 2005 foram submetidos ao
descascamento, com remogao do tegumento e hipocdtilo, deixando apenas os
cotilédones. Estes foram hidratados em agua deionizada a 50 °C por 12 h nas
proporgcdes 1:1,2 (m/m; cotilédone:agua), para os graos da safra de 2004, e 1:3
(m/m; cotilédone:agua), para os graos da safra de 2005. Nenhum teor de agliconas
foi detectado nos cotilédones dos grdos da safra de 2004 antes do tratamento
hidrotérmico, enquanto que nos cotilédones dos graos da safra de 2005 foram
detectados 2,0 mg de agliconas/100 g de amostra em base seca. Apds a hidratacao
dos cotilédones dos grdos das safras de 2004 e 2005, as concentragdes de
agliconas em base seca nos cotilédones hidratados foram de 13,0 mg/100 g e 20,0
mg/ 100 g, respectivamente. Destaca-se que a razdo entre o teor de agliconas nos
cotilédones hidratados e o teor de agliconas nos cotilédones antes da hidratagao foi
maior quando foi empregado o menor volume de agua no tratamento hidrotérmico.
Parte das agliconas presentes nos cotilédones dos grédos da safra de 2005 foram
lixiviadas para a agua de hidratagdo. No ensaio que envolveu a proporgéo 1:1,2
(m/m; cotilédone:agua) nao foi possivel a quantificacdo de isoflavonas na agua
residual de hidratacdo, uma vez que esta foi quase que totalmente absorvida pelos
cotilédones.

A perda de sodlidos da soja para a agua de hidratagdo pode ser
consideravel em temperaturas de hidratagdo mais elevadas e isto deve ser avaliado
ao selecionar as condicbes de  tratamento  hidrotérmico  (PAN;
TANGRATANAVALEE, 2003). As transformacdes das isoflavonas da soja durante o
tratamento hidrotérmico podem ser descritas por reacdes cinéticas de primeira
ordem com uma constante cinética de conversao, degradagcao e transferéncia de
massa para a fase aquosa (WARDHANI; VAZQUEZ; PANDIELLA, 2008).

Ressalta-se que durante alguma etapa do processamento de
ingredientes ou produtos de soja € empregado calor, seja desde um procedimento
de secagem até o controle microbiano do produto antes do seu envase. Os
tratamentos térmicos adequados inativam as lipoxigenases, além dos fatores
antinutricionais naturalmente presentes na soja, como lectinas e inibidores de
tripsina e quimotripsina. Por conseguinte, a concentragao e o perfil de isoflavonas

nos produtos finais também sao afetados e isto pode ser relacionado com o binémio
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tempo-temperatura de tratamento. Os malonilglicosideos, dentre as isoflavonas da
soja, apresentaram maior instabilidade térmica e foram afetados principalmente pela
temperatura de processamento (VAIDYA et al., 2007; BENEDETTI et al., 2013). De
forma geral, os processamentos que empregam altas temperaturas por um curto
tempo, como ultra hight temperature (UHT), minimizam a degradacao das agliconas
(UZZAN; LABUZA, 2004; HUANG; LIANG; KWOK, 2006).

Devido a variabilidade encontrada no perfi e conteudo de
isoflavonas em diversas cultivares de soja, assim como os diferentes
comportamentos destas frente ao processo de hidratagdo, a otimizacdo das
condi¢cbes de tratamento hidrotérmico dos graos de soja torna-se necessaria para
obter gréos hidratados com maximo conteudo de agliconas. Desta forma, poderéo
ser elaborados produtos de soja com maior teor destes compostos bioativos a partir

de graos de soja tratados hidrotermicamente.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIA-PRIMA E REAGENTES

Os graos de soja [Glycine max (L.) Merril] da cultivar BRS 257
(genealogia BR93-32109 X BR94-23396), isenta das enzimas lipoxigenases L1, L2 e
L3 e pertencente a safra de 2012, foram fornecidos pela Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria-Embrapa Soja, Londrina-PR. Inicialmente, esta soja foi
caracterizada quanto ao teor das diferentes formas de isoflavonas por cromatografia
liquida de ultra eficiéncia (CLUE). Foram utilizados os seguintes padrdes individuais
de isoflavonas: 6"-0-acetilglicosideos e 6"-0-malonilglicosideos (Wako Pure
Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japao), B-glicosideos e agliconas (Sigma-Aldrich
Co.,St. Louis, MO, EUA). Para a determinagdo da atividade de [B-glicosidase foi
utiizado o substrato cromogénico p-nitrofenil- B-D-glicopiranosideo (p-NPG)
(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA). Os outros reagentes utilizados foram de

grau analitico ou especificos para cromatografia.
4.2 PROCEDIMENTOS
4.2.1 Tratamento Hidrotérmico dos Graos de Soja

Os graos de soja, limpos e selecionados, foram submetidos ao
tratamento hidrotérmico para avaliar os efeitos do tempo (x1) e temperatura (x2) de
hidratagdo sobre o teor das diferentes formas de isoflavonas no gréo hidratado e na
solugdo residual ndo absorvida pelos graos de soja. A atividade de (B-glicosidase foi
avaliada apenas no grao hidratado. Foi utilizado um planejamento composto central
rotacional (PCCR) constituido de um fatorial 22, com dois niveis (Tabela 2) e dois
fatores x1 (tempo de hidratagéo, h) e x2 (temperatura de hidratagéo, °C), incluindo
quatro pontos axiais e trés pontos centrais, totalizando onze ensaios (Tabela 3), que
foram realizados aleatoriamente. Para cada ensaio, 100 g de graos de soja, com
umidade inicial de 8,73 % em base umida, foram lavados rapidamente com agua
destilada e enxugados com papel absorvente. Os 100 g de grdos de soja inicial
foram utilizados na proporgédo 1:1,5 (m/m) com solugédo tampao de citrato-fosfato

0,05 M e pH 6,0 e mantidos em banho-maria sob diferentes combina¢des de tempo



33

e temperatura, conforme o planejamento experimental (Tabela 3). Ao final de cada
ensaio, os graos tratados hidrotermicamente foram drenados e imediatamente
resfriados em banho de gelo até atingirem a temperatura ambiente de 25 °C.

Os graos de soja hidrotermicamente tratados e a solugao residual
foram liofilizados (Christ Alpha 2-4 LD plus, Osterode am Harz, Alemanha), sendo
que os graos foram moidos (lka A11 basic, St. Louis, MO, EUA) e mantidos a -22 °C
até a realizacdo das analises.

As fungbes respostas avaliadas no grao hidratado foram:
GLUss(umol de B-glicosideos g' de sdlidos de grdo tratado), AGLss (umol de
agliconas g™ de solidos de gréo tratado), MGLUss (umol de malonilglicosideos g™
de sdlidos de grdo tratado) e BGLUss (unidade de atividade de B-glicosidase g™ de
sélidos de grao tratado).

Com relagcdo a solugao residual, a funcdo resposta avaliada foi
AGLgs(umol de agliconas/100 mL de solugéo residual).

O excesso de agua dos graos foi removido com papel absorvente. A
massa da solugao residual foi obtida pela diferenga entre a massa do sistema (soma
da massa dos graos de soja lavados mais a massa da solugao tampao de citrato-
fosfato) e a massa dos graos hidratados e enxugados com papel absorvente, como

segue:

MS = GL 4+ 5T (Equacao 1)
SR = (GL + ST) — GHE (Equacio 2)

onde:
MS = massa (g) do sistema, GL = massa (g) dos gréaos lavados, ST = massa (g) da
solugdo tampao, SR = massa (g) da solugao residual, GHE = massa (g) dos graos

hidratatos e enxugados.

A massa dos graos lavados foi padronizada em todos os ensaios.
Foi considerado que durante os ensaios nao houve nenhuma perda de massa para o
ambiente. Desta forma, a funcgao resposta TISOss+rs (Mg de isoflavonas totais nos
graos tratados e solugao residual) foi avaliada por meio de um balango de massa de

isoflavonas no sistema.
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Os niveis de variacao (-1, 0 e +1) das variaveis independentes (x1 e

x2, conforme Tabela 2, foram definidos com base em ensaios preliminares e dados

da literatura, conforme Matsuura, Obata e Fukushima (1989) e Suitil et al. (2008).

Tabela 2 —Variaveis

independentes e niveis
hidrotérmico dos gréos de soja.

codificados para

o tratamento

Miveis Codificados

1 0 1

+1.41

X, =tempo (h) de hidrata;:é-'o
X, = temperatura (°*C) de hidratacdo

04 0 o8
45 25 G5

8,83
59,14

Tabela 3 —Planejamento central

composto

rotacional (PCCR)

tratamento hidrotérmico dos graos de soja.

aplicado ao

Variaveis Independentes®

Pontos Ensaios —

x1(Xy) x2(Xz)

01 -1 (04) - 1(43)

o 02 -1 (04) 1(85)
Fatoriais

03 1(08) -1 (45)

04 1(08) 1(85)

05 -1.41 (3,17) 0 (95)

o 06 +1.41(8,83) 0 (95)

Axiais

o7 0 (086) -1,41(40,86)

08 0 (08} +1,41(69,14)

09 0 (06) 0 (25)

Cenfrais 10 0 (06) 0 (95)

11 0 (06) 0 (95)

a x1 e x2 representam os niveis codificados das variaveis independentes x1 (tempo de hidratagao, h)

e X2 (temperatura de hidratagéo, °C).

A metodologia de superficie de resposta (MSR) foi aplicada, por

meio do planejamento composto central rotacional (PCCR), para otimizar o

tratamento hidrotérmico dos grdos de soja para maxima conversdo de isoflavonas

glicosiladas em agliconas e retengao destas no grao hidratado. Para isto, um modelo

de superficie de resposta de segunda ordem foi utilizado para ajustar os dados

experimentais:

Y = Bo+ Buxy + Paxz + Puaxi + Baax3 +faxxa +€

(Equacéo 3)
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onde:
y = fungao resposta, x1 e x2 variaveis independentes codificadas, B = coeficientes
de regressao estimados, € = erro experimental.

As analises de regressao e de variancia (ANOVA) foram realizadas,
por meio do programa Statistica 8.0 (StatSoft Inc., Tulsa, EUA), para estimar e
verificar a significancia (a = 0,05) dos parametros dos modelos matematicos. Os
graficos de superficie de resposta foram construidos a partir dos modelos ajustados
e os perfis para os valores preditos das respostas e desejabilidade foram avaliados.
A validacdo do modelo da funcéo resposta AGLss (umol de agliconas g de sélidos
de grao tratado hidrotermicamente) foi realizada comparando a resposta estimada
pelo modelo com a média (h = 3) do conteudo de agliconas obtida
experimentalmente no grdo de soja tratado hidrotermicamente na condigdo 6tima de

hidratacao, aplicando o teste t-Student (a = 0,05).
4.3 METODOS ANALITICOS
4.3.1 Determinacao da Atividade da B-glicosidase

Para a extragdo da [(B-glicosidase foram utilizados 200 mg de graos
de soja tratados hidrotermicamente e 3,0 mL de tampao citrato 0,05 M e pH 4,5
contendo NaCl 0,1 M, com agitagao a cada 15 min por 1 h a temperatura ambiente
de 25 °C, conforme descrito por Carrdo-Panizzi e Bordignon (2000). Em seguida,
foram centrifugados (4 °C, 8200 x g, 15 min; Eppendorf centrifuge 5804R, Hamburg,
Alemanha) e o extrato foi utilizado para a determinagao da atividade de Bglicosidase,
conforme descricdo de Matsuura e Obata (1993), com modificagbes. Assim, 0,8 mL
do substrato cromogénico p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo 1 mM, preparado em
solucdo tampao citrato-fosfato 0,1 M e pH 5, foi colocado em tubos testes e
incubados a 30 °C por 10 min em banho-maria. Em seguida, 0,2 mL do extrato foram
adicionados aos tubos e mantidos a 30 °C por 30 min. A reacao foi interrompida com
a adicdo de 1,0 mL de solugdo de carbonato de sodio 0,5 M, centrifugado (25 °C,
6800 x g, 15 min; Eppendorf centrifuge 5804R, Hamburg, Alemanha) para eliminar a
turbidez, e a leitura foi realizada em espectrofotdmetro (Biochrom Libra S22,
Cambridge, Inglaterra) a 420 nm. O ensaio do branco foi realizado em paralelo as

amostras e constituido por 0,2 mL de tampéao citrato 0,05 M e pH 4,5 contendo NaCl
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0,1 M, 0,8 mL da solugao de substrato e 1,0 mL da solugdo de carbonato de sodio
0,5 M. O ensaio do controle de cada amostra foi constituido por 0,8 mL de tampao
citrato-fosfato 0,1 M e pH 5, 0,2 mL do extrato e 1 mL de solugdo de carbonato de
sédio 0,5 M. A absorbancia final foi igual a diferenca entre a leitura da amostra e seu
respectivo controle. A concentragao de p-nitrofenol (p-NP), produto da reagdo com a
enzima, foi determinada utilizando uma curva de calibracdo preparada a partir do
padrao de p-NP, com concentragao variando de 0,04 a 0,32 umol em 5 mL de
volume reacional total. Foi definida uma unidade de atividade de B-glicosidase (UA)
como a quantidade de enzima requerida para liberar 1 umol de p-NP por minuto nas
condigdes do ensaio. A atividade de B-glicosidase foi expressa como UA g~ de

sélidos de grao tratado hidrotermicamente.
4.3.2 Analise de Isoflavonas

4.3.2.1 Extrac&o e quantificagao de isoflavonas por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia (CLUE)

As amostras, depois de liofilizadas e moidas, foram
desengorduradas com n-hexano (1:10, m/v) a temperatura ambiente de 25 °C por 1
h com uma agitagcdo continua e rotativa, seguida por filtragdo a vacuo antes da
extragdo das isoflavonas. Em seguida, 0,3 g de amostra desengordurada foi
adicionada a 6 mL de solugcado extratora (agua, etanol e acetona, 1:1:1, v/v/v) e
agitados a cada 15 min por 1 h a temperatura ambiente de 25 °C. Logo apds, a
mistura foi colocada em banho ultrassénico por 15 min a temperatura ambiente de
25 °C conforme a metodologia descrita por Yoshiara et al. (2012). Em seguida, o
extrato foi centrifugado (4 °C, 794 x g, 15 min; Eppendorf centrifuge 5804R,
Hamburg, Alemanha) e o sobrenadante filtrado em membranas hidrofilicas de PVDF
com 0,22 um de tamanho de poro (Millex-GV, Millepore, Billerica, MA, USA) e, entéo,
aplicado no cromatégrafo liquido de ultra eficiéncia.

Para a separacao e quantificacdo das isoflavonas por CLUE foi
utilizado o cromatégrafo UPLC® (Acquity UPLC® System, Waters, EUA), equipado
com injetor automatico de amostras, bomba quaternaria, forno com temperatura
controlada de 35 °C e detector com arranjo de diodos (DAD), controlado pelo

software Empower 3. A eluicdo das amostras foi conduzida em coluna de fase
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reversa Acquity™ UPLC BEH 18 (50 mm x 2,1 mm d.i.; 1,7 um de diametro de
particula; Waters), com fase mével constituida de um sistema gradiente binario, com
fase inicial de 90 % de solugdo aquosa de acido acético pH 3 (solvente A) e 10 % de
acetonitrila (solvente B). Em 8 min de elui¢cdo foi atingida uma proporgédo de 0 % do
solvente A e 100 % do solvente B, retornando as condi¢des iniciais em 9 min. O
tempo total de corrida foi de 10 min. A vazao da fase mével foi de 0,70 mL min e o
sistema de deteccdo foi constituido por um detector com arranjo de diodos (DAD-
Waters), ajustado ao comprimento de onda de 260 nm.

A identificacdo de cada forma quimica de isoflavona nos
cromatogramas foi realizada por comparagao dos espectros de absorgéo e tempos
de retencdo dos seus respectivos padrbes. A quantificacdo das isoflavonas foi
realizada por padronizagdo externa a partir de solugbes padréo (0,1; 0,05; 0,01;
0,005; 0,001 e 0,0005 mg mL") de cada isoflavona. De cada amostra foram
realizadas trés corridas cromatograficas.

Nos graos hidratados, foi calculada a concentragdo molar de cada
isoflavona individual e depois estes valores foram somados para expressar a
concentragdo molar total dos respectivos grupos de isoflavonas. Desta forma, as
diferencas de massas molares das isoflavonas glicosiladas foram normalizadas para
suas agliconas correspondentes (MALAYPALLY:; ISMAIL, 2010).0s resultados foram
expressos em umol de 3-glicosideos, umol de malonilglicosideos e umol de

agliconas g de amostra seca e integral, como segue:

_ [Igsp = (100 — LP)] x 10
100 x MMjcoflavona

Igs (Equacdo 4)

onde:

Igs = Mmol de isoflavonas g ' de amostra seca e integral, Igsp = mg de
isoflavonas/100 g de amostra seca e desengordurada, LP = % de lipideos em base
seca extraidos no preparo da amostra antes da exiracdo das isoflavonas,

MM;.oa2vona = Massa molar de cada isoflavona.

Um balangco de massas de isoflavonas do sistema foi avaliado e

expresso em mg de isoflavonas totais, apos a normalizagao das diferengas entre as
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massas molares das isoflavonas glicosiladas para suas agliconas correspondentes
(WANG; MURPHY, 1996), como segue:

m X MM ;44
My = ag—cone (Equacdo 5)
MMglimsi]ada

onde:
my = massa (mg) normalizada da isoflavona, m = massa (mg) ndo normalizada da

isoflavona, MM_gicona = Massa molar (g mol") da aglicona correspondente,

MMgjicosilada = Massa molar (g mol™") da isoflavona glicosilada.

Massas molares (g mol™"): malonildaidzina = 502,42; malonilglicitina
= 532,45; malonilgenistina = 518,42; daidzina = 416,38, glicitina = 446,40; genistina
= 432,38; daidzeina = 254,24; gliciteina = 284,26; genisteina = 270,24.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos foram redigidos na forma de artigo cientifico.

Este foi submetido a avaliacdo da Journal of Agricultural and Food Chemistry.
5.1 ARTIGO CIENTIFICO

5.1.1 Optimisation of Soybean Hydrothermal Treatment for the Conversion of -

glucoside Isoflavones to Aglycones
Fernando Sanches de Lima®, Elza louko Ida®®

ABSTRACT: The objective of this work was to optimise the conditions for the
soaking process of soybean for maximal conversion of B-glucoside isoflavones into
aglycones using response surface methodology. The variables investigated were the
time (3.17, 4, 6, 8, and 8.83 h) and temperature (40.86, 45, 55, 65, and 69.14 °C) for
the soaking of soybean in 1:1.5 (w/w) ratio with a buffer solution pH 6. The maximum
aglycones content (1.22 umol g') in soaked soybeans was estimated and validated
at 55 °C and 6 h of soaking. In this condition, the hydrothermally treated soybean
grains showed a minimum content of 8 -glucoside isoflavones and low B -glucosidase
activity. A 29.9% reduction in total isoflavone content of the system was estimated at
69.14 °C independent of soaking time, attributed to the thermal instability of
malonylglucosides. This work may contribute to the preparation of soy products rich
in aglycones from hydrothermally treated soybean.

Keywords: Soybean isoflavones. Aglycones. Hydrothermal processing. 8
glucosidase.

INTRODUCTION

During the physiological processes of vegetables, many secondary
metabolites are formed that are called phytochemicals. These secondary metabolites
have been extensively investigated and characterised as bioactive compounds that
can benefit human health." The soybean isoflavones have been one of the most
investigated phytochemicals due to their ability in reducing the incidence some types

of cancer,? osteoporosis,® and cardiovascular disease* as well as relieve climacteric
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symptoms®® in postmenopausal women. The effect of these isoflavones is strongly
influenced by their chemical structure.’

The isoflavones in soybeans and soy products occur in four distinct
chemical classes of structures: the B -glucosides (daidzin, genistin and glycitin), 6"-0-
acetylglucosides, 6"-0-malonylglucosides and aglycones (daidzein, genistein and
glycitein). Together, these compounds total 12 different isoflavone forms (Figure 1).
The malonylglucoside isoflavones are the major forms found in different soybeans
cultivars and account for 67 to 82% of the total isoflavones.®° The aglycone forms
are present in lower levels, varying from 1 to 7% of the total isoflavones molar

concentration from soybeans,?°

and there is an interest in their potential health
benefits.""'? The genistein aglycone, with hydroxyl groups at carbon positions 5, 7
and 4' of the aromatic rings, exhibits greater antioxidant power.' The content and
composition of the different isoflavones forms in soybean grains are influenced by
many factors, such as genetic," growing location,” harvest year,” and pathogen
load in soybean growing season.’® The total isoflavone content of 18 soybean
cultivars with groups of different maturities ranged from 71.1 to 174.30 mg/100 g.°

The gut microbiota play a significant role in the bioavailability of
polyphenols and their biological activities in vivo."'” The glucosylated isoflavones are
poorly absorbed in the human small intestine because of their molecular weight and
hydrophilicity." After ingestion of 8 -glucoside isoflavones the daidzin, genistin, and
glycitin forms are hydrolysed by B-glucosidase enzymes present in gut microbiota to
their corresponding aglycones; daidzein, genistein, and glycitein, respectively.'*'®
These enzymes catalyse the hydrolysis of the isoflavones B -glucosidic bonds and
are also present in soybeans themselves or may be produced by various
microorganisms."® Several studies?®’ have shown that aglycone isoflavones have
high bioactivity; thus, there is a growing interest in enriching soy products with these
compounds.?

The soaking of soybean grains is a very important process used for
the preparation of various soy products, such as soymilk, tofu and tempeh. This
process is responsible for softening the grain and affects subsequent processes,
such as milling, cooking and extraction of soy proteins.?’ The hydrothermal treatment
of soybeans influences the isoflavone profile, favouring B -glucosidase activity in the
conversion of 8 -glucoside isoflavones to aglycones.?*?® In the soybean soaking at

different temperatures for 6 h the conversion of B -glucoside isoflavones into
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aglycones occured at an optimal temperature of 50 °C.?? Hidrothermally treated
soybean cotyledons at 50 °C for 12 h in 1:1.2 (w/w) ratio with deionised water
showed a molar concentration of aglycones of 0.49 umol g"'.?* Differences in the
conversion of B-glucoside isoflavones to aglycones during soaking process of
soybean cultivars occurred due to differences in the water absorption rate and the
quantity of the eluted components, such as isoflavones and 8 -glucosidases.?*

The aim of the present study was to optimise the conditions of the
soybean grain soaking process to convert the maximum S-glucoside isoflavones into

aglycones using central composite design (CCD).
MATERIAL AND METHODS

Materials and Standards. The soybean [Glycine max (L.) Merr.],
lipoxygenase-null cultivar BRS 257 (BR93-32109 X BR94-23396 genealogy) from
crop year 2012, was provided by Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(Embrapa Soja), Londrina/Parana, Brazil. Initially, the soybean grains were
characterised by ultra performance liquid chromatography (UPLC) to determine the
content of the different isoflavone forms. The 6"-0-acetylglucosides and the 6"-0-
malonylglucosides (Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japan), and the 8 -
glucosides and the aglycones (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) were used as
standards of the isoflavones. For the determination of B -glucosidase activity, p-
nitrophenyl- B8 -D-glucopyranoside (p-NPG) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)
was used as the substrate, and for construction of the calibration curve was used
chromogenic reagent p-nitrophenol (p-NP) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA).

The reagents used in the analyses were analytical grade or liquid
chromatography grade.

Hydrothermal treatment. The whole soybean grains (selected and
cleaned) were subjected to hydrothermal treatment to evaluate the effects of the time
(X 1) and temperature (Xz) of soaking on the different isoflavone forms in both the
soaked grain and the residual solution (solution not absorbed by the soybean grains).
The B -glucosidase activity was evaluated only in the soaked grain. CCD with 27
factorial, 4 axial points and 3 replicates at the central point was used, and a total of

11 randomised experiments were evaluated (Table 1). Table 1 presents the code and
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the real levels of the independent variables: X1 (soaking time, h) and X2 (soaking
temperature, °C) for the CCD.

For each assay, 100 g whole soybean grains was used in 1:1.5 (w/w)
ratio with a 0.05 M phosphate-citrate buffer solution (pH 6.0) and kept in a water bath
under different time and temperature combinations as specified by the experimental
design (Table 1). This pH value was used on the basis of preliminary study and

literature data??>?°

in relation to the optimum activity for 8 -glucosidase. At the end of
each assay, the hydrothermally treated soybean grains were drained and
immediately cooled in an ice bath until they reached 25 °C. The excess solution was
removed and the mass of the residual solution was obtained by calculating the
difference between the total mass of the system (the sum of the mass of washed
soybeans and the mass of the phosphate-citrate buffer solution) and the mass of the
soaked grains dried with absorbent paper. For this quantification, there was no
consideration for mass loss to the environment. The hydrothermally treated soybeans
and the residual solution were lyophilised (Christ Alpha 2-4 LD plus, Osterode am
Harz, Germany), and additionally, the grains were milled (lka A11 basic, St. Louis,
MO, USA) and kept at -22 °C until the analyses.

The response functions were evaluated in the hydrothermally treated
soybean grains as follows: GLUss (umol of 8 -glucosides g™ of dry hydrothermally
treated soybean), AGLss (umol of aglycones g of dry hydrothermally treated
soybean), B8 GLUss (B8 -glucosidase activity unit g of dry hydrothermally treated
soybean), M.GLUSS (umol of malonylglucosides g™ of dry hydrothermally treated
soybean). The response function of the residual solution was measured as AGLgrs
(umol of aglycones/100 mL of residual solution). In addition, a mass balance of
isoflavones of the system was evaluated by response function TISOss+Rs (mg of
total isoflavones in hydrothermally treated soybeans and the residual solution).

Activity of B -glucosidase. A 200 mg sample of hydrothermally
treated soybeans and 3.0 mL of 0.05 M citrate buffer (pH 4.5) containing 0.1 M NaCl
was shaken every 15 min for 1 h at 25 °C.?* The samples was centrifuged (4 °C,
8200 x g, 15 min; Centrifuge 5804R - Eppendorf, Hamburg, Germany) and the
supernatant was kept for enzyme activity analysis using the method of Matsuura and
Obata,?” with minor modifications.The substrate, p-nitrophenyl- 8 -D-glucopyranoside
(p-NPG, 0.8 mL, 1 mM; Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) in phosphate-citrate
buffer (0.1 M, pH 5) was transferred to a test tube and kept in a water bath at 30 °C
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for 10 min . Then, 0.2 mL of aforementioned supernatant was added and the tube
was kept in the water bath at 30 °C for another 30 min. The reaction was quenched
with 1.0 mL of 0.5 M sodium carbonate and the contents were immediately measured
in a spectrophotometer (Biochrom Libra S22, Cambridge, England) at 420 nm. The
blank solution was composed of 0.2 mL of 0.05 M citrate buffer (pH 4.5) containing
0.1 M, 0.8 mL of substrate solution and 1 mL of 0.5 M sodium carbonate solution.
The quantity of p-nitrophenol (p-NP) released by the enzymatic reaction was
determined by comparison to a calibration curve prepared from varying the
concentration of p-NP from 0.04 to 0.32 umol in a 5 mL total reaction. One activity
unit (AU) was defined as the quantity of enzyme necessary to release 1 umol of p-NP
min”" under the experimental conditions. The results were expressed as f8 -
glucosidase activity levels (AU g™ of sample, dry weight).

Determination of isoflavones by UPLC. The samples, lyophilised
and milled, were defatted with hexane in 1:10 (w/v) ratio by continuous rotary
agitation for 1h at 25 °C followed by vacuum filtration. The isoflavone extraction of
defatted samples and residual solution was performed using a extraction solution
containing ultra-pure water, acetone and ethanol (1:1:1, v/v/v).?® The extraction was
performed in triplicate with 0.3 g samples in 6 mL of extraction solution. The samples
were then vortexed each 15 min for 1 h at 25 °C. The mixture was then placed in an
ultrasonic bath for 15 min at 25 °C, centrifuged (794 x g for 15 min at 4 °C; Centrifuge
5804R - Eppendorf, Hamburg, Germany) and filtered (Millex-GV, PVDF hydrophilic
membrane, 0.22 um pore size; Millipore, Billerica, MA, USA). Triplicate 1.4 uL
aliquots of filtrate were automatically injected into a Waters UPLC (Acquity UPLC®
System, Waters, USA). A 2.1 mm x 50 mm reversed-phase column (model
ACQUITY- UPLC BEH C18, Waters, USA) with a 1.7 um particle size was used.
Elution gradiente was performed by using glacial acetic acid solution at pH 3 (eluent
A) and acetonitrile (eluent B), which were both applied at a flow rate of 0.7 mL min”’
at 35 °C. The gradient began with 90% A and 10% B and after 8 min running the
elution ratio ultimately reached 0% A and 100% B. After 9 min, the eluent ratio was
returned to the initial conditions with a total run time of 10 min. A diode array detector
(DAD-Waters) was used to monitor at a wavelength of 260 nm. External calibrations
were calculated from standard solutions (0.1, 0.05, 0.01, 0.005, 0.001, and 0.0005
mg mL™") for each isoflavone. The standards were injected in triplicate to yield the

corresponding chromatograms for each of the isoflavones with their corresponding
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retention times e UV spectra. The peaks for each isoflavone compound sample were
identified by comparing the retention times and UV spectra in the respective
reference standard regions. External calibrations were calculated from standard
solutions (0.1, 0.05, 0.01, 0.005, 0.001, and 0.0005 mg mL™") for each isoflavone.
The application used to process the data was coupled with the chromatograph-
generated calibration curves. Since different isoflavone forms have different
molecular weights, for better comparison, the isoflavone concentrations were
expressed as molar basis. Thus, the isoflavone concentrations (made from triplicates
of each sample) were calculated and expressed in umol of 8 -glucosides g™ of dry
weight and full fat, umol of malonylglucosides g™ of dry weight and full fat, umol of
aglycones g™ of dry weight and full fat, and umol of aglycones/100 mL of residual
solution. A mass balance of isoflavones of the system was evaluated and expressed
as mg of total isoflavones (hydrothermally treated soybeans and the residual
solution) after normalization of the differences of the glucosylated forms molecular
weights into their corresponding aglycones.

Statistical Analysis. The response surface methodology (RSM) was
applied using CCD to optimise the hydrothermal treatment of soybeans for the
maximal conversion of B-glucoside isoflavones into aglycones. The model for each
response was expressed in the form of Equation 1, where Y = the response, x; and
X2 = the levels of the coded variables, 8 = the estimated coefficients on the response

surface and e = the error.

Y = Bo+ Bax1 + Baxa + Bixaz + Boxxaz + Braxaxa t € (1)

The response functions were obtained and followed by analysis of
variance (ANOVA) and regression analysis conducted using the software program
Statistic 8.0 (Statsoft, Tulsa, OK, USA). The response surface graphs were
constructed from the adjusted models and the profiles for the predicted values and
desirability of the responses were evaluated. The validation of the model response
function AGLss (umol of aglycones g™ of dry hydrothermally treated soybeans) was
performed by comparing the estimated response by the model with the average (n =
3) content of aglycones obtained experimentally in the optimum condition of soaking
using the Student t-test (a = 0.05).
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RESULTS AND DISCUSSION

Isoflavone content in the whole soybean. In the whole soybean
grains from cultivar BRS 257, the total isoflavone content was 9.79 umol g™ of dry
weight. Wang and Murphy® showed a variation in the total isoflavone content from
2.62 to 8.97 umol g at different soybean cultivars. The total isoflavone content in
soybeans is genetically determined and influenced by environmental conditions® with
the temperature as the main factor.®® Furthermore, the pathogen load in soybean
growing season also affects isoflavone concentration in seeds,'® since isoflavones
play an important role in the defense response of soybean to pathogen attack.®' The
different isoflavone forms showed the following contents: 0.99 pmol 8 -glucosides g
(0.34 umol daidzin g™, 0.20 umol glycitin g and 0.45 umol genistin g™'); 8.69 umol
malonylglucosides g™ (2.48 umol malonyldaidzin g™, 1.73 umol malonylglycitin g
and 4.48 umol malonylgenistin g™') and 0.11 umol aglycones g™ (0.11 umol genistein
g™"). The acetylglucosides were not detected by UPLC confirming the trace amounts
or complete absence described in most soybean cultivars®?®*? On the other hand,
the content of the malonylglucosides was elevated and represented 88.76% of the
total isoflavones molar concentration. The Maple Arrow soybean cultivar showed
10.69 umol malonylglucosides, which represented 65% of the total isoflavones molar
concentration.®® The content and profile of the different isoflavones forms in soybean
grains are influenced by many factors, such as genetic,™ growing location'®, harvest
year,’ but the genetic regulation of isoflavone biosynthesis in plants is not well
understood.**

Relationship among B -glucosides, malonylglucosides and
aglycones content and B -glucosidase activity. The effect of the independent
variables X1 (soaking time, h) and X2 (soaking temperature, °C) was studied during
hydrothermal treatment of soybean grains (Table 1) using the central composite
design (CCD).

According to the analysis of regression and analysis of variance
(ANOVA) to the response functions GLUss, AGLss and B GLUSs the variable X2
(soaking temperature, °C) exhibited a significant linear effect (p < 0.05) on the
response functions GLUss and B8 GLUss, whereas the quadratic effect of variable X;
(soaking temperature, °C) was significant (p < 0.05) on these three response

functions (Table 2). The X1 (soaking time, h) and X2 (soaking temperature, °C)
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variables as well as the X1X2 interaction were significant on the response function
M.GLUSS (umol malonylglucosides g'). However, when were excluded the non-
significant terms of the equation only the linear effect of variable X2 became
significant.

The linear and quadratic effects of variables X1 (soaking time, h) and
X2 (soaking temperature, °C), respectively, were significant on the response function
AGLRS (umol aglycones/100 mL of residual solution) (Table 2). In these estimated
models, was observed that the interaction of variables X1 and X2 did not show a
significant effect (p > 0.05) on the response functions, indicating that these variables
exerted independent effects. Regarding the coded variables, the mathematical

models can be described as:

GLUss = 0.18 + 0.20x, + 0.40x,2 (2)
M.GLUss= 6.73 = 1.51x (3)
AGLgs = 1.22 + 0.07x; — 0.11x;2 + 0.083,— 0.49x,2 (4)
BGLUgs = 0.015 — 0.050x; + 0.030x, (5)
AGLgs = 2.08 + 0.41x1— 0.13x,> + 0.32x2 — 0.89x,° (6)

The models exhibited determination coefficients (R?) of 0.90, 0.90,
0.92, 0.95 and 0.87, respectively, and the experimental data were properly adjusted
to the model.

As shown in Equation 2 and Figure 2a-b, was observed that variable
Xz (soaking temperature, °C) had a positive quadratic effect on the GLUss (umol G-
glucosides g”') and when x, = 0 or X, = 55 °C the response function estimated
showed a minimum value (0.18 umol 8 -glucosides g™).

Equation 3 and Figure 3g-h show that the linear effect of X, (soaking
temperature, °C) was negative on M.GLUss (umol malonylglucosides g™') and when
X2 = +1.41 or X; = 69.14 °C the estimated response function has a low value (4.59
umol malonylglucosides g™). This low estimated value of the malonylglucosides can
be attributed to the thermal instability of these isoflavones.®*%>¢ The reduction in
content of malonylglucosides with increasing soaking temperature were probably not
due to enzymatic hydrolysis, since they are poor substrates for 8 -glucosidase.*"*®
In Equation 4 and Figure 2c-d verifies that the quadratic term of the

variable X, (soaking temperature, °C) had a negative effect on the response function
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AGLss (umol aglycones g™') and when x; = 0 or X; = 55 °C, combined with X; = 6, the
desirability and response function estimated by the model showed a maximum value
(1.22 umol aglycones g™) in the experimental range investigated. Through model
validation at this point, the contribution to the molar concentration of aglycone
isoflavones was 49.63% and 50.37% of genistein and daidzein, respectively.
Glycitein was not detectable, confirming the complete absence described?>%° in most
soybean cultivars as well as apparent lower affinity of 8 -glucosidase toward
glycitin.*” When X, = 55 °C for soaking, the minimum content for GLUss (0.18 umol 8
-glucosides g') and a maximum value of AGLss (1.22 umol aglycones g') were
estimated according to response surface, desirability and profiles of the predicted
values (Figure 2a-b, c-d). Therefore, to obtain the maximum value for the AGLSS
response function, the recommended treatment for the soybean grains is the
condition of the central point, which is 6 h of soaking (X 1) at a temperature of 55 °C
(X2).

In this study, a soaking time of 6 h at 55 °C reached 132.82%
moisture content based on dry weight, where the minimum value recommended for
soy grinding processes has been described as 120% dry weight.?' Thus, a soybean
soaking time over 6 h would not be necessary as a preliminary step for the
preparation or processing of soy products rich in aglycone isoflavones from
hydrothermally treated soybean grains. However, the aglycone isoflavones in
soybean cotyledons soaked?® for 12 h in water at different ratios (1:1.2 to 1:3, w/w,
cotyledons: water) were 0.49 and 0.76 umol (total aglycones g, dry weight),
respectively, and were lower than the results found herein. This may have been due
to soaking under optimal conditions for 8 -glucosidase activity used herein, whose pH
range of the enzyme toward glucosylated isoflavones is between 5 and 7.22%>3°

In Equation 5, the linear term of the variable X; (soaking temperature,
°C) was negative while the quadratic term of this variable was positive, and when x;
=0 and +1.41, or X; = 55 °C and 69.14 °C, respectively, the estimated response by
the model for 8 GLUss (AU g"') had the lowest values of /3-glucosidase activity
(0.015 and 0.003 AU g, respectively) within the experimental range investigated
(Figure 2e-f). According to Wardhani, Vazquez and Pandiella,*® the maximum 8 -
glucosidase activity in soaked soybeans occurred after 1 h of soaking at 50 °C, which
was followed by a reduction in enzymatic activity in soaked grains after this time.

Thus, the B -glucosidase activity found in this study has already been reduced in the
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soaked grains at the central point condition after 6 h of soaking at 55 °C. In addition,
when the combination of coded variables x1 = 0 (soaking time of 6 h) and x; = +1
(soaking temperature at 65 °C) were used, there was also a contribution to an
increased content of aglycones (AGLss = 0.81 urnol aglycones g') in the
hydrothermally treated soybean grains. The proteins may have a protective effect
against the thermal degradation of isoflavones and influence the process of
conversion of isoflavones.*’ Thus, hydrolytic activity of 8 -glucosidase must have
been favored by exposure of 8 -glucosides following the partial denaturation of the
globular soy proteins with increasing soaking temperature of the soybean. However,
B -glucosidase activity was not detected in this condition, which is likely due to the
loss of enzyme stability after its peak activity. Furthermore, the B -glucosidase
enzyme may be inhibited by the products formed from its reaction, such as glucose

and aglycones,*?

which also justifies its low activity in the hydrothermally treated
soybean grains at the central point condition in this study.

In Eq. 6 and Fig. 3i-j, the variable X; (soaking temperature, °C) had
negative quadratic effect on the response function AGLgrs (umol aglycones/100 mL of
residual solution), and when x, = 0 or X, = 55 °C was estimated the highest migration
of aglycones into soaking medium (2.41 umol aglycones/100 mL of residual solution)
within the experimental range investigated. After soaking cotyledons® for 12 h at a
1:3 ratio (cotyledons:water, w/w), 11 umol of aglycones/100 g of residual solution was
observed. This observation® was likely due to the migration of these isoflavones,
which was favoured by dehulling the grains and by the concentration of isoflavones in
a small volume of the residual solution. The excessive diffusion of isoflavones into
the aqueous phase observed herein must have been impeded, in part, due to use of
a low ratio of soy to soaking solution (1:1.5, w/w), where there was a solids
concentration in the soaking medium with increasing water absorption by soybean.

Soaking at the conditions of the central point (X; =6 h and X, = 55 °C)
also contributed to an increase in the estimated value for this response function
(AGLrs = 2.08 umol aglycones/100 mL of residual solution). This condition was
responsible for the maximum estimated value of aglycones in the soaked soybean
grains (AGLss = 1.22 umol aglycones g'1), which again indicated that the optimum
point was reached for the greatest retention of aglycones in the soaked soybeans
(Figure 2c-d). The difference in the rate of water absorption by different soybean

cultivars interferes with the amount of leached components, including isoflavones and
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the B -glucosidase enzyme.?* The mass balance of the isoflavones™ in various soy
processing methods showed a 12% loss of isoflavones in step involving soybean
soaking in tap water for 13 h at 25 °C, but the ratio was not descrited. The aglycone
isoflavones have intermediate polarity43 and, therefore, are less soluble in aqueous
media in relation to glucosylated isoflavones. On the other hand, the glucosylated
isoflavones have high molecular weights and hydrophilicity and they can also be
associated with soy protein, glycinin and B -conglycinin, in cases involving migration,
extraction and precipitation of these proteins.** The hydrothermal treatment of
soybean grains with a lower ratio of soy to water reduces isoflavone losses to the
aqueous medium and may contribute to better isoflavone retention in the soaked
soybeans.?

Mass balance of isoflavones of the systems. The analysis of
variance (ANOVA) and the regression analysis for the response function
TISOSS+SR (mg of total isoflavones of hydrothermally treated soybean grains and
the residual solution) indicated that only the linear term of the variable X2 (soaking
temperature, °C) was significant (Table 1). Thus, the estimated mathematical model

was constructed as follows:

TI1SOss+sr= 199.91 —22.44x> (7)

The model had a determination coefficient (R?) of 0.83, indicating
that the model has been adjusbted properly to the experimental data. In Equation 7,
was observed that variable X, (soaking temperature, °C) has a negative linear effect
on the response function TISOgss+rs (Mg total isoflavones) and when x; = +1.41 (X, =
69.14 °C), the estimated response function by the model showed a low value of
168.17 mg of total isoflavones (Figure 3k-l). The estimated model of this response
function was similar to the M.GLUss (umol malonylglucosides g™') response function
and is associated with a high proportion of the malonylglucosides in soybean grains,
which represent 88.76% of the total isoflavones molar concentration. While 100 g of
whole soybean grains contained 239.91 mg of total isoflavones, the model estimated
a 29.9% reduction in total isoflavone content when the grain was hydrothermally
treated at X = 69.14 °C independent from the X; variable, which was mainly
attributed to the thermal instability of malonylglucosides. Thus, the sum of the total

isoflavone content in the treated grains and the residual solution did not correspond
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to the observed total isoflavone content in the soybeans used as the raw material.
These results showed that reactions occurred during hydrothermal treatment to
convert and/or degrade isoflavones.?®*® Furthermore, the protein may have a
protective effect against the thermal degradation of isoflavones,*! but denaturation
state of protein in this soaking condition may have reduced this effect.The
transformation of soy isoflavones during soaking was described®® as a first-order
reaction with a kinetic constant of conversion, degradation and mass transfer to the
aqueous phase. The chemical structure of isoflavones dictates their stability under
variable pH and temperature conditions,*® where the daidzin series has been shown
to contributed to the greater loss in total isoflavones during soybean processing.*>*°
Overall, the results showed that the soybean hydrothermal treatment
favored B -glucosidase activity for the conversion of B -glucoside isoflavones to
aglycones, wherein the buffer solution at pH 6 used as soaking medium contributed
to these results. Thus, it was possible to optimise the content of aglycones in the
soaked soybean with reduced soaking time, which was achieved for 6 h at 55 °C.
The reduction in total isoflavones content of the system with increasing treatment
temperature was attributed to the thermal instability of malonylglucosides. This work
may contribute to the preparation of soy products rich in aglycones from

hydrothermally treated soybean.
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Figure Captions

Figure 1 — Chemical structure of isoflavones classified into different groups.

Figure 2 — Response surfaces and profiles for the predicted values and desirability
plots as a function of time and temperature of soybean hydrothermal treatment.
GLUss (total B -glucosides in the soaked soybean), AGLss (total aglycones in the
soaked soybean), B GLUss B -glucosidase activity in the soaked soybean). Results of
isoflavones were expressed as the sum of the molar concentration of individual
isoflavones in their respective groups.

Figure 3 — Response surfaces and profiles for the predicted values and desirability
plots as a function of time and temperature of soybean hydrothermal treatment.
M.GLUss (total malonylglucosides in the soaked soybean), AGLgs (total aglycones in
the residual solution), TISOsstrs (Mg of total isoflavones in hydrothermally treated
soybeans and the residual solution) after normalization of the differences of the

glucosylated forms molecular weights into their corresponding aglycone.

Table 1 — Central composite design (CCD) with the coded and real levels of the
independent variables and the response function to hydrotermal treatment.

Independent vanables and coded levels® Response functions®
Assays T (T GLUE, MGLUs AGL PGLU;: AGILz: TISOgs-3:
1 (4) () mol f-glucosides g mol manonvighucosides g) (umol aglycones ) (AU g) (umol aglycones/100 mL) (ms total isoflavones

01 -1(04) -1(45) 0.32 824 041 0.118 0.13 22121

02 -1(04) 1(63) 0.77 595 0.39 0.000 1.06 188.08
03 1(08) -1(45) 046 840 047 0.105 0.75 22188
04 1 (08) 1(65) 1.03 4.60 0.61 0.000 1.25 164.92
05 -141(3.17) 0(53) 0.07 6.62 0.93 0.024 1.22 192.01
06 +1.41(8.83) 0(33) 023 595 1.23 0.002 2908 18053
o7 0 (06) -1.41(40.86) 0.58 9.10 0.23 0127 0.19 23793
08 0 (06) +1.41(69.14) 112 493 04 0.000 097 174.68
09 0 (06) 0(3%) 0.10 6.32 1.08 0.011 201 100.88
10 0 (05) 0(33) 0.12 6.94 1.29 0.009 2.00 21358
1 0 (06) 0(53) 012 6.87 1.30 0.009 225 20435

a x1 and x2 are the coded levels of the X1 (soaking time, h) and X2 (soaking temperature, °C)
independent variables. b Average of triplicate of chromatographic analysis.



66

Table 2 — ANOVA of the models obtained by the response surface methodology

applied to the experimental data.

Source Sum of squares DF  Mean Square  F-value  p- value

GLUss (umol S-glucosides g™)
X

1 0.023 1 0.023 1.50 0.275
X’ 0.024 1 0.024 1.52 0272
X 0319 1 0319 2056  0.006%
X’ 0.974 1 0.974 62.62 -=0.001%
XA 0.026 1 0.026 1.68 0.252
Error 0.078 5 0.016
Total 1441 10
=090
M.GLUss ( umol malonviglucosides g7)

X 0525 1 0525 8.80  0.031*
X’ 0.161 1 0.161 273 0.159
X 18.215 1 18215 30826 <=0.001%

) 0.216 1 0.216 3.66 0.114
XA 0.64 1 0.64 1090  0.021%
Error 0.205 5 0.059
Total 20214 10
=090
AGLss (umol aglycones g)

X 0.0335 1 0.0335 1.46 0.280
X’ 0.074 1 0.074 3.08 0.140
X 0.051 1 0.051 2.09 0.207
X’ 1.371 1 1.371 56.86 -0.001%
XA 0.00035 1 0.00035 0.02 0.896
Error 0.121 5 0.024

Total 1584 10

=082

BGLUss (AU g7)

X 0.000252 1 0.000252 1.39 0.291
X’ 0.000206 1 0.000206 1.14 0334
X 0020336 1 0.020336 11236 =0.001*

) 0005602 1 0.005602 3095 0.003*
XA 0.000043 1 0.000043 0.24 0.646
Error 0.000905 5 0.000181
Total 0.027202 10
R=085
AGLgs (umol aglveones/100 ml)

X 1.365 1 1.365 6.87  0.047*
X’ 0.092 1 0.092 0.46 0.526
X 0.797 1 0.797 4.01 0.102

) 4448 1 4448 2238 0.005*
XA 0.046 1 0.046 0.23 0.649
Error 0.993 5 0.199
Total 7.760 10
R =087
TISOgg.ps (mg of total isoflavones of the system )

X 84478 1 84478 138 0.293
X’ 200.738 1 200.738 3.28 0.130
X 4029 904 1 4029904 65.76 =0.001%
X’ 18.396 1 18.396 0.30 0.607
X0 141957 1 141957 232 0.189
Error 306428 5 61.286

Total 4841782 10

R =083

* Significant parameters (p < 0.05).
Coefficient of determination (R2) of the final models.
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6 CONCLUSAO

O tratamento hidrotérmico dos grdos de soja favoreceu a atividade
da B -glicosidase para conversao de isoflavonas glicosiladas em agliconas, sendo
que a hidratagado dos graos em pH 6timo para a enzima contribuiu para os resultados
encontrados neste estudo. Assim, foi possivel otimizar o conteudo de agliconas nos
graos hidratados em um tempo reduzido de hidratagdo, alcangado em 6 h a 55 °C,
mostrando uma interessante proposta para a industria de alimentos. Nesta condicéo,
foram estimados um teor minimo de B -glicosideos e uma baixa atividade de @ -
glicosidase nos graos de soja tratados hidrotermicamente. A redugdo no conteudo
de isoflavonas nos sistemas com o aumento da temperatura de tratamento foi

atribuida a instabilidade térmica dos malonilglicosideos.



72

7 CONSIDERACOES FINAIS

O tratamento hidrotérmico dos graos de soja € um processo muito
importante para estimular a B -glicosidase enddgena e converter as isoflavonas
glicosiladas, em particular os B -glicosideos, em agliconas. Este estudo podera
contribuir para a elaboragao de produtos de soja com maior conteudo de agliconas a
partir de grédos de soja tratados hidrotermicamente. Em continuidade a este estudo
tem-se a perspectiva de investigar os seguintes aspectos: a cinética de hidratagéo
da soja e em paralelo avaliar a conversao de isoflavonas glicosiladas em agliconas,
otimizar as condi¢gbes de cozimento dos grdos de soja hidratados em relacdo ao
conteudo de agliconas presente no gréo cozido e produzir o extrato de soja com
maior teor destes compostos bioativos a partir da melhor condigao de tratamento

hidrotérmico e cozimento dos graos de soja.



