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GUELFI, Marcela Fernanda Geton. Efeito do fotoperiodo, temperatura e tempo
de germinacdo da soja sobre o teor de diferentes formas de isoflavonas e
vitamina C. 2017. 63 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

A soja é considerada uma das principais oleaginosas do mundo, devido a sua facil
adaptacgao aos diversos tipos de clima. Dentre os compostos presentes na soja, as
isoflavonas tém sido amplamente investigadas, devido a associagdo com os efeitos
benéficos a saude como na diminuicdo do risco de doencas como cancer, sintomas
da menopausa e doengas cardiovasculares. A soja germinada € utilizada na
alimentacdo humana, pois apresentam propriedades promotoras de saude. Durante
0 processo de germinagdo ocorrem muitas alteragdes quimicas e bioquimicas na
semente melhorando o valor nutritivo e teor de compostos bioativos. O objetivo
deste estudo foi avaliar os efeitos do fotoperiodo, temperatura e tempo de
germinacao da soja BRS 257 sobre o teor das diferentes formas de isoflavonas e
vitamina C. As sementes de soja BRS 257 foram sanitizadas e submetidas ao
processo de germinagao utilizando o delineamento experimental 23, cujas variaveis
investigadas foram fotoperiodo (h), temperatura (°C) e tempo de germinacao (dias) e
as funcodes respostas avaliadas foram as diferentes formas de isoflavonas expressas
em pmol/g e teor de vitamina C (g/100). O teor das diferentes formas de isoflavonas
foi determinado por cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC) e o teor de
vitamina C por meétodo titulométrico. O fotoperiodo, temperatura e tempo de
germinagao da soja BRS 257 exerceram diferentes efeitos sobre o teor de daidzina,
genistina, malonilglicitina, daidzeina e genisteina. As isoflavonas B-glicosideos
(glicitina), acetilglicosideos (acetildaidizina, acetilglicitina e acetilgenestina) e
aglicona (gliciteina) ndo foram detectadas em todas as condi¢bes de germinacéo.
Em relacdo a soja ndo germinada, a soja germinada por 5 dias a 35°C e sem
iluminagdo, o teor de B-glicosideos (daidzina e genistina) e malonilglicosideo
(malonilglicitina) diminuiu em 1,8; 3,2 e 19 vezes, respectivamente, enquanto que o
teor de agliconas (daidzeina e genisteina) aumentou em 3,2 e 6 vezes,
respectivamente. O fotoperiodo, temperatura e tempo de germinagcédo e as
interagbes apresentaram efeitos linear positivo e significativo sobre o teor de
vitamina C da soja germinada. O teor maximo de vitamina C ocorreu quando a soja
foi germinada com 24 h de iluminagdo/dia de germinagdo, 35°C e 5 dias de
germinacgao e foi 9,6 vezes superior a soja ndo germinada. Entretanto, quando a soja
foi germinada sem iluminagdo a 35°C e 5 dias de germinagéo, ocorreu uma redugéo
de 42% no teor de vitamina C em relagdo ao com 24 h de iluminagao/dia de
germinacao.

Palavras-chave: Soja. Germinagdo. Isoflavonas. Vitamina C. Fotoperiodo.



GUELFI, Marcela Fernanda Geton. Effect of photoperiod, temperature and time
of soybean germination on the content of different forms of isoflavones and
vitamin C. 2017. 63 p. Dissertation (Master's Degree in Food Science) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

ABSTRACT

Soybeans are considered one of the main oilseeds in the world due to their easy
adaptation to different types of climate. Among the compounds present in soy,
isoflavones have been widely investigated, due to the association with beneficial
health effects such as in reducing the risk of diseases such as cancer, menopause
symptoms, cardiovascular diseases. The germinated soybean is used in human food
since they present health promoting properties. During the germination process,
many chemical and biochemical changes occur in the seed, improving the nutritive
value and content of bioactive compounds. The aim of this study was to evaluate the
effects of photoperiod, temperature and soybean germination time BRS 257 on the
content of different forms of isoflavones and vitamin C. The BRS 257 soybean seeds
were sanitized and submitted to the germination process using the experimental
design 23, whose variables investigated were photoperiod (h), temperature (° C) and
germination time (days) and the evaluated responses were the different forms of
isoflavones Expressed as umol / g and vitamin C content (g / 100). The content of the
different forms of isoflavones was determined by ultra-high performance liquid
chromatography (UPLC) and the vitamin C content by titrimetric method. The
photoperiod, temperature and germination time of BRS 257 soybean had different
effects on the content of daidzin, genistin, malonylglycitin, daidzein and genistein.
The isoflavones B-glucosides (glycitin), acetylglucosides (acetyldaidzin, acetylglycitin
and acetylgenistin) and aglycone (glycitein) were not detected in all germination
conditions. In relation to ungerminated soybean, soybean germinated for 5 days at
35 ° C and no light, the content of B-glucosides (daidzin and genistin) and
malonylglucoside (malonylglycitin) decreased by 1.8; 3.2 and 1.9-fold, respectively,
while the content of aglycones (daidzein and genistein) increased by 3.2 and 6-fold,
respectively. The photoperiod, temperature and germination time and the interactions
showed positive and significant linear effects on the vitamin C content of the
germinated soybean. The maximum content of vitamin C occurred when the soybean
was germinated with 24h of illumination/day of germination, 35 °C and 5 days of
germination and was about 9.6-fold higher than the non-germinated soybean.
However, when the soybean was germinated without light illumination at 35 °C and 5
days of germination, there was a 42% reduction in the vitamin C content in
comparison to the soybean sprout germinated with 24h of illumination/day of
germination.

Keywords: Soybean. Germination. Isoflavones. Vitamin C. Photoperiod.
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1 INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Merrill] é considerada uma das principais
oleaginosas do mundo, devido a sua facil adaptacdo aos diversos tipos de clima
(BORBA, 2010). O grao de soja possui uma composi¢cdo quimica Unica, sendo
constituido por aproximadamente 40% de proteinas, 20% de lipideos, 34% de
carboidratos e 6% de cinzas, sendo que, a composi¢cdo pode variar em funcdo da
cultivar, estadio de maturacdo e localizacdo geografica de cultivo (MEDIC;
ATKINSON; HURBURGH, 2014).

A soja é um dos alimentos mais econdmicos e nutritivo e pode ser
utiizado no combate a desnutricdo, além de apresentar efeito benéficos a saude,
tais como, na diminuicdo do risco de doengas como cancer, sintomas da menopausa
e doencas cardiovasculares (KUMAR et al., 2006; MCCUE; HORII; SHETTY, 2004).
Estes efeitos estdo associados aos compostos bioativos da soja, como as
isoflavonas, que tém sido amplamente investigadas. O consumo de alimentos de
soja em paises orientais, tem despertado atencdo devido a relacdo com as boas
condicbes de saude por meio de comparacfes entre as dietas, cujas constatacoes
tém sido associadas a presenca de isoflavonas (FERRARI; DEMIATE, 2001).

As isoflavonas presentes na soja e em seus produtos ocorrem em
quatro grupos distintos: B-glicosideos (daidzina, (glicitna e genistina),
malonilglicosideos (6”-O-malonildaidzina, 6”-O-malonilglicitina e 6”-O-
malonilgenistina), acetilglicosideos (6”-O-acetildaidzina, 6°O-acetilglicitina, 6"-O-
acetilgenistina) e agliconas (daidzeina, gliciteina e genisteina), completando assim
12 formas (LIU, 2004; WANG, 2008). Na semente de soja ha predominancia de
isoflavonas malonilglicosideos, seguido de B-glicosideos, sendo que as agliconas e
acetilglicosideos estdo ausentes ou em baixa concentracdo (PAUCAR-MENACHO et
al., 2010, ANDRADE et al., 2016). Entre as diferentes formas de isoflavonas, as
agliconas sdo mais facilmente absorvidas pelo organismo humano (LARKIN; PRICE;
ASTHEIMER, 2008). O conteudo e perfil de isoflavonas na semente de soja pode
variar conforme a cultivar e ano de colheita (BERGER et al, 2008; WANG;
MURPHY, 1994), localizagdao do plantio (TSUKAMOTO et al, 1995) fatores
extrinsecos como as alteragcbes do meio ambiente, teor de agua, temperatura e
presenca de oxigénio (BRITZ; SCHOMBURG; KENWORTHY, 2011; NOGUEIRA;
SEDIYAMA, 2013).



14

A soja pode ser utilizada como alimento para humanos ou animais,
apOs processamento ou como matéria-prima para agroindustrias (MESSINA, 2002).
Os alimentos de soja tradicionais sao: 0leo, natto, tempeh, iogurte de soja, extrato de
soja, tofu e pode ser consumida também como hortalica na forma de broto (LIU,
2012). Os brotos de sementes sao obtidos por processo de germinacdo, que
acarreta em alteracdes na composi¢cdo dos grdos, bem como em seus compostos
bioativos, como o0s compostos fendlicos, isoflavonas, vitaminas e minerais.
Entretanto estas mudancas podem variar dependendo do tipo de vegetal, da
variedade e das condicdbes da germinacdo, tais como, temperatura, umidade,
lluminagdo e tempo (SANGRONIS; MACHADO, 2007; PHOMMALTH et al., 2008;
PAUCAR-MENACHO et al., 2010; QUINHONE JUNIOR; IDA, 2015). A germinacao
da soja pode ainda, promover uma reducdo nos fatores antinutricionais presentes no
grao, tais como os inibidores de tripsina e hidrélise dos oligossacarideos (rafinose e
estaquiose) aumentando assim, o valor nutritivo das sementes germinadas (BAU,
DEBRY, 1979).

O processo de obtencao dos brotos € simples, rapido, de baixo custo
e sao independentes da época e local de cultivo. A pratica de germinacdo é
tradicional para varios paises como Japéo, Coréia e China que consideram como
alimentos saudaveis e funcionais (LEE et al., 2002).

No processo de germinacdo das sementes, a temperatura exerce
grande influéncia na velocidade de germinacdo, na absor¢cdo de &gua e reacgles
bioquimicas que regulam o metabolismo envolvido no processo (BEWLEY; BLACK,
1994; CARVALHO; NAKAGAWA, 2000). Além disso, o fotoperiodo ou presenca
controlada de luz também € um fator importante na germinacao de varias espécies
de sementes. A sensibilidade a luz varia de acordo com a qualidade, a intensidade
luminosa e o tempo de iluminacdo. Tradicionalmente, os brotos de soja sao
cultivados no escuro e apresentam coloracdo amarelo brilhante. No entanto, os
brotos de soja verde sdo comercialmente mais aceitos devido a sua cor e sabor
(YUAN et al., 2015).

A vitamina C é normalmente encontrada em vegetais, frutas e alguns
fungos e estd associada com a prevencdo do estresse oxidativo no processo de
fotossintese durante o crescimento das plantas (GUO et al, 2013). No processo de
germinacdo da semente de soja, ocorre a ativagdo das vias de biossintese do &cido

ascorbico e tocoferdis com aumento no teor destes compostos nos brotos (WANG et
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al., 2015). A germinagdo da soja a 30°C e exposicao a luz UV-B aumentou o teor de
vitamina C quando comparado com a auséncia de luz (NOCTOR et al., 2012).
Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do

fotoperiodo, temperatura e tempo de germinacdo da soja BRS 257 sobre o teor das

diferentes formas de isoflavonas e vitamina C.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos das variaveis fotoperiodo, temperatura e tempo de
germinacdo da soja BRS 257 sobre o teor de diferentes formas de isoflavonas e

vitamina C aplicando o delineamento experimental 23.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar o grdo da soja BRS 257 quanto ao seu teor de
diferentes formas de isoflavonas e vitamina C.

Avaliar os efeitos do fotoperiodo (0, 12 e 24 h de luz diaria),
temperatura (25, 30 e 35 °C) e tempo (1,3 e 5 dias) de germinacao da soja BRS 257

sobre os teores de diferentes formas de isoflavonas e vitamina C.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ASPECTOS GERAIS DA SOJA

A soja [Glycine max (L.) Merrilll] pertence a famiia Fabaceae
(Leguminosae), subfamilia Papilionoideae e género Glycine e por sua facil
adaptacdo aos diversos tipos de clima, é considerada como uma das principais
oleaginosas do mundo (BORBA, 2010). Sua origem se deu ha cerca de 5 mil anos
na China, nas regides norte e central e é amplamente utilizada no oriente (LIU,
1997). A China foi o maior produtor e exportador deste grao até meados do século
XX. No entanto, a soja comecou a despertar o interesse das industrias devido ao
seu elevado teor de proteinas e 6leo. Na década de 1950, a producdo de soja se
desenvolveu rapidamente nos EUA e Brasil, tornando-os assim, 0s maiores
produtores mundiais (CHANG; QUI, 2010).

De acordo com o décimo levantamento realizado pelo Departamento
de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) de fevereiro de 2017, a safra mundial de
soja 2016/2017 apresentou uma queda de 1,2 milhdes de toneladas em relacédo ao
més de janeiro. Entretanto, se prevé ainda uma safra global recorde de 336,6
milhdes de toneladas para o periodo. A producédo estimada para os Estados Unidos
e Brasil € de 117 e 104 milhdes de toneladas, respectivamente, e refere-se a uma
producéo recorde (USDA, 2017).

Da producdo mundial de soja, 85% sdo processadas para a
obtencdo de 6leo vegetal e farelo de soja, e apenas 10% é usada para a
alimentacdo humana. O restante € usado como sementes, alimentacdo animal, ou
ainda é desperdicado (RIAZ, 2006).

O grdo de soja possui uma composicdo quimica Unica, sendo
destacado o seu elevado teor, em base seca, de proteinas com 40 g/100 g de soja e
lipideos com 20 g/100 g de soja. Além disso, possui também em base seca, 34 g de
carboidratos totais e 6 g de cinzas/100 g de soja. E uma leguminosa formada por
90% de cotilédones, 2-3% de hipocdtilo e 6% de casca em relacdo a massa total do
grao (TSUKAMOTO et al., 2001). Destaca-se que os constituintes estéo distribuidos
de forma distinta nos diferentes componentes do grdo (Figura 1) e suas
concentracdes variam em funcdo da cultivar de soja, estadio de maturacdo e
localizacéo geografica de cultivo (MEDIC; ATKINSON; HURBURGH, 2014).



Figura 1- Estrutura da semente de soja
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A soja é a Unica espécie vegetal que apresenta composicao proteica
com valor biolégico semelhante as proteinas de origem animal devido a presenca
dos aminoacidos essenciais (FISCHER, 2001). Ainda que sejam consideradas
deficientes em aminoacido sulfurados (cisteina e metionina), 0 seu teor é suficiente
para atender as necessidades dos humanos, além de apresentar alto conteido de
lisina que esta deficiente na maioria dos cerais (MESSINA, 1999). Entretanto, a soja
também contém inibidores de proteases que apresentam especificidade de inibir as
enzimas proteoliticas, o que provoca a reducdo da digestibilidade proteica dos
alimentos (MONTEIRO et al., 2004).

Aproximadamente 85% dos lipideos da soja sdo compostos de
acidos graxos insaturados, sendo 50% &cido linoleico, acido graxo essencial que
ajuda a diminuir os niveis de colesterol do sangue, e o restante é constituido pelos
acido oléico e a-linolénico, conhecido como w-3, relacionado a diminuicdo no risco
de doencas cardiovasculares (GOLBITZ; JORDAN, 2006). Devido as insaturacdes
presente na cadeia do acido a-linolénico, o0 mesmo torna-se bastante suscetivel a

oxidacdo pela acdo da enzima lipoxigenase, sendo o n-hexanal um dos produtos
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secundarios da reacdo oxidativa. O teor de n-hexanal tem apresentado uma
correlacdo positiva com o atributo aroma de grdo cozido em produtos derivados de
soja (WILSON, 1996; SILVA et al., 2010; SILVA et al., 2012). A Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) desenvolveu cultivares de soja isenta das
isoenzimas lipoxigenases, para prevenir o desenvolvimento do sabor desagradavel
aos alimentos a base de soja, como por exemplo a cultivar BRS 257 (MORAES et
al., 2007). Essa cultivar pode ser utiizada como matéria-prima de excelente
qualidade e com sabor superior em relacdo a outros grdos (EMBRAPA, 2015).

Os carboidratos da soja sdo divididos em sollveis e insollveis. Na
fracdo sollvel sdo encontrados tragos de monossacarideos como a glicose, frutose e
arabinose (GOLBITZ; JORDAN, 2006; WANG; CHEN; ZHANG, 2014), sacarose e
os oligossacarideos, rafinose, estaquiose e a verbascose. Estes oligossacarideos
ndo sdo digeriveis pelo organismo humano e no entanto, sdo metabolizados pelas
bactérias presente no intestino, produzindo gases que ocasionam desconforto e
flatuléncia em alguns individuos. Contudo estes acuUcares podem ser utilizados como
prebidticos no estimulo do crescimento de bifidobactérias, que sdo promotoras da
saude do coélon (HOU; YU; CHOU, 2000; YEO; LIONG; 2010; INOGUCHI et al.,
2012). Os carboidratos insoliveis incluem a celulose, hemicelulose e pectina,
encontrados principalmente na parede celular e séo classificados como fibra
alimentar (LIU, 1997). Dentre as fibras alimentares presente na soja, a celulose é o
principal constituinte (MEDIC; ATKINSON; HUBURGH, 2014; REDONDO-CUENCA
et al.,, 2007).

O conteddo de cinzas totais no grao de soja é de aproximadamente
5%, sendo o potassio, sodio, calcio, magnésio, enxofre e fosforo os principais
minerais. As principais vitaminas sollveis sdo: tiamina, riboflavina, niacina, acido
pantaténico e acido félico. A quantidade do teor de acido ascorbico (vitamina C) nédo
€ significativa na soja madura. Estdo presentes também no grdo de soja as
vitaminas lipossoluveis A e E (LIU, 2004; LIEN et al., 2016).

Os produtos a base de soja séo amplamente investigados devido ao
valor nutritivo, as propriedades funcionais e como alimento funcional devido as suas
proteinas (CIABOTTI et al., 2006) e compostos bioativos (SUGANO, 2006). O
consumo de alimentos de soja em paises orientais, tem sido associado diretamente
com as boas condi¢cdes de salde de suas populacBes por meio de comparacdes

entre as dietas e cujas constatacbes tém sido relacionadas a presenca de
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isoflavonas nesses alimentos (LEE et al, 1991; FERRARI, DEMIATE, 2001). As
isoflavonas da soja tem sido investigadas por apresentarem associa¢cées com 0S
efeitos benéficos na diminuicdo do risco de certos tipos de doencas como cancer,
sintomas da menopausa e doencas cardiovasculares (MCCUE; HORII;, SHETTY,
2004).

Muitas tecnologias, como fisicas, quimicas, biolégicas ou uma
combinacdo destas, sdo utilizadas na fabricacdo de diversos alimentos de soja,
fermentados e ndo-fermentados. Os principais produtos de soja tem sido os
fermentados como o natto, tempeh e iogurte de soja e os ndo fermentados como o
extrato de soja, tofu e broto (LIU, 2012).

3.4 PROCESSO DE GERMINACAO

O processo de germinacdo de sementes € uma tecnologia eficaz e
de baixo custo que melhora a qualidade nutricional devido as alteracdes metabdlicas
(PAUCAR-MENACHO et al., 2010) que podem aumentar as substancias desejaveis
como por exemplo as isoflavonas agliconas (RIBEIRO et al, 2007; PAUCAR-
MENACHO et al., 2010; SHI et al., 2010; QUINHONE; IDA 2015), acido ascérbico,
riboflavinas e tiamina (AHMAD; PATHAK, 2000); fitoesterodis e tocoferdis (SHI, NAM,;
MA, 2010). Além disso, melhora a digestibilidade e eficiéncia proteica, disponibiliza
os compostos fendlicos e melhorar a qualidade sensorial das leguminosas,
proporcionando uma textura crocante e sabor diferenciado (MATRINEZ et al., 2011,
RANDHIR, LIN, SHETTY, 2004). A germinacdo pode promover, também uma
reducdo nos fatores antinutricionais (tais como inibidores de tripsina e lectinas) e
favorecer a hidrolise de oligossacarideos (rafinose e estaquiose) (BAU; VILLAUME;
MEJEAN, 2000; CREDE et al, 2004; TRUGO et al, 2000; VILAS BOAS;
BARCELOS; LIMA, 2002). Na germinacdo, as formas polimerizadas de amidos e
proteinas sao transformadas em carboidratos e aminoacidos livres, devido a
ativacdo dos processos enzimaticos. Além disso, ha um aumento da resposta de
defesa através da biossintese de compostos fendlicos (RANDHIR; LIN; SHETTY,
2004).

O processo de germinacdo ocorre naturalmente nas sementes
quando as condicbes sdo favoraveis para o seu desenvolvimento. Os principais

fatores que afetam a germinacdo sdo umidade, temperatura, exposicao a luz e
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nutrientes (SANGRONIS; MACHADO, 2007; VILAS BOAS; BARCELOS; LIMA,
2002). A primeira etapa do processo de germinacdo € a absorcdo de agua pela
semente, a qual promove a reidratacdo dos tecidos, aumento da respiracdo e outras
atividades metabdlicas, que resultam no fornecimento de energia e nutrientes
necessarios para o crescimento do eixo embrionario (MEDERSKI, JEFFERS;
PERERS, 1973; PEREIRA NETO, 2004). A agua é um dos componentes que exerce
maior influéncia na germinacdo das sementes (HICKS, 1978), pois € essencial para
a atividade enzimatica e para a solubilizacéo e transporte dos compostos de reserva
(MARCOS FILHO, 2005).

A composicdo quimica e os constituintes bioquimicos das sementes
variam devido a alguns fatores intrinsecos como o genotipo, vitalidade, longevidade,
viabilidade, maturidade e potencial fisiologico das sementes, e também a fatores
extrinsecos como as alteracbes ambientais, &agua, temperatura e oxigénio
(NOGUEIRA; SEDIYAMA, 2013). Segundo Raven, Evert e Eichhorn (1992), os
primeiros estadios do processo germinativo das sementes podem ser
completamente anaerdbicos; no entanto, apés o rompimento do tegumento pela
radicula, a semente passa a realizar respiracdo aerobica, a qual depende da
presenca de oxigénio. Em situacdo de excesso de agua, ocorre a reducdo da
disponibilidade de oxigénio, que pode nao ser suficiente para suprir a demanda,
ocasionando atraso ou paralisacdo do desenvolvimento da plantula.

A temperatura afeta 0 processo germinativo, tanto por agir sobre a
velocidade de absor¢cdo de agua, como sobre as reacdes bioquimicas de todo
processo, interferindo, portanto, ndo somente na germinagdo, como também na sua
velocidade. A temperatura 6tima do solo para a germinacao esta entre 25 °C e 35 °C
(BEWLEY; BLACK, 1994; CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

A presenca de luz é necessaria para a germinacao das sementes de
varias espécies. Porém, a sensibilidade das sementes a luz varia de acordo com a
qualidade, a intensidade luminosa e o tempo de irradiagdo, bem como com o
periodo e a temperatura durante o processo de hidratacdo. A luz fornece energia
para a fotossintese, bem como sinais para a fotomorfogénese nas plantas e também
estd envolvida em varias vias biossintéticas (PHOMMALTH et al., 2008). Luczkiewicz
e Glod (2003) verificaram que a luz afeta as enzimas responsaveis pela biossintese
das isoflavonas e de acordo com Kim et al. (2006) a luz pode estimular a formacéo

de fitoquimicos em brotos de soja.
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Uma das vantagens de se investigar o processo de germinagédo da
soja € obter os brotos de soja com maior teor de substancias benéficas a saude do
que a semente ndo germinada. A germinacdo da soja aumentou o teor de
compostos fendlicos, incluindo as isoflavonas totais e agliconas e acido ascorbico
(HUANG; CAI; XU, 2017; QUINHONE JUNIOR; IDA, 2015; HUANG; CAl; XU, 2014).

3.2 ISOFLAVONAS

As isoflavonas sdo metabdlitos secundarios de plantas que fazem
parte do grupo dos flavondides e assemelham-se a estrutura do estrogeno humano.
Podem estar associadas a diminuicdo do risco de doengas como a osteoporose,
cancer, doengas cardiovasculares e sindromes pds-menopausa (NIELSEN;
WILLIANSON, 2007). Sua estrutura basica € formada pelo nicleo flavona, que é
composto por 2 anéis benzeno (A e B) ligados por um anel heterociclico pirano
(Figura 2) (LIU, 1997; MESSINA, 1999).

Figura 2 - Estrutura quimica dos flavonoides.

Fonte: Adaptado de Liu (1997)

O grao de soja contém basicamente trés tipos de isoflavonas (Figura
3) que se apresentam normalmente em quatro diferentes formas, B-glicosideos
(daidzina, genistina e glicitina); acetilglicosideos (acetildaidzina, acetilgenistina e
acetilglicitina); malonilglicosideos (malonildaidzina, malonilgenistina e
malonilglicitina) e na forma estrutural ndo conjugada, aglicona (daidzeina, genisteina
e gliciteina) (KUDOU et al., 1991; WANG; MARPHY, 1994).
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Figura 3 - Estrutura quimica das isoflavonas.
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Fonte: Rostagno, Palma e Barroso (2005).

Na soja, a maioria das isoflavonas estdo na forma de
malonilglicosideos seguidos dos -glicosideos, agliconas e por Ultimo os
acetilglicosideos (HSIEH; KAO; CHEN, 2005). Ribeiro et al. (2007) analisaram o teor
de isoflavonas em 18 cultivares de soja de diferentes grupos de maturidade
cultivadas nas mesmas condi¢cfes e 0s resultados indicaram uma predominancia de
malonilglicosideos (67%), enquanto os B-glicosideos e agliconas representaram 31%
e 2% do total de isoflavonas, respectivamente.

A concentragdo e o perfil de isoflavonas também variam conforme as
diferentes partes do grao (KUDOU et al, 1991; TSUKAMOTO et al, 1995).
Tsukamoto et al. (1995) observaram que a concentracdo total de isoflavonas no
hipocétilo foi de 55 a 6 vezes maior do que nos cotilédones. No entanto, os
cotilédones possuem maior proporcdo de isoflavonas, ou seja, de 80 a 90%, pois
correspondem a maior propor¢do em massa na estrutura do grdo, ao contrario do
hipocétilo, que apresenta 2% do total de matéria seca do grdo. A gliciteina e suas
formas quimicas derivadas ocorrem exclusivamente no hipocétilo (YUAN et al.,
2009) enquanto que o tegumento da semente € praticamente isento de isoflavonas.

As isoflavonas glicosiladas sdo pouco absorvidas no intestino
delgado de humanos devido a sua alta massa molar (CEDERROTH;
ZIMMERMANN; NEF, 2012), enquanto que as formas agliconas s&o absorvidas mais

facilmente pelas microvilosidades do tecido epitelial do intestino delgado (LARKIN;
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PRICE; ASTHEIMER, 2008). Além disso, as isoflavonas agliconas podem ser
metabolizadas por bactérias intestinais e produzir metabdlitos especfificos, tais como
equol e/ou o-desmetilangolensina (ODMA) a partir da daidzeina e p-etilfenol a partir
da genisteina (SETCHELL; BROWN; LYDEKING-OLSEN, 2002).

Inimeros fatores podem alterar a concentracdo de isoflavonas na
soja e em seus derivados, como por exemplo, a variedade da soja, o ano da
colheita, a localizacdo geografica do cultivo, condicbes de processamento e o tipo de
alimento produzido (WANG; MURPHY, 1994; NAKAMURA; TSUJI; TONOGAI,
2000). Os B-glicosideos podem ser convertidos em agliconas, devido ao aumento da
atividade da enzima [-glicosidase, quando a soja € submetida a fermentacdo
(CARRAO-PANIZZI; BORDIGNON, 2000) ou germinacdo (RIBEIRO et al., 2006).

Andrade et al. (2016) observaram que a farinha de soja, antes do
tratamento térmico, era isenta das formas acetilglicosideos, no entanto, quando
submetida a uma temperatura de 200 °C, foi detectado a presenca de
acetilglicosideos enquanto os malonilglicosideos sofreram uma reducdo. Dessa
forma, quando a soja é submetida a tratamento térmico ou alta pressdo, 0s
malonilglicosideos sédo convertidos em acetilglicosideos, que por sua vez, Sao

convertidos em [3-glicosideos.

3.2.1 Efeito do processo de germinagao sobre o teor de isoflavonas

O processo de germinacdo da soja é uma tecnologia utilizada para a
obtencéo de brotos tanto para fins comerciais como para consumo proprio. H& varios
estudos que comprovam que os fatores, tempo, temperatura e fotoperiodo interferem
tanto no conteudo total, quanto na distribuicdo das diferentes formas quimicas das
isoflavonas ap6s a germinacdo. Na germinacdo da soja, ocorrem alteracdes
bioquimicas, bem como a ativacdo da enzima [-glicosidase (SANTOSH,;
BALASUBRAMANIAN; LALITA, 1999), sendo que maior atividade foi descrita no
epicotilo de soja ap6s 144 h de germinacdo na presenca de luz (fotoperiodo de 10 h)
a 35 °C (YOSHIARA etal.,, 2012).

Paucar-Menacho et al. (2010) avaliaram o efeito do tempo e
temperatura no processo de germinacdo da soja BRS 133 sobre o teor de agliconas
totais. Apdés 63 h de germinacdo a 30 °C observaram um aumento de 26% no teor

de agliconas, sendo que o teor de genisteina aumentou 212% quando comparado
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com a soja ndo germinada. No entanto, quando o tempo de germinagdo aumentou
para 72 h porém a 25 °C, foi observado uma diminuicdo no teor de agliconas.

Phommalth et al. (2008) investigaram o efeito de diferentes fontes de
iluminagdo durante a germinacdo de quatro variedades de soja sobre o teor de
isoflavonas e verificaram que o teor de isoflavonas foi dependente da variedade e da
exposicao as diferentes fontes de luz. Os brotos expostos a iluminacédo da lampada
de estufa apresentaram maior teor de isoflavonas totais do que 0s expostos a
lampada incandescente. Entretanto, o teor de daidzina e genistina de todas as
variedades aumentaram sobre a iluminacdo com Iluz de alta intensidade
(fluorescente e lampada de estufa), enquanto que a daidzeina e genisteina
aumentaram sobre iluminagcdo com luz de baixa intensidade (incandescente). O
periodo de exposicdo a luz também afetou o teor de isoflavonas, sendo que este
aumentou até 12 h de exposicao diaria e diminuiu gradativamente entre 12 e 24 h.
Kim et al. (2006) observaram que os brotos de soja cultivados na presenca de luz
apresentaram uma média maior de isoflavonas totais em relacdo aos brotos
cultivados na auséncia de luz. No entanto, o efeito da iluminacdo sobre o teor de
isoflavonas foi dependente das variedades de soja. Chi et al. (2005), observaram
que os brotos de soja germinados entre 5 e 7 dias, na presenca de luz apresentam
maior teor de proteinas, lipideos, fibras, vitaminas e outros nutrientes, em relacéo
aos brotos germinados na auséncia de luz.

Huang, Cai e Xu (2014) observaram que, durante os diferentes
tempos de germinacéo, o teor de isoflavonas agliconas da soja aumentou de 3,10
mg/g para 3,99 mg/g. Apds um dia de germinacdo, o conteudo de agliconas
aumentou 84% enquanto que na soja germinada por 3 dias, aumentou em cerca de
147%. Yoshiara et al. (2012) observaram diferencas entre o perfil de isoflavonas nas
diferentes partes da semente, em soja do cultivar BSR257 germinada por 7 dias a 35
°C e presenca de Iluz natural. Para os hipocétilos e radiculas, a méxima
concentracdo de agliconas ocorreu apés 3 dias de germinacédo (0,55 mg/g e 1,53
mg/g, em base seca), enquanto que para os cotilédones, a maxima concentracdo de
agliconas (0,89 mg/qg) foi obtida apds 5 dias e, para os epicétilos (0,96 mg/g), apos
7dias de germinagao. Quinhone Junior & Ida (2015) investigaram o efeito do tempo
de germinacdo sobre o perfil das diferentes formas de isoflavonas em brotos de soja
e observaram que a concentracédo de daidzina (0,256 pmol g') e genistina (0,343

umol g*) foi minima em 72 h de germinacéo e aumentou 2,2 e 2,1 vezes entre 72 h
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e 168 h. No entanto, os brotos germinados por 168 h apresentaram uma reducao de
1,8 vezes no teor total de B-glicosideos quando comparados as sementes nao
germinadas.

O processo de germinacdo também afeta o teor de outros
compostos que apresentam funcdo benéfica a saltde do humano, com destaque a
vitamina C. Varios estudos demonstram que o broto de soja apresenta grande
quantidade de acido ascorbico, fenolicos totais e minerais (BAU et al., 1997; XU et
al., 2005; KIM et al., 2006; ZOU et al., 2014).

3.3VITAMINAC

Os &cidos ascorbico e dehidroascorbico apresentam atividade
biolégica de vitamina C. A funcdo biolégica mais importante do acido ascorbico é a
habilidade de interromper a reacdo em cadeia de radicais livres, devido as suas
propriedades redutoras (MAZUREK; JAMROZ, 2015).

O &cido ascorbico € especialmente encontrado em frutas, vegetais e
alguns fungos e esta associado com a prevencao do estresse oxidativo no processo
de fotossintese para o crescimento das plantas (GUO et al.,, 2013). Em seres
humanos, o acido ascérbico é indispensavel em qualquer dieta saudavel e é um
antioxidante altamente eficaz para a saude (Suza et al., 2010), além de fazer parte
da sintese de colageno, contribui com a absorcdo do ferro, na reducdo do nivel de
colesterol no sangue e na melhora do sistema imunologico (CATANI et al., 2005;
HUNT et al.,, 1990; NAIDU, 2003). No entanto, os seres humanos séo incapazes de
sintetizar este composto, devido a enzima inativa L-gulono-1,4-lactona oxidase, a
dltima enzima chave na biossintese do acido ascorbico. Dessa forma, os alimentos a
base de plantas sdo as principais fontes de acido ascorbico, pois acumula-se em
plantas de folhas verdes, principalmente através da via L-galactose (GUO et al,
2013).

Em leguminosas como a soja e o feijao, o teor de &cido ascorbico é
baixo, no entanto, pesquisadores tem reportado aumento no teor deste composto,
quando estas leguminosas sé&o germinadas. Kumar et al. (2010) avaliaram o
contetdo de vitamina C em grdos maduros de dezoito cultivares de soja, sendo seis
cultivares de soja amarela, seis de soja verde e seis de soja preta. Esses autores

observaram que o contetido de vitamina C variou entre 3,52 e 5,61 mg 100g* para



27

as cultivares amarelas, 4,51 a 6,34 mg 100g™* para as cultivares verdes e 5,44 a 7,47
mg 100g*! para as cultivares pretas, sendo que as culivares de soja preta
apresentaram resultados significativamente maiores que as amarelas. Wang et al.
(2015) observaram que durante o processo de germinagdo da soja a 20 °C na
auséncia de luz por 5 dias de germinacéo, o teor de vitamina C aumentou 7 vezes
em relacdo ao teor de vitamina C da soja germinada no primeiro dia. A germinagao
da soja ativa as vias de biossintese do acido ascorbico e tocoferdis, o que causa um
aumento significativo destes compostos. Huang, Cai e Xu (2014) observaram que o
teor de vitamina C aumentou até o terceiro dia de germinacdo na auséncia de luz e
reduziu gradativamente até o quinto dia. Resultados similares foram observados por
Jiao et al, (2016) que observaram um aumento de 34% no teor de vitamina C
quando germinado na presenca de luz UV-B a 30 °C por 2 dias, seguido de redugéo
até o sexto dia. Observaram ainda que o broto germinado na presenca de luz
apresentou maior teor de vitamina C em comparacdo ao broto germinado na

auséncia de luz.
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4 MATERIAL E METODOS

Este item MATERIAL E METODOS esta sendo contemplado na
descricdo do Artigo Cientifico intitulado " Fotoperiodo, temperatura e tempo de
germinacdo da soja alteram o teor de isoflavonas e vitamina C" que foi redigido e

serd submetido para publicagcdo em um periddico cientifico da area de Ciéncia de

Alimentos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este item RESULTADOS E DISCUSSAO estad contemplado na
descricdo do Artigo Cientifico “Fotoperiodo, temperatura e tempo de germinacéao da
soja alteram o teor de isoflavonas e vitamina C”no qual foi redigido conforme segue,
e sera submetido para publicacdo em um periddico cientifico da area de Ciéncia de

Alimentos.



5.1 ARTIGO CIENTIFICO

Fotoperiodo, temperatura e tempo de germinacao da soja alteram o teor de

isoflavonas e vitamina C

GUELFI, M. F. G.; HANDA, C. L.; RODRIGUES, D.; SILVA, M. R. B.; IDA, E. |.*

Universidade Estadual de Londrina, Departamento de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, 86057-970, Londrina, PR, Brasil. *Autor correspondente. Tel.: +55 43
3371 5971; fax: +55 43 3371 4080, elida@uel.br (E. I. Ida).

RESUMO

O processo de germinacao da soja tem sido utilizado para aumentar o teor de alguns
constituintes desejaveis e benéficos a saude humana, como as isoflavonas
agliconas e vitamina C. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do fotoperiodo,
temperatura e tempo de germinagdo da soja BRS 257 sobre o teor das diferentes
formas de isoflavonas e vitamina C. As sementes de soja foram sanitizadas e
submetidas ao processo de germinacdo utilizando o delineamento experimental 23,
cujas variaveis investigadas foram fotoperiodo (h), temperatura (°C) e tempo de
germinacdo (dias) e as funcbes respostas avaliadas foram as diferentes formas de
isoflavonas expressas em pmol/g e teor de vitamina C (g/100). O teor das diferentes
formas de isoflavonas foi quantificado por cromatografia liquida de ultra eficiéncia
(UPLC) e o teor de vitamina C por método titulométrico. O fotoperiodo, temperatura
e tempo de germinacdo da soja exerceram diferentes efeitos sobre o teor de
daidzina, genistina, malonilglicitina, daidzeina e genisteina. As isoflavonas -
glicosideos  (glicitina),  acetilglicosideos  (acetildaidizina, acetilglicitina e
acetilgenistina) e aglicona (gliciteina) ndo foram detectadas em todas as condi¢cfes
de germinacdo. Em relacdo a soja ndo germinada, a soja germinada por 5 dias a
35°C e auséncia de iluminacdo, o teor de B-glicosideos (daidzina e genistina) e
malonilglicosideo  (malonilglicitina) diminuiu em 1,8; 3,2 e 59 vezes,
respectivamente, enquanto que o teor de agliconas (daidzeina e genisteina)
aumentou em 2,9 e 6 vezes, respectivamente. O fotoperiodo, temperatura e tempo
de germinacdo e as interacOes apresentaram efeitos linear positivo e significativo
sobre o teor de vitamina C da soja germinada. O teor maximo de vitamina C ocorreu
quando a soja foi germinada com iluminagédo de 24 h/dia de germinagao, 35°C e 5
dias de germinacdo e foi cerca de 10 vezes superior & soja ndo germinada.
Entretanto, quando a soja foi germinada na sem iluminacdo a 35°C e 5 dias de
germinacédo, ocorreu uma redugédo de 42% no teor de vitamina C em relacdo ao com
iluminagcéo de 24 h/dia de germinagéao.

Palavras chaves: Germinacéo, isoflavonas, vitamina C, fotoperiodo.



1. Introducéo

A soja é uma leguminosa muito importante para o agronegocio de
varios paises. E a Unica leguminosa que contém elevado teor de isoflavonas e s&o
divididos em quatro grupos e 12 formas quimicas distintas denominadas de
agliconas (daidzeina, genisteina e gliciteina), B-glicosideos (daidzina, genistina e
glicitina), acetilglicosideos (6"-O-acetildaidzina, 6"-O-acetilgenistina e 6"-O-
acetilglicitina) e malonilglicosideos (6"-O-malonildaidzina, 6"-O-malonilgenistina e 6"-
O-malonilglicitina) (LIU, 2004).

Na semente de soja, ha predomindncia de isoflavonas
malonilglicosideos, seguido de -glicosideos, sendo que as aglionas e
acetilglicosideos estdo ausentes ou em baixa concentragcdo (PAUCAR-MENACHO et
al.,, 2010; ANDRADE et al., 2016). Entretanto, o contetdo e perfil de isoflavonas na
soja pode variar conforme a cultivar e ano de colheita (BERGER et al., 2008; WANG
e MURPHY, 1994), localizacdo do plantio (TSUKAMOTO et al, 1995) fatores
extrinsecos como as alteracbes do meio ambiente, teor de &gua, temperatura e
presenca de oxigénio (BRITZ; SCHOMBURG; KENWORTHY, 2011; NOGUEIRA,;
SEDIYAMA, 2013).

Estudos epidemiolégicos com humanos ou testes com animais, tém
demonstrado que as isoflavonas apresentam importantes atividades biologicas. E
estas atividades tem sido associadas a reducdo da incidéncia de doencas
cardiovasculares em mulheres no periodo pré-menopausa, de alguns tipos de
cancer, da hiperglicemia, do avanco do Alzheimer, dos sintomas da menopausa
(NIELSEN; WILLIANSON, 2007; DONG et al., 2013; FILIBERTO et al., 2013; PARK
et al.,, 2013; WADA et al., 2013;) e do combate ao diabetes mellitus tipos 1 e 2. As
isoflavonas agliconas (genesteina e daidzeina) tem sido descritas como potenciais
inibidores das enzimas digestivas de carboidratos (CHOI et al., 2008; PARK et al.,
2013). Portanto, a insercdo de produtos de soja na alimentacdo humana com maior
teor de isoflavonas agliconas pode ser benéfica.

O processo de germinacdo de sementes ocorre naturalmente
quando as condicBes de umidade, temperatura e nutrientes sdo favoraveis para o
seu desenvolvimento (SANGRONIS; MACHADO, 2007; VILAS BOAS; BARCELOS;
LIMA, 2002) e sao independentes da época e local de cultivo. Na germinacdo da

soja ocorre alteracbes metabolicas e melhora a sua qualidade nutricional, além de
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ser uma tecnologia eficaz e de baixo custo (PAUCAR-MENACHO et al., 2010). As
principais alteracbes na soja germinada, sdo reducdo do teor de substancias
indesejaveis como acido fitico, oligossacarideos, inibidores de tripsinas (RIBEIRO,
IDA; OLIVEIRA, 1999; PAUCAR-MENACHO et al, 2010; RAMADAN, 2012) ou
aumento de substancias desejaveis como as isoflavonas agliconas (RIBEIRO et al.,
2007; PAUCAR-MENACHO, et al., 2010; SHI et al., 2010; QUINHONE & IDA (2015),
acido ascorbico, riboflavinas e tiamina (AHMAD e PATHAK, 2000); fitoesterois e
tocoferdis (SHI, NAM e MA, 2010). A germinacdo de soja por 3 a 7 dias obtém-se 0s
brotos que sdo consumidos como fontes vegetais ricos em nutrientes e adequados
para 0 humano (Lee et al, 2007). O processo de germinacdo é uma prética
tradicional de varios paises como Japéao, Coreia, China cuja populacdo consome 0s
brotos como alimentos saudaveis e funcionais e a sua demanda é crescente em
paises ocidentais (LEE et al., 2002).

Na germinagdo, a temperatura exerce grande influéncia e pode atuar
na velocidade de germinacdo, na absorcdo de agua e reacdes bioquimicas que
reguam o metabolismo envolvido no processo (BEWLEY, BLACK, 1994;
CARVALHO; NAKAGAWA, 2000). Além disso, para germinar as varias espécies de
sementes, o fotoperiodo ou a iluminagdo controlada também € um fator muito
importante. A sensibilidade das sementes a luz varia de acordo com a qualidade,
intensidade luminosa e tempo de iluminagcédo. Tradicionalmente, os brotos de soja
sao cultivados no escuro e apresentam coloragao amarelo brilhante. No entanto, os
brotos de soja verde sdo comercialmente mais aceitos devido a sua cor e sabor
agradavel (YUAN et al., 2015).

Os vegetais, frutas e alguns fungos séao fontes de vitamina C que
estd associada com a prevencdo do estresse oxidativo no processo de fotossintese
durante o crescimento das plantas (GUO et al.,, 2013). Na germinacdo da semente
de soja, ocorre a ativagdo das vias de biossintese do acido ascorbico e tocoferdis e
estes aumentam nos brotos (WANG et al, 2015). O teor de vitamina C apés a
germinacdo da soja a 30 °C e exposi¢cdo a luz UV-B aumentou quando comparado
com a auséncia de luz (NOCTOR et al., 2012).

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do fotoperiodo,
temperatura e tempo de germinacdo da soja BRS 257 sobre o teor das diferentes

formas de isoflavonas e vitamina C utilizando o delineamento experimental 23.
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2. Material e Métodos

2.1. Material e reagentes

As sementes da cultivar de soja BRS 257 da safra 2014/2015 foram
utilizadas para germinacao e obtidas de uma empresa de sementes da regiao.

Para cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) foram utilizados
0os padrdes individuais de isoflavonas malonilglicosideos e acetilglicosideos (Wako
Pure Chemical Industries, Ltd. Osaka, Japdo), B-glicosideos e agliconas (Sigma-
Aldrich Co. St. Louis, EUA). Os demais reagentes foram de grau analitico ou

cromatogréfico.

2.2. Efeitos das variaveis do processo de germinagdo da soja sobre o teor de
diferentes formas de isoflavonas e vitamina C

Para a germinagdo da soja BRS 257, foram utilizadas 50 g de
semente que foram previamente sanitizadas com solucdo de 1% de hipoclorito de
sédio por 15 min. Apés a drenagem e enxague dos graos, foi realizada a hidratacéo
com agua destilada na proporcéo de 1:2 (g:mL) a 25°C por 6 h. Os graos hidratados
foram colocados em duas bandejas perfuradas (30,3 x 22,1 x 7,5 cm, 3,0L) e os
ensaios de germinacdo foram realizados conforme o delineamento experimental
(Tabelal). Foi utilizado uma camara germinadora (TE-402, TECNAL) com
temperatura e fotoperiodo (LED Cool White, 24 Volts x 18 Watts, 1980 lumens/3000
Lux) controlados. Apds a realizacdo dos ensaios, as sojas germinadas foram
liofilizadas (Liofilizador Christ Alpha 1-2 LD plus), trituradas (Moinho Cadence
MDR301) e armazenadas a -22 °C até o uso para analises. Foi determinado o teor
de umidade pelo uso de estufa a 105 °C conforme descrito pela AOAC (2012).

Para avaliar os efeitos do fotoperiodo (X;), temperatura (Xz) e tempo
de germinagdo (X3) da soja sobre o teor das diferentes formas de isoflavonas e
vitamina C foi aplicado o delineamento experimental 23 (Tabelal) com trés variaveis
e dois niveis de variacdo totalizando 11 ensaios, sendo trés ensaios no ponto
central. Os ensaios da germinacdo foram realizados aleatoriamente. As variaveis
independentes investigadas foram: X; (0, 12 e 24 h de fotoperiodo), X, (25, 30 e 35
°C, temperatura de germinacdo) e X3 (1, 3 e 5 dias de germinacdo). As funcdes
respostas avaliadas foram: DAI (umol de daidzina/g), GLI (umol de glicitina/g), GEN
(umol de genistina/g), MDAI (umol de malonildaidzina/g), MGLI (pmol de
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malonilglicitina/g), MGEN (pmol de malonilgenistina/g), AcDAI (umol de
acetildaidzina/g), AcGLI (umol de acetilglicitina/g), AcGEN (umol de
acetilgenistina/g), ADAI (umol de daidzeina/g), AGLI (umol de gliciteina/g), AGEN
(umol de genisteina/) e VITC (g de vitamina C/100g).

As fungbes respostas foram avaliadas conforme o modelo da
equacdo: Yi=Bo + Bj + Bix1 + Boxo + Baxs + PraXaxe + PisxiXs + Bas¥oXs + €; onde: Y
(funcBes respostas); X1, Xo € X3 (variaveis codificadas); p (coeficientes estimados para
cada termo do modelo de superficie de resposta); 3 (coeficiente estimado do bloco
para o modelo de superficie resposta); e € (erro puro). A partir das funcées respostas
obtidas (DAI, GLI, GEN, MDAI, MGLI, MGEN, AcDAI, AcGLI, AcGEN, ADI, AGLI,
AGEN e VITC) foram realizadas as andlises de regressdo, analise de variancia
(ANOVA) e determinado o coeficiente de determinacdo (R?). Apdés avaliar os
modelos obtidos quanto a melhor condicdo de germinagdo, foram construidos os
graficos de superficie de resposta e de desejabilidade utilizando o programa
Statistica 8.0 (StatSoft Inc., Tulsa, EUA). (repetido)

2.3. Determinacédo do teor de diferentes formas de isoflavonas

As sojas germinadas e ndo germinadas foram desengorduradas
com hexano conforme descrito por Lima e Ida (2014). A extracao de isoflavonas foi
realizada em triplicata utilizando 0,2 g de amostra desengordurada com 8 mL de
uma solugdo contendo &gua ultra pura, etanol e acetona (na propor¢cdo de
1:1:1;v:viv) conforme descrito por Yoshiara et al. (2012). O material extraido foi
centrifugado (4 °C, 794 x g, 15 min; Eppendorf centrifuge 5804R, Hamburg,
Alemanha) e o sobrenadante foi fitrado com membranas hidrofilicas (PVDF com
0,22 pm de tamanho de poro Millex-GV, Millepore, Billerica, MA, USA) e coletados
em tubos de ensaio com tampa que foram colocados direto no auto-amostrador do
cromatdgrafo UPLC® (Acquity UPLC® System, Waters, EUA). As diferentes formas
de isoflavonas foram separadas e quantificadas utilizando o UPLC conforme
descrito por Handa et al. (2014). A identificacdo de cada forma quimica de
isoflavona foi realizada por comparacdo do tempo de retencdo e espectro UV dos
respectivos padrdes. As curvas de calibracdo foram construidas a partir de solucées
padrdo de concentracdo 0,5; 1; 5; 10; 50 e 100 pg/mL de solucdo para cada forma
de isoflavonas. A quantificacdo do teor de isoflavonas foi realizada por integracao

das areas de cada pico com padronizacdo externa (area x concentracéo) usando 0s
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padrées de referencias individuais. As diferentes formas de isoflavonas tem
diferentes valores de massa molar e as médias e desvio padrao foram expressos

em pmol de isoflavonas g* de amostra em base seca.

2.4. Determinagao do teor de vitamina C

O teor de Vitamina C foi determinado pela reducéo do corante 2,6-
diclorofenol indofenol conforme o método (n. 967.21) descrito pela AOAC (2012). As
médias e o desvio padrao do teor de vitamina C foram expressos como mg de acido
ascorbico por 100 g de amostra em base seca.

2.5. Andlise estatistica

O delineamento experimental 23 foi aplicado para avaliar o efeito das
variaveis independentes (xi1, X2 € X3) e suas interagcdes sobre as funcbes respostas.
A partir das fungdes respostas foram obtidos os respectivos modelos e seguido da
analise de variancia (ANOVA) e regressao utilizando o programa Statistica 8.0
(StatSoft Inc., Tulsa, EUA). Foi determinado o coeficiente de determinacdo (R?) para
verificar o ajuste do modelo aos dados experimentais. Os graficos de superficie de
resposta e parametros de desejabilidade foram gerados a partir dos modelos
ajustados de cada funcdo resposta e utilizados para avaliar as melhores condi¢des
de germinacdo da soja. Para comparar as médias entre as funcbes respostas

estimadas e as fungcbes respostas obtidas, foi aplicado o teste t- Student.

3. Resultados e Discussao

3.1. Avaliacdo dos efeitos do fotoperiodo, temperatura e tempo de germinacdo da

soja sobre o teor das diferentes formas de isoflavonas

Os efeitos das variaveis independentes fotoperiodo (X1),
temperatura (Xy) e tempo de germinacdo (X3) sobre as diferentes formas de
isoflavonas foram avaliados na soja BRS 257 germinada, cujos ensaios foram
realizados utilizando o planejamento fatorial 2° (tabela 1). Para a DAI, a variavel xs
(dias de germinacédo) apresentou efeito linear significativo e negativo. Porém, o efeito

linear das variaveis x; (fotoperiodo) e x, (temperatura) e o efeito das interacdes Xxixz,
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X1X3 € XpX3 ndo foram significativos (p= 0.27; p=0.15; p= 0.37; p= 0.74 e p= 0.74),
respectivamente. Entretanto, estas variaveis foram mantidas na equacdo para
melhorar o ajuste do modelo aos dados experimentais. A falta de ajuste do modelo
ndo foi significativa e 90% (R?) dos dados experimentais foram explicados pelo
modelo (DAl = 0,259 + 0,015x; — 0,010x; - 0,042x3 - 0,0025x:x; + 0,0025x1%3 +
0,0075x:x3). A superficie de resposta (figura 1) indica que a DAl é minima (DAI =
0,20 umol de daidzina/g de amostra) quando x; = -1 (X1 = 0 h de fotoperiodo); x, = 1
(X2 =35 °C) e x3 =1 (X3 =5 dias de germinacdo) e esta condicdo de germinacéo
corresponde ao ensaio 7. No grafico de desejabilidade (figura 1) observa-se que a
DAI nao diferiu quando 0,5 < x3 < 1 ou 2 dias < X3 <5 dias de germinacao; e x; € X,
ndo diferiram nos respectivos intervalos investigados, ou seja: -1 <x; <1 ou0 h< X;
< 24 h de fotoperiodo e -1< x; < 1 ou 25 °C < X; < 35 °C. Estes resultados indicaram
gue a DAI foi minima quando a soja foi germinada por 2 ou 5 dias e independente do
fotoperiodo entre 0 e 24 h e das temperaturas entre 25 e 35 °C. Uma destas
condicdes de ensaio corresponde ao ensaio 7 (DAl = 0,21 pmol de daidzina g™ de
amostra), cuja germinagdo foi realizada sem iluminagéo (0 h de fotoperiodo), 35 °C e
5 dias de germinacdo. Observa-se que no modelo estimado DAles; foi igual a 0,20
pumol g de amostra, cujo resultado ndo apresentou diferenca significativa (p> 0,05)
em relacdo a DAI obtida experimentalmente (DAI = 0,21 pmol de daidzina g* de
amostra). Desta forma, confirma-se que o modelo proposto esta adequado aos
dados experimentais. A DAI da soja germinada nas condi¢cdes do ensaio 7 reduziu
em 1,8 vezes em relacdo ao teor de daidzina da soja ndo germinada (Tabela 2).
Entretanto, Quinhone Junior & Ida (2015) observaram que o teor de daidzina da soja
BRS 284 germinada, com iluminacdo natural a 35°C por 7 dias, reduziu apenas 1,1
vezes em relacdo a soja ndo germinada.

As funcbes respostas do [-glicosideos (GLI), acetilglicosideos
(ACDAI, ACGLI, ACGEN) e agliconas (AGLI) ndo foram detectados em todos os
ensaios realizados e portanto, ndo foram avaliadas. Enquanto que as funcdes
respostas do malonilglicosideos (MDAl e MGEN) néo foram explicadas pelo modelo.
A auséncia dessas formas de isoflavonas da soja BRS 257 foi observado por
Andrade et al. (2016). Segundo Villares et al. (2011) as isoflavonas acetilglicosideos
geralmente estdo presentes apOs tratamento térmico da soja e sdo provenientes da

clivagem do grupo carboxilico dos malonilglicosideos.
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Para a GEN, as varidveis x3 (dias de germinacdo) e X,
(temperatura) apresentaram efeitos linear significativo e negativo. O efeito linear da
variavel x; (fotoperiodo) e o efeito da interacdo x»xs ndo foram significativos (p= 0,09
e p= 0,08), respectivamente. Entretanto, os mesmos foram mantidos na equacgao
para melhorar o ajuste do modelo aos dados experimentais. A falta de ajuste do
modelo ndo foi significativa e 93% (R?) dos dados experimentais foram explicados
pelo modelo (GEN = 0,229 + 0,014x; - 0,025x, - 0,061x3 + 0,015xx3). A superficie
de resposta (figura 2) indica que a GEN é minima (GEN = 0,13 umol de genestina g*
de amostra) quando x; = -1 ou X3 = 0 h de fotoperiodo; x,=10uX>,=35°Cexz=1
ou X3 = 5 dias de germinagdo. Entretanto, no grafico de desejabilidade (figura 2)
observa-se que a GEN nao diferiu significativamente quando -1 < x; <1 ou0 h < X;
< 24 h de fotoperiodo; -1 <x; <1 ou25°C <X,;<35°Ce0,5<x3<1ou4dias<Xs
< 5 dias de germinagdo. Estes resultados indicam que a GENegs: (0,14 pmol de
genistina g de amostra) foi minima quando a soja foi germinada por 4 ou 5 dias,
independente do fotoperiodo & 25 ou 35 °C. Uma das condicbes de ensaio
correspondeu ao ensaio 7 (GEN = 0,14 pmol de genistina g de amostra), cuja
condicdo de germinacédo foi sem iluminacéo (0 h de fotoperiodo) a 35 °C e 5 dias de
germinagdo. Os resultados da GEN e GENes: ndo apresentaram diferengas
significativas (p> 0,05) e desta forma, confirma-se que o modelo proposto foi
adequado aos dados experimentais. A reducéo no teor da GEN (ensaio 7) foi de 3,2
vezes em relacdo ao teor de genistina da soja ndo germinada (Tabela 2). Kumari e
Chang (2016) observaram que a soja germinada sem iluminagcdo, temperatura
ambiente de 22°C por 5 dias, o teor de genistina diminuiu 1,6 vezes em relagéo a
soja ndo germinada.

Para a MGLI, somente a variavel x; (dias de germinagao)
apresentou efeito linear significativo e negativo. Porém, o efeito linear da variavel x;
(fotoperiodo) e o efeito das interagdes Xxixz, X1X3 € X1X2X3 ndo foram significativos (p =
0,08; p = 0,09; p = 0,15 e p = 0,26), respectivamente e os mesmos foram mantidos
na equagao para melhorar o ajuste do modelo aos dados experimentais. A falta de
ajuste do modelo ndo foi significativa e 91 % (R?) dos dados experimentais foram
explicados pelo modelo (MGLI = 0,402 + 0,028x; - 0,041x3 + 0,021x3%, + 0,027x1X3 +
0,014x1x:x3). A superficie de resposta (figura 3) indica que a MGLI € minima (0,27
pmol de malonilglicitina g™ de amostra), quando x; = -1 ou 0 h de fotoperiodo; x, = 1

ou 35 °C e x3 =1 ou 5 dias de germinacdo. No grafico de desejabilidade (figura 3)
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observa-se que a MGLI foi minima e ndo diferiu quando -1 <x; <0ou0<X;<12h
de fotoperiodo; -1 <x; <1 ou25<X,<35°Ce0<x3<1ou3dias < Xz<5diasde
germinacdo. Uma das condicbes de ensaio corresponde ao ensaio 7 (sem
iluminagéo, 35 °C e 5 dias de germinacgéo). Nestas condi¢bes de germinacéo a MGLI
foi minima (0,27 umol de malonilglicitina g™ de amostra) e ndo apresentou diferenca
significativa (p> 0,05) com relagcdo a MGLIest pelo modelo (0,27 pmol malonilglicitina
g*' de amostra) pelo modelo. Desta forma, confirma-se que o modelo proposto foi
adequado aos dados experimentais. A reducéo no teor da MGLI (ensaio 7) foi de 1,9
vezes em relacdo ao teor de malonilglicitina da soja ndo germinada (Tabela 2).
Entretanto, a soja quando germinada sem iluminagdo a 22 °C por 5 dias, segundo
Kumari e Chang (2016) proporcionou uma diminuicdo de apenas 1,4 vezes no teor
de malonilglicitina.

Para a ADAI, a variavel x3 (dias de germinacao) e a interacao xoxz (h
de fotoperiodo e temperatura de germinacdo) apresentaram efeitos linear positivo e
significativo, enquanto que as interagdes Xix2 € XiXoX3 apresentaram efeitos linear
significativo e negativo. Porém, o efeito linear da varidvel x, (temperatura de
germinacdo) ndo foi significativo (p= 0.05) e 0 mesmo foi mantido na equacao para
melhorar o ajuste do modelo aos dados experimentais. A falta de ajuste ndo foi
significativa e 93% (R? dos dados experimentais foram explicados pelo modelo
(ADAI= 0,080 + 0,028x> + 0,067x3 - 0,04x1%> + 0,03%2%3 - 0,04X1%2%3). A superficie de
resposta (figura 4) indica que a ADAI é maxima (0,29 pmol de daidzeina g* de
amostra) quando x; = -1 ou 0 h de fotoperiodo); x =1 ou 35 °C e x3=1 ou 5 dias de
germinacdo. No grafico de desejabilidade (figura 4) observa-se que a ADAI ndo
diferiu significativamente quando -1 < x; < -0,5 ou 0 h < X; < 6 h de fotoperiodo; 0,5
<Xx<10ou325°C<X;<35° e 0,5<x3<1ou4dias<Xs3<5dias de germinacao.
Estes resultados indicaram que a ADAI foi maxima quando a soja foi germinada com
fotoperiodo entre 0 e 6 h, temperatura entre 32,5 e 35 °C por 4 e 5 dias de
germinacdo. Assim, uma das condi¢cdes de ensaio correspondeu ao ensaio 7 (sem
iluminac&o, 35°C e 5 dias de germinac&o) cuja ADAI (0,32 umol de daidzeina g* de
amostra) ndo apresentou diferenca significativa (p> 0,05) em relacdo a ADAlest pelo
modelo (0,29 pmol de daidzeina g de amostra). Desta forma, confirma-se que o
modelo proposto foi adequado aos dados experimentais. O aumento no teor da
ADAI (ensaio 7) foi de 3,2 vezes em relagdo ao teor de daidzeina da soja ndo

germinada (Tabela 2). Observa-se que na soja ndo germinada o teor de daidzeina
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foi baixo (0,1 umol de daidzeina g de amostra), enquanto que nesta mesma cultivar
de soja BRS 257 ou BRS 284 ndo germinadas, o teor desta aglicona ndo foram
detectados respectivamente por Andrade et al. (2016) e Quinhone Junior e Ida
(2015), respectivamente.

Para a AGEN, as variaveis x3 (dias de germinacdo) e Xx
(temperatura) apresentaram efeitos linear positivo e significativo enquanto que as
interacdes xix» (fotoperiodo e temperatura) e Xixpx3 apresentaram efeitos linear
significativo e negativo. Porém, o efeito linear da variavel x; e o efeito das interagdes
XoX3 € Xix3 nao foram significativos (p= 0,05; p= 0,05 e p= 0,05), respectivamente e
0os mesmos foram mantidos na equacdo para melhorar o ajuste do modelo aos
dados experimentais. A falta de ajuste ndo foi significativa e 93% (R?) dos dados
experimentais foram explicados pelo modelo (AGEN = 0,16 - 0,06x; + 0,06x; +
0,11x3 - 0,10x1%2 - 0,06x1x3 - 0,06x%2%3 - 0,10x1X2X3). A superficie de resposta (figura
5) indica que a AGEN é maxima (0,71 pmol de genisteina g* de amostra) quando x;
= -1 ou sem iluminacéo, x» = 1 ou 35 °C e x3 = 1 ou 5 dias de germinacdo. Esta
condicdo de germinacdo correspondeu ao ensaio 7, cuja AGEN é igual a 0,74 pmol
de genisteina g de amostra. No grafico de desejabilidade (figura 5) observa-se que
ndo houve diferenca significativa quando -1< x;3 < -0,5 ou 0 h < X; < 6 h de
fotoperiodo; 0,5 <x; <1 0u32,5°C < X,<35°C e 0,5<x3<1ou4dias<Xz<bdias
de germinacdo. Estes resultados confirmaram que a AGEN foi maxima na soja
germinada com fotoperiodo entre 0 e 6 h, temperatura entre 32,5 e 35 °C e entre 4 e
5 dias de germinacdo. Assim, uma das condi¢cdes de ensaio corresponde ao ensaio
7 (sem iluminacdo, 35°C e 5 dias de germinacdo) cuja AGEN (0,74 umol de
genisteina g de amostra) ndo apresentou diferenca significativa (p> 0,05) em
relacdo a AGENes; pelo modelo (0,71 pmol de genisteina g de amostra). Desta
forma, confirma-se que o modelo proposto foi adequado aos dados experimentais. O
aumento no teor da AGEN (ensaio 7) foi de 6 vezes em relagdo ao teor de
genisteina da soja ndo germinada (Tabela 2). Quinhone Junior e Ida (2015) também
observaram que na soja germinada, a partir do quinto dia sob luz natural a 35 °C,
ocorreu um aumento no teor das isoflavonas agliconas (daidzeina e genisteina). Kim
et al. (2006) verificaram que as formas de isoflavonas agliconas ndo foram
detectadas nos gréos de soja, enquanto que com 5 dias de germinacdo, as sojas
germinadas com iluminacdo (brotos verdes) e germinadas sem iluminacédo (brotos

amarelos), o teor de agliconas representou 10% e 17,8% do total de isoflavonas,
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respectivamente. O efeito do fotoperiodo na germinacdo da soja pode ser observada
no ensaio 5 (0 h de fotoperiodo, 25 °C e 5 dias de germinagdo) e ensaio 6 (24 h de
fotoperiodo, 25 °C e 5 dias de germinacdo) com aumento da AGEN em
aproximadamente 3 vezes quando utilizou-se o fotoperiodo de 24 h de germinagéo.
Na temperatura de germinacdo da soja a 25 °C e 5 dias, Kim et al. (2006) e Shi et al.
(2010) também observaram que a iluminacdo proporcionou maior teor de agliconas.
Shi et al. (2010) observaram que o teor das agliconas daidzeina e genisteina da soja
germinadas por 7 dias com iluminac&o, aumentou 6,6 e 4,0 vezes, respectivamente,
enquanto que nas sojas germinadas sem iluminacdo, o aumento foi de 4,9 e 2,3
vezes, respectivamente. As diferencas de resultados na germinacdo da soja BRS
257 e os dados encontrados na literatura com relacdo ao efeito da presenca ou
auséncia de iluminagédo para obter maior teor de agliconas pode ser explicado pelo
modelo proposto. Neste modelo, a interacdo entre o fotoperiodo (x;) e temperatura
(x2) foi significativa e negativa e portanto, 0 modelo indicou que para obter maior teor
de agliconas na soja germinada com iluminagcdo, recomenda-se utilizar uma
temperatura menor (25 °C) e sem iluminacdo deve-se utilizar uma temperatura maior
(35 °C).

3.2. Avaliacdo dos efeitos das variaveis do processo de germinagcdo da soja sobre o

teor de vitamina C

Os efeitos das variaveis independentes fotoperiodo (X3),
temperatura (Xz) e tempo de germinagdo (X3) sobre o teor de vitamina C foram
avaliados na soja BRS 257 germinada, cujos ensaios foram realizados utilizando o
planejamento fatorial 2° (tabela 1). Para a VITC, as varidveis xi, X; € X3 € as
interacdes Xxi1X; € XiX3 apresentaram efeito linear positivo e significativo. A falta de
ajuste ndo foi significativa e 99% (R?) dos dados experimentais foram explicados
pelo modelo (VITC = 101,84 + 37,7x; + 18,19%, + 56,59x3 + 17,51x1x3 + 18,53X2X3).
Na superficie de resposta (figura 6) observa-se que o teor da vitamina C € maximo
(247,34 mg de vitamina C / 100g de soja germinada) quando x; = 1 ou 24 h de
fotoperiodo; x, =1 ou 35 °C e x3 = 1 ou 5 dias de germinacdo. Ou seja, as condi¢cdes
das trés varidveis ocorreram no maior nivel, que correspondeu ao ensaio 8. No
grafico de desejabilidade (figura 6) observa-se que a VITC também foi maxima,

somente na condicdo do maior nivel de cada variavel, ou seja, com Xi1= 24 h de
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fotoperiodo, X,= 35 °C e X3= 5 dias de germinacao. Assim, uma das condicbes de
ensaio correspondeu ao ensaio 8 (24 h de fotoperiodo, 35°C e 5 dias de
germinacdo) e o teor de VITC (247,34 mg de vitamina C/100g de amostra) nao
apresentou diferenca significativa (p> 0,05) em relagdo a VITCest pelo modelo
(250,35 mg de vitamina C/100g de amostra). Desta forma, confirma-se que o modelo
proposto foi adequado aos dados experimentais. O aumento no teor da VITC (ensaio
8) foi de 9,6 vezes em relacdo ao teor de vitamina C (25,74 mg/100 g de amostra) da
soja ndo germinada (Tabela 2). Destaca-se que para obter uma soja germinada com
elevado teor de vitamina C por 5 dias a 35 °C foi necessario um fotoperiodo de 24 h.
Entretanto, observa-se que no ensaio 7, a soja foi germinada por 5 dias a 35 °C e
sem iluminacdo, houve uma reducéo de 42% no teor de vitamina C (103,34 mg/100
g de amostra). O efeito do fotoperiodo no processo de germinagdo da soja por 5 dias
a 25 °C e sem iluminacdo (ensaio 5) e com fotoperiodo de 24 h (ensaio 6), também
pode ser observada. Verifica-se que a falta de iluminagcdo na germinacdo da soja
reduziu o teor de vitamina C em 55%. Wang et al. (2015) observaram que durante o
processo de germinagdo da soja a 20 °C e sem iluminagdo por 5 dias de
germinacéo, o teor de vitamina C aumentou 7 vezes em relacdo ao teor de vitamina
C da soja germinada no primeiro dia. Entretanto, Guo et al. (2012), observaram um
aumento de 24 vezes no teor de vitamina C no feijao (Vigna radiata) apos 8 dias de
germinagédo a 20 °C sem iluminagdo em relagdo a concentragdo inicial. Entretanto,
Jiao et al. (2016) observaram que a presenca de luz UV-B a 30 °C durante a
germinacdo da soja, potencializou o aumento no teor de vitamina C quando
comparada com a auséncia de luz. O aumento no teor de vitamina C na planta pode
ser devido ao estresse ocasionado pela exposicdo a luz UV-B que aumenta a
geracdo de espécies reativas ao oxigénio (ERO) que ocasiona os danos oxidativos
na planta e regula a producdo de antioxidantes como a vitamina C que neutraliza os
efeitos de ERO (NOCTOR et al., 2012).

4 Conclusao
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O fotoperiodo, temperatura e tempo de germinacdo da soja BRS
257 exerceram diferentes efeitos no teor de daidzina, genestina, malonilglicitina,
daidzeina e genesteina.

As isoflavonas B-glicosideos (glicitina), acetilglicosideos
(acetildaidizina, acetilglicitina e acetilgenestina) e aglicona (gliciteina) ndo foram
detectadas em todas ensaios de germinagao.

A soja germinada por 5 dias a 35°C e sem iluminacéo, apresentou
diminuicdo no teor de [-glicosideos (daidzina e genistina) e malonilglicosideo
(malonilglicitina) de 1,8; 3,2 e 1,9 vezes, respectivamente e aumento no teor de
agliconas (daidzeina e genisteina) de 3,2 e 6 vezes, respectivamente, em relacdo a
soja ndo germinada.

O fotoperiodo, temperatura e tempo de germinagcdo e as interacdes
apresentaram efeitos linear positivo e significativo no teor de vitamina C da soja
germinada.

O teor maximo de vitamina C ocorreu quando a soja foi germinada
com fotoperiodo de 24 h, 35°C e 5 dias de germinacao e foi 9,6 vezes superior a
soja ndo germinada. Entretanto, quando a soja foi germinada sem iluminacdo a 35°C
e 5 dias de germinacédo, ocorreu uma reducdo de 42% no teor de vitamina C em

relacdo ao fotoperiodo de 24 h.
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Tabela 1- Delineamento experimental 22 do processo de germinacao da soja BRS 257 e fungbes repostas.

Variaveis Originais e

Codificadas Funcdes respostas (umol/g) em base seca
Ensaios X3 X2 X3 B-Glicosideos Malonilglicosideos Agliconas VITC
X3

(X1, ) (X2°C) D(ias) DAI GEN MDAI MGLI MGEN  ADAI AGEN (mg/100q)
1 -1(0) -1(25) -11) 0,31+0,00 0,31+0,02 1,09+0,03 043+0,03 1,73+0,09 0,00+0,00 0,08+0,00 2583+0,00
2 1(24) -1(25) -1(1) 0,33+0,00 0,36 +£0,00 1,05+0,01 042+0,00 168+0,02 0,04+0,02 0,07+000 2572+0,00
3 -10) 1(35) -1(1) 0,27+0,01 025+0,01 1,04+0,01 044+001 183+0,06 0,00+0,00 0,07+0,01 2582+0,00
4 1(24) 1(35) -1(1) 0,30+0,00 0,26 £0,00 1,26+0,00 0,46+0,01 2,00+0,02 0,03+0,00 0,09+0,00 102,67 £ 0,00
5 -1(0) -1(25) 1(5) 0,20+0,01 0,18+0,00 1,28+0,00 033+0,04 1,79+0,01 0,03+0,01 0,09+0,01 100,58+ 0,00
6 1(24) -1(25) 1(5) 025+0,01 0,19+0,01 1,72+0,01 0,37+0,00 2,09+0,01 0,16+0,00 0,25+0,00 181,48+ 0,00
7 -1(0) 1(35) 1(5) 0,21 +£0,01 0,14+0,00 1,32+0,01 0,27+0,04 164+0,01 0,32+0,01 0,74+0,00 103,34+ 0,00
8 1(24) 1(35) 1(5) 023+0,01 0,19+0,01 154+0,01 045+005 193+0,01 0,11+0,02 0,11+0,00 247,34+ 0,00
9 0(12) 0(30) 0(3) 0,27 £0,01 0,23+0,01 154+00 044+0,04 201+000 0,04+0,00 0,04+0,00 100,69+ 0,00
10 0(12) 0(30) 0(3) 0,24 +£0,01 02+0,00 142+0,03 042+0,03 1,96 +0,07 0,08+0,01 0,12+0,01 103,58+ 0,00
11 0(12) 0(30) 0(3) 0,23+0,00 0,21+0,01 127+0,03 039+0,03 183+0,04 0,07+0,00 0,11+0,00 103,21+ 0,00

Variaveis: X; (Fotoperiodo), X, (Temperatura) e Xs; (Tempo). Funcdes respostas: DAl (daidzina), GEN (genistina); MGLI (malonilglicitina), MDA
(malonildaidzina), MGEN (malonilgenistina); AcDAI (acetildaidzina), AcGLI (acetilglicitina), AcGEN (acetilgenistina); ADAI (daidzeina), AGLI
(dliciteina), AGEN (genisteina) e VITC (vitamina C). As fungdes resposta MDAl e MGEN nédo foram explicadas pelo modelo. As funcfes
resposta GLI, AGLI, AcDAI, AcGLI e AcGEN néo foram detectadas em todos os ensaios.



Tabela 2- Teor de diferentes formas de isoflavonas e de vitamina C da soja.

Forma da Isoflavona

umol/g de amostra em base seca

B-Glicosideos
Daidzina
Glicitina
Genistina

Malonilglicosideos
Malonildaidzina
Malonilglicitina
Malonilgenistina

Agliconas
Daidzeina
Gliciteina
Genisteina

Vitamina C (mg/100g de amostra)

0,39 £ 0,02
Nd
0,45 +0,01

1,05 + 0,04
0,51 +0,02
1,64 +0,00

0,1+0,01
Nd
0,12 +0,01

25,74 + 0,00

Nd (ndo detectado).
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Profiles for Predicted Values and Desirability
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Figura 1 - Perfil de desejabilidade e superficie de resposta para Daidzina, sendo x; = Fotoperiodo (h), x,= Temperatura (°C) e X3
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Figura 6 - Perfil de desejabilidade e superficie de resposta para vitamina C, sendo x; = Fotoperiodo (h), x,= Temperatura (°C) e x3= Tempo (Dias)
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6 CONCLUSAO

O fotoperiodo, temperatura e tempo de germinacdo da soja
BRS 257 exerceram diferentes efeitos sobre o teor de daidzina, genistina,
malonilglicitina, daidzeina e genisteina.

As isoflavonas B-glicosideos (glicitina), acetilglicosideos
(acetildaidizina, acetilglicitina e acetilgenistina) e aglicona (gliciteina) ndo foram
detectadas em todas as condi¢cdes de germinacéo.

Em relacdo a soja ndo germinada, a soja germinada por 5
dias a 35°C e sem iluminagao, o teor de B-glicosideos (daidzina e genistina) e
malonilglicosideo (malonilglicitina) diminuiu em 1,8, 32 e 1,9 vezes,
respectivamente, enquanto que o teor de agliconas (daidzeina e genisteina)
aumentou em 3,2 e 6 vezes, respectivamente.

O fotoperiodo, temperatura e tempo de germinacdo e as
interacOes apresentaram efeitos linear positivo e significativo sobre o teor de
vitamina C da soja germinada.

O teor méximo de vitamina C ocorreu quando a soja foi
germinada com fotoperiodo de 24 h, 35°C e 5 dias de germinacéo e foi 9,6
vezes superior a soja ndo germinada. Entretanto, quando a soja foi germinada
sem iluminacdo a 35°C e 5 dias de germinacédo, ocorreu uma reducdo de 42%
no teor de vitamina C em relagdo ao com iluminacdo de 24 h/dia de

germinacao.



