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QUINHONE JUNIOR, Alécio. Parametros fisicos e efeito do tempo de
germinacao sobre o teor e forma de isoflavonas da soja germinada. 2014. 87 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina.

RESUMO

A soja é a leguminosa mais plantada no mundo e contém elevado teor de
isoflavonas. Estes compostos tém despertado interesse na industria farmacéutica e
de alimentos devido a associagdo com os beneficios a saude humana. As
isoflavonas da soja ocorrem como agliconas, B-glicosideos, malonilglicosideos e
acetilglicosideos, sendo que as agliconas apresentam maior atividade biolégica. O
tempo de germinagao pode exercer diferentes efeitos conforme os componentes do
broto de soja e as formas de isoflavonas. O objetivo deste trabalho foi avaliar os
parametros fisicos e efeito do tempo de germinagdo sobre o teor e forma de
isoflavonas da soja BRS 284 germinada. O experimento foi conduzido utilizando o
delineamento de blocos casualizados. As sementes de soja foram germinadas em
rolos de papel de germinacdo a 35 °C, 100 % de umidade relativa e com luz natural
por até 168 h. Os brotos de soja foram coletados a cada 24 h e avaliados quanto aos
parametros fisicos de comprimento, umidade, massa de 100 brotos, matéria seca de
100 brotos, rendimento e teor de isoflavonas. Em seguida, os componentes
cotilédones, radicula e hipocétilo dos brotos foram separados e avaliados quanto ao
teor de isoflavonas e os dados obtidos foram submetidos a analise de regresséo. A
semente de soja apresentou 89,9 % de cotilédones, 2,4 % de eixo embrionario e 7,7
% de casca, sendo que 84,2 % e 15,8 % das isoflavonas totais estavam presentes
nos cotilédones e eixo embrionario, respectivamente. As sementes, cotilédones e o
eixo embrionario apresentaram 26,0 %, 27,2 % e 29,4 % de B-glicosideos, 72,9 %,
71,4 % e 70,0 % de malonilglicosideos e 1,2 %, 1,4 % e 0,6 % de agliconas,
respectivamente. O rendimento dos brotos de soja foi de 632,4 %. Nos brotos de
soja, o efeito do tempo de germinagao foi quadratico no comprimento, umidade,
concentragdo de daidzina, genistina e genisteina; linear na massa de 100 brotos e
concentragdo de malonildaidzina. A concentragdo de malonilglicitina manteve-se
constante, enquanto que a glicitina e gliciteina ndo foram detectadas nos brotos
germinados. Nos cotilédones, o efeito do tempo de germinag&o foi quadratico na
concentragdo de daidzina e genistina; linear na concentracdo de malonildaidzina e
malonilgenistina. A genisteina foi detectada somente nos cotilédones n&o
germinados e germinados por 24 h, enquanto que a glicitina, malonilglicitina,
daidzeina e gliciteina n&o foram detectadas. Nas radiculas, o efeito do tempo de
germinacgao foi quadratico na concentragao de daidzina, glicitina, malonilgenistina e
malonilglicitina; linear na concentragdo de malonildaidzina, enquanto que a genistina
e a gliciteina nao foram detectadas. No hipocétilo, o efeito do tempo de germinagéao
foi cubico na concentragcdo de daidzina e genistina; quadratico na concentracdo de
malonildaidzina, malonilgenistina e malonilglicitina e linear na concentragdo de
genisteina, enquanto que a dlicitina, daidzeina e dliciteina foram detectadas
somente em alguns tempos de germinacao.

Palavras-chave: Broto de soja. Glycine max. Aglicona. Moyashi. Plantula



QUINHONE JUNIOR, Alécio. Physical parameters and effect of germination time
on the content and form of isoflavones in germinated soybeans. 2014. 87 p.
Dissertation (Master's Degree in Food Science) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina.

ABSTRACT

Soy is the most cultivated legumes in the world and contains high levels of
isoflavones. These compounds have attracted interest in the pharmaceutical and
food industry due to association with human health benefits. The soy isoflavones are
divided into aglycones, (B-glucosides, malonylglucosides and acetylglucosides, and
the aglycone exhibit higher biological activity. The germination time may exert distinct
effects depending on the soybean sprout components or isoflavone forms. The aim
of this study was to evaluate the physical parameters and effect of germination time
on the content and form of isoflavones in BRS 284 germinated soybeans. A
randomized complete block design with three replications was used. Seeds were
germinated in germination paper rolls at 35 °C, relative humidity of 100 % and with
natural light up to 168 h. The soybean sprouts were collected every 24 h and the
physical parameters of length, moisture content, fresh weight, dry weight, yield and
isoflavone contents. Then the cotyledons, radicle and hypocotyl of soybean sprouts
were separated and the isoflavone content was evaluated and the data were
subjected to regression analysis. The soybean seeds were composed of 89.9 %
cotyledons, 2.4 % embryonic axis and 7.7 % seed coat and 84.2 % and 15.8 % of the
total isoflavones were present in cotyledons and the embryonic axis, respectively.
Seeds, cotyledons and the embryonic axis showed 26.0 %, 27.2 % and 29.4 % of 3-
glucosides, 72.9 %, 71.4 % and 70.0 % of malonylglucosides and 1.2 %, 1.4 % and
0.6 % of aglycones, respectively. The yield of soybean sprouts was 632.4 %. In
soybean sprouts, the effect of germination time was quadratic on the length, moisture
and daidzin, genistin and genistein content and linear on the fresh weight and
malonyldaidzin content. The malonylglycitin content was constant, and glycitin and
glycitein were not detected in the soybean sprouts. In cotyledons, the effect of
germination time was quadratic on daidzin and genistin contents and linear on
malonyldaidzin and malonylgenistin contents. Moreover, genistein was detected only
in ungerminated cotyledons and cotyledons germinated for 24 h, and glycitin,
malonylglycitin, daidzein and glycitein not were detected in cotyledons. In radicles,
the effect of germination time was quadratic on daidzin, glycitin, malonylgenistin and
malonylglycitin contents, and linear on malonyldaidzin content. Genistin and glycitein
were not detected in radicles. In hypocotyls, the effect of germination time was cubic
on daidzin and genistin contents, quadratic on malonyldaidzin, malonylgenistin and
malonylglycitin contents and linear on genistein content and glycitin, daidzein and
glycitein were detected only in a few points during germination process.

Key words: Soybean sprout. Glycine max. Aglycone. Moyashi. Seedling.
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1 INTRODUGAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é originaria da regido norte da
China, seu cultivo iniciou-se ha 5.000 anos, mas despertou interesse das industrias
mundiais somente a partir do século XX (LIU, 2004; CHANG; QIU, 2010). Esta
leguminosa adquiriu grande importancia econémica como commodity apos a década
de 1950 e atualmente os Estados Unidos e o Brasil sdo os maiores produtores
mundiais de soja, entretanto de acordo com as projegdes para safra de 2013/2014 o
Brasil liderara o ranking de producgao e, conforme estimativas de previsdo de safra
até 2022, o Brasil se consolidara como maior produtor mundial de soja (EMBRAPA,
2014a; USDA, 2014a).

As sementes de soja sdo compostas por 40 % de proteinas, 20 % de
oleo, 35 %, de carboidratos e 5 % de cinzas (LIU, 1997). O principal uso da soja é a
producao de farelo para alimentagcdo animal, sendo que o subproduto desse
processo € o Oleo cru, do qual sdo produzidos o 6leo refinado e a lecitina de soja
(EMBRAPA, 2014b). A alta qualidade proteica e baixo teor de gordura saturada tém
estimulado o consumo na forma de produtos como miso, natto, tempeh, extrato de
soja, farinha de soja, flocos de soja, shacks e brotos de soja (LIU, 2004;
RAGHUVANSHI; BISHT; 2010; CHANG; QIU, 2010; EMBRAPA, 2014a).

Em 1999, o FDA (Food and Drug Administration) e a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprovaram a alegagédo de que o consumo
de 25 g de proteina de soja por dia, acompanhada de uma dieta com baixo conteudo
de gordura saturada e colesterol pode reduzir o risco de doengas cardiacas,
concretizando a alegagédo que tal componente apresenta propriedades funcionais a
saude (DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES, 1999; BRASIL,
1999).

Além da alta qualidade da proteina a soja também possui
isoflavonas, as quais podem ocorrer em quatro grupos e 12 formas distintas
denominadas de agliconas (daidzeina, genisteina e dliciteina), B-glicosideos
(daidzina, genistina e glicitina), malonilglicosideos (6”-O-malonildaidzina, 6”-O-
malonilgenistina e 6”-O-malonilglicitina) e acetilglicosideos (6”-O-acetildaidzina, 6”-O-
acetilgenistina e 6”-O-acetilglicitina) (LIU, 2004). A soja € a unica espécie vegetal
que apresenta elevada quantidade de isoflavonas, variando de 0,12 mg a 4,61 mg
de isoflavonas totais/g soja (CARRAO-PANIZZI et al., 2009) e este teor é
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determinado por fatores genéticos, ambientais e pelo processamento dos graos
(LIU, 2004; WANG, 2008).

O consumo de soja contendo isoflavonas esta associado a
beneficios a saude humana como efeito protetor contra a perda Ossea
(ATTERITANO et al., 2009), prevengao de doencgas cardiovasculares (CHAN et al.,
2007), alivio dos sintomas da menopausa (WILLIAMSON-HUGHES et al., 2006) e
efeito protetor contra o desenvolvimento de cancer de mama (WADA et al., 2013) e
de préstata (DONG et al., 2013). Entretanto, a eficacia clinica de sua acdo é
dependente das propriedades farmacocinéticas, em particular da absorcdo e
distribuicdo do tecido alvo, sendo que as agliconas apresentam maior absor¢ao e
atividade biolégica (VITALE et al., 2013).

A germinagdo das sementes é um processo biolégico natural
complexo que pode ser utilizado para melhorar a qualidade sensorial (LIU, 2004) e o
valor nutritivo (PAUCAR-MENACHO et al., 2010a; KIM et al., 2013) da soja, devido a
reducdo no teor de substancias indesejaveis como o acido fitico (RIBEIRO; IDA;
OLIVEIRA, 1999; RAMADAN, 2012), oligossacarideos, (KIM et al., 2005; MARTIN-
CABREJAS et al.,, 2008) e inibidores de tripsina e atividade da lipoxigenase
(PAUCAR-MENACHO et al.,, 2010a). Ainda, a germinacdo pode promover um
aumento significativo no teor de vitaminas (AHMAD; PATHAK, 2000), acido aspartico
e glutdmico (MOSTAFA; RAHMA; RADY, 1987), fitosterdis e tocoferois (SHI; NAM,;
MA, 2010), isoflavonas totais (LEE et al., 2007; PHOMMALTH et al.,, 2008a) e
isoflavonas agliconas (KIM et al., 2005; YUAN et al., 2009; PAUCAR-MENACHO et
al., 2010a; SHI; NAM; MA, 2010).

Na germinacdo ocorre o aumento da atividade da enzima -
glicosidase (RIBEIRO et al., 2006). Estas enzimas tém o potencial de modificar o
perfil de isoflavonas das sementes de soja submetidas a germinacao, convertendo
0os B-glicosideos em agliconas (YUAN et al.,, 2009; PAUCAR-MENACHO et al.,
2010a; YOSHIARA, 2012).

Os cotilédones da cultivar de soja BRS 257 germinada por 144 h a
35 °C, com 10 h de iluminagéo e 100 % de umidade relativa apresentaram 91 % de
agliconas, em relagdo ao conteudo total de isoflavonas. Nestas mesmas condigdes,
foram detectadas apenas as isoflavonas agliconas nas radiculas e hipocatilos,
indicando que a germinagao € um processo util para a conversao de [3-glicosideos

em agliconas (YOSHIARA, 2012). Entretanto, ha necessidade de confirmar estes
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estudos investigando se o mesmo fenbmeno também ocorre com outras cultivares
de soja.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os parametros fisicos e o
efeito do tempo de germinagao sobre o teor e forma de isoflavonas da soja BRS 284

germinada.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os parametros fisicos e o efeito do tempo de germinagao por

168 h a 35 °C sobre o teor e forma de isoflavonas da soja BRS 284 germinada.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar a semente de soja avaliando o percentual de seus
componentes e o teor das diferentes formas de isoflavonas.

Avaliar o efeito do tempo de germinagéo sobre os parametros fisicos
de comprimento, umidade, massa de 100 brotos, matéria seca de 100 brotos e
rendimento e o teor de isoflavonas dos brotos de soja BRS 284.

Avaliar o efeito do tempo de germinagao sobre o teor das diferentes

formas de isoflavonas no cotilédone, radicula e hipocotilo da soja germinada.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ASPECTOS GERAIS E COMPOSICAO QUIMICA DA SOJA

A soja (Glycine max (L.) Merrill) pertence a familia Fabaceae
(Leguminosae), subfamilia Papilionoideae, tribo Phaseoleae e género Glycine. Seu
nome genérico Glycine deriva da palavra grega glyks (doce) (MISHRA; VERMA,
2010). E uma planta arbustiva produzida anualmente e com altura entre 0,50 a 1,25
m. Suas sementes sao esféricas ou ovaladas, normalmente de coloragdao amarela,
mas algumas podem apresentar a cor verde, castanho escura, preta arroxeada ou
preta (LIU, 2004).

Evidéncias historicas e geograficas indicam que a soja € originaria
da regidao norte da China. Seu cultivo se iniciou ha 5000 anos (LIU, 2004). Até
meados do século XX, a China foi o maior produtor e exportador deste gréo e, a
partir da segunda década do século XX, a soja comegou a despertar o interesse das
industrias devido ao elevado teor de 6leo e proteina do grao. Na década de 1950, a
producao se desenvolveu rapidamente nos Estados Unidos e Brasil, tornando-os os
maiores produtores mundiais (CHANG; QIU, 2010; EMBRAPA, 2014a).

Em 1882 a soja chegou ao Brasil, trazida dos Estados Unidos,
dando inicio a estudos sobre a adaptacéo desta espécie em varias regides do pais.
Porém, somente na década de 1950, o plantio desta cultura foi incentivado pelo
governo brasileiro. No final da década de 1960, o Brasil comegou a tratar a soja
como um produto comercial, pois este grdo comegou a ser uma opgao para a safra
de veréo e, além disto, houve uma crescente demanda para alimentagédo de suinos
e aves. Em 1966, a produgdo comercial de soja ja era uma necessidade estratégica,
com producdo de aproximadamente 500 mil toneladas no pais. O aumento
expressivo do prego da soja no mercado mundial em meados da década de 1970
despertou ainda mais o interesse dos agricultores e do proprio governo, sendo
assim, na década de 1970 a soja ja tinha se consolidado como a principal cultura do
agronegocio brasileiro (EMBRAPA, 2014c).

O Brasil se destacou em relacdo aos outros paises, pois o
escoamento da safra brasileira ocorre na entressafra americana, quando os precos
atingem as maiores cotagdes. Assim, 0 pais passou a investir em tecnologia para

adaptacdo da cultura as condi¢des brasileiras, processo liderado pela Empresa
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Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA. Estes investimentos possibilitaram
a "tropicalizagcao" da soja, permitindo que o grao fosse cultivado com sucesso em
regides de baixas latitudes, entre o tropico de capricérnio e a linha do equador. Essa
conquista dos cientistas brasileiros revolucionou a histéria mundial da soja e seu
impacto comecou a ser notado a partir do final da década de 80 e mais notoriamente
na década de 90, quando os precos do grao comecgaram a cair (EMBRAPA, 2014c).
A Figura 1 mostra a série historica de produgao de soja no Brasil entre as safras de
1976/1977 a 2012/2013.

Figura 1 — Série histérica de producao de soja (em milhdes de ton) no Brasil entre
as safras de 1976/1977 a 2012/2013

90,00 -
B RASIL

80,00 | e CENTRO-OESTE
0,00 - suL

(1) Previsao
Fonte: CONAB, (2014a)

De acordo com dados do United States Department of Agriculture
(USDA, 2014b), os EUA foram os maiores produtores de soja na safra de
2011/2012, com 84,19 milhdes de toneladas de soja, seguido pelo Brasil, com
producao de 66,50 milhdes de toneladas e juntos, Brasil e EUA contribuem com
mais de 60 % da produ¢do mundial de soja. Entretanto, de acordo com as
estimativas de producado para safra de 2012/13, a producgao brasileira foi de 82,00
milhdes de toneladas, apenas 600 mil toneladas a menos que os EUA e conforme as
projecdes para a safra de 2013/2014, o Brasil ira liderar o ranking de producao de
soja, com 88,00 milhdes de toneladas, contra 85,71 milhdes de toneladas

produzidas pelos EUA. Além disto, conforme estimativas de previsdo de safra até
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2022, o Brasil se consolidara como maior produtor mundial de soja, com total de
105,39 milhdes de toneladas (USDA, 2014a), destacando ainda mais a importancia
desta cultura no agronegocio brasileiro.

No Brasil, o ranking de producdo de soja segundo os estados
(Figura 2) é liderado pelo Mato Grosso, com produgdo de 23,53 milhdes de
toneladas, seguido do Parana, Rio Grande do Sul e Goias, com produgdes de 15,91,
12,53, 8,56 milhdes de toneladas, respectivamente, e estes quatro estados
contribuiram com dois tergos da produgéao total de soja do Brasil (CONAB, 2014b).

Figura 2 — Previsao de produgao de soja (em milhdes de ton) nos estados do Brasil
na safra de 2012/2013.
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Fonte: CONAB, (2014b)

3.2 ESTRUTURA E COMPOSICAO QUIMICA DA SEMENTE DE SOJA

Em média, as sementes de soja contém 8 % de casca, 90 % de
cotilédone e 2 % de eixo embrionario, sendo que a composi¢cado do grado e de seus
componentes € influenciada por diversos fatores como cultivar, época da
semeadura, localizacdo geografica, condi¢cdes climaticas e estresse ambiental (LIU,
1997).

Em relagdo a composigcdo quimica, os grdos de soja sé&o

constituidos, em média, por 40 % de proteinas, 35 % de carboidratos, 20 % de
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lipidios e 5 % de cinzas (Tabela 1). Considerando as estruturas individuais do gréo,
o cotilédone apresenta os maiores percentuais de proteina e lipidios, enquanto que
a casca apresenta os menores percentuais destes componentes, mas apresenta o
maior conteudo de carboidratos. Uma vez que o cotilédone representa a maior parte
de todo o grdo é de se esperar que sua composi¢cdo se aproxime muito da

composicao do grao inteiro (LIU, 1997).

Tabela 1 — Composicdo quimica dos gréos de soja e suas partes estruturais
Percentualno  Composicéo quimica (% de matéria seca)

Componente gréao inteiro Proteina Lipidios Carboidratos Cinzas
Cotilédone 90,0 430 230 290 50
Eixo embrionario 20 410 11,0 44 0 40
Casca 80 9.0 1,0 86,0 40
Gréo inteiro 1000 400 20,0 35,0 50

Fonte: Adaptado de Wolf e Cowan (1975)

As proteinas da soja sdo armazenadas nos cotilédones em
estruturas denominadas de corpos proteicos, os quais apresentam de 2 a 20 ym de
diametro (SGARBIERI, 1996). A soja é a unica espécie vegetal que apresenta
composicao proteica com valor biologico semelhante as proteinas de origem animal
devido a presenga dos aminoacidos essenciais (FISCHER, 2001). Apesar de ser
relativamente pobre em aminoacidos sulfurados (cisteina e metionina), seu conteudo
é suficientemente alto e atende as necessidades dos humanos. Além disso,
apresenta alto conteudo de lisina, aminoacido essencial deficiente na maioria dos
cereais (MESSINA, 1997).

Durante o desenvolvimento do gréo, os lipidios sdo armazenados
em organelas denominadas de corpos de 6leo ou esferossomos, os quais medem de
0,2 a 0,5 um de diametro. Dentre os compostos lipidicos extraidos com solventes
organicos durante o processamento do 6leo, estdo presentes em maior quantidade
os triacilglicerdis (95 % a 97 % no d6leo bruto) e em menores quantidades os
fosfolipidios, material insaponificavel como esterdis, sitosterdis, tocoferdis, clorofila,
caroteno e os acidos graxos livres (LIU, 1997).

Apesar dos carboidratos representarem a segunda maior fragdo de
componentes presentes na soja, seu valor econdmico é menos importante do que o
das proteinas e dos lipidios. Os carboidratos da soja podem ser divididos em duas
classes: carboidratos insoluveis e soluveis. Os carboidratos insoluveis incluem a

celulose, hemicelulose, pectina e pequenas quantidades de amido (LIU, 1997).
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Dentre os carboidratos soluveis, a sacarose e os oligossacarideos da familia da
rafinose (RFOs: rafinose, estaquiose e verbascose) sdo os mais abundantes,
entretanto representam pequena parte do total de carboidratos (PETERBAUER,;
RICHTER, 2001).

O conteudo de cinzas totais no grao de soja € de aproximadamente
5 %. Os minerais que estdo presentes em maiores concentragbes sdo o potassio,
fésforo, magnésio, enxofre, calcio, cloro e sodio, os quais apresentam valores
médios que podem variar de 0,2 % a 2,1 %. Além destes minerais, estdo presentes
em menores concentragdes o silicio, ferro, zinco, manganés, cobre, molibdénio,
flior, cromo, selénio, cobalto, cadmio, chumbo, arsénio, mercurio, e iodo com
concentragbes que podem variar de 0,01 a 140 ppm. Da mesma forma como os
outros componentes, a concentragdo de minerais € influenciada por fatores
genéticos e ambientais (LIU, 2004).

Também estdo presentes na soja diversos outros constituintes, que,
embora correspondam a uma pequena fragdo do total, apresentam importante papel
funcional. Dentre eles podem-se citar as vitaminas (tiamina, riboflavina, niacina,
acido pantoténico, acido fdlico, B-caroteno e tocoferol), fitato e as isoflavonas (LIU,

1997), as quais serao apresentadas mais adiante.

3.3 CONSUMO E BENEFiCIOS DA SOJA

Muito embora metade da soja produzida no Brasil seja exportada na
forma de gréo e a outra parcela seja utilizada para fabricagdo de 6leo e ragdo animal
(CONAB, 2014b), a soja é considerada um produto versatil, pois pode ser
consumida na forma de produtos fermentados como miso, shoyu, natto, tempeh,
sufu e extrato aquoso de soja fermentado ou como produtos nao fermentados tais
como farinha de soja integral e farinha de soja desengordurada, flocos de soja,
extrato aquoso de soja, snacks, brotos de soja e dleo (LIU, 2004; CHANG; QIU,
2010; RAGHUVANSHI; BISHT; 2010; EMBRAPA, 2014a), bem como na industria de
bebidas, de carnes nas mais variadas formas, e, nos ultimos anos, como fonte
alternativa de combustivel (EMBRAPA, 2014b).

Em 1999, o Departamento de Saude e Servicos Humanos dos EUA
por meio do FDA (Food and Drug Administration) e a Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria (ANVISA) aprovaram a alegacao de que o consumo de 25 g de proteina de
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soja por dia acompanhada de uma dieta com baixo conteudo de gordura saturada e
colesterol pode reduzir o risco de doengas cardiacas, concretizando a alegagao que
tal componente apresenta propriedades funcionais (DEPARTMENT OF HEALTH
AND HUMAN SERVICES, 1999; BRASIL, 1999).

Os oligossacarideos da soja, principalmente a rafinose e estaquiose
muitas vezes sao citados como agucares que causam flatuléncia, pois os humanos
nao possuem a enzima a-galactosidase, necessaria para hidrolisa-los. Desta forma,
chegam intactos no intestino grosso onde a microflora é capaz de utiliza-los,
produzindo gases e 4acidos que causam inchago e diarreia. Entretanto, estes
agucares podem ser utilizados como prebibticos, pois estimulam o crescimento de
bactérias benéficas a saude humana, como as bifidobactérias, e estas produzem os
acidos graxos de cadeia curta, compostos benéficos as células do intestino grosso
(ESPINOSA-MARTOS; RUPEREZ, 2006; BOUHNIK et al, 2007; WOODMANSEY,
2007).

Além da alta qualidade de sua proteina e dos beneficios trazidos
pelos carboidratos, a soja também possui isoflavonas, compostos antioxidantes que
estdo associados a beneficios a saude humana, tais como efeito protetor contra a
perda 6ssea em mulheres na pés-menopausa (ATTERITANO et al., 2009; WEI et al.,
2012), prevencdo de doengas cardiovasculares (CHAN et al., 2007), alivio dos
sintomas da menopausa (WILLIAMSON-HUGHES et al., 2006) e efeito protetor
contra o desenvolvimento de cancer de mama (WADA et al.,, 2013) e de prostata
(DONG et al., 2013).

3.3.1 lIsoflavonas

Os principais flavonoides conhecidos sao as flavonas, flavonais,
flavanonas, flavandis, isoflavonoides e antocianinas. Estes compostos apresentam a
mesma estrutura basica (Figura 3), composta por dois anéis aromaticos ligados por
uma cadeia alifatica de trés carbonos, a qual normalmente esta condensada na
forma de um pirano (WANG, 2008). De todos os flavonoides, trés classes tém
despertado maior interesse na area nutracéutica e de alimentos funcionais: as

antocianinas, os flavanois e as isoflavonas (VALLS et al., 2009).
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Figura 3 — Estrutura basica de (a) flavonoides e (b) isoflavonoides (b)
a)

b)

Fonte: Liu (2004).

As isoflavonas apresentam estrutura geral C6-C3-C6 e s&o
caracterizadas por apresentarem estrutura polifendlica composta por dois anéis de
benzeno (A e B) ligados por um anel heterociclico C. A diferenga basica entre as
isoflavonas e as flavonas esta na posicdo em que o anel B se liga ao anel C. Nas
isoflavonas esta ligacdo ocorre no carbono trés (Figura 3a). Ao todo ja foram
descritos mais de 1600 isoflavonoides e dentre as espécies vegetais mais estudadas
as isoflavonas da soja tem merecido maior destaque (ANDERSEN; JORDHEIM,
2006).

Na soja, as isoflavonas daidzeina, genisteina e gliciteina s&o
sintetizadas pela rota metabdlica dos fenil-propanoides (Figura 4) e armazenadas
nos vacuolos preferencialmente como B-glicosideos e malonilglicosideos (GRAHAM,
1991; KUDOU et al.,, 1991). A daidzeina é produzida como parte da via fenil-
propanoide, apds a atuagédo da enzima chalcona sintase, seguida de uma redugao
pela enzima chalcona redutase, uma enzima especifica de leguminosas. A
genisteina é produzida a partir da narigenina, um composto intermediario da via de
producao de antocianinas e flavonoides. A sintese da gliciteina ainda ndo esta bem
esclarecida, entretanto especula-se que é derivada da isoliquiritigenina, um
intermediario da sintese da daidzeina (LATUNDE-DADA et al., 2001). Em todos os
casos, a reagao de migracdo de um grupo aril para formagao das isoflavonas é

mediada pela enzima isoflavona sintase (JUNG et al., 2000; YU et al., 2003).
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Figura 4 — Diagrama parcial da rota dos fenil-propanoides.
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Assim, as isoflavonas da soja e de seus produtos ocorrem em quatro
grupos e 12 formas distintas: agliconas (daidzeina, genisteina e gliciteina), [3-
glicosideos (daidzina, genistina e glicitina), malonilglicosideos (6”-O-malonildaidzina,
6”-O-malonilgenistina e 6”-O-malonilglicitina) e acetilglicosideos (6”-O-acetildaidzina,
67-O-acetilgenistina e 6”-O-acetilglicitina) (LIU, 2004; WANG, 2008). Na Figura 5 e
Tabela 2 estdo apresentadas as 12 formas das isoflavonas encontradas na soja.

Muito embora os flavonoides sejam encontrados em varias familias
de plantas, as isoflavonas estdo presentes em apenas poucas espécies. Além disto,
a soja é a unica espécie que apresenta altas quantidades desta substancia variando
de 0,12 mg a 4,61 mg de isoflavonas totais/g de grdo (CARRAO-PANIZZI et al.,
2009). Segundo Gutierrez-Gonzalez et al. (2009), a faixa de concentragédo de
isoflavonas nos graos de soja € muito ampla, mesmo em linhagens geneticamente

estaveis que crescem em ambiente controlado. Assim, a sintese e acumulo das
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isoflavonas dependem de inumeros fatores bidticos e abidticos, tais como safra
(WANG; MURPHY, 1994), temperatura, época, local de cultivo (TSUKAMOTO et al.,
1995; BERGER et al., 2008) e carga de patégenos no local de cultivo (WEGULO et

al., 2005). Apds a colheita dos graos, o tempo de armazenamento e as condigdes de

processamento também influenciaram a concentragcdo e perfil das isoflavonas

(YUAN et al., 2009).

Iﬂaura 5 — Estrutura quimica genérica das isoflavonas da soja
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Tabela 2 — Estrutura quimica das 12 isoflavonas da soja

Isoflavona R1 R2 R3
Genisteina H H OH
Daidzeina H H H
Gliciteina H OCH5 H
Genistina CgH110g H OH
Daidzina C E.H 1 105 H H
Glicitina Ca.HnO'a DCHg H
Acetilgenistina CgH450+COCH; H OH
Acetildaidzina CgH1105+COCH; H H
Acetilglicitina CgH4;,04+COCH, OCH, H
Malonilgenistina CegH410+COCH,COOH H OH
Malonildaidzina CeH1;04+COCH.COOH H H
Malonilglicitina CeH,;,04+COCH,CO0H OCH, H

Fonte: Adaptado de Rostagno, Palma e Barroso (2005).

O conteudo total de isoflavonas, bem como de suas formas

individuais, pode ainda variar dentro da estrutura da prépria semente. As isoflavonas

sao encontradas no eixo embrionario em concentragdes de 5 a 25 vezes maiores do

qgue nos cotilédones, enquanto que o tegumento apresenta quantidades despreziveis
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(LIU, 2004; RIBEIRO et al., 2006; YUAN et al., 2009). Além disto, a glicitina e seus
derivados sao encontrados somente no eixo embrionario (KUDOU et al.,, 1991;
SILVA et al.,, 2012). Por outro lado, 80 % a 90 % das isoflavonas est&do nos
cotilédones, que representam cerca de 90 % da massa total do gréo, enquanto que
0 eixo embrionario contém de 10 % a 20 % do total de isoflavonas e representa
apenas 2 % da massa do grao (LIU, 1997).

Dentre todas as isoflavonas, os malonilglicosideos estdo presentes
em maior quantidade nos graos de soja, seguida dos B-glicosideos, agliconas e
acetilglicosideos (HSIEH; KAO; CHEN, 2005). Entretanto, quando a soja é
submetida ao processamento onde s&o utilizadas alta temperatura e pressao, os
malonilglicosideos sdo convertidos em acetilglicosideos e estes por sua vez em 3-
glicosideos (PARK et al.,, 2001; ROSTAGNO; PALMA; BARROSO, 2005; XU;
CHANG, 2008). Além disto, os B-glicosideos podem ser convertidos em agliconas
devido ao aumento da atividade da enzima [-glicosidase quando a soja é submetida
a fermentagdo (CARRAO-PANIZZI; BORDIGNON, 2000) ou germinagdo (RIBEIRO
et al., 2006).

O teor de isoflavonas dos alimentos a base de soja pode ser muito
variavel em funcdo das caracteristicas da matéria prima bem como de seu
processamento. Um banco de dados do conteudo de isoflavonas totais e de suas
formas agliconas presentes em mais de 550 alimentos, com ou sem soja, foi
disponibilizado pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2008).
De acordo com esses dados, nota-se que os alimentos contendo soja se destacam
em relagcdo ao conteudo de isoflavonas, podendo atingir valores de até 225 mg/100g
de parte comestivel do alimento e em base umida, comprovando que a soja € uma
6tima fonte de isoflavonas.

O potencial da soja como um ingrediente saudavel para formulacdes
de alimentos funcionais estda sendo grandemente explorado pelas industrias de
alimentos. O efeito protetor das isoflavonas contra a osteoporose e sintomas de
menopausa levou ao langamento de varios produtos com soja tais como extrato de
soja e analogos de produtos lacteos (VALLS et al., 2009). Entretanto, as isoflavonas
em sua forma isoladas sao reconhecidas pela legislagdo brasileira como
medicamento fitoterapico, tendo obrigatoriedade de registro (ANVISA, 2014a;
ANVISA, 2014b).
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De acordo com a ANVISA (2014b): “...] fitoterapicos séao
medicamentos obtidos a partir de plantas medicinais [...] empregando-se
exclusivamente derivados de droga vegetal (extrato, tintura, oleo, cera, exsudato,
suco, e outros)”. Desta forma, os dizeres de rotulagem e o material publicitario dos
produtos a base de soja na area de alimentos ndo podem veicular qualquer
alegacdo em funcado das isoflavonas, seja de conteudo (“‘contém”), funcional, de
saude e terapéutica (prevencédo, tratamento e cura de doencgas). Além disto, de
acordo com os requisitos adicionais que devem ser atendidos para o registro de
novos alimentos, a soja ou produtos a base de soja devem apresentar laudo de
analise do produto informando a quantidade de isoflavonas no produto pronto para
consumo, sendo que a quantidade maxima permitida de isoflavonas € de 25 mg/dia.
(ANVISA, 2014a; ANVISA 2014b).

Embora ndo sejam classificadas oficialmente como nutrientes, as
isoflavonas apresentam papel tdo importante quanto o de vitaminas e minerais
(MESSINA; MESSINA; SETCHELL, 1994). Inicialmente, os estudos sobre as
isoflavonas da soja estavam voltados para o conhecimento da atividade estrogénica
(WONG; FLUX, 1962) e sobre a interferéncia deste composto no metabolismo
mineral (MAGEE, 1963). Entretanto, estudos mais recentes demonstraram que as
isoflavonas podem apresentar outros efeitos positivos como atividade antioxidante e
antifungica (FLEURY et al., 1992), atividade hipocolesterolémica (MESSINA, 2000;
GARDENER et al., 2001; WANGEN et al., 2001) e redugdo de ondas de calor e
perda 6ssea decorrentes da pds-menopausa (LETHABY et al., 2007; MESSINA,;
WOOD, 2008) e efeito protetor contra o desenvolvimento de céncer de mama
(WADA et al., 2013) e de prostata (DONG et al., 2013).

De acordo com Brouns (2002), mulheres asiaticas com
comportamento alimentar tradicional, apresentaram melhores condi¢cdes
cardiovasculares e 0sseas quando comparadas com as ocidentais. Tal caracteristica
pode ser decorrente da dieta rica em soja e consequentemente em isoflavonas.
Segundo Lephart et al. (2004), as isoflavonas sao fitoestrogenos que apresentam
efeito tanto estrogénico quanto antiestrogénico devido a sua estrutura similar ao
estradiol de mamiferos e, portanto, a sua ingestdo pode ser desejavel. As
isoflavonas desempenham um importante papel na saude humana, entretanto a
eficacia clinica de sua agao é dependente das propriedades farmacocinéticas, em

particular da absor¢cao e distribuicdo do tecido alvo, sendo que as formas
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conjugadas apresentam menor absor¢gdo no epitélio intestinal e menor atividade
biolégica quando comparadas as agliconas correspondentes (VITALE et al., 2013).

Na soja e em alimentos a base de soja, as isoflavonas estédo
presentes como uma mistura de malonilglicosideos e B-glicosideos. Apds serem
ingeridas, as isoflavonas sao hidrolisadas pelas enzimas B-glicosidases do intestino
e de bactérias liberando as agliconas (DAY et al., 1998; SETCHELL et al., 2002). As
agliconas por sua vez podem ser absorvidas diretamente ou serem novamente
metabolizadas pela microflora intestinal no intestino grosso formando outros
compostos tais como equol e O-desmethylangolensin (O-DMA) (ATKINSON;
FRANKENFELD; LAMPE, 2005). Mais recentemente também foi relatada em
estudos com camundongos a formagéo de 5-hidroxi-equol a partir da genisteina, por
meio da acao de bactérias estritamente anaerdbicas (MATTHIES et al. 2008).

O metabolismo decorrente da microflora intestinal desempenha um
importante papel na disponibilidade e bioativacdo das isoflavonas. Segundo Setchell
et al. (2002), o S-equol [7-hydroxy-3-(49-hydroxyphenyl)-chroman] é de longe o mais
abundante e ativo metabdlito intestinal da daidzeina, além disto estes pesquisadores
observaram dois grupos de pessoas com capacidades distintas de produgao do S-
equol, e estas diferencas estdo relacionadas ao tipo de bactérias intestinais
presentes. Desta forma, a efetividade de suplementos a base de proteina de soja
contra doencas cardiovasculares, osteoporose e sintomas da menopausa pode estar
diretamente relacionada a habilidade de biotransformacéao das isoflavonas em equol.

Os fitoestrégenos e em particular as isoflavonas e seus metabdlitos,
apresentam uma grande similaridade estrutural com o hormdnio feminino 1,7-B-
estradiol (Figura 6), desta forma podem ligar-se aos receptores de estrogénio alfa e
beta e mimetizar a acdo dos estrogenos nos tecidos alvo, exercendo varios
beneficios quando usados em tratamentos de doencas horménio-dependentes
(VITALE et al.,, 2013). O S-equol apresenta maior afinidade aos receptores de
estrogénio quando comparada a daidzeina (SETCHELL et al., 2002), entretanto, a
capacidade de producdo de S-equol a partir da daidzeina € muito variavel entre a
populacao adulta. Segundo Song et al. (2006), mulheres caucasianas produziram
guantidades significativamente menores de S-equol do que mulheres asiaticas, apos
a ingestdo de alimentos de soja contendo isoflavonas. Portanto, ainda sé&o

necessarios mais estudos sobre metabolismo e biotransformacao das isoflavonas
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para obter uma maior compreensdo destas substancias na saude humana.

Entretanto, verifica-se que dietas contendo isoflavonas s&o atrativas.

Figura 6 — Estruturas da Genisteina, Daidzeina, Equol e Etradiol
Genisteina Daidzeina
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3.4 FORMACAO E GERMINACAO DA SEMENTE DE SOJA

O

A soja pertence ao grupo de plantas autbgamas, ou seja, aquelas
que realizam preferencialmente autofecundacdo (acima de 95 %). Este fenbmeno
ocorre quando o gameta masculino (polen) fertiliza um gameta feminino (6vulo) da
mesma planta, assim, do ponto de vista genético, a progénese é idéntica a planta
mae (MARCOS FILHO, 2005). A primeira divisdo celular ocorre geralmente 32 h
apdés a fertilizacdo e dentro de sete dias inicia-se a formacdo das folhas
cotiledonares. Entre 10 e 14 dias, inicia-se a formacao das duas folhas primarias e,
apos estas atingirem seu maximo tamanho no embrido, inicia-se a formagao das
primeiras folhas trifoliadas. Durante este periodo, inicia-se o acumulo das reservas
de nutrientes nos cotilédones (KUMUDINI, 2010). O processo de desenvolvimento
ou maturagdo da semente € controlado geneticamente e envolve uma sequéncia
ordenada de alteracdes verificadas a partir da fecundagao, até que as sementes se
tornem individuos independentes da planta mde e compreende um conjunto de

etapas sucessivas de preparo para o sucesso da germinagao. O desenvolvimento
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também é caracterizado pela sintese e acumulo de reservas, que posteriormente
serdo mobilizadas na germinagdo e emergéncia da planta, conduzindo a retomada
do crescimento e a formacgao da plantula (MARCOS FILHO, 2005). Ainda nesta fase,
as células do embrido sintetizam metabolitos secundarios (PUEPPKE et al., 1998),
dentre eles as isoflavonas (BERGER et al., 2008).

A semente da soja madura apresenta aparéncia tipica de uma
semente de leguminosa (Figura 7). E composta por um embrido bem desenvolvido e
pela casca. O embrido, por sua vez apresenta dois cotilédones e o eixo embrionario,
que pode ainda ser subdividido em radicula, hipocdtilo e epicoétilo. Os cotilédones
sao responsaveis pelo armazenamento de substancias de reserva. As partes do eixo
embrionario sio dificeis de serem diferenciadas, por isso frequentemente o conjunto
radicula, hipocétilo e epicétilo € denominado de eixo embrionario radicula-hipocaétilo
ou simplesmente eixo embrionario (MARCOS FILHO, 2005).

Figura 7 — Estrutura tipica de uma semente de leguminosa
. Casca
Cotilédone

Radicula

Hipocétilo ==—Eixo embrionario

Epicotilo

—

Fonte: Adaptado de Tnau Agritech Portal (2012)

Durante a germinacéo, o epicétilo da origem a parte aérea da planta
atuando como gema apical, a radicula origina o sistema radicular e o hipocétilo é
responsavel pela ligagao entre radicula e epicétilo (MARCOS FILHO, 2005). A casca
envolve todo o embrido e contém uma estrutura denominada de hilo, a qual
apresenta forma e cor variada. Em uma das extremidades do hilo esta presente a
micrépila, uma estrutura pequena proveniente da formagdo do grdo e que é
recoberta por uma cuticula quando este atinge a maturidade (VERNETTI, 1983;
MENEZES et al., 1997; KUMUDINI, 2010; UNIVERSITY OF MINNESOTA, 2012).

A germinagdo é um processo biolégico natural e complexo que

ocorre em todas as plantas superiores e que envolve reagdes catabdlicas, como
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hidrolise de substancias de reserva, e anabdlicas para producédo de novas células do
embrido (METIVIER, 1979). Tal fenébmeno tem inicio quando ha condi¢des
adequadas para o crescimento tais como umidade, temperatura e fornecimento de
nutrientes e termina quando se inicia o alongamento do eixo embrionario (BEWLEY;
BLACK, 1994). Assim, o eixo embrionario retoma o desenvolvimento que tinha sido
interrompido na maturagao fisioldgica da semente e, consequentemente, ha o
rompimento do tegumento pela radicula em desenvolvimento (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2000). O processo de germinacédo inclui inumeros eventos tais como
hidratacdo de proteinas, mudangas na estrutura subcelular, respiracao, sintese de
macromoléculas e elongamento celular. As substancias de reserva presentes nos
cotilédones s&o hidrolisadas e usadas no desenvolvimento e crescimento do eixo
embrionario (GARCIA; PRIMO, 1993; BEWLEY; BLACK, 1994; SANGRONIS;
MACHADO, 2007).

O processo de germinacdo pode ser dividido em trés etapas
principais: embebi¢c&o, processo bioquimico preparatorio e emergéncia propriamente
dita, os quais podem ocorrer concomitantemente (BEWLEY; BLACK, 1994). Na
embebicdo da semente, a difusdo de quantidades consideraveis de agua para
dentro das sementes €& fundamental para o reestabelecimento das atividades
metabolicas que foram perdidas apos a maturidade da semente. A agua contribui
para o amolecimento do tegumento, intensifica a velocidade respiratoria, favorece as
trocas gasosas, induz a sintese e atividade de enzimas e fito-horménios e auxilia
significativamente na digestdo translocagdo e assimilacdo das reservas e
crescimento subsequente. A embebicdo € essencial, pois devido ao periodo de
repouso ocorrido apés a maturagao fisioldgica, os tecidos estdo dessecados. O
inicio das atividades hidroliticas € proporcionado por enzimas sintetizadas durante a
maturagao da semente. Ja a sintese “de novo” de hidrolases envolve a atuagao do
mecanismo de sintese de proteinases, concomitantemente a recuperagdo do
metabolismo oxidativo, processos sincronizados e ativados durante a embebicao
(MARCOS FILHO, 2005).

No processo bioquimico preparatério, ocorre a ativagdo da
respiragéo, digestao de reservas e translocacéo e assimilagdo dos nutrientes. Com a
respiragao celular, ocorre a liberagdo de energia quimica acumulada em moléculas
como carboidratos e lipidios. Esta energia liberada é utilizada para as diversas

atividades metabdlicas da célula. Os carboidratos, lipidios e proteinas ndo podem
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ser transportados de uma célula para outra até os pontos de crescimento do embridao
e nem serem utilizados para formacado de novo protoplasma e paredes celulares
antes de serem simplificados, portanto, € necessario que ocorra a hidrolise destas
substancias por meio de enzimas, com consequente transformagdo em moléculas
soluveis e difusiveis, caracterizando a etapa da digestdo de reservas (MARCOS
FILHO, 2005).

A translocagcdo das reservas digeridas para o eixo embrionario,
principalmente como sacarose, aminoacidos e compostos fosforados, ocorre durante
a etapa de embebicdo da semente. Em sementes de soja, a germinagao é
acompanhada por decréscimos nos teores de proteinas e matéria seca dos
cotilédones e acréscimos no eixo embrionario. Em seguida, as reservas
simplificadas, translocadas para os pontos de crescimento, sdo reorganizadas em
substancias mais complexas para formacado do protoplasma e paredes celulares.
Este processo demanda uma grande quantidade agua e de energia liberada pela
respiracdo, com isto, sdo criadas as condi¢cdes para a retomada do crescimento do
embrido. Vale ressaltar que este processo nao se deve ao novo acumulo de
substancias, mas sim da redistribuicdo das reservas armazenadas anteriormente
(MARCOS FILHO, 2005).

O crescimento do embrido € marcado pela protusdo da raiz primaria,
a qual pode ser decorrente tanto da divisdo quanto do alongamento celular, mas em
geral, o alongamento precede a divisdo. No inicio do alongamento, ha uma ativa
preparacdo das paredes celulares para a sintese de novos compostos e
praticamente ndo ha acumulo de matéria seca. Posteriormente, ha um rapido
alongamento com acréscimos significativos tanto de massa de matéria umida quanto
de matéria seca do eixo embrionario, acompanhados pela rapida mobilizacdo de
nutrientes dos cotilédones para a raiz primaria. A sintese de proteinas é essencial a
geminagéao e ocorre apods a embebigcdo da semente (MARCOS FILHO, 2005).

O primeiro sinal de que o processo de germinagado se completou é
normalmente observado pelo aumento do comprimento e da massa de matéria
umida da radicula. Em leguminosas como a soja, ha um consideravel crescimento
da radicula antes da ruptura da casca (BEWLEY; BLACK, 1994).

Durante o processo de germinagdo da soja, ocorrem aumentos
significativos na concentragdo de componentes biologicamente ativos das sementes,
como lecitinas (BAU et al., 1994), saponinas (PAUCAR-MENACHO et al., 2010a;
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PAUCAR-MENACHO et al., 2010b; DIA et al., 2012), fitosteréis (CHANDRASISI et
al., 1990; SHI; NAM; MA, 2010). Neste processo, também se verifica a ativacdo das
enzimas por simples hidratagdo (LABOURIAU, 1983), assim ha uma diminui¢cdo de
galactosil oligossacaridios como a rafinose e estaquiose devido a reativagdo da
enzima a-galactosidase (CHANDRASIRI et al., 1987; MARTIN-CABREJAS et al.,
2008) e redugao na concentracédo de acido fitico e aumento no teor de fésforo total
devido a ativacdo das enzimas fitases (LABOURIAU,1983; RIBEIRO; IDA;
OLIVEIRA, 1999).

Alimentos produzidos a partir de soja germinada podem ainda
apresentar aumento significativo de vitaminas como o acido ascérbico, riboflavina e
tiamina (BATES; MATTHEWS, 1975; AHMAD; PATHAK, 2000); aumento de acido
aspartico e acido glutédmico, responsaveis por caracteristicas sensoriais desejaveis
em brotos de soja (MOSTAFA; RAHMA; RADY, 1987); redugdo da atividade da
lipoxigenase, e reducdo do sabor de feijdo cru com consequente melhora das
qualidades sensoriais (AHMAD; PATHAK, 2000; PAUCAR-MENACHO et al., 2010a);
aumento da extracéo de proteina (CHIARELLO et al., 2006); e mudanca no perfil de
isoflavonas com consequente aumento do teor de agliconas (CHIARELLO et al.,
2006; YUAN et al., 2009; PAUCAR-MENACHO et al., 2010a; YOSHIARA, 2012)

Durante a germinagdo da semente de soja, as isoflavonas
desempenham um importante papel, pois sdo exsudadas pelas raizes para a
rizosfera e funcionam como moléculas sinalizadoras para a indugdo de genes nod
durante a simbiose entre leguminosas e bactérias fixadoras de nitrogénio do género
Rhizobium (GRAHAN, 1991; FERGUSON; MATHESIUS, 2003; SUZUKI et al., 2006;
SUGIYAMA; SHITAN; YAZAKI, 2007; WESTON; MATHESIUS, 2013). Além disto,
atuam como precursoras de fitoalexinas durante a interacdo da planta com micro-
organismos patogénicos, impedindo o ataque destes ultimos (DIXON; FERRERIA,
2002; LOZOVAYA et al., 2007).

Ha diversos fatores que podem influenciar o conteudo de
isoflavonas, tais como parte estrutural do broto de soja e tempo, temperatura e
iluminagao durante a germinagao. Zhu et al. (2005) avaliaram o efeito da germinagao
no conteudo de isoflavonas em duas cultivares de soja e constataram que o
conteudo total de isoflavonas aumentou gradualmente durante a maceragdo dos
graos sendo que ao final desta etapa, atingiu-se o maximo teor de daidzeina e

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

Ribeiro et al. (2006) avaliaram a influéncia do tempo de germinacéao
sobre o perfil das isoflavonas e atividade da B-glicosidase em radiculas e cotilédones
cultivar de soja BRS 213 germinadas por 72 h a 25 °C. Nas radiculas germinadas
por 72 h foi observado um aumento de 3,3 vezes na atividade de [B-glicosidase e
uma redugao de 6,3 vezes no conteudo total de isoflavonas, enquanto que houve
uma reducdo de 5 a 10 vezes na concentragdo de malonilglicosideos, daidzina e
genistina. Entretanto, ndo houve uma variagdo significativa na concentracdo de
daidzeina e a genisteina e a gliciteina foram detectadas somente em alguns tempos
de germinacgao. Por outro lado, nos cotilédones germinados por 72 h, observou-se
um aumento de 2,3 vezes na atividade de (B-glicosidase e um aumento de 2,4, 2,6 e
3,3 vezes na concentragao de isoflavonas totais, malonilgenistina e malonildaidzina,
respectivamente, enquanto que ndo houve variagao significativa na concentracao de
genistina e daidzina e a genisteina foi a Unica aglicona presente no cotilédone,
sendo detectada apenas em 0 h e 6 h de germinacgao.

Chiarello et al. (2006) investigaram a influéncia do tratamento
térmico e germinacédo sobre o perfil de isoflavonas em extrato aquoso de soja e
observaram uma redugao de 1,1 vezes no conteudo total de isoflavonas e aumento
de 7,0 vezes no conteudo total de agliconas apdés 168 h de germinagdo a 22 °C e
auséncia de luz. Nestas mesmas condi¢des, observaram também um aumento de
1,4 vezes na extracdo de proteina, indicando que a germinagdo € um processo
interessante para a produgao de extrato aquoso de soja com maior teor de
agliconas.

Phommalth et al. (2008b) observaram, apés 168 h de germinagéo,
um aumento de 1,4 e 2,9 vezes no teor de isoflavonas totais para as cultivares Aga3
e Pungsannamulkong, respectivamente. Entretanto, apds este periodo, a
concentracdo diminuiu. Estes mesmos autores também observaram um aumento no
teor de isoflavonas totais nos cotilédones e diminuicdo no teor de isoflavonas totais

nos hipocétilos apds germinagao por 168 h.
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Yuan et al. (2009) observaram uma diminuigcdo na concentracao de
B-glicosideos e um aumento na concentragao de agliconas apds a germinacao da
soja por 120 h na presenga de luz natural e condigbes n&o controladas de
temperatura. Entretanto, os malonilglicosideos apresentaram as maiores
concentragbes durante o processo de germinagdo. Observaram também um
aumento no teor de agliconas e diminuicdo dos malonilglicosideos durante a noite,
caracterizando um ritmo circadiano.

Paucar-Menacho et al. (2010b) avaliaram a influéncia do tempo e
temperatura sobre diversos compostos bioativos na cultivar de soja BRS 133
germinadas e concluiram que estes dois fatores apresentaram influéncia significativa
no perfil de isoflavonas. Estes pesquisadores observaram que as maiores
concentragdes de isoflavonas totais (453,1 mg/100 g) em farinha desengordurada de
soja germinada da cultivar BRS 133 foram obtidas em baixos tempos de germinagéao
(12 h a 21 h) e em temperaturas de 18 °C a 25 °C. Ja as maiores concentragdes de
agliconas foram alcangadas em tempos de germinacéo variando de 63 ha 72 h e
temperaturas entre 30 °C a 32 °C, com ponto 6timo (90,3 mg/100g) em 63 h de
germinacgao e 30 °C.

Shi, Nam e Ma (2010) observaram redugdo de 1,2 vezes na
concentragéo de isoflavonas totais em soja germinada por 168 h a 25 °C e com luz.
Entretanto, estes mesmos pesquisadores verificaram que o teor das isoflavonas
daidzina e de genistina aumentou 2,2 e 2,0 vezes, enquanto que a concentragao das
isoflavonas daidzeina e de genisteina aumentou 6,5 e 3,9 vezes, respectivamente,
entre 24 h e 168 h de germinagao a 25 °C e presencga de luz.

Yoshiara (2012) observou diferengas entre o perfil de isoflavonas
nas diferentes partes de sementes de soja da cultivar BRS 257 germinada por 168 h
a 35 °C e presenca de luz natural. Para os hipocdétilos e radiculas, a maxima
concentragdo de agliconas ocorreu ap6s 72 h de germinagédo (0,55 mg/g e 1,53
mg/g, em base seca), ja para os cotilédones, a maxima concentragdo de agliconas
(0,89 mg/g) foi obtida apds 120 h, enquanto que para os epicétilos (0,96 mg/g) apos
168 h de germinacgao.

Assim, destaca-se a importancia de se investigar o processo de
germinagao de soja visando principalmente as alteragdes no perfil de isoflavonas de

soja germinada cujo produto poderia beneficiar a saude do consumidor.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIA PRIMA E REAGENTES

A cultivar de soja tipo convencional BRS 284 (safra 2011/12),
desenvolvida pela Embrapa Soja em Londrina — PR foi cedida pela SL Alimentos
(Londrina-PR) e utilizada para o processo de germinagdo. Segundo a Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA, 2010), esta cultivar € indicada
para processamento industrial e apresenta tamanho de semente médio (14,6 g/100
sementes) e teor de proteina e lipidios de 38,7 % e 20,4 %, respectivamente. Foram
utilizados os seguintes padrdes individuais de isoflavonas: daidzina, genistina,
glicitina, daidzeina, genisteina, gliciteina (Sigma-Aldrich Co.,St. Louis, MO, EUA),
acetildaidzina, acetilgenistina, acetilglicitina, malonildaidzina, malonilgenistina e
malonilglicitina (Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japao). Os demais

reagentes utilizados foram de grau analitico ou especificos para cromatografia.

4.2  PREPARO DA AMOSTRA E PROCESSO DE GERMINACAO DAS SEMENTES DE SOJA

Para eliminagdo de grdos danificados, manchados ou qualquer
material estranho, as sementes de soja foram previamente selecionadas e em
seguida submetidas a germinagao em papel de germinagéo (dimensdes de 37,5 cm
x 28,2 cm, Germitest). Cinquenta sementes foram dispostas, com auxilio de placas
perfuradas, sobre dois papéis de germinagdo previamente umedecidos com agua
destilada. Em seguida, as sementes foram cobertas com outro papel de germinagéo
umedecido, a borda inferior foi dobrada e o conjunto enrolado longitudinalmente para
formar os rolos (Figura 8).

Para cada tempo de germinacgdo (24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h, 144
h, 168 h), foram montados 45 rolos, os quais foram divididos em trés blocos e
colocados ao acaso em camara de germinagao (modelo Mangelsdorf, J. Prolab —
Sao José dos Pinhais, PR) (Figura 9).

O processo de germinagdo foi realizado conforme descrito por
Yoshiara et al. (2012a). Foi utilizado um periodo maximo de 168 h, com luz natural,
temperatura constante de 35 °C (1 °C) e 100 % de umidade (Figura 10). Para o

estudo dos brotos de soja e os componentes hipocétilo e radicula, foi considerado o
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Figura 8 — Preparo de material e sementes de soja para o processo de germinagao
da soja
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Figura 9 — Camara de germinagéo e os blocos experimentais
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Figura 10 — Desenvolvimento da soja BRS 284 germinada

[
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tempo de germinacado a partir de 48 h devido ao seu aparecimento. A temperatura
utilizada foi baseada em estudos anteriores, onde foi obtida alta concentragao de
agliconas na cultivar de soja BRS 257 (YOSHIARA, 2012). As sementes de soja
foram coletadas em cada tempo de germinacédo e uma quantidade suficiente para as
analises foi separada manualmente entre os componentes cotilédones, radicula e
hipocétilo (Figura 11). Os brotos de soja foram submetidos as anadlises fisicas
(comprimento, massa de 100 brotos, matéria seca de 100 brotos). Em seguida, os
brotos de soja e seus componentes foram liofilizados até peso constante, triturados
em moinho de facas (modelo A-11, lka) e armazenados em sacos de polietileno a -
22 °C até o momento das analises. A determinacdo das diferentes formas de
isoflavonas nos brotos de soja e seus componentes foi realizada em triplicata.
Quando necessario, as sementes inteiras ou os componentes das sementes nao

germinadas foram utilizadas para comparacéo.
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Figura 11 — Componentes do broto de soja germinado por 168 h
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4.3 PROCEDIMENTOS ANALITICOS
4.3.1 Umidade

O teor de umidade das amostras liofilizadas foi realizado em estufa a

105 °C (IAL, 2008) para expressar os resultados em base seca.

4.3.2 Extracdo e Quantificagdo de Isoflavonas por Cromatografia Liquida de Ultra
Eficiéncia (CLUE)

As amostras liofilizadas e moidas foram desengorduradas com n-
hexano (1:10, m/v) a temperatura ambiente por 1 h com agitacdo continua e rotativa
de 200 rpm em mesa agitadora orbital, seguida por filtragdo a vacuo antes da
extracao de isoflavonas. Em seguida, 2 mL de solugao extratora (agua, etanol e
acetona, 1:1:1, v/v/v) foram adicionados em 100 mg de amostra desengordurada e
agitados em vortex a cada 15 min por 1 h a temperatura ambiente. Logo apds, a
mistura foi colocada em banho ultrassbénico por 15 min a temperatura ambiente
conforme a metodologia descrita por Yoshiara et al. (2012b). Em seguida, o extrato
foi centrifugado (4° C, 794 x g, 15 min; Eppendorf centrifuge 580R, Hamburg,
Alemanha) e o sobrenadantes filtrado em membradas hidrofilicas de PVDF com
tamanho de poro de 0,22 um (Millex-GV, Millepore, Billerica, MA, EUA) e, entéo,
aplicado no cromatégrafo liquido de ultra eficiéncia.

A separacao e quantificacao das isoflavonas por CLUE foi realizada
de acordo com metodologia descrita por Handa et al. (2014), utilizado o
cromatdgrafo UPLC® (Acquity UPLC® System, Waters, EUA), equipado com injetor

automatico de amostras, bomba quaternaria, forno com temperatura controlada de
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35 °C e detector com arranjo de diodos (DAD), controlado pelo software Empower 3.
A eluicdo das amostras foi conduzida em coluna de fase reversa Acquity™ UPLC
BEH 18 (50 mm x 2,1 mm diametro interno; 1,7 uym de didmetro de particula;
Waters), com fase modvel 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¢ao, foi atingida uma proporgéo 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 maével foi de 0,7 mL/min e o
sistema de detecgao foi constituido por um detector com arranjo de diodos (DAD
Waters), ajustado ao comprimento de onda de 260 nm. Para cada amostra, foram
realizadas trés corridas cromatograficas.

A curva de calibragéo (area do pico x concentragao de isoflavona) foi
construida de acordo com Handa et al. (2014) utilizando solugbes padrbes de
daidzina, genistina, glicitina malonildaidzina, malonilgenistina, malonilglicitina,
acetildaidzina, acetilgenistina, acetilglicitina, genisteina e gliciteina (0,100, 0,025,
0,006 e 0,002 mg/mL) e daidzeina (0,100, 0,025, 0,006, 0,002 e 0,001 mg/mL). As
solugdes padroes de cada forma de isoflavona foram injetadas em ftriplicata para
obtencdo dos cromatogramas correspondentes. A identificacdo de cada forma de
isoflavona nos cromatogramas foi realizada por comparagdo dos espectros de
absorcido e tempos de retencdo dos seus respectivos padrdes. A quantificacdo foi
realizada com base na curva de calibracdo da respectiva forma de isoflavonas. Os
resultados das diferentes formas de isoflavonas e da somatéria de todas as formas
de isoflavonas foram expressos em pmol da respectiva forma de isoflavona g~ de

amostra em base seca e desengordurada.
4.3.3 Medidas Fisicas dos Brotos de Soja

Para quantificar a massa de 100 sementes, estas foram coletadas
aleatoriamente e pesadas em balanga analitica. Para determinar o percentual de
cada componente da semente, foram utilizados 100 g de sementes e os seus
componentes (cotilédone, eixo embrionario e casca) foram separados manualmente,
e pesados em balanga analitica.

Para as analises fisicas de comprimento, massa de 100 brotos e

matéria seca de 100 brotos, foram utilizadas amostras de 20 brotos por bloco. Para
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medir o comprimento dos brotos, foi utilizado o software Foxit Reader versao 6.0.
Assim, os brotos foram fotografados e o comprimento total foi determinado pela
medida entre a extremidade da raiz até a extremidade do epicdtilo e expresso em
centimetros. Para determinar a massa de 100 brotos, foi utilizada balanga analitica e
os resultados expressos em gramas por 100 brotos. Para determinacdo da umidade
e da matéria seca, os brotos foram liofilizados até peso constante, triturados em
moinho de facas (marca lka, modelo A-11) e em seguida submetidos a analise de
umidade em estufa a 105 °C. O rendimento dos brotos de soja germinados foi
calculado pela relagao entre a massa de 100 brotos e a massa de 100 sementes e

multiplicado por 100. Todas as analises fisicas foram realizadas em triplicata.

4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

Para o processo de germinacao, foi utilizado o delineamento
experimental de blocos completos casualizados com trés replicatas em cada tempo
de germinacgdo. Os resultados das diferentes formas de isoflavonas na semente de
soja e seus componentes foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as
médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). Os resultados das analises fisicas
e diferentes formas de isoflavonas dos brotos de soja e seus componentes foram
submetidos a analise de regressdo entre tempo de germinacdo e umidade,
comprimento dos brotos, massa de 100 brotos, matéria seca de 100 brotos, teor das
diferentes formas de isoflavonas com auxilio do software Statistica 10.0
(STATSOFT, INC. 2011) e utilizando todos os dados experimentais.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os Resultados e Discussao foram descritos na forma de dois artigos
cientificos conforme seguem. Os manuscritos foram traduzidos para o inglés e
formatados para submissao nos periédicos Food Chemistry e Journal of Agricultural

and Food Chemistry.
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6.1 ARTIGO CIENTIFICO 1: PARAMETROS FisICOS E EFEITO DO TEMPO DE GERMINACAO
SOBRE O TEOR E FORMA DE ISOFLAVONAS DE BROTOS DE SOJA

Submetido no Food Chemistry.

PARAMETROS FiSICOS E O EFEITO DO TEMPO DE GERMINAGAO SOBRE O
TEOR E FORMA DE ISOFLAVONAS DE BROTOS DE SOJA

Quinhone Junior, A?, Ida, E. I?°

RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar os parametros fisicos e o efeito do
tempo de germinacgéo sobre o teor e formas de isoflavonas dos brotos de soja da
cultivar BRS 284. As sementes foram germinadas por 168 h a 35 °C e os brotos
coletados em intervalos de 24 h. Foram avaliados os parametros fisicos e teor de
diferentes formas de isoflavonas das sementes e dos brotos de soja e os dados
submetidos a analise de regressdo. A semente de soja apresentou 26,0 % de [3-
glicosideos, 72,9 % de malonilglicosideos e 1,2 %, de agliconas. O rendimento dos
brotos de soja foi de 632,4 % apds 168 h de germinagdo. O efeito do tempo de
germinacgao foi quadratico no comprimento, umidade e na concentragao de daidzina,
genistina e genisteina, linear na massa umida e na concentragdo de malonildaidzina.
A matéria seca e a concentracdo de malonilglicitina mantiveram-se constantes e a
glicitina e gliciteina ndo foram detectadas nos brotos.

Palavras chave: Broto de soja. Agliconas. Moyashi. Plantula.

INTRODUGAO

Durante a domesticagdo da soja, os chineses gradualmente
transformaram as sementes de soja em varias formas de alimentos mais versateis,
saborosos e digestiveis, dentre estes, os mais populares sao o tofu, molho, pasta e
brotos de soja (LIU, 2008). Os brotos, muitas vezes conhecidos como moyashi, sao
considerados como alimentos saudaveis e naturais em inumeras partes do mundo
(MWIKYA et al.,, 2001). O broto de soja € uma importante fonte vegetal, rica em
nutrientes, disponivel durante todo ano e consumida por milhares de anos em paises

como Coréia, China e Japéao (LEE et al., 2002). O aumento da demanda por brotos
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de soja tem sido atribuido pelo interesse renovado pelos alimentos funcionais (KIM
et al, 2005).

A germinagdo das sementes é um processo biolégico natural
complexo que envolve reagdes catabdlicas, como hidrolise de substancias de
reserva, e anabdlicas como sintese de enzimas e reparo dos constituintes celulares
para producao de novas células do embridao (METIVIER, 1979; ABDUL-BAKI, 1980).
Este processo pode ser utilizado para melhorar a qualidade sensorial (LIU, 2008) e o
valor nutritivo (PAUCAR-MENACHO et al., 2010a; KIM et al., 2013) das sementes de
soja, pois reduz o teor de substancias indesejaveis como o acido fitico (RIBEIRO;
IDA; OLIVEIRA, 1999; RAMADAN, 2012), oligossacarideos (KIM et al., 2005;
MARTIN-CABREJAS et al., 2008), inibidores de tripsina e atividades das
lipoxigenases (PAUCAR-MENACHO et al.,, 2010a). Ainda, a germinagdo pode
promover um aumento significativo no teor de vitaminas como o acido ascorbico,
riboflavina e tiamina (AHMAD; PATHAK, 2000), fitosterdis e tocoferois (SHI; NAM,;
MA, 2010), isoflavonas (KIM et al., 2006; LEE et al., 2007; PHOMMALTH et al.,
2008b) ou as isoflavonas agliconas (KIM et al., 2005; YUAN et al., 2009; PAUCAR-
MENACHO et al., 2010a; SHI; NAM; MA, 2010).

A soja € a unica espécie vegetal comestivel que contém teor elevado
de isoflavonas, e estas ocorrem em quatro classes quimicas distintas denominadas
de agliconas (daidzeina, genisteina e gliciteina), B-glicosideos (daidzina, genistina e
glicitina), malonilglicosideos (6”-O-malonildaidzina, 6”-O-malonilgenistina e 6”-O-
malonilglicitina) e acetilglicosideos (6”-O-acetildaidzina, 6”-O-acetilgenistina e 6”-O-
acetilglicitina) somando 12 formas diferentes de isoflavonas (LIU, 2004). No
desenvolvimento da semente de soja, as isoflavonas daidzeina, genisteina e
gliciteina sao sintetizadas pela rota metabdlica fenilpropanoide e armazenadas nos
vacuolos como isoflavonas [-glicosideos e isoflavonas malonilglicosideos
(GRAHAM, 1991; KUDOU et al., 1991). Na semente de soja, os malonilglicosideos
contribuem com 68,0 % a 93,0 % do total de isoflavonas, seguida dos [-glicosideos
com 7,0 % a 33,0 %. Entretanto, as isoflavonas agliconas e acetilglicosideos estéo
em baixas concentragdes ou ausentes (TSUKAMOTO et al., 1995; PAUCAR-
MENACHO et al., 2010a). A concentragao de isoflavonas na semente de soja pode
variar conforme a cultivar e safra (WANG; MURPHY, 1994; BERGER et al., 2008),
época e local de cultivo (TSUKAMOTO et al., 1995), carga de patégenos no cultivo
(WEGULDO et al., 2005) e presenca de eliciadores (AL-TAWAHA et al., 2005).



52

A ingestdo de isoflavonas esta associada a beneficios a saude
humana tais como efeito protetor contra a perda éssea em mulheres na pos-
menopausa (ATTERITANO et al., 2009), prevencado de doengas cardiovasculares
(CHAN et al., 2007), alivio dos sintomas da menopausa (WILLIAMSON-HUGHES et
al., 2006) e efeito protetor contra o desenvolvimento de cancer de mama (WADA et
al., 2013) e de prostata (DONG et al., 2013).

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os parametros fisicos e o
efeito do tempo de germinagcéo até 168 h a 35 °C sobre o teor e formas de

isoflavonas dos brotos de soja da cultivar BRS 284.

MATERIAL E METODOS

MATERIA PRIMA E REAGENTES.

A semente de soja tipo convencional BRS 284 (safra 2011/12) foi
cedida por uma empresa especializada da regido e utilizada como matéria prima.
Esta cultivar apresenta tamanho médio de 14,60 g 100 sementes-1, 38,7 % de
proteina, 20,4 % de lipidios e é indicada para processamento industrial (EMBRAPA,
2010). Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de pureza analitica e de

diferentes procedéncias.

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DO PROCESSO DE GERMINAGCAO

Antes da germinagdo, as sementes de soja foram selecionadas
eliminando as sementes danificadas, manchadas ou materiais estranhos. No
processo de germinagao foram utilizadas duas folhas de papel de germinacgao
(dimensbdes de 37,5 cm x 28,2 cm, Germitest) previamente umedecidas com agua
destilada. Com auxilio de uma placa perfurada foram colocadas 50 sementes. Em
seguida, as sementes foram cobertas com outro papel de germinagdo umedecido e
a borda inferior foi dobrada e o conjunto enrolado longitudinalmente para formar os
rolos.

Para avaliar o efeito do tempo de germinacdo da semente de soja
sobre as caracteristicas fisicas e o teor das diferentes formas de isoflavonas nos

brotos de soja foi utilizado o delineamento experimental de blocos completos
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casualizados com trés repetigdes. Foram utilizados 15 rolos para cada bloco e
tempo de germinagao de 48 h, 72 h, 96 h, 120 h, 144 h e 168 h. O processo de
germinacgao foi realizado em camara de germinacdo (modelo Mangelsdorf, J. Prolab
- Sdo José dos Pinhais, PR, BR), a 35 °C (x 1 °C), com luz natural e 100 % de
umidade até 168 h conforme Yoshiara et al. (2012a). O efeito do tempo de
germinagao sobre os parametros fisicos e teor das diferentes formas de isoflavonas
foi considerado somente a partir de 48 h de germinagéo, onde foi possivel observar
o inicio da formagédo do broto de soja. Para cada tempo de germinagéo, os rolos
foram coletados ao acaso e os brotos de soja (Figura 1) avaliados quanto os
parametros fisicos. Em seguida, os brotos de soja foram liofilizados até peso
constante, triturados em moinho de facas (modelo A-11, lka), mantidos em sacos de
polietileno e armazenados a -22 °C até a quantificacdo do teor das isoflavonas. A

semente de soja ndo germinada foi utilizada para comparacao.

PROCEDIMENTOS ANALITICOS

Para as medidas dos parametros fisicos foram utilizados 20 brotos
de soja por bloco e para cada tempo de germinagao. Para medir o comprimento, os
brotos foram fotografados e medidos utilizando o software Foxit Reader verséo 6.0.
O comprimento total foi determinado pela medida entre a extremidade da raiz até a
extremidade do epicdtilo e expresso em centimetros. Para determinar a massa de
100 brotos foi utilizada balanca analitica e os resultados expressos em gramas por
100 brotos. Para determinacdo da umidade e matéria seca, os brotos foram
liofilizados até peso constante, triturados em moinho de facas (modelo A-11, lka) e o
teor de umidade da amostra liofilizada determinado pelo método de estufa a 105 °C.
O rendimento dos brotos de soja foi calculado pela relagdo entre a massa de 100
brotos e massa de 100 sementes, multiplicado por 100. Todas as medidas fisicas

foram realizadas em triplicata.
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Figura 1 — Desenvolvimento da soja BRS 284 germinada
Q

/

m
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A quantificacdo de isoflavonas foi realizada em triplicata por
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (CLUE) conforme descrito por Handa et al.
(2014). As amostras liofilizadas e moidas foram desengorduradas com n-hexano
(1:10, m/v) por 1 h a temperatura ambiente por agitagdo continua e rotativa seguida
por filtracdo a vacuo. A extragao de isoflavonas foi realizada em triplicata com 0,1 g
de amostra desengordurada com 2 mL de solugdo extratora solugdo extratora
contendo agua, etanol e acetona (1:1:1, v/v/v) como descrito por Yoshiara et al.
(2012b). As diferentes formas de isoflavonas e a somatéria de todas as formas de
isoflavonas foram expressas em pmol da respectiva forma de isoflavona g de

amostra em base seca e desengordurada.

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos parametros fisicos de umidade e comprimento
dos brotos, massa de 100 brotos, matéria seca de 100 brotos e teor das diferentes
formas de isoflavonas foram submetidos a analise de regressao para construgédo de
modelos matematicos utilizando todos os dados experimentais com o software
Statistica 10.0 (STATSOFT, INC. 2011).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

PERFIL DE ISOFLAVONAS DA SEMENTE DE SOJA

Nas sementes de soja, a daidzina, genistina e (glicitina
representaram 7,1 %, 15,7 % e 3,2 % do total de isoflavonas, respectivamente
(Tabela 1). Resultados similares para daidzina, genistina e glicitina foram descritos
por Paucar-Menacho et al. (2010a) para a cultivar de soja BRS 258 que apresentou
7,0 %, 10,0 % e 3,0 %, respectivamente. Entretanto, Tsukamoto et al. (1995)
observaram que do total de isoflavonas de sete variedades de soja, o percentual de
B-glicosideos foi entre 7,0 % e 33,0 % e a daidzina e genistina representaram, em
média, 12,0 % e 4,0 %, respectivamente. Porém, Ribeiro et al. (2007) observaram
que a soma de daidzina e genistina em 18 cultivares de soja representou 31,0 % do
total de isoflavonas. Segundo Gutierrez-Gonzalez et al. (2009), a faixa de
concentragéo de isoflavonas nos graos de soja é muito ampla, mesmo em linhagens
geneticamente estaveis que crescem em ambiente controlado. Assim, a sintese e
acumulo das isoflavonas dependem de inumeros fatores bidticos e abidticos, tais
como safra (WANG; MURPHY, 1994), época e local de cultivo (TSUKAMOTO et al.,
1995) e carga de patogenos no local de cultivo (WEGULO et al., 2005).

Na soja BRS 284 (Tabela 1), observa-se uma predominéncia de
malonilglicosideos, sendo que as formas malonildaidzina, malonilgenistina e
malonilglicitina representam 17,5 %, 47,2 % e 8,2 % do total de isoflavonas,
respectivamente. O mesmo foi observado por Tsukamoto et al. (1995) em sete
variedades de soja, cujo percentual de malonilglicosideos em relacédo ao total de
isoflavonas variou entre 67,0 % e 93,0 %, sendo que a malonildaidzina e a
malonilgenistina representaram, em média 44,0 % e 41,0 %, respectivamente. As
isoflavonas malonildaidzina e malonilgenistina predominaram em 18 cultivares de
soja, e juntas contribuiram com 65,0 % do total de isoflavonas (RIBEIRO et al.,
2007). A cultivar de soja BRS 258 apresentou, em relagdo ao total de isoflavonas,
26,0 %, 33,0 % e 10,0 % de malonildaidzina, malonilgenistina e malonilglicitina,
respectivamente (PAUCAR-MENACHO et al., 2010a).



Tabela 1 — Perfil de isoflavonas da soja BRS 284

. Concentracao %
Forma de isoflavona (LMol g
B-Glicosideos 2273+£0,249 26,0%
Daidzina 0.618 £ 0,030 7.1%
Genistina 1,376 £ 0,192 15,7%
Glicitina 0,279+ 0,031 3.2%
Malonilglicosideos 6,381£0,315 72,9%
Malonildaidzina 1,530+ 0,124 17.5%
Malonilgenistina 4,132+0,088 47.2%
Malonilglicitina 0,718 £ 0,109 8.2%
Agliconas 0,104 + 0,004 1,2%
Daidzeina nd nd
Genisteina 0.104 £ 0,004 1,.2%
Gliciteina nd nd
Isoflavonas Totais 8,757 £0,566 100,0%

nd: ndo detectado

A genisteina foi a unica aglicona detectada na soja BRS 284 (Tabela
1), e contribuiu com apenas 1,2 % do total de isoflavonas. As agliconas daidzeina e
gliciteina e os acetilglicosideos ndo foram detectados nesta cultivar de soja. As
isoflavonas agliconas e os acetilglicosideos de sete variedades de soja ndo foram
detectados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (TSUKAMOTO et al.,
1995). As isoflavonas daidzeina e genisteina apresentaram baixas concentra¢des
em 18 cultivares de soja e, somadas, contribuiram com apenas 2,0 % do total de
isoflavonas (RIBEIRO et al., 2007). Entretanto, Kim et al. (2005) observaram que as
cultivares de soja Shinpaldal-2, Seoritae e Seomoktae apresentaram 3,0 %, 5,0 % e
12,0 % de isoflavonas agliconas em relagdo ao total de isoflavonas. Na cultivar de
soja BRS 258, as agliconas representaram 11,0 % do total de isoflavonas, sendo
que a daidzeina, genisteina e gliciteina contribuiram com 3,0 %, 7,0 % e 1,0 %,
respectivamente (PAUCAR-MENACHO et al., 2010a).

EFEITO DO TEMPO DE GERMINACAO SOBRE 0S PARAMETROS FisICOS DOS BROTOS DE
SoJA

A massa de 100 sementes da soja BRS 284 foi de 13,44 g, cujo
valor esta proximo ao relatado pela Embrapa (2010). A analise de regressao do

efeito do tempo de germinagao sobre o comprimento dos brotos de soja BRS 284



57

(Figura 2a) indicou que o modelo quadratico apresentou um 6timo ajuste (R?=0,96,
p<0,01) aos dados experimentais. Assim, observa-se que o comprimento dos brotos
de soja aumentou 4,0 vezes entre 48 h (4,72 £ 0,46 cm) e 120 h (18,79 £ 0,49 cm) e
em seguida apresentou uma tendéncia de estabilizacéo até 168 h (21,01 £ 2,57 cm).
Este pequeno crescimento a partir de 120 h pode ser devido a menor disponibilidade
de reservas nutritivas nesse periodo. Segundo Oliveira et al. (2013), o tempo de
germinacgao e a frequéncia de irrigacéo influenciaram o tamanho dos brotos de soja,
sendo que os brotos de soja da cultivar BRS 216 germinados por 120 h, 144 h e 168
ha27,5+5,1°C eirrigados a cada 4 h apresentaram 8,59 cm, 13,11 cm e 15,72 cm
de comprimento, respectivamente. Entretanto, o comprimento de brotos de soja
germinados por 72 h e 120 h a 25 °C e sem luz foi de apenas 1,86 cm e 3,84 cm,
respectivamente (YUN et al.,, 2013). Estas diferengcas no comprimento dos brotos
podem ser atribuidas as diferengas entre cultivares e condi¢gdes de germinacgéao.

A analise de regressao do efeito do tempo de germinagao sobre o
percentual de umidade dos brotos de soja BRS 284 (Figura 1b) indicou que o
modelo quadratico apresentou um otimo ajuste (R?*=0,95, p<0,01) aos dados
experimentais, sendo que o percentual de umidade dos brotos de soja aumentou
com a germinagao, atingindo maior valor de 87,8 £ 0,8 % em 168 h. O teor de
umidade de 82,0 % foi observado em brotos de soja germinado por 168 h a 25 °C
(SHI; NAM; MA, 2010), enquanto que o teor de umidade de 90,9 %, 91,6 % € 82,2 %
foi observado em feijdo mungo-verde, mungo-preto e guandu-andao germinados por
144 h, respectivamente e o teor de 95,8 % em brotos de feijao comercial (moyashi)
(MACHADO et al., 2009).

A analise de regressao do efeito do tempo de germinagdo na massa
de 100 brotos (Figura 1c) indicou que o modelo linear apresentou um bom ajuste
(R2=0,93, p<0,01) aos dados experimentais, com aumento de 2,6 vezes na massa
entre 48 h e 168 h de germinag&o. Considerando a massa inicial de 100 sementes
de 13,44 g, o rendimento médio dos brotos em 120 h, 144 h e 168 h foi de 494,2 %,
547,3 % e 632,4 %, respectivamente. Entretanto, Oliveira et al. (2013) obtiveram
menores rendimentos para brotos de soja BRS 216, ou seja, de 143,0 %, 172,0 % e
257,0 % apos 120 h, 144 h e 168 h de germinagdo com irrigagdo e a 25 °C,

respectivamente.
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Figura 2 — Efeito tempo de germinagao sobre os parametros fisicos de 100 brotos
de soja BRS 284: (a) comprimento, (b) umidade, (c) massa e (d) matéria
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Por outro lado, a matéria seca de 100 brotos (p>0,05) manteve-se

constante (10,89 + 0,63 g 100 brotos™) ao longo do tempo de germinacao e, portanto

os modelos linear, quadratico ou cubico ndo se ajustaram aos dados experimentais

(Figura 2d). Entretanto, segundo Phommalth et al. (2008b), a massa de matéria seca

de 100 brotos de soja das cultivares Aga3 e Pungsannamulkong diminuiu com o

tempo de germinagcédo e apresentou valores de 5,40 g e 9,40 g, respectivamente,

apos 168 h de germinagao. A matéria seca de brotos de soja das cultivares Seoritae,
Seomokatae e Shinpaldal-2 germinadas por 96 h a 20 °C diminuiu 14,3 %, 10,3 % e

11,8 %, respectivamente, cuja reducado foi atribuida ao consumo de proteinas,

lipidios e oligossacarideos na germinagao, sem o fornecimento de novos nutrientes
(KIM et al., 2005).
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EFEITO DO TEMPO DE GERMINAGAO SOBRE A CONCENTRACAO DAS DIFERENTES FORMAS
DE ISOFLAVONAS NOS BROTOS DE SOJA

A analise de regressao do efeito do tempo de germinacdo na
concentragdo das isoflavonas daidzina (R?=0,91, p<0,01) e genistina (R?*=0,76,
p<0,01) nos brotos de soja indicou que o modelo quadratico se ajustou aos dados
experimentais (Figura 3a), enquanto que a glicitina foi detectada apenas na semente
sem germinar. A concentragdo minima de daidzina e genistina foi de 0,256 + 0,030
umol g e 0,343 + 0,013 pmol g’ em 72 h de germinagdo, e aumentou 2,2 e 2,1
vezes entre 72 h e 168 h. Entretanto, em relagdo as sementes ndo germinadas,
houve redugao de 1,1 e 1,9 vezes na concentragédo de daidzina e genistina apos 168
h de germinagao, respectivamente. Assim, comparando as sementes com os brotos
germinados por 168 h, observou-se uma reducédo de 1,8 vezes no teor total de [3-
glicosideos. Paucar-Menacho et al. (2010a) observaram uma reducao de 1,1, 1,1 e
1,7 vezes na concentragdo de daidzina, genistina e dlicitina, respectivamente na
cultivar de soja BRS 258 germinada por 72 h a 25 °C (PAUCAR-MENACHO et al.,
2010a). Porém, Shi, Nam e Ma (2010) observaram que a concentragdo das
isoflavonas daidzina e genistina aumentou 2,8 e 1,8 vezes apés 168 h de
germinagao de uma cultivar de soja a 25 °C e presenga de luz. Kim et al. (2006)
observaram aumento médio de 179 vezes na concentragdo de [-glicosideos em sete
cultivares de soja germinados por 120 h a 25 °C e com luz, entretanto, este elevado
aumento pode ser devido a baixa concentragao destas isoflavonas na semente sem
germinar (0,003 pmol g'), ou seja, de aproximadamente 800 vezes menor do que a
concentragao de B-glicosideos da soja BRS 284.

A isoflavona glicitina n&o foi detectada no broto de soja germinada
até 168 h. O mesmo foi observado por Phommalth et al. (2008a) em duas
variedades de soja germinadas por 168 h e sob diferentes exposi¢cdes a luz
ultravioleta. Entretanto, Shi, Nam e Ma (2010) verificaram que a concentragdo de
glicitina reduziu gradualmente durante a germinacéo, nao sendo detectada apés 144
h. Paucar-Menacho et al. (2010b) ndo constataram a presenca de glicitina para
cultivar de soja BRS 133 germinada por até 72 h em diferentes temperaturas.
Entretanto, em trés cultivares de soja germinada por 96 h a 20 °C a concentragéo de
glicitina representou 2,0 %, 3,0 % e 7,0 % do total de isoflavonas, para as cultivares

Seoritae, Seomoktae e Shinpaldal-2, respectivamente (KIM et al., 2005).
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Figura 3 — Efeito tempo de germinagdo brotos de soja BRS 284 sobre a
concentragéo de (a) B-glicosideos, (b) malonilglicosideos e (c) agliconas.
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A analise de regressao do efeito do tempo de germinacdo na
concentragdo de malonildaidzina (R?*=0,93, p<0,01) nos brotos de soja (Figura 3b)
indicou que o modelo linear apresentou um bom ajuste aos dados experimentais,
com aumento de 2,1 vezes na concentragcao de malonildaidzina entre 48 h e 168 h
de germinacgao. Por outro lado, concentragao de malonilglicitina (R?=0,54, p<0,01)
indicou que o modelo linear apresentou um baixo ajuste aos dados experimentais,
uma vez que a concentracao desta isoflavona manteve constante entre 48 h e 168 h
com média de 0,420 + 0,059 pymol g~'. Porém, a concentragdo de malonilgenistina
indicou que os modelos linear, quadratico ou cubico ndo se ajustaram aos dados
experimentais (Figura 3b).

Em relacdo as sementes ndo germinadas, a concentragdo de
malonildaidzina e malonilgenistina aumentou 2,5 e 1,6 vezes apés 168 h de
germinagao, enquanto que a concentragdo de malonilglicitina diminuiu 1,5 vezes
apods 168 h de germinacéo. Assim, em relagdo as sementes, a concentragao do total

de malonilglicosideos aumentou 1,7 vezes apds 168 h de germinagdo. Kim et al.
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(2006) observaram um aumento médio de 110 e 33 vezes na concentragdao de
malonilglicosideos de sete cultivares de soja germinados com e sem luz por 120 h a
25 °C, respectivamente. Entretanto, a concentracdo de malonildaidzina,
malonilgenistina e malonilglicitina diminuiu 7,7, 2,0 e 1,4 vezes apés 168 h de
germinacgao a 25 °C e presenga de luz (SHI; NAM; MA, 2010).

A analise de regressao do efeito do tempo de germinagao nos brotos
de soja sobre a concentragao de daidzeina (R?=0,55, p<0,01) indicou que o modelo
quadratico apresentou um baixo ajuste aos dados experimentais (Figura 3c). Este
fato pode ser atribuido a daidzeina que foi detectada somente a partir de 72 h de
germinagdo e apresentou a maxima concentragdo entre 120 h e 168 h de
germinagado, com meédia de 0,210 = 0,012 pmol g-1. Entretanto, concentragcédo de
genisteina (R?=0,69, p<0,01) indicou que o modelo quadratico apresentou um ajuste
satisfatorio aos dados experimentais (Figura 3c), cuja concentragdo minima foi de
0,066 + 0,001 pmol g'1 entre 48 h e 120 h, seguido de aumento de 1,5 vezes entre
120 h e 168 h de germinagao. Shi, Nam e Ma (2010) relataram que a concentragéo
de daidzeina e de genisteina aumentou 6,6 e 4,5 vezes, respectivamente, entre 48 h
e 168 h de germinacédo a 25 °C e na presenga de luz. Porém, a concentragdo de
gliciteina nao foi detectada durante todo processo de germinacao da soja BRS 284.

Em relacdo as sementes ndo germinadas, a concentragdo de
genisteina dos brotos de soja diminuiu 1,6 vezes em 48 h, retornando a
concentragao inicial em 168 h de germinagao. Assim, apés 168 h de germinacéo, o
teor total de agliconas dos brotos de soja representou 2,5 % do total de isoflavonas e
foi 3,1 vezes maior do que nas sementes ndo germinadas. Kim, Lee e Chee (2004)
relataram que apds 168 h de germinagao, a concentragdo de genisteina dos brotos
de soja aumentou 1,2, 1,8 e 3,1 vezes em relagdo a semente ndo germinada, para
as cultivares Junjari, Myoungjoonamul-kong e Chinese black-soybean,
respectivamente, enquanto que a concentracdo da daidzeina aumentou 3,5, 9,0 e
6,2 vezes, respectivamente. Segundo Kim et al, (2006), nenhuma isoflavonas
aglicona foi detectada em sementes de sete cultivares de soja sem germinar,
entretanto, apés a germinagao por 120 h a 25 °C, com e sem luz, o teor médio de
agliconas foi de 0,558 pmol g™ e 0,383 umol g™, respectivamente, sendo que o total
de agliconas representaram 18,0 % e 29,0 % do total de isoflavonas nos brotos de

soja germinados com e sem luz, respectivamente. A gliciteina nao foi detectada no



62

broto de soja BRS 284 germinado, sendo que o mesmo foi observado por Shi, Nam
e Ma (2010) em brotos de soja germinados por 168 h a 25 °C.

Assim, foi observado que a semente de soja BRS 284 apresentou
26,0 % de B-glicosideos, 72,9 % de malonilglicosideos e 1,2 %, de agliconas. Os
brotos de soja apresentaram comprimento de 21,01 £ 2,57 cm, umidade de 87,8 +
0,8 %, massa de 100 brotos de 84,99 + 10,51 g e rendimento de 632,4 % apo6s 168 h
de germinagdo. A matéria seca dos brotos foi constante entre 48 h e 168 h, com
média de 10,89 + 0,63 g 100 brotos™. Comparando as sementes com os brotos
germinados por 168 h, observou-se uma redugdo de 1,8 vezes no total de [-
glicosideos, aumento de 1,7 vezes no total de malonilglicosideos e aumento de 3,1

vezes no total de agliconas.
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6.2 ARTIGO CIENTIFICO 2: TEOR DE DIFERENTES FORMAS DE ISOFLAVONAS DOS
COMPONENTES DE SOJA E O EFEITO DO TEMPO DE GERMINACAO SOBRE ESTES
COMPOSTOS NOS COTILEDONES E EIXO EMBRIONARIO

Submetido no Journal of Agricultural and Food Chemistry

TEOR DE DIFERENTES FORMAS DE ISOFLAVONAS DOS COMPONENTES DE
SOJA E O EFEITO DO TEMPO DE GERMINAGAO SOBRE ESTES COMPOSTOS
NOS COTILEDONES E EIXOS EMBRIONARIOS

Quinhone Junior, A?, Ida, E. I12°

RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar o teor das diferentes formas de
isoflavonas dos componentes da soja BRS 284 e o efeito do tempo de germinagao
sobre o teor destes compostos no cotilédone e eixo embrionario (radicula e
hipocotilo). As sementes foram germinadas por 168 h a 35 °C e coletadas em
intervalos de 24 h. O teor das diferentes formas de isoflavonas na semente,
cotilédone, radicula e hipocétilo foi determinado por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia e os dados submetidos a andlise de regressdo. A concentragdo de
isoflavonas totais do eixo embrionario foi 7,1 vezes maior do que nos cotilédones. O
cotilédone e o eixo embrionario da soja apresentaram 26,0 %, 27,2 % e 29,4 % de [3-
glicosideos, 72,9 %, 71,4 % e 70,0 %, de malonilglicosideos e 1,2 %, 1,4 % e 0,6 %,
de agliconas, respectivamente. No cotilédone, o tempo de germinagao apresentou
efeito quadratico na concentragdo de daidzina e genistina e efeito linear na
concentragdo de malonildaidzina e malonilgenistina, enquanto que a genisteina foi
detectada apenas nas sementes ndo germinadas e germinadas por 24 h e a dlicitina,
malonilglicitina, daidzeina e gliciteina ndo foram detectadas. Na radicula, o tempo de
germinacao apresentou efeito quadratico na concentracdo de daidzina, glicitina,
malonilgenistina e malonilglicitina e efeito linear na concentragdo de malonildaidzina,
enquanto que a genistina e a gliciteina n&o foram detectadas. No hipocétilo, o tempo
de germinagao apresentou efeito cubico na concentragdo de daidzina e genistina,
quadratico na concentracdo de malonildaidzina, malonilgenistina e malonilglicitina e
linear na concentragdo de genisteina, entretanto, a glicitina, daidzeina e gliciteina
foram detectadas em alguns tempos de germinacgao.

Palavras chave: Broto de soja. Hipocdtilo. Agliconas. Radicula.
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INTRODUGAO

As pesquisas envolvendo a soja (Glycine max (L.) Merrill) e seus
derivados tém merecido destaque nas ultimas décadas devido ao seu potencial
efeito benéfico na saude humana, tais como efeito protetor contra a perda 6éssea em
mulheres na pos-menopausa (ATTERITANO et al., 2009), prevencdo de doencas
cardiovasculares (CHAN et al.,, 2007), alivio dos sintomas da menopausa
(WILLIAMSON-HUGHES et al., 2006) e efeito protetor contra o desenvolvimento de
cancer de mama (WADA et al., 2013) e de préstata (DONG et al., 2013).

As isoflavonas da soja ocorrem nas formas de agliconas (daidzeina,
genisteina e (dliciteina), p-glicosideos (daidzina, genistina e dlicitina),
malonilglicosideos (6”-O-malonildaidzina, 6”-O-malonilgenistina e 6"-O-
malonilglicitina) e acetilglicosideos (6”-O-acetildaidzina, 6”-O-acetilgenistina e 6”-O-
acetilglicitina) (LIU, 2004). Durante a formagao da semente de soja, as agliconas sao
sintetizadas pela rota metabdlica dos fenil-propanoides e armazenadas nos vacuolos
preferencialmente como [-glicosideos e malonilglicosideos (GRAHAM, 1991;
KUDOU et al.,, 1991), enquanto que as agliconas e os acetilglicosideos estao
ausentes ou em baixas concentragbes (TSUKAMOTO et al., 1995; PAUCAR-
MENACHO et al., 2010).

A concentragdo de isoflavonas na soja é muito variavel, pois a
sintese e acumulo destes compostos sao regulados por multiplos fatores ambientais
e genéticos (HOECK et al.,, 2000; MEBRAHTU et al., 2004). A concentragao das
diferentes formas de isoflavonas pode ainda variar conforme os componentes da
semente. O eixo embrionario pode apresentar concentragao de isoflavonas de 5 a
25 vezes maior do que nos cotilédones, enquanto que a casca é praticamente isenta
de isoflavonas (KUDOU et al., 1991; RIBEIRO et al., 2006; YUAN et al., 2009).

Durante a domesticacdo da soja, os chineses gradualmente
transformaram as sementes de soja em varias formas de alimentos mais versateis,
saborosos e digestiveis como o tofu, molho, pasta, extrato e brotos de soja (LIU,
2008). O broto de soja, o qual é produzido apds 6 a 7 dias de germinagao, € uma
importante fonte vegetal, rica em nutrientes, disponivel durante todo ano e que é
tradicionalmente consumida em paises orientais como Coreia, Japdo e China (LEE
et al., 2002). Entretanto, o interesse renovado por alimentos saudaveis e funcionais

tem aumentado a demanda por brotos de soja no ocidente (KIM et al., 2005).
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O processo de germinagao da soja pode ser utilizado para melhorar
a qualidade sensorial (LIU, 2004) e o valor nutritivo (PAUCAR-MENACHO et al.,
2010; KIM et al., 2013) devido a reducédo no teor de substancias indesejaveis como o
acido fitico (RIBEIRO; IDA; OLIVEIRA, 1999; RAMADAN, 2012), oligossacarideos,
(KIM et al., 2005; MARTIN-CABREJAS et al., 2008) e inibidores de tripsina e
atividade da lipoxigenase (PAUCAR-MENACHO et al., 2010). Ainda, a germinacao
pode promover um aumento significativo no teor de vitaminas (AHMAD; PATHAK,
2000), fitosterois e tocoferois (SHI; NAM; MA, 2010), isoflavonas (LEE et al., 2007,
PHOMMALTH et al., 2008) e isoflavonas agliconas (KIM et al., 2005; YUAN et al.,
2009; PAUCAR-MENACHO et al., 2010; SHI; NAM; MA, 2010).

O tempo de germinagao pode exercer diferentes efeitos conforme os
componentes do broto de soja e as formas de isoflavonas. Assim, foi observado que
em cotilédones de soja germinada por 72 h, o teor de B-glicosideos nao variou
significativamente, enquanto que o teor de malonilglicosideos aumentou com a
germinagdo, porém nas radiculas, ocorreu uma redugdo no teor de
malonilglicosideos e [B-glicosideos (RIBEIRO et al., 2006). Por outro lado, foi
observada em cotilédones e hipocdtilos germinados por 120 h uma diminuigdo na
concentracdo de malonilglicosideos e B-glicosideos € um aumento na concentragao
de agliconas (YUAN et al., 2009). Entretanto, a biotransformagédo das diferentes
formas de isoflavonas nos componentes da soja em fungédo do tempo de germinagéo
ainda nao foi totalmente explorada.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o teor das diferentes formas de
isoflavonas dos componentes da soja BRS 284 e o efeito do tempo de germinagao
até 168 h sobre estes compostos no cotilédone e eixo embrionario (radicula e

hipocoétilo).

MATERIAL E METODOS

MATERIA PRIMA E REAGENTE

A semente de soja tipo convencional BRS 284 (safra 2011/12) foi
cedida por uma empresa especializada da regido e utilizada como matéria prima.
Segundo a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA, 2010), esta

cultivar é indicada para processamento industrial e apresenta tamanho médio de
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14,6 g 100 sementes” e teor de proteina e lipidios de 38,7 % e 20,4 %,
respectivamente. Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de pureza

analitica e de diferentes procedéncias.

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DO PROCESSO DE GERMINAGAO

As sementes de soja foram previamente selecionadas eliminando as
sementes danificadas, manchadas ou materiais estranhos. No processo de
germinagao foram utilizadas duas folhas de papel de germinacédo (dimensdes de
37,5 cm x 28,2 cm, Germitest) previamente umedecidas com agua destilada. Com
auxilio de uma placa perfurada foram colocadas 50 sementes. Em seguida, as
sementes foram cobertas com outro papel de germinagdo umedecido e a borda
inferior foi dobrada e o conjunto enrolado longitudinalmente para formar os rolos.

Para avaliar o efeito do tempo de germinagdo da soja sobre as
diferentes formas de isoflavonas no cotilédone e eixo embrionario foi utilizado o
delineamento experimental de blocos completos casualizados com trés repeticoes.
Foram utilizados 15 rolos para cada bloco e tempo de germinagao. A germinagao foi
realizada na camara de germinacao (modelo Mangelsdorf, J. Prolab - Sdo José dos
Pinhais, PR, BR), a 35 °C (1 °C), com luz natural e 100 % de umidade por 24 h, 48
h, 72 h, 96 h, 120 h, 144 h e 168 h conforme Yoshiara et al. (2012a). O efeito do
tempo de germinagao na concentragao das diferentes formas de isoflavonas do eixo
embrionario da semente de soja foi considerado somente a partir de 48 h de
germinagdo, onde foi possivel observar a radicula e hipocétilo e separa-los
manualmente. Em cada tempo de germinagao os cotilédones, radiculas e hipocétilos
(Figura 1) foram separados manualmente e em quantidade suficiente para analises.
A casca e o0 epicotilo das sementes germinadas foram descartados. Os
componentes foram identificados, liofilizados até peso constante, triturados em
moinho de facas (modelo A-11, lka,), mantidos em sacos de polietiieno e
armazenados a -22 °C até o momento da analise. Os componentes das sementes

nao germinadas foram utilizados para comparacéao.
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PROCEDIMENTOS ANALITICOS

O teor de umidade das amostras liofilizadas foi determinado pelo
método de estufa de secagem a 105 °C. Para determinar o percentual de cada
componente da semente sem germinar (cotilédone, eixo embrionario e casca), foram
utilizados 100 g de sementes cujos componentes (cotilédone, eixo embrionario e
casca) foram separados manualmente e pesados em balanga analitica e os
resultados expressos em %. Estes componentes também foram analisados quanto
ao teor das diferentes formas de isoflavonas.

A quantificacdo de isoflavonas foi realizada em triplicata por
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (CLUE) conforme descrito por Handa et al.
(2014). As amostras liofilizadas e moidas foram desengorduradas com n-hexano
(1:10, m/v) por 1 h a temperatura ambiente por agitagdo continua e rotativa seguida
por filtracdo a vacuo. A extragao de isoflavonas foi realizada em triplicata com 0,1 g
de amostra desengordurada com 2 mL de solugdo extratora solugdo extratora
contendo agua, etanol e acetona (1:1:1, v/v/v) como descrito por Yoshiara et al.
(2012b). As diferentes formas de isoflavonas e a somatéria de todas as formas de
isoflavonas foram expressas em pmol da respectiva forma de isoflavona g de

amostra em base seca e desengordurada.

Figura 1 — Componentes da semente de soja germinada por 168 h.

Radicula Hipocétilo Epicétilo

1

T~ Cotilédone

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das diferentes formas de isoflavonas na semente de
soja e seus componentes foram submetidos a anadlise de variancia (ANOVA) e as
médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). Foram realizadas também, as
analises de regressdao com o software Statistica 10.0 (STATSOFT, INC. 2011),
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utilizando todos os dados experimentais, entre o tempo de germinagao e teor das

diferentes formas de isoflavonas.
RESULTADOS E DISCUSSAO

TEOR DAS DIFERENTES FORMAS DE ISOFLAVONAS NOS COMPONENTES DA SEMENTE DE
SoJA

A semente de soja tipo convencional BRS 284 apresentou 89,9 % de
cotilédones, 2,4 % de eixo embrionario e 7,7 % de casca. Estes resultados foram
similares aos descritos por Yuan et al. (2009) para a cultivar de soja amarela que
apresentou 89,8 % de cotilédones, 2,3 % de eixo embrionario e 7,9 % de casca.
Entretanto, a soja BRS 213, descrita por Ribeiro et al. (2006) apresentou 86,8 % de
cotilédones, 3,2 % de eixo embrionario e 10,0 % de casca. Segundo Phommalth et
al. (2008) a proporgdo dos componentes da semente de soja depende do seu
tamanho, sendo que as sementes médias e pequenas apresentam o percentual de
eixo embrionario e casca maior do que as sementes grandes.

A soja BRS 284 (Tabela 1) apresentou 8,757 = 0,566 umol de
isoflavonas totais g de soja em base seca. A concentragdo de isoflavonas nos
graos de soja pode variar conforme fatores bidticos e abidticos como safra (WANG,;
MURPHY, 1994; BERGER et al., 2008), época de plantio e local de cultivo
(TSUKAMOTO et al., 1995), carga de patdégenos no local de cultivo (WEGULO et al.,
2005) e presenca de eliciadores (ZHANG et al., 2006).
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Tabela 1 —Teor de isoflavonas (umol g') em sementes, cotilédones e eixo
embrionario da soja BRS 284?

Isoflavona Semente Cotilédone Eixo embrionario
p-glicosideo 2,273+0,249 a 2,056 + 0,067 a 15,819+ 1,284 b
Daidzina 0,618+ 0,030 a 0,464 £ 0,019 a 5059+£0340b
Genistina 1,376 £ 0,192 a 1,692 + 0,048 a 2459+0,288 b
Glicitina 0,279+ 0,031 a nd 8,301+ 0,656 Db
Malonilglicosideos 6,381 +0.315a 5401+0,185a 37,701 £2550b
Malonildaidzina 1,530+£0,124 a 1,134 £ 0,034 a 12,715+ 0,961 b
Malonilgenistina 4132+0,088 a 4267 +0,152 a 6,405+0,372b
Malonilglicitina 0,718+ 0,109 a nd 18,581+ 1,217 b
Aglicona 0,104 £ 0,004 a 0,109 £ 0,002 a 0,324 £ 0,029 b
Daidzeina nd nd 0,223 £ 0,022
Genisteina 0,104 £ 0,004 a 0,109 £ 0,002 a 0.101 £ 0,008 a
Gliciteina nd nd nd

Total de isoflavonas 8,757 £0,566 a 7.565 % 0,254 a 53,844 £ 3,863 b

a Média * desvio padrao; nd: ndo detectado; valores com letras diferentes na mesma linha sao
significativamente diferentes a um nivel de significancia de 5 % pelo teste de Tukey.

A concentragdo das diferentes formas de isoflavonas da soja BRS
284 (Tabela 1) variou conforme os seus componentes (p<0,05) sendo que a
concentracdo do total de isoflavonas no eixo embrionario foi 7,1 vezes maior do que
no cotilédone. Estes resultados estao préximos ao descrito por Yuan et al. (2009)
cuja concentragao do total de isoflavonas no eixo embrionario foi 7,8 vezes maior do
que no cotilédone. Entretanto, Silva et al. (2012) descreveram uma faixa mais ampla
em quatro cultivares de soja, cuja concentragao do total de isoflavonas no eixo
embrionario foi de 6,5 a 15,5 vezes maior do que no cotilédone. Além disto, Berger
et al. (2008) observaram que o teor do total de isoflavonas no cotilédone foi
dependente das condicbes do meio ambiente, enquanto que no eixo embrionario o
gendtipo exerceu maior influéncia.

Na casca da soja BRS 284 nao foi detectada nenhuma forma de
isoflavonas e o mesmo também foi observado por Kudou et al. (1991) e Silva et al.
(2012). Assim, considerando o percentual de cada componente da soja, observou-se
que 84,2 % e 15,8 % do total de isoflavonas estdo presentes no cotilédone e eixo
embrionario, respectivamente. Resultados similares foram observados por
Tsukamoto et al. (1995). Porém, na soja BRS 213, a distribuicdo de isoflavonas no
cotilédone e eixo embrionario foi de 51,8 % e 48,2 %, respectivamente (RIBEIRO et
al.,, 2006). Estas diferengas na concentragdao e distribuicdo de isoflavonas nos
diferentes componentes de soja podem ser atribuidas a diferengas de cultivares,
condigbes de cultivo (WANG; MURPHY, 1994; BERGER et al., 2008), tamanho da
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semente (LEE et al.,, 2008), método de extracdo e quantificacdo (KUDOU et al.,
1991) e outros fatores.

Na soja BRS 284, o cotilédone e eixo embrionario apresentaram
propor¢gdes similares de isoflavonas [(-glicosideos, malonilglicosideos e agliconas
(Tabela 1), sendo que em relagao ao total de isoflavonas, a semente, cotilédone e
eixo embrionario apresentaram 26,0 %, 27,2 % e 29,4 % de B-glicosideos; 72,9 %,
71,4 % e 70,0 % de malonilglicosideos e 1,2 %, 1,4 % e 0,6 % de agliconas,
respectivamente. Na soja, as isoflavonas daidzeina, genisteina e gliciteina sao
sintetizadas pela rota metabdlica dos fenil-propanoides e armazenadas nos vacuolos

como malonilglicosideos e B-glicosideos (KUDOU et al., 1991).

EFEITO DO TEMPO DE GERMINACAO DA SOJA SOBRE AS DIFERENTES FORMAS DE
ISOFLAVONAS DO COTILEDONE

A analise de regressao do efeito do tempo de germinagcdo na
concentragdo de daidzina (R*=0,80, p<0,01) e genistina (R*=0,78, p<0,01) no
cotilédone de soja germinada indicou que 0 modelo quadratico apresentou um bom
ajuste aos dados experimentais (Figura 2a). Porém, a glicitina nao foi detectada no

cotilédone germinado.



74

Figura 2 — concentragao de B-glicosideos (a), malonilglicosideos (b), agliconas (c) e
isoflavonas totais (d) em cotilédone de soja BRS 284.
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No cotilédone germinado até 72 h, a concentracdo de daidzina e

genistina reduziu 1,5 e 4,2 vezes e nos tempos de 72 h a 168 h aumentou 1,7 e 2,5

vezes, respectivamente. Esta reducao inicial na concentracido pode estar associada

a translocacdo de daidzina e genistina do cotilédone para a radicula (GRAHAN,

1991). A concentragdo de daidzina no cotilédone germinado por 168 h foi similar ao

cotilédone sem germinar (Tabela 1), enquanto que a concentracdo de genistina

reduziu 1,7 vezes (Figura 2a). Nos cotilédones de soja, o teor de [B-glicosideos
diminuiu até 120 h de germinacdo (YUAN et al., 2009). Entretanto, Ribeiro et al.

(2006) descreveram que o tempo de germinacao de 72 h dos cotilédones da soja

BRS 213 néo influenciou no perfil das isoflavonas daidzina e genistina. A nao

deteccdo de glicitina em cotilédones de soja em todo processo de germinagéo
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também foi observada por Kudou et al. (1991) e por Ribeiro et al. (2006) que
observaram em cotilédones de soja ndo germinados e germinados por 72 h.

A analise de regressao do efeito do tempo de germinagcdo na
concentracdo de malonildaidzina (R?*=0,91, p<0,01) e malonilgenistina e (R?*=0,92,
p<0,01) no cotilédone de soja germinada indicou que o modelo linear apresentou um
bom ajuste aos dados experimentais (Figura 2b). Porém, a malonilglicitina nao foi
detectada no cotilédone germinado. Entre 0 h e 168 h de germinagdo, a
concentragdo de malonildaidzina e malonilgenistina aumentou 3,5 e 2,4 vezes,
respectivamente. Segundo Ribeiro et al. (2006), o tempo de germinagao influenciou
no perfil de malonilglicosideos de cotilédones de soja BRS 213, sendo que em 72 h
de germinagdo a concentragdo da malonildaidzina e malonilgenistina aumentou 3,3
e 2,6 vezes, respectivamente, em relagdo ao cotilédone de soja n&o germinado.
Destaca-se que o cotilédone de soja germinado por 168 h, apresentou 25,3 % de
malonildaidzina e 65,3 % de malonilgenistina, em relagao a concentragao do total de
isoflavonas. A malonilglicitina ndo foi detectada no cotilédone de soja ndo germinado
e germinado até 168 h. Resultados similares de isoflavonas malonil foram descritos
por Ribeiro et al. (2006).

Nao foi possivel realizar a analise de regressao para as agliconas
nos cotilédones de soja germinados, pois a genisteina foi detectada apenas no
cotilédone sem germinar e germinado por 24 h, sendo que a concentracdo de
genisteina nao diferiu em 0 e 24 h de germinacao (p>0,05) e apresentou media de
0,102 + 0,010 ymol g™’ de cotilédone (Figura 2c). Entretanto, a daidzeina e gliciteina
ndo foram detectadas no cotilédone durante todo o processo de germinacéo.
Segundo Ribeiro et al. (2006), a genisteina foi a unica isoflavona aglicona presente
no cotilédone de soja BRS 213 ndo germinado e germinado por 6 h (RIBEIRO et al.,
2006). Entretanto, em cotilédones de 17 cultivares de soja germinada por 120 h com
e sem luz, foram detectadas as trés formas de agliconas, sendo que a daidzeina
apresentou maior concentragdo do que a genisteina e gliciteina (LEE et al,. 2007).
Segundo Wang e Murphy (1994), estas diferencas, possivelmente podem estar
associadas as cultivares, ao ano de plantio e localizagao de cultivo da soja.

A analise de regressao do efeito do tempo de germinacdo na
concentragdo do total de isoflavonas (R?=0,92, p<0,01) nos cotilédones de soja
germinados indicou que o modelo linear apresentou um bom ajuste aos dados

experimentais (Figura 2d), com aumento de 1,4 e 2,1 vezes na concentracao do total
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de isoflavonas apdés 72 h e 168 h de germinagao, respectivamente. Resultados
similares foram observados por Phommalth et al. (2008) nos quais constataram que
a concentracdo do total de isoflavonas em cotilédone de soja das cultivares Aga3 e
Pungsannamulkong germinadas por 168 h a 20 °C foi de 1,5 e 1,7 vezes maior do
qgue nos cotilédones ndo germinados, respectivamente. Porém, Ribeiro et al. (2006)
observaram um aumento de 2,4 vezes na concentragao do total de isoflavonas dos
cotilédones de soja BRS 213 germinado por 72 h. Na germinagdo, o aumento na
concentracio do total de isoflavonas pode ser atribuido a reativacdo e/ou sintese de
novas enzimas (BEWLEY; BLACK, 1994) responsaveis pela biossintese de
isoflavonas e ao metabolismo e degradacao de proteinas, lipidios ou carboidratos,
que podem promover uma reducdo da matéria seca dos graos (BORDINGNON et
al., 1995; KIM et al.,, 2005) e consequentemente, pode ocorrer um aumento na

concentracao relativa do total de isoflavonas.

EFEITO DO TEMPO DE GERMINACAO DA SOJA SOBRE AS DIFERENTES FORMAS DE
ISOFLAVONAS NA RADICULA

O efeito do tempo de germinagdo na concentracdo das diferentes
formas de isoflavonas da radicula de soja foi considerado somente a partir de 48 h
de germinagao, onde foi possivel observa-la e separa-la manualmente dos outros
componentes do eixo embrionario.

A analise de regressao do efeito do tempo de germinacdo na
concentragédo de daidzina (R?*=0,46, p=0,01) e glicitina (R?*=0,83, p<0,01) na radicula
de soja germinada indicou que o modelo quadratico se ajustou aos dados
experimentais (Figura 3a). Porém, a genistina nao foi detectada na radicula
germinada. A concentragao de daidzina nas radiculas de soja germinada apresentou
uma tendéncia de reducédo de 1,6 vezes até 120 h com um novo aumento de 1,5
vezes até 168 h de germinagdo, enquanto que a concentragdo da glicitina
apresentou uma acentuada redugao de 2,9 vezes entre 48 h e 72 h de germinagao e
em seguida manteve-se constante, com média de 0,145 + 0,021 pmol g™ entre 72 h
e 168 h de germinacdo. Quando comparadas ao eixo embrionario da semente sem

germinar, verificou-se que a concentragao de daidzina e glicitina reduziu 17,2 e 51,2
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Figura 3 — Concentracao de B-glicosideos (a), malonilglicosideos (b), agliconas (c) e
total de isoflavonas (d) em radicula de soja BRS 284 germinada.
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vezes apds 72 h de germinagdo. Porém, Ribeiro et al. (2006) descreveram que a
concentragado das isoflavonas daidzina e glicitina de radiculas da cultivar BRS 213
germinadas por 72 h diminuiu 6,0 e 11,0 vezes, respectivamente. A reducdo na
concentragdo de daidzina e genistina nos tempo iniciais de germinagédo pode estar
associada a intensa atividade metabdlica da semente, bem como a conversdo em
agliconas e posterior exsudagdo destas isoflavonas pelo sistema radicular
(GRAHAN, 1991).

A genistina nado foi detectada nas radiculas das sementes
germinadas, também observado por Ribeiro et al. (2006) em radiculas da soja BRS
213 germinada por até 72 h. Porém, Kim, Lee e Chee (2004) descreveram que a
concentracdo da genistina foi de 0,074 a 0,437 pmol g' de radicula em trés

cultivares de soja germinados por 168 h. Entretanto, a concentragao da genistina em
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radiculas de 17 cultivares de soja germinadas por 120 h na presenca de luz foi de
0,377 a 5,480 ymol g™ de radicula (LEE et al., 2007).

A analise de regressao do efeito do tempo de germinagcdo na
concentragdo de malonildaidzina (R?*=0,64, p<0,01) na radicula de soja germinada
indicou que o modelo linear se ajustou aos dados experimentais, enquanto que
concentracdo malonilgenistina (R*=0,52, p<0,01) e de malonilglicitina (R?*=0,61,
p<0,01) indicou que o modelo quadratico se ajustou aos dados experimentais
(Figura 3b). A concentracdo de malonildaidzina de radiculas aumentou 1,6 vezes
entre 48 h e 168 h de germinagado. Entretanto, a concentragdo de malonilgenistina e
malonilglicitina apresentou uma redugao entre 48 h e 72 h e com aumento menos
pronunciado a partir de 72 h de germinagédo (Figura 3b). Quando comparadas ao
eixo embrionario da semente sem germinar, as radiculas germinadas por 72 h
apresentaram uma reducdo de 6,9, 13,1 e 20,2 vezes na concentracdo de
malonildaidzina, malonilgenistina e malonilglicitina, respectivamente. Ribeiro et al.
(2006) também observaram redugcdo na concentragdo de malonilglicosideos em
radiculas de soja BRS 213 germinadas por 72 h com luz. Segundo Grahan (1991),
os conjugados da daidzeina e genisteina e varios metabdlitos aromaticos néao
identificados foram seletivamente exsudados pelas radiculas e sementes durante a
germinacgao, sendo este um fendbmeno continuo, mas saturavel.

A analise de regressao do efeito do tempo de germinacdo na
concentragdo de daidzeina na radicula de soja germinada indicou que os modelos
linear, quadratico ou cubico ndo se ajustaram aos dados experimentais (p>0,05).
Entretanto, o modelo quadratico apresentou um baixo ajuste aos dados
experimentais da concentragdo de genisteina (R?*=0,44, p=0,01). Estes resultados
indicaram que entre 48 h e 168 h houve uma baixa influéncia do tempo de
germinagao sobre a concentragdo destas duas agliconas. Desta forma, verificou-se
que a concentragdo meédia da daidzeina e da genisteina, entre 48 h e 168 h de
germinacdo, foi de 0,860 + 0,069 e 0,082 + 0,010 pmol g' de radicula,
respectivamente. A gliciteina nao foi detectada nas radiculas durante a germinagao.
Porém, radiculas de 17 variedades de soja germinada por 120 h com e sem luz
apresentaram 3,0 % de gliciteina em relagcdo ao total de isoflavonas (LEE et al.,
2007). Nas radiculas de soja germinada, o percentual de agliconas foi de 14,1 %, em
relacdo ao total de isoflavonas. O maior percentual de agliconas em relagao ao total

de isoflavonas nas radiculas de soja germinada, quando comparado aos cotilédones
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e hipocdtilos, pode ser atribuido a maior atividade da enzima [B-glicosidase nas
radiculas (HSIEH; GRAHAN, 2001), com consequente hidrélise e liberagao de
isoflavonas agliconas que participam de interagbes entre a planta e micro-
organismos simbidticos e, como defesa contra a infecgéo por patégenos (SUZUKI et
al., 2006). As isoflavonas daidzeina e genisteina desempenham um importante
papel na indugao dos genes nod em Bradyrhizobium japonicum, responsaveis pela
formacao dos nodulos radiculares fixadores de nitrogénio (KOSSLAK et al., 1987).

A analise de regressao do efeito do tempo de germinacdo na
concentragdo do total de isoflavonas (R?=0,35, p=0,04) na radicula de soja
germinada indicou que o modelo quadratico apresentou um baixo ajuste aos dados
experimentais (Figura 3d), indicando que o tempo de germinagéo entre 48 h e 168 h
apresentou uma baixa influéncia na concentracéao do total de isoflavonas, sendo que
a média neste intervalo foi de 5,778 + 0,125 pymol do total de isoflavonas g de
amostra. O baixo ajuste observado para a radicula pode estar associado a alta
variabilidade dos dados experimentais, a qual € intrinseca ao experimento, pois a
germinacao é um fendmeno biolégico em que varios fatores, além do tempo, podem
influenciar na concentracao das isoflavonas.

No eixo embrionario de soja sem germinar a concentracéo do total
de isoflavonas foi de 53,844 + 3,863 pmol do total de isoflavonas g™ de amostra e,
portanto, na germinagcédo a concentragédo do total de isoflavonas diminuiu 9,3 vezes.
Uma diminui¢ao de 6,3 vezes foi observada por Ribeiro et al. (2006) em radiculas da
cultivar de soja BRS 213 germinadas por 72 h. Esta diminuicdo pode estar
associada a exsudacido das isoflavonas para o meio externo ou metabolismo das

isoflavonas em outros constituintes (GRAHAN, 1991).

EFEITO DO TEMPO DE GERMINACAO DA SOJA SOBRE AS DIFERENTES FORMAS DE
ISOFLAVONAS NO HIPOCOTILO

O efeito do tempo de germinagdo na concentracéo das diferentes
formas de isoflavonas do hipocétilo de soja foi considerado somente a partir de 48 h
de germinagao, onde foi possivel observa-lo e separa-lo manualmente dos outros
componentes do eixo embrionario.

A analise de regressao do efeito do tempo de germinagdo na

concentracdo de daidzina (R*=0,87, p<0,01) e genistina (R*=0,84, p<0,01) no
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hipocdtilo de soja germinada indicou que o modelo cubico apresentou um bom
ajuste aos dados experimentais (Figura 4a). Assim, a concentracdo de daidzina e
genistina nos hipocotilos de soja germinada diminuiu 2,1 € 2,9 vezes em 72 h e 96 h,
respectivamente, seguido de aumento de 2,8 e 1,7 vezes até 144 h com pouca
tendéncia de alteragcao até 168 h. A glicitina foi detectada em 48 h, com reducgéo de
4,3 vezes em 72 h e ndo detecgao apos este tempo de germinacgao, e, portanto, ndo
foi realizada a analise de regressdo. Entretanto, a glicitina foi detectada em
concentracdées que variaram de 0,100 a 0,776 pumol g'1 de hipocdtilos em 17
cultivares de soja germinada por 120 h e com luz (LEE et al.,, 2007). Quando
comparada ao eixo embrionario da semente sem germinar, a concentragcao de
daidzina, genistina e glicitina diminuiu 15,0, 7,6 e 6,8 vezes, respectivamente apos
48 h de germinagao. Grahan (1991) observou que, no gancho do hipocdtilo hd uma
maior concentragdo dos conjugados de daidzeina e genisteina, e que, entre 48 h e
96 h de germinagao, ocorre uma redugao drastica e programada no teor destas
isoflavonas, sendo que ha uma correlagdo inversa entre a concentragdo de
isoflavonas conjugadas e expans&o do gancho do hipocatilo. A analise de regressao
do efeito do tempo de germinagdo na concentragdo de malonildaidzina (R?=0,76,
p<0,01), malonilgenistina (R?=0,89, p<0,01) e malonilglicitina (R?=0,92, p<0,01) do
hipocotilo de soja germinada indicou que o modelo quadratico apresentou um bom
ajuste aos dados experimentais (Figura 4b). A concentragdo de malonildaidzina
reduziu 3,3 vezes até 96 h de germinagao e retornou a concentragao inicial em 168
h de germinacédo. Entretanto, a concentragdo de malonilgenistina e malonilglicitina
diminuiu 4,6 e 5,3 vezes até 96 h de germinagdo e apos 96 h ocorreu pouca
alteragdo. Quando comparados ao eixo embrionario da semente sem germinar,
verifica-se que a concentracdao de malonildaidzina diminuiu 22,0 e 4,1 vezes em 96 h
e 168 h respectivamente, enquanto que a concentragdo da malonilgenistina e
malonilglicitina diminuiu 7,2 e 36,7 vezes apo6s 168 h de germinacdo. Estes
resultados apresentaram a mesma tendéncia conforme observado por Yuan et al.
(2009) onde foi verificada uma redugao de 9,0, 25,6 e 125,0 vezes na concentragao
de malonildaidzina, malonilgenistina e malonilglicitina em hipocdtilos de soja
germinados na presencga de luz por até 120 h.

A analise de regressao do efeito do tempo de germinacdo na
concentragdo da isoflavona de genisteina (R?=0,84, p<0,01) no hipocétilo de soja

germinada indicou que o modelo linear apresentou um bom ajuste aos dados
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Figura 4 — Concentracao de B-glicosideos (a), malonilglicosideos (b), agliconas (c) e
total de isoflavonas (d) em hipocétilo de soja BRS 284 germinada.
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experimentais (Figura 4c). A concentragcado de genisteina aumentou 2,0 vezes entre
48 h e 168 h de germinacao. Tendéncias similares foram observadas por Yuan et al.
(2009) que descreveram um aumento de 9,7 vezes na concentragdo da genisteina
em hipocaétilos de soja germinados por 72 h, seguido de uma reducéo de 1,4 vezes
entre 72 h e 120 h de germinagao. No hipocétilo, a daidzeina foi detectada somente
a partir de 120 h, enquanto que a gliciteina foi detectada apenas em 48 h de
germinagao, nao sendo, portanto, realizada a analise de regressdo. No hipocoétilo, a
concentragédo de daidzeina dobrou entre 120 h e 144 h e manteve-se constante até
168 h, com média de 0,258+0,013 pmol g de hipocétilo. Em hipocétilos de 17
cultivares de soja germinada por 120 h, a concentracdo de daidzeina variou entre
0,231 e 1,019 pmol de daidzeina g™ (LEE et al., 2007). A concentracdo de daidzeina
em hipocotilos de soja germinados por 120 h aumentou 5,1 vezes em relagdo aos

hipocotilos ndo germinados (YUAN et al., 2009). A concentracéo de gliciteina em 48
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h de germinacdo foi de 0,230 + 0,023 pmol g' de hipocétilo. Entretanto, em
hipocdtilos de 17 cultivares de soja germinados por 120 h com e sem luz a
concentragao de gliciteina variou de 0,067 a 0,814 umol g de amostra (LEE et al.,
2007).

A analise de regressao do efeito do tempo de germinagdo na
concentracdo do total de isoflavonas (R?=0,84, p<0,01) no hipocétilo de soja
germinada indicou que o modelo quadratico apresentou um bom ajuste aos dados
experimentais (Figura 4d). A concentracdo do total de isoflavonas no hipocaétilo de
soja diminuiu 4,6 vezes entre 48 h e 96 h de germinacéo, seguido de um aumento
de 2,0 vezes entre 96 h e 168 h. Comparando o eixo embrionario da soja nao
germinada com o hipocétilo germinado por 168 h, a concentracdo do total de
isoflavonas diminuiu 9,8 vezes (Tabela 1). Resultados similares foram observados
nas cultivares Aga3 e Pungsannamulkong germinadas por 168 h (PHOMMALTH et
al., 2008).
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7 CONCLUSOES DA DISSERTAGAO

A semente de soja BRS 284 apresentou 89,9 % de cotilédones, 2,4
% de eixo embrionario e 7,7 % de casca, sendo que 84,2 % e 15,8 % das
isoflavonas totais estdo contidas nos cotilédones e eixo embrionario,
respectivamente.

As sementes, cotilédones e o eixo embrionario apresentaram 26,0
%, 27,2 % e 29,4 % de B-glicosideos, 72,9 %, 71,4 % e 70,0 % de malonilglicosideos
e 1,2 %, 1,4 % e 0,6 % de agliconas, respectivamente.

O rendimento dos brotos de soja foi de 632,4 %.

Nos brotos de soja, o efeito do tempo de germinagao foi quadratico
no comprimento, umidade, concentragdo de daidzina, genistina e genisteina, linear
na massa de 100 brotos e concentracdo de malonildaidzina. A concentragcao de
malonilglicitina manteve-se constante, enquanto que a glicitina e gliciteina ndo foram
detectadas nos brotos germinados.

Nos cotilédones, o efeito do tempo de germinacdo foi quadratico na
concentragao de daidzina e genistina, linear na concentracdo de malonildaidzina e
malonilgenistina. A genisteina foi detectada apenas nos cotilédones ndo germinados
e germinados, por 24 h, enquanto que a glicitina, malonilglicitina, daidzeina e
gliciteina n&o foram detectadas.

Nas radiculas, o efeito de tempo de germinagao foi quadratico na
concentracdo de daidzina, glicitina, malonilgenistina e malonilglicitina, linear na
concentragdo de malonildaidzina, enquanto que a genistina e a gliciteina ndo foram
detectadas.

No hipocdtilo, o efeito do tempo de germinagdo foi cubico na
concentracdo de daidzina e genistina, quadratico na concentracdo de
malonildaidzina, malonilgenistina e malonilglicitina e linear na concentragdo de
genisteina, enquanto que a glicitina, daidzeina e gliciteina foram detectadas em

apenas alguns tempos de germinacéo.



