Efeitos de gendtipos, ambientes e de tratamentos hidrotérmicos
na concentracdo de isoflavonas agliconas em gréos de soja®
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Resumo — O objetivo destetrabal ho foi avaliar osefeitos de tratamentos hidrotérmicos, davariabilidade
genéticae deambientesno teor deisoflavonas agliconasem gréos de soja[ Glycine max (L.) Merrill]. O
estudo foi realizado com as cultivares de soja BR 36, FEPAGRO RS-10 e BRS 155, cultivadas em
Londrina, em Capanemae em Palmas, PR, nasafra 1999/2000, mediante tratamentos hidrotérmicos de
40, 50 e 60°C por 12 e 18 horas. As maiores concentragdes deisoflavonastotais (280 mg/100 g) foram
observadas nos gréos col hidos em Palmas, onde atemperaturamédiadurante o enchimento de vagensfoi
mais baixa (19°C). Em Londrina (23°C), houve menor concentracdo de isoflavonas (140 mg/100 g).
A cultivar BRS 155 apresentou o maior teor deisoflavonastotaisem Palmaseem Londrina. Gréos ndo-
tratados da BRS 155 apresentaram em média 4,0 mg/100 g de agliconas, as quais aumentaram para
52 mg/100 g, apds os tratamentos hidrotérmicos. O tratamento a 50°C por 12 horasfoi mais efetivo no
desenvolvimento deisoflavonasagliconas. A 60°C, houvereduco das agliconas, decorrente dainativagéo
das B-glicosidases. As formas malonil, que sdo termicamente instaveis, também foram reduzidas nas
temperaturas mais altas.

Termos paraindexacdo: Glycine max, glicosideo, alimento funcional, tratamento térmico.

Effects of genotypes, environments and hydrothermal treatments
on the isoflavone aglycone concentration in soybean grains

Abstract — The objective of this work was to assess the effects of hydrothermal treatments and the
environmental and genetic variability on the isoflavone aglycones concentration in soybean [Glycine
max (L.) Merrill] grains. The study was carried out with the soybean cultivars BR 36, FEPAGRO RS-10,
and BRS 155, cultivated in threelocal s of Parana State (L ondrina, Capanema, and Palmas), during 1999/
2000 soybean season, submitted to hydrothermal treatments at 40, 50 and 60°C for 12 and 18 hours.
Higher concentrations of total isoflavones (280 mg/100 g) were observed in grainsharvested in Palmas,
wherethe average temperature during pod filling was 19°C. In Londrina (23°C), there was|ower concen-
tration of isoflavones (140 mg/100 g). The cultivar BRS 155 presented the highest content of total
isoflavonesin Palmasand in Londrina. Non-treated grains of BRS 155 showed in average 4.0 mg/100 g
of aglycones, which increased to 52 mg/100 g, after hydrothermal treatments. Thetrestment at 50°C for
12 hours was the most effective in devel oping isoflavone aglycones. At 60°C, there was a decrease of
the aglycones, dueto inactivation of B-glycosidases. Malonyl forms, which arethermal unstable, were
reduced at higher temperatures.

Index terms: Glycine max, glycosides, functional foods, heat treatment.
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No Brasil, a soja tem recebido atencéo publica
consideravel, por seus potenciais beneficios para a
salude humana, prevenindo doencas cronicas.
Estudos epidemiol 6gicos mostraram umaincidéncia
menor de cancer relacionado com horméniosnaAsia
do que em paises Ocidentais. A genisteina € o
principal fator na prevencéo do cancer (Peterson &
Barnes, 1993). A dieta tradicional dos paises
asiaticos, rica em soja e com altos teores de
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isoflavonas, foi fator determinante em estudos
conduzidos sobre estetema (Coward et al., 1993).

As isoflavonas ocorrem naturalmente nos graos
de sojaenamaioriados produtos de sojaocidentais,
como 3-glicosideos conjugados (Coward et a., 1998).
Beta-glicosidases (Matsuuraet al., 1989) e enzimas
intestinais(Tam et al., 1998) hidrolisam asisoflavonas
conjugadas glicosidicas desenvolvendo as formas
agliconas. Varios estudos estéo sendo reslizados para
definir como ocorre a absorcéo intestinal destes
compostos em humanos. Setchell et al. (2001)
constataram que as isoflavonas glicosidicas ndo séo
absorvidasintactas: abiodisponibilidade requer uma
hidrélise inicial do acuUcar, para que sejam
transportadas pelacirculagdo periférica.

Asisoflavonas agliconas (daidzeinae genisteina),
compostos mais prontamente disponiveis, sdo
encontradas em concentrag@es maiores em alimentos
como “tempeh” e“miso”. O processo defermentacéo
na obtencdo destes alimentos causa reducéo dos
glicosideos e formac&o de agliconas (Coward et al.,
1998). Variabilidade genética e efeitos do ambiente
af etam as concentractes de isoflavonas em gréos de
soja (Tsukamoto et al., 1995; Carréo-Panizzi et d.,
1998, 1999). M étodos de processamento associados
a matéria-prima com altos niveis de isoflavonas
podem favorecer maior desenvolvimento de
isoflavonas agliconas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar osefeitosde
tratamentos hidrotérmicos, variabilidade genéticadas
cultivares de soja, e diferentes |ocais de cultivo, no
teor de isoflavonas agliconas.

Material e M étodos

Foram realizados dois experimentos, usando-se o
delineamento inteiramente casualizado em esquemafatorial
com trés repeticdes. No primeiro experimento, o0s
tratamentos foram constituidos pela combinacéo de trés
cultivaresde soja (BRS 155, FEPAGRO RS-10 e BR 36),
tréslocaisde cultivo (safra1999/2000) no Estado do Parana
(Palmas, Londrina e Capanema) e dois tratamentos
hidrotérmicos dos gréos de sojaimersos por 18 horas, em
aguadestiladae deionizada, sob temperaturasde 50 e 60°C.
No segundo experimento, os tratamentos foram
constituidos pela combinacéo de trés locais de cultivo
(Palmas, Londrinae Capanema), tréstemperaturas (40, 50
e 60°C), e dois periodos de imersdo (12 e 18 horas) dos
gréos da cultivar de soja BRS 155 em &gua destilada e
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deionizada. ApGs os tratamentos hidrotérmicos, os gréos
(amostras de 10 g) foram lavados com agua fria, secados
em estufa ventilada e moidos em moinhos domésticos
(Braun model KSM 2B).

Na extracdo das isoflavonas, amostras de 100 mg de
gréos de sojamoidos foram colocadas em tubos de ensaio
com 4,0 mL de etanol aquoso a 70%, contendo 0,1% de
acido acético, a temperatura ambiente por cinco horas, e
agitadosacada 15 minutos.

Nasandlisesde cromatografialiquidade dtaeficiéncia
(CLAE), 1,5 mL de amostra foi centrifugado por
10 minutos a 13.500 rpm, a 10°C (Centrifuga Eppendorf
mod. 5417R). A seguir, 80 uL do sobrenadante foram
transferidos paraas bandej as do auto-aplicador deamostras
do cromatografo e 10 uL foram injetadosno cromatégrafo.
As andlisesdeisoflavonasforam realizadasem colunasde
cromatografiaODS C-18 (Y MC-Pack ODS-AM), S-5 mm,
120 A (250 x 4,6 mm |.D.). Nafase movel, o solvente A
foi acetonitrilacom 0,1% de &cido acético e o solvente B
foi guacom 0,1% de &cido acético. As condi¢Oesiniciais
foram 20% do solvente B em gradiente linear, passando
para50%, depoisde 20 minutos. O efluentefoi monitorado
a 260 nm. As solucBes padrdes de daidzina, daidzeina,
genistina e genisteina foram preparadas de padrdes da
SIGMA.

Antes de testar os tratamentos pelaANOVA, os dados
foram avaliados quanto a distribui¢do normal (Shapiro &
Wilk, 1965), homogeneidade de variancia (Hartley, 1940;
Burr & Foster, 1972) e aditividade do modelo (Tukey,
1949). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey
a5% de probabilidade (Cochran & Cox, 1957). As andlises
estatisticas foram realizadas por meio do sistema SAS
Institute (1997).

Resultados e Discussao

Em Palmas, onde atemperatura média durante o
periodo de enchimento de gréosfoi de 19,2°C, houve
maior desenvolvimento de isoflavonas (Figura 1).
Em Londrina e Capanema, as temperaturas medias
mais altas de 23,2°C e de 23,7°C, respectivamente,
podem ter sido responséveis pela reducéo no teor
deisoflavonas. Temperaturas mais baixas durante o
enchimento de vagens sdo determinantes no aumento
daconcentracdo deisoflavonas em soja(Tsukamoto
et a., 1995), assim como oslocaisde cultivo (Eldridge
& Kwolek, 1983; Kitamuraet a., 1991).

No Brasil, a soja é produzida em regides de
latitudes de 33° S até 0 Equador, e os efeitos dessas
amplas condi¢Bes ambientais, na concentracdo de
isoflavonas, foram registrados por Carr&o-Panizzi
et a. (1999). Apesar de Palmas e Capanemaestarem
localizadas quase namesmalatitude (26° Se25° S),
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asdiferencasnasaltitudes (1.035 m e 368 m) causam
diferencas ambientais responsaveis pelas
concentragoes diferentes deisoflavonas. Quando os
gréosforam tratados hidrotermicamente, ocorreu 40%
deredugdo no teor deisoflavonas, masasdiferencas
observadas entre os locais foram mantidas
(Figura1A).

Em gréos secos de soja sob boas condicles de
armazenamento ndo haformac&o de agliconas. Neste
estudo, os gréos que ndo sofreram tratamento
hidrotérmico apresentaram concentragcdestotaisdas
agliconas muito reduzidas (Figura 1A). Apos 0s
tratamentostérmicos, as concentracfes de agliconas
nos graos aumentaram oito vezes, enquanto as
diferengas ambientais permaneceram. Quando
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Figura 1. Valor médio das concentragdes de
isoflavonas totais (Total 1s0) e de isoflavonas
agliconas (Iso Agli) em gréos tratados (T) e
ndo-tratados (NT) hidrotermicamente por
18 horas a 50°C e 60°C, de tréscultivares de
soja semeadas em diferentes locais do Estado
do Parana(A), ede cultivares de sojasemeadas
em Palmas, no Estado do Parané (B).
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semeadaem Palmas, acultivar BRS 155 apresentou
0s niveis mais atos de isoflavonas totais em gréos
tratados e ndo-tratados (Figura 1B), o que pode ser
um efeito genético. Essa variabilidade também foi
observada quando houve o desenvolvimento de
agliconas. A BRS 155 é umacultivar de sojaespecial,
gue apresenta um terco da concentrago de inibidor
de tripsina normalmente registrada em cultivares
convencionais(Carrdo-Panizzi et al., 2000). A cultivar
BR 36 tem sido reportada como uma cultivar que
apresentareduzido teor deisoflavona(Carréo-Panizzi
& Kitamura, 1995; Carr&o-Panizzi et al., 1998). No
presente estudo, essa cultivar também apresentou
os menoresteores deisoflavonas em todos oslocais
decultivo. No Brasil, a'BR 36' émuito cultivadapel os
produtores de sojaorganica, por causa do seu sabor
mais suave, do tamanho moderado dos gréos e da
cor do hilo (marrom-claro) que aumentam sua
aceitabilidade para 0 consumo humano. Entretanto,
o teor reduzido de isoflavonas pode dificultar seu
uso ho processamento de alimentos funcionais.

A 50°C, houve um maior desenvolvimento de
isoflavonas agliconas (Tabela 1). A 60°C, areducéo
no teor de agliconas pode ter sido decorrente da
inativacdo das B-glicosidases, como observado por
Matsuura & Obata (1993). Em Pamas, a cultivar
BRS 155 apresentou maiores concentractes daquel es
compostos do que as cultivares BRS 36 e RS-10.
O local de cultivo afetou as concentragdes totais de
isoflavonas do mesmo modo que afetou o total de
agliconas (Tabela1l). As concentragdes totais de
isoflavonas diminuiram apds tratamentos
hidrotérmicos dos gréos por 18 horas (Tabela 2).

Tabela 1. Concentracdo de agliconas e isoflavonas totais
(mg/100 g) em gréos de cultivares de soja semeadas em
diferentes locais do Estado do Parana, submetidos a
tratamentos hidrotérmicos por 18 horas®.

Cultivares Palmas Londrina Capanema
50°C 60°C 50°C 60°C 50°C 60°C
Agliconas
BR 36 37,6bAa 25,1bBa 19,4bAb 7,1aBb 17,5bAb 7,2bBb
RS10 41,8bAa 20,0bBa 28,8aAb 9,0aBb 24,5abAb 10,9abBb

BRS 155 75,7aAa 34,6aBa 36,7aAb 12,8aBb 32,33Ab 17,9aBb
Isoflavonas totais

BR36  1059cAa 90,6cBa 70,2bAb 54,1bBb 53,6cAb 46,0cAb
RS10  153,1bAa 125,8bBa 93,9aAb 93,9aAb 81,8bAb 78,7bAb
BRS 155 195,7aAa 180,6aBa 88,7aAc 77,5aAc 108,0aAb 102,7aAb
(WM édias seguidas pela mesma letra mintscula nas colunas ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade; médias seguidas pela
mesmaletramaitsculanaslinhas, em cadalocal, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade; médias seguidas pela mesmaletra
em itdlico naslinhas, em cadatemperatura, ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Tabela 2. Concentragdo dos compostosisoflavonas (mg/100 g), em gréos de cultivares de soja produzidos em Palmas,
no Estado do Parand, submetidos a tratamentos hidrotérmicos por 18 horas®.

Tratamento Daidzina Genistina  Malonil daidzina ~ Malonil genistina Daidzeina Genisteina  Isoflavona total
RS10

Gréos ndo-tratados 20,6a 28,7c 78,5a 120,7a 0,8c 1,2c 250,5a

50°C 21,9a 32,90 16,7b 39,8b 18,1a 23,7a 153,1b

60°C 25,0a 42,4a 12,2b 26,1c 8,6b 11,1b 125,8¢c
BR 36

Gréos néo-tratados 11,0a 19,2b 45,5a 84,4a 1,6¢c 2,6c 164, 5a

50°C 89a 19,4b 10,2b 30,0b 15,5a 22,1a 106,0b

60°C 11,2a 26,0a 7,3c 19,8¢c 10,7b 14,4b 90,6bc

BRS 155

Gréos ndo-tratados 23,4a 35,3a 96,1a 143,8a 1,6c 2,3c 302,5a

50°C 15,6b 26,2b 15,2b 28,2b 21,0a 29,8a 195,7b

60°C 26,2a 39,2a 12,7b 22,8bc 11,3b 15,2b 180,6bc

(WM édias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

A 60°C, as isoflavonas glicosidicas, daidzina e
genistina aumentaram suas concentracdes.
Comparando-se 0s graos ndo-tratados com os que
receberam tratamentos hidrotérmicos, as formas
malonil foram acentuadamente reduzidas. As formas
malonil sdo termicamente instaveis e sob altas
temperaturas (80°C) se convertem nas formas
glicosidicas(Kudou et d., 1991). A 50°C, houvemaior
desenvolvimento deisoflavonasagliconas (Tabela 2).

As concentracdes e as formas de isoflavonas
variam nos produtos de soja em decorréncia de
diferentesmétodos de processamento (Coward et al.,
1998). Para que ocorraabsor¢do apos administragdo
oral, as isoflavonas glicosidicas dos gréos de soja
requerem umahidrdliseinicial do aglcar paraserem
convertidas em daidzeina e genisteina, que sdo as
formas biologicamente ativas (Setchell et al., 2001).
Isoflavonas glicosidicas séo hidrolisadas pelas
enzimas 3-glicosidases, que tém atividade 6timaem
pH entre4,3 e 7,0 eatemperaturade 45°C (Matsuura
& Obata, 1993). A hidrdlise étempo-dependenteeas
B-glicosidases gradualmente perdem atividade.
A 55°C, 80% da atividade original foi mantida,
enquanto a60°C, aenzimafoi inativada(Matsuura&
Obata, 1993). Park et d. (2001) verificaram queaenzima
B-glicosidase de Aspergillus oryzae foi mais eficaz
na hidrdlise das formas glicosidicas do que nas
formasmalonil glicosidicas.

Os efeitos dos tratamentos hidrotérmicos foram
evidenciados no experimento que considerou
somente a cultivar BRS 155, semeada em Palmas.
O tratamento hidrotérmico a 50°C por 12 horas
proporcionou melhor condigdo para o
desenvolvimento deisoflavonasagliconas, daidzeina
e genisteina (Tabela 3). O tratamento de 18 horas a
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Tabela 3. Concentrago de agliconasedeisoflavonastotais
(mg/100 g) em gréosde sojadacultivar BRS 155, semeada
em diferentes locais do Estado do Parang, submetidos a
tratamentos hidrotérmicos por periodos de tempos
definidos®.

Tempe- Palmas Londrina Capanema
ratura 12 horas 18horas 12 horas 18horas 12 horas 18 horas
Agliconas
40°C 67,9bBa 874aAa 24,3aBb 357aAb 26,1bBb 46,5aAb
50°C 86,3aAa 757aAa 41,0aAb 36,7aAb 44,9aAb 32,3aABb
60°C 27,2aCa 34,6aBa 13,7aBa 12,8aBb 17,9aBa 17,9aBb
Isoflavonas totais

40°C  274,0aAa 241,4bAa 126,8aAb 133,2aAb151,4aAb 143,0aAb
50°C  225,4aBa 195,7bBa 159,0aAb 88,7bBb 120,8aABc107,0aBb
60°C  167,1aCa 180,6aBa 78,3aBb 77,5aBb 101,9aBb 102,7aBb

(UM édias seguidas pela mesmalletra mintscula nas linhas, em cadaloca,
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a5% de probabilidade; médias
seguidas pelamesmaletramaiUsculanas colunas ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade; médias seguidas pela mesmalletra
em itdlico naslinhas, em cada periodo de tempo, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

40°Cfoi smilar ao anterior. Nesse caso, atemperatura
menor foi compensada pelo periodo de exposicdo
mais longo. A 60°C, as concentractes de agliconas
diminuiram em ambos os periodos. A exposic¢éo
prolongadaatemperaturamaisaltareduziu osteores
totaisdeisoflavonas (Tabela 3). Os resultados desse
segundo experimento seguiram a mesma tendéncia
observadano primeiro, ou sgja, quando atemperatura
foi maisaltaeo periodo de exposi¢do foi maislongo,
as formas malonil reduziram, ao passo que 0s
glicosideos, daidzina e genistina aumentaram
(Tabela4). Coward et a. (1998) observaram que a
extragdo aquosa a quente aumenta o teor dos
glicosideos. Maiores concentragoes de daidzeina e
genisteinaforam observadas nostratamentosa50°C
por 12 horasea40°C por 18 horas (Tabela 4).



Efeitos de gendtipos, ambientes e de tratamentos

901

Tabela 4. Concentragdes dos compostos de isoflavonas (mg/100 g) em graos da cultivar de sojaBRS 155 semeadaem
diferentes locais do Estado do Parana, em raz&o da temperatura e do tempo de submersdo (12 e 18 horas) em &gua

destilada e deionizada®.

Tempe Daidzina Genistina Malonil daidzina Malonil genistina Daidzeina Genisteina
-ratura 12 18 12 18 12 18 12 18 12 18 12 18
40°C 279aA 12,1cB  30,7bA  15,6cB 58,0aA  47,7aB 89,58A 78,4aB 27,6bB  35,18A 40,3aB 52,3aA
50°C 1480B 22,6bA 258vB  36,00A  37,1bA  18,8bB 61,4bA 42,5bB 36,8aA 32,48A 49,4aA 43,3aA
60°C 3l4aA 346aA 47,1aB  56,18A 20,6cA  18,7bA 40,7cA 36,7bA 11,9cA  14,3bA 15,3bA 20,2bA
CV (%) 16,1 13,2 18,7 12,9 15,1 15,9

(WM édias seguidas pela mesmaletra mintscula nas colunas, e pela mesma letra maitiscula nas linhas, em cada composto, néo diferem entre si pelo teste

de Tukey, a 5% de probabilidade.

A escolha de cultivares, que geneticamente
apresentam teores elevados de isoflavonas, de locais
de cultivo, onde a temperatura média € mais baixa
durante o periodo de enchimento de gréos, e de
tratamentos hidrotérmicos dos gréos, com
temperaturas e periodos de tempo adequados,
proporciona maior desenvolvimento de isoflavonas
agliconas (compostos biodisponiveis responsaveis
por efeitos benéficos a salide humana), garantindo a
obtencdo de matéria-prima mais adequada para
processamentosdealimentosfuncionaisabase de soja

Conclusdes

1. A variabilidade no teor deisoflavonasnasojaé
determinadageneticamente.

2. Temperaturas mais frias durante o periodo de
enchimento de vagens aumentam as concentracfes
de isoflavonas.

3. Otratamento hidrotérmico dos gréosa50°C por
12 horas é eficiente no desenvolvimento de
isoflavona agliconas.
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