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Resumo: As isoflavonas atuam no organismo humano com efeitos fisiolégicos de forma benéfica tornando os
alimentos que contém isoflavonas em formas funcionais ao organismo. Assim, neste trabalho foi desenvolvido um
método de andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) bem como, separagéo e quantificagéo de
isoflavonas presentes no melago de soja. A validacdo do método foi baseada pela linearidade, limite de deteccéo
(LD) e limite de quantificagdo (LQ) com estabelecimentos de critérios de andlise para aceitacdo da metodologia
proposta. Os resultados obtidos na separacdo dos isdmeros de isoflavonas bem como a quantificagdo trouxeram
melhorias relacionadas ao tempo de retencdo de cada isbmero estudado e separagdo dos compostos. Com
relagdo ao método aplicado ao longo do estudo este apresentou resultados pertinentes para utilizagdo e expansao
do método proposto focado nos compostos de isoflavonas formas glicosidicas e agliconas presentes no melaco de
soja.

PALAVRAS-CHAVE: Isoflavonas. Melaco de soja. Validagéao.

ABSTRACT: Isoflavones act in the human body with physiological effects in a beneficial way making foods containing
isoflavones in functional forms to the body. Thus, in this work a high efficiency liquid chromatography (HPLC)
analysis method was developed, as well as, separation and quantification of isoflavones from in soybean
molasses. The validation of the method was based on linearity, limit of detection (LD) and limit of quantification
(LQ) with establishments of analysis criteria for acceptance of the proposed methodology. The results obtained in
the separation of the isoflavone isomers as well as the quantification brought improvements related to the retention
time of each studied isomer and separation of the compounds. In relation to the method applied throughout the
study, it presented relevant results for the use and expansion of the proposed method focused on the isoflavone
compounds glycosidic forms and aglycones from soybean molasses.

KeEywoRbDSs: Isoflavones. Soy molasses. Validation.
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1 INTRODUCAO

A soja Glycine max (L.) Merril é uma planta de grande
diversidade genética e morfoldgica e se apresenta na
natureza com tamanhos de gréo, cores e Composi¢ao
guimica variados, dependendo do cultivar plantado e
fatores climaticos (HOECK et al, 2000). A area
cultivada com soja é de 33,8 milhdes de hectares, a
maior entre todas as grandes culturas produzidas no
Brasi, com uma producdo estimada de
aproximadamente 110,44 milhdes de toneladas para a
safra 2016/2107 (CONAB, 2018). Grande parte dessa
producdo é destinada a fabricagdo do farelo de soja
para incorporagdo como ingrediente majoritario na
alimentacdo animal, gerando 33 milh8es de toneladas
deste produto entre 2016/2017, bem como o
desenvolvimento de derivados especiais com altas
concentracbes proteicas utilizados na alimentacéo
humana por apresentar compostos benéficos a salude
como as isoflavonas (MAPA, 2017).

Entretanto, a producdo nacional de melaco de soja
segundo Pastore, Bicas e Marostica (2013), foi
estimada em 11,2 milhdes de toneladas, que é tratado
obtido do

processamento do gréo de soja na producdo de

como um residuo agroindustrial

(farinaceos proteicos) alimentos utilizados

especialmente para a alimentagdo humana
(SIQUEIRA et al., 2008). Assim, a obtenc&o do melaco
de soja provém do processo da extracdo
hidroalcodlica (60 a 70% de etanol) dos carboidratos a
partir do farelo de soja desengordurado para a
obtencdo de um concentrado rico em carboidratos e
com a presenca de isoflavonas com valores médios de
60% e 2 g.L* do total de sélidos soliveis na forma de
xarope marrom escuro (BARNES; KIRK; COWARD,
1994; JOHNSON; MYERS; BURDEN, 1992). Apenas
34,8% dos 25 carboidratos presentes no melago de
soja sdo formas digeriveis pelo organismo dos
monogastricos (humano, frango, suino) por conterem
em sua composicdo sacarose, glicose, frutose e

galactose. No entanto, 25,2% sao formas nao
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digeriveis utilizadas na alimentacdo de ruminantes
(bovino, caprinos entre outros), representadas formas
rafinose e  estaquiose (QUERSHI; LOLAS;
BLASCHEK, 2001).

No Brasil, grande parte do volume de soja produzida
segue para a producdo do farelo de soja e seus
derivados, que dardo seguimento a producdo de
proteinas texturizadas, farelos concentrados e
isolados proteicos de soja. Assim, grande parte das
pesquisas realizadas é focada nos teores presentes
nos derivados de soja e seus constituintes de grande
potencial energético e fonte funcional como é o caso
das isoflavonas formas glicosidicas e agliconas para
posterior alimentacdo humana (MANTOVANI et al.,
2011).

A ingestao diaria de isoflavonas nas formas agliconas
(daidzeina, genisteina e gliciteina) que garantem
efeitos benéficos atribuidos aos seguintes fatores:
Atividade
antimicrobiana e anticarcinogénica (BEER et al., 2005;
DELMAS; JANNIN; LATRUFFE, 2005). O odrgédo
fiscalizador Food and Drug Administration (FDA, 1999)

responsavel pela regulamentacdo de alimentos,

antioxidante, anti-inflamatéria,

concedeu o certificado Generally Recognized as Safe
(GRAS) ao consumo de isoflavonas, mediante a
adicdo de quantidades suficientes para obtencdo do
efeito desejado relacionados a protecdo de doencas.
Assim, agéncias regulamentadoras voltadas a saude
como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, 2010) cita o consumo diario de isoflavonas
dia de 25 mg/dia.

As isoflavonas fazem parte de uma ampla variedade
de compostos fendlicos pertencente ao grupo dos
flavondides de baixa massa molar, denominados
metabdlitos secundarios, os quais s&o produzidos
pelas leguminosas em teores que variam de 0,1 a 0,5
mg.g?* (COWARD et al., 1993; GENOVESE; LAJOLO,
2001). A Figura 1 apresenta as estruturas das
isoflavonas da soja nas formas glicosidicas (daidzina,

genistina e glicitina) e agliconas (daidzeina, genisteina



e gliciteina), sendo que as primeiras estao presentes
em maiores concentragdes no grdo de soja, porém
apresentam menor atividade bioldgica em relagdo as
formas ndo glicosidicas (PARK et al., 2001; SONG et
al., 1998).

Figura 1 - Estrutura das isoflavonas glicosiladas (1) e
néo glicosiladas (ll) presentes no melago de soja
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Fonte - SONG et al., 1998.

Os compostos de isoflavonas estdo biodisponiveis
especialmente nos vegetais representadas pela
familia da leguminosa (soja) com mais de 98% de sua
composicdo na forma de compostos glicosidicos,
demais leguminosas apresentam valores
insignificantes em nivel de isoflavonas biodisponiveis

(LIGGINS et al., 2000).

Entretanto, a presenca de isoflavonas biodisponiveis
especialmente para a soja, Hoeck e colaboradores.
(2000) relataram sobre as variagdes dos teores

relacionados aos fatores cultivar utilizado, local de
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plantio, clima e tipo de solo, concluindo que os teores
de isoflavonas presentes no grdo de soja, sofrem
influéncia direta destes fatores com reducéo drastica
relacionada a presenca destes compostos. Ja Li-jun e
colaboradores (2004) e Wang e Murphy (1994)
focaram o estudo voltado aos processos industriais
que elevam as perdas dos teores de isoflavonas nos
derivados de soja, destacando tempo de processo na
obtencdo dos derivados, processo de extracdo de
proteinas, formulacdo, preparo de produtos, hidrolise
enzimatica e fermentativa, com observacdo de
diferencas consideraveis nos teores e distribuicdo de

isoflavonas em ambos os processos.

Entretanto, os passos para realizacdo da separacgéo e
guantificacdo dos compostos de isoflavonas, é
relacionada a métodos que envolvem basicamente a
eluicho com o uso de gradiente e mistura de fase
movel com metanol ou acetonitrila acidificado com
acido acético, acido formico, acido fosférico ou &cido
sulfdrico, todos diluidos (SHAO et al.,, 2011). Nesse
sentido, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) apresenta uma certa vantagem sobre o0s
meétodos por Cromatografia a Gas (CG), especial pela
determinacéo dos grupos de isoflavonas glicosidicas e
agliconas que podem ser separados e quantificados
sem a necessidade da derivatiza¢do, processo no qual
necessita de reagentes especificos para realizar o
arraste do composto de interesse para separagdo e
guantificacdo (KLEDJUS et al., 2004).

Segundo Ribani e colaboradores (2004)

procedimentos relacionados a validacdo de métodos

0s

analiticos s@o amparados por duas agéncias
credenciadas pelo governo brasileiro: ANVISA e
Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e
Qualidade Industrial (INMETRO). Esses 6rgédos sao
responsaveis pela formatacdo de procedimentos
focados na validacéo de métodos analiticos, conforme
a resolugdo ANVISA RDC 166/17 de 07/2017 e

INMETRO DOQ-CGCRE 008 de 07/2011.
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O presente trabalho visou o desenvolvimento de um
método de quantificagdo e separacdo dos compostos
de isoflavonas formas glicosidicas e agliconas
presentes no melaco de soja, com utilizacdo da
técnica CLAE, para obter um perfil de separagéo e
quantificacdo com base na aplicacdo das equacdes
envolvendo a linearidade, limite de detec¢édo (LD) e
limite de quantificacdo (LQ) a fim de estabelecer
critérios de andlise para aceitacdo da metodologia

proposta.

2 MATERIAIS E METODOS

A matéria prima melaco de soja foi adquirido da
IMCOPA -

Indistria de Oleos Ltda, localizada na cidade de

empresa Importacdo, Exportacdo e

Araucéria - Parana.

2.1 EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO  DAS

ISOFLAVONAS

O procedimento utilizado para obter as isoflavonas do
melaco de soja foi desenvolvido ao longo do estudo.
Assim, com base no perfil do melaco de soja que
apresenta na média concentracdo de (70 a 72 °Brix)
para comercializacéo, utilizou-se a extracdo liquido-
liquido para evitar perdas das isoflavonas por
lixiviacdo. Nesse sentido, iniciou-se 0 processo de
extracdo das isoflavonas formas agliconas e
glicosidicas, presentes no melaco de soja com o
desengorduramento, mediante a pesagem de 300 ¢
dispostas em frascos tipo Becker com posterior adi¢do
de hexano (1:4 m/v), e agitacdo magnética (IKA
modelo HS 7) por 30 min., em temperatura de 25 °C,
seguindo a centrifugacdo a 7.000 x g por 20 min.

Posterior a centrifugacdo, a massa do precipitado

desengordurado foi submetida a secagem em
rotaevaporador (IKA, modelo RV 10 Control), com
temperatura de banho controlada em 40 °C até a
obtengdo de uma massa seca, sem presenca de agua
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e solvente metanol. Assim, com a obten¢do da massa
seca obtida a partir do precipitado contendo
compostos de isoflavonas. Nesse sentido, posterior a
obtencdo do processo de extragdo liquido-liquido, a
amostra foi levada para realizacdo das analises por
CLAE mediante a filtracdo em microfiltros de
Politetrafluoretileno (PTFE) com porosidade 0,22 pym

(Millipore, S&o Paulo, Brasil).

2.1.1 PADROES DE ISOFLAVONAS UTILIZADOS

Foram utlizados padr6es com grau analitico

cromatografico,  glicitina,  genistina, daidzeina,
gliciteina e genisteina todos com pureza acima de
95%. Os padrBes foram adquiridos do Instituto de
Tecnologia do Parana (Tecpar, Curitiba, Brasil). As
diluigbes dos padrbes foram realizadas com a incluséo
da solugdo metanol:agua 80/20 v/iv em concentracdes

que variam na ordem de 0,200 a 0,001 pg.mL™.

2.1.2 CONDICOES DE ANALISE

CROMATOGRAFICA POR CLAE

O método utilizado para realizacdo das analises
referente as separacbes e quantificacdes dos
compostos de isoflavonas foi baseado no estudo
realizado por Ribani e colaboradores (2004). Nesse
sentido, o desenvolvimento do estudo foi focado pela
técnica cromatogréafica CLAE, equipamento composto
por bomba quaternaria (Shimadzu, modelo LC-
10ADVP), controlador de sistema (Shimadzu, modelo
SCL-10AVP), detector UV-Vis (Shimadzu, modelo
SPD-10AV) monitorado em 254 nm, equipado com
injetor manual Rheodyne volume de injegcéo de 10 pL,
(Shimadzu, modelo DGU-14A) e
software Shimadzu CLASS-VP® Release (Versio 6.14

SP1). A analise foi conduzida utilizando como fase

degaseificador

movel A: 4gua ultrapura + 0,1% de &cido acético
glacial (pH 3,5) e B: acetonitrila + 0,1% de &cido


https://pt.wikipedia.org/wiki/Politetrafluoretileno

acético e vazao constante ao longo da corrida com 1
mL/min e coluna (ODS Hypersil, 5 um, 4,6 x 250 mm)
com fase médvel e temperatura de coluna em forno
(Shimadzu, modelo CTO-10AS) a 30 °C. A
programacao do gradiente referente a fase mavel foi
14% de B por 8 min, 50% de B entre 25 a 30 min e
retornando para valores de 14% de B, entre 33 a 35

min.

2.2 VALIDACAO

2.2.1 SELETIVIDADE

A Anvisa (2017) relata que a seletividade é a
capacidade que o método possui de medir exatamente
um composto em presenga de outros componentes
tais como impurezas, produtos de degradacdo e
componentes da matriz. Nesse sentido, o presente
estudo adquiriu compostos formados por isbmeros de
isoflavonas formas agliconas e glicosidicas em
concentracbes distintas, conforme concentracdes:
daidzina (8 pug.mL?), glicitina (4 ug.mL™), genistina
(1 pg.mL1), daidzeina (8 pg.mL?), gliciteina (4 pg.mL™?)
e genisteina daidzeina (ug.mL™) todos dissolvidos em
solugdo metanol:agua 80:20 v/v.

Entretanto, a concentracéo inicial do extrato seco de
melaco de soja, foi padronizado com a concentragédo
de 1 mg.mL?! para obtencdo do perfil referente a
identificacdo dos tempos de retencdo envolvendo a
corrida cromatografica do melaco de soja, conforme

método descrito no item 2.1.2.

2.2.2 LINEARIDADE

Segundo o INMETRO DOQ-CGCRE 008 de 07/2011,
linearidade é a capacidade de produzir resultados que
sejam diretamente proporcionais a concentracdo de

analito, em uma dada faixa de concentracao.

Portanto, foi realizado o perfil da linearidade mediante

a construcdo da curva de calibragdo relacionada para
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cada padrdo preparado. Dessa forma, para
demonstrar a presenca da linearidade para cada um
dos compostos analisados, utilizou-se a equacao
linear com o objetivo de obter um coeficiente de
correlacdo (r) igual ou maior que 0,99 (BARROS
NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2007). Assim, as
concentragdes utilizadas foram: 200, 100, 40, 30,8 e 4
ug.mL? para daidzina; 100, 50, 20, 10, 4 e 2 ug.mL?
para glicitina; 50, 25, 10, 5, 2 e 1 pg.mL?! para
genistina e 200, 100, 40, 20, 8 e 4 pg.mL? para
demais isoflavonas daidzeina, gliciteina e genisteina.
Todos os compostos foram dissolvidos em solucdo
metanol:agua 80:20 v/v. Os resultados referentes aos
célculos da média, desvio-padrdo, coeficiente de
variacdo, bem como a analise de variancia estao

dispostos na Tabela 1 em Resultados e Discussao.

2.2.3 LIMITES DE DETECCAO E LIMITE DE
QUANTIFICACAO

O limite de deteccdo (LD) é estimado com base na
relacdo de 3 vezes o ruido da linha de base, em
relacdo & menor concentracéo detectavel do analito
(ANVISA, 2017), conforme Equacdo 1. A partir dos
dados referentes a obtencdo da curva de calibracéo
provindo dos padrdes de isoflavonas foi determinada a
menor concentragdo, com valores referentes ao
coeficiente de correlagdo (r) igual ou maior que 0,99.
Dessa forma, os limites de quantificacdo (LQ) foram
determinados a partir das curvas da linearidade

conforme Equacéo 2.

LD = DPax 3 1)
IC

LQ = DPa x 10 2)
IC
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em que LD= limite de deteccdo, DPa = desvio padrdo
do intercepto com o eixo y, IC = inclinagdo da curva,
3= relacao sinal-ruido, LQ: limite de quantificagdo, 10=
relacdo sinal-ruido.

Em seguida, as solugbes foram injetadas em
concentragbes determinadas com seus respectivos

picos referentes a cada composto analisado.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao determinar o procedimento voltado a identificagdo
e quantificacdo dos isbmeros de isoflavonas, grandes
dificuldades foram enfrentadas especialmente pela
composicdo quimica que o melaco de soja, que
contém 34,6% de carboidratos, 3,2% de proteinas,
3,1% de gordura, 4,2% de
aproximadamente 2 g.L! de isoflavonas (BARNES;
KIRK; COWARD, 1994), apesar da literatura nao

destacar a identificacdo e quantificacdo de isoflavonas

minerais e

provindas do melaco de soja, por apresentar

guantidades de baixa significancia industrial.

Para isso, foi realizado um procedimento voltado a
extracdo das isoflavonas estabelecido por Mantovani
(2013), a fim de evitar maiores interferéncias na
identificacdo e quantificacdo das isoflavonas durante
as analises realizadas por CLAE. As condi¢cbes
cromatograficas utilizadas na quantificacdo das
isoflavonas foram condicionadas a estudos com
diversas variacdes da fase moével com o uso do
gradiente, utilizando acetonitrila e agua acidificada.
Diante dos fatores abordados, a Figura 2 apresenta a
melhor condicdo obtida para separacdo das
isoflavonas, realizadas separadamente e indicada por

seta.
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Figura 2 - Cromatograma representando a separacéo
das isoflavonas.
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Fonte - Préprio autor.

3.1 SELETIVIDADE

O uso da seletividade segundo a norma da ANVISA
(2017) é aplicado a dois parametros distintos, o
primeiro € a analise qualitativa seguida pela
quantitativa. O estudo voltado a separacdo e
identificacdo das isoflavonas e seus isébmeros foram
estudados com base no pardmetro quantitativo, por
haver, contaminantes diversos nas amostras de
extrato seco, obtidas a partir da matéria prima melago
de soja. Nesse sentido, a Tabela 2 apresenta valores
voltados aos graus de liberdade (df) entre 1 a 4 para
todos os isdbmeros de isoflavonas avaliadas,
representadas pelo estudo da andlise de variancia,
indicando a confiabilidade do resultado obtido no

quesito seletividade.

3.1.1 LINEARIDADE VERSUS CURVA DE

CALIBRACAO

A linearidade é a capacidade de uma metodologia
analitica na busca de resultados (variavel dependente
y) diretamente proporcional & concentragcdo do analito
(variavel independente x) dentro de um intervalo
especifico (ANVISA, 2017). Dessa forma, foi utilizado

como suporte de validagdo metodoldgica a RDC



166/17 de 07/2011 que descreve como critério minimo
aceitavel (r) com valor maior ou igual a 0,99. O valor
de (r) determina a estimativa da qualidade da curva, e
guanto mais préximo de 1,0 menor sera a dispersao
dos pontos experimentais com menor incerteza dos
coeficientes de (RIBANI;  COLLINS;

BOTTOLI, 2007).

regressao

Os resultados estatisticos aplicados no estudo foram

realizados mediante a aplicagdo do software StatSoft®
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Statistica (verséo 8, 2007). Nesse sentido, os valores
plotados na Figura 3 apresentam o0s resultados
obtidos com relacdo ao perfil de concentracoes,
médias e coeficiente de variacdo sem haver pontos
fora do intervalo de confianca bem como definicdo da
faixa de concentracao, obtidas a partir de andlises por

cromatografia CLAE.

Figura 3 - Curvas dos padrdes de isoflavonas versus concentragédo

Daidzina pg/mL

Concentracao 0.2 01 0,04 0,03 0,008 0,004
Média 1851757 937794 351704 180307 71543 33274
dp 22722 9234 6228 1483 519 959
CV % 12 10 18 0.8 07 25
. Glicitina pg/mL
Concentracao 0.1 0.05 0,02 0,01 0,004 0,002
Média 860524 436781 155799 75785 28951 14398
dp 11558 5188 3210 1010 330 215
CV % 13 12 2,1 13 1,1 15
. Genistina pg/mL
Concentracao 0,05 0,025 0,01 0,005 0,002 0,001
Média 603633 284316 114774 55190 21508 10593
do 4808 4122 1216 942 354 308
CV % 0.8 14 1,1 17 16 29
. Daidzeina pg/mL
Concentracao 0.2 0,1 0,04 0.02 0,008 0,004
Média 3595803 1772467 704286 340822 134972 70280
dp 40357 25815 11421 5077 1176 933
CV % 1,1 15 16 15 09 14
i Gliciteina pg/mL
Concentracao 0.2 01 0,04 0,02 0,008 0,004
Média 860012 423581 167366 81326 35103 16639
dp 8750 6913 3100 1486 1113 674
CV % 1.0 16 1.8 18 3.2 41
. Genisteina pg/mL
Concentracao 0.2 0.1 0,04 0.02 0,008 0,004
Média 3564636 1715278 684581 346514 153779 76541
dp 33466 39693 13292 5778 357 865
CV % 09 23 1.9 17 0.2 1,1

dp= desvio padrio.
CV% = Coeficiente de variago.

Fonte - Préprio autor.

Na construcdo de uma curva analitica, quase sempre
€ observada a presenca de interferéncias provindas
de matrizes a serem quantificadas posteriormente. No
entanto, o valor obtido durante o estudo focado na
da

das

linearidade comprova a ndo ocorréncia

interferéncia  analitica na  quantificac@o
isoflavonas. Assim, erros contidos na analise e seus
ajustes somente sdo observados com o uso da

varidncia que busca fornecer resultados menos

tendenciosos (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS,
2007).

A andlise de variancia foi aplicada para todas as

curvas de calibracdo referentes as isoflavonas,
conforme apresentado na Figura 4, apresenta o valor
P do modelo bem inferior (p < 0,05) com significancia
estatistica. Os outros pardmetros obtidos na andlise
de variancia apenas corroboram a robustez estatistica

do modelo matematico proposto.
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Figura 4 - Andlise de variancia

Daidzina
S8 df MS F P
Modelo 29007 54 1 29007 54 1371842 0,00
Residuo 8457984 4 2114496
Glicitina
S8 df MS F P
Modelo 7249 857 1 7249 857 6999 061 0,00
Residuo 4 143331 4 1,035833
Genistina
S8 df MS F P
Modelo 1813409 1 1813,409 7974314 0,00
Residuo 0,090963 4 0,022741
Daidzeina
S8 df MS F P
Modelo 29014 21 1 29014 21 64956 47 0,00
Residuo 1,786687 4 0446672
Gliciteina
Ss df MS F P
Modelo 29007 54 1 29007 54 1371842 0,00
Residuo 8,457984 4 2114496
Genisteina
S8 df MS F P
Modelo 20014 52 1 29014 52 7849212 0,00
Residuo 1478595 4 0,369649

35S = (Soma quadratica dos quadrados) df = (Grau de liberdade), MS = (Média dos quadrados).

Fonte - Préprio autor.

Os célculos relacionados as EquacbBes 1 e 2 sdo
baseadas no LD e LQ, todos utilizados perante
obtencdo dos pardmetros das curvas analiticas
referente as isoflavonas. Assim, concentracdes
referentes as isoflavonas obtidas do melaco de soja
foram calculadas por médias, desvios padrdes,
coeficientes de variacdo e limites de repetibilidade
conforme valores apresentados na Tabela 3,
parametros utilizados para obter valores referentes a
capacidade de deteccdo das isoflavonas formas
glicosidicas e agliconas nas concentragbes e
intervalos entre 200 e 1 npg.mL?! representando

linearidade, exatid&@o e preciséo.

e-xacta, Belo Horizonte, v. 11, n. 1, p. 97-107. (2018). Editora UniBH
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Tabela 3 - Limites de deteccédo e quantificacdo

Isoflavonas LD (ug.mL?) LQ (ug.mL?)
Daidzina 0,90 3,01
Glicitina 0,20 0,66

Genistina 0,47 1,59
Daidzeina 1,24 4,14
Gliciteina 0,89 2,98
Genisteina 1,39 4,64

Fonte - Préprio autor.

3.2 PERFIL CROMATOGRAFICO DAS AMOSTRAS
DE MELACO DE SOJA

O método de separacgdo das isoflavonas provindas do
melaco de soja formas glicosidicas e agliconas,
posterior ao método de extracdo liquido-liquido, foi
eficiente  quando relacionado a identificacao,
separacao e quantificacdo, ndo havendo interferentes
gue afetassem sua resolugdo. Nesse sentido, o perfil

cromatografico voltado a separacao das isoflavonas é:



1 - daidzina, 2 - dlicitina 3 - genistina, 4 - daizeina, 5 -
gliciteina e 6 — genisteina, conforme apresentado na

Figura 5.

Figura 5 - Cromatograma da amostra 1 do melago de
soja
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Fonte - Proprio autor.

Assim, a quantificacdo dos teores de isoflavonas
referente ao perfil cromatografico da amostra 1 do
melaco de soja, formas glicosidicas e agliconas, antes
da retirada dos carboidratos pelo método de extracéo
liquido-liquido, é apresentado na Figura 6 com teores

de isoflavonas totais quantificados em em p.g™.

Figura 6 - Concentrac@o média de isoflavonas, em
l.g?, das amostras de melaco de soja

250 236,96

s et
g

v
o

o
N

%
o

%
1S

o
%
2
oo
e

2

200 -

T
%
%
o

f
z
8
e
25
%
o

f
%
s
Yoike
20
ol
&

~
1
%!
2
0
o}

162,78

~
e
%
2
bole?

heSraeen

d

%

oo

0

e
Bitals

fot

,
%
Yoiie
<X
%

pZate%ets

15019 127,17

I

S

% e

s

% XX

e
R

i

%
ol

0
Jotelete?
et
SO
2
ottt
XA

,
1
o35
295
Satsts
LB

7,
0
Jote?
e
tolo
&

%
2
et

Média
-
X
3
2
X
5
55

%

oo
o
e
o
vite!
ookl

7
3
o0
5

100 4

pfalels

73,67

i

k!

o
bt
ot
0
o

OO I Is

s
SRt

R
HG

003
00
05
s
"
25
5%
let

e ata et

%
5
s
el
tets
o
%
s
05
225
5
e

fote!

5

%
oS

~
<
o
o
2

o0

50 o

..
:
Wt
.
%
ot
<
i
:
:
&

oot

o
%
—
X%
3
ik
<52
%
%

Ly
S

x
53
2

XX
ook

%35
o
XX
X
2
bts

s

o
£
o

.
s
XX
ot
S
-
i

i
o

K e
Rk
e
P
o
ape
R
(R

&
ol
%
o
o3
=
%
%
Yoies
2%
2
5
)

<
!
2%
%
5
2
%
o2
X

5
S
%
e
o
%!

.
o
5
2
:
25
-
7
%%
X
i
.
:
Y

-
%
52
s
T
1%
lok

&
!
!
o

T T , T T 7 T .
Daidzina Glicitina Genistina Daidzeina Gliciteina Genisteina

Total de isoflavenas Microgramal/grama

Fonte - Préprio autor.

105

Entretanto, com a aplicacdo do procedimento voltado
para extragdo do teor de carboidratos contidos no
melagco de soja comercial, mediante a extracdo
liquido-liquido, estudada por Mantovani (2013), é
observada a mudanca do perfil conforme demonstrado
na Figura 7 sobre os teores de isoflavonas formas
glicosidicas como a daidzina, glicitina e genistina
chegou a reducdo de 95,8, 550 e 83,7% com
aumento representativo de 50,0, 43,0 e 62,2% para as

formas agliconas daidzeina, gliciteina.

Figura 7 - Contelido de isoflavonas totais em p.g*
apos o processo de extracao liquido-liquido
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Fonte - Préprio autor.

4 CONCLUSOES

O uso da cromatografia liquida de alta eficiéncia para
a identificacdo, separacéo e quantificacdo de diversos
compostos é vidvel mediante a um processo
antecessor para evitar a presenca de contaminantes
andlise. Assim, o

gue visam dificultar a

desenvolvimento de uma técnica de validacédo
especialmente para compostos provenientes de
residuos agroindustriais, como é o caso do melaco de
soja, proporcionou melhorias no quesito identificacao,
separacdo e quantificacdo das isoflavonas formas

glicosidicas e agliconas.
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