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RESUMO

CARNEIRO, Ariadne Magalhaes. Estudo da Ocorréncia de Isoflavonas em Residuos da
Cultura de Soja. 2018. 61. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia — Instituto de
Biociéncias de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Botucatu,
SP, 2018. Verséo corrigida.

Aproximadamente 3,7 x 10° toneladas de residuos agricolas sio produzidos anualmente no
mundo. Por ser uma das grandes poténcias agricolas atualmente, grandes quantidades de
residuos agricolas sdo geradas constantemente no Brasil. Uma das principais culturas
produzidas no pais é a soja. Além de seu uso na pecudria, utilizada na alimentacdo animal,
assim como para alimentacdo humana, a soja desperta grande interesse do ponto de vista
farmacoldgico, por ser uma das principais fontes de isoflavonas, uma forma de fitoestrogénio,
sendo umas das espécies listadas na RENISUS. Este trabalho teve como objetivo investigar o
perfil quimico dos residuos provenientes da cultura da soja (caules, folhas e vagens) por meio
de uma abordagem analitica verde. Os extratos foram obtidos em triplicata por maceracao
dindmica a 30 °C, com acetona e etanol, com e sem adicdo de acido. O solvente acetonitrila
foi utilizado como solvente de referéncia, pois € comumente empregado tanto para a extracao
como para a separacdo de isoflavonas presentes em grdos de soja. Os extratos foram
analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um espectrofotdmetro de
untravioleta/visivel (HPLC-PAD/UV) e a comparacdo da eficiéncia de extracdo entre o0s
solventes testados foi feita com base em numero total de picos, area total sob os picos e
rendimento da extragdo. Os solventes verdes etanol e acetona mostraram-se mais eficientes do
que o solvente de referéncia acetonitrila. Posteriormente, uma estratégia de identificacdo de
compostos em mistura, baseada em dados obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas de alta resolu¢do (HPLC-PDA/UV-ESI/TOF/MS) e em
dados quimiotaxondmicos foi empregada. Foram identificadas as isoflavonas ndo glicosiladas
daidzeina, genisteina e gliciteina, além da flavona apigenina, em residuos de cultura de soja.
Este trabalho sugere que isoflavonas e outros flavonodides poderiam ser obtidos de residuos
agricolas da cultura de soja, amplamente disponiveis mundialmente, por meio de tecnologias

verdes de extracdo e de analise.

Palavras-chave: Isoflavona. Soja. Residuo agricola. Quimica Verde. Solventes verdes.



ABSTRACT

CARNEIRO, Ariadne Magalhé&es. Study of the Occurrence of Isoflavones in Soybean
Crop Residues . 2018. 60. Dissertation (Master in Biotechnology) — Bioscience Institute of
Botucatu, S&o Paulo State University, Botucatu, SP, 2018. Original version.

Approximately 3.7 x 10° tonnes of agricultural waste is produced annually in the world.
Because it is one of the great agricultural powers today, large amounts of agricultural residues
are constantly generated in Brazil. One of the main crops produced in the country is soy. In
addition to its use in livestock and human nutrition, the soybean awakes great interest from
the pharmacological point of view, being one of the main sources of isoflavones, a form of
phytoestrogen, being one of the species listed in RENISUS. The objective of this work was to
investigate the chemical profile of residues from soybean (shoots, leaves and pods) using a
green analytical approach. The extracts were obtained in triplicate by dynamic maceration at
30 ° C, with acetone and ethanol, with and without acid addition. The solvent acetonitrile was
used as reference solvent, since it is commonly used both for the extraction and the separation
of isoflavones present in soybean grains. The extracts were analyzed by high performance
liquid chromatography coupled to an untraviolet/visible spectrophotometer (HPLC-PAD/UV)
and the comparison of the extraction efficiency among the solvents tested was done based on
total number of peaks, total area under peaks and extraction yield. The green solvents ethanol
and acetone were more efficient than the reference solvent acetonitrile. Subsequently, a
strategy for the identification of compounds in mixture, based on data obtained by high
performance liquid chromatography coupled to high resolution mass spectrometry (HPLC-
PDA/UV-ESI/TOF/MS) and chemotaxonomic data was used. The non-glycosylated
isoflavones daidzein, genistein and glycitein, as well as flavone apigenin, were identified in
soybean residue. This work suggests that isoflavones and other flavonoids could be obtained
from soybean crop residues widely available worldwide through green extraction and analysis

technologies.

Key-words: Isoflavone. Soy. Agricultural waste. Green Chemistry. Green Solvents.
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1. INTRODUCAO

Estima-se que 3,7 x 10° toneladas de residuos agricolas sejam produzidos anualmente,
no mundo (BENTSEN et al., 2014). O Brasil, por ser um dos maiores produtores agricolas da
atualidade, acaba por produzir uma consideravel quantidade de residuos. Segundo o
diagndstico dos residuos organicos do setor Agrossilvopastoril e Agroindustrias Associada, de
57 milhdes de toneladas de producdo, aproximadamente 41 milhGes de toneladas foram
classificadas como residuos. Diante disto, preocupa o fato de que os agricultores e a
agroindustria associada ndo estarem atentos em relacdo a geracdo de residuos e/ou 0s seus
posteriores destinos/ tratamentos, pois se uma porcentagem destes residuos € util para a
protecdo do solo contra erosdo e para restaurar os nutrientes que foram extraidos pelo vegetal,
0 acumulo destes residuos pode impactar negativamente no meio ambiente devido a geragédo

de subprodutos que podem ser tdxicos, cumulativos ou de dificil degradacdo (IPEA, 2012).

Esforcos pela valorizacdo de residuos ainda sdo considerados incipientes no Brasil em
comparagdo aos paises centrais, pois sO mais recentemente instituicdes publicas brasileiras
tém mostrado interesse no assunto (PERLATTI; FORIM; ZUIN, 2014). A propria
Organizacdo das NagOes Unidas (ONU) reconhece a necessidade de se intensificar e
aprofundar pesquisas de tecnologias para conversdo de residuos agricolas em recursos Uteis a
sociedade (UNITED NATIONS ENVIRONMENT PROGRAM - DIVISION OF
TECHNOLOGY, 2009). A busca por compostos de interesse em residuos agricolas, ou de
bioprocessos onde estes residuos possam ser matérias-primas para a fabricacdo de novos
produtos, por meio de estratégias de agregacdo de valor avancgadas, baseadas em tecnologias
verdes, vem sendo entendida como uma forma de preservar recursos ambientais, bem como
uma estratégia para diversificar a geracdo de produtos a partir de uma dada matéria-prima.
Segundo Pleissner et al. (2015), os processos de valorizacdo de residuos provenientes de
frutas, vegetais, carnes e derivados, e 6leos, abrangem a producéo de antioxidantes, extracdo

de flavonoides, proteinas, incluindo enzimas, glicerol e acidos graxos.

A cultura da soja (Glycine max (L.) Merr., Fabaceae), um dos mais importantes gréos
para 0 consumo humano e animal, tanto na forma natural como a de produtos derivados, bem
como matéria-prima para a producdo de biodiesel (KARKI et al., (2011), € responsavel por
56,8% dos 58,5 milhdes de hectares de area cultivada no Brasil. Esta cultura apresenta o
maior crescimento absoluto de area cultivada em relacdo a outras culturas, com estimativa de

aumento de 4,9 milhdes de toneladas na producdo. De acordo com Matos (2005), 2,7
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toneladas de residuos sdo geradas durante o processamento de uma tonelada de graos,
portanto, estima-se que, aproximadamente, 13 milhdes de toneladas de residuos seréo geradas
com o aumento da producdo de soja. Consequientemente, a cultura de soja € potencialmente a
cultura que mais gera residuos agricolas no Brasil, como palhas, folhas, bagaco de colmo,

vagem. Par[agrafo para justificar os objetivos
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Quimica Verde

Quimica Verde é definida como o planejamento, o desenvolvimento e a implementacéo
de produtos quimicos e processos para reduzir ou eliminar o uso ou geracdo de substancias
nocivas & salide humana e ao ambiente (ANASTAS; EGHBALI, 2010; LENARDAO et al.,
2003). Os produtos ou processos da Quimica Verde podem ser divididos em trés grandes
categorias: (i) uso de fontes renovaveis ou recicladas de matéria-prima; (ii) aumento da
eficiéncia de energia, ou a utilizacdo de menos energia para produzir a mesma ou maior
quantidade de produto e (iii) evitar o uso de substancias persistentes, bioacumulativas e
toxicas (ANASTAS; EGHBALLI, 2010; ANASTAS; KIRCHHOFF, 2002).

Os doze principios da Quimica Verde foram introduzidos em 1998 por Paul Anastas e
John Warner (ANASTAS; EGHBALLI, 2010; LENARDAO et al., 2003) e s&0 0s seguintes:

1. Prevencdo. Evitar a producéo de residuos é melhor do que trata- los ou “limpa-los” apos

sua geracao.

2. Economia de Atomos. Deve-se procurar desenhar metodologias sintéticas que possam

maximizar a incorporacdo de todos 0os materiais de partida no produto final.

3. Sintese de Produtos Menos Perigosos. Sempre que praticavel, a sintese de um produto
guimico deve utilizar e gerar substancias que possuam pouca ou nenhuma toxicidade a saude

humana e ao ambiente.

4. Planejamento de Produtos Seguros. Os produtos quimicos devem ser desenhados de tal

maneira que realizem a funcdo desejada e que, a0 mesmo tempo, ndo sejam toxicos.
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5. Solventes e Auxiliares mais Seguros. O uso de substancias auxiliares (solventes,
agentes de separacdo, secantes, etc.) precisa, sempre que possivel, tornar-se desnecessério e,

quando utilizadas, estas substancias devem ser inocuas.

6. Busca pela Eficiéncia de Energia. A utilizacdo de energia pelos processos quimicos
precisa ser reconhecida pelos seus impactos ambientais e econdmicos e deve ser minimizada.
Sempre que possivel, 0s processos quimicos devem ser conduzidos a temperatura e pressao

ambientes.

7. Uso de Fontes Renovaveis de Matéria-Prima. Sempre que técnica e economicamente
viavel, a utilizacdo de matérias-primas renovaveis deve ser escolhida em detrimento de fontes

nao-renovaveis.

8. Evitar a Formacdo de Derivados. A derivatizacdo desnecessaria (uso de grupos
bloqueadores, protecao/desprotecdo, modifcacdo temporaria por processos fisicos e quimicos)
deve ser minimizada ou, se possivel, evitada, porque estas etapas requerem reagentes

adicionais e podem gerar residuos.

9. Catalise. Reagentes cataliticos (tdo seletivos quanto possivel) sdo melhores que

reagentes estequiométricos

10. Planejamento para a Degradacgdo. Os produtos quimicos precisam ser desenhados de
tal modo que, ao final de sua funcdo, se fragmentem em produtos de degradacdo indcuos e

n&o persistam no ambiente.

11. Analise em Tempo Real para a Prevencdo da Poluicdo. Serd necessario o
desenvolvimento futuro de metodologias analiticas que viabilizem um monitoramento e

controle dentro do processo, em tempo real, antes da formagéo de substancias nocivas.

12. Quimica Intrinsecamente Segura para a Prevencao de Acidentes. As substancias, bem
como a maneira pela qual uma substancia é utilizada em um processo quimico, devem ser
escolhidas a fim de minimizar o potencial para acidentes quimicos, incluindo vazamentos,

explos@es e incéndios

Estes 12 principios sdo um guia para a construcdo e planejamento de novos processos e

produtos quimicos, que percorrem todos os aspectos do ciclo de vida dos processos, desde ao
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uso de matérias-primas, até a eficiéncia e seguranga da transformacdo, a toxicidade e a
biodegradabilidade dos produtos e reagentes usados (ANASTAS; EGHBALLI, 2010).

Esta abordagem vem ganhando importancia notadamente a partir da década de 1990,
quando foram criados programas e premiagOes voltadas a Quimica Verde. Desde entdo,
acentuaram-se a promocao e o estabelecimento de conferéncias, de comiss@es cientificas e de
institutos de pesquisas e as publicacBes sobre o tema e as suas aplicacdes, incluindo a criagdo
de um periodico intitulado “Green Chemistry”, pela Sociedade Real de Quimica Britanica
(ANASTAS; EGHBALI, 2010; ANASTAS; KIRCHHOFF, 2002; LENARDAO et al., 2003).

Assim, esforcos vém sendo aplicados no sentido do desenvolvimento de processos de
extracdo e de separacao sustentaveis do ponto de vista ambiental e de saude. Estes, de forma
geral, seguem as premissas da Quimica Verde, especialmente aquelas detalhadas em quatro
dos doze principios da Quimica verde, definidos por Anastas e Warner (1998): (a) “prevengao
- evitar a producdo do residuo € melhor do que trata-lo ou limpa-lo”; (b) “planejamento de
produtos seguros - 0os produtos quimicos devem ser desenhados de tal modo que realizem a
funcdo desejada e a0 mesmo tempo nao sejam tdxicos”, (c) “solventes e auxiliares mais
seguros - 0 uso de substancias auxiliares (solventes, agentes de separacédo, secantes, etc.)
precisa, sempre que possivel, tornar-se desnecessario e, quando utilizadas, estas substancias
devem ser inocuas”; e (d) “quimica intrinsecamente segura para a prevencdo de acidentes - as
substancias, bem como a maneira pela qual uma substancia € utilizada em um processo
quimico, devem ser escolhidas a fim de minimizar o potencial para acidentes quimicos,
incluindo vazamentos, explosfes e incéndios” (ANASTAS; EGHBALI, 2010; ANASTAS;
KIRCHHOFF, 2002).

Os solventes representam um desafio na area da Quimica Verde, sendo, talvez, a parte
mais ativa neste campo (ANASTAS; EGHBALI, 2010). Isto se deve ao fato de que os
solventes estdo diretamente relacionados ao desperdicio de massa em processos e sinteses, a
poluicdo ambiental e na seguranca de trabalhadores (ANASTAS; EGHBALLI, 2010). Portanto,
foram criados guias de selecdo de solventes verdes, de modo que pudessem orientar o
desenvolvimento de novos produtos e processos utilizando solventes menos danosos (PRAT;
HAYLER; WELLS, 2014; TOBISZEWSKI; NAMIESNIKA; PENA-PEREIRA, 2017).

Horvath e Anastas (2007) destacam que a busca por matérias-primas diversas também

¢ uma éarea bastante importante para a Quimica Verde. Desta forma, residuos agricolas
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tornam-se uma opcao vidvel do ponto de vista econémico e sustentavel, ja que ndo competem
com 0s recursos agricolas para a produgdo de alimentos e de ragcdo animal. Sao necessarias
pesquisas de base para o desenvolvimento de métodos e processos sustentaveis, eficientes e
econémicos em larga escala para conversdo de biomassa (carboidratos, proteinas, lipideos e
metabolitos secundarios) em produtos industrialmente viaveis, como compostos quimicos

intermediérios, farmacéuticos e materiais organicos poliméricos.
2.2 Glycine max (L.) Merr. (Fabaceae) descri;’ao botanica

Os lipideos constituem 20% do peso seco da soja e sdo encontrados principalmente no
cotilédone do grdo de soja, e 0s acidos graxos predominantes sdo o acido palmitico, acido
estedrico, acido oleico, acido linoleico e acido linolénico (GERDE; WHITE, 2008). A soja
ainda possui altos niveis de proteina, de aproximadamente 40% (MALENCIC et al., 2007), e
apresenta 35% de carboidratos, ou seja, 0 segundo maior componente. Além de proteinas,
lipideos e carboidratos, a soja também contém outros componentes, tais como minerais e
diversos metabolitos ditos especiais ou secundarios, que sdo moléculas adaptativas,
produzidas para razdes fisiologicas, sociais ou predatorias (O’BRIEN; WRIGHT, 2011). Estes
metabdlitos podem ser isoflavonas, acido clorogénico, &cido cafeico, &cido ferralico, &cido p-
cumarinico, tocoferois, saponinas e acidos fiticos (MESSINA; MESSINA, 2010; KIM et al.,
2012; LIU, 2012).

2.2.1 Flavonoides

Flavonoides sdo compostos polifenélicos amplamente distribuidos pelo reino vegetal.
Estes compostos sdo importantes para a protecdo das folhas vegetais de raios UV durante seu
crescimento. De acordo com Ho et al. (2002), o contetdo de flavonoides das folhas de soja
difere do conteudo de flavonoides presentes nos grdos. Os flavonoides mais abundantes nos
grdos de soja sdo: malonil-genisteina, malonil-daidzeina, genisteina e daidzeina (isoflavonas).
Ja as folhas apresentaram seis compostos da classe dos flavonoides que, apos analises foram

identificados como glicosideos de kaempferol.

As isoflavonas sdo a forma mais comum encontrada de fitoestrogénios, devido a
semelhancga estrutural que possui com estrogenos humanos, como o 17 B-estradiol, e podem
ser encontradas em diversas espécies, sendo que a soja constitui uma das fontes mais

abundantes destes compostos. As principais isoflavonas encontradas na soja sdo a genisteina,
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a daidzeina e a gliciteina (Figura 1) (QUEIROZ et al., 2006). Também sdo encontradados
glucosideos, malonilglucosideos e acetilglucosideos destes trés compostos (KIM et al., 2012;
KIM et al., 2005; WANG; MURPHY, 1994).

Daidzeina

HO o

Z 0oH

Gliciteina

Figura 1. Estrutura das principais isoflavonas da soja. Fonte: Queiroz et al., 2006.

As isoflavonas apresentam diversos beneficios a saide humana, além de sua conhecida
atuacdo como fitoestrogénios. Estes compostos podem apresentar atividades antioxidantes
(JENG et al., 2010; TYUG et al., 2010; MALENCIC et al.,2007), anticarcinogénicas (SING
et al., 2006; LI et al., 2011) e diminuem os riscos de doencas cardiovasculares (MORTON et
al., 2000).

Além de ser uma das espécies listadas na RENISUS, a soja ja € uma das espécies
presentes na lista de fitoterapicos que possuem registrados simplificados pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (CARVALHO et al., 2008), estas isoflavonas ja
sdo comercializadas, na forma de extrato seco dos grdos de soja. No Brasil € possivel citar as

marcas Buona e Soyfemme, das empresas Eurofarma e Ache, respectivamente.
2.3 Subprodutos da producéo de soja e seus derivados

Os subprodutos obtidos do campo e das industrias de extracdo de 6leo de soja sdo
amplamente utilizados na alimentacdo de ruminantes, pois, além de reduzir os custos e reduzir
0 impacto ambiental, através da diminuicdo de residuos, os grdos, que sdo alimentos mais

nobres, sdo destinados, principalmente, a alimentacdo humana. Segundo estudo realizado pelo
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6rgdo EMBRAPA, os subprodutos coletados nos campos agricolas, chamados de restos de
cultura, apresentaram contetdo médio de proteina bruta de 21,69% e nivel de 6leo de 8,03%.

Nas culturas de soja, a producdo de biomassa, que é resultante das partes de gréaos nao
aproveitadas, como a palha e as cascas, € de 3 a 4 toneladas por hectare, com umidade de
11,5% (NOGUEIRA; LORA, 2002). Segundo o Inventario Energético de Residuos Rurais
(2014), convertendo-se estes numeros de producdo a base seca e utilizando-se como
referéncia a produtividade média nacional de 2,93 tSoja/hectare, calculou-se uma producéo de
1,21 tBbs/tSoja. Porém, nas culturas de soja, recomenda-se que cerca de 70% da palha
permanega no campo para repor os nutrientes retirados do solo. Com isto, infere-se que 30%
dos residuos poderiam ser destinados para a extracdo de compostos de interesse industrial
(esta espécie foi incluida na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS, que
conta com 71 espécies de potencial terapéutico), ou como matéria-prima para a producdo de
acetona, butanol ou etanol através de processos fermentativos (XU et al., 2007).

A producao de biodiesel também apresenta a etapa de extracdo do 6leo vegetal, que €
realizada em larga escala com solventes organicos, em especial 0 n-hexano, que é tdxico e
inflamével e contém 45 a 90% de hexano e outras fracbes importantes sdo: 2- e 3-etil pentano,
o metil ciclopentano e o ciclohexano. Deste processo, € possivel obter uma farinha
desengordurada e cascas, cuja origem se da através da limpeza, preparo e moagem de graos,
bagas e améndoas. Para cada tonelada de soja obtém-se, aproximadamente, 600 kg de farinha
desengordurada e cerca de 50 kg de cascas, que constituem o farelo de soja. Destes residuos
se extraem a proteina e fibras, compostos pelas mesmas e por celulose, apresentando um teor
de umidade de 40 a 60%, e desta forma, estes residuos sdo utilizados na producdo de racao

animal.

A casca do grdo de soja (CGS), que também € utilizada para alimentac¢do animal, é
obtida no processamento da extracdo de 6leo. O residuo “casca de soja” constitui cerca de 2%
de cada tonelada de soja que é processada, com variacdo de 0 a 3%, de acordo com a proteina
de soja que foi processada. Porém, quando o teor de proteina da soja é elevado, ndo ha a
necessidade de retirar a casca de soja do farelo. (ZAMBOM et al., 2001)

Outro residuo que pode ser obtido a partir do extrato aquoso da producéo de leite de

soja € conhecido como “okara”. Os graos de soja lavados e secos, serdo moidos ¢ aquecidos e
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posteriormente passardo pelo processo de filtragdo, que separa o extrato aquoso do subproduto

“okara”.

De acordo com Khare Jha e Gandhi (1995), para cada 1 kg de grédos de soja utilizados
na producdo de leite de soja/tofu, aproximadamente 1,1 kg de okara sera obtido. Este
subproduto contém, principalmente, fibras, compostas por celulose, hemicelulose e lignina,

cerca de 25% de proteina, de 10 a 15% de dleo e pouco conteudo de carboidratos.

Além disso, a fracdo proteica de alta qualidade possui boas caracteristicas de umidade
e qualidades emulsificantes, e ainda contém um peptidio com efeito anti-hipertensdo
(O’TOOLE, 1999). Além do seu teor proteico, a “okara” também apresenta teores de
isoflavonas. O estudo feito por Bowles e Demiate (2006) encontrou uma concentracdo de
35,73 mg% de isoflavonas totais no subproduto okara analisado (Tabela 3). Segundo Jackson
et al. (2002), a bebida derivada de soja apresenta dois tercos do teor total de isoflavonas

encontrado na matéria-prima (gréo), enquanto o subproduto okara apresenta apenas um terco.

Tabela 1. Teor de isoflavonas do okara. Fonte: Bowles e Demiate, 2006.

Isoflavona Média mg%
Daidzina 5,40
Glicitina 1,02
Genistina 9,30
6”-O-malonil-daidzina 7,23
67-O-malonil-glicitina 0,65
6”-0O-malonil-genistina 0,26
6”-O-acetil-daidzina 0,34
6”-0O-acetil-glicitina 0,31
6”-0-acetil-genistina 8,19
Daidzeina 1,61
Gliciteina 0,13
Genisteina 1,46
Total 35,73
3. OBIJETIVOS

Este projeto tem como objetivo contribuir para o conhecimento quimico de residuos da
cultura de soja, tais como folhas, caules e cascas da vagem, a partir de uma abordagem

experimental que siga os principios de quimica verde.

3.1 Objetivos especificos
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- Conhecer se isoflavonas estdo presentes em tais residuos e identifica-las.

- Comparar o desempenho de solventes tradicionais e de solventes alternativos, melhor
classificados em guias de selecdo de solventes verdes, em etapas de extracdo dos residuos e de

separacdo dos componentes dos extratos.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Solventes e Reagentes

Os solventes utilizados foram etanol (grau HPLC, Vetec™), acetona (P.A. ACS,
Vetec™), acetonitrila (grau HPLC, J.T. Baker®), acido cloridrico 37% (P.A. ACS, Synth®),
acido acético glacial (P.A. ACS, Vetec™) e agua ultrapurificada (Millipore®, USA).

4.2 Amostras de residuos e padrdes

As amostras utilizadas foram os caules, as folhas e as vagens de soja, sem 0s gréos.
Estes materiais vegetais foram retirados da Fazenda da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas

de Botucatu — SP, no inicio de marco de 2017.

Os padrdes das isoflavonas agliconas daidzeina, gliciteina e genisteina, assim como
suas correspondentes glicosiladas dadizina, glicitina e genistia (Sigma-Aldrich, 2017) foram
utilizados para a identificacdo dos mesmos em residuos agricolas e em extrato de grdos de

soja (extrato de referéncia)
4.3 Preparacao dos extratos

Todas os residuos coletados foram moidos em liquidificador industrial de 1200W, com
0 objetivo de aumentar a superficie de contato. Em seguida, utilizou-se método de extragédo
adaptado de Kim et al. (2012), no qual 1,0 g de amostra foi extraido com 10,0 mL de solvente
orgénico (acetonitrila, acetona e etanol) ou com solugdo composta por 8,0 mL do solvente
organico e 2,0 mL de solugdo aquosa 0,1 N de HCI (Figura 2). A extracéo foi realizada por
maceracao dindmica a quente (120 rpm, 30°C e 2 h). Apds o periodo da extracdo, os extratos
permaneceram em repouso por 30 minutos, para que os residuos decantassem, e uma aliquota
de 1,5 mL de extrato foi retirada e filtrada em filtro de nylon de 0,45um e injetada no sistema

de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
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Etanol Acetonitrila Acetona

i EEE

Etanol+ Acetonitrila Acetona+
solucao +solucio solugdo
acida acida acida
Figura 2. llustracdo dos seis tipos de extratos realizados para cada parte do vegetal (caules, folhas e vagens).
Fonte: a autora.

4.4 Analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrofotdmetro
de ultravioleta. (HPLC-PDA/UV)

As andlises em HPLC foram feitas em aparelho HPLC-PAD (Jasco®, Japdo),
equipado com bomba quaternéria (modelo PU — 2089 plus), com detector de arranjo de
fotodiodos (modelo MD — 2010 plus), injetor automatico (modelo AS — 2055 plus) e forno
para a coluna (modelo CO-2060 plus). As separacdes foram atingidas em coluna Luna® C18,
de 5um, de marca Phenomenex, com dimensdes de 250 x 4,6 mm. Como fase movel utilizou-
se 0,1% éacido acético glacial em agua ultrapurificada (A) e 0,1% &cido acético glacial em
acetonitrila (B) no seguinte gradiente: 15-35% B (0-50 min); 35% B (50-60 min). Equilibrou-
se a coluna com a fase mdvel inicial por 25 min. Vazdo foi de 1mL/min e 20uL de cada
extrato foram injetados (KIM et al.,2012).

4.5 Andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a Espectrometria
de massas de alta resolugdo com interface de ionizagdo por electrospray e
analisador por tempo de voo.

Para auxiliar na elucidacdo de compostos presentes nas amostras, realizou-se analise

em um HPLC (Shimadzu, Japao) acoplado a espectrometria de massas de alta resolu¢do com
interface de ionizacdo por electrospray (ESI) e analisador por tempo de voo (TOF/MS).
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A separacdo foi obtida em coluna XBridge™ C18, de 3,5um (Waters, EUA) e de
didmetro 4.6x150mm. O gradiente utilizado consistia em 0,1% &cido acético glacial em agua
ultrapurificada (A) 0,1% acido acético glacial em metanol (B) no seguinte gradiente: 21-45%
B (0-30 min); 45% B (30-36 min). Equilibrou-se a coluna com a fase movel inicial por 25
min. A vazdo foi de 1ml/min e o volume injetado foi de 12 puL. O metanol, que além de ser
um solvente considerado menos nocivo, também possui as caracteristicas de pureza

necessarias para o0 uso em espectrometria de massas.

Os dados foram processados utilizando software Compass™ (Bruker Daltonics),

versdo 4.3. Os dados foram analisados em modo positivo-

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Extracao de residuos com distintos solventes

Trabalhos de bioprospeccdo, cujo objetivo é investigar quimicamente organismos
vivos e que vém recebendo grande destaque atualmente, geralmente envolvem etapas de
extracOes, fracionamentos e sucessivas analises. Todos estes processos implicam em
guantidades expressivas de solventes toxicos, como metanol e acetonitrila, que contradizem o
apelo segundo o qual um produto derivado da biodiversidade, como um fitoterapico, € mais
benigno do ponto de vista da saude e ambiental, em relagdo a um produto obtido
exclusivamente por vias sintéticas (FUNARI et al., 2014a, 2014b).

O etanol é um solvente apresentado como recomendavel de acordo com guias de
selecdo de solventes. A acetona, apesar de ser considerada problematica por alguns guias,
também é mostrada como recomendavel. Ja a acetonitrila foi considerada perigosa por um dos
guias e é apresentada como um solvente problematico. Portanto, na primeira etapa deste
trabalho foi realizada a comparacdo da eficiéncia de extracdo de solventes verdes (etanol e
acetona) como potenciais alternativas ao solvente de referéncia acetonitrila, bastante
indesejavel do ponto de vista da Quimica Verde (PRAT et al., 2016). A necessidade ou ndo de
um é&cido no meio extrator também foi averiguada para cada residuo investigado (vagens,
folhas e caules). Os parametros escolhidos para monitorar o desempenho dos solventes foram
0s numeros de picos observados nos cromatogramas obtidos por HPLC-PDA/UV, a somatoria
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da &rea de todos os picos do cromatograma (area total) e, por fim, o rendimento dos extratos,
que foi calculado de acordo com férmula a seguir:

Re = massa extrato seco / massa da amostra vegetal x 100%
A Tabela 2 traz os resultados obtidos para os seis meios extratores testados (3
solventes organicos e 3 solucBes solvente organico:0,1N HCI em &gua 8:2 (v/v)), enquanto

que cromatogramas representativos dos perfis metabolicos obtidos com estes meios

extratores, para cada tipo de residuo, sdo apresentados nas figuras 3-5.
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Figura 3. Perfis HPLC-UV dos extratos de folhas de soja a 254nm, extraidos com Etanol (A); Etanol:0,1N HCI
em agua 8:2 (v/v) (B); Acetonitrila (C); Acetonitrila:0,IN HCI em &gua 8:2 (v/v) (D); Acetona (E);
Acetona:0,1N HCI em 4gua 8:2 (v/v) (F).. Coluna: Luna® C18, 250 x 4.6 mm; 5 pm. Fase movel: 0,1% AcOH
em agua (A) e 0,1% AcOH em MeCN (B) no seguinte gradiente: 15-35% B (0-50 min); 35% B (50-60 min).
Vazdo: 1 mL/min. Volume de inje¢do: 20pL.
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Figura 4. Perfis HPLC-UV dos extratos de vagens de soja a 254nm extraidos com Etanol (A); Etanol:0,1N HCI
em agua 8:2 (v/v) (B); Acetonitrila (C); Acetonitrila:0,AN HCI em &gua 8:2 (v/v) (D); Acetona (E);
Acetona:0,1N HCI em &gua 8:2 (v/v) (F).. Coluna: Luna® C18, 250 x 4.6 mm; 5 um. Fase mével: 0,1% AcOH
em &gua (A) e 0,1% AcOH em MeCN (B) no seguinte gradiente: 15-35% B (0-50 min); 35% B (50-60 min).
Vazdo: 1 mL/min. Volume de injegdo: 20pL.
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Figura 5. Perfis HPLC-UV dos extratos de caules de soja a 254nm extraidos com Etanol (A); Etanol:0,1N HCI
em agua 8:2 (v/v) (B); Acetonitrila (C); Acetonitrila:0,AN HCI em &gua 8:2 (v/v) (D); Acetona (E);
Acetona:0,1N HCI em &gua 8:2 (v/v) (F).. Coluna: Luna® C18, 250 x 4.6 mm; 5 um. Fase mével: 0,1% AcOH
em agua (A) e 0,1% AcOH em MeCN (B) no seguinte gradiente: 15-35% B (0-50 min); 35% B (50-60 min).
Vazdo: 1 mL/min. Volume de inje¢do: 20pL.
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Tabela 2. Nimero de picos, area total sob os picos dos cromatogramas e rendimento dos extratos.

EXTRATOS N DE PICOS AREA TOTAL RENDIMENTO (mg/mg

(AUxs) x 100%)
Etanol 17,0+1,0 1,7+0,2 45+0,7
Etanol:0,AN HClem agua 40,6 + 4,2 57+05 39+0,1
2 Acetonitrila 53+0,6 04+0,1 0,8+0,1
T .
6, Acetonltrlla.o,lN HCl em 353432 42405 19+04
Q agua
Acetona 11,3+15 21+0,2 0,9+0,3
Acetona:0INHClem 475126 8,340, 24£08
agua
Etanol 9,0+£0,0 21+0,2 1,1+0,1
Etanol:0,1N HClemagua 31,6+25 62+1,6 56+1,0
2 Acetonitrila 43+15 1,4+0,5 0,4+0,0
L T
2 Acetomtnla.O,lN HCl em 253+11 61405 23+08
< agua
Acetona 73+0,6 34104 0,7+0,1
Acetona:O,lN HCl em 26,3+ 26 82+04 44+10
agua
Etanol 7,3+0,7 1,4+0,6 1,3+0,1
Etanol:0,1N HClemagua 32,6+1,1 36+1,3 3,0+0,8
q Acetonitrila 40x14 22x15 05+0,0
- o
?( Acetonltrlla.o,lN HCl em 250414 30402 17409
) agua
Acetona 133+2,1 23+0,2 15+1,0
,:ch?;ona:o,lN HClem 31,3450 45+18 30403

Como pode ser visto na Tabela 2, para folhas, a solucdo acetona:solu¢do aquosa 0,1N
HCI 8:2 (v/v) deu os melhores resultados para nimero de picos (47+2,6), area total (8,3 +
0,2), enquanto que etanol puro levou ao melhor rendimento. Realmente, a observagdo dos
perfis obtidos por HPLC para folhas é condizente com isto, ja que o cromatograma (Figura 3-
F) exibe o maior nimero de picos, em maiores intensidades. Contudo, surpreende que etanol
puro tenha levado ao melhor rendimento para folhas, ja que o cromatograma da Figura 3-A so

exibe mais picos que o cromatograma C, onde acetonitrila foi usado.

Para vagens (Figura 4), a solugdo acetona:solucdo aquosa 0,1N HCI 8:2 (v/v) (Figura
4-F) também mostrou-se bastante eficaz em relagéo a area total dos cromatogramas (8,2 £ 0,5
AUXxs), conforme indicado na tabela 2. A acetonitrila:solugdo aquosa 0,1N HCI 8:2 (v/v) e 0

etanol:solucdo aquosa 0,1N HCI 8:2 (v/v) apresentaram areas totais semelhantes, porém o
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etanol:solucdo aquosa 0,1N HCI 8:2 (v/v) apresentou maior quantidade de picos. Novamente

0 etanol puro apresentou maior rendimento para vagens.

Para caules (Figura 5), a solucdo acetona:solucdo aquosa 0,1N HCI (v/v) e solucédo
etanol:solucdo aquosa 0,1N HCI 8:2 (v/v) demonstraram resultados bastante préximos, tanto
para a area total quanto para o nimero de picos. O etanol puro apresentou maior rendimento,
no entanto, assim como para 0S outros residuos, apresentou resultados inferiores quanto a area

e numero de picos.

A primeira impressdo, com base nos cromatogramas (Figuras 3 & 5) e nas areas sob 0s
picos dos cromatogramas (Tabela 2), é possivel observar que o solvente verde acetona com a
presenca da solucdo aquosa 0,1N HCI mostrou-se bastante eficaz. Com relagdo ao numero de
picos, ndo é possivel atestar qual solvente apresentou maior eficacia sem um tratamento
estatistico mais especifico. E importante notar também a presenca de um pico aos 43 minutos,
aproximadamente, que esta presente em todas as partes da planta, mas que é de maior
intensidade nas vagens, seguido de folhas, e por fim, caules. A identificacdo destes compostos

sera apresentada na secédo 5.3.2.

De forma geral, conforme observado nas Figuras 3 a 5, a presenca da solucdo acida
causa bastante diferenca entre os perfis obtidos. Nota-se semelhanca em termos qualitativos,
mas diferenca expressiva em termos quantitativos. Nos extratos onde utilizou-se um solvente
organico com uma solucdo &cida (solvente orgénico:0,IN HCI em A&gua 8:2 (v/v)),
observaram-se maiores nimeros de picos, maiores areas e também pequeno aumento no
rendimento, para 0s solventes acetona e acetonitrila, para as trés partes da planta. Acredita-se
que isto foi causado por uma hidrolise em meio acido, onde compostos contendo agucares
sofreriam uma quebra, com liberacdo da porcdo glicosidica e da aglicona. Com isto, 0s
acucares livres, bastante polares, ndo interagiriam com a fase estacionaria utilizada aqui
(C18), bastante apolar, sendo coeluidos logo nos primeiros minutos de andlise, no que se
considerou como tempo morto (Fig. 3-5). E possivel observar também que o pico aos 45
minutos se torna mais intenso na presenca da solucdo &cida, para os trés tipos de solventes
(Fig. 3-5), cujo espectro UV apresentou maximos em 220, 270 e 340nm. De acordo com
Mabry et al. (1970), os espectros UV de flavonas e flavonois, em metanol, exibem dois
méaximos no intervalo de 240 a 400nm, sendo que o pico chamado de Banda | encontra-se no

intervalo de 300 a 380nm, e o pico chamado de Banda Il esta entre 240 e 280nm. J& as
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isoflavonas, flavanonas e dihidroflavonois exibem Banda Il mais intensa em relacdo a Banda
I. Para isoflavonas, a Banda Il ocorre na regido de 245 a 270nm. Seguindo esta classificagéo,
é mais provavel que o pico observado aos 45 minutos seja uma flavona, possivelmente a

apigenina. Esta confirmacéo sera discutida posteriormente (subsec¢éo 5.3.2.2).

Nota-se também que os cromatogramas dos extratos da acetona para folhas (Figura 3-
E,F), vagens (Figura 4-E,F) e caules (Figura 5-E,F) apresentaram picos de intensidade
semelhante aos 20 minutos, aproximadamente, que ndo foram observados nos extratos de

etanol e de acetonitrila.

Pode-se dizer que tanto a acetona como o etanol foram mais eficientes em comparacao
com a acetonitrila, para os trés parametros estabelecidos. Além disto, o fato de a acetona e do
etanol terem apresentado desempenhos de extracdo de residuos de soja superiores aos
observados para a acetonitrila, sendo este o solvente utilizado no trabalho de referéncia para a
extracdo de grdos (KIM et al. 2011), para a extracdo de grdos, traz uma boa perspectiva do
ponto de vista ambiental. A acetonitrila é toxica para mamiferos (as doses letais 50% oral e
dermal — LD50 — sdo 2460 e 2000mg/kg em ratos e coelhos, respectivamente), possui meia
vida de 2 a 20 dias em &gua e ainda exibe toxicidade aguda e crénica para a vida aquatica.
Tais caracteristicas a classificam como um solvente indesejavel tanto do ponto de vista
ambiental (FRITZ; RUTH; KRAGL, 2009; FUNARI et al., 2015). Ja o etanol e a acetona, por
serem menos toxicos, biodegradaveis e por poderem ser obtidos a partir de processos de
fermentacdo a partir de matérias-primas renovaveis, ocupam melhores posi¢fes em guias de
selecdo de solventes, feitos para atingir processos mais sustentaveis (PRAT et al. 2016;
FUNARI et al., 2014, 2015).

Cabe dizer que pelo fato de acetonitrila e acetona apresentarem caracteristicas fisico-
guimicas semelhantes, como, por exemplo, serem completamente misciveis com agua, serem
aceptoras de ligacOes de hidrogénio e apresentarem algumas propriedades solvatocrémicas e
viscosidades semelhantes, faz da acetona um forte candidato a substituir a acetonitrila em
processos de separacdo (FUNARI et al., 2015) e de extracdo, como aqui mostrado. Também
devido a propriedades fisico-quimicas semelhantes, além das vantagens ambientais acima
mencionadas, o0 etanol (e suas misturas com agua) apresenta-se como uma alternativa ao
metanol tanto em processos de extragdo como de separagdo de matrizes de origem natural
(CASTRO et al., 2016; FUNARI et al., 2014a; WELCH et al., 2010). Cabe acrescentar que
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etanol é amplamente disponivel no Brasil, onde € inclusive produzido a partir de cana-de-
acucar obtida em culturas ditas “organicas”, sustentando ainda mais os conceitos de Quimica
Verde (FUNARI et al., 2014a).

5.2 Comparacéo dos perfis metabdlicos de diferentes residuos agricolas

O préximo passo foi comparar os perfis cromatograficos obtidos por HPLC para os
distintos residuos coletados. Para tal, a comparacgédo deve ser feita entre extratos preparados a
partir de um mesmo método extrator e analisados utilizando-se um mesmo método analitico.
Para efeito de comparagéo entre as partes da planta, foram escolhidos os extratos obtidos com
Etanol e com Etanol:0,AN HCI em agua 8:2 (v/v) (Figura 6), pois além do etanol, dentre os
trés aqui investigados para fins de extracdo, ser o solvente mais bem avaliado em guias de
comparagdo de desempenhos ambientais de solventes (PRAT et al., 2016), os extratos
baseados em EtOH apresentaram, em geral, os melhores resultados em relagcdo ao parametro
namero de picos, como anteriormente discutido, considerado aqui 0 mais importante dentre 0s
trés parametros avaliados (nimero de picos, area total sob os picos do cromatograma e
rendimento) para uma comparagdo qualitativa (Tabela 2). A presenca da solugdo &cida alterou
visivelmente a eficacia da extracdo na qual os cromatogramas apresentaram maior nimero de
picos, por isto a Figura 6 traz os extratos obtidos com EtOH e EtOH:0,1N HCI em 4gua 8:2
(VIV).
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Figura 6. Perfis HPLC-UV representativos a 254nm dos extratos EtOH de folhas, vagens e caules obtidos com
etanol (coluna da esquerda) e EtOH:0,1N HCI aquoso 8:2 (v/v) (coluna da direita). Coluna: Luna® C18, 250 x
4.6 mm; 5 um. Fase movel: 0,1% AcOH em agua (A) e 0,1% AcOH em MeCN (B) no seguinte gradiente: 15-
35% B (0-50 min); 35% B (50-60 min). Vazdo: 1 mL/min. Volume de inje¢do: 20pL.

As folhas apresentaram mais picos em comparacdo a vagens e a caules (Figura 6,
Tabela 2), o que indicou maior variedade de compostos absorvendo em 254 nm, em niveis
detectaveis, na amostra de folhas. Ja os extratos de vagens diferenciaram-se acentuadamente
dos demais devido a presenca de picos de intensidade muitos maiores, revelando uma
diferenga quantitativa no conteddo de metabdlitos secundéarios das amostras (Figura 6). Aqui,
uma vez mais, o destaque ficou para o composto eluindo em aproximadamente 45 min, que

teve a sua identidade putativamente definida como sendo apigenina (subsegédo 5.3.2.2).
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5.3 Identificacdo de isoflavonas diretamente nos extratos

5.3.1 Ajuste das condi¢bes cromatograficas com o intuito de reduzir o

impacto ambiental do método

Diversas métricas para avaliar o grau de impacto ambiental de um método analitico ja
foram descritas na literatura, cada uma com vantagens e desvantagens (FUNARI et al., 2014;
TOBISZEWSKI, 2016). No caso de metodos de HPLC, considerou-se a HPLC-
Environmental Assessment Tool (HPLC-EAT) como a ferramenta mais apropriada, ja que ela
é capaz de gerar refinadas diferenciaces entre métodos de HPLC (FUNARI et al., 2014). A
abordagem do HPLC-EAT determina uma pontuacdo para o método, baseada em como 0s
solventes empregados afetam o ambiente e no risco que estes podem apresentar ao operador,
em termos de salde e seguranca. Quanto menor for esta pontuacdo, menor serd o impacto
ambiental do método, e, consequentemente, mais “verde” ele ¢ considerado (GABER et al.,
2011). A pontuacdo dada pelo HPLC-EAT é calculada de acordo com a Equagdo 1,
considerando os impactos de cada componente da fase movel a salde, seguranca e ambiente
(SHE). A pontuacdo SHE é determinada a partir de diferentes parametros, como, por
exemplo, toxicidade aguda e cronica e persisténcia no ambiente (KOLLER et al., 2000). As
pontuages SHE para solventes organicos normalmente utilizados séo apresentadas no banco

de dados do software do HPLC-EAT, tornando-as de facil acesso.

Pontuacdo HPLC-EAT = m; (Si + Hi + Ei) + mi+1 (Si+1 + His1 + Eis1) + ... (Equacgéo 1)
Onde m é a massa em gramas do composto usado no método e S, H e E sdo as pontuacBes
para cada componente da fase movel em relacdo aos parametros Seguranca, Saude e

Ambiente, respectivamente.

Inicialmente, 0 método HPLC de referéncia desenvolvido por Kim et al. (2012),
baseado em acetonitrila como solvente organico e em uma coluna C18 de dimensdes 250 x
4,6 mm e 5um (veja subsecdo 4.4), foi transposto para uma coluna menor, de dimensdes 150
X 4,6mm e 3,5um, com ajuda do programa livre desenvolvido por Guilhaume et al.
(GUILLARME et al., 2008, 2007). Esta etapa ja propiciou uma diminuicdo de 28% do
impacto ambiental do método, levando a um valor de HPLC-EAT de 50,3 em detrimento de

70,6 do método de referéncia.
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Em seguida, com o intuito de minimizar ainda mais o impacto do método de separacao
a ser empregado nesta etapa, 0 componente organico MeCN foi substituido por MeOH, um
solvente preferivel em relacdo a probleméatica MeCN de acordo com parametros ambientais
(PRAT et al., 2016). A forca de eluicdo das fases moveis foi mantida, sendo os valores de
porcentagem de MeOH obtidos com o auxilio de um nomograma para cromatografia liquida
em fase reversa (C18) (subsecdo 4.5) (SNYDER, GLAJCH e KIRKLAND, 1997). O impacto
desta nova condicdo foi medido, levando a uma consideravel diminuicdo do impacto
ambiental (25%) em relacdo ao método de referéncia ja transposto para coluna de menor
dimenséo, com valores de HPLC-EAT de 37,7 e 50,3, respectivamente.

Em suma, do método de referéncia (KIM et al., 2012) utilizado para as analises
iniciais dos extratos aqui investigados, ao método utilizado para se identificar os compostos,
como descrito a seguir, obteve-se uma reducdo de 53% no indice de impacto ambiental. Este
ganho em termos ambientais poderia ser ainda maior se MeCN fosse substituida por acetona
ou por EtOH, ja que sdo solventes preferiveis ao MeOH, cujas eficiéncias de separacdo ja
foram demonstradas na literatura (FUNARI et al., 2016, 2015; PRAT et al., 2016). Entretanto,
as analises por espectrometria de massas exigem o uso de solventes com grau de pureza MS
ainda nao disponivel para acetona e EtOH no mercado brasileiro, por isto o MeOH foi

escolhido para substituir MeCN.

5.3.2 Estratégia de identificacdo de compostos em mistura

Esta etapa do trabalho visou a analise da ocorréncia ou ndo de isoflavonas previamente
relatadas em soja, disponiveis comercialmente, diretamente nos residuos estudados. O estudo
baseou-se em uma estratégia de desreplicacdo anteriormente desenvolvida pelo Nucleo de
Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos Naturais (NuBBE), do Instituto de
Quimica da UNESP-Araraquara, em colaboragdo com o Laboratério de Fitoquimica da
Universidade de Genebra, para a identificacdo de substancias em extratos de plantas do
género Lippia (FUNARI et al., 2012). Esta estratégia, com modificacdes, foi empregada na
investigacdo dos residuos agricolas aqui investigados. De forma geral, tal estratégia baseia-se
no cruzamento de informagdes cromatograficas e espectrométricas, obtidas em analises por

cromatografia liquida acoplada a espectrometrias de massas de alta resolugdo e de
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ultravioleta, com informagfes quimiotaxonémicas disponiveis na base de dados SciFinder
(FUNARI et al., 2012).

As analises apresentadas neste trabalho foram realizadas na Central de Espectrometria
de Massas de Micromoléculas Organicas — CEMMO (FCRP/USP), nas quais 0s extratos
EtOH e EtOH:HCI 8:2 (v/v) de vagens, folhas e caules, coletadas no campo apds colheita,
foram injetados em sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada PDA/UV e a
espectrometria de massas de alta resolucdo com interface de ionizacdo por electrospray e
analisador por tempo de véo (HPLC-PDA/UV-ESI/TOF/MS). Para efeito comparativo,
extratos dos gréos de soja, que foram coletados no campo juntamente com as amostras de
residuos, foram utilizados como extratos de referéncia, uma vez que é conhecida a ocorréncia
das seis isoflavonas aqui utilizadas como compostos de referéncia (padrbes) nesta parte do

vegetal.

5.3.2.1 Estudos de ocorréncia de isoflavonas nos extratos com o auxilio de padrdes

Inicialmente, solugdes dos padrdes das isoflavonas daidzina (1), glicitina (2), genistina
(3), daidzeina (4), gliciteina (5) e genisteina (6) (Figura 7) foram injetadas em HPLC-
PDA/UV-ESI/TOF/MS. Os Cromatogramas HPLC-ESI(+)-MS obtidos quando da injecédo
destes padrBes podem ser vistos na Figura 8. Para efeito de comparacdo posterior, durante o
processo de desreplicacdo, 0s espectros de massas observados para estes padrdes, bem como
0s seus espectros UV, obtidos durante experimento, foram utilizados e sdo apresentados nas
Figuras 11-14 e na Figura 16.
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Daidzeina Gliciteina Genisteina

Daidzina Glicitina Genistina

Figura 7. Formulas estruturais das isoflavonas usadas como substancias de referéncia neste trabalho: daidzina
(1), glicitina (2), genistina (3), daidzeina (4), gliciteina (5) e genisteina (6).
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Figura 8. Cromatogramas HPLC-ESI(+)-MS, sobrepostos, dos padrdes injetados daidzina (1); glicitina (2);
genistina (3), daidzeina (4) , gliciteina (5) e genisteina (6). Coluna: XBridge C18, 150 x 4.6 mm; 3,5 um. Fase
movel: 0,1% AcOH em agua (A) e 0,1% AcOH em MeOH (B) no seguinte gradiente: 21-45% B (0-30 min);
45% B (30-36 min). Vazdo: 1 mL/min. VVolume de inje¢&o: 12 pL.

Como esperado, por se tratar de uma analise por HPLC em modo reverso, as
isoflavonas glicosiladas daidzina (1), glicitina (2) e genistina (3), que sdo mais polares,
eluiram antes do que suas respectivas agliconas daidzeina (4), gliciteina (5) e genisteina (6)

(Figura 8).
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Em seguida, iniciou-se a injecdo dos extratos. A Figura 9, a seguir, traz o0s
cromatogramas HPLC-ESI(+)-MS (Base Peak Chromatogram) dos extratos EtOH e
EtOH:0,1N HCI em &gua 8:2 (v/v) de grédos (extratos de referéncia) e dos residuos coletados
no campo de cultivo (vagens, folhas e caules de soja). Nota-se que as amostras diferem entre
si tanto em termos qualitativos como quantitativos. As vagens (C e D) apresentaram um pico
bastante proeminente em torno de 30 minutos, que foi observado também nas amostras de
caules (G e H), mas ndo com a mesma intensidade. Além disto, observa-se semelhanca entre
0s cromatogramas obtidos por HPLC-PDA/UV (Figura 6) e os cromatogramas obtidos por
HPLC-ESI(+)-MS (Figura 9).
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Figura 9. Cromatogramas HPLC-ESI(+)-MS (Base Peak Chromatogram) representativos de extratos EtOH
(coluna da esquerda) e EtOH:0,1N HCI em agua 8:2 (v/v) (coluna direita) de gréos (A e B), vagens (C e D),
Folhas (E e F) e caules (G e H). Coluna: XBridge C18, 150 x 4.6 mm; 3,5 pm. Fase movel: 0,1% AcOH em agua
(A) e 0,1% AcOH em MeOH (B) no seguinte gradiente: 21-45% B (0-30 min); 45% B (30-36 min). Vazdo: 1
mL/min. Volume de injecdo: 12 L.
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A busca pelas m/z compativeis com os observados para os padrdes foi iniciada pelo
extrato de referéncia, ou seja, o extrato EtOH:0,1N HCI em &gua 8:2 (v/v) de graos de soja, no
modo positivo (Tabela 3). Uma tolerancia do valor m/z observado experimentalmente pela
injecdo dos padrdes de mais ou menos 0,05 foi aplicada. Apds a observacdo da presenca de
ions com m/z compativeis com o0s observados para os padrées (Fig. 10), passou-se a verificar
se 0s seus tempos de retengdo também eram compativeis com o dos padrdes correspondentes.
Em caso positivo, o proximo passo foi confrontar os espectros de massas e de UV obtidos on-
line dos candidatos com os dos respectivos padrbes de referéncia. Os passos e o0s resultados

séo apresentados detalhadamente a seguir para este extrato de referéncia.
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Figura 10. Cromatogramas com ions extraidos de extratos EtOH (A) e EtOH:0,1N HCI em agua 8:2 (v/v) (B) de
grdos. Os picos foram numerados de acordo com o m/z das isoflavonas daidzina (1), genistina (3), daidzeina (4) e
genisteina (6). Coluna: XBridge C18, 150 x 4.6 mm; 3,5 um. Fase movel: 0,1N AcOH em agua (A) e 0,1N
AcOH em MeOH (B) no seguinte gradiente: 21-45% B (0-30 min); 45% B (30-36 min). Vazdo: 1 mL/min.
Volume de injecéo: 12 pL.

A Figura 10 traz os cromatogramas de ions extraidos dos extratos EtOH e EtOH:0,1N
HCI em &gua 8:2 (v/v) de grdos, enquanto que as Figuras 11-14 trazem os espectros UV e MS
observados para 0s picos com tempos de retencdo proximos aos padrdes de referéncia. Pela
Figura 10, observa-se que os tempos de retencdo para 0s grdos sdao muito préximos aos
observados para os padrbes de daidzina (1), genistina (3), daidzeina (4) e genisteina (6)
(Figura 8), com desvios maximos de aproximadamente 0,5 min. Tais desvios foram
considerados aceitaveis, pois poderiam ser resultantes da robustez apenas parcial do método,
que ndo foi validado, bem como de efeito matriz, ja que estes compostos poderiam interagir
com outros presentes no extrato, influenciando levemente os seus tempos de retengdo em

relacdo a analise dos compostos puros, livres do efeito matriz.
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O pico com m/z 417,1221, compativel com aquele valor observado para a daidzina
(m/z 417,1207), foi o primeiro a ser analisado. O seu tempo de retencdo (10,0 min) também
mostrou-se compativel com aquele observado para a daidzina (9,5 min) portanto, passando
pelo segundo filtro. Entdo, os espectros de massas e de UV correspondente a este pico do

extrato foram comparados com os do padréo, conforme a Figura 11.
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Figura 11. Espectros de massas e de UV da daidzina (A e B, respectivamente) e do candidato com m/z 417,1221
(C e D, respectivamente) presente no extrato EtOH: 0,IN HCI em agua 8:2 (v/v) de grdos de soja. Coluna:
XBridge C18, 150 x 4.6 mm; 3,5 um. Fase movel: 0,1N AcOH em &gua (A) e 0,IN AcOH em MeOH (B) no
seguinte gradiente: 21-45% B (0-30 min); 45% B (30-36 min). Vazdo: 1 mL/min. Volume de inje¢&o: 12 pL.

Como pode ser observado na Figura 11, o espectro de massas do padréo de daidzina
apresentou um sinal em m/z 417,1207 [M+H]", que gerou um fragmento de m/z 255,06 (pico
base). Alta semelhanca foi observada para o espectro de massas do composto candidato que
apresentou m/z 417,1221 e um fragmento m/z 255,06, também como pico base, refor¢cando
muito a hipdtese de ser o composto daidzina. O fragmento de m/z 255,06 representa a forma
aglicona, apos a perda de uma unidade de m/z 162, que representa a por¢do aclcar da

molécula (Figura 12). Também pela Figura 11, pode-se observar a alta similaridade entre 0s
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seus espectros UV, em ambos o0s casos com UVmax em 249 nm e um ombro em
aproximadamente 305 nm. Evidentemente este composto passou também pelo filtro
quimiotaxonémico, pois ja foi isolado de extratos de gréos de soja (KIM et al., 2012). Com
isto, pode-se afirmar que o composto em questdo presente no extrato de referéncia trata-se da
daidzina (Tabela 3).

m/z 162 m/z 255

Figura 12. Esquema da clivagem da porg¢ao agUcar da isoflavona daidzina. Fonte: a autora.

Procedeu-se, entdo, & analise comparativa da espécie presente no extrato com m/z
433,1674, compativel com aquele observado para o ion molecular [M+H]* do padrédo
genistina (m/z 433,1129). Verificou-se semelhanga também em relagdo aos seus tempos de
retencdo (14,5 min e 14,5 min, respectivamente). Portanto, passou-se a etapa de comparacao
de seus espectros de massas e UV, que apresentaram-se muito parecidos entre si (Figura 13).
Em ambos os espectros de massas, um sinal relativo ao [M+H]* foi observado, como
informado acima, e ambos tiveram como pico base o ion m/z 271,06. Assim como para a
isoflavona glicosilada daidzina, o pico base representa a porcéo aglicona da molécula, apés a
perda da porcdo acucar de m/z 162, conforme apresentado na figura 14 (MARCH et al., 2004).
O proximo filtro a ser vencido seria 0 do espectro UV. Também aqui foram muito parecidos,
com UVmax de 259 nm em ambos 0s casos, e com uma banda de menor intensidade em 225
nm. Portanto, pode-se identificar o pico em 14,5 min no extrato de referéncia como sendo a

genistina.

41



Intens. 1 Intens.
X106 A AU B
1+ i
1259 2710611 0 2
100 ]
30
0754 ]
20
0504 ]
0951 100-:
000 T ,..|.,...||-.--|-.--|-.--||...,-’..- 0 —1 r 1 r 1 r 1 1 1 r 1 1 17
M0 25 B0 A5 W0 B B0 IE 400 45 ma 20 40 260 20 300 30 340 360 Wavelengih [nm]
Intens. | | Intens i
xiod C [mAU] D
3+
2710611
64 154
259
4+ 104
24 5
1 S —, A M —————————

T T T T T T 1
00 2% 20 275 300 3 B0 Iy 400 4B mz 20 240 260 280 300 320 340 360 Wavelength [nm]

Figura 13. Espectros de massas e de UV da genistina (A e B, respectivamente) e do candidato m/z 433,1674 (C e
D, respectivamente) presente no extrato EtOH:0,1N HCI em &gua 8:2 (v/v) de grdos de soja. Coluna: XBridge
C18, 150 x 4.6 mm; 3,5 um. Fase movel: 0,A1N AcOH em agua (A) e 0,IN AcOH em MeOH (B) no seguinte
gradiente: 21-45% B (0-30 min); 45% B (30-36 min). Vaz&o: 1 mL/min. Volume de inje¢do: 12 L.
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Figura 14. Esquema da fragmentacdo da molécula da genistina. Fonte: March et al., 2004.
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A préoxima identificacdo comparativa foi feita para a espécie presente no extrato de
referéncia com m/z 255,0658, compativel com aquele observado para o ion molecular [M+H]*
do padréo daidzeina (m/z 255,0685). Verificou-se semelhanca também em relacdo aos seus
tempos de retencdo (27,2 min. e 27,2 min, respectivamente). Portanto, passou-se a etapa de
comparacdo de seus espectros de massas, que se apresentaram muito parecidos entre si
(Figura 15). Em ambos os espectros de massas um sinal relativo ao ion molecular [M+H]" foi
observado como picos base. A fragmentacdo destes ions gerou novos ions com m/z 227,1;
199,1; 181,1; 171,1; 153,1 e 137,0, dentre outros, em ambos os casos. O fragmento de m/z
221,1 representa a molécula ap6s a perda de CO, enquanto que o fragmento de m/z 199,1
representa a molécula ap6s a perda de duas moléculas de CO. O fragmento de m/z 137,0 é
resultante da reacdo de Retro Diels Alder (Figura 16) (TCHOUMTCHOUA et al., 2013).

Em relacdo aos espectros UV, enquanto o padrdo daidzeina exibiu espectro com
UVmax em 248 nm, 0 espectro obtido durante experimento, quando se selecionou o pico com
tempo de retencdo 27,2 minutos, mostrou UVmax em 223 nm. Contudo, a semelhanca entre
todos os filtros anteriores nos levou a atribuir este pico ao composto daidzeina, pois seria
esperado que se houvesse co-eluicdo de compostos, 0 espectro UV recuperado ndo seria o
observado para o padrdo, que foi injetado individualmente. Isto porque ndo ha o recurso de se
selecionar apenas um espectro UV. Contudo, deve-se dizer que ferramentas quimiométricas
foram desenvolvidas para separar os espectros UV de compostos que co-eluem, chamada
deconvolucdo de picos. Por outro lado, pode-se extrair apenas um m/z em um cromatograma,
e 0 espectro de massas seletivo para esta espécie. Eis o motivo pelo qual julgamos que a
informacdo de similaridade entre os espectros de massas deveria se sobrepor a néo

semelhanca entre os espectros UV.
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Figura 15. Espectros de massas e de UV da daidzeina (A e B, respectivamente) e do candidato com m/z
255,0658 (C e D, respectivamente) presente no extrato EtOH:0,1N HCI em agua 8:2 (v/v) de grédos de soja.
Coluna: XBridge C18, 150 x 4.6 mm; 3,5 um. Fase mével: 0,1N AcOH em &gua (A) e 0,1N AcOH em MeOH
(B) no seguinte gradiente: 21-45% B (0-30 min); 45% B (30-36 min). Vazéo: 1 mL/min. Volume de injecdo: 12
uL.
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Figura 16. Perfil de fragmenta¢do da isoflavona daidzeina. Fonte: Tchoumtchoua et al., 2013.

Por ultimo, realizou-se a identificacdo comparativa para 0 composto presente no
extrato com m/z 271,0578, compativel ao ion molecular molecular [M+H]* do padrdo
genisteina (m/z 271,0596). Houve similaridade entre os tempos de retencdo (33,4 min. e 33,5

min., respectivamente). Desta maneira, realizou-se a comparacdo entre 0s espectros de
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massas, que também foram semelhantes (Figura 17). Em ambos os espectros de massas um
sinal relativo ao ion molecular [M+H]" foi observado como picos base. A fragmentacao
destes ions gerou ions com m/z 253,03; 243,06; 215,07; 197,06; 169,06 e 153,02 em comum,
dentre outros. O ion de m/z 215 representa a dupla perda de CO, ja o ion de m/z 153
representa o fragmento resultante da reacdo de Retro Retro Diels Alder (*3A" ), conforme
figura 18 (MARCH et al., 2004).

Entretanto, em relacdo aos espectros UV, o padrdo genisteina apresentou espectro com
UVmax em 259 nm e o espectro obtido durante experimento, quando o pico aos 33,4 foi
selecionado, mostrou UVmax em 223 nm. Assim como ocorreu para a identificacdo
comparativa da daidzeina, a similaridade entre os filtros anteriores nos levou a atribuir este

pico ao composto genisteina.

htens htens

x104] W A B
271.059 259
t 600
34
)] 400
1+
4 1+ w006 g, 204
1330180 2430639
3+ |
197.0641 ‘ |
0 1 Lol | | " 0
——— ——
120 140 160 180 200 20 240 %0 280 m: 20 M 60 W0 A0 W0 340 360 Wavelength [om]
Intens. ] Intens. |
010 A ' # C | my D
2710578
20 ¢ u
154
15]
104
10
153.0170 2 5]
05 w0687 %
1 23,0612
169.0609  197.0600 ‘
(Y Y SN S S 0 ———
120 10 160 180 200 20 240 260 280 mz 20 40 260 280 300 320 M0 360Wavelengh [m]

Figura 17. Espectros de massas e de UV da genisteina (A e B, respectivamente) e do candidato com m/z
271,0578 e tempo de retencdo (C e D, respectivamente) presente no extrato EtOH:0,1N HCI em &gua 8:2 (v/v) de
grdos de soja. Coluna: XBridge C18, 150 x 4.6 mm; 3,5 um. Fase mével: 0,AN AcOH em agua (A) e 0,1N
AcOH em MeOH (B) no seguinte gradiente: 21-45% B (0-30 min); 45% B (30-36 min). Vazdo: 1 mL/min.
Volume de injecéo: 12 pL.
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Figura 18. Esquema da fragmentacdo da molécula da genisteina. Fonte: March et al., 2004.

Em resumo, foi possivel identificar em mistura as isoflavonas daidzina (1), genistina
(3), daidzeina (4) e genisteina (6) nas amostras de grdos. A daidzina foi a mais abundante
entre as isoflavonas detectadas neste extrato de referéncia, seguida da genistina e da
daidzeina. Contudo, ndo foi possivel detectar as isoflavonas glicitina e gliciteina nos extratos
de grdos de soja aqui investigados, sendo que a segunda é a correspondente glicosilada da
primeira. Szymczak et al. (2017), ao analisarem gréos de soja de 12 localidades diferentes,
constataram ndo s6 a grande variacdo no contetdo das isoflavonas, como também que as
principais isoflavonas encontradas em todos os grdos de soja analisados foram a daidzina,
malonildaidzina, genistina e malonilgenistina. Os autores verificaram a presenca de gliciteina,
porém em quantidades muito baixas. Ja Yi et al. (1997) verificaram grandes mudancas no teor
de isoflavonas em graos de soja ao longo do cultivo por 21 semanas. Se 0s niveis de daidzeina
e genisteina aumentaram até a 172 semana, e apOs este periodo, tiveram um pequeno
decréscimo, ja a gliciteina alcancou o nivel maximo na 14? semana, caindo posteriormente
para niveis insignificantes. Estes estudos corroboram o fato de termos encontrado em maior
quantidade a daidzina, seguida da genistina, bem como a nao deteccéo de gliciteina em nossos
extratos de grdos, preparados a partir de material obtido de plantas secas, ja com mais de 21

semanas de semeadura.
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O procedimento de identificacdo descrito acima foi aplicado para as amostras de
residuos de vagens, folhas e caules de soja, e os resultados da investigagdo da ocorréncia ou

ndo de isoflavonas com padrdes disponiveis esta sumarizado na Figura 15 e na Tabela 3, a

sequir.
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Flgura 19. Cromatogramas com |ons extraldos dos extratos EtOH (coluna da esquerda) e EtOH 0 1IN HCl em
agua 8:2 (v/v) (coluna direita) de vagens (A e B), folhas (C e D) e caules (E e F). Os picos foram indicados de
acordo com a numeragdo atribuida as isoflavonas daidzina (1); glicitina (2); genistina (3), daidzeina (4),
gliciteina (5) e genisteina (6).
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Tabela 3: Dados das seis isoflavonas pesquisadas e as respectivas ocorréncias nas amostras.

% Massa Massa )

g_ Tr tedrica medida n'jg:’:;ﬁ::r Gréo Grio Folha . Vagem Vagem Galho  &aiho
& | (mn) [M+H  [M+H] (H9 (HH (H9 (H)
© (Appm)

©
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S| 95 4171185 T CaHaOy  + +
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= 14.4 Da 2.3) 21F20V10

o

©

=

[<5]

z 33.5 271.0606 271.0596 C15H1005 + + + + + +
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= 10.6 Da (53) C22H22010

O]
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= C16H120

S 30 Da 3.8) 161205 + +

O

Nos extratos de caules, obtidos diretamente do solo apds colheita, foram detectadas as
presencas das agliconas daidzeina e genisteina, sendo a primeira a que apresentou pico de
maior intensidade em relacdo a segunda (Tabela 3, Figura 15). J& nas vagens secas, apenas a
daidzeina foi identificada (Tabela 3, Figura 15).

Nas amostras de folhas, obtidas diretamente do solo apds a colheita, foram
identificadas as isoflavonas agliconas daidzeina (4), genisteina (6) e gliciteina (5), sendo que a
daidzeina foi a que apresentou pico de maior intensidade (Tabela 3, Figura 15). A isoflavona
gliciteina foi unicamente encontrada neste extrato, e por isto, a sua identificacdo sera aqui

discutida.

Extraiu-se o ion m/z 285,0773 £ 0,05 no cromatograma obtido para o extrato EtOH:
0,1N HCI em &gua 8:2 (v/v) de folhas, observando-se um pico com tempo de retencdo 29,0
min, ou seja, muito proximo ao observado para o padrdo gliciteina (30,0 min). Seguiu-se a

etapa de comparacgéo de seus espectros de massas, que se apresentaram muito parecida entre si
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(Figura 16). Em ambos os espectros, um sinal relativo ao ion molecular [M+H]* foi
observado. A fragmentacdo destes ions gerou novos ions com m/z 270,0 e 197,0, dentre
outros, em ambos os casos. Em relacdo aos espectros UV, estes foram muito parecidos.
Ambos apresentaram UVmax em 320 nm, com uma segunda banda menos intensa em

méaximo em 220 nm.
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Figura 20. Espectros de massas e de UV da gliciteina (A e B, respectivamente) e do candidato com mesma m/z e
tempo de retengdo (C e D, respectivamente) presente no extrato EtOH:0,1N HCI em agua 8:2 (v/v) de folhas de
soja. Coluna: XBridge C18, 150 x 4.6 mm; 3,5 um. Fase mével: 0,AN AcOH em &gua (A) e 0,N AcOH em
MeOH (B) no seguinte gradiente: 21-45% B (0-30 min); 45% B (30-36 min). Vazdo: 1 mL/min. Volume de
injecdo: 12 pL.

Ja o padrdo glicitina ndo foi identificado em nenhum extrato analisado neste trabalho.

Diferentemente do observado para os gréos, onde tanto as isoflavonas glicosiladas
daidzina (1) e genistina (3), como suas agliconas correspondentes foram identificadas, em
vagens, folhas e caules, somente as segundas foram detectadas, tanto para as amostras
extraidas com &cido como para as sem &cido. Contudo, Song et al. (2014), ao analisarem

amostras de folhas de soja, conseguiram identificar a presenca das isoflavonas agliconas
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daidzina, genisteina e gliciteina, como também encontraram as isoflavonas glicosiladas
daidzina e genistina. Segundo Graham (1991), a distribui¢do de isoflavonoides e flavonoides
€ muito caracteristica para cada 6rgdo vegetal e que esta distribuicdo pode ser afetada pelo
tempo de desenvolvimento da planta e pela exposicao a luz a que esta submetida. Ha também
evidéncias que sugerem que a distribuicdo das isoflavonas seja um processo especifico e
regulado, afinal tanto a genisteina como a daidzeina podem atuar como antibiéticos na
protecdo do vegetal contra possiveis parasitas. Baseados nisto, supomos que a nao observacao
de isoflavonas glicosiladas daidzina, glicitina e genistina nos extratos de residuos colhidos do
chdo apds colheita, mesmo aqueles extraidos com solventes puros, sem acido, possa deva
estar relacionado a clivagem da por¢do aclcar com o passar do tempo, talvez por

microorganismos presentes no solo.

5.3.2.2 Expandindo a identificacdo putativa de isbmeros nos extratos

Nas amostras de folhas, caules e vagens (Figura 15) foram observados mais de seis
picos com m/z compativeis aos seis padrdes de isoflavonas, servindo como um indicativo de

que isdbmeros de uma ou mais isoflavonas pesquisadas estariam presentes nestes extratos.

Por exemplo, nos extratos EtOH e EtOH:0,1N HCI em agua 8:2 (v/v) de folhas, caules

e vagens, ao se buscar o m/z 271,0596 + 0,05, compativel com genisteina [M+H]*, dois picos
foram observados nas amostras de folhas e caules, com tr 33,5 e 39,0 minutos, enquanto que
nas amostras de vagens, observou-se apenas um pico, bastante intenso com tr 39,0 minutos.
Em todos os casos os picos de tr 39 min. foram bastante incompativeis com aquele observado
para o padrdo genisteina (tr 33,5 minutos), indicando tratar-se de isémeros desta isoflavona.
Entdo, de acordo com a estratégia de desreplicacdo aqui adotada e baseada em Funari et al.
(2012), procedeu-se a uma busca pela formula molecular CisH100s na base de dados
SciFinder, seguida pelo refino com as palavras “glycine max” e “soy”. Encontrou-se que a
flavona apigenina e antocianina pelargonidina ja haviam sido relatadas em grdos de soja,
ambas isémeros da genisteina (ABRANKO E SZILVASSY, 2015; BOUE et al., 2003;
SHAHID E ALASALVAR, 2016). Assim, ambas foram consideradas canditadas, procedendo-
se ao proximo filtro, que consistiu na comparagdo dos espectros UV e de massas obtidos
durante os experimentos aqui realizados com aqueles disponiveis na literatura. Abranké e
Szilvassy (2015) compararam espectros de massas da apigenina, pelargonidina e da genisteina
50



por ESI/MS. A seguir a continuagdo deste procedimento de identificacdo putativa sera
discutido para o extrato de Folha-EtOH:0,1N HCI em &gua 8:2 (v/v), sendo que 0 mesmo

procedimento foi adotado para os demais extratos.

Como a genisteina, a apigenina e a pelargonidina sdo estruturalmente semelhantes,
produzindo ions em comum de m/z 197 e 121 (ABRANKO E SZILVASSY, 2015). No
entanto, ions com m/z 215 e 169 sdo ambos abundantes no espectro da genisteina e
pelargonidina, mas ndo sdo observados no espectro da apigenina. Ja os ions de m/z 153 e 91
sdo ambos abundantes no espectro da apigenina e da genisteina, porém ndo apresentam
intensidade significativa no espectro da pelargonidina (Figura 21) (ABRANKO E
SZILVASSY, 2015).
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Figura 21. Espectros de massas ESI/MS para genisteina, apigenina e pelargonidina. Fonte: Abranké e Szilvassy
(2015).
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Analisando o perfil de fragmentacdo dos dois picos com m/z 271,0596 + 0,05,
observados no extrato Folha-EtOH:0,AN HCI em &gua 8:2 (v/v), se aquele com tr 33,5
minutos ja havia sido atribuido a genisteina na subsecdo anterior (Tabela 3), pois tempos de
retencdo, espectros UV e de massas foram muito préximos ao do padrédo, aquele com tr 39,0
minutos apresentou espectro MS muito préximo ao descrito na literatura para a apigenina,
como auséncia do fragmento de m/z 215 e a presenca do ion de m/z 153, confirmando também
a hipotese inicial deste pico tratar-se da apigenina durante a analise dos espectros UV na
analise por HPLC-PDA/UV (ABRANKO E SZILVASSY, 2015). Assim, este composto foi

putativamente identificado como sendo apigenina.
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Figura 22. Espectros de massas e de UV da genisteina (A e B, respectivamente) e do isbmero com m/z 271,0604
e tr 39 minutos (C e D, respectivamente) presente no extrato EtOH:0,1N HCI em 4gua 8:2 (v/v) de folhas de
soja.

No mesmo extrato, ou seja, no de Folha-EtOH:0,1N HCI em &gua 8:2 (v/v), ao se

verificar a possibilidade de ocorréncia de daidzeina (m/z 255,0657 + 0,05), também foram
observados dois picos, de tr 27,2 e 29,0 minutos. O primeiro pico, com tr 27,2 ja havia sido
atribuido a daidzeina na subsecéo anterior, pois o tempo de retencédo e espectros UV e MS

estdo bastante proximos ao do padrdo. No entanto, para o pico com tr 29,0 minutos, tanto o
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tempo de retencdo como os espectros UV e MS foram distintos daqueles observados para a

daidzeina, indicando tratar-se de um isdmero desta. Ao se cruzar a férmula
molecular C1sH1004 com as palavras “glycine max” e “soy” no SciFinder, encontrou-se que a
flavona 7,4’- dihidroxiflavona ja havia sido relatada em vagens e folhas de soja (BOUE et al.,
2003; MURAMAKI et al., 2014). O primeiro filtro analisado foi o espectro UV obtido
experimentalmente, que apresentou UVmax de 255nm, 312nm e 331nm, muito similar ao
espectro UV da 7,4’- dihidroxiflavona, que apresenta UVmax em 253nm, 312nm e 328nm
(MABRY et al., 1970). O segundo filtro analisado foi o comparativo de espectros de massas,
no qual o fragmento de m/z 199 néo foi observado (Figura 23-C), que condiz com o relatado
na literatura para a candidata 7,4’- dihidroxiflavona (KUHN et al., 2003). Assim, a espécie
encontrada neste extrato, com m/z 255,0662 e tr 29,0 minutos, foi identificada putativamente

como sendo 7,4’- dihidroxiflavona.
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Figura 23. Espectros de massas e de UV da daidzeina (A e B, respectivamente) e do isémero com m/z 255,0662

(C e D, respectivamente) presente no extrato EtOH: 0,1N HCI em agua 8:2 (v/v) de folhas de soja.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho levaram a conclusdo de que, para qualquer uma
das respostas monitoradas neste trabalho, dentre os meios extratores empregados, aqueles
baseados nos solventes mais verdes etanol e acetona foram os mais indicados para a extracéo

dos residuos de cultura de soja, obtidas do solo apos colheita.

Para a resposta rendimento de extracdo, exceto para a extracao de folhas, onde o EtOH
puro levou ao maior rendimento, a adi¢do de 20% de solucdo aquosa 0,1N de HCI aumentou o
poder de extracdo de qualquer solvente organico aqui empregado. Além disto, no geral, a

extragOes de vagens e folhas apresentaram os maiores rendimentos de extracao.

Para a resposta numero de picos observado a 254 nm, foi possivel concluir também
que dentre os solventes puros, o etanol foi 0 que levou a extracdo das maiores quantidades de
metabdlitos com absorcdo em 254 nm em folhas e vagens de soja, seguido de acetona e, por
ultimo, de acetonitrila, um solvente considerado problematico do ponto de vista ambiental. Ja
para caules, a acetona mostrou-se o solvente capaz de extrair o0 maior nimero de compostos
com tal caracteristica estrutural, quando as médias de trés extracdes com cada solvente foram
comparadas. Em todos os casos, notou-se grande incremento de picos quando 20% de solucgéo
aquosa 0,1N de HCI foram adicionados aos solventes organicos. Como o mesmo padrdo foi
verificado quando a resposta monitorada foi area total sob os picos de um cromatograma, foi
possivel concluir que a adicdo de 20% desta solucdo leva a extracdo de um maior nimero de
compostos com absor¢do em 254 nm. Foi também possivel verificar que dentre os trés
residuos analisados, as folhas apresentaram o maior nimero de metabdlitos com absorcéo

neste comprimento de onda.

Concluiu-se também pela presenca de isoflavonas comumente encontradas em gréos
de soja, com elevado valor comercial e farmacéutico, em residuos da cultura de soja. Nos
extratos de folhas e caules, embora quantificagdes ndo tenham sido ainda realizadas, as
isoflavonas daidzina e genisteina foram detectadas em niveis comparaveis aos encontrados
nos grdos aqui utilizados como referéncia, conforme constatado em cromatogramas HPLC-
ESI(+)/TOF/MS. Cabe destacar também que embora a isoflavona daidzina, encontrada nos

extratos de grdos (referéncia), ndo tenha sido detectada em nenhum dos residuos aqui
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investigados, a isoflavona gliciteina foi identificada apenas em extratos de folhas, mostrando-

se ausente ou em quantidades ndo detectaveis nos extratos de referéncia.

Considerando a disponibilidade, em massa, destes residuos em um cultivo de soja, ja
que para 1000 toneladas de grdos processados sdo gerados 2700 toneladas de residuos, bem
como a ocorréncia e intensidade de picos relativos a isoflavonas, conclui-se que folhas e
caules coletados no solo logo apo6s a colheita constituem-se em uma fonte abundante de
isoflavonas de interesse farmacoldgico e comercial, como daidzeina, genisteina (em folhas e
caules) e gliciteina (em folhas). Ainda, que estas isoflavonas poderiam ser extraidas com
solucBes constituidas por uma solucdo aquosa acida e por etanol, um solvente considerado de
baixo impacto ambiental, permitido em alimentos, amplamente produzido no Brasil a partir de

fontes renovaveis e por meio de processos fermentativos.
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