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RESUMO

Anualmente quantidades expressivas de subprodutos agricolas sdo produzidas, os quais contém
diversos compostos bioativos. No caso da soja (Glycine max (L.) Merr.), estima-se que cerca
de 651 milhdes de toneladas de galhos, folhas, vagens e raizes serdo deixados no solo apos a
colheita do grao em 2022/23. Esses subprodutos podem servir como uma fonte amplamente
disponivel e de baixo custo de metabolitos de alto valor agregado, como flavonoides,
isoflavonoides e outros metabolitos. Os objetivos deste trabalho foram realizar a i) revisdo
acerca dos metabolitos presentes nas partes subutilizadas da soja (i.e., galhos, folhas, vagens e
raizes), 1i) extracdo, separagdo ¢ identificacdo de uma ampla gama de metabolitos
especializados presentes nos subprodutos agricolas da soja deixados no solo pos-colheita do
grao, e iii) geragdo de extratos contendo alto-conteudo de compostos fenolicos por meio de
solventes eutéticos naturais profundos (NADES) pressurizados (PLE). Por meio da revisdo da
literatura acerca da composi¢ao fitoquimica da soja pode-se (i) identificar uma ampla gama e
compostos bioativos, ¢ subsequente, a analise metabolomica dos subprodutos da soja e (ii)
demonstrar a presenca de tais metabolitos em galos, folhas, vagens e raizes deixadas no solo
apos a colheita do grao. A combinacao da PLE e NADES (iii) gerou extratos com alto conteudo
de compostos fendlicos, além de possibilitar uma nova abordagem para a extragdo da fragao
lipidica da soja. Adicionalmente, estd sendo realizada a extragdo seletiva de genisteina e
apigenina utilizando-se ferramentas in silico, Hansen solubility parameters (HSP) e Conductor-
like Screening MOdel for Real Solvents (COSMO-RS), e otimizag@o por meio do planejamento
experimental (DoE). Ao fim, propde-se a agregacao de valor aos subprodutos agricolas da soja,

demonstrando o potencial uso destes materiais como fonte de compostos bioativos.

Palavras chaves: Glycine max, subprodutos agricolas, quimica verde, compostos bioativos,

biorefinaria.
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ABSTRACT

Annually a significant amount of agricultural by-products are produced, in which contain
various bioactive compounds. In the case of soybeans (Glycine max (L.) Merr.), and it is
estimated that about 651 million tons of branches, leaves, pods and roots will be left in the soil
after the grain harvest in 2022/23. These by-products can serve as a widely available, low-cost
source of high-value-added metabolites such as flavonoids, isoflavones, and other metabolites.
The objectives of this work were to perform i) a review of the metabolites present in the
underutilized parts of soybean (i.e., branches, leaves, pods and roots), ii) extraction, separation
and identification of a wide range of specialized metabolites present in soybean agricultural by-
products left in the soil after harvest of soybeans, and iii) generation of extracts containing high
content of phenolic compounds by means of deep natural eutectic solvents (NADES)
pressurized (PLE). Through the review of the literature on the phytochemical composition of
soybean it was possible to (i) identify a wide range of bioactive compounds, and subsequently,
the metabolomic analysis of soybean by-products, and (ii) demonstrate the presence of such
metabolites in branches, leaves, pods, and roots left in the soil. The combination of PLE and
NADES (iii) generated extracts with high content of phenolic compounds, and additionally,
enabled a new approach for the extraction of the lipid fraction from soybean. Additionally,
selective extraction of genistein and apigenin is being performed using in silico tools, Hansen
solubility parameters (HSP) and Conductor-like Screening MOdel for Real Solvents
(COSMO-RS), and optimization through experimental design (DoE). Finally, it is proposed to
add value to the agricultural by-products of soybean, demonstrating the potential use of these

materials as a source of bioactive compounds.

Keywords: Glycine max, agricultural by-products, green chemistry, bioactive compounds,

biorefinery.
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INTRODUCAO

Produtos naturais sdo fontes de compostos utilizados para o desenvolvimento de
farmacos e fitoterapicos com diversas bioatividades, como anticancerigena, antiflingica e
antibiotica, além de formularem a composi¢do de alimentos funcionais [1,2]. Os subprodutos
provenientes da producdo agricola da soja, cana de agucar, laranja, café, entre outros, sio
exemplares de produtos naturais contendo alta variedade de metabolitos bioativos, e a ampla
disponibilidade destes materiais favorece a sua utilizagao para a geragao de extratos e produtos
com alto valor agregado. Além disso, a utilizagdo de tais materiais por meio de técnicas e
metodologias sustentaveis e inovadoras, como sugerido pelos objetivos nove e 12 dos 17
Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) propostos pela Organizacdo das Nagdes
Unidas (ONU), promovem o consumo e producdo responsaveis. Adicionalmente, mitigam a
geracdo residuos ao meio ambiente e promovem o desenvolvimento tecnoldgico sustentavel
[3].

Alimentos de origem vegetal contém diversos compostos com alto valor agregado e
potenciais beneficios a saude. Tais substancias representam um expressivo e diverso conjunto
de metabolitos especializados e vem sendo amplamente estudadas devido as suas propriedades
protetivas contra doengas cardiovasculares, diabetes e neurodegenerativas [4]. Subprodutos
agricolas gerados a partir de diferentes alimentos e escalas de processamento (do campo ao fim
da cadeia produtiva) estdo diretamente correlacionados a massiva e crescente produgdo de
alimentos. No entanto, a subutilizagdo destes materiais, principalmente em usos com alto valor
agregado, requer e projeta novas oportunidades sustentaveis e rentaveis. A soja (Glycine max
(L.) Merr.), uma das principais cultura de sementes oleaginosas, ¢ um exemplar com alto
potencial para agregacdo de valor a partir do uso de seus subprodutos como fonte de compostos
bioativos. Nesta tese apresenta-se um estudo abrangente acerca da caracterizagdo metabdlica e
producao de extratos bioativos dos galhos, folhas, vagens e raizes da soja, subprodutos agricolas

deixados no solo no pos-colheita.
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OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e otimizar procedimentos analiticos de
extragdo, separacao e analise a fim de identificar compostos organicos de alto valor agregado
em subprodutos agricolas da soja (folhas, galhos, vagens e raizes). Delineou-se a analise de tais
materiais por meio da: i) revisdo da literatura acerca da composi¢do metabolica da soja, ii)
identificacdo do maior nimero de compostos, iii) geracdo de extratos com elevado conteudo de

compostos fenolicos, iv) extragdo seletiva de genisteina/apigenina (Figura 1).

Galhos,
Folhas,
Vagens,
Raizes.

Revisao da literatura acerca
dos compostos identificados
nas partes da soja

Capitulo |

Otimizag¢&o dos métodos
de extracdo e separacao
dos metabdlitos presentes
nos subprodutos da soja

SUBPRODUTOS
AGRICOLAS DA
SOJA

Extracéo seletiva de
genisteina/apigenina

Capitulo Il

:

Geracdao de fracoes
ricas em compostos

fendlicos (flavonoides)

Figura 1. Objetivos referentes a cada etapa deste projeto.
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Resumo

A valorizagdo dos subprodutos agroalimentares ¢ essencial tanto do ponto de vista economico
quanto da sustentabilidade. A grande quantidade desses materiais causa problemas ao meio
ambiente; no entanto, eles também podem gerar novos ingredientes e produtos valiosos que
promovam efeitos benéficos na satide humana. Estima-se que a produgdo de soja, a maior
cultura de oleaginosa em todo o mundo, deixara cerca de 597 milhdes de toneladas de galhos,
folhas, vagens e raizes no solo pos-colheita em 2020/21. Uma alternativa para o uso de
subprodutos relacionados a soja surge dos diversos compostos bioativos encontrados nesta
planta. A partir da revisdo bibliografica exposta neste trabalho demonstra-se a presenca de uma
ampla variedade de isoflavonoides, flavonoides, terpenos e outras substancias em galhos/caules
de soja, folhas, vagens e raizes, fornecendo novos potenciais ao uso desses materiais
subutilizados como fonte de compostos bioativos, bem como os fatores que afetam sua

producao.

Palavras-chave: Glycine max; Foodomica; Residuos Agricolas.
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1. Introducao
1.1. Metabolomica Aplicada aos Agroalimentares e seus Subprodutos

As plantas tém sido utilizadas na producao de alimentos, energia, biomateriais, € como
fonte de compostos bioativos. A metabolomica emergiu como um dos principais contribuintes
para aprimorar a identificacdo desses compostos, gerando descobertas inovadoras e apoiando o
desenvolvimento de novos produtos [1]. O progresso em técnicas eficientes de extragdo, como
ultrassom (UAE), micro-ondas (MAE) e extragdes assistidas em campo elétrico pulsado (PEF),
bem como extrac¢des de fluidos supercriticos (SFE) e liquidos pressurizados (PLE), entre outros,
gera extratos com maior rendimento e bioatividade [2-6]. Uma vez gerados esses extratos, eles
podem ser analisados por uma ou mais técnicas de cromatografia e/ou eletroforese acopladas a
espectrometria de massa (MS) ou ressonancia magnética nuclear (RMN), produzindo
informagdes quimicas sobre um grande nimero de compostos [7-12]. Para a identificagdao de
metabolitos, os bancos de dados tém sido cada vez mais atualizados, cruzando informagdes de
diferentes bibliotecas. Sorokina e Steinbeck [13] listam quase 100 bancos de dados para
pesquisa de produtos naturais. Além disso, redes moleculares sociais de produtos naturais
globais (GNPS) e tecnologia de reconhecimento preciso de pequenas moléculas (SMART 2.0)
sdo exemplos de ferramentas in silico para a analise de dados de MS e NMR, respectivamente
[14-16]. Todas essas modernas técnicas e ferramentas apoiam o avanco das fronteiras da

metabolomica.

Em 2019, mundialmente foram produzidas 8,3 bilhdes de toneladas de cereais, raizes e
tubérculos, culturas de agucar e hortalicas [17]. No entanto, estima-se que um ter¢o da producao
de alimentos seja perdida e desperdicada, sendo este problema correlacionado a Meta 12 dos
17 Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) estabelecidos pela Organizagao das
Nagoes Unidas (ONU) [18-20]. Nesse contexto, a foodomica pode ser aplicada ndo s no estudo
de alimentos, mas também de seus subprodutos relacionados, como fontes de compostos com
beneficios para a saide humana [21,22]. Por exemplo, Katsinas et al. [23] usaram dioxido de
carbono supercritico e extragdes liquidas pressurizadas para valorizar subprodutos de oliva,
gerado pelo processamento do azeite. Como resultado, geraram extratos bioativos ricos em
compostos fendlicos. Assirati et al. [24] aplicaram uma abordagem metabolomica na
investigacdo quimica dos trés principais subprodutos da cana-de-agicar (Saccharum
officinarum (L.)), levando a identificac¢do de até 111 metabolitos, com varios desses compostos
j& conhecidos por suas potentes propriedades bioativas, como 1-octacosanol, octacosanal,

orientina e apigenina-6-C-glucosylrhamnosideo. Os subprodutos de suco de laranja (Citrus
17



sinensis (L.)) apresentaram potencial antioxidante e neuroprotetor em ensaios in vitro, como
revelado por Séanchez-Martinez et al. [25]. Quanto a permeabilidade da barreira
hematoencefalica, alguns terpenos do extrato laranja demonstraram uma alta capacidade de
atravessar esse obstaculo, que ¢ um ponto critico para o tratamento da doenca de Alzheimer
[25,26].

1.2. Glycine max: mais do que um grio

A soja (Glycine max (L.) Merr) é originaria da China e do Leste asiatico [27]. E a maior
cultura oleaginosa em todo o mundo, com uma producao mundial de 362, 254 ¢ 61 milhdes de
toneladas de graos de soja, farinha e 6leo, respectivamente, em 2020/21. No mesmo periodo, a
area global colhida foi de 1,28 milhdo de km?, 2,5 vezes a area da Espanha [28,29]. A Figura 1

mostra a producgdo de soja de 2000/01 a 2020/21, demonstrando crescimento consistente, com

poucos momentos de queda [29,30].
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Figura 1. Produ¢do mundial de soja 2000-2020, em milhdes de toneladas.

No entanto, essa producao envolve apenas uma parte da G. max: o grao. Krisnawati e
Adie [31] analisaram 29 genotipos de soja e encontraram um valor médio de 1,65 para a relagdo
palha: grdo na soja. Estima-se, portanto, que cerca de 597 milhdes de toneladas de soja, folhas,
vagens e raizes serdo deixadas no solo ap6s a colheita em 2020/21 [29,31]. A Figura 2 mostra
o solo de uma produgdo de soja sem plantio, um sistema que deixa todas as pecas de soja
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subutilizados no chido. Manter esses materiais no solo contribui para fatores minerais, organicos
e umidade [32]. Em contrapartida, problemas relacionados a maior infestagao de erva e doencas,
bem como emissdes de gases de efeito estufa causadas pela decomposi¢do da matéria organica,
exigem uma gestdo alternativa da palha agricola [33-38]. Aplicando uma abordagem de
biorefinaria, tais subprodutos poderiam ser transformados em matéria-prima para a extragao de

varios compostos bioativos.

UNDERUSED SOY PARTS

i

7 I

byl

Branches Leaves Pods Roots

Figura 2. Partes da soja subutilizadas deixadas no solo logo apds a colheita do grao.

Baseando-se no potencial das partes subutilizadas da soja, esta revisdo tem como
objetivo mostrar a aplicacdo da metabolomica na analise da soja, listando o potencial desses
subprodutos como fonte de compostos de alto valor agregado, bem como os fatores que afetam

sua produgdo.
2. Metabol6émica e soja: uma visao geral

A soja € reconhecida como uma planta medicinal por contém véarios compostos
bioativos. Por exemplo, peptideos bioativos encontrados na soja tém sido ligados a beneficios
para a saide humana com potenciais propriedades anti-hipertensivas, anticancer e anti-
inflamatorias [39]. Outro tipo de composto bioativo identificado na soja, as antocianinas,
apresentou propriedades antiobesidade e anti-inflamatérias [40]. Isoflavonoides, a classe mais
conhecida de compostos encontrados em todas as partes da soja, t€ém sido estudados devido aos
seus potenciais efeitos protetores associados a doengas cronicas, cancer, osteoporose € sintomas

da menopausa [41-47].

Diferentes fatores modulam o metabolismo de uma planta, e a metabolomica pode medir
essas variagdes qualitativa e quantitativamente, analisando a producdo e interconversdo dos
metabolitos primarios e secundarios (especializados) [48-50]. Na soja, estudos de

metabolomica identificaram quatro principais causas de variabilidade no metabolismo:
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modificacdes genéticas, interacdes com organismos, estdgios de crescimento e fatores
abidticos. Modificagdes genéticas podem estar relacionadas a diferentes espécies e
cultivar/variedade de soja. Lu et al. [51] investigaram as alteracdes metabolicas entre duas
espécies de soja (Glycine max e Glycine soja Siebold & Zucc) sob estresse salino. Usando
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) e cromatografia liquida
acoplada transformada de Fourier e espectrometria de massa (LC-FT/MS), os autores
encontraram um maior teor de hormonios, espécies de oxigénio reativos e outras substancias
relacionadas a condi¢do de estresse a salinidade. Em outro estudo, G. max e Glycine gracilis
Skvortsov) apresentaram diferentes perfis de metabdlitos secundarios (especializados) durante
a fase de crescimento, conforme revelado por uma abordagem metaboldmica baseada em RMN
de 1H [52]. O avango da biologia molecular proporciona o desenvolvimento de uma ampla
gama de cultivares ou variedades de soja, com novos tipos de plantas resistentes contra insetos,
estresse abiodtico e outros fatores. O banco de dados do Escritorio de Patentes e Marcas dos
Estados Unidos (USPTO) revela 4.869 patentes para uma pesquisa de "cultivar de soja" ou
"variedade de soja" [53]. Diferentes tipos de soja, como marrom, amarelo ou preto, apresentam
perfis metabdlicos especificos [54-56]. Isoflavonas sdo relacionadas a ser o substrato para a
produgdo de proanthocianidina na casca das sementes, sendo uma possivel causa para a cor
marrom da cultivar Mallikong mutante [55]. Yang et al. [56] identificaram niveis mais elevados
de antocianina e proteina em sementes no cotilédone amarelo na soja preta. Em contraste, niveis
mais elevados de isoflavona, acido estearico e polissacarideo estdo relacionados com as
sementes de cotilédone verde da mesma espécie. Dois cultivares coreanas de soja, Sojeongja e
Haepum, apresentaram diferentes niveis de soyasaponinas Aa e Ab, cuja producdo esta
relacionada a variagdes genéticas especificas [57]. Outro fator importante na modificagdo
genética ¢ a soja transgénica. Garcia-Villalba et al. [58] usaram a espectrometria de massa
capilar (CE-TOF-MS) para medir qualitativa e quantitativamente os metabodlitos da soja
transgénica e nao transgénica. Em resumo, foram identificados tipos semelhantes e quantidades
de metabdlitos. O mesmo resultado foi alcangado por Harrigan et al. [S9] e Clarke et al. [60].
No entanto, relata-se que a soja transgénica foi menos afetada pelos efeitos geracionais e pode

apresentar mais metabolitos secundarios, como isoflavonas preniladas [61,62].

Além disso, a interagdo entre soja e microrganismos, nematoides, pulgdes e outros
insetos causa respostas metabolicas distintas, € a metaboldmica € uma abordagem para analisar
tais mudangas, fornecendo insights para melhorar a resposta da soja contra fatores bidticos [63-

80]. Trabalhos recentes usaram o GNPS para identificar a variagdo metabolito na soja infectada
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pelo fungo Phakopsora pachyrhizi e pelo nematoide Aphelenchoides besseyi [78-80]. Ambos
0s patogenos resultaram em uma maior producdo de compostos bioativos, como flavonoides,

isoflavonoides e terpenodides.

Respostas metabolicas distintas também foram relatadas para cada estagio de
crescimento da soja [81-83]. Durante a germinagdo, 58 metabolitos foram relatados na
separacdo de brotos de soja, como fitoesteroides, isoflavonas e soyasaponinas [84]. A produgdo
de metabolitos secundarios como daidzeina, genisteina € coumestrol também mudou nos

estagios vegetativos e reprodutivos da soja, como descrito por Song et al. [85].

A presenca de culturas de soja em uma ampla gama de latitudes e longitudes ¢
consequéncia de varias mudancgas adaptativas em seu metabolismo. O Brasil, que ¢ o maior
produtor de soja, apresenta diferentes tipos de solo e clima; mesmo assim, h4 producao de soja
em todas as suas regides. Este fato corrobora o alto desempenho da soja em véarias condigdes
abioticas. Além disso, o uso de tratamentos com fertilizantes e outros insumos agricolas para o
cultivo de soja em condi¢des desfavoraveis, causa modificagdes adicionais no metabolismo da
soja [86-94]. Como exemplo de tratamentos externos, a aplicacdo de etileno nas folhas de soja
aumentou a producdo de genistina, daidzina, malonylgenistina e malonyldaidzina [94].
Utilizando dois métodos de ionizagdo, ionizagao eletrospray (ESI) e ionizacdo de desorpgdo a
laser assistida por matriz (MALDI), acoplado a espectrometria de massa de ressonancia de ion
ciclotron com transformagdo de Fourier (FTICR-MS), Yilmaz et al. [95] analisaram o perfil
metabolico das folhas de soja do meio do verdo ao outono. Eles encontraram uma diminui¢ao
da produgdo de clorofila e metabolitos relacionados a sua producdo e um nivel mais alto de
dissacarideos do verao ao outono. Outra abordagem metabolomica analisou folhas de soja de
culturas com diferentes localizagdes geograficas e identificou diferentes quantidades de
metabolitos como pinitol e flavonoides [96]. Uma ampla revisdo realizada por Feng et al. [97]

resume o uso de metaboldmica na soja sob estresse abidtico.
3. Compostos bioativos nas partes subutilizadas da soja

Além das quatro principais causas de mudanca no metabolismo da soja mencionadas
acima, sdo esperadas variagdes metabolicas qualitativas e quantitativas entre os 6rgaos de soja.
Para apresentar uma visdo geral do perfil metabolito das partes subutilizadas da soja,
selecionamos trabalhos que aplicaram a metabolomica para analisa-las [38,67,78-80,93,94,98-
108]. Utilizando Jchem (JChem para Excel 21.1.0.787, ChemAxon
(https://www.chemaxon.com) [109] e ClassyFire [110], foi gerado o SMILE de cada composto
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pela funcdo SMILE do Jchem para posteriormente classifica-los (i.e., Classyfire) os metabdlitos
identificados em raizes de soja, folhas, galhos e vagens, conforme apresentado na Tabela S1-
S4, respectivamente (ANEXO I). A Figura 3 resume as classes mais conhecidas de compostos
bioativos identificados nas partes subutilizadas da soja. Os acidos carboxilicos e seus derivados,
i.e., compostos contendo um grupo acido carboxilico com a férmula -C(=O)OH ou um
derivado, como aminodcidos, peptideos e analogos, sdo as classes mais mencionadas de
compostos. Esta classe ¢ composta principalmente de metabolitos primarios; no entanto,
também contém varios compostos bioativos. Da mesma forma, compostos organo-oxigenados,
i.e., compostos, tanto alifaticos como aromaticos, que possuem uma ligacdo C-O, incluindo
alcoois, aldeidos, dentre outros, ¢ acidos graxos também incluem metabolitos com beneficios
para a saude humana. Isoflavonoides, que sao a classe mais mencionada de metabodlitos
secundarios, bem como lipidios de prenol e flavonoides, tém sido sugeridos para ter uma ampla
gama de usos medicinais. Com foco em metabolitos secundarios, os lipidios de prenol, i.e.,
classe de compostos sintetizados a partir dos precursores de 5 carbonos: difosfato de
isopentenilo e difosfato de dimetilalilo, representa a classe mais identificada de compostos em
raizes de soja, com varias soyasaponinas encontradas nesta parte. Nas folhas de soja, foram
encontradas diferentes subclasses de isoflavondides, como isoflavonodides O-glicosilados,
isoflavonas, isoflav-2-enes, entre outros. Os perfis metabolicos dos galhos e vagens de soja tém
sido menos estudados; no entanto, aproximadamente 20 flavonoides e isoflavonodides foram
identificados em cada parte. Outras classes de compostos, como esteroides e derivados de
esteroides, cumarinas e derivados, e acidos cinamicos e derivados, foram encontrados em partes

subutilizadas de soja.
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Classes de metabdlitos presentes em partes
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Figura 3. Classificacdo dos metabolitos identificados em raizes de soja, folhas, galhos e vagens

de acordo com o ClassyFire.

A Tabela 1 apresenta 38 isoflavonoides identificados em uma ou mais das partes de soja
acima mencionadas. Oito deles (daidzeina, genisteina, glyciteina, daidzina, genistina, glycitina,
malonyldaidzina e malonylgenistina) foram relatados em todos os 6rgdos de soja. Trabalhos
recentes mostraram atividades bioldgicas promissoras de daidzeina contra cancer de colon e
virus da hepatite C [111,112]. Daidzina, que ¢ uma forma glico-conjugada de daidzeina,
apresentou propriedades terapéuticas contra mieloma multiplo e epilepsia [113.114]. Estudos
de bioatividade sobre os outros compostos acima mencionados também encontraram
propriedades contra inflamagdo vascular cronica, cancer gastrico humano, cancer de mama e
doencas articulares degenerativas [115-117]. Biochanina A, coumestrol, gliceollina,
medicarpina e ononina sao mais exemplos de isoflavondides bioativos amplamente conhecidos
que sdo encontrados em diferentes 6rgdos de soja (ver Tabela 1 para um resumo) [118-122].
Carneiro et al. [38] quantificaram seis isoflavonas em galhos de soja, folhas, vagens e graos
coletados logo apds a colheita mecanica. Quase 3 kg de isoflavonas foram encontrados por

tonelada de folhas de soja. No entanto, menos de 1 kg por tonelada foi encontrado em galhos e
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vagens de soja. No grdo, que € o principal produto desta planta, foi de aproximadamente 2 kg

por tonelada.

Tabela 1. Isoflavonoides identificados em galhos (G), folhas (F), vagens (V), e raizes (R).

Nome Formula. G F V R Referéncia
2’-hidroxidaidzeina C15H100s X [80]
7,3 4'-trihidroxiisoflavona CisH100s X [79]
7-O-methilluteona C21H2006 X [78]
acetil daidzina C22H209 X [104]
acetil genistina C2H2011 X X [94,104]
acetil glicitina Co4H2401, X [104]
afrormosin 7-O-glucosideo C23H24010 X [80]
biochanina A Ci6H120s X [80]
biochanina A 7-O-D-glucosideo C22H2010 X [80]
biochanina A 7-O-glucosideo-6""-O- CasHriO1s X [80]
malonato
calicosina CisH120:s X [80]
coumestrol C15H3Os X X [79,80,101]
. [38,78—
daidzeina CisthaOs - XXX X 0.94,98,101,103,104,106-108]
. [38,78—
daidzina CaHa0s - XXX X 20 94.98.101,103,104,107,108]
formononetina Ci6H1204 X [80,102]
formononetin 7-O-glucosideo C22H22,09 X X [79,80]
formononetin 7-O-glucoside-6""- CasHriOra X [78.80.94]
malonateo
formononetin 7-O-glucoside-6-O- CasHpiOra X X (78.79]
malonateo
genisteina CisHioOs X X X X [38,79,94,98,104,108]
genistina CH201p X X X X [38,78,79,94,101,104,107,108]
gliceollidina I/11 C20H200s X [80]
gliceollina | C20H1305 X [78,80]
gliceollina II C20H130s5 X [78,80]
gliceollina III C20H 1305 X [78,80]
gliceollina TV C21H20:s X [80]
gliceollina VI C20H1604 X [80]
gliciteina CieH0s X X X X [38,80,98,104,108]
gliciteina 7-O-glucosideo C22H2010 X [80]
glicitina CpH»01,h X X X X [38,79,101,104,108]
isotrifoliol Ci6H100s X [80]
malonildaidzina CuH201, X X X X 80,94, 1 01,[13 083’,7180 4,107.108]
malonilgenistina CxH»0;3 X X X X [78-80,94,101,104,107,108]
malonilglicitina C25H24013 X X X [80,94,104,108]
medicarpina Ci6H1404 X [80]
neobavaisoflavona C20H1304 X X [78,79]
phaseollina C20H1304 X [80]
pisatina C17H 1405 X [80]
sojagol CxH160s X [78,80]
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3.1. Raizes

Diferentes compostos pertencentes a categoria lipidios de prenol, reconhecidos por sua
bioatividade, foram identificados na soja. A Tabela S1 contém 339 compostos encontrados em
raizes de soja, dos quais 33 sdo desta classe [79,93,98.101.103.106.108]. Tsuno et al. [108]
identificaram vérias soyasaponinas, sapogeninas ¢ isoflavonas em exsudatos de raiz de soja. As
soyasaponinas tém propriedades supressoras da lipogénese, antioxidantes e anti-inflamatorias,
bem como efeitos preventivos no acimulo hepatico de triaciglicerol [123-126]. Omar et al.
[127] identificaram os potentes efeitos inibitorios do soyasapogenol A, um triterpenodide, contra
metastase em células cancerosas p53. Além disso, outros compostos de diferentes classes, como
acidos graxos, isoflavonoides, flavonoides, entre outros, sdo apresentados na Tabela S1. O
acido linoleico, a naringenina e a formononetina-7-O-glucoside, exemplos das classes acima
citadas, t€ém sido relacionados a saude cardiovascular, efeitos neuroprotetores e propriedades
anti-inflamatorias [128-130]. As estruturas quimicas desses compostos bioativos sao

apresentadas na Figura 4.
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Figura 4. Estruturas quimicas de soyasapogenol A, acido linoleico, naringenina e
formononetina-7-O-glucoside, que sdo exemplos de compostos bioativos identificados em

raizes de soja.

3.2. Folhas

Folhas e raizes sdo as partes subutilizadas da soja mais estudadas. Na Tabela S2, sao
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apresentados 259 metabolitos de 32 classes identificadas em folhas de soja
[38,78,80,94.98.101-103.106]. Quase 90 desses compostos sdo flavonoides, isoflavonodides, ou
lipidios de prenol. Flavonoides bioativos amplamente conhecidos como apigenina, kaempferol,
rutina, entre outros também foram identificados. A apigenina ¢ sugerida como um potencial
agente anticancer [131]. Gliceolina I (isoflavonoide) e soyasaponina I (lipidio de prenol)
apresentaram atividades contra o cancer de mama e doenca de Parkinson, respectivamente
[132.133]. Além disso, diferentes soyasaponinas e trigonellina (alcaloide) foram encontradas
nesta parte da planta. Por exemplo, a tltima substancia foi relatada como ter potencial para
terapia de cancer de pulmao, recuperagdo da funcdo de memoria e efeito antiobesidade [134-

136]. A Figura 5 mostra as estruturas quimicas dos metabolitos acima mencionados.
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Figura 5. Estruturas quimicas de apigenina, gliceolina I, soyasaponina I e trigonellina, que sdo

exemplos de compostos bioativos identificados em folhas de soja.

3.3. Galhos/caule

Nos galhos de soja, foram identificados 197 compostos, conforme apresentado na
Tabela S3 [38,67,98.99.101]. A classe mais amplamente relatada entre esses metabolitos € a
categoria de compostos organo-oxigenados (53 compostos), como dalcoois e polidis,
carboidratos e seus conjugados (Tabela S3). O 4cido chiquimico, um exemplo de um composto
organo-oxigenado, tem efeitos terapéuticos de prevengdo a osteoartrite [137]. Metabolitos de
outras classes, como acidos succinico e estedrico, apresentaram efeito apoptotico na leucemia
linfobléastica aguda de células T e atividade antifibrdtica, respectivamente [138.139].

Flavonoides e isoflavondides, como 7,4'-dihidroxiflavona e glicitina, apresentaram atividade
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contra doengas pulmonares [140.141]. As estruturas quimicas desses compostos sao mostradas

na Figura 6.
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Figura 6. Estruturas quimicas de acido chiquimico, acido estearico, 7,4'-dihidroxyflavone, e

glicitina, que sdo exemplos de compostos bioativos identificados em galhos de soja.

3.4. Vagens

Da mesma forma que os galhos, ha poucos trabalhos metabolomicos identificando
metabolitos em vagens de soja [38,98,100,104,105,107]. Aminoécidos, peptideos e acidos
mono,di-, di-, e tricarboxilicos e seus derivados sdo os tipos de compostos mais mencionados
em vagens, como mostrado na Tabela S4, com algumas dessas substancias j4& amplamente
utilizadas na industria, como acidos citrico e fumarico. Além disso, metabdlitos especializados
como canfeno e o-pineno apresentam efeitos contra a atrofia muscular esquelética e
neuroprotetores, respectivamente [142,143]. A quercetina, um flavonoide amplamente
conhecido, apresenta efeitos anti-inflamatorio com potencial uso em pacientes com COVID-
19, como descrito por Saeedi-Boroujeni € Mahmoudian-Sani [144]. O acido hexadecanoico
(4cido graxo) contém efeito inibidor nas células cancerigenas do c6lon humano HT-29 [145].
A Figura 7 apresenta as estruturas quimicas de um composto de cada classe mencionada. Além
disso, foram identificados outros acidos graxos, flavonoides, isoflavonoides em vagens de soja,

resultando nos 94 metabdlitos apresentados na Tabela S4.
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Figura 7. Estruturas quimicas de 4cido citrico, campheno, quercetina ¢ acido hexacanocano,

que sdo exemplos de compostos bioativos identificados em vagens de soja.

4. Compostos bioativos em subprodutos industriais do processamento da soja —

uma visio geral e tendéncias

As partes subutilizadas da soja ndo sd@o os unicos subprodutos deste grao. A soja ¢
transformada em diferentes produtos, como farinha, dleo, tofu, molho de soja e leite de soja.
Esses processos geram subprodutos com diversas aplicacdes, € seu uso como fontes de
compostos bioativos € uma excelente oportunidade para desenvolver novos ingredientes e
produtos com beneficios para a satde. Além disso, extragdes verdes desses materiais
proporcionam resultados mais sustentaveis e valiosos. A casca do grdo da soja representa
aproximadamente 8% do grao e ¢ um dos subprodutos gerados pela farinha de soja e produgao
de 6leo [146]. Utilizando uma abordagem sustentavel para valorizar a casca da soja, Cabezudo
et al. [147] otimizaram a hidrolise alcalina para extracdo de polifendis e testaram uma
fermentacdo com a Aspergillus oryzae e hidrdlise utilizando a-amilase. Neste trabalho, 4cidos
fendlicos, antocianinas e isoflavonas foram identificados por LC-MS, demonstrando o grande
potencial do casco de soja como fonte de compostos antioxidantes. O farelo de soja ¢ um
subproduto da producdo de seu 6leo. A caracterizacdo do farelo de soja demonstrou maior
capacidade antioxidante e teor de fenolicos totais, flavonoides e saponinas do que em graos nao
processados [148]. Além disso, foram identificadas diferentes formas de isoflavonas, como [3-
glucosil, glucosil glucosilado, acetil glucosilado e agliconas, bem como trés soyasaponinas do
grupo B. Alvarez et al. [149] otimizaram uma extra¢do de fluido supercritico verde utilizando

CO; e etanol para analisar o farelo de soja, resultando em extratos com propriedades
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antioxidantes e maior teor de fendis e flavonoides. Freitas et al. [150] também utilizaram
extragdo verde para obter um extrato aquoso de farinha de soja com alta inibi¢do de peroxidagao
lipidica, identificando 16 fendlicos no extrato. Okara e soro de soja, que sdo subprodutos da
producao de soja e tofu, também tém sido usados como fonte de compostos bioativos.
Nkurunziza et al. [151] extrairam diferentes isoflavonas agliconas de okara usando agua
subcritica. Além disso, Nile et al. [152] encontraram um alto nivel de isoflavonas em okara,
bem como atividades potenciais antioxidantes, anti-inflamatorias e inibi¢ao enzimatica. Liu et
al. [153] usaram o fracionamento de espuma e hidrélise &cida para remover proteinas do soro
de soja, gerando extratos com alto nivel de isoflavonas agliconas. Outros usos para e

informagdes sobre soro de soja sdo descritos por Chua e Liu [154] e Davy e Vuong [155].

Além disso, os avancos da biotecnologia produzem novas oportunidades para
desenvolver produtos fermentados de soja com mais beneficios para a satde [156-159]. Além
disso, a metabolomica contribui para uma melhor compreensdo da biotransformagdo dos
compostos bioativos [160]. Como substrato para microrganismos, okara tem sido amplamente
utilizado em diferentes meios fermentados [161-166]. Rhizopus oligosporus, Bacillus subtilis
WX-17 e Eurotium cristatum foram utilizados para fermentacdo de okara, resultando em
produtos com maior bioatividade, composi¢ao nutricional e potencial antidiabético [161-166].
Além disso, foram identificados niveis mais elevados de fendlicos, flavonoides e substancias
biotransformadas. A fermentagdao de outros subprodutos de soja, como farinha, soro e casco,

demonstrou grande potencial para melhorar a bioatividade dos produtos finais [167-173].
5. Conclusdes e Perspectivas

A soja ¢ a maior cultura de oleosidade em todo o mundo, e sua grande produgdo gera
uma enorme quantidade de subprodutos. A presenca de isoflavonoides, flavonoides, terpenos e
outras substancias em galhos ou caules de soja, folhas, vagens e raizes, fornece insights sobre
o uso desses materiais subutilizados como fonte de compostos bioativos. Em contrapartida,
permanecem os desafios para a valorizacao desses subprodutos. Uma abordagem multi-omica,
proposta pela foodomica, pode facilitar o uso das partes da soja para transformé-las em um
produto, aumentando a seguranca e a qualidade de todos os processos e produtos envolvidos.
Além disso, estudos metabolomicos da soja t€ém se concentrado em 6rgdos especificos, bem
como modificagdes metabdlicas, resultando em um perfil metabolico incompleto de todas as
partes de soja. Em resumo, nossa revisdao demonstra o uso extensivo da metabolomica na
pesquisa de soja e como este trabalho pode fornecer novas informagdes para usos alternativos

das partes subutilizadas da soja com maior valor agregado. Curiosamente, nosso trabalho
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também mostra que existem muitos compostos de soja que ainda precisam ser investigados por

sua potencial bioatividade e possiveis beneficios para a satde.

Além disso, mais estudos sobre a avaliacdo do ciclo de vida (LCA) da cadeia de
fornecimento de soja sdo necessarios para analisar possiveis problemas relacionados a alta
quantidade de subprodutos que sdo deixados no solo ap6s a colheita. Problemas ambientais
como a contaminagdo do solo e da dgua podem ocorrer devido a presenca de diversos
compostos bioativos presentes nesses subprodutos agricolas. O uso da extracao verde e da

biotecnologia podem ser alternativas vidveis para o reuso desses materiais.
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Resumo

A soja ¢ a principal cultura de oleaginosa, uma vez que ¢ amplamente utilizada para produzir
biocombustivel e alimentos. Porém, as outras partes da planta sdo deixadas no chao apds a
colheita, sendo que o acumulo desses subprodutos no solo pode causar problemas ambientais.
Este trabalho apresenta pela primeira vez um perfil metabdlico abrangente de subprodutos de
soja coletados diretamente do solo logo apds a colheita mecanica dos graos. Utilizando-se de
uma extracdo com duas fases liquidas (bifasica) usando n-heptano e EtOH-H,O 7:3 (v/v),
gerou-se extratos que foram por cromatografia gasosa e cromatografia liquida de ultra-alta
eficiéncia, ambos acoplados a espectrometria de massa. Um total de 146 metabolitos, incluindo
flavonas, flavonols, isoflavonoides, acidos graxos, esteroides, mono-, sesqui-, di-, e
triterpendides, foram identificados em subprodutos de soja e soja. Estes provaram ser fontes de
uma ampla gama de metabdlitos bioativos, sugerindo assim que eles podem ser valorizados,
reduzindo potenciais problemas ambientais € em consonancia com um modelo de economia

circular.

Palavras-chave: Mectabolomica; Valorizacdo dos residuos; Bioeconomia; Biorrefinaria;

Quimica verde; Soja.
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Introduciao

As plantas s3o importantes fontes de compostos com uma ampla gama de usos terapéuticos
[1]. Subprodutos agricolas, uma fonte altamente abundante de produtos naturais, ainda podem
ser considerados subexplorados para esta finalidade [2—4]. A maioria destes materiais ¢
atualmente usada para aplicacdes de baixo valor agregado, como alimentagdo animal, produgao
de energia, ou simplesmente deixados no campo com o objetivo de manter a fertilidade do solo
[2—4]. No entanto, um actimulo excessivo desses subprodutos, principalmente de colheitas
consecutivas, também pode contribuir para a infestacdo de pragas, emissao de gases de efeito
estufa, desregulamenta¢do do microbiota do solo e contaminacdo da agua e do solo [4—7].
Espera-se que esses problemas aumentem devido a alta demanda por alimentos causada pelo
crescimento populacional [8]. Os esfor¢os para mitigar tais problemas por meio de abordagens
sustentaveis de quimica e engenharia sdo defendidos pela Organizacdo das Nac¢des Unidas
(ONU), pela Agéncia Europeia do Meio Ambiente, entre outras instituicdes. Essas institui¢des
alertam para a necessidade urgente de converter subprodutos agricolas em matérias-primas para
produtos de alto valor agregado que empregam tecnologias verdes [9,10].

A cultura de soja (Glycine max (L.) Merr.) merece atencdo especial, ja que ¢ a maior cultura
de oleosa em todo o mundo [11]. A producdo de soja e subprodutos associados, que sdo
deixados nos campos (ou seja, galhos, folhas, vagens e raizes), foi cerca de 362 e 597 milhdes
de toneladas em 2020/21, respectivamente [12,13]. Estudos quimicos de plantas de soja em
diferentes estagios de crescimento relataram uma ampla gama dindmica de metabolitos em seus
diferentes 6rgdos, como flavonoides, isoflavonoides, lipidios de prenol, 4cidos graxos e outros
acidos organicos, com aplicagdes potenciais em industrias cosméticas, alimenticias, quimicas e
farmaceéuticas [ 14—16]. No entanto, pelo que sabemos, a literatura ndo relata o perfil metabolito
dos subprodutos de soja deixados no chdo apos a colheita. Trabalhos anteriores foram focados

apenas em isoflavonoides e alcaloide (trigonellina) em tais materiais [17,18].

Desta forma, um procedimento abrangente de extracdo e identificacdo para identificar
provisoriamente uma ampla gama de metabolitos em subprodutos de soja seria desejavel
estimar aplicagdes alternativas para eles. Trabalhos com cana-de-agucar e subprodutos de café
evidenciaram que a melhor condi¢do para um tipo de subproduto ndo seria necessariamente a
melhor para outro [19,20]. Em outras palavras, uma otimizag¢do deve ser proposta para cada
tipo de matriz complexa. O planejamento experimental (DoE) deve ser preferido em
comparag¢do a uma abordagem de tentativa e erro para alcangar uma otimizag¢do global do
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procedimento de extragdo em um numero minimo de experimentos [21]. Ao contrario do DoE,
uma abordagem de tentativa e erro ¢ muitas vezes uma estratégia de consumo de tempo e
recurso (ou seja, solventes e energia), envolvendo um elevado nimero de experimentos sem
levar a otimizagao confidvel, em uma clara contradicdo com os principios da Quimica Verde

[22]

Portanto, este trabalho teve como objetivo realizar o perfil metabdlico, pela primeira vez,
de subprodutos de soja coletados diretamente do solo logo apds a colheita mecanica (galhos,
folhas, vagens e raizes). Para alcancar esse objetivo, inicialmente otimizou-se o (i) método de
cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplado a um detector de matriz de fotodiodos e
espectrometria de massas (UHPLC-PDA/UV-MS), (i) um método cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) e (iii) uma extra¢do bifasica para extrair
simultaneamente compostos polares a ndo polares. Posteriormente, (iv) foram aplicados os
procedimentos otimizados para a identificagdo de metabolitos em cada subproduto de soja (e
nos graos, que foram utilizados como material de referéncia) utilizando uma estratégia de
desreplicacdo que cruza informagdes espectrais. A rede molecular social global de produtos
naturais (GNPS) foi empregada para identificagdo de compostos de alta e média polaridade em
extratos hidroetanolicos, enquanto os dados do GC-MS foram combinados com as bibliotecas

NIST e Fiehn.

Material e métodos
Reagentes e materiais

O etanol de grau HPLC e o acetonitrila de grau MS e o metanol foram adquiridos da Merck

(Alemanha). P.A. (grau para analise) acido formico e n-heptano da Sigma Aldrich (Alemanha).
Material vegetal

Subprodutos de soja de cultivares NA5909 foram coletados diretamente do solo apos a
colheita mecanica do grao na Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da Universidade Estadual
Paulista (FCA-UNESP) em Botucatu, Estado de Sao Paulo (-22,8296354, -48,42553) ¢ a
Fazenda Santa Fé, em Pardinho, Estado de Sao Paulo (-23,0268717, -48,3859183). Os materiais
coletados foram entdo separados em galhos, folhas, vagens e raizes. Por¢des de massa iguais
do mesmo tipo de material (por exemplo, vagens) dos dois locais foram misturadas e moidas

em um moinho analitico basico (IKA® A11, Alemanha). Para fins de otimizacao de extracdo, o
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material resultante foi separado por faixas de granulometria em um agitador de tamises

eletromagnética (Bertel, Brasil).

Otimizacao de métodos por Design de Experimentos (DoE)

Otimizagdes foram realizadas utilizando o software Protimiza Experimental Design®
(Protimiza Experimental Design, Brasil) e o software GraphPad Prism 9 (GraphPad Software,
EUA).

Otimizacio do método de cromatografia liquida de alto desempenho acoplado

a matriz de fotodiodos e espectrometria de massa (UHPLC-PDA/UV-MS)

As analises de cromatografia liquida foram realizadas utilizando-se um sistema UHPLC
Nexera UC (Shimadzu, Japao), composto por duas bombas LC-30AD, SIL-30AC auto-injetor,
forno de coluna CTO-20AC, detector de rede de fotodiodos SPD-M20A, desgasser unit DGU-
20A5R, acoplado a um espectrometro de massa quadrupolo LCMS-2020 equipado com uma
fonte de ionizagdo ESI e um modulo de comunicagcio CBM-20A. As separagdes foram
realizadas em uma coluna Zorbax Eclipse Plus C18, 150 mm x 2,1 mm; 1,8 um (Agilent
Technologies, EUA), uma coluna amplamente utilizada que ja foi empregada para
metabolomica do grao da soja [23-25]. Um 1 pL UltiMate™ 3000 Pré-Aquecedor (Thermo
Fisher Scientific, EUA) foi instalado dentro do compartimento da coluna. Foi empregado um
design composto central de dois fatores (CCRD, a = (2¥)4). Os % iniciais de B (MeOH) (x;) e
% de 4cido formico (HCOOH) nas fases moéveis (x2) foram os fatores selecionados. A vazdo e
a temperatura de analise foram mantidas em 0,3 mL/min e 30 °C, respectivamente. Uma
aliquota de 2 pLL de um extrato EtOH:H2O 7:3 (v/v) (preparado como o ponto central descrito
na se¢do "otimizacdo do método de maceragdo dindmica de duas fases liquidas (2-Mac)") foi
filtrada com um filtro de seringa de 0,22 pm nylon antes da inje¢ao no sistema. O delineamento
dos compostos central rotacional (DCCR), bem como os resultados sao mostrados na Tabela 1.
As respostas monitoradas foram o numero total de picos detectados pelo PDA/UV a 254 nm
(v1) (as amostras aqui analisadas eram esperadas para serem ricas em subclasses de flavonoides
que absorvem neste comprimento de onda) e a soma dos picos em modo de ionizag@o positiva
(ESI+) e negativa (ESI-) para andlise de MS (3> e y3, respectivamente). Apenas foram

considerados picos com sinal/ruido (S/N) superiores a 3 [26]. Os parametros do espectrometro
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de massa foram definidos como: fluxo de gas de nebulizagdo a 1,5 L/min; fluxo de gas de
secagem a 15 L/min; temperatura do bloco de calor a 400 °C; temperatura da linha de dissolucao
a 250 °C, e um detector de tensao de 0,1 kV. A condi¢do otimizada foi H.O (A) e MeOH (B),
ambas acidificadas com 4acido 0,1% paramoérmico (v/v) na seguinte elucao gradiente: 15-100%
B de 0 a 60 min, a 0,3 mL/min e 30 °C. Os dados foram processados usando o software

LabSolutions da Shimadzu.

Otimizaciao do método da cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de

massa (GC-MS)

As andlises de cromatografia gasosa foram realizadas utilizando-se um cromatoégrafo GC-
MS Clarus 680 (Perkin Elmer, EUA) acoplado a um Detector de Massa Clarus SQ 8 T. As
separagdes cromatograficas foram realizadas utilizando-se uma coluna PerkinElmer Elite-SMS
(30 m x 0,25 mm, 0,25 pm). Foi utilizado um delineamento DCCR de dois fatores para otimizar
a separagdo cromatografia, onde x; = taxa de temperatura e x> = fluxo de gés transportador
(Tabela 2). O nimero total de picos foi a resposta monitorada. A separag¢do otimizada final foi:
a temperatura do forno foi mantida isotérmica a 150 °C por 2 min e depois aumentou para 350
°C a taxa de 7 °C/min. As temperaturas do injetor GC e da linha de transferéncia MS foram
fixas em 330 °C e 310 °C, respectivamente. O volume de inje¢do do extrato de n-heptano nao
concentrado (ponto central descrito em 2,3,3) foi de 2 pL com fluxo dividido de 5 ml/min. O
gas hélio foi utilizado como gas transportador a uma vazao constante de 1,6 ml/min, e 6 min de
atraso de solvente. A ionizacao da amostra foi realizada no modo EI (70 eV), e a faixa de massa

de aquisicao foi fixada em 50-600 amu.

Otimizac¢ao do método de maceracgao dinamica de duas fases liquidas (2-Mac)

Maceracao dinamica de duas fases liquidas (2-Mac) com agitacdo magnética com sensor de
temperatura (Heidolph MR Hei-Tec, Alemanha) foi selecionada como a técnica de extracdo a
ser otimizada. Uma mistura das diferentes partes dos subprodutos de soja coletadas diretamente
do solo no dia da colheita mecanica, além da soja (60 mg de grao, galhos, folhas, vagens e
raizes, num total de 300 mg) foi adicionada a um béquer de 22,5 mm de didmetro interno. Em
seguida, 3 mL de EtOH-H[27]>0 7:3 (v/v) e 3 mL de n-heptane foram adicionados no béquer.

Os outros parametros variaram de acordo com um design Doehlert de quatro fatores, como

54



mostrado na Tabela 3. Todos os extratos produzidos foram centrifugados a 4000 rpm por 5 min
(Eppendorf 5810 R, Alemanha) para acelerar a separacao de fases. Os extratos de EtOH-H»7:3
(v/v) e n-heptano produzidos simultaneamente foram filtrados (filtro de nylon de 0,22 pum) e
analisados por UHPLC-PDA/UV-MS e GC-MS, respectivamente. A soma dos picos
observados em ambos os tipos de cromatogramas foi selecionada como a resposta (y) a ser
monitorada em cada experimento apresentado na Tabela 3. A condi¢do final otimizada de
extracdo foi Tempo: 35 min; Temperatura: 45 °C; Agitagdo magnética: 1400 rpm;
Granulometria do material vegetal: 48-115 mesh. Para fins de anotagao de pico, essa condi¢ao
foi aplicada as partes individuais de subprodutos de soja ou soja que foram entdo analisados

por UHPLC-QToF-MS/MS e GC-QToF MS.

Cromatografia liquida de alto desempenho acoplada a espectrometria de massa

de tempo de voo (UHPLC-QToF-MS/MS)

O perfil metabodlico de extratos concentrados de EtOH-H>O 7:3 (v/v) (10 mg/mL) foi
realizado em um sistema Agilent 1290 UHPLC (Agilent Technologies, EUA) acoplado a um
espectrometro de massa de quadrupole Agilent 6540 (QToF-MS), equipado com uma fonte
ortogonal de ESI (Agilent Jet Stream, EUA). A condigdo UHPLC foi a condi¢do otimizada
descrita anteriormente. Além disso, uma andlise UHPLC-QToF-MS/MS mais curta no modo
negativo foi realizada usando uma coluna Zorbax Eclipse Plus C18, 100 x 2,1 mm; 1,8 um
(Agilent Technologies, EUA), e HO e ACN, ambos acidificados com &cido 0,01%
paramoérmico (v/v) (A e B, respectivamente) na seguinte evolugdo gradiente: 0-30% B em 0-7
min, 30-80% B em 7-9 min, 80-100% B em 9-11 min, 100% B em 11-13 min, ¢ 0% B em 13-
14 min. A vazao e a temperatura de analise foram mantidas em 0,5 mL/min e 30 °C, e o volume
de injecao amostral foi de 5 pL. Os parametros de MS foram tensao capilar, 4000 V; pressao
nebulizadora, 40 psi; taxa de fluxo de gas de secagem, 10 L/min; temperatura do gés, 350 °C;
tensdo de skimmer, 45 V; tensdo fragmentor, 110 V. Ambos os modos MS e Auto MS/MS
foram adquiridos nos valores m/z de 50 e 1100 e 50-800, respectivamente, € a uma taxa de
varredura de 5 espectros por segundo. O software Agilent Mass Hunter de analise qualitativa
(B.07.00) foi aplicado para processamento de dados pos-aquisicdo. Os metabolitos presentes
nos extratos EtOH-H>O 7:3 (v/v) foram anotados usando redes moleculares sociais de produtos
naturais  globais  (GNPS)  (http://gnps.ucsd.edu) e  software MZmine 2.53

(https://mzmine.github.i0/) [28]. Primeiro, os dados MS/MS foram convertidos em formato
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mzML com software MSConvert de pacote ProteoWizard 3.0.6002 (ProteoWizard, EUA) [29-
31].

Os arquivos convertidos foram carregados para a plataforma GNPS, e uma rede molecular
foi criada usando 0 fluxo de trabalho on-line (https://ccms-
ucsd.github.io/GNPSDocumentation/). Os dados foram filtrados removendo todos os ions de
fragmentos ms/MS dentro de +/- 17 Da dos espectros precursores m/z. MS/MS foram filtrados
por janela, escolhendo apenas os seis ions de fragmento superiores na janela +/- 50 Da em todo
o0 espectro. As tolerancias de ions de ions precursores e de ions de fragmentos de MS/MS foram
definidas como 0,02 Da. Uma pontuagdo cosseno acima de 0,65 ¢ mais de quatro picos
combinados foram usados para criar as bordas da rede. Os espectros na rede foram pesquisados
contra bibliotecas espectrais do GNPS. Os espectros da biblioteca foram filtrados da mesma
forma que os dados de entrada. As partidas entre espectros de rede e espectros de biblioteca
foram necessarias para ter uma pontuagao acima de 0,65 e pelo menos quatro picos combinados.
MolNetEnhancer, uma ferramenta do GNPS, e cytoscape versao 3.7.2 (Cytoscape Consortium,
EUA) foram usados para a visualizacao da rede. Os espectros de ions do produto apresentados
no GNPS foram verificados manualmente com anotag¢do de literatura prévia. A tolerancia a
erros de massa adotada foi < 10 ppm (Tabela 4). A classificagdo final dos compostos foi
realizada utilizando-se jchem para Excel 21.1.0.787 - ChemAxon
(https://www.chemaxon.com) e NPClassifier, com a classificagdo final utilizando

ClassyFire.[32,33]

Cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de massa de tempo de voo (GC-

QToF-MS)

O perfil metabolito de extratos concentrados de n-heptano (10 mg/mL) foi feito usando um
sistema Agilent 7890B (Agilent Technologies, EUA) acoplado a um quadrupole time-of-flight
(QToF) 7200 (Agilent Technologies, EUA) equipado com uma interface de ionizacdo
eletronica (EI). Uma Coluna Capilar Agilent Zorbax DB5-MS + 10 m Duragard (30 m x 250
um x 0,25 pm), semelhante a coluna utilizada na otimizacao do método GC-MS, foi empregada
para separacdo cromatografica. O volume de inje¢do amostral foi de 1 pL utilizando um fluxo
dividido de 8,4 mL/min, e os outros parametros foram os mesmos do método GC-MS

otimizado. Os metabdlitos presentes nos extratos de n-heptano foram anotados usando o match
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de espectros de massa na ferramenta Agilent Mass Hunter Unknown Analysis e bancos de

dados espectrais em massa (ou seja, NIST MS Search v.2.0 e Fiehn Lib).

Resultados e discussiao
Otimizacao de métodos analiticos

Como o principal objetivo deste trabalho foi identificar o maior niimero possivel de
metabolitos nos diferentes subprodutos da cultura da soja, os métodos foram otimizados para
obter o maior niumero de picos cromatograficos com sinal/ruido > 3. [19,34] Para a otimizagao
das separagdes, utilizando-se um projeto central composto rotacional (DCCR) de dois fatores,
os sistemas UHPLC-PDA/UV-MS e GC-MS foram utilizados devido a sua maior
disponibilidade quando comparados com os sistemas posteriormente empregados na etapa de
aplicacdo, quando espectrometros de massa de alta resolucdo foram utilizados para
identificacdo provisdria de compostos. Nesta etapa de otimizacdo, as amostras injetadas nos
sistemas UHPLC-PDA/UV-MS e GC-MS foram as preparadas utilizando os solventes EtOH-
H>O 7:3 (v/v) e um extrato de n-heptano, respectivamente, preparado com uma mistura de
subprodutos de soja e o grao (material de referéncia) por maceragdo dinamica de duas fases
liquidas (2-Mac). A condi¢do de extracdo foi a do ponto central do desenho experimental que
deve ser utilizado posteriormente para a otimizacao da condi¢ao de extragdo (Tabela 3). Uma
vez alcangadas as otimizagdes UHPLC-PDA/UV-MS e GC-MS, elas foram utilizadas para
monitorar a eficiéncia de extragdo durante a otimizacdo da propria extracdo de 2 Mac. Em
ambos os casos, os extratos EtOH:H>O 7:3 (v/v) produzidos simultaneamente e n-heptano por
2-Mac foram injetados nos sistemas cromatograficos logo apos a filtragem [21]. Isso significa
ndo realizar passo de concentragdo e resuspensdo para melhorar o rendimento da amostra
enquanto economiza solventes e energia, em consonancia com os principios 1,2, 6, 7,9, 10, 11

e 12 dos 12 Principios da Quimica Analitica Verde (GAC).[35]
Otimizaciao do método UHPLC-PDA/UV-MS

As variaveis e niveis selecionados para a CCRD (Tabela 1) foram baseados em testes
preliminares e em revisao da literatura. A porcentagem inicial de B (MeOH) foi definida como
fator na DCCR (Tabela 1), pois testes preliminares com fase movel variando de 5 a 100% de
MeOH levaram a picos principalmente espalhados na segunda metade do cromatégrafo [23—
25,36]. Portanto, encontrar o gradiente de B com a distribui¢cdo de picos mais adequada através

do cromatograma levaria ao maior nimero de picos identificados. Por outro lado, % HCOOH
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na fase moével foi selecionada como o outro fator no DCCR, pois esse acido tem sido utilizado
em trabalhos metabolomicos de soja e poderia melhorar a separacdo cromatografica e a
eficiéncia de ionizagdo na espectrometria de massa [23-25,37—40]. O metanol foi escolhido
como o modificador organico, pois esta disponivel como solvente de grau MS, sendo
classificado como solvente "recomendado" no guia de selecdo de solventes CHEM21 [41].
Embora a acetonitrila também esteja disponivel como solvente de grau MS, ela ¢ classificada

como "problematica" de acordo com Prat et al. (2016).[41]

Tabela 1. Condicdes experimentais determinadas pelo design rotativo composto central de dois
fatores para otimizacdo de uma condicdo UHPLC-PDA/UV-MS para extratos feitos a partir de
EtOH-H20 7:3 (v/v)

Numero total de picos
% inicial de B % de HCOOH no

Experimento ()" M.P. (x2)" 254 am () ESI (+) ESI (-)

(02) 03)

1 -1(7.90) 1(0.16) 41 7 37

2 1(22.10) -1(0.16) 36 75 39

3 -1 (7.90) 1 (0.44) 29 70 30

4 1(22.10) 1 (0.44) 27 70 31

5 -1.41 (5) 0 (0.30) 32 73 33

6 1.41 (25) 0 (0.30) 31 70 33

7 0(15) -1.41 (0.10) 41 81 42

8 0(15) 1.41 (0.50) 32 7 36

9 (CPY’ 0(15) 0 (0.30) 40 73 35
10 (CP)* 0(15) 0 (0.30) 41 73 36
11 (CP) 0(15) 0 (0.30) 40 74 36
12 (CP) 0(15) 0 (0.30) 40 7 40
13 (CPY 0(15) 0(0.30) ) 77 39

@ Valores codificados sdo dados sem suportes, enquanto os valores reais correspondentes sdo indicados em
Suportes;
b CP: ponto central.

Considerando os resultados UHPLC-PAD/UV em 254 nm (Tabela 1), fatores x;2, x2 ¢ x22

apresentaram influéncia significativa no nimero de picos cromatograficos (y;) em nivel de

58



confianga de 95%, com valor p de 5,7 x 10-5, 8,1 x 10-5 ¢ 8,5 x 10 *, respectivamente. Quando
se considera os cromatogramas UHPLC-MS em nivel de confianca de 95%, x' e x, foram
fatores significativos, com valor p de 2,7 x 10-2 e 5,2 x 10-3 para ESI+ (32), € 3,9 x 10-2 ¢ 1,7
x 10-3 para ESI- (v 3), respectivamente. Os modelos matematicos resultantes de UHPLC-
PAD/UV a 254 nm, UHPLC-MS em resultados de modo positivo e negativo (Tabela 1) sao

apresentados nas Equacgdes 1, 2 e 3, respectivamente.

v1=40.60 - 4.74 x/* - 4.22 x2 - 2.24 x>? (Equagao 1)
y2=7448 - 1.90 x:? - 2.47 x2 (Equagdo 2)
v3=37.52-2.60 x:7-2.94 x2 (Equagdo 3)

Os coeficientes de determinagio (R?) dos modelos descritos pelas Equagdes 1, 2 e 3 foram
0,92, 0,66 e 0,77, respectivamente. A significancia estatistica dos modelos foi verificada pelo
teste F na ANOVA. As regressoes foram significativas (p < 0,05) sem falta de ajuste; portanto,
os dados experimentais foram descritos com sucesso pelos modelos. A Figura S1 ilustra a
superficie de resposta do modelo para a resposta y;, que prevé o maior nimero de picos (43) ao
usar 15% de MeOH e 0,16-0,30% de HCOOH. Assim, a menor concentracdo de HCOOH na
faixa ideal (0,16%) foi preferivel reduzir a quantidade de HCOOH utilizada, em consonancia
com o principio 7 do GAC. [35]. Além disso, as condi¢des ideais previstas para os modos
negativos e positivos de MS (32 e y3, respectivamente) foram de 15% de MeOH e 0,10% de
HCOOH, o que levaria a 42 e 78 picos, respectivamente. Ambas as condi¢des previstas ideais
foram testadas experimentalmente em triplicado, resultando em 4043, 42+0 e 79+1 para
UHPLC-PAD/UV a 254 nm, e UHPLC-MS em modos negativos e positivos, respectivamente.
Todos esses valores coincidiram com os previstos, evidenciando que as otimizagdes para ambos
os detectores foram alcancadas. Cromatogramas representativos das condi¢des otimizadas sdo

mostrados na Figura 1, com distribuicdes claras de picos em todo o cromatograma.
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Figura 1. Cromogramas UHPLC-PDA/UV-MS representativos de uma mistura de subprodutos
de soja (galhos, folhas, vagens e raizes) e com o grao. Coluna: Agilent Zorbax Eclipse Plus
coluna C18 (150 mm x 2,1 mm x 1,8 um). Fase movel: 0,1 % HCOOH em H>O e MeOH de
15 a 100 % de MeOH em 60 min. Taxa de fluxo: 0,3 mL/min. Temperatura da analise: 30 °C.
Volume de injecdo: 2 pL de extrato de EtOH:H>O 7:3 (v/v) ndo concentrado.

Otimizac¢ao do método GC-MS

Outro DCCR de dois fatores foi aplicado para otimizar a separagdo GC-MS para a analise
de extratos de n-heptano obtidos por 2-Mac. Os experimentos do CCRD e seus resultados sdo

apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Design rotacional composto central de dois fatores para a otimiza¢do de uma

condicdo GC-MS para extratos de n-heptano

Rampa de Gis de arraste (x2)° Niimero total de picos
Experimento temperatura (x;)*
Clmin) (mL/min) (GC-MS)
1 1 (4.60) -1(120) 26
) 1 (22.10) -1(1.20) l
3 -1 (4.60) 1(1.80) 44
4 1 (22.10) 1(1.80) 61
5 -1.41 (4) 0 (1.50) 41
6 1.41 (8) 0(1.50) 63
. 0 (6) -1.41 (1.00) 50
g 0 (6) 1.41 (2.00) 56
9 (CPY’ 0 (6) 0 (1.50) 67
10 (CP)? 0 (6) 0 (1.50) 65
11 (CP)? 0 (6) 0 (1.50) 66
12 (CP)? 0(6) 0(1.50) >
13 (CP)? 0(6) 0(1.50) ol

“ Valores codificados sdo dados sem suportes, enquanto os valores reais correspondentes sdo indicados
em Suportes;
b Ponto central.

Em 95% de nivel de confianga, fatores x;, x;2, x22, € sua interagdo (x;x2) mostrou influéncia
significativa no numero de picos, com valor p de 3,5 x 10-3, 7,9 x 10-3, 7,9 x 10-3 ¢ 2,4 x 10-
2, respectivamente. Equacao 4 € resultante de tal modelo matematico.

y4=63.60+5.74 x; - 5.30 x/* - 5.30 x2* + 5.50 x: x> (Equacdo 4)

O R? do modelo descrito pela Equacio 2 foi de 0,85. A significAncia estatistica do modelo
foi verificada pelo teste F na ANOVA e avaliagcdo dos p-valores. A regressao foi significativa
(p=0,002) sem falta de ajuste, indicando que os modelos descrevem bem os dados
experimentais. A Figura S2 ilustra a superficie de resposta do modelo para y,, que previu o
maior nimero de picos (66) ao usar 7 °C/min e 1. 6 mL/min. Assim, a condi¢ao ideal prevista

foi testada em triplicado, resultando em picos de 66+3, correspondendo ao valor previsto e
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evidenciando novamente que a otimizacdo foi alcangada. Um cromatograma representativo

com a condicdo ideal ¢ fornecido na Figura 2.

2x108 A) GC-MS
1.5x108—
8  1x108—
c
a
©
c
E 5)(107 —
< M
0 —
I T I T I
5x107 10 20 30
Time (min)

Figura 2. 1 Representante otimizado do cromatograma GC-MS da mistura de subprodutos de
soja (galhos, folhas, vagens e raizes) e grao. Coluna: Coluna PerkinElmer Elite-5MS (30 m x
0,25 mm, 0,25 um). Temperatura da linha de transferéncia do injetor e MS: 330 e 310 °C,
respectivamente. Taxa de fluxo de hélio: 1,6 mL/min. Temperatura do forno: 150 °C (2 min);
seguido por 350 °C a taxa de 7 °C/min. Volume de inje¢do: 2 pL do extrato n-heptano ndo

concentrado com um split de 5 mL/min.

Otimizacao de uma maceracio dinimica de duas fases liquidas (2-Mac)

O design Doehlert foi aplicado para otimizar um 2-Mac. As condi¢des experimentais € as
respostas correspondentes estao listadas na Tabela 3. A resposta monitorada (ys) foi a soma dos
picos dos extratos EtOH-H>O 7:3 (v/v) e n-heptano, conforme determinado com os métodos

UHPLC-PDA/UV-MS e GC-MS previamente otimizados, respectivamente [19].
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Tabela 3. Design Doehlert com quatro variaveis (x) normalizadas, utilizadas para a otimizagao
de uma extracdo de fase de dois liquidos por maceracao dinamica, e o resultado para cada

experimento (y).
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Numero total

Tempo Temperatura Agitagdo Granulometria )
Experimento de picos

(min) (x7)* (°0) (x2)° (rpm) (x3) (mesh) (xs)* o)

1 0 (20) 0 (35) -0,75 (700) 1 (48) 268

2 0 (20) 1 (45) 0 (1000) 0@31) 277

3 1(35) 0,5 (40) 0 (1000) 0@31) 274

4 0,33 (25) 0,5 (40) 1 (1400) 0@31) 254

5 0,33 (25) 0,5 (40) 0,25 (1100) 1 (48) 293

6 0 (20) -1(25) 0 (1000) 0@31) 212

7 -1(5) -0,5 (30) 0 (1000) 0@31) 199

8 -0,33 (15) -0,5 (30) -1 (600) 0@31) 255

9 -0,33 (15) -0,5 (30) -0,25 (900) -1 (14) 183

10 -1(5) 0,5 (40) 0 (1000) 0@31) 244

11 -0,33 (15) 0,5 (40) -1 (600) 0@31) 239

12 20,33 (15) 0,5 (40) -0,25 (900) -1 (14) 189

13 1(35) -0,5 (30) 0 (1000) 0(31) 249

14 0,67 (30) 0 (35) -1 (600) 0(31) 235

15 0,67 (30) 0 (35) -0,25 (900) -1 (14) 222

16 0,33 (25) -0,5 (30) 1 (1400) 0(31) 236

17 -0,67 (10) 0 (35) 1 (1400) 0(31) 233

18 0 (20) 0 (35) 0,75 (1300) -1 (14) 206

19 0,33 (25) -0,5 (30) 0,25 (1100) 1.(48) 279
20 -0,67 (10) 0 (35) 0,25 (1100) 1 (48) 244

21 (CP)y 0 (20) 0 (35) 0 (1000) 0(31) 228
22 (CP)* 0 (20) 0 (35) 0 (1000) 0(31) 268
23 (CP)* 0 (20) 0 (35) 0 (1000) 0(31) 264
24 (CP)* 0 (20) 0 (35) 0 (1000) 0(31) 238
25 (CP) 0 (20) 0(35) 0 (1000) 0@31) 258

? Valores codificados sdo dados sem suportes, enquanto os valores reais correspondentes sdo indicados em Suportes;

b 4 soma dos picos obtidos por UHPLC-UV/MS (UV a 254 nm, e MS em modos positivos e negativos) e GC-MS para EtOH-HO 7:3 (v/v)
e extrato de n-heptano, respectivamente;

¢ Ponto central.
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Em nivel de confianca de 95%, as variaveis experimentais x;, x> € x4 apresentam uma
influéncia significativa no nimero total de picos, com p-valores de 2,5 x 10-3, 3,1 x 10-3 e 1,1
x 10-6, respectivamente, levando ao modelo matematico mostrado na Equagao 5:

y5s=241.88+19.80 x; + 22.20 x> + 35.55 x4 (Equagdo 5)

O R? foi de 0,77, e a significancia estatistica do modelo foi confirmada pelo teste-F e
avaliagdo dos p-valores. A regressdo foi significativa (p=8,2 x 10-7) sem falta de ajuste,
indicando que o modelo descreve satisfatoriamente os dados experimentais. A Figura S3 ilustra
a superficie de resposta do modelo para ys. Os coeficientes das varidaveis foram todos positivos,
portanto, a resposta mais alta seria alcangada definindo os niveis das variaveis x;, x2, € x4 a0 seu
mais alto, que correspondem a 35 minutos de tempo de extracdo, 45 °C, e tamanhos de
particulas de 48-115 Malha. A rotacdo da barra magnética (x3) foi fixada a 1400 rpm. A
condicdo ideal prevista levaria a 270 picos. Em seguida, essa condicdo ideal e a melhor
condicdo experimental do proprio CCRD original (exp. 5 da Tabela 3) foram realizadas em
triplicado no mesmo dia, levando a 275+6 e 270+13, respectivamente. Este resultado ¢
compativel com a resposta ideal prevista, indicando que outra otimizagdo foi alcangada com
sucesso. Os cromatogramas de UHPLC-PDA/UV-MS e GC-MS obtidos para os extratos EtOH-
H>O 7:3 (v/v) e n-heptano produzidos a partir da condi¢do de extragdo ideal sdo apresentados

nas Figuras 1 e 2, respectivamente.

Aplicando as condi¢des otimizadas para o perfil metabdlico dos subprodutos de
soja

Uma vez otimizados os métodos de separagdo e extragdo, o proximo passo foi aplicar
as condi¢oes ideais de separacdo para o primeiro perfil metabdlito ndo-alvo de subprodutos
coletados diretamente do solo apds a colheita mecanica. Devido ao fato de que espectrometros
de massa de alta resolucdo foram utilizados nesta etapa, foram necessarios ajustes em alguns
parametros para chegar as melhores condigdes de identificacdo, conforme mencionado nos
métodos UHPLC-QToF-MS/MS e GC-QToF-MS. Duas cultivares NA5909 foram amostradas
desde que esta cultivar foi amplamente cultivado no Brasil, que ¢ o maior produtor de soja. Os
resultados confirmaram que foi realizado um procedimento abrangente e otimizado.
Considerando a anota¢dao dos compostos nos extratos EtOH-H>O 7:3 (v/v) e n-heptano, foram
identificados respectivamente 76, 76, 66 e 79 compostos para galhos, folhas, vagens e raizes,
respectivamente. Foram 50 na commodity da soja, o grao (Tabelas 4 e 5). Os compostos

anotados provisoriamente foram agrupados de acordo com o Classyfire e resumidos na Figura
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3 [33]. Considerando todas as matrizes juntas, a classe dos acidos graxos foi o grupo mais
representativo, com 30 metabolitos. Os acidos graxos sdo formados pelo alongamento em
cadeia de um acetil-CoA com malonyl-CoA ou metilmalonil-CoA e contém uma vasta
funcionalidade como lipidios bioldgicos [42]. Flavonoides e isoflavonoides foram o segundo e
terceiro grupos mais representados, com16 e 15 metabolitos, respectivamente (Figura 3, Tabela
4). Ambas tém sido atividades amplamente conhecidas na defesa vegetal, além de beneficios
para a saude humana [43,44]. Em seguida, apareceram lipidios de prenol (14), esteroides e
derivados de esteroides (10), e acidos carboxilicos e derivados (8) (Figura 3, Tabelas 4 ¢ 5).
Estes correspondem a substancias fundamentais nas plantas, sendo o precursor de varios
metabolitos especializados e constituindo vitaminas, mono-, sesqui-, € triterpenos, € outros
compostos de alto valor agregado [42]. A abundancia desses metabodlitos em subprodutos de
soja aumenta seu potencial como fonte de compostos bioativos, especialmente para a indastria

alimenticia e farmacéutica. Segue-se uma analise mais detalhada por extrato/matriz.

Acido carboxilico e derivados m S n

Acidos graxos

17 1

Flavonoides 11

2
u
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E =
L7
n
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Hidrocarbonetos saturados 2
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Hidrocarbonetos insaturados m 2
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Figura 3. Numero de compostos identificados nos diferentes extratos de subprodutos e soja.

Eles foram agrupados de acordo com o Classyfire [33]. Para anotacdo do composto, consulte

Tabelas 4 ¢ 5.
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Anotaciao de compostos nos extratos de EtOH-H20 7:3 (v/v) por UHPLC-ESI-
QToF-MS/MS

Os extratos de EtOH-H>O 7:3 (v/v) dos subprodutos individuais, bem como da soja,
foram analisados por UHPLC-ESI-QToF-MS. A anotacao dos ions foi realizada comparando
os dados de MS/MS com a biblioteca de referéncia espectral do GNPS [29]. Além disso, os
candidatos obtidos pelo GNPS tiveram sua compatibilidade com as massas adquiridas de alta
resolucao, bem como com relatorios prévios de sua ocorréncia em subprodutos de soja [14].

Um total de 67 metabdlitos foram identificados nos extratos de EtOH-H>O 7:3 (v/v) de
pecas de soja resumidos na Tabela 4. Dezesseis deles eram isoflavondides, uma classe de
compostos que tém sido amplamente conhecidos por suas propriedades bioativas. Foram 11,
10, 10, 9 e 4 em vagens, galhos, soja, raizes e folhas, respectivamente (Tabela 4).
Formononetina 7-O-glucoside (ononin) e genisteina, que sdo isoflavonoides, foram
identificados em todos os subprodutos de soja (Tabela 4). Ononina tem sido relatado pelo seu
potencial efeito anti-angiogénese e neuroprotetor, enquanto a administracao genisteina tem sido
relacionada com a redugdo de alguns fatores de risco cardiovascular [45—47]. Além disso, uma
revisdo sistematica sobre fitoestrogénios e sintomas da menopausa apontou para o potencial de
extratos com altos niveis de genisteina (> 30 mg/d) no tratamento para efeitos climatéricos. [48]
Os flavonoides corresponderam a 16 compostos, sendo 11, 9, 8, 6 e 2 identificados em vagens,
galhos, soja, folhas e raizes, respectivamente, sendo quatro deles identificados apenas na soja
(Tabela 4). Os flavonoides glicosideos, como kaempferol 3-O-glucosideo (astragalina),
kaempferol  3-O-sophorosideo  (sophoraflavonolosideo), e luteolina 7-O-glucoside
(cynarosideo), foram identificados em pelo menos um subproduto de soja. Entre eles,
sophoraflavonolosideo sé esteve presente na soja (Tabela 4). Estes compostos mostraram

propriedades antitumorais e anti-inflamatorias.[49-51]
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Tabela 4. Lista de compostos identificados provisoriamente nos extratos EtOH-H>O 7:3 (v/v) dos subprodutos de soja, galhos (B), folhas (L),
vagens (P) e raizes (R) e sementes (S) por UHPLC-ESI-QToF-MS.

Massa MS/MS

Numero Tr . ~ . ~ Férmula  Ion fragmentos
. ., Identificacdo Classificacao mensurada A
do pico (min) molecular molecular (abundéancia

(A ppm) relativa)

B|L|P|R|S Ref.

) 85.0289 (100),
1 1.54 Acetyl-L-Carnitina Acidos graxos CoH;7sNO4 [M+H]* 204.123(-6.5) 43.0190 (41.9), X X *
87.0419 (29.8)

119.0360 (100),
2 1.57 Adenina Imidazopyrimidina CsHsNs ~ [M+H]*  136.0618(0.9) 94.0520 (34.8), |X|X|X|X| |[52]
82.0490 (17.1)

5'- CoHLN<O 136.0639 (100),
3 1.79  5-Deoxy-5'-(methylsulfinyl)adenosina  deoxyribonucleoside s“ SRS IMHHT 314.0918(2.7) 97.03099 (61.2), |X X

N 164.0570 (10.7)

[52—
54]

, 57.0359 (100),
4 1.86  Meglutol Acidos graxos CeHiOs  [M-HJ 161.0455(8.4) 59.0149 (33.1), X | X|X|X|X]| [55]
41.0040 (32.1)

136.0619 (100),
5 1.88 Adenosina Purine nucleosideo  CioHi3NsO4 [M+H]" 268.104(-3.5) 137.0610 (11), X[ X[ XXX
119.0350 (8.8)

[52—
54]
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91.0530 (100),

6 193 Tyrosina ?ecrli‘i‘;gs;box‘hcoe CoHINOs [M+H]®  182.0812(0.2) 56.9430 (59.8), 5[§]2
136.0740 (49.6)
‘ Acido carboxilico e 71.0459 (100),
7 2.32  Acido pantothenico derivados CoHi7NOs  [M-HJ 218.1034(7.8) 44.0149 (72.1), [52]
88.0459 (64.6)
C o 230.1269 (100),
8 2.37 N-Fructosyl isoleucina ‘;Crlii‘;gj;bo’“hcoe CH»NO, [M+H]' 592‘;'1547(' 258.1340 (99.9), *
' 86.0940 (88.1)
127.0390 (100),
2.58 g-4[1(.:-1.81,131;,48,52,6R)-6-[[(2R,3R,4R)— [M+H]"  421.1341(2.5) 69.0329 (11.3), *
,4-dihydroxy-4- 128.0410 (7.4)
9 (hydroxymethyl)oxolan-2- Organo-oxigenio Ci17H24012
ylJoxymethyl]-3,4,5-trihydroxyoxan-2- 317.0830 (100),
295 Yljoxy-2-methylpyran-4-ona [M+Na]®  443.116(-4.9) 149.0189 (29.5),
214.0879 (21.2)
- -, 72.9369 (100), [52,
10 2.61 Leucina ge"rlidzgszbox‘hcoe CeHiNO,  [M+H]™  132.1019(6)  43.0499 (98.7), 56,57
v 44.0489 (71) ]
271.0639 (199),
11 2.77 Pelargonina Flavonoide CyH3015  [M] 595.1657(5.6) 433.1099 (77.9), *
272.0669 (55.2
127.0390 (100),
12 2.81 Dianthosideo Organo-oxigenio CioHi0s  [M+H]* 289.0918(1.1) 256.0559 (11.1), *
128.0449 (10.6)
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109.0299 (100),

13 2.92 Benzoic acid + 20, O-Hex Organo-oxigenio Ci3Hi609  [M-HJ 315.0722(4.9) 153.0209 (41.3) *
Acido carboxilico e 136.0740 (100),
14 3.43  Glutamyltyrosina derivados CisHisN2Os [M+H]* 311.1238(0.1) 84.0439 (98), [58]
165.0540 (77.3)
) 220.1179(- 90.0540 (100),
15 3.47 Acido D-pantothenic Organo-oxigenio CoH;7;NOs  [M+H]* 3 4)' 58.0639 (27.8), [52]
' 98.0220 (22.8)
Linear 1.3- 149.0489 (100),
16 3.64 Coatlina B . ’ . C21H24011  [M-HTJ 451.1246(5.4) 176.0359 (79.8), *
diarylpropanoide 207.0429 (77.8)
2,6-Dihydroxy-2-[(4-
hydroxyphenyl)methyl]-4-
. 269.0469 (100)
[(2S,3R,45,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6- . i ) «
17 4.15 [[2R3RAR SR 65)-3,4,5-trihydroxy-6- Flavonoide Cy7H3:015  [M-H] 595.1668(1.3) %gzgggg Ei??g,
methyloxan-2-yl]Joxymethyl]oxan-2- ) ’
ylJoxy-1-benzofuran-3-one
1-[2,4-Dihydroxy-3-[(2S,3R,4R,5S,6R)-
3.,4,5-trihydroxy-6- Linear 13- 315.089 (100),
18 4.22  (hydroxymethyl)oxan-2-yl]phenyl]-2- diarvlpr ’ anoide C21H24010 [M-HT 435.1297(4.9) 163.0410 (81.2), *
hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)propan-1- ylpropano 190.0290 (76.5)
one
3,5-Dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-7- 125.0260 (100)
19 425 L[343-trihydroxy-6- Flavonoide CuH»01  [M-HT 449.1089(5.5) 259.0639 (46.8), *
(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxy-2,3- 269.0480 (46)

dihydrochromen-4-one

70



96.9629 (100),

20 4.36 12-Hydroxyjasmonate sulfate Acidos graxos Ci2H13504S  [M-HJ 305.07(9.4) 59.0139 (43.7), *
79.9580 (20.1)
41.9990 (100),
21 4.39 Salicylamide Fenol C/H;NO;  [M-H] 136.0404(7.3) 93.0350 (99.2), *
91.0199 (33.2)
Benzeno e 93.0329 (100),
I _ _ . . _ - *
22 4.64 Acido 3-[(1-Carboxyvinyl)oxy]benzoic substitutos derivados Ci0Hs0s [M-H] 207.0299(9.2) 1259(5)22 9(48.54%,)
‘ Acido cinamico e 119.0490 (100), [56
23 4.69 Acido 4-Hydroxycinnamic derivativos CoHzO3 [M-H] 163.0401(8.8) 93.0339 (53.6), 57] ’
117.0189 (19.2)
253.0529 (100),
24 4.79 Isoflavona base + 20, O-Hex Isoflavonoide C21H2009 ][MJFHCOC) 461.1089(1.9) 44.9980 (48.6), *
252.0449 (48.3)
3-(4-hydroxyphenyl)-7-methoxy-5-
[(3R,4S,55,6R)-34,5-trihydroxy-6- . _ 283.0620 (100),
25 5.00 Isoflavonoide C»H»019 [M+FA-H]" 491.1195(4.3) 282.0580 (41.1), *
(hydroxymethyl)oxan-2- 445.1170 (36.5)
ylJoxychromen-4-one ' '
Acido carboxilico e 74.0250 (100),
26 5.08 N-Acetyltryptophan derivados Ci3H14N205 [M-HJ 245.0932(9.1) 58.0330 (63.3), [59]
v 116.0500 (40.4)
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284.0350 (100),

27 5.15 Kaempferol 3-O-sophoroside Flavonoide Cy7H30016 [M-HJ 609.1461(3.3) 285.0419 (60.5), [54]
255.0319 (28)
151.0040 (100),
28 5.16 Prunina Flavonoide C21H2»019  [M-HT 433.114(6.6)  119.0490 (58.1), [60]
271.0640 (53.4)
252.0460 (100), 5157%5
29 5.32 Daidzina Isoflavonoide CH209  [M-HTJ 415.1035(6.1) 253.0520 (58.5), 6’1— ’
223.0429 (35.6)
68]
205.0972(- 146.0579 (100), [54,
30 5.52 D-Tryptophano Indoles e derivatives C;1H12N,O, [M+H]* 0 8). 118.0660 (36.9), 57,62
‘ 144.0800 (25.6) ]
205.0972(- 118.0650 (100), [54,
31 5.52 L-Tryptophano Indoles e derivatives C;1H12N2O, [M+H]* 0 8). 91.0530 (97.5), 57,62
' 115.0540 (65.7) ]
115.0429 (100),
32 5.54 Indole-3-carboxyaldehyde Indoles e derivatives CoH7NO [M-HT 144.0455(6.3) 99.9260 (59.9), *
65.9990 (44.1)
285.0429 (100),
33 5.62 Luteolina 7-O-glucosideo Flavonoide C21H201n  [M-HT 447.0933(6.3) 286.0469 (34.9), [57]
284.0360 (30.4)
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34

5.65

5,7-Dihydroxy-2-(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl)-3-[3,4,5-trihydroxy-6-
[[(2R,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-trihydroxy-6-
methyloxan-2-yl]Joxymethyl]oxan-2-
ylJoxychromen-4-one

Flavonoide C28H32016

[M-HJ

623.1618(3.6)

299.0230 (100),
314.0469 (56.4),
300.0419 (35.5)

35

5.78

Methylthioadenosine

5'-
deoxyribonucleoside
0

Ci11Hi15N503
S

[M+H]"

298.0968(0.9)

136.0619 (100),
84.9589 (22.4),
61.0099 (11.2)

[53,
54]

36

17.91

6.19

Apigenina 7-O-glucoside¥

Flavonoide C21H20010

[M+H]*

[M-HJ

433.1129(1.1)

431.0984(5.6)

271.0580 (100),
272.0660 (20.7),
273.0650 (2.1)

268.0400 (100),
269.0459 (25.4),
211.0420 (8)

[69]

37

6.05

Kaempferol 3-O-glucosideo

Flavonoide C21H2001;

[M-HJ

447.0933(3.6)

284.0350 (100),
255.0319 (88.3),
227.0379 (79.2)

38

6.26

Acido isoleucyl-glutamico

Acido carboxilico e

derivados C11H20N20s

[M+H]*

261.1445(3.5)

84.0439 (100),
86.0960 (87.5),
44.0499 (15)

39

6.37

Isoflavone base + 40, O-MalonylHex

Flavonoide C24H220]4

[M-HJ

533.0937(4.5)

285.0429 (100),
489.1090 (75),
284.0350 (58.6)

40

6.38

Acido benzenesulfonimidico

Benzene e substituos

derivados CsH7NO,S

[M-HJ

156.0125(7.2)

63.9630 (100),
79.9639 (97.6),
92.0500 (73)
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41

6.89

22.10

Formononetina 7-O-glucosideo

Isoflavonoide

C2H209

[M+HCOO

; 475.1246(3 4)

431.1337(-

MHH] 7

44.9980 (100),
267.0690 (91.4),
252.0460 (54.8)

269.0790 (100),
270.0820 (20.6),
213.0899 (10.9)

[54,6

42

6.97

Genisteina

Isoflavonoide

CisH1005

[M-H] 269.0455(8)

117.0350 (100),
63.0239 (64.8),
65.029 (57.1)

[17,6
1,
64,68

43

6.98

Acido kynurenic

Quinolina e
derivativo

Ci10H/NO3

[M+H]*  190.0499(4.9)

116.0479 (100),
89.0390 (83.8),
144.0420 (29.9)

[60]

44

7.01

Isoliquiritigenina

Linear 1,3-
diarylpropanoide

Ci5sH1204

[M-HJ 255.0663(9.1)

91.0189 (100),
119.0490 (81.7),
44.9990 (63.5)

[71]

45

7.36

Biochanina A

Isoflavonoide

Ci6H120s5

283.0612(5.3)

91.0189 (100),
211.0429 (91.1),
135.0099 (83.4)

46

7.57

Acido 4-O-Beta-D-glucosyl-trans-4-
coumarica

Organo-oxigenio

CisHis0g

[M+NH4]" 344.134(-1.7)

147.0440 (100),
165.0540 (84.8),
85.0299 (60.3)

47

8.15

Naringenina

Flavonoide

CisHi20s

[M-H] 271.0612(9.2)

119.0500 (100),
65.0029 (54.2),
107.0139 (47.2)
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239.0380 (199),

48 8.62 Retusina 7-methyl ether Isoflavonoide Ci7H1405 [M-H] 297.0768(8.9) 195.0470 (85.5), *
117.0320 (80.5)
265.0530 (100), 57

49 8.95 Neobavaisoflavona Isoflavonoide CyH150s  [M-HJ 321.1132(9.6) 277.0540 (58.3), 61] ’

91.0190 (38.3)
Acido (28,38,4S,5R,6R)-6-

50 9.07 ) 0 L Lipideos de prenol ~ C3¢HssO9  [M-HJ 631.3852(4)  85.0289 (86.9), *
1,2,3,4a,5,6,7,8,9,10,12,12a,14,14a- 113.0210 (78.3)
tetradecahydropicen-3-yl]oxy]-3,4,5- ' '
trihydroxyoxane-2-carboxylico
2-Methyl-4-ox0-4H-pyran-3-yl 6-O-(4- 433.1341(- 127.0390 (100),

51 9.09 carboxy-3-hydroxy-3-methylbutanoyl)- Saccharolipideo CisHx4O12  [M+H]* 5 4)' 128.0410 (6.8), *
beta-D-glucopyranosideo ‘ 85.0279 (6.6)

. 277.2210 (100),
52 9.60 OAC‘;;‘L‘;fégfe‘:gg'lo’lz' Acido graxo CisHuOs  [M-HF 295.2279(9.6) 195.1410 (68.4), [72]
59.0149 (56.9)
279.2359 (100),
10.69 WHHCOO 564.3307(3.2) 78.9589 (32.3),
53 1-(9Z-Octadecenoyl)-sn-glycero-3- Glycerophospholipid Cz6HsoNO7 44.9980 (24.1) %
hosphoethanolamina €0 P
phosp . 520.3398(- 184.0690 (100),
52.56 [M+H] 2.4) 104.1029 (30.4),
’ 89.9280 (19.4)

75



2,4,6-Trihydroxy-2-[(4-

243.0630 (100),

54 11.23 hydroxyphenyl)methyl]-1-benzofuran-  Aurone flavonoide — C;sH20¢  [M+H]" 289.0707(-3) 215.0690 (68.8), *
3-ona 149.0240 (63.7)
197.1172(- 133.1000 (100),
55 12.28 Loliolideo Benzofurano C11H1603 [M+H]* 6 2)' 107.0859 (81.2), *
‘ 179.1049 (44)
447.1286(- 285.0729 (100),
56 14.08 Biochanin A 7-O-glucosideo Isoflavonoide C»H2»050  [M+H]? 4 6)- 286.0780 (19.6), [54]
‘ 270.0509 (9.3)
45.0330 (100),
57 16.56 Undecaethyleno glycol Organo-oxigénio CnHuO12  [M+H]? 503.3062(-6)  89.0589 (96.6), *
133.0839 (34.9)
3-[(2S,4S,6R)-6-[[(2R,3R,4R,5S,6S)-
3,5-dihydroxy-6-methyl-4-
[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6- 779.2005(- 493.1530 (100),
58 17.03 (hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxyoxan-2- Flavonoide C33Ha0O020 [M+Na]* 3 7)' 494.1539 (29.7), *
ylJoxymethyl]-3,4,5-trihydroxyoxan-2- ’ 347.0929 (8.7)
ylJoxy-5,7-dihydroxy-2-(4-
hydroxyphenyl)chromen-4-one
Baiie. 2710589 (100), [71;{
59 1725 Genistina* Isoflavonoide CallnO  [MH] S 272.0629 (22.8), fpes

153.0180 (7.5)

76



185.0429 (100),

60  17.28 Salipurposideo Flavonoide CoiHnOr  [M+Na]* 2517)'“05(' 295.0549 (91.8), *
' 337.0520 (74.8)
287.0549 (100),
17.78 [M+H]* ;461)'2237(' 129.0540 (25.4),
-0-(2 6-di-O- ’ 288.0570 (19)
61 Kaempherol 3-0-(2,6-di-O Flavonoide C33HiOm [62]
rhamnosyl)galactosideo 63,2056 477.1579 (100),
18.54 [M+Na]* 3 4)' - 478.1549 (23.6),
' 331.1000 (22)
347.0939 (100),
62 18.02 Kaempferol 3-O-beta-sophorosideo Flavonoide Cy7H30016  [M+Na]* 633.1426(1.9) 348.0989 (14.8), [54]
308.0270 (7.2)
118.0640 (100), [54,6
63 20.57 6"-O-Malonylglycitina Isoflavonoide CysHosO13  [M+H]? 533.129(-4.8) 91.0530 (64.8), 2—
146.0580 (55.4) 64]
so3.114( 2350650 (100) 51;;5
64 20.76 6"-O-Malonyldaidzina Isoflavonoide C4H201, [M+H]* 5 4)' 256.0660 (21.7), 6’17’
' 199.0750 (2.36) 671
Sto.q13s 2710590 (100) [fgi
65 20.99 6"-O-Malonylgenistina Isoflavonoide CH2013  [M+H]* 4 1)' 272.0650 (24.8), 6’5 67
' 153.0170 (3.0) 1 ’
25065 1370220 (100), 515765
66 25.33 Daidzeina Isoflavonoide CisH1004  [M+H]* 5 3)' 91.0530 (89.9), 5’7 6’1
' 199.0749 (73.9) 76’8]
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Formononetina 7-O-glucosideo-6"-O-

67 27.22
malonato

Isoflavonoide Ca5H24012

[M+H]*

517.1341(-
4.4)

269.0799 (100),
270.0840 (17.5),
271.0880 (1.3)

[57]

*Significa que nenhum composto correspondente foi relatado em "soja" ou "Glycine max" no SciFinder.

¥Apigenina 7-O-glucoside e genistina apresentam a mesma formula molecular e ions de fragmento semelhantes em M.
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E importante destacar que compostos identificados em extratos de EtOH-H20 7:3 (v/v)
de subprodutos de soja, como daidzeina, daidzina, genisteina, genistina e glycitina sao
classificados como fitotoxinas [6]. Zoccolo (2010) [73] e posteriormente Hama et al. (2021) [6]
relataram a presenca desses compostos em solos agricolas e corregos proximos as culturas de
soja, que por sua vez estavam proximos a assentamentos humanos. Assim, a recuperagao desses
isoflavonoides de pelo menos parte dos subprodutos da soja seria uma vantagem do ponto de
vista ambiental para a diminuicdo dos potenciais efeitos indesejaveis associados ao grande
acumulo de isoflavondides no ambiente. [17] Isso estaria em consonancia com uma "produgao
responsavel" de soja, conforme recomendado pelo nimero 12 dos 17 Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel da ONU. Além disso, essa pratica pode potencialmente levar a
ganhos econdmicos na cadeia produtiva da soja, desenvolvendo extratos comerciais de valor
agregado padronizados em isoflavonas bioativas a partir de subprodutos em uma abordagem

biorrefinaria.

Anotacio de compostos nos extratos de n-heptano por GC-QToF-MS

Os extratos de n-heptano dos subprodutos individuais, bem como da soja, foram
analisados por GC-QToF-MS (Figura S4). Os dados de MS foram combinados com as
bibliotecas NIST e Fiehn. Foram alcancados fatores de alta correspondéncia (>70) entre o
espectro de MS dos candidatos e dessas bibliotecas, conforme demonstrado na Tabela 5. Um
total de 79 metabolitos foram identificados provisoriamente em extratos de subprodutos de soja
ou soja, conforme resumido na Tabela 5. A maioria deles (50) foi identificada pela primeira
vez em tecidos de plantas de soja, o que pode ser porque poucos trabalhos na literatura
utilizaram solventes ndo-polares para a extragdo e andlises subsequentes de pecas de soja ou
subprodutos [74,75]. Os solventes ndo-polares, como o hexano, tém sido usados
principalmente para “desengordurar” as matrizes vegetais por extragdes de liquido s6lido ou
liquido-liquido em um pré-tratamento da amostra chamada "eliminacdo de interferentes
lipofilicos" [19,20]. O extrato ou fracdo nao polar produzidos sdo frequentemente descartados
sem analise de sua composi¢do, potencialmente perdendo informagdes fitoquimicas valiosas
como confirmado neste trabalho. Vinte e seis metabolitos identificados provisoriamente em
extratos de n-heptano foram acidos graxos, que € o grupo com maior nimero de compostos

anotados (Tabela 5). A maioria desses compostos foi identificada nas raizes da soja (18),
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seguida por folhas (13), galhos (11), vagens (8) e grio (6). Acidos graxos, como os acidos
hexadecenoicos, octadecanoicos e eicosanoicos, tém sido usados em industrias dermatoldgicas,
nutracéuticas e outras, pois apresentam propriedades anti-inflamatoérias e atividades
antibacterianas [76,77]. O segundo grupo mais representativo de compostos presentes nos
extratos de n-heptano foram esteroides e seus derivados, com 14 compostos anotados.
Particularmente, o-tocopherol, campesterol e estigmas foram identificados em todos os
subprodutos da soja. o-Tocopherol tem sido usado em aplicagdes nutracéuticas e
dermatologicas, pois apresenta beneficios antioxidantes, anti-inflamatdrios e outros beneficios
para a saude humana [78,79]. Por outro lado, campesterol e estigmasterol tém sido explorados
para o tratamento potencial do cancer de ovario humano e propriedades neuroprotetoras,
respectivamente [80,81]. Além disso, lipidios de prenol, fitosterdides, hidrocarbonetos
insaturados e saturados foram identificados em subprodutos de soja, representando uma

variedade diversificada de compostos nesses materiais.
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Tabela 5. Lista de compostos provisoriamente identificados nos extratos de n-heptano dos subprodutos de soja, galhos (B), folhas (L), vagens (P)

e raizes (R), e sementes por GC-QToF-MS.

Num.ero Tr. Identificagdo Classificacio . F?tm: de Férmula molecular [B |L |P |R [S |Ref.

do pico (min) similaridade

1 7.29 4-Noneno, 3-metil-, (2)- Hldrocarbonetos 89.5 CioHao X *
insaturados

2 730 1-Penteno, 3,3-dimetil- Hidrocarbonetos 743 C-Hus X *
insaturados

3 7.42 (S)-3-Etil-4-metilpentanol Compostqs 73.7 CsHi30 X *
organooxigenados

4 7.61 1,3-Dioxolano, 4-metil-2-propil- Dioxolanos 72.3 C7H1402 X *

5 7.62  Acido decan6ico, 3-metil- Acidos graxos 79 C11H220: X [82]

6 7.68  2-hidroxidecanoato de metilo Acidos graxos 76.9 C11H20s5 X *

7 778 Ciclohexano (L,2-dimetilbutil)- Hidrocarbonetos ;¢ CioHas X .
saturados

. . Compostos N

8 7.95 Etanona, 1-ciclopropil- organooxigenados 81 CsHsO X

9 8.09 4-Octeno, 2,3,6,7-tetrametil- H|drocarbonetos 85.2 Ci12H24 X |X |X *
insaturados

10 8.87 2,4-Dimetilciclopentanona Compostqs 83.5 C7H120 X *
organooxigenados

11 9.05 5-Undeceno, 7-etenil- Hldrocarbonetos 72.7 Ci3Ha4 X *
insaturados

12 10.02  3-Tudo-1-ol Acidos graxos 71 C7H140 X [83]

13 10.08  cis-7,10-hexadecadienal Acidos graxos 90.6 Ci6H230 X |X |*

14 10.17  5,7-dimetil-1,6-Octadieno, (R)- Hidrocarbonetos 84.8 CroHis X x
insaturados
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15 1041  Acido hexadecandico Acidos graxos 89.5 C16H3202 [84]
16 10.50  Acido 17-octadecinbico Acidos graxos 79.5 CisH3202 *
. Hidrocarbonetos
1 11.22 - - . 2.1 CioH *
7 1,4,9-Decatrieno, (E) insaturados 8 10H16
Compostos
1 11. -2- -1- - 2. CisH360 *
8 99  E-2-Octadecadecen-1-ol organooxigenados 72.7 18H36
. Hidrocarbonetos
19 12.03 . 76.1 CsH *
Ciclopentano insaturados sHs
- (85,8
20 12.30  Phytol Lipidios prenol 90.5 C20H400 6]
21 12.62  &cido trans-13-octadecendico Acidos graxos 75.9 CisH3402 [87]
22 12.64  Acido 9,12,15-octadecatriendico, (Z,Z,Z)- Acidos graxos 90.2 C13H3002 [652‘;5]
) Acidos
23 12.68  Acido oxalico, éster ciclo-hexilico carboxilicos e 72.3 C14H2404 *
derivados
24 12.75  é&cido cis-vacénico Acidos graxos 89.7 CisH3402 [88]
25 1294 Acido 9,12-octadecadiendico, éster metilico, (E,E)- Acidos graxos 80.7 Ci9H3402 [89]
26 13.00  Acido octadecan6ico Acidos graxos 87 CisH3602 [90]
27 13.13  Nonanamida Acidos graxos 70.4 CoH19NO *
28 13.17 Hexadecanamida Acidos graxos 81.3 CisH33sNO [70]
29 1456  2-(2,3-dimetilciclopentil)propano-1-ol Lipidios prenol 82.4 Ci0H200 *
. . _— Hidrocarbonetos
. - -3-(1- - 7.8 H *
30 14.57  Ciclopentano, 1-metil-3-(1-metiletil) saturados 7 CoHis
31 14.59  4-Undeceno, 6-metil- Hldrocarbonetos 82.1 Ci2H4 *
insaturados
32 15.00 E, Z-2, 13-octadecadieno-1-ol Acidos graxos 71.2 CisH340 *

82



Compostos

33 15.00 Ciclohexanemetanol - 81.5 C7H140 *
organooxigenados

34 1535  9-Octadecenamida, (Z)- Acidos graxos 88.7 CisH3sNO [91]

35 1539  Acido eicosanoico Acidos graxos 84.3 C20H4002 [92]

36 15.52  Biciclo[5.2.0]nonano, 4-metileno-2,8,8-trimetil-2-vinil- !—Ildrocarbonetos 79 CisHas *
insaturados

37 15.65 Tetradecanamida Acidos graxos 78.5 C1sH20NO [93]

38 16.60  Metil (82,117,147,177)-icosa-8,11,14,17-tetraenoato Acidos graxos 70.3 C21H3402 *

39 1661 1, Z-5, E-7-Dodecatriene Hidrocarbonetos 743 Ci2Hao *
insaturados

40 16.96  5-Undeceno, 4-metil- Hldrocarbonetos 77.6 C12H24 *
insaturados

41 17.89  Acido heptanoico Acidos graxos 91.6 C7H1402 [94]

) 19.16  5-Octen-4-ona, 7-metil- Compostos 713 CoH160 *
organooxigenados

43 19.92  13-Docosenamida, (2)- Acidos graxos 82.5 C2H4NO *

44 20.30  Esqualeno Lipidios prenol 88.2 CsoHso [95]

45 20.30  (3E,7E)-4,8,12-Trimetiltrideca-1,3,7,11-tetraeno Lipidios prenol 76.6 Ci6Has *

46 20.87  Acido docosandico Acidos graxos 70.3 C22H4402 [92]

47 21.18  Octano, 3-etil-2,7-dimetil- Hidrocarbonetos 76.6 Ci2Has *
saturados

48 21.19  Nonacosane Hidrocarbonetos 70.8 CaoHeo *
saturados

49 2135 1,3-Bis-(2-ciclopropil,2-metilciclopropil)-mas-2-en-1-ona Lipidios prenol 85.4 CisHa60 *

50 21.55  delta-tocoferol Lipidios prenol 90.6 C27H4602 [96]
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Esteroides e

51 22.10  Ergost-5-en-3-ol, acetato, (3.beta.,24R)- derivados de 77.9 C30Hs002 *
esteroides
Esteroides e
52 2235  Cholesta-6,22,24-trieno, 4,4-dimetil- derivados de 78.5 Ca9Has *
esteroides
53 22.40  .beta.-Tocoferol Lipidios prenol 84.1 C28Has02 [97]
54 22.54  .gamma.-Tocoferol Lipidios prenol 90.3 C2sHa502 [9986]7
55 2259 4,7,10,13,16,19-Acido docosahexaenoico, éster metilico, (2) Acidos graxos 73.8 C23H3402 *
Esteroides e
56 2272 Cholesta-4,6-dien-3-ol, (3.beta.) - derivados de 70.5 C27H440 *
esteroides
57 23.08  (S)-4-metiloctadecanal Acidos graxos 96.1 Ci9H350 *
Hidrocarbonetos [99,1
. 79.8 Cao7H ’
58 23.09  Heptacosane saturados 27Hs6 00]
59 23.09 (R)-4-metiloctadecanal Acidos graxos 94.1 Ci9H350 *
[97,9
60 2329  alfa-tocoferol Lipidios prenol 92.7 C29Hs002 8,101
]
Esteroides e [102
61 23.98  Ergosterol derivados de 85.2 C28H440 ] 03]’
esteroides
Esteroides e [95.1
62 24.17  Campesterol derivados de 83.7 C2sHasO 01]’
esteroides
Esteroides e
63 2440  Estigmasterol derivados de 91.2 C29H430 [103]

esteroides
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Esteroides e [91,1

64 24.76  Obtusifoliol derivados de 79.1 C30H500 04,10
esteroides 5]
Esteroides e

65 24.84  Cholesta-22,24-dien-5-ol, 4,4-dimetil- derivados de 84.3 C29H430 *
esteroides

66 24.836  Vitamina A Lipidios prenol 72 C20H300 *
Hidrocarbonetos [96,1

. H ’

67 24.86  Pentacosano saturados 88 C2sHsz 00]
Esteroides e

68 2496  .beta.-Sitosterol derivados de 93.1 C29H500 [103]
esteroides
Esteroides e [106

69 25.06  Estigmastanol derivados de 77.9 C29H520 1 07]’
esteroides
Esteroides e

70 2529  Cholesta-8,24-dien-3-ol, 4-metil-, (3.beta.,4.alpha.) - derivados de 72.4 C23Has0 *
esteroides
Esteroides e

71 25.38  Estigmastano, 3-oxo- derivados de 79.8 C29H500 *
esteroides

7 25.46 2I_-|—C|_clopropa[g]benzpfurano, 4,5,5a,6,6a,6b-hexahidro-4,4,6b- Diidrofuranos 85.6 CisHnO N

trimetil-2-(1-metiletenil)-

Esteroides e

73 2546  Ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-um derivados de 79.9 C238H400 *
esteroides
Esteroides e

74 25.52  4,22-Stigmastadiene-3-um derivados de 86.9 C29H460 *
esteroides

75 2572 Lupeol Lipidios prenol 85.3 C30Hs00 [105]

76 26.93  7,11,15-trimetil-3-metilidenehexadec-1-eno Lipidios prenol 82.9 C20H3s *
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77 28.36  Linoleato de isopropilo Acidos graxos 81.7 C21H3302
78 30.11  Acido eicosanoico, éster octadecilo Acidos graxos 73.2 C33H7602
79 32.11  1,6,10,14-Hexadecatetraen-3-ol, 3,7,11,15-tetrametil-, (E,E)- Lipidios prenol 71.5 C20H340

*Significa que nenhum composto correspondente foi relatado em "soja" ou "Glycine max" no SciFinder.
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Resumo

A soja ¢ utilizada principalmente para a produg@o de alimentos e biodiesel. Estima-se que cerca de
651 milhdes de toneladas de galhos, folhas, vagens e raizes de soja serdo deixados no solo apos a
colheita do grao em 2022/23. Esses subprodutos podem servir como uma fonte amplamente
disponivel e barata de metabolitos de alto valor agregado, como flavonoides, isoflavonoides e
outros compostos fenolicos. Este trabalho teve como objetivo explorar abordagens verdes baseadas
no uso de extragdo de liquidos pressurizados e expandido a gas com solventes eutéticos naturais
profundos (NADES) para obter extratos ricos em fendlicos de subprodutos de soja. Os teores de
fendlicos e flavonoides totais dos extratos gerados foram quantificados e comparados com solventes
e técnicas convencionais. A extracdo com liquido pressurizado (PLE) utilizando cloreto de
colina:écido citrico:agua (1:1:11 - razdo molar) a 120°C, 100 bar e 20 min, resultaram em uma
condicdo otimizada para gerar fragdes ricas em fenolicos e flavondides de subprodutos de soja. As
partes individuais da soja foram extraidas nestas condigdes, com seu perfil metabolico obtido por
UHPLC-ESI-QToF-MS/MS e potenciais propriedades. Os extratos de raizes de soja apresentaram
a maior capacidade antioxidante (207,48+40,23 mg AA/g), trés vezes maior que os extratos dos
graos de soja (68,96+12,30 mg AA/g). Além disso, os Parametros de Solubilidade de Hansen (HSP)
foram aplicados para selecionar solventes eutéticos hidrofobicos naturais profundos (NaHDES)
como substituintes do n-heptano para a soja desengordurada. As extragdes com candidatos a
NaHDES alcangaram rendimento e perfil cromatografico (GC-QToF-MS) semelhantes aos extratos

de n-heptano.

Palavras-chave: Quimica Verde, Compostos Bioativos, Bioeconomia, Biorrefirina, NADES,

Subprodutos da Soja, Liquidos Pressurizados.
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Introducao

Compostos identificados em produtos naturais tém sido historicamente usados para
desenvolver novos medicamentos, ingredientes para alimentos funcionais, produtos cosméticos
e outras aplicagdes [1]. Culturas de commodities, como magas, café, azeitonas e soja, contém
varios metabolitos com potencial bioatividade [2—5]. A soja, principal oleaginosa do mundo,
apresenta uma ampla gama de compostos fendlicos, principalmente isoflavondides e
flavonoides, resultando em crescente interesse em adicionar novos usos de alto valor agregado
a este grdao [5]. Genistina, uma isoflavona glicosilada, contém propriedades in vitro
antiadipogénicas e antilipogénicas e propriedades preventivas ao cancer de mama [6,7]. A
apigenina, um flavonoéide, tem efeitos protetores contra doengas cardiometabolicas e tem sido
sugerida como biopesticida [8,9]. Além disso, outros metabdlitos bioativos identificados em
subprodutos da agricolas da soja coletados apds a colheita do grao (ou seja, galhos, folhas,
vagens e raizes) possibilitam novas aplicagdes ao uso desses materiais [10,11]. O grao da soja
(commodity) tem sido uma das principais fontes de 6leos vegetais, com produgdo estimada de
61 milhdes de toneladas em 2022/23 [12]. O processo de desengorduramento do grao tem sido
amplamente realizado utilizando hexano, um solvente toxico e inflamavel [13]. Solventes
alternativos, como etanol, CO> supercritico ¢ 2-metiloxolano, sdo utilizados como opgodes
vidveis e mais verdes para substitui-lo[13—15]. Além disso, novas alternativas como Solventes
Eutéticos Hidrofobicos Naturais Profundos (NaHDES) podem ser promissores solventes para
procedimentos de desengorduramento. Além disso, uma abordagem in silico aplicando os
parametros de solubilidade de Hansen (HSP) possibilita a selecdo de solventes mais
semelhantes ao hexano. Com base nos conceitos de solubilidade e "semelhante dissolve
semelhante", os HSP promove a comparagdo entre diversos solventes e gera uma simulacao
computacional de sua interagdo [16]. Solventes com HSP semelhantes podem apresentar maior
similaridade entre suas propriedades quimicas e/ou fisicas, significando uma ferramenta valiosa
para substituir solventes convencionais e perigosos por solventes mais sustentaveis.

Nesse contexto, a quimica analitica verde deve ser empregada para agregar valor aos
subprodutos agricolas da soja, reduzindo potenciais problemas ambientais relacionados a sua
extracdo e valorizagdo, conforme sugere a meta 12, intitulada “Consumo e producdo
sustentaveis” dos 17 Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) estabelecidos pela
Organizag¢ao das Nagdes Unidas (ONU) [17]. Portanto, o uso de solventes e técnicas mais
verdes estdo de acordo com um procedimento sustentavel, reduzindo energia, reagentes, além

de aumentar a seguranga da metodologia analitica aplicada. Solventes eutéticos naturais



profundos (NADES), que sdo compostos por metabdlitos identificados em plantas e outros
organismos, podem ser alternativas verdes para extrair compostos bioativos [18]. Duru et al.
realizou a extracao de isoflavonas de residuos de raiz de kudzu e melago de soja empregando
NADES, obtendo fragdes com maior atividade antioxidante e estabilidade do que a extragao
metanolica [19].

Para alcancar um processo mais verde, a integracao de solventes e técnicas verdes pode
oferecer vantagens, como reducao de tempo e energia, além do consumo de solvente. Nesse
sentido, a extracao por liquido pressurizado (PLE) tem mostrado beneficios significativos para
a extracao de fenodlicos e outros compostos bioativos de matrizes naturais, apesar de ser pouco
integrado com NADES como solventes [20-23]. No entanto, esta combinag¢ao foi realizada com
sucesso para extrair antocianinas de um subproduto do processamento de jaboticaba, como
demonstrado por Benvenutti et al.[23]. Além disso, liquidos expandidos por gas (GXLs), uma
técnica promissora de extracdo, pode ser util para diminuir a viscosidade do NADES por meio
da adi¢ao de CO,. Além disso, GXLs promove outras modificagdes nas propriedades fisico-
quimicas dos solventes [24].

Este trabalho teve como objetivo desenvolver uma abordagem alternativa para gerar
fragdes ricas em fendlicos a partir de subprodutos de soja, ou seja, galhos, folhas, vagens e
raizes coletadas logo apos a colheita mecanica, combinando PLE e GXLs com NADES. Para
1ss0, 1) uma abordagem in silico usando HSP foi aplicada para selecionar um NaHDES para
substituir o n-heptane no processo de desengorduramento do grao, em seguida a ii) a realizagao
de extragdes utilizando PLE e GXLs com cloreto de colina:acido citrico:agua 1:1:11 (razdo
molar) (ChCl:Ca:H20) para gerar extratos ricos em fenolicos, e a partir da condi¢ao otimizada
1i1) extrair as partes individuais de subprodutos agricolas da soja e graos. Além disso, iv)
verificar as espécies reativas de oxigénio (ROS) dos extratos, e v) o perfil metabolico pela
cromatografia liquida ultra-alto desempenho acoplada a espectrometria de massa de alta

resolucao (UHPLC-QToF-MS/MS).

Material e métodos
Produtos quimicos

Os solventes de grau HPLC acetonitrilo, n-heptano e etanol (EtOH), bem como mentol,
eucaliptol, timol, cloreto de colina e 4cido citrico foram comprados da VWR Chemicals
(Espanha). Padrdes de 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazolina-6-sulfonico acido) (ABTS),
carbonato de sodio (Na,CO:s3), cloreto de aluminio (AICI3), persulfato de potassio (K2S20s),
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fosfato desddico (Na;HPOy4), fosfato monopotéassio (KH2POs), fluoresceina de sal de sédio,
acido galico, acido ascorbico e quercetina foram obtidos de Sigma-Aldrich (Espanha). Folin-
Ciocalteu reagente fenol foi adquirido da Merck (Alemanha). 2,2-azobis (2-amidinopropne)
dihidrocloreto (AAPH) foi comprado da TCI Chemicals (Japao). A dgua ultrauso foi obtida a
partir de um sistema Millipore (Billerica, EUA).

Material vegetal

Os galhos de soja, folhas, vagens, raizes e soja (cultivar NA5909) foram coletados apos
a colheita mecanica na Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da Universidade do Estado de Sao
Paulo - Botucatu, Estado de Sao Paulo, Brasil (-22.8296354, -48,42553). Todas as partes foram
moidas em um moinho analitico basico (IKA® A11, Alemanha) e separadas por granulometria
em um agitador de tamis eletromagnética (Bertel, Brasil). Apenas particulas com <0,25 mm

foram utilizadas para extragao.

Extracao liquida pressurizada (PLE)

As extracdes liquidas pressurizadas (PLE) foram feitas em um dispositivo ASE 200
(Dionex, EUA) usando uma célula de ago inoxidavel de 11 mL a 100 bars. O PLE fo1 realizado
em duas etapas: 1) um primeiro passo em que materiais com alto teor de substancias lipofilicas
(soja) s@o desengordurados, e i1) um segundo passo focado na extragdo fendlica. Vale ressaltar
que, para aqueles materiais vegetais com baixo contetido de substancias lipofilicas, a extragao

do PLE foi iniciada na segunda etapa.

O material de soja foi separado em: i) uma mistura de partes iguais de subprodutos de
soja (250 mg de galhos, folhas, vagens e raizes — num total de 1 g), e i1) 1 g do grdo de soja
(material de referéncia). O material vegetal foi misturado com areia purificada, utilizada para
evitar a compactag¢do do material vegetal, em propor¢ao de 1:2 m/m, o que facilitou a difusdo
do solvente no material, evitando caminhos preferenciais. Todas as extragdes foram feitas em

triplicada, e as amostras foram preservadas a -18 °C até uma analise posterior.
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Primeira etapa PLE — Procedimento de desengorduramento

Primeiro, foi realizado um processo de desengorduramento, i.e., eliminagdo de
interferentes lipofilicos, usando n-heptano como solvente de referéncia. O hexano € o solvente
convencional usado para desengordurar a soja, porém o n-heptano contém HSP similares e ¢
considerado mais verde [25]. O procedimento de extracdo foi realizado em trés temperaturas
(40, 80 ¢ 120 °C) por 90 min, gerando curvas de extracao cinética a partir da coleta das amostras
a cada 10 min. O rendimento de extragdo acumulado (%) de cada extracdo foi medido por meio
da concentracao de cada extrato com um fluxo continuo de gas nitrogénio. Para substituir o n-
heptano, trés candidatos a solventes eutéticos hidrofébicos naturais profundos (NaHDES)
foram selecionados usando parametros de solubilidade de Hansen (HSP), bem como
considerando a toxicidade e disponibilidade de seus componentes [26,27]. O HSP de 108
candidatos a NaHDES, que ja foram descritos na literatura, foram calculados usando o software
HSPiP® v 5.0[28-45]. Portanto, os trés parametros de HSP: 8D, oP e 0H, que correspondem a
ligacdes de dispersdo, forca intermolecular dipolar e ligagdes de hidrogénio entre
moléculas/solventes, foram estimados para cada mistura de NaHDES[16]. Além disso, Jchem
(JChem for Excel 21.1.0.787, ChemAxon (https://www.chemaxon.com) e Microsoft Excel 365
(Microsoft Corporation, EUA) foram aplicados para calcular a porcentagem de volume de cada
composto de NaHDES, bem como para geram seus SMILES. O HSP dos componentes
individuais de NaHDES foram estimados pela ferramenta "Do It Yourself" e o HSP final das
misturas de NaHDES foi obtido usando a ferramenta "Solvent Optimizer" no software HSPiP®
v 5.0[27]. A selecdo do NaHDES foi baseada na distancia (Ra — Equacdo 1) ao n-heptano
(considerado como "soluto" na Equacao 1). A Tabela S1 resume o HSP estimado de NaHDES
e n-heptano listados, bem como a distancia entre eles. Assim, os NaHDES selecionados foram
preparados misturando seus componentes com uma barra de agitagdo magnética a 90°C até
atingir um liquido limpido.[46]. A primeira etapa do PLE alternativo usando NaHDES foi
testada em trés temperaturas (90, 120 e 150 °C) por 20 min (duas extra¢des de 10 min cada).
Os frascos com NaHDES foram mantidas a 90°C em todas as extragoes (Figura S1). Os extratos

resultantes foram concentrados por um fluxo continuo de nitrogénio.

Ra — \/4(8Dsolvent — 8Dsolute)2 + ((Spsolvent — 5psolute)2 + (6Hsolvent — (SHsolute)Z (Equagﬁo 1)
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Segunda etapa PLE — Extracao fendlica

A segunda etapa do PLE foi primeiramente realizada e otimizada com o mix dos
subprodutos da soja (ou seja, galhos, folhas, vagens e raizes). Posteriormente, foi aplicada a
condi¢do ideal para extrair os subprodutos de soja individualmente, bem como a soja
desengordurada. Assim, dois solventes foram testados nesta etapa: i) EEOH-H>O 7:3 (v/v), e ii)
cloreto de colina:acido citrico:agua 1:1:11 (razdo molar) (ChCl:Ca:H»0), que ja foi aplicado e
seus constituintes ¢ razdo otimizada para extracdo de isoflavonas e solubilizacao
flavonoides[47,48]. ChCl:Ca:HO foi preparado como descrito na se¢do anterior. As extragdes
foram realizadas a trés temperaturas (60, 90 e 120°C) durante 20 min (duas extragdes de 10 min
cada). Posteriormente, a condi¢cdo com maior teor fenélico e flavonoide foi aplicada para extrair

as partes de soja individualmente.

Extracao convencional e alternativa de subprodutos agro-soja

Maceragdo dindmica (Mac) e liquidos expandidos a gas (GXLs) foram realizados para
extrair a mistura de subprodutos agricolas de soja e comparar seu teor de fendlico e flavonoide
totais com a extra¢do de liquidos pressurizados (PLE). Os resultados foram avaliados pela
analise de variancia (ANOVA) e teste de multiplas comparagdes de Tukey com um nivel de

significancia de 5% no GraphPad Prism versdo 9 (GraphPad Software, EUA).

Macerac¢ao dinamica como técnica de extraciao de referéncia (Mac)

Maceragao dinamica (Mac) com agitacdo magnética foi selecionada como a técnica de
extracdo convencional. Uma mistura de 100 mg de galhos, folhas, vagens e raizes — num total
de 400 mgs, foi extraido com 8 mL de 1) [11]EtOH-H>O 7:3 (v/v), e ii) cloreto de colina:acido
citrico:agua 1:1:11 (razdo molar - ChCl:Ca:H>0), a 1500 rpm, 60°C para 35 min (IKA C-MAG
HS 7, Alemanha).

Liquidos expandidos a gas (GXLs)

Como técnica alternativa, a extracdo de liquidos expandidos por gas (GXLs), que
compreende a di¢do de porcentagens de CO: ao solvente extrator, foi combinada com NADES

para obter uma nova metodologia de extracdo de fenolicos. Até onde sabemos, a literatura ndo
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relata tal combinagdo. Assim, um extrator de fluido comprimido foi utilizado para extragdes de
Liquidos Expandidos a Gas (GXLs). O equipamento consiste em uma bomba de alta pressao
PU-2080 Plus CO2 (Jasco, Japao) e uma bomba binaria Agilent 1200 (Agilent, EUA). Para as
extracdes, 1 g da mistura de subprodutos de soja (preparado conforme indicado acima) foi
misturado com 2 g de areia do mar e adicionado em uma célula de extracdo de aco inoxidavel
de 20 mL com 12 de vidro em ambas as extremidades. A célula foi colocada em um forno de
coluna Adept CE 4600 (Cecil, Reino Unido) a 60°C. A pressao foi mantida em 100 bar usando
uma valvula dosadora manual (Swagelok, EUA)[49]. A vazdo total foi estabelecida em 4
mL/min e foram testados 25, 50 ¢ 75% de CO2 em ChCl:Ca:H20O. Todas as extragdoes foram

feitas em triplicata e as amostras foram preservadas a -18 °C até analise posterior.

Determinacao do conteuido fendlico total (TPC)

O contetido fendlico total (TPC) foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu [50].
Primeiramente, 10 puL de extratos foram misturados com 600 pL de 4gua ultrapura e reagidos
com 50 pL do reagente Folin-Ciocalteu. Apds 1 min, 150 pL de 20% (p/v) de carbonato de
sodio (NaxCOs3) foram adicionados e o volume final foi ajustado para 1 mL com agua. A amostra
foi misturada e incubada por 2 h a temperatura ambiente no escuro. Posteriormente, 300 pL da
mistura foram transferidos para um leitor de espectrofotometro de microplacas de 96 pocos
(Synergy HT, EUA), e a absorbancia foi medida em 760 nm. Os valores foram convertidos em
mg GAE (equivalente de 4cido gélico) nos extratos por uma curva de calibra¢dao (0—2 mg/mL)
preparada com acido galico padrao. Os resultados foram expressos em mg equivalentes de acido

galico por g de material vegetal.

Determinacao do conteudo flavonoide total (TFC)

O conteudo total de flavonoides (TFC) foi medido usando o método colorimétrico de
cloreto de aluminio com algumas modificac¢des [51]. Primeiro, 240 pL de solu¢des metanolicas
de quercetina (4-14 pg/mL) foram usados para preparar a curva de calibragdo e 100 pL de
extratos adicionando 60 puL. de AIClz 8 mM foram preenchidos em cada pogo. A absorbancia
de cada amostra foi medida a 425 nm ap6s 30 min de incubag@o no escuro. Os valores foram
convertidos em mg QE (equivalente de quercetina) nos extratos. Os resultados foram expressos

em pg equivalentes de quercetina por grama de material vegetal.
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Ensaios de atividade antioxidante — espécies reativas de oxigénio (ROS)

O método da capacidade de absorcao de radicais de oxigénio (ORAC) foi realizado de
acordo com Ou et al.[52] e Ninfali et al.[53]. As misturas de reacdo nos pocos continham os
seguintes reagentes: 100 uL de amostra de extrato em diferentes concentragdes (5 pg-50 pg/mL)
em EtOH-H20 9:1 (v/v), 100 uL de AAPH (590 mM) em 30 mM de solu¢do salina tamponada
com fosfato (PBS) a pH = 7,5, 25 puL de fluoresceina (10 pM) em tampao PBS e 100 uL de
tampao PBS. A fluorescéncia foi medida (Aexcitagao = 485 nm; Aemissao = 530 nm) a cada 5
minutos a 37°C por 1 hora. O acido ascorbico foi usado como padriao de referéncia. A
capacidade de cada extrato para sequestrar radicais peroxil foi calculada usando a Equagdo 2,
onde As ¢ a area sob a curva (AUC) de fluoresceina na amostra, At ¢ a AUC do acido ascérbico,
Ab ¢ a AUC do controle (em branco da extragdo), k ¢ o fator de diluigdo, a € a concentragao do

acido ascorbico em mg/mL,

As—Ab
At—Ab

ORAC (mg ascorbic acid equivalent/g) = [ ] kah (Equacao 2)

Cromatografia a gas acoplado a espectrometria de massa (GC-QToF-MS)

O perfil metabolito dos extratos de soja com n-heptane ¢ NaHDES (10 mg/mL) foi
realizado utilizando um sistema Agilent 7890B (Agilent Technologies, EUA) acoplado a um
quadrupole time-of-flight (QToF) 7200 (Agilent Technologies, EUA) equipado com uma
interface de ionizacao eletronica (EI). As separagdes foram realizadas em uma Coluna Capilar
de 30 m x 250 pm x 0,25 um DB5-MS + 10 m Duragard Capillary Column (Zorbax, Agilent
Technologies, EUA). As amostras foram diluidas a 1:10 em n-heptane e filtradas com um filtro
de seringa de 0,22 um de nylon antes da injecdo. O volume de inje¢do foi de 1 pL utilizando
um fluxo dividido de 8,4 mL/min. A taxa de fluxo de hélio foi de 0,8 mL/min. A temperatura
do injetor foi de 250 °C. A temperatura do forno comegou em 60°C (1 min), seguida por 325°C
a taxa de 10 C°/min (10 min) e 11 min de atraso solvente. Os extratos de n-heptano e eucaliptol
:mentol (1:1) foram anotados usando a correspondéncia de espectros de massa na ferramenta
Agilent Mass Hunter Unknown Analysis e bancos de dados espectrais em massa (ou seja, NIST

MS Search v.2.0 e Fiehn Lib).
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Cromatografia liquida de alto desempenho acoplada a espectrometria de massa

(UHPLC-QToF-MS/MS)

Extratos das partes individuais de soja, ou seja, galhos, folhas, vagens, raizes e soja, da
condi¢do 6tima de PLE (ChCl:Ca:H20 a 120°C), que apresentaram os maiores TPC e TFC)
foram diluidos 1: 10 em EtOH-H20 7:3 (v/v) e filtrado com uma seringa-filtro de nylon de 0,22
um antes da inje¢do. As analises foram realizadas em um sistema UHPLC Agilent 1290
(Agilent Technologies, EUA) acoplado a um espectrometro de massa de tempo de voo
quadrupolo Agilent 6540 (QToF-MS), equipado com uma fonte ESI ortogonal (Agilent Jet
Stream, EUA). A anélise em modo positivo e negativo foi realizada em coluna C18, 100 x 2,1
mm; 1,8 um (Zorbax Eclipse Plus, Agilent Technologies, EUA) e H20 e ACN, ambos
acidificados com 0,01% de acido férmico (v/v) (A e B, respectivamente) na seguinte elui¢do de
gradiente: 0-30% B em 0— 7 min, 30-80% B em 7-9 min, 80-100% B em 9—-11 min, 100% B
em 11-13 min e 0% B em 13—14 min. A taxa de fluxo foi mantida em 0,5 mL/min, a temperatura
da coluna foi de 30 °C e o volume de inje¢do de amostra foi de 5 pL.. Os parametros de MS
foram os seguintes: voltagem capilar, 4000 V; pressao do nebulizador, 40 psi; caudal de gas de
secagem, 10 L/min; temperatura do gas, 350°C; tensdao do skimmer, 45 V; voltagem do
fragmentador, 110 V. Os modos MS e Auto MS/MS foram configurados para adquirir valores
de m/z variando entre 50 ¢ 1100 e 50—800, respectivamente, a uma taxa de varredura de 5
espectros por segundo. O software de andlise qualitativa Agilent Mass Hunter (B.07.00) foi
usado para processamento de dados pos-aquisicdo. Os metabdlitos presentes nos extratos foram
anotados usando Global Natural Product Social Molecular Networking (GNPS)
(http://gnps.ucsd.edu) 5 mL/min, a temperatura da coluna foi de 30 °C e o volume de inje¢ao
da amostra foi de 5 pL. Os parametros de MS foram os seguintes: voltagem capilar, 4000 V;
pressdo do nebulizador, 40 psi; caudal de gas de secagem, 10 L/min; temperatura do gas, 350°C;
tensdo do skimmer, 45 V; voltagem do fragmentador, 110 V. Os modos MS e Auto MS/MS
foram configurados para adquirir valores de m/z variando entre 50 e 1100 e 50-800,
respectivamente, a uma taxa de varredura de 5 espectros por segundo. O software de andlise
qualitativa Agilent Mass Hunter (B.07.00) foi usado para processamento de dados pos-
aquisi¢do. Os metabdlitos presentes nos extratos foram anotados usando Global Natural Product
Social Molecular Networking (GNPS) (http://gnps.ucsd.edu) 5 mL/min, a temperatura da
coluna foi de 30 °C e o volume de injecao da amostra foi de 5 pL. Os parametros de MS foram
os seguintes: voltagem capilar, 4000 V; pressdo do nebulizador, 40 psi; caudal de gas de

secagem, 10 L/min; temperatura do gas, 350°C; tensdo do skimmer, 45 V; voltagem do
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fragmentador, 110 V. Os modos MS e Auto MS/MS foram configurados para adquirir valores
de m/z variando entre 50 ¢ 1100 e 50—800, respectivamente, a uma taxa de varredura de 5
espectros por segundo. O software de analise qualitativa Agilent Mass Hunter (B.07.00) foi
usado para processamento de dados pos-aquisicdao. Os metabolitos presentes nos extratos foram
anotados wusando Global Natural Product Social Molecular Networking (GNPS)
(http://gnps.ucsd.edu) 40psi; caudal de gas de secagem, 10 L/min; temperatura do gas, 350°C;
tensao do skimmer, 45 V; voltagem do fragmentador, 110 V. Os modos MS e Auto MS/MS
foram configurados para adquirir valores de m/z variando entre 50 e¢ 1100 e 50-800,
respectivamente, a uma taxa de varredura de 5 espectros por segundo. O software de andlise
qualitativa Agilent Mass Hunter (B.07.00) foi usado para processamento de dados pos-
aquisi¢do. Os metabdlitos presentes nos extratos foram anotados usando Global Natural Product
Social Molecular Networking (GNPS) (http://gnps.ucsd.edu) 40psi; caudal de gés de secagem,
10 L/min; temperatura do gas, 350°C; tensdo do skimmer, 45 V; voltagem do fragmentador,
110 V. Os modos MS e Auto MS/MS foram configurados para adquirir valores de m/z variando
entre 50 e 1100 e 50-800, respectivamente, a uma taxa de varredura de 5 espectros por segundo.
O software de andlise qualitativa Agilent Mass Hunter (B.07.00) foi usado para processamento
de dados pods-aquisi¢do. Os metabolitos presentes nos extratos foram anotados usando Global
Natural Product Social Molecular Networking (GNPS) (http://gnps.ucsd.edu)[54]. Primeiro, os
dados MS foram convertidos para o formato mzML com o software MSConvert pacote
ProteoWizard 3.0.6002 (ProteoWizard, EUA). Os arquivos convertidos foram carregados para
a plataforma GNPS e uma rede molecular foi criada usando o fluxo de trabalho online
(https://ccms-ucsd.github.io/GNPSDocumentation/). Os dados foram filtrados removendo
todos os ions do fragmento MS/MS dentro de +/- 17 Da do precursor m/z. Os espectros de
MS/MS foram filtrados por janela escolhendo apenas os seis principais ions de fragmento na
janela de +/- 50 Da em todo o espectro. A massa do ion precursor e as tolerancias do ion do
fragmento MS/MS foram ajustadas para 0,02 Da. Uma pontuagdo de cosseno acima de 0,65 e
mais de quatro picos combinados foram usados para criar as bordas da rede. Os espectros na
rede foram pesquisados contra as bibliotecas espectrais do GNPS. Os espectros da biblioteca
foram filtrados da mesma maneira que os dados de entrada. Os espectros de ions produto
apresentados no GNPS foram verificados manualmente com anotacdo prévia da literatura.
Além disso, isoflavonoides e flavonoides ja identificados na soja t€ém seus espectros m/z e
MS/MS  pesquisados nos cromatogramas usando o software MZmine 2.53

(https://mzmine.github.io/)[55,56].
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Resultados e discussao

Primeira etapa — Desengorduramento da soja com n-heptano e solventes metaticos

naturais alternativos (NaHDES)

As curvas cinéticas correspondentes ao primeiro passo da extragdo por PLE da soja
(incluindo soja e a mistura de subprodutos de soja) sao mostradas na Figura 1. Tais curvas estao
relacionadas ao rendimento acumulado (%) do procedimento de desengorduramento da soja
(Figura 1A) e a mistura de subprodutos de soja (galhos, folhas, vagens e raizes — Figura 21B)
utilizando n-heptano como solvente de referéncia. A extragdo da soja atingiu equilibrio apos 20
minutos de extragdo com rendimento acumulado de 21,14% a 120°C (Figura 1A). Por outro
lado, o processo de desengorduramento para a mistura de subprodutos de soja resultou em um
rendimento acumulado inferior a 3% para todas as temperaturas monitoradas e tempos de
extragdo. Portanto, o primeiro passo por meio do PLE ndo foi aplicado ao mix das partes
individuais dos subprodutos de soja, uma vez que envolveria um passo adicional com mais

solvente e consumo de energia com um pequeno beneficio em termos de rendimento.

A) Soybeans 5 B) Mix of soy by-products
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Figura 1. Curvas cinéticas baseadas nos rendimentos da soja e mistura de extratos de soja

gerados pelo PLE utilizando n-heptano a trés temperaturas diferentes (40, 80 e 120°C).

Como alternativa ao n-heptano, 108 candidatos a Solventes Eutéticos Hidrofobicos
Naturais (NaHDES), ja descritos na literatura, foram selecionados in silico para desengordurar
asoja[28-45]. Em contraste com a abordagem usual dos Parametros de Solubilidade de Hansen
(HSP), quando o alvo ¢ um composto bioativo, este trabalho usou um solvente, n-heptano, como
alvo para encontrar outras op¢des semelhantes (e mais verdes). A abordagem HSP foi aplicada
usando o software HSPiP®, permitindo o calculo de HSP para NaHDES. Uma menor distancia
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(Ra) entre NaHDES e n-heptano significa uma maior similaridade entre eles e um potencial
substituto para o solvente de referéncia. A Tabela S1 apresenta os valores de HSP e Ra de
NaHDES, e a Tabela 1 contém os valores referidos dos trés NaHDES e n-heptano selecionados.
Eucaliptol:mentol 1:1 (EM) apresentou maior similaridade com o n-heptano, com Ra de 6,33.
Tal candidato a NaHDES ja foi aplicado para extrair astaxantina de residuos de casca de
caranguejo marrom [45]. EM foi a mistura a base de terpeno menos polar e viscosa no trabalho
citado. O segundo candidato ao NaHDES selecionado foi canfora:mentol (1:1) (CM), pois
contém um dos mesmos constituintes que o primeiro, mentol, ¢ Ra semelhante (5° lugar na
Tabela S1 — Ra de 7,13). Reduz a necessidade de outras duas substancias e contém uma
diferenga percentual de 3,63% em relacdo ao segundo classificado NaHDES, borneol:acido
oleico (1:4). A canfora:timol (3:2) foi a terceira mistura escolhida por apresentar um dos
mesmos constituintes desta tltima mistura e contém propriedades intermediarias entre as outras

duas proporgdes (1:1 e 2:1) de seus componentes.

Tabela 1. Parametros de solubilidade de Hansen (éD, 6P e 6H) de n-heptano, o solvente de

referéncia, e os trés solventes eutéticos naturais hidrofobicos selecionados (NaHDES).

Solventes oD oP OH Ra

n-Heptano (referencia) 15.30 0.00 0.00 0.00
Eucaliptol:mentol 1:1 16.59 3.17 4.82 6.33
Canfora:mentol 1:1 1691 428 471 7.13
Canfora:timol 3:2 17.56 4.72 4.16 7.74

Em seguida, os trés NaHDES selecionados foram inicialmente testados para
desengordurar soja usando PLE a 90, 120 e 150°C. A temperatura de 120°C foi definida como
a temperatura intermedidria por ser a melhor temperatura para o n-heptano. Os rendimentos
alcancados para as trés misturas foram semelhantes aos observados para n-heptano, com um
rendimento acumulado de 22,344+1,43% (Tabela 2 e Figura S2). O tempo de extracao foi fixado
em 20 min resultando no equilibrio do rendimento acumulado com o solvente de referéncia,
conforme descrito anteriormente. Nao foram observadas diferencas estatisticas (p>0,05) para
as trés misturas nas trés temperaturas. Isso significa que extracdes com candidatos NaHDES a
90°C podem ser usadas com sucesso para substituir n-heptano para desengordurar soja a 120°C.
Resultados semelhantes foram obtidos por Claux et al. [15]. Em seu trabalho, o

desengorduramento da soja foi realizado usando 2-metiloxolano (2-MeTHF) puro e com adigao
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de agua, resultando em um rendimento acumulado semelhante (23,7 + 0,1) ao obtido neste
trabalho. Para as etapas seguintes, o EM foi selecionado como a melhor mistura para
desengordurar a soja por apresentar rendimentos semelhantes as demais opgdes e seus
componentes apresentarem menor toxicidade [57-60]. Gasparetto et al. destacaram alternativas
verdes para extrair 6leo de soja[61]. Solventes, como terpenos, éter ciclopentilmetilico (CPME)
e 2-MeTHF, foram aplicados como substitutos eficientes ao hexano. Além disso, misturas de
etanol com éster alquilico ou acetato de etila, bem como a-pineno foram estudadas para
desengordurar soja, alcangando resultados promissores [62—64]. Além do HSP, o COSMO-RS
(COnductor-like Screening MOdel for Real Solvents) também pode ser empregado para a
triagem de solventes mais verdes para o processo de desengorduramento, conforme descrito por

Sicaire et al. e Cascan et al. [65-67].

Tabela 2. Extragdo do processo de desengorduramento da soja empregando extragdo de
liquidos pressurizados (PLE) com n-heptano em 40, 80, e 120°C e trés candidatos selecionados

NaHDES, eucaliptol:mentol (1:1), canfora:mentol (1:1), canfora:timol (3:2), a 90, 120 e 150°C.

Rendimento da

Solventes Temperatura (°C) extracio (%)
n-Heptano 40 16.08+0.12 ¢
80 17.91+0.49 ¢
120 21.15+1.51 b¢
Eucaliptol:mentol (1:1) 90 21.54+1.53 ab<
120 22.1240.93 *bc
150 21.7940.63 *b<
Canfora:mentol (1:1) 90 20.32+0.86 4
120 22.62+0.1 *be
150 23.97+0.55?
Canfora:timol (3:2) 90 21.3241.37 abe
120 23.51£1.02 *°
150 23.84+0.55 *°

* As letras em uma coluna indicam diferengas significativas entre solventes de extragdo para diferentes extratos
(p <0,05) pelo teste de Tukey.
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Adicionalmente, a Figura 3 mostra os cromatogramas GC-QToF-MS das fracdes
correspondentes a menor e maior temperatura das extragdes pressurizadas de n-heptano (40 e
120°C) e EM (90°C e 150°C). Conforme representado nos cromatogramas, a temperatura nao
promoveu diferencas no perfil metabdlico. Os compostos 1 e 2 foram identificados como acido
linolénico e d-tocoferol, respectivamente. Nos cromatogramas de n-heptano, obteve-se maior
intensidade de d-tocoferol e, em contrapartida, o pico relacionado ao acido linolénico foi mais
intenso nos cromatogramas EM. Os picos marcados com (*) foram relacionados a
contaminantes ftalatos identificados nos extratos de NaHDES. Outras analises devem ser
empregadas com foco na substituicdo do n-heptano (hexano) pela soja desengordurada

conforme proposto por Claux et al.[15].
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Figura 3. Cromatogramas GC-QToF-MS da temperatura mais baixa e alta dos extratos de n-
heptano de soja a 40 (A) e 120°C (B) e eucaliptol:mentol (1:1) — EM a 90 (C) e 150°C (D)
realizados pelo PLE.

Segunda etapa — Extracio de compostos fenolicos

Os teores de flavonoides (TFC) e fenolicos (TPC) totais da mistura de subprodutos de
soja foram definidos como a resposta para otimizar as condigdes pressurizadas para extrair as
partes individuais da soja e grao, conforme apresentado a seguir. Primeiramente, o PLE foi
realizado em trés temperaturas: 60, 90 e 120°C; dois solventes: i) EtOH-H>O 7:3 (v/v) e o
NADES 1ii) cloreto de colina:acido citrico:dgua (1:1:11) (ChCl:Ca:H20); 20 min de extracao,
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pois foi o tempo em que se obteve o melhor resultado na primeira etapa do PLE (Figura S3).
Tal NADES foi selecionado pois seus constituintes e propor¢ao ja foram otimizados para extrair
isoflavonas e solubilizar flavonoides sob condig¢des de baixa pressao[47,48]. Bajkacz e Adamek
determinaram as melhores condigdes para extrair daidzina, genistina, genisteina e daidzeina de
produtos de soja com cloreto de colina: acido citrico (razdo molar de 1:1 com 30% de 4gua) a
60 °C utilizando a extragao assistida por ultrassom (UAE) [48]. Tang et al. verificaram que uma
propor¢ao e constituintes de NADES semelhantes, com ligeira modificagdo no teor de agua
(37%, o que significa ChCl:Ca:H;O - 1:1:11), apresenta maior capacidade de extrair, separar
ou purificar flavondides, como floretina, florizina e naringina DC[47]. Nosso trabalho
selecionou a relagdo NADES com 37% de agua por fornecer um solvente de menor viscosidade,
possibilitando sua pressurizacao pela bomba PLE. Além disso, as extragdes de TPC e TFC de
PLE foram comparadas com macera¢do dinamica usando i) ChCl:Ca:H,O (na mesma
propor¢ao acima) e ii) EtOH-H20 7:3 (v/v) a 60 °C como o método de referéncia. Além disso,
liquidos expandidos por gas (GXLs) com ChCl:Ca:H>O foram testados com trés porcentagens
de CO2 (25, 50 e 75%) a 60 °C, a fim de reduzir a quantidade de NADES a ser empregada,
favorecendo a viscosidade e a difusividade dos compostos no solvente. Problemas mecanicos
relacionados a estabilidades da pressao do sistema em diferentes porcentagens de CO»
determinaram a utiliza¢ao de apenas 50% no NADES viscoso. Até onde sabemos, a literatura
nao relata a combinagdo de GXLs com NADES. Entdo, um equipamento GXLs com um sistema
de controle de pressdo mais robusto poderia ser proposto como uma potencial inovacao para
lidar com solventes de maior viscosidade, pois, como mencionado, poderia diminuir sua
viscosidade, modificar o pH do meio de extragdo e alterar outras propriedades quimicas e/ou

fisicas[24].

Os resultados de TFC e TPC de ChCl:Ca:H2O pressurizado e EtOH-H20 7:3 (v/v), bem
como GXLs e extragdes de maceragao dindmica sdo exibidos na Tabela 3. ChCl:Ca:H>O
pressurizado a 90 e 120°C e EtOH-H>O 7:3 (v/v) pressurizado a 120°C apresentaram resultados
semelhantes (p>0,05). No entanto, as maiores médias de TFC e TPC foram alcangadas a 120°C
e ChCl:Ca:H>O, o que representa 369,74+8,78 ng QE/ge 5,63+1,11 mg GAE/g,
respectivamente. Os menores TFC e TPC foram alcangados a 60°C por maceragdo dinamica
com EtOH-H>O 7:3 (v/v), 136,30+£23,8 ng QE/g, e ChCl:Ca:H>O expandido por gas, cujo teor
ndo foi detectado, respectivamente. Aboushanab et al. extrairam isoflavonas de raizes de kudzu
e melago de soja usando cloreto de colina e 4cido citrico na propor¢ao molar de 1:2 [68]. Eles

alcancaram um TPC e TFC de 15,20+3,47 mg GAE/ge 6,12+0,51 mg QE/g, respectivamente,
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em extratos de melaco de soja. A comparacao entre os resultados citados com o nosso trabalho
¢ inadequada, pois concentraram tais fragdes previamente as analises citadas. Os extratos secos
foram utilizados para realizar os ensaios, promovendo maior concentragao de TPC e TFC[68].
Combinando extracao de agua quente pressurizada (PHWE) e NADES como modificadores,
Loarce et al. desenvolveram uma abordagem promissora para extrair antocianinas de bagago de
uva[22]. Oito misturas de NADES foram testadas, e a melhor composicdo de NADES foi
adicionada em trés porcentagens em PHWE (10, 20 e 30%). Posteriormente, a melhor
composicao foi estudada em quatro temperaturas (40, 60, 80 e 100°C). Um PHWE com 30%
cloreto de colina:acido oxalico 1:1 (razdo molar) gerou os melhores resultados. Em seu
trabalho, maiores concentragdes de NADES demonstraram um maior teor de antocianinas e
piroantocianinas. Em contrapartida, as extracdes feitas a 60, 80 e 100°C ndo apresentaram
diferengas significativas (p>0,05) nas respostas citadas. Rachmaniah et al. aplicaram NADES
pressurizado para extrair alcaldides de Narcissus pseudonarcissus. Os melhores resultados
foram obtidos usando 4cido malico:sacarose:agua (1:1:5) a 50 bar e 50°C, com resultados
semelhantes a extragdo exaustiva de Soxhlet com metanol[69]. Além disso, Benvenutti et al.
realizaram extracdes pressurizadas de DES de subproduto do processamento de jaboticaba
resultando em fragdes com potencial antioxidante, antidiabético e propriedades anti-
obesidade[23]. A solugdo DES de cloreto de colina com propilenoglicol ou acido malico
combinado com PLE promoveu extratos com rendimentos 50% superiores a agua, agua
acidificada (pH 1,5) e solucdo hidroetandlica (47% de EtOH em 4gua), que representam os

solventes convencionais para a extragao de antocianinas.

Tabela 3. Teor de flavonoides (TFC) e de fendlicos (TPC) totais da mistura de subprodutos de

soja (ou seja, galhos, folhas, vagens e raizes) de diferentes condi¢des de extracao.

Extracts T (°C) TFC (ug QE/g) TPC (mg GAE/g)

GXLs - ChCl:Ca:H,0 (1:1:11) 60 136.30+23.8 ¥

Mac - ChCl:Ca:H>0 (1:1:11) 60 216.10+40.7 <4 0.82+0.13 ¢

Mac - EtOH-H,0 7:3 (v/v) 60 114.21£2.90 1.83+0.21 od¢

PLE - ChCl:Ca:H>0 (1:1:11) 60 273.8426.1 °¢ 1.39:+0.23 d°
90 323.57+16.68 ** 4.29+1.15 20
120 369.74+8.78 5.63+1.11°2
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PLE - EtOH-H,0 7:3 (v/v) 60 147.75+13.93 of 2.52+0.16 ¢
90 201.39+8.14 4¢ 3.47+0.09 b¢
120 316.68+13.77 b 5.33+0.13 2

* As letras em uma coluna indicam diferencas significativas entre solventes de extra¢ao para diferentes extratos (p < 0,05) pelo teste de

Tukey.

¥ Quantidade ndo detectada

Analise dos subprodutos da soja e griao

Os maiores TPC e TFC para os extratos preparados a partir da mistura de subprodutos
de soja foram obtidos com PLE a 120°C com ChCl:Ca:H>O. Em seguida, esta condi¢do foi
aplicada para extrair subprodutos de soja individualmente e (previamente desengordurado por
EM pressurizado); os resultados sdo apresentados na Tabela 4. Extratos de folhas de soja
seguidos de vagens apresentaram as maiores TFC, 419,10+33,8 e 250,10+£20,00 ng QE/g,
respectivamente. Galhos, raizes e soja ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05) no
TFC. Para os subprodutos de soja, o valor médio de TPC foi de 8,45+2,26 mg GAE/g, sem
diferenga entre eles. No entanto, extratos dos graos apresentaram o menor valor de TPC,
1,01+0,18 mg GAE/g. Comparagdes entre o teor de compostos bioativos, especificamente
isoflavonas, de subprodutos de soja e soja foram relatados por Carneiro et al.[10]. Os autores
verificaram que os subprodutos da soja (i.e., galhos, folhas e vagens) possuem 132% do total
de isoflavonas quantificados na soja, representando que os subprodutos da soja sdo fontes
potenciais de compostos fenolicos. Além disso, Cabezudo et al. obteveram maior teor de
compostos fendlicos na casca de soja, um subproduto da soja, do que no grao [70]. Eles
realizaram uma extracao verde com base em um tratamento de hidrdlise alcalina, resultando em
um TPC de 0,72 g equivalentes de acido galico por 100 g de casca de soja. Gupta e Chen
obtiveram maior teor de daidzeina e genisteina em extratos fermentados de okara (subproduto
do leite de soja) usando Rhizopus oligosporus em comparagdao com o material ndo fermentado
[71]. Além disso, os extratos fermentados apresentaram TPC e TFC de 709,33+2,92 e
10,77+1,25 mg de equivalentes de acido galico e quercetina por g de amostras de okara,

respectivamente.

Em relacdo as propriedades antioxidantes dos subprodutos de soja e extratos de
commodities, a capacidade de absorcao de radicais de oxigénio (ORAC) foi determinada pelo
método de capacidade de eliminacdo de ROS (Tabela 4). Os extratos de raiz de soja
apresentaram a maior capacidade antioxidante, 207,48+40,23 mg AA/g, com trés vezes mais
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atividade que os extratos do grao, 68,96+12,30. Folhas e galhos apresentaram capacidade
antioxidante semelhante, com 124,75+12,71 ¢ 108,33+20,61 mg AA/g. Em contraste, as vagens
apresentaram o menor valor, 60,74+13,60 mg AA/g. Dorta et al. compararam o TPC e ORAC
de subprodutos de manga, concluindo que ambas as respostas nao apresentaram correlagao [72].
Em contraste, aplicando uma combina¢ao de PLE e NADES, Benvenutti et al. encontraram uma
correlacdo entre o TPC e a capacidade antioxidante de extratos de subprodutos do
processamento de jaboticaba [23]. Além disso, concentracdes intermediarias de DES, vazao e
temperatura aumentaram o potencial antioxidante dos extratos. Realizando extracdo com agua
subcritica combinada a NADES, Loarce et al. extratos realizados com maior teor de catequinas,
taninos, acidos hidroxicinamicos e flavonois de subprodutos da vinificagdo [21]. Além disso,
constataram que os metabolitos bioativos citados contribuem para a capacidade antioxidante.
De acordo com o melhor de nosso conhecimento, a literatura nao relata a combinag¢ao de PLE
e NADES para gerar fragdes ricas em fendlicos com alta capacidade antioxidante a partir de
subprodutos agricolas da soja, que t€ém sido descritos como fontes promissoras de compostos

bioativos e pouco exploradas [73].

Tabela 4. O teor total de flavonoides (TFC) e fendlicos (TPC), bem como capacidade

antioxidante (ORAC) dos extratos dos subprodutos de soja (ou seja, galhos, folhas, vagens e

raizes) e soja feitos por meio de ChCL:CA:H>O (1:1:11) a 120°C, 100 bar, e 20 min de extragao.

Extratos TFC (ug QFE/g) TPC (mg GAE/g) ORAC (mg AA/g)
Galhos 154.00+21.8 6.35+1.67 108.33+20.61 b¢
Folhas 419.10+33.8 9.73£1.27% 124.75+12.71°
Vagens 250.104+20.00 ° 9.2842.16 2 60.74+13.60 °
Raizes 114.37+14.68 8.44+2.99 207.48+40.23
Grao* 154.00+£47.10 1.01£0.18 68.96+12.30 >°

* As letras em uma coluna indicam diferengas significativas entre os solventes de extragdo para diferentes extratos (p < 0,05) pelo teste de
Tukey.

¥ Soja desengorduramentoda

Extratos de ChCl:Ca:H20 pressurizados também foram analisados por UHPLC-ESI-
QToF-MS/MS. A anotagdo dos espectros MS/MS foi realizada comparando seus dados com a
biblioteca de referéncia espectral GNPS e verificando manualmente pelo MZmine[54]. Além
disso, os candidatos obtidos pelo GNPS tiveram sua compatibilidade contestada com a massa

de alta resolucdo adquirida e com relatos anteriores de sua ocorréncia em subprodutos de soja
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[5]. A Tabela 5 resume a anotacao dos metabolitos identificados, com foco nos metabolitos
mais importantes da soja, flavondides e isoflavondides. Os isoflavondides daidzina e genistina,
bem como o flavondide apigenina, foram encontrados em todas as partes da soja. Tais
metabolitos foram relacionados a potenciais propriedades bioativas contra o cancer e
capacidade anti-inflamatéria[7,74—76]. Além disso, isoflavonoides bioativos, como
formononetina 7-O-glicosideo (ononina) e biochanina A 7-O-glicosideo (astrosideo), foram
identificados em pelo menos um subproduto da soja. A ononina tem sido relacionada como uma
droga antiparasitaria, € o astrosideo contém propriedades potenciais para maximizar a fungao

da comunidade microbiana em animais [77,78].
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Tabela 5. Lista de compostos provisoriamente identificados no extrarto de ChCl:CA:H>O (1:1:11) extratos de galhos (B), folhas (L), vagens (P),
raizes (R)e soja (S) por UHPLC-ESI-QToF-MS/MS.

. MS/MS
Numer Tr Férmula  Ion Massa fragmentos
odo .. Identificacdo Classificacio mensurada A s B|L|P R|S
. (min) molecular molecular (abundancia
pico (A ppm) relativa)
127.0380 (100),
1 4.18 Licoagrosideo B Glycosideo CisH24O12  [M+H]* 433.1340 (3.8) 85.0280 (7.8), X X[ XXX
128.0420 (6.9)
433.1129 (- 255.0650 (100),
2 5.06  Genistina Isoflavonoide C2H2010  [M+H]" 3 9)' 256.0680 (19.1), XX XXX
’ 199.0740 (9.1)
255.0670 (100),
[M+H]* 3147)1 180 (- 256.0660 (25.2),
’ 257.0700 (6.3)
3 5.26  Daidzina Isoflavonoid C21H2009 253.0490 (100) XX | XXX
pasFa-T 100 252,000 61,
’ 44.9990 (56.7)
287.0540 (100),
4 5.30 Kaempferol 3-rutinoside 4'-glucosideo Flavonoide C33Ha0O020  [M+H]* 757.2186(6.6) 85.0270 (28.6), XX
288.0570 (21.3)
3-{[(2S,3R,48S,5S,6R)-4,5-Dihydroxy-3-
{[3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-
ylloxy}-6-({[(2R,3R,4R,5R,6S)-3.4,5- 287.0550 (100),

5 5.36  trihydroxy-6-methyloxan-2- Flavonoide C33H40020  [M+H]* 757.2185 (3.8) 288.0590 (20.1), X X
yl]Joxy}methyl)oxan-2-ylJoxy}-5,7- 85.0270 (15.2)
dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)chromen-4-
one

481.0907(- 283.0570 (100),
6 5.45 Biochanina A 7-O-glucosideo (astrosideo) Isoflavonoide CpH»O1p  [M+CI 1 7)' 268.0370 (38.0), X X
’ 284.0620 (17.2)




5.56

Glycitina

Isoflavonoide

C22H2:010

[M+H]*

447.1286(0.2)

285.0746 (100),
286.0786 (21.8),
448.2425 (8.6)

6.50

Malonyldaidzina

Isoflavonoide

C24H22012

[M+H]*

503.1184 (4.2)

255.0647 (100),
70.0657 (20.4),
86.0949 (20.4)

7.10

6"-O-Acetyldaidzina

Isoflavonoide

C23H2010

[M+H!*

459.1286(3.9)

255.0649 (100),
70.0658 (12.0),
471.2798 (10.1)

10

7.26

Formononetina 7-O-glucosideo (ononina)

Isoflavonoide

CH209

[M+H]*

431.1336 (6.9)

269.0800 (100),
270.0830 (25.6),
254.0560 (11.6)

11

7.41

4'.6-Dimethoxyisoflavone-7-O-.beta.-D-
glucopyranosideo (wistina)

Isoflavonoide

C23H24010

[M+H]*

461.1442 (2.9)

299.0900 (100),
284.0670 (42.6),
300.0930 (19.0)

12

8.45

Apigenina

Flavonoide

Ci5H100s

[M-HJ

269.0455(-
5.8)

269.0412 (100),
151.0321 (23.4),
223.8405 (21.9)
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Apesar da alta temperatura, 120°C, que poderia afetar as formas glicosidicas dos
flavonoides e isoflavonodides, 6"-O-acetildaidzina, malonildaidzina, daidzina, genistina,
glicitina, bem como kaempferol 3-rutinosideo 4'-glicosideo, estes também foram identificados
nos extratos. Rostagno et al. relataram que a degradacdo de malonil glicosideo e glicosideos
ocorre acima de 100 e 150° C, respectivamente[79]. Portanto, a composi¢do do NADES pode
ter interferido no efeito da temperatura sobre flavonodides e isoflavonoides. No entanto, extratos
a base de PLE-NADES foram diluidos antes da inje¢dao nos sistemas MS como medida de
precaucgao, o que pode ter diminuido a identificagdo de compostos minoritarios. Metodologias
alternativas para recuperacao de compostos fenolicos de extratos de NADES, como extra¢ao
liquido-liquido (LLE), extracdo em fase so6lida (SPE) e extragdo supercritica de didoxido de
carbono (SFC), podem ser abordagens vidveis para concentrar metabolitos alvo e reduzir a

interferéncia dos componentes dos NADES, como mencionado por Misan et al. [80].

Conclusao

A extracdo Liquida Pressurizada (PLE) utilizando cloreto de colina:acido citrico:agua
(1:1:11 — razdo molar) a 120°C, 100 bar e 20 min (2 ciclos de 10 min) resultou em condig¢des
otimizadas para extrair fenolicos e flavonoides de subprodutos agricolas de soja. Os extratos
de folhas de soja obtidos nessas condig¢des apresentaram o maior TFC, seguido por vagens, com
419,10+33,8 € 250,10+20,00 pg QE/g, respectivamente. Em relagdao ao TPC, os subprodutos
da soja contém conteudo semelhante e sdo superiores ao grao, enquanto os extratos de raizes de
soja apresentaram a maior capacidade antioxidante, 207,48+40,23 mg AA/g, trés vezes maior
do que o observado para extratos do grao, com 68,96+ 12,30 mg AA/g. Além disso, compostos
bioativos, como apigenina (flavonoide) bem como daidzin e genistin (isoflavonoides), foram
identificados em extratos baseados em PLE-NADES de todas as partes da soja. Além disso,
um novo processo de desengorduramentonte foi desenvolvido utilizando candidatos naHDES
pressurizados, com um perfil cromatografico e de rendimento semelhante ao n-heptano,

tornando-se uma alternativa nova e mais verde a extracao convencional de 6leo de soja.

Este trabalho promove novas percepgdes sobre o uso de NADES pressurizados e
expandidos a gés, que foram pouco combinados e apresentam aplicagdes promissoras. Esses
solventes podem ser alternativas verdes para extrair compostos bioativos e, combinados com
técnicas pressurizadas, podem ser uma abordagem poderosa para gerar fragdes ricas em

fendlicos com beneficios para a satide humana. Além disso, o uso de um subproduto agricola



abundante, ou seja, galhos de soja, folhas, vagens e raizes, que contém varios compostos
bioativos, esta relacionado a uma economia circular e mais verde, como sugerido pela meta 12,
"Consumo e producao sustentaveis" dos 17 Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS)

estabelecidos pela Organizagao das Nagdes Unidas (ONU).
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PERSPECTIVAS FUTURAS E CONCLUSAO

A finalizacdo deste trabalho sera realizada por meio da extracdo seletiva de dois
compostos bioativos presentes nos subprodutos agricolas da soja, a genisteina e apigenina. Por
meio do uso de duas ferramentas in silico, Hansen solubility parameters (HSP) e Conductor-
like Screening MOdel for Real Solvents (COSMO-RS), selecionara solventes organicos e
solventes eutéticos naturais profundos (NADES) com maior capacidade de solubilizar os
metabolitos alvos citados anteriormente. Adicionalmente, as varidveis referentes ao processo
de extracdo serdo otimizadas pelo uso do planejamento experimental (DoE), e os
solventes/condi¢do com maior rendimento serdo aplicados a extragdo individual dos
subprodutos da soja, a fim de quantificar a concentragdo de ambos os metabolitos nos galhos,

folhas, vagens, raizes, e comparar aos graos.

Concluindo, este trabalho englobou uma andlise abrangente acerca da composi¢dao
quimica dos subprodutos agricolas da colheita da soja. Por meio de abordagens metabolomicas
e aplicando conceitos da Quimica Verde, esta tese aborda a presenca de metabolitos de alto
valor agregado e demonstra a potencialidade do uso de tais residuos. Empregando conceitos de
biorefinaria e economia circular, galhos, folhas, vagens e raizes de soja, que sdo deixados no
solo no pos-colheita, podem ser fontes ser utilizados como fontes abundantes de compostos
bioativos, possibilitando, assim, a criagdo de novas cadeias produtivas empregando estes

materiais.



ANEXOS



MATERIAL SUPLEMENTAR - CAPITULO I

Table S1. Metabolites identified in soy roots

Reference  Name * Traditional name ? Class © Subclass ¢
7 (2R)-2-amino-3- alanine, 3-phosphono- Carboxylic acids and Amino acids,
phosphonopropanoic derivatives peptides, and
acid analogues
7 1,3-cyclohexanedione 1,3 cyclohexanedione Organooxygen Carbonyl
compounds compounds
7 1,5-anhydroglucitol  1,5-anhydroglucitol Organooxygen Carbohydrates and
compounds carbohydrate
conjugates
7 I-methyladenosine I-methyladenosine Purine nucleosides
7 2,3-dihydroxybenzoic 2,3-dihydroxy-benzoic acid Benzene and Benzoic acids and
acid substituted derivatives
derivatives
7 2,3- 2,3-dihydroxypyridine Pyridines and Hydropyridines
dihydroxypyridine derivatives
2 2,4,6-Trihydroxy-2-  maesopsin Aurone flavonoids ~ Auronols
[(4-hydroxyphenyl)
methyl]-1-
benzofuran-3-one
7 2,4-diaminobutyric ~ 2,4-diaminobutyric acid Carboxylic acids and Amino acids,
acid derivatives peptides, and
analogues
7 2,6-diaminopimelic ~ 2,6-diaminopimelic acid Carboxylic acids and Amino acids,
acid derivatives peptides, and
analogues
7 21- 21-hydroxypregnenolone Steroids and steroid Hydroxysteroids
hydroxypregnenolone derivatives
7 2-amino-1- B phenylethanolamine Organonitrogen Amines
phenylethanol compounds
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2-butyne-1,-diol

2-deoxy-D-galactose
2-deoxy-D-glucose
2-deoxyerythritol

2'-deoxyguanosine

2-hydroxy-3-
isopropylbutanedioic
acid
2-hydroxybutanoic
acid
2-hydroxypyridine

butynediol

2-deoxy-D-galactose
deoxyglucose
(2R)-1,2,4-butanetriol

2-deoxyguanosine

3-isopropylmalic acid

a-hydroxybutyric acid

2-hydroxypyridine

2-hydroxyvaleric acid pentanoic acid, 2-hydroxy-

2-keto-L-gulonic acid

2-monoolein
2-monopalmitin
3,6-anhydro-D-
galactose

3,7,12-
trihydroxycoprostane
3-aminoisobutyric
acid

3-aminopropionitrile

2-keto-L-gulonic acid

2-oleoylglycerol

glyceryl 2-palmitate
3,6-anhydrogalactose
3,7,12-trihydroxycoprostane

(+)-B-aminoisobutyric acid

B aminopropionitrile

Organooxygen
compounds

Fatty Acyls

Fatty Acyls
Organooxygen
compounds

Purine nucleosides

Fatty Acyls

Hydroxy acids and
derivatives
Pyridines and
derivatives

Fatty Acyls

Organooxygen
compounds

Glycerolipids
Glycerolipids
Tetrahydrofurans

Steroids and steroid
derivatives
Carboxylic acids and
derivatives

Organonitrogen
compounds

Alcohols and
polyols

Fatty alcohols
Fatty alcohols
Alcohols and
polyols

Purine 2'-
deoxyribonucleoside
S

Fatty acids and
conjugates

Alpha hydroxy acids
and derivatives
Hydropyridines

Fatty acids and
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Monoradylglycerols
Monoradylglycerols

Cholestane steroids

Amino acids,
peptides, and
analogues
Organic cyanides
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3-cyanoalanine

3-hydroxybutyric
acid
3-hydroxynorvaline

3-hydroxypropionic
acid
3-methyloxindole

4-acetamidobutyric
acid

4-acetylbutyric acid
4-aminophenol
4-androsten-11beta-

ol-3,17-dione
4-hydroxy-3-

methoxybenzoic acid

4-hydroxybutyrate

4-hydroxycinnamic
acid

4-hydroxypyridine

3-cyanoalanine

3 hydroxybutyrate

3-hydroxynorvaline

3-hydroxy-propanoic acid
3-methyloxindole

4-acetamidobutyrate

5-oxohexanoic acid

aminophenol

11B-hydroxyandrostenedione

vanillic acid

gamma-hydroxybutyrate

hydroxycinnamic acid

4-hydroxypyridine

4-hydroxyquinazoline 4-quinazolinol

Carboxylic acids and

derivatives

Hydroxy acids and
derivatives

Carboxylic acids and

derivatives

Hydroxy acids and
derivatives
Indoles and
derivatives

Carboxylic acids and

derivatives
Fatty Acyls

Benzene and
substituted
derivatives

Steroids and steroid
derivatives
Benzene and
substituted
derivatives

Fatty Acyls

Cinnamic acids and
derivatives

Pyridines and
derivatives
Diazanaphthalenes

Amino acids,
peptides, and
analogues

Beta hydroxy acids
and derivatives
Amino acids,
peptides, and
analogues

Beta hydroxy acids
and derivatives
Indolines

Amino acids,
peptides, and
analogues

Fatty acids and
conjugates

Aniline and
substituted anilines

Androstane steroids

Benzoic acids and
derivatives

Fatty acids and
conjugates
Hydroxycinnamic
acids and
derivatives
Hydropyridines

Benzodiazines
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4-methylbenzyl
alcohol

5,6-dihydrouracil

5,6-

dimethylbenzimidazo

le
5-aminovaleric acid

5-dihydrocortisol
5-dihydrocortisone

5-Hydroxy-6,8-
dimethoxy-7-
[(2S,3R,48,5S,6R)-
3,4,5-trihydroxy-6-

(hydroxymethyl)oxan

-2-yl]loxychromen-2-
one
5-hydroxyindole-3-
acetic acid

5-methoxytryptamine

6-deoxy-D-glucose

4-methylbenzyl alcohol

dihydrouracil

5,6-dimethylbenzimidazole

5-aminovaleric acid

Sa-tetrahydrocortisol
dihydrocortisone
5-hydroxy-6,8-dimethoxy-7-{[(2S,3R,4S,5S,6R)-

3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-
ylJoxy}chromen-2-one

hydroxyindoleacetic acid

5 methoxytryptamine

L-rhamnose

Benzene and
substituted
derivatives
Diazines

Benzimidazoles

Carboxylic acids and

derivatives

Steroids and steroid
derivatives

Steroids and steroid
derivatives
Coumarins and
derivatives

Indoles and
derivatives

Indoles and
derivatives
Organooxygen
compounds

Benzyl alcohols

Pyrimidines and
pyrimidine
derivatives

Amino acids,
peptides, and
analogues
Hydroxysteroids

Hydroxysteroids

Coumarin
glycosides

Indolyl carboxylic
acids and
derivatives
Tryptamines and
derivatives
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
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6-hydroxy caproic
acid dimer

6-O-Malonyldaidzin

6-O-Malonylgenistin

6-phosphogluconic
acid

7,3"4'-

Trihydroxyisoflavone

7,8-
dimethylalloxazine
abietic acid
Acetate

acetol

aconitic acid
Adenine
adenosine-

monophosphate
Alanine

allantoic acid

allantoin

6-hydroxyhexanoic acid

malonyldaidzin
malonylgenistin

6-phosphogluconic acid

3'.4',7-trihydroxyisoflavone
7,8-dimethylalloxazine

abietic acid
acetate

acetone alcohol

aconitic acid

adenine

adenosine monophosphate

L-alanine

allantoic acid

allantoin

Hydroxy acids and
derivatives

Isoflavonoids
Isoflavonoids

Organooxygen
compounds

Isoflavonoids
Pteridines and

derivatives
Prenol lipids

Carboxylic acids and

derivatives
Organooxygen
compounds

Carboxylic acids and

derivatives
Imidazopyrimidines

Purine nucleotides

Carboxylic acids and

derivatives

Carboxylic acids and

derivatives

Azoles

Medium-chain
hydroxy acids and
derivatives
Isoflavonoid O-
glycosides
Isoflavonoid O-
glycosides
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Isoflav-2-enes

Alloxazines and
isoalloxazines
Diterpenoids
Carboxylic acids

Carbonyl
compounds
Tricarboxylic acids
and derivatives
Purines and purine
derivatives

Purine
ribonucleotides
Amino acids,
peptides, and
analogues

Amino acids,
peptides, and
analogues
Imidazoles
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allylmalonic acid

alpha-aminoadipic
acid

alpha-D-
glucosamine-
phosphate
alpha-ecdysone
alpha-santonin
aminomalonic acid
androstanediol
androsterone
arbutin

ascorbate
Asparagine

Aspartic acid

Benzoic acid

2-allyl-malonic acid

aminoadipic acid

[(2R,3S,4R,5R,6S)-5-ammonio-3,4,6-
trihydroxyoxan-2-yl]methyl phosphate

a-ecdysone

santonin

2-aminopropanedioic acid

androstanediol
androsterone

arbutin

ascorbate
L-asparagine

aspartic acid

benzoic acid

Fatty Acyls

Carboxylic acids and

derivatives

Organooxygen
compounds

Steroids and steroid
derivatives
Prenol lipids

Carboxylic acids and

derivatives

Steroids and steroid
derivatives

Steroids and steroid
derivatives
Organooxygen
compounds

Dihydrofurans

Carboxylic acids and

derivatives

Carboxylic acids and

derivatives

Benzene and
substituted
derivatives

Fatty acids and
conjugates

Amino acids,
peptides, and
analogues
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates

Bile acids, alcohols
and derivatives
Terpene lactones
Amino acids,
peptides, and
analogues
Androstane steroids

Androstane steroids

Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Furanones

Amino acids,
peptides, and
analogues

Amino acids,
peptides, and
analogues
Benzoic acids and
derivatives
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benzoylformic acid
beta-
mannosylglycerate
biotin

bis(2-

hydroxypropyl)amine

canavanine
carbamoyl-aspartic
acid

carbobenzyloxy-L-
leucine

cellobiose

cellobiotol

cerotinic acid
chlorogenic acid
cholecalciferol

Choline

benzoylformic acid

(2R)-3-hydroxy-2-{[(2R,3S,4S,5S,6R)-3 4,5-

trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-
ylJoxy } propanoic acid
biotin

diisopropanolamine

canavanine

carbamylaspartic acid

carbobenzoxy-L-leucine

cellobiose

(2S,3R,4R,5R)-4-{[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-
trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-
ylJoxy}hexane-1,2,3,5,6-pentol
heptacosanoic acid

chlorogenic acid

cholecalciferol

choline

Benzene and
substituted
derivatives
Fatty Acyls

Biotin and
derivatives
Organonitrogen
compounds

Carboxylic acids and

derivatives

Carboxylic acids and

derivatives

Carboxylic acids and

derivatives

Organooxygen
compounds

Fatty Acyls

Fatty Acyls

Organooxygen
compounds
Steroids and steroid
derivatives
Organonitrogen
compounds

Benzoyl derivatives

Fatty acyl
glycosides

Amines

Amino acids,
peptides, and
analogues
Amino acids,
peptides, and
analogues
Amino acids,
peptides, and
analogues
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Fatty acyl
glycosides

Fatty acids and
conjugates
Alcohols and
polyols

Vitamin D and
derivatives
Quaternary
ammonium salts
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cis-1,2-
dihydronaphthalene-
1,2-diol

cis-gondoic acid
citramalic acid
Citric acid
conduritol b epoxide
Coumaric acid
Coumaroyl-aspartic
acid

Coumestrol

creatine

cystine

cytidine

cytidine-
monophosphate
cytosin

Daidzein
Daidzin

(1R,2S)-1,2-dihydronaphthalene-1,2-diol

cis-11-eicosenoic acid
citramalate, (+-)-
citric acid

conduritol b epoxide
para-coumaric acid

N-coumaroyl-L-aspartic acid

coumestrol
creatine

cystine

cytidine
poly C
cytosine

daidzein
daidzin

Naphthalenes

Fatty Acyls

Fatty Acyls

Carboxylic acids and

derivatives
Oxepanes
Cinnamic acids and
derivatives

Carboxylic acids and

derivatives

Isoflavonoids

Carboxylic acids and

derivatives

Carboxylic acids and

derivatives

Pyrimidine
nucleosides
Pyrimidine
nucleotides
Diazines

Isoflavonoids
Isoflavonoids

Fatty acids and
conjugates

Fatty acids and
conjugates
Tricarboxylic acids
and derivatives

Hydroxycinnamic
acids and
derivatives
Amino acids,
peptides, and
analogues
Coumestans
Amino acids,
peptides, and
analogues
Amino acids,
peptides, and
analogues

Pyrimidine
ribonucleotides
Pyrimidines and
pyrimidine
derivatives
Isoflav-2-enes
Isoflavonoid O-
glycosides
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D-arabitol

D-erythro-
sphingosine
D-galacturonic acid

d-glucoheptose

D-glyceric acid

D-glycerol-1-
phosphate
digitoxose

diglycerol

DL-
dihydrosphingosine
D-talose

elaidic acid

estriol

Ethanol

Ethanolamine

adonitol

sphingosine

D-galacturonic acid
(2R,3R,4S,5R,6R)-2,3,4,5,6,7-
hexahydroxyheptanal

D-glyceric acid

a-glycerophosphorate
digitoxose

a,a'-diglycerol
2-aminooctadecane-1,3-diol

talose

(+-)-propylene glycol
estriol
ethyl alcohol

ethanolamine

Organooxygen
compounds

Organonitrogen
compounds
Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Glycerophospholipid

S
Organooxygen
compounds

Glycerolipids
Organonitrogen
compounds
Organooxygen
compounds

Fatty Acyls

Steroids and steroid
derivatives
Organooxygen
compounds
Organonitrogen
compounds

Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Amines

Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Glycerophosphates

Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Monoradylglycerols
Amines

Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates

Fatty acids and
conjugates
Estrane steroids

Alcohols and
polyols
Amines
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ferulic acid

formic acid

Formononetin-7-O-
glucoside
Formononetin-7-O-
glucoside- 6-O-
malonate

Fructose

fructose,6-
biphosphate

Fructose-6-phosphate

fucose

Fumaric acid

GABA

Galactinol

Galactonic acid

ferulic acid

formic acid

ononin
3-0x0-3-{[(2R,3S,4S,5R,6S)-3,4,5-trihydroxy-6-
{[3-(4-methoxyphenyl)-4-oxochromen-7-

yl]oxy}oxan-2-yl|methoxy} propanoic acid
fructose

fructose-2,6-diphosphate

fructose-6-phosphate

fucose

fumaric acid

gamma(amino)-butyric acid

(1S,2R,3S,4S,5S,6R)-6-{[(2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-

trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-
yl]oxy}cyclohexane-1,2,3,4,5-pentol
galactonic acid

Cinnamic acids and Hydroxycinnamic

derivatives

Carboxylic acids and

derivatives
Isoflavonoids

Isoflavonoids
Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Carboxylic acids and

derivatives

Carboxylic acids and

derivatives

Organooxygen
compounds

Hydroxy acids and
derivatives

acids and
derivatives
Carboxylic acids

Isoflavonoid O-
glycosides
Isoflavonoid O-
glycosides

Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Dicarboxylic acids
and derivatives
Amino acids,
peptides, and
analogues
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Medium-chain
hydroxy acids and
derivatives
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Galactose

Genistein

Genistin

gentiobiose

glucoheptonic acid

Gluconic acid

Gluconic lactone

glucosaminic acid

Glucose

Glucose-1-phosphate

Glucose-6-phosphate

glucuronic acid

galactose

genistein

genistin

gentiobiose

glucoheptonic acid

gluconic acid

gluconolactone

glucosaminic acid

glucose

glucose-1-phosphate

glucose-6-phosphate

D-glucuronic acid

Organooxygen
compounds

Isoflavonoids
Isoflavonoids

Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Carboxylic acids and
derivatives

Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Isoflav-2-enes
Isoflavonoid O-
glycosides
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates

Amino acids,
peptides, and
analogues
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
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Glutamic acid

glutamine

glutaraldehyde
glutaric acid

glutathione

Glycine

glycitein
Glycitin

glycocyamine

Glycolic acid

gly-pro

guanine

guanosine
heptadecanoic acid

L-glutamic acid

L-glutamine

glutaraldehyde
glutaric acid

glutathione

glycine

glycitein
glycitin

glycocyamine

glycolic acid

gly-pro

guanine

guanosine
heptadecanoic acid

Carboxylic acids and
derivatives

Carboxylic acids and
derivatives

Organooxygen
compounds
Carboxylic acids and
derivatives
Carboxylic acids and
derivatives

Carboxylic acids and
derivatives

Isoflavonoids
Isoflavonoids

Carboxylic acids and
derivatives

Hydroxy acids and
derivatives
Carboxylic acids and
derivatives

Imidazopyrimidines

Purine nucleosides
Fatty Acyls

Amino acids,
peptides, and
analogues

Amino acids,
peptides, and
analogues
Carbonyl
compounds
Dicarboxylic acids
and derivatives
Amino acids,
peptides, and
analogues

Amino acids,
peptides, and
analogues
Isoflav-2-enes
Isoflavonoid O-
glycosides

Amino acids,
peptides, and
analogues

Alpha hydroxy acids
and derivatives
Amino acids,
peptides, and
analogues

Purines and purine
derivatives

Fatty acids and
conjugates
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histidine

hydantoin
hydrocortisone
Hydroxyisobutyrate
hydroxyurea

iminodiacetic acid

indole-3-acetamide

indolelactate

1socitric acid

Isoleucine

1somaltose

Itaconic acid
Lactate

lactic acid

L-histidine
hydantoin
hydrocortisone
acetonate
hydroxyurea

iminodiacetic acid

2-(1H-indol-3-yl)acetamide

indole-3-lactic acid

isocitric acid

L-isoleucine

1somaltose

itaconic acid
lactate

lactic acid

Carboxylic acids and Amino acids,

derivatives

Azoles

Steroids and steroid
derivatives
Hydroxy acids and
derivatives
Carboximidic acids
and derivatives

Carboxylic acids and

derivatives

Indoles and
derivatives
Indoles and
derivatives

Carboxylic acids and

derivatives

Carboxylic acids and

derivatives

Organooxygen
compounds

Fatty Acyls

Organooxygen
compounds
Hydroxy acids and
derivatives

peptides, and
analogues
Imidazoles

Hydroxysteroids

Alpha hydroxy acids
and derivatives

Amino acids,
peptides, and
analogues
Indoles

Indolyl carboxylic
acids and
derivatives
Tricarboxylic acids
and derivatives
Amino acids,
peptides, and
analogues
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates

Fatty acids and
conjugates
Alcohols and
polyols

Alpha hydroxy acids
and derivatives
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lactobionic acid

Lactose

Lactulose

L-allothreonine

L-cysteine

leucine

levoglucosan
L-gulonolactone

L-homoserine

lignoceric acid
linoleic acid
linoleic acid methyl
ester

linolenic acid

L-malic acid

lactobionic acid

lactose

lactulose

L-allothreonine

L-cysteine

leucine

levoglucosan

L-gulonolactone

L-homoserine

lignoceric acid
linoleic

methyl linoleate
a-linolenic acid

(-)-malic acid

Fatty Acyls

Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Carboxylic acids and

derivatives

Carboxylic acids and

derivatives

Carboxylic acids and

derivatives

Oxepanes
Lactones

Carboxylic acids and

derivatives
Fatty Acyls
Fatty Acyls
Fatty Acyls
Fatty Acyls

Hydroxy acids and
derivatives

Fatty acyl
glycosides
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates

Amino acids,
peptides, and
analogues

Amino acids,
peptides, and
analogues

Amino acids,
peptides, and
analogues

Gamma
butyrolactones
Amino acids,
peptides, and
analogues

Fatty acids and
conjugates
Lineolic acids and
derivatives
Lineolic acids and
derivatives
Lineolic acids and
derivatives

Beta hydroxy acids
and derivatives
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loganin
L-threose

Lysine

maleamate
Maleic acid

maleimide
Malic acid

malonic acid
malonylglycitin

Maltose

mannitol

Mannose

Melibiose

Methyl palmitoleate
methyl phosphate

methyl yellow

loganin
L-threose

L-lysine

maleamate
maleic acid

maleimide
malic acid

malonic acid
malonylglycitin

maltose

mannitol

(+-)-mannose

melibiose

methyl palmitoleate
methyl phosphate

dimethylaminoazobenzene

Prenol lipids
Organooxygen
compounds

Carboxylic acids and

derivatives

Fatty Acyls

Carboxylic acids and

derivatives
Pyrrolidines
Hydroxy acids and
derivatives

Carboxylic acids and

derivatives
Isoflavonoids

Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Fatty Acyls

Fatty Acyls

Organic phosphoric
acids and derivatives
Azobenzenes

Terpene glycosides
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates

Amino acids,
peptides, and
analogues

Fatty acids and
conjugates
Dicarboxylic acids
and derivatives
Pyrrolidones

Beta hydroxy acids
and derivatives
Dicarboxylic acids
and derivatives
Isoflavonoid O-
glycosides
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates

Fatty acyl
glycosides

Fatty acid esters
Phosphate esters
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monoolein
Monopalmitin
monostearin
Mucic acid

Myo-inositol
myristic acid

N,N-
dimethylarginine

N-acetyl-5-
hydroxytryptamine
N-acetyl-beta-D-
mannosamine

N-acetyl-D-
galactosamine

N-acetyltryptophan
N-alpha-acetyl-L-
ornithine

naringenin
Naringin

oleoyl glycerol
glyceryl palmitate
glyceryl stearate
mucin

(-)-inositol
myristic acid

N,N-dimethylarginine

N-acetylserotonin

N-acetylmannosamine

GalNAc

N-acetyltryptophan

N-acetylornithine

naringenin
naringin

N-carbamylglutamate N-carbamylglutamate

Glycerolipids
Glycerolipids
Glycerolipids
Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds
Fatty Acyls

Carboxylic acids and

derivatives

Indoles and
derivatives
Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Carboxylic acids and

derivatives

Carboxylic acids and

derivatives

Flavonoids
Flavonoids

Carboxylic acids and

derivatives

Monoradylglycerols
Monoradylglycerols
Monoradylglycerols
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Alcohols and
polyols

Fatty acids and
conjugates

Amino acids,
peptides, and
analogues
Hydroxyindoles

Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates

Amino acids,
peptides, and
analogues

Amino acids,
peptides, and
analogues

Flavans

Flavonoid
glycosides

Amino acids,
peptides, and
analogues



2 Neobavaisoflavone neobavaisoflavone Isoflavonoids Isoflav-2-enes

3,7 Neohesperidin neohesperidin Flavonoids Flavonoid
glycosides
7 N-epsilon-acetyl-L-  N6-acetyllysine Carboxylic acids and Amino acids,
lysine derivatives peptides, and
analogues
7 N-ethylglycine N-ethylglycine Carboxylic acids and Amino acids,
derivatives peptides, and
analogues
7 nicotinamide nicotinamide Pyridines and Pyridinecarboxylic
derivatives acids and
derivatives
3 Nicotinic acid niacin Pyridines and Pyridinecarboxylic
derivatives acids and
derivatives
7 N-methyl-DL-alanine N-methyl-D-alanine Carboxylic acids and Amino acids,
derivatives peptides, and
analogues
7 noradrenaline noradrenaline Phenols Benzenediols
7 norleucine norleucine Carboxylic acids and Amino acids,
derivatives peptides, and
analogues
7 norvaline norvaline Carboxylic acids and Amino acids,
derivatives peptides, and
analogues
7 O-acetylserine O-acetyl-L-serine Carboxylic acids and Amino acids,
derivatives peptides, and
analogues
7 oleic acid oleic acid Fatty Acyls Fatty acids and
conjugates
7 O- O-phosphono-L-threonine Carboxylic acids and Amino acids,
phosphonothreonine derivatives peptides, and
analogues
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O-

phosphorylethanolam

ine
ornithine

orotic acid

oxalacetic acid

Oxalic acid

oxamic acid

oxamide

oxoproline

palatinitol

palatinose

palmitic acid

palmitoleic acid

O-phosphorylethanolamine

L-ornithine

orotic acid

oxalacetate

oxalic acid

oxamic acid

oxamide

pyroglutamate

(2S,3R,4R,5R)-6-{[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-
trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-
yl]oxy}hexane-1,2,3,4,5-pentol; isomalt
palatinose

palmitic acid

palmitoleic acid

Organic oxoanionic
compounds

Carboxylic acids and Amino acids,

derivatives

Diazines

Keto acids and
derivatives

Carboxylic acids and

derivatives

Carboxylic acids and

derivatives

Carboxylic acids and

derivatives

Carboxylic acids and

derivatives
Fatty Acyls
Organooxygen
compounds
Fatty Acyls

Fatty Acyls

peptides, and
analogues
Pyrimidines and
pyrimidine
derivatives
Short-chain keto
acids and
derivatives
Dicarboxylic acids
and derivatives
Amino acids,
peptides, and
analogues
Amino acids,
peptides, and
analogues
Amino acids,
peptides, and
analogues

Fatty acyl
glycosides

Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates

Fatty acids and
conjugates

Fatty acids and
conjugates
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pantothenic acid
phenyl beta-D-
glucopyranoside

phenylacetaldehyde

phenylalanine

Phosphate

phytosphingosine

piceatannol
pimelic acid

Pinitol

pipecolinic acid

Proline

prunin

purine riboside
putrescine

pantothenic acid

phenyl B-D-glucoside

phenylacetaldehyde

L-phenylalanine

phosphate

phytosphingosine

piceatannol
pimelic acid

ononitol

(+,-)-pipecolic acid

proline

prunin

purine riboside
putrescine

Carboxylic acids and
derivatives

Organooxygen
compounds

Benzene and
substituted
derivatives
Carboxylic acids and
derivatives

Non-metal
oxoanionic
compounds
Organonitrogen
compounds
Stilbenes

Fatty Acyls

Organooxygen
compounds
Carboxylic acids and
derivatives

Carboxylic acids and
derivatives

Flavonoids
Purine nucleosides

Organonitrogen
compounds

Amino acids,
peptides, and
analogues
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Phenylacetaldehyde
S

Amino acids,
peptides, and
analogues
Non-metal
phosphates

Amines

Fatty acids and
conjugates
Alcohols and
polyols
Amino acids,
peptides, and
analogues
Amino acids,
peptides, and
analogues
Flavonoid
glycosides

Amines
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pyridoxal phosphate

pyrogallol
Pyruvic acid
quinic acid

Resveratrol

ribonic acid, gamma-

lactone

Ribose

ribose-5-phosphate

ribulose-5-phosphate

Saccharic acid

salicin

salicyl alcohol

salicylic acid

pyridoxal phosphate
pyrogallol
pyruvic acid

(3R,5R)-1,3,4,5-tetrahydroxycyclohexane-1-
carboxylic acid

resveratrol

ribonolactone

ribose

ribose-5-phosphate

ribulose-5-phosphate

saccharic acid

salicin

saligenin

salicyclic acid

Pyridines and
derivatives
Phenols

Keto acids and
derivatives
Organooxygen
compounds
Stilbenes
Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Benzene and
substituted
derivatives
Benzene and
substituted
derivatives

Pyridine
carboxaldehydes
Benzenetriols and
derivatives
Alpha-keto acids
and derivatives
Alcohols and
polyols

Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates

Benzyl alcohols

Benzoic acids and
derivatives



3,7 Sedoheptulose sedoheptulose Organooxygen Carbohydrates and
compounds carbohydrate
conjugates
3,7 Serine L-serine Carboxylic acids and Amino acids,
derivatives peptides, and
analogues
3 Shikimic acid (-)-shikimate Organooxygen Alcohols and
compounds polyols
7 sophorose sophorose Fatty Acyls Fatty acyl
glycosides
7 sorbitol D-sorbitol Organooxygen Carbohydrates and
compounds carbohydrate
conjugates
7 sorbose sorbose Organooxygen Carbohydrates and
compounds carbohydrate
conjugates
6 Soyasapogenol A (3R,4S,4aR,6aS,6bR,8aR,9S,10S,12aR,14bS)-9- Prenol lipids Triterpenoids
(hydroxymethyl)-2,2,4a,6a,6b,9,12a-heptamethyl-
1,3,4,5,6,7,8,8a,10,11,12,12b,13,14b-
tetradecahydropicene-3,4,10-triol
6 Soyasapogenol B soyasapogenol B Prenol lipids Triterpenoids
6 soyasaponin Al soyasaponin Al Prenol lipids Terpene glycosides
(deacetyl Ab)
6 soyasaponin A2 (2S,3R,4S,5R,6R)-6- Prenol lipids Terpene glycosides
(deacetyl Af) {[(6aR,6bS,8aR,9R,108S,12aR,14bR)-9-

{[(2S,3R,48S,55)-3,5-dihydroxy-4-
{[(2R,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxy } oxan-2-yl]oxy}-10-
hydroxy-4-(hydroxymethyl)-4,6a,6b,8a,11,11,14b-
heptamethyl-1,2,3,4a,5,6,7,8,9,10,12,12a,14,14a-
tetradecahydropicen-3-yl]oxy}-3,4-dihydroxy-5-
{[(2S,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
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6 soyasaponin A4
(deacetyl Aa)

6 soyasaponin A5
(deacetyl Ae)

6 soyasaponin Aa

6 soyasaponin Ab
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(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxy } oxane-2-carboxylic

acid

6-({9-[(3,5-dihydroxy-4-{[3.4,5- Prenol lipids
tris(acetyloxy)oxan-2-ylJoxy } oxan-2-yl)oxy]-10-
hydroxy-4-(hydroxymethyl)-4,6a,6b,8a,11,11,14b-
heptamethyl-1,2,3,4a,5,6,7,8,9,10,12,12a,14,14a-
tetradecahydropicen-3-yl} oxy)-5-{[4,5-dihydroxy-
6-(hydroxymethyl)-3-{[3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxy} oxan-2-yl]oxy}-
3,4-dihydroxyoxane-2-carboxylic acid
6-({9-[(3,5-dihydroxy-4-{[3,4,5- Prenol lipids
tris(acetyloxy)oxan-2-yl]oxy } oxan-2-yl)oxy]-10-
hydroxy-4-(hydroxymethyl)-4,6a,6b,8a,11,11,14b-
heptamethyl-1,2,3,4a,5,6,7,8,9,10,12,12a,14,14a-
tetradecahydropicen-3-yl}oxy)-3,4-dihydroxy-5-
{[3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-

ylJoxy } oxane-2-carboxylic acid

(2S,3S,4S,5R)-6- Prenol lipids
{[(3S,4S,4aR,6aR,6bS,8aR,9S,10R,12aS,14aR, 14b
R)-9-{[(2S,3R,48S,5S)-3,5-dihydroxy-4-
{[(2S,3R,4S,5R)-3.4,5-tris(acetyloxy)oxan-2-
yl]oxy}oxan-2-yl]oxy}-10-hydroxy-4-
(hydroxymethyl)-4,6a,6b,8a,11,11,14b-
heptamethyl-1,2,3,4a,5,6,7,8,9,10,12,12a,14,14a-
tetradecahydropicen-3-yl]oxy}-5-
{[(2S,3R,4S,5R,6R)-4,5-dihydroxy-6-
(hydroxymethyl)-3-{[(2S,3R,4S,5S,6R)-3.4,5-
trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxy} oxan-
2-ylJoxy}-3,4-dihydroxyoxane-2-carboxylic acid
(2S,3S,4S,5R,6R)-6- Prenol lipids
{[(3S,4S,4aR,6aR,6bS,8aR,9S,10R,12aS,14aR, 14b
R)-9-{[(2S,3R,48S,5S)-3,5-dihydroxy-4-
{[(2S,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-tris(acetyloxy)-6-

Terpene glycosides

Terpene glycosides

Terpene glycosides

Terpene glycosides



153

soyasaponin Ac

soyasaponin Ad

soyasaponin Ae

[(acetyloxy)methyl]oxan-2-yl]oxy} oxan-2-yl]oxy}-
10-hydroxy-4-(hydroxymethyl)-
4,6a,6b,8a,11,11,14b-heptamethyl-
1,2,3,4a,5,6,7,8,9,10,12,12a,14,14a-
tetradecahydropicen-3-yl]oxy}-5-
{[(2S,3R,4S,5R,6R)-4,5-dihydroxy-6-
(hydroxymethyl)-3-{[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-
trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxy} oxan-
2-ylJoxy}-3,4-dihydroxyoxane-2-carboxylic acid
6-({9-[(3,5-dihydroxy-4-{[3,4,5-tris(acetyloxy)-6-  Prenol lipids
[(acetyloxy)methyl]oxan-2-yl]oxy } oxan-2-yl)oxy]-
10-hydroxy-4-(hydroxymethyl)-
4,6a,6b,8a,11,11,14b-heptamethyl-
1,2,3,4a,5,6,7,8,9,10,12,12a,14,14a-
tetradecahydropicen-3-yl}oxy)-5-{[4,5-dihydroxy-
6-(hydroxymethyl)-3-[(3,4,5-trihydroxy-6-
methyloxan-2-yl)oxy]oxan-2-yl]oxy}-3,4-
dihydroxyoxane-2-carboxylic acid
(2S,3S,4S,5R,6R)-6- Prenol lipids
{[(3S,45,4aR,6aR,6bS,8aR,9S,10R,12aS,14aR, 14b
R)-9-{[(2S,3R,48,5S5)-3,5-dihydroxy-4-
{[(2S,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-tris(acetyloxy)-6-
[(acetyloxy)methyl]oxan-2-yl]oxy } oxan-2-yl]oxy}-
10-hydroxy-4-(hydroxymethyl)-
4,6a,6b,8a,11,11,14b-heptamethyl-
1,2,3,4a,5,6,7,8,9,10,12,12a,14,14a-
tetradecahydropicen-3-yl]oxy}-5-{[(2S,3R,4S,5R)-
4,5-dihydroxy-3-{[(2S,3R,4S,5S,6R)-3.4,5-
trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxy} oxan-
2-ylJoxy}-3,4-dihydroxyoxane-2-carboxylic acid
(2S,3S,4S,5R,6R)-6- Prenol lipids
{[(3S,4S,4aR,6aR,6bS,8aR,9S,10R,12aS,14aR, 14b
R)-9-{[(2S,3R,48S,5S)-3,5-dihydroxy-4-

Terpene glycosides

Terpene glycosides

Terpene glycosides
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soyasaponin Af

soyasaponin Ah

Soyasaponin Ba

{[(2S,3R,4S,5R)-3,4,5-tris(acetyloxy)oxan-2-
ylJoxy } oxan-2-yl]oxy}-10-hydroxy-4-
(hydroxymethyl)-4,6a,6b,8a,11,11,14b-
heptamethyl-1,2,3,4a,5,6,7,8,9,10,12,12a,14,14a-
tetradecahydropicen-3-yl]oxy}-3,4-dihydroxy-5-
{[(2S,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxy } oxane-2-carboxylic
acid

(2S,3S,4S,5R,6R)-6- Prenol lipids
{[(3S,45,4aR,6aR,6bS,8aR,9S,10R,12aS,14aR, 14b
R)-9-{[(2S,3R,48,5S)-3,5-dihydroxy-4-
{[(2S,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-tris(acetyloxy)-6-
[(acetyloxy)methyl]oxan-2-yl]oxy } oxan-2-yl]oxy}-
10-hydroxy-4-(hydroxymethyl)-
4,6a,6b,8a,11,11,14b-heptamethyl-
1,2,3,4a,5,6,7,8,9,10,12,12a,14,14a-
tetradecahydropicen-3-yl]oxy}-3,4-dihydroxy-5-
{[(2S,3R,4S,5R,6R)-3.4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxy } oxane-2-carboxylic
acid

(2S,3S,4S,5R,6R)-6- Prenol lipids
{[(3S,4S,4aR,6aR,6bS,8aR,9S,10R,12aS,14aR, 14b
R)-9-{[(2S,3R,48,5S)-3,5-dihydroxy-4-
{[(2S,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-tris(acetyloxy)-6-
[(acetyloxy)methyl]oxan-2-yl]oxy} oxan-2-yl]oxy} -
10-hydroxy-4-(hydroxymethyl)-
4,6a,6b,8a,11,11,14b-heptamethyl-
1,2,3,4a,5,6,7,8,9,10,12,12a,14,14a-
tetradecahydropicen-3-yl]oxy}-3,4-dihydroxy-5-
{[(2S,3R,4S,5R)-3.4,5-trihydroxyoxan-2-

yl]oxy } oxane-2-carboxylic acid
(2S,3S,4S,5R,6R)-6- Prenol lipids
{[(3S,4S,4aR,6aR,6bS,8aR,9R,12aS,14aR,14bR)-9-

Terpene glycosides

Terpene glycosides

Terpene glycosides
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Soyasaponin Bb
Soyasaponin Be
soyasaponin Be
soyasaponin Be'
soyasaponin Be
isomer
soyasaponin Bg--1

soyasaponin Bg--2

soyasaponin 11
soyasaponin [V

hydroxy-4-(hydroxymethyl)-4,6a,6b,8a,11,11,14b-
heptamethyl-1,2,3,4a,5,6,7,8,9,10,12,12a,14,14a-
tetradecahydropicen-3-yl]oxy}-5-
{[(2S,3R,4S,5R,6R)-4,5-dihydroxy-6-
(hydroxymethyl)-3-{[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-
trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxy} oxan-
2-ylJoxy}-3,4-dihydroxyoxane-2-carboxylic acid
soyasaponin |

soyasaponin II

dehydrosoyasaponin I

dehydrosoyasaponin I

dehydrosoyasaponin I

5-{[4,5-dihydroxy-6-(hydroxymethyl)-3-[(3.,4,5-
trihydroxy-6-methyloxan-2-yl)oxyJoxan-2-yl]oxy}-
3,4-dihydroxy-6-({9-[(5-hydroxy-6-methyl-4-oxo-
2,3-dihydropyran-2-yl)oxy]-4-(hydroxymethyl)-
4,6a,6b,8a,11,11,14b-heptamethyl-
1,2,3,4a,5,6,7,8,9,10,12,12a,14,14a-
tetradecahydropicen-3-yl} oxy)oxane-2-carboxylic
acid
5-{[4,5-dihydroxy-6-(hydroxymethyl)-3-[(3,4,5-
trihydroxy-6-methyloxan-2-yl)oxyJoxan-2-yl]oxy} -
3,4-dihydroxy-6-({9-[(5-hydroxy-6-methyl-4-oxo-
2,3-dihydropyran-2-yl)oxy]-4-(hydroxymethyl)-
4,6a,6b,8a,11,11,14b-heptamethyl-
1,2,3,4a,5,6,7,8,9,10,12,12a,14,14a-
tetradecahydropicen-3-yl} oxy)oxane-2-carboxylic
acid

soyasaponin 11

(2S,3S,4S,5R,6R)-6-
{[(3S,45,4aR,6aR,6bS,8aR,9R,12aS,14aR, 14bR)-9-
hydroxy-4-(hydroxymethyl)-4,6a,6b,8a,11,11,14b-

Prenol lipids
Prenol lipids
Prenol lipids
Prenol lipids
Prenol lipids

Prenol lipids

Prenol lipids

Prenol lipids
Prenol lipids

Terpene glycosides
Terpene glycosides
Terpene glycosides
Terpene glycosides
Terpene glycosides

Terpene glycosides

Terpene glycosides

Terpene glycosides
Terpene glycosides
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soyasaponin oa

soyasaponin og

soyasaponin Pa

heptamethyl-1,2,3,4a,5,6,7,8,9,10,12,12a,14,14a-
tetradecahydropicen-3-yl]oxy}-3,4-dihydroxy-5-
{[(2S,3R,48S,5S)-3,4,5-trihydroxyoxan-2-

ylJoxy } oxane-2-carboxylic acid

(2S,3S,4S,5R)-6- Prenol lipids
{[(3S,4S,4aR,6aR,6bS,8aR,9S,10R,12aS,14aR, 14b
R)-9-{[(2S,3R,48S,5S)-3,5-dihydroxy-4-
{[(2S,3R,4S,5R)-3,4,5-tris(acetyloxy)oxan-2-
yljoxy}oxan-2-yl]oxy}-10-hydroxy-4-
(hydroxymethyl)-4,6a,6b,8a,11,11,14b-
heptamethyl-1,2,3,4a,5,6,7,8,9,10,12,12a,14,14a-
tetradecahydropicen-3-yl]oxy}-5-
{[(2S,3R,4S,5R,6R)-4,5-dihydroxy-6-
(hydroxymethyl)-3-{[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-
trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxy} oxan-
2-ylJoxy}-3,4-dihydroxyoxane-2-carboxylic acid
(2S,3S,4S,5R,6R)-6- Prenol lipids
{[(3S,45,4aR,6aR,6bS,8aR,9R,12aS,14aR, 14bR)-9-
[(5-hydroxy-6-methyl-4-0x0-2,3-dihydropyran-2-
yl)oxy]-4-(hydroxymethyl)-4,6a,6b,8a,11,11,14b-
heptamethyl-1,2,3,4a,5,6,7,8,9,10,12,12a,14,14a-
tetradecahydropicen-3-yl]oxy}-5-
{[(2S,3R,4S,5R,6R)-4,5-dihydroxy-6-
(hydroxymethyl)-3-{[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-
trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxy} oxan-
2-ylJoxy}-3,4-dihydroxyoxane-2-carboxylic acid
(2S,3S,4S,5R,6R)-6- Prenol lipids
{[(3S,45,4aR,6aR,6bS,8aR,9R,12aS,14aR,14bR)-9-
hydroxy-4-(hydroxymethyl)-4,6a,6b,8a,11,11,14b-
heptamethyl-1,2,3,4a,5,6,7,8,9,10,12,12a,14,14a-
tetradecahydropicen-3-yl]oxy}-5-
{[(2S,3R,4S,5R,6R)-4,5-dihydroxy-6-
(hydroxymethyl)-3-{[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-

Terpene glycosides

Terpene glycosides

Terpene glycosides
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soyasaponin g

soyasaponin ya

soyasaponin yg

spermidine
Stearic acid

succinate
semialdehyde

trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxy } oxan-
2-yl]oxy}-3,4-dihydroxyoxane-2-carboxylic acid
5-{[4,5-dihydroxy-6-(hydroxymethyl)-3-[(3,4,5-
trihydroxy-6-methyloxan-2-yl)oxyJoxan-2-yl]oxy}-
3,4-dihydroxy-6-({9-[(5-hydroxy-6-methyl-4-oxo-
2,3-dihydropyran-2-yl)oxy]-4-(hydroxymethyl)-
4,6a,6b,8a,11,11,14b-heptamethyl-
1,2,3,4a,5,6,7,8,9,10,12,12a,14,14a-
tetradecahydropicen-3-yl}oxy)oxane-2-carboxylic
acid

(2S,3S,4S,5R,6R)-6-
{[(3S,45,4aR,6aR,6bS,8aR,9R,12aS,14aR, 14bR)-9-
[(5-hydroxy-6-methyl-4-0x0-2,3-dihydropyran-2-
yl)oxy]-4-(hydroxymethyl)-4,6a,6b,8a,11,11,14b-
heptamethyl-1,2,3,4a,5,6,7,8,9,10,12,12a,14,14a-
tetradecahydropicen-3-yl]oxy}-3,4-dihydroxy-5-
{[(2S,3R.,48S,55)-3,4,5-trihydroxyoxan-2-

yl]oxy } oxane-2-carboxylic acid
(2S,3S,4S,5R,6R)-6-
{[(3S,45,4aR,6aR,6bS,8aR,9R,12aS,14aR, 14bR)-9-
[(5-hydroxy-6-methyl-4-0x0-2,3-dihydropyran-2-
yl)oxy]-4-(hydroxymethyl)-4,6a,6b,8a,11,11,14b-
heptamethyl-1,2,3,4a,5,6,7,8,9,10,12,12a,14,14a-
tetradecahydropicen-3-yl]oxy}-3,4-dihydroxy-5-
{[(2S,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxy } oxane-2-carboxylic
acid

spermidine

stearic acid

ketobutyrate

Prenol lipids

Prenol lipids

Prenol lipids

Organonitrogen
compounds
Fatty Acyls

Fatty Acyls

Terpene glycosides

Terpene glycosides

Terpene glycosides

Amines

Fatty acids and
conjugates
Fatty acids and
conjugates
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1,3,7

3,7

158

Succinic acid

Sucrose

sucrose-6-phosphate

sulfuric acid

synephrine

tagatose

tetrahydrocorticostero
ne
threitol

threo-beta-
hydroxyaspartate

Threonic acid

threonine

succinic acid

SucCrosc

sucrose-6-phosphate

sulfuric acid

synephrine

tagatose

tetrahydrocorticosterone

(-)-threitol

3-hydroxyaspartic acid

threonic acid

L-threonine

Carboxylic acids and
derivatives
Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Non-metal
oxoanionic
compounds
Phenols

Organooxygen
compounds

Steroids and steroid
derivatives
Organooxygen
compounds

Carboxylic acids and
derivatives

Organooxygen
compounds

Carboxylic acids and
derivatives

Dicarboxylic acids
and derivatives
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Non-metal sulfates

1-hydroxy-2-
unsubstituted
benzenoids
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Hydroxysteroids

Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates

Amino acids,
peptides, and
analogues
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates

Amino acids,
peptides, and
analogues
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3,7

3,7

1,3,7

159

thymidine

thymol

trans-3,5-dimethoxy-

4-

hydroxycinnamaldeh

yde
Trehalose

tricetin
tryptophan

tyrosine

Uracil
uracil-5-carboxylic
acid

uric acid

Uridine

uridine

monophosphate
Valine

thymidine

thymol
sinapyl aldehyde

o,0'-trehalose

tricetin
L-tryptophan

L-tyrosine

uracil

steviolbioside

uric acid
uridine
uridine monophosphate

L-valine

Pyrimidine
nucleosides

Prenol lipids
Phenols

Organooxygen
compounds

Flavonoids
Indoles and
derivatives

Carboxylic acids and

derivatives

Diazines

Diazines

Imidazopyrimidines

Pyrimidine
nucleosides
Pyrimidine
nucleotides

Carboxylic acids and

derivatives

Pyrimidine 2'-
deoxyribonucleoside
S

Monoterpenoids
Methoxyphenols

Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Flavones

Indolyl carboxylic
acids and
derivatives

Amino acids,
peptides, and
analogues
Pyrimidines and
pyrimidine
derivatives
Pyrimidines and
pyrimidine
derivatives
Purines and purine
derivatives

Pyrimidine
ribonucleotides
Amino acids,
peptides, and
analogues



7 xylitol D-xylitol Organooxygen Carbohydrates and

compounds carbohydrate
conjugates
3,7 Xylose a-D-xylopyranose Organooxygen Carbohydrates and
compounds carbohydrate
conjugates
7 zymosterol zymosterol Steroids and steroid Cholestane steroids
derivatives
1 a-Glucose a-glucose Organooxygen Carbohydrates and
compounds carbohydrate
conjugates
3 a-ketoglutaric acid oxoglutarate Keto acids and Gamma-keto acids
derivatives and derivatives
3,7 B-alanine B alanine Carboxylic acids and Amino acids,
derivatives peptides, and
analogues
1 B-Glucose B-glucose Organooxygen Carbohydrates and
compounds carbohydrate
conjugates

4 Name quoted in the referenced paper
® Traditional name proposed by Jchem [8]
¢ Classification proposed by ClassyFire [9]
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Table S2. Metabolites identified in soy leaves

Refere

nce Name ? Traditional name ? Class ¢ Subclass ©
3 (+)-7-Isomethyljasmonate (+)-7-1somethyljasmonate Fatty Acyls Lineolic acids and
derivatives
3 (10E,12Z)-9-Oxooctadeca-10,12- 9-Ox00ODE Fatty Acyls Lineolic acids and
dienoic acid derivatives
3,9 (15Z)-12-Oxophyto-10,15-dienoic  12-oxophytodienoic acid Fatty Acyls Eicosanoids
acid
3 (92)-(135)-12,13-Epoxyoctadeca-  (9Z)-11-[(3S)-3-(pent-2-en-1-yl)oxiran-2- Fatty Acyls Fatty acids and
9,11,15-trienoate ylidene]undec-9-enoate conjugates
3 (9Z,11E)-(13S)-13- 13-hode Fatty Acyls Lineolic acids and
Hydroxyoctadeca-9,11-dienoic acid derivatives
3 (9Z,11E)-13-Oxooctadeca-9,11- 13-Ox0-ODE Fatty Acyls Lineolic acids and
dienoic acid derivatives
3,9 (9Z,11E,15Z)-(13S)-13- 13(S)-HpOTrE Fatty Acyls Lineolic acids and
Hydroperoxyoctadeca- 9,11,15- derivatives
trienoic acid
9 (92,127,15Z)-octadeca-9,12,15- (972,127,15Z)-octadeca-9,12,15-trien-6-ynoic ~ Fatty Acyls Fatty acids and
trien-6-ynoic acid acid conjugates
3,59 (92,127,15Z)-Octadecatrienoic acid a-linolenic acid Fatty Acyls Lineolic acids and
derivatives
3 (Z)-3-Ox0-2-(2-pentenyl)-1- {3-0x0-2-[(2Z)-pent-2-en-1-yl]cyclopent-1-en- Organooxyge Carbonyl
cyclopenteneacetic acid 1-yl}acetic acid n compounds compounds
1 1-(10Z-Heptadecenoyl)-sn-glycero- (2R)-3-[(10Z)-heptadec-10-enoyloxy]-2- Glycerophosp Glycerophosphoino
3-phospho-(1'-myo-inositol) hydroxypropoxy([(3R)-2,3.,4,5,6- holipids sitols
pentahydroxycyclohexyl]oxy)phosphinic acid
9 10,13-Nonadecadiynoic acid 10,13-nonadecadiynoic acid Fatty Acyls Fatty acids and
conjugates
9 12,13(S)-EOT (92)-11-[(22,3S)-3-[(2Z)-pent-2-en-1- Fatty Acyls Fatty acids and
yl]oxiran-2-ylidene]undec-9-enoic acid conjugates
3 12-Hydroxyjasmonic acid 12-hydroxyjasmonic acid Fatty Acyls Lineolic acids and

derivatives
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13S-Hydroxy-9Z,11E,15Z-
octadecatrienoic acid
15-Methylhexadecasphinganine

I-a-linolenoylglycerol
2-Amino-1-phenylethanol

2'-Hidroxydaidzein
2-methyl-7-(3-methyl-but-2-
enyloxy)-3-phenoxy-chromen-4-
one/5-methoxy-8,8-dimethyl-4-
phenyl-9,10-dihydro-2H,8H-
pyrano[2,3-f]lchromen-2-one
2-Phenoxyethyl isobutyrate
3,4-Methylenesebacic acid

3’-O-methyltricetin

3-cis-Hydroxy-b,e-Caroten-3'-one

3-hydroxybutyric acid
3-Methyl-3-butenyl apiosyl-(1->6)-
glucoside

3'-O-Methyltricetin 3-O-alpha-L-
rhamnopyranoside

13-HoTrE
15-methylhexadecasphinganine
glyceryl linolenate

B phenylethanolamine

2'-hydroxydaidzein
5-methoxy-8,8-dimethyl-4-phenyl-9H,10H-
pyrano[2,3-h]chromen-2-one

phenoxyethyl isobutyrate
3,4-methylenesebacic acid

selgin

3,5,5-trimethyl-4-
[(1E,3E,5E,7E,9Z,11Z,13E,15E,17E)-
3,7,12,16-tetramethyl-18-(2,6,6-
trimethylcyclohexa-2,4-dien-1-yl)octadeca-
1,3,5,7,9,11,13,15,17-nonaen-1-yl]cyclohex-3-
en-1-ol

3 hydroxybutyrate

2-({[3,4-dihydroxy-4-(hydroxymethyl)oxolan-
2-ylloxy} methyl)-6-[(3-methylbut-3-en-1-
yl)oxyJoxane-3,4,5-triol
2-(3,4-dihydroxy-5-methoxyphenyl)-5,7-
dihydroxy-3-{[(2S,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-

Fatty Acyls

Organonitroge
n compounds
Fatty Acyls

Organonitroge
n compounds
Isoflavonoids

Neoflavonoids

Phenol ethers
Fatty Acyls

Flavonoids

Prenol lipids

Hydroxy acids
and
derivatives
Fatty Acyls

Flavonoids

Lineolic acids and
derivatives
Amines

Lineolic acids and
derivatives
Amines

Isoflav-2-enes

Prenylated
neoflavonoids

Fatty acids and
conjugates
O-methylated
flavonoids
Tetraterpenoids

Beta hydroxy acids
and derivatives

Fatty acyl
glycosides

Flavonoid
glycosides
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4-(3,14-Dihydroxy-10,13-
Dimethyl-Hexadecahydro-
Cyclopenta[a]Phenanthren-17-Y1)-
Sh-Furan-2-One
4,7(11)-Guaiadien-8-one

4-hydroxybutyrate
5(6)-Pentyl-1,4-dioxan-2-one
5-Megastigmen-7-yne-3,9-diol 3-
glucoside
6-Methoxyluteolin-7-rhamnoside
7,4'-dihydroxy flavone
7-Hydroxycoumarin

7-Methoxycoumarin

7-O-Methylluteone
8-[(1R,2R)-3-Ox0-2-{(Z)-pent-2-
enyl}cyclopentyl]octanoate
8-Oxohexadecanoic acid

Abrisaponin I

trihydroxy-6-methyloxan-2-ylJoxy} chromen-4-

one
digitoxigenin

1,4-dimethyl-7-(propan-2-ylidene)-
2,3,3a,4,5,8-hexahydroazulen-6-one
gamma-hydroxybutyrate

5-pentyl-1,4-dioxan-2-one
2-{[4-(3-hydroxybut-1-yn-1-yl)-3,5,5-
trimethylcyclohex-3-en-1-yl]oxy }-6-
(hydroxymethyl)oxane-3,4,5-triol
6-methoxyluteolin 7-rhamnoside

7,4'-dihydroxyflavone
umbelliferone

methylumbelliferone

7-O-methylluteone
8-[(1R,2R)-3-0x0-2-[(2Z)-pent-2-en-1-
yl]cyclopentyl]octanoate

8-keto palmitic acid

(28,3S,4S,5R,6R)-6-

{[(38,4S,4aR,6aR,6bS,8aR,11R,12aS, 14aR, 14

bR)-11-carboxy-4-(hydroxymethyl)-
4,6a,6b,8a,11,14b-hexamethyl-9-oxo-

2,3,4a,5,6,7,8,10,12,12a,14,14a-dodecahydro-

Steroids and
steroid
derivatives

Prenol lipids
Fatty Acyls

Dioxanes

Organooxyge
n compounds

Flavonoids

Flavonoids
Coumarins
and
derivatives
Coumarins
and
derivatives
Isoflavonoids
Fatty Acyls

Fatty Acyls

Prenol lipids

Steroid lactones

Sesquiterpenoids

Fatty acids and
conjugates
1,4-dioxanes
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Flavonoid
glycosides
Flavones
Hydroxycoumarins

Isoflavans
Eicosanoids

Fatty acids and
conjugates
Terpene glycosides
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Abscisic acid
Acetate

acetylgenistin

Adenosine

Adenosine monophosphate
Afrormosin 7-O-glucoside
Alanine

allantoin

Apigenin
Apo-10'-violaxanthal

Asiaticoside
Asn-Phe

1H-picen-3-yl]oxy}-5-{[(2S,3R,4S,5R,6R)-4,5-

dihydroxy-6-(hydroxymethyl)-3-
{[(2S,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-trihydroxy-6-
methyloxan-2-yl]oxy}oxan-2-yl]oxy}-3,4-
dihydroxyoxane-2-carboxylic acid
abscisic acid

acetate

2-acetyl-5-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)-7-
{[(2S,5S)-3,4,5-trihydroxy-6-

(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxy } chromen-4-one

adenosine
adenosine monophosphate
wistin

alanine

allantoin

chamomile
(22,47,6E,8E,10E,12Z,14E)-15-{4-hydroxy-
2,2,6-trimethyl-7-oxabicyclo[4.1.0]Theptan-1-
yl}-4,9,13-trimethylpentadeca-
2,4,6,8,10,12,14-heptaenal

asiaticoside

(2S)-2-[(2S)-2-amino-3-
carbamoylpropanamido]-3-phenylpropanoic
acid

Prenol lipids
Carboxylic
acids and
derivatives
Isoflavonoids

Purine
nucleosides
Purine
nucleotides
Isoflavonoids

Carboxylic
acids and
derivatives
Azoles
Flavonoids
Prenol lipids

Prenol lipids
Carboxylic
acids and
derivatives

Sesquiterpenoids
Carboxylic acids

Isoflavonoid O-
glycosides

Purine
ribonucleotides
Isoflavonoid O-
glycosides
Amino acids,
peptides, and
analogues
Imidazoles
Flavones
Sesterterpenoids

Terpene glycosides

Amino acids,
peptides, and
analogues



4,5

3,9

1,3
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Asparagine

Aspartic acid

Aspartylleucine

Azukisaponin |

Biochanin A

Biochanin A 7-O-D-glucoside

Biochanin A 7-O-glucoside-6"-O-

malonate

Calycosin
Carboxyglycine
Cauloside D
Choline

Chrysoeriol 7-O-(6"-malonyl-
glucoside)

L-asparagine

aspartic acid

a-asp-leu

3,4-dihydroxy-6-[(9-hydroxy-
4,4,6a,6b,8a,11,11,14b-octamethyl-
1,2,3,4a,5,6,7,8,9,10,12,12a,14,14a-
tetradecahydropicen-3-yl)oxy]-5-{[3.4,5-
trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-
yl]oxy}oxane-2-carboxylic acid
biochanin

sissotrin

3-0x0-3-{[(2R,3S,4S,5R,6S)-3,4,5-trihydroxy-
6-{[5-hydroxy-3-(4-methoxyphenyl)-4-
oxochromen-7-yl]oxy } oxan-2-
ylJmethoxy } propanoic acid

calycosin

N-carboxyglycine
cauloside D
choline

3-0x0-3-{[(2R,3S,4S,5R,6S)-3,4,5-trihydroxy-
6-{[5-hydroxy-2-(4-hydroxy-3-

Carboxylic
acids and
derivatives
Carboxylic
acids and
derivatives
Carboxylic
acids and
derivatives
Prenol lipids

Isoflavonoids
Isoflavonoids

Isoflavonoids

Isoflavonoids

Carboxylic
acids and
derivatives
Prenol lipids
Organonitroge
n compounds
Flavonoids

Amino acids,
peptides, and
analogues

Amino acids,
peptides, and
analogues

Amino acids,
peptides, and
analogues

Terpene glycosides

O-methylated
isoflavonoids
Isoflavonoid O-
glycosides
Isoflavonoid O-
glycosides

O-methylated
isoflavonoids
Amino acids,
peptides, and
analogues

Terpene glycosides
Quaternary
ammonium salts
Flavonoid
glycosides
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cis-caffeoylquinic acid

cis-p-coumaroylquinic acid

Citric acid

Corchorifatty acid A
Corchorifatty acid D
Coumaric acid
Coumestrol
Cytidine

daidzein

daidzin

D-Arabitol

Dehydrosoyasaponin I

Delavirdine

DG(14:0/18:1(92)/0:0)

DG(16:1(9Z)/18:1(92)/0:0)

methoxyphenyl)-4-oxochromen-7-
yl]oxy}oxan-2-yl|methoxy} propanoic acid
(Z)-chlorogenic acid

(Z)-5-p-coumaroylquinic acid

citric acid

(10E,12E,14E)-9-hydroxy-16-oxooctadeca-
10,12,14-trienoic acid
(10E,12E,14E)-16-hydroxy-9-oxooctadeca-
10,12,14-trienoic acid

para-coumaric acid

coumestrol
cytidine

daidzein
daidzin

adonitol

dehydrosoyasaponin I

delavirdine
(25)-1-hydroxy-3-(tetradecanoyloxy)propan-2-
yl octadec-9-enoate
(2S)-1-[(9Z)-hexadec-9-enoyloxy]-3-
hydroxypropan-2-yl (9Z)-octadec-9-enoate

Organooxyge
n compounds
Organooxyge
n compounds
Carboxylic
acids and
derivatives
Fatty Acyls

Fatty Acyls

Cinnamic
acids and
derivatives
Isoflavonoids
Pyrimidine
nucleosides
Isoflavonoids

Isoflavonoids

Organooxyge
n compounds

Prenol lipids
Diazinanes
Glycerolipids

Glycerolipids

Alcohols and
polyols

Alcohols and
polyols
Tricarboxylic acids
and derivatives

Lineolic acids and
derivatives
Lineolic acids and
derivatives
Hydroxycinnamic
acids and
derivatives
Coumestans

Isoflav-2-enes

Isoflavonoid O-
glycosides
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Terpene glycosides
Piperazines
Diradylglycerols

Diradylglycerols
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DG(22:5(7Z2,10Z,13Z,16Z,19Z)/
14:0/0:0)

D-glyceric acid
Di(N-Acetyl-D-Glucosamine)
Dihydro-3-(2-octenyl)-2,5-

furandione

Dihydrokaempferol
Dihydrozeatin-O-glucoside

DL-Phenylalanine

D-Proline

D-Tyrosine

Eriodictyol-7-O-glucoside

Ethanol

Ethyl 7-epi-12-hydroxyjasmonate
glucoside

(2S)-3-hydroxy-2-(tetradecanoyloxy)propyl
(72,1072,137,167,19Z)-docosa-7,10,13,16,19-
pentaenoate

D-glycerate calcium dihydrate

di(N-acetyl-D-glucosamine)

3-(oct-2-en-1-yl)oxolane-2,5-dione

(+)-dihydrokaempferol

dihydrozeatin-O-glucoside

phenylalanin

D-proline

(.+-.)-tyrosine

(25)-2-(3,4-dihydroxyphenyl)-5-hydroxy-7-
{[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-ylloxy}-2,3-dihydro-
1-benzopyran-4-one

ethyl alcohol

ethyl 2-{3-oxo0-2-[(2E)-5-{[3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxy} pent-2-en-1-
yl]cyclopentyl}acetate

Glycerolipids

Organooxyge
n compounds

Organooxyge
n compounds

Carboxylic
acids and

derivatives
Flavonoids

Fatty Acyls

Carboxylic
acids and

derivatives
Carboxylic
acids and

derivatives
Carboxylic
acids and

derivatives
Flavonoids

Organooxyge
n compounds
Fatty Acyls

Diradylglycerols

Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Dicarboxylic acids
and derivatives

Flavans
Fatty acyl
glycosides
Amino acids,
peptides, and
analogues
Amino acids,
peptides, and
analogues
Amino acids,
peptides, and
analogues
Flavonoid
glycosides

Alcohols and
polyols

Fatty acyl
glycosides
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1,3

2,3,9

1,4,5

4,5
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Ferulic acid

formic acid

Formononetin

formononetin 7-O-glucoside-6"-
malonate

Formononetin-7-O-glucoside

Formononetin-7-O-glucoside- 6-O-

malonate

Fructose

Fumaric acid

GABA

Galactonic acid

Galactose

Gamolenic acid

ferulic acid

formic acid

formononetin
3-0x0-3-{[(3S,4S,6S)-3.,4,5-trihydroxy-6- {[ 3-
(4-methoxyphenyl)-4-oxochromen-7-
yl]oxy}oxan-2-yllmethoxy } propanoic acid
ononin
3-0x0-3-{[(2R,3S,4S,5R,6S)-3.4,5-trihydroxy-
6-{[3-(4-methoxyphenyl)-4-oxochromen-7-

yl]oxy}oxan-2-yl|methoxy} propanoic acid
fructose

fumaric acid

gamma(amino)-butyric acid

galactonic acid

galactose

gamma-linolenic acid

Cinnamic
acids and
derivatives
Carboxylic
acids and
derivatives
Isoflavonoids

Isoflavonoids

Isoflavonoids

Isoflavonoids

Organooxyge
n compounds

Carboxylic
acids and
derivatives
Carboxylic
acids and
derivatives
Hydroxy acids
and
derivatives
Organooxyge
n compounds

Fatty Acyls

Hydroxycinnamic
acids and
derivatives
Carboxylic acids

O-methylated
isoflavonoids
Isoflavonoid O-
glycosides

Isoflavonoid O-
glycosides
Isoflavonoid O-
glycosides

Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Dicarboxylic acids
and derivatives

Amino acids,
peptides, and
analogues
Medium-chain
hydroxy acids and
derivatives
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Lineolic acids and
derivatives
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2,6,7,9

3.9
3.9

4,5

3,7,8

6,7

170

genistein
genistin

Gliceollin I
Gliceollin III
Gluconic acid

Glucose

Glucose-6-phosphate

Glutamic acid

Glyceollidin I/I
Glyceollin 11
Glyceollin IV
Glyceollin VI

Glycine

Glycitein

Glycitein 7-O-glucoside

glycitin

genistein
genistin

glyceollin
glyceollin iii
gluconic acid

glucose

glucose-6-phosphate

L-glutamic acid

glyceollidin I
glyceollin ii
glyceollin IV

(6S)-6-(prop-1-en-2-yl)-7,11,20-
trioxapentacyclo[11.7.0.0%,'°.04,2.0","?]icosa-
1(13),2(10),3,8,14(19),15,17-heptaen-17-o0l

glycine

glycitein

glycitein 7-O-glucoside

glycitin

Isoflavonoids
Isoflavonoids

Isoflavonoids
Isoflavonoids
Organooxyge
n compounds

Organooxyge
n compounds

Organooxyge
n compounds

Carboxylic
acids and
derivatives
Isoflavonoids
Isoflavonoids
Isoflavonoids
Isoflavonoids

Carboxylic
acids and
derivatives
Isoflavonoids
Isoflavonoids

Isoflavonoids

Isoflav-2-enes
Isoflavonoid O-
glycosides
Furanoisoflavonoids
Furanoisoflavonoids
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates

Amino acids,
peptides, and
analogues
Furanoisoflavonoids
Furanoisoflavonoids
Furanoisoflavonoids
Furanoisoflavonoids

Amino acids,
peptides, and
analogues
Isoflav-2-enes
Isoflavonoid O-
glycosides
Isoflavonoid O-
glycosides



5 Glycolic acid glycolic acid Hydroxy acids Alpha hydroxy
and acids and
derivatives derivatives

4 Hydroxyisobutyrate acetonate Hydroxy acids Alpha hydroxy
and acids and
derivatives derivatives

9 Ile-Pro Ile-Pro Carboxylic Amino acids,
acids and peptides, and
derivatives analogues

9 Ile-Val Ile-Val Carboxylic Amino acids,
acids and peptides, and
derivatives analogues

3 Isanic acid isanic acid Fatty Acyls Fatty acids and

conjugates

5 Isoleucine L-isoleucine Carboxylic Amino acids,
acids and peptides, and
derivatives analogues

9 Isoorientin 2”’-O-rhamnoside isoorientin 2"-O-rhamnoside Flavonoids Flavonoid

glycosides

9 Isoquercitin quercetin-3-glucoside Flavonoids Flavonoid

glycosides

3 Isotrifoliol isotrifoliol Isoflavonoids Coumestans

5 Itaconic acid itaconic acid Fatty Acyls Fatty acids and

conjugates

3.9 Jasmonic acid jasmonic acid Fatty Acyls Lineolic acids and

derivatives

9 Jujuboside B (2S,3R,4R,5R,65)-2-{[(2S,3R,48S,55)-4- Prenol lipids  Triterpenoids

{[(2S,3R,4S,5S,6R)-4,5-dihydroxy-6-
(hydroxymethyl)-3-{[(2S,3R,4S,5R)-3,4,5-
trihydroxyoxan-2-yl]oxy } oxan-2-yl]oxy }-5-
hydroxy-2-
{[(1S,2R,5R,7S,10R,11R,14R,15S,16S,18R,20
S)-16-hydroxy-2,6,6,10,16-pentamethyl-18-(2-

171
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Kaempferol
Kaempferol 3-sophorotrioside

Kaempferol-3-O- a -di-rhaminosyl-
B-glucoside

kaempferol-3-O-(2,6-di-O-a-L-
rhamnopyranosyl)-p-D-
galactopyranoside

Kaempferol-3-O-rutinoside

kaempferol-3-O-a-L-
rhamnopyranosyl (1—6)-B-D-
galactopyranoside

kaempferol-3-O-a-L-
rhamnopyranosyl (1—6)-B-D-
glucopyranoside

Kaempferol-3-O-a-rhamnosyl-di-p-
glucoside isomer I

methylprop-1-en-1-yl)-19,21-
dioxahexacyclo[18.2.1.0','4.02,'.0°,'°.0'% >]tric
osan-7-yl]oxy}oxan-3-yl]oxy}-6-methyloxane-
3,4,5-triol

kaempherol

kaempferol 3-sophorotrioside

3-{[(2S,3R,4S,5S,6R)-4,5-dihydroxy-6-
(hydroxymethyl)-3-{[(2S,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-
trihydroxy-6-methyloxan-2-ylJoxy } oxan-2-
ylJoxy}-5-hydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-7-
{[(2S,3R,4R,5R,6S)-3.4,5-trihydroxy-6-
methyloxan-2-ylJoxy} chromen-4-one
3-({4,5-dihydroxy-3-[(3,4,5-trihydroxy-6-
methyloxan-2-yl)oxy]-6-{[(3,4,5-trihydroxy-6-
methyloxan-2-yl)oxy]methyl}oxan-2-yl}oxy)-
5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)chromen-4-
one

nictoflorin

5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-3-
{[(2S,3R,4S,5R,6R)-3.4,5-trihydroxy-6-
({[(2R,3R,4R,5R,65)-3,4,5-trihydroxy-6-
methyloxan-2-yl]oxy } methyl)oxan-2-
ylJoxy}chromen-4-one
5-hydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-3-
{[(2S,3R,48S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxy}-7-
{[(2S,3R,4R,5R,65)-3,4,5-trihydroxy-6-
methyloxan-2-yl]oxy } chromen-4-one
5-hydroxy-3,7-bis({[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-
trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxy})-
2-(4-{[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-

Flavonoids
Flavonoids

Flavonoids

Flavonoids

Flavonoids

Flavonoids

Flavonoids

Flavonoids

Flavones

Flavonoid
glycosides
Flavonoid
glycosides

Flavonoid
glycosides

Flavonoid
glycosides
Flavonoid
glycosides

Flavonoid
glycosides

Flavonoid
glycosides
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Kaempferol-3-O-a-rhamnosyl-di-f3-
glucoside isomer II
kaempferol-3-O-B-D-
galactopyranosyl (1—2)-a-L-
rhamnopyranosyl (1—6)-p-D-
glucopyranoside
kaempferol-3-O-f-
diglucopyranoside

Kaempferol-O-acetylhexoside

Kaempferol-O-a-rhaminosyl-f-
glucoside

Kaikasaponin II

(hydroxymethyl)oxan-2-
ylJoxy } phenyl)chromen-4-one
kaempferol 3,7,4'-triglucoside

kaempferol 3,7,4'-triglucoside

5-hydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-7-
{[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxy}-3-
{[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
({[(2R,3R,48S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxy } methyl)oxan-
2-yl]oxy}chromen-4-one
[(2R,3S,4S,5R,6S)-6-{[5,7-dihydroxy-2-(4-
hydroxyphenyl)-4-oxochromen-3-ylJoxy} -
3,4,5-trihydroxyoxan-2-yl|methyl acetate
3-{[(2S,3R,4S,5S,6R)-4,5-dihydroxy-6-
(hydroxymethyl)-3-{[(2S,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-
trihydroxy-6-methyloxan-2-yl]oxy } oxan-2-
ylJoxy}-5,7-dihydroxy-2-(4-
hydroxyphenyl)chromen-4-one
(2S,3S,4S,5R,6R)-6-
{[(3S,4aR,6aR,6bS,8aR,9R,12aS,14aR,14bR)-
9-hydroxy-4,4,6a,6b,8a,11,11,14b-octamethyl-
1,2,3,4a,5,6,7,8,9,10,12,12a,14,14a-
tetradecahydropicen-3-yl]oxy}-5-
{[(2S,3R,48S,5S,6R)-4,5-dihydroxy-6-
(hydroxymethyl)-3-{[(2S,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-
trihydroxy-6-methyloxan-2-yl]oxy } oxan-2-
ylJoxy}-3,4-dihydroxyoxane-2-carboxylic acid

Flavonoids

Flavonoids

Flavonoids

Flavonoids

Flavonoids

Prenol lipids

Flavonoid
glycosides
Flavonoid
glycosides

Flavonoid
glycosides

Flavonoid
glycosides

Flavonoid
glycosides

Terpene glycosides



1,5

5.9
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Ketomalonic acid

Lactate

Lactose

Leu-Asn

Leucine

Leu-Leu

Leu-Leu-Gly

Leu-Leu-Val

Leu-Phe

Leu-Val-Val

Linoleic acid

Liquiritigenin

mesoxalic acid

lactate

lactose

Leu-Asn

leucine

leucyl-leucine

Leu-Leu-Gly

(25)-2-[(25)-2-[(2S)-2-amino-4-
methylpentanamido]-4-methylpentanamido]-3-
methylbutanoic acid

Leu-Phe

(25)-2-[(25)-2-[(2S)-2-amino-4-
methylpentanamido]-3-methylbutanamido]-3-
methylbutanoic acid

linoleic

5-deoxyflavanone

Carboxylic
acids and
derivatives
Organooxyge
n compounds
Organooxyge
n compounds

Carboxylic
acids and
derivatives
Carboxylic
acids and
derivatives
Carboxylic
acids and
derivatives
Carboxylic
acids and
derivatives
Carboxylic
acids and
derivatives
Carboxylic
acids and
derivatives
Carboxylic
acids and
derivatives
Fatty Acyls

Flavonoids

Dicarboxylic acids
and derivatives

Alcohols and
polyols
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Amino acids,
peptides, and
analogues
Amino acids,
peptides, and
analogues
Amino acids,
peptides, and
analogues
Amino acids,
peptides, and
analogues
Amino acids,
peptides, and
analogues
Amino acids,
peptides, and
analogues
Amino acids,
peptides, and
analogues
Lineolic acids and
derivatives
Flavans
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L-Malic acid

LPC(16:0)

LPC(18:0)

LPC(18:2)

LPC(18:3)

Luteolin 8-C-glucoside

Lysine

Lysophosphatidic acid
0:0/18:2(92,127)

Lysophosphatidylethanolamine(18:

2/0:0)

Maleic acid

Malic acid

(-)-malic acid

(2R)-3-(hexadecanoyloxy)-2-

hydroxypropoxy(2-

(trimethylammonio)ethoxy)phosphinic acid

(2R)-2-hydroxy-3-

(octadecanoyloxy)propoxy(2-
(trimethylammonio)ethoxy)phosphinic acid
[2-({bis[(2R)-2-hydroxy-3-[(9Z,12Z)-octadeca-

9,12-

dienoyloxy]propoxy]phosphoryl}oxy)ethyl]tri

methylazanium

(2-{[(2R)-2-hydroxy-3-[(9Z,12Z,157)-
octadeca-9,12,15-trienoyloxy |propyl
phosphonato]oxy } ethyl)trimethylazanium

orientin

lysine

(2R)-3-hydroxy-2-[(9Z,12Z)-octadeca-9,12-
dienoyloxy]propoxyphosphonic acid
2-aminoethoxy((2R)-2-hydroxy-3-[(9Z,12Z)-
octadeca-9,12-dienoyloxy|propoxy)phosphinic

acid
maleic acid

malic acid

Hydroxy acids
and
derivatives
Glycerophosp
holipids

Glycerophosp
holipids

Glycerophosp
holipids

Glycerophosp
holipids

Flavonoids

Carboxylic
acids and
derivatives
Glycerophosp
holipids
Glycerophosp
holipids

Carboxylic
acids and
derivatives
Hydroxy acids
and
derivatives

Beta hydroxy acids
and derivatives

Glycerophosphocho
lines

Glycerophosphocho
lines

Glycerophosphogly
cerols

Glycerophosphocho
lines

Flavonoid
glycosides

Amino acids,
peptides, and
analogues
Glycerophosphates

Glycerophosphoeth
anolamines

Dicarboxylic acids
and derivatives

Beta hydroxy acids
and derivatives



2,3,4,6,
7,9
2,3,6,9

2,3

4,5
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Malonic acid

malonyldaidzin
malonylgenistin
malonylglycitin
Maltose
Medicarpin
Methyl jasmonate

Momordicoside 1

Mucic acid
Myo-inositol
N6-Carbamoyl-L-

threonyladenosine

Narcissin

malonic acid

malonyldaidzin
malonylgenistin
malonylglycitin
maltose

medicarpin, (-)-
(-)-methyl jasmonate

(2R,3R.4S,5S,6R)-2-

{[(1R,4S,5S,8R,9R,1285,138S,16S)-8-[(2R,4E)-
6-hydroxy-6-methylhept-4-en-2-yl1]-5,9,17,17-

tetramethyl-18-

oxapentacyclo[10.5.2.0%,'3.0%,'2.0°,°nonadec-2-
en-16-yl]oxy}-6-(hydroxymethyl)oxane-3,4,5-

triol
mucin

myo-inositol

(2S,3R)-2-(carbamoylamino)-N-{9-
[(2R,3R,4S,5R)-3,4-dihydroxy-5-
(hydroxymethyl)oxolan-2-yl]purin-6-yl}-3-

hydroxybutanamide
narcissin

Carboxylic
acids and
derivatives
Isoflavonoids

Isoflavonoids
Isoflavonoids

Organooxyge
n compounds

Isoflavonoids
Fatty Acyls

Steroids and
steroid
derivatives

Organooxyge
n compounds

Organooxyge
n compounds
Purine
nucleosides

Flavonoids

Dicarboxylic acids
and derivatives

Isoflavonoid O-
glycosides
Isoflavonoid O-
glycosides
Isoflavonoid O-
glycosides
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Furanoisoflavonoids
Lineolic acids and
derivatives
Steroidal glycosides

Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Alcohols and
polyols

Flavonoid
glycosides



1,5
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Naringenin-7-O-glucoside

Neobavaisoflavone
Nequinate

Neryl arabinofuranosyl-glucoside

Nicotinic acid

Octadecanoic acid
OPC-8:0

Osthole

Oxalic acid

Palmitic acid
parinaric acid

PC(16:0/16:0)

5-hydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-7-
{[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxy}-2,3-dihydro-
1-benzopyran-4-one

neobavaisoflavone

nequinate

2-({[3,4-dihydroxy-5-(hydroxymethyl)oxolan-
2-yl]oxy } methyl)-6-{[(2Z)-3,7-dimethylocta-
2,6-dien-1-ylJoxy}oxane-3,4,5-triol

niacin

stearic acid
8-[(18S,2S)-3-0x0-2-[(2Z)-pent-2-en-1-

yl]cyclopentyl]octanoic acid
osthole

oxalic acid

palmitic acid
parinaric acid
[2-({bis[(2R)-2,3-

bis(hexadecanoyloxy)propoxy|phosphoryl}oxy
)ethyl]trimethylazanium

Flavonoids

Isoflavonoids
Quinolines
and
derivatives
Prenol lipids

Pyridines and
derivatives

Fatty Acyls
Fatty Acyls

Coumarins
and
derivatives
Carboxylic
acids and
derivatives
Fatty Acyls

Fatty Acyls

Glycerophosp
holipids

Flavonoid
glycosides

Isoflav-2-enes
Quinolones and
derivatives

Terpene glycosides

Pyridinecarboxylic
acids and
derivatives

Fatty acids and
conjugates
Eicosanoids

Dicarboxylic acids
and derivatives

Fatty acids and
conjugates
Lineolic acids and
derivatives
Bisphosphatidic
acids



5,9

1,2,3,5,

178

p-Coumaric acid

PG(18:3(9Z,12Z,15Z)/22:6(4Z,7Z,1
0Z,13Z,16Z,19Z))

Phaseolin
Phaseoside IV

phenylalanine fragment

Pheophytin A

Pheophytin B

Phe-Val

Phosphatidylethanolamine
(0:0/16:0)
Physcion 8-glucoside

hydroxycinnamic acid

(25)-2,3-dihydroxypropoxy((2R)-2-
[(4Z2,72,10Z,13Z,16Z,19Z)-docosa-
4,7,10,13,16,19-hexaenoyloxy]-3-
[(9Z,12Z,15Z)-octadeca-9,12,15-
trienoyloxy|propoxy)phosphinic acid
(-)-phaseollin

(2S,3S,4S,5R,6R)-6-
{[(3S,4aR,6aR,6bS,8aR,12aS,14aR,14bR)-
4,4,6a,6b,8a,11,11,14b-octamethyl-9-oxo-
2,3,4a,5,6,7,8,10,12,12a,14,14a-dodecahydro-

1H-picen-3-yl]oxy}-5-{[(2S,3R,4S,5R,6R)-4,5-

dihydroxy-6-(hydroxymethyl)-3-
{[(2S,3R,4R,5R,6S)-3.4,5-trihydroxy-6-
methyloxan-2-yl]oxy }oxan-2-yl]oxy}-3,4-
dihydroxyoxane-2-carboxylic acid
L-phenylalanine

pheophytin a

Pheophytin B

phe-val

2-aminoethoxy((2R)-2-(hexadecanoyloxy)-3-
hydroxypropoxy)phosphinic acid
physcion 8-glucoside

Cinnamic
acids and
derivatives
Glycerophosp
holipids

Isoflavonoids
Prenol lipids

Carboxylic
acids and
derivatives
Tetrapyrroles
and
derivatives
Tetrapyrroles
and
derivatives
Carboxylic
acids and
derivatives
Glycerophosp
holipids
Anthracenes

Hydroxycinnamic
acids and
derivatives
Glycerophosphogly
cerols

Furanoisoflavonoids
Terpene glycosides

Amino acids,
peptides, and
analogues
Chlorins

Amino acids,
peptides, and
analogues
Glycerophosphoeth
anolamines
Anthraquinones



3,9

3,5,9
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Pinitol

Pipecolic acid

Pisatin
Plastoquinol-1
Polyethylene, oxidized

Primulasaponin
Proline

Pro-Phe

Pyruvic acid

Quercetin 3-rhamninoside

Raffinose

Rheidin C

pinit

(+,-)-pipecolic acid

pisatin

plastoquinol-1
6-hydroxy-5-methyl-4,11-dioxoundecanoic
acid

primulasaponin

proline

Pro-Phe

pyruvic acid

3-{[(2S,5R)-6-({[(2R,48S,5S)-3,5-dihydroxy-6-

methyl-4-{[(2S,4S,5R)-3,4,5-trihydroxy-6-

methyloxan-2-yl]oxy } oxan-2-yl]oxy } methyl)-

3,4,5-trihydroxyoxan-2-yl]oxy }-2-(3,4-
dihydroxyphenyl)-5,7-dihydroxychromen-4-
one

raffinose

4,4'5,5'-tetrahydroxy-2'-methoxy-7'-methyl-
10,10'-diox0-9H,9'H-[9,9'-bianthracene]-2-
carboxylic acid

Organooxyge
n compounds
Carboxylic
acids and
derivatives
Isoflavonoids
Prenol lipids
Keto acids
and
derivatives
Prenol lipids
Carboxylic
acids and
derivatives
Carboxylic
acids and
derivatives
Keto acids
and
derivatives
Flavonoids

Organooxyge
n compounds

Anthracenes

Alcohols and
polyols

Amino acids,
peptides, and
analogues
Furanoisoflavonoids
Diterpenoids
Medium-chain keto
acids and
derivatives
Terpene glycosides
Amino acids,
peptides, and
analogues

Amino acids,
peptides, and
analogues
Alpha-keto acids
and derivatives

Flavonoid
glycosides

Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Anthracenecarboxyl
ic acids and
derivatives
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Riboflavin

Ribonic acid

Ribose

Ricinoleic acid methyl ester
Robinin

Rubraflavone D
Rutin

Salicylic acid

Sandosaponin A

Saponin
Sarcosine

Schizandrin C

Scopoletin

riboflavin

ribonic acid
ribose
methyl ricinoleate

robinin

rubraflavone D
rutin

salicyclic acid

5-{[4,5-dihydroxy-6-(hydroxymethyl)-3-
{[3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-
yl]oxy}oxan-2-yl]oxy}-3,4-dihydroxy-6-{[4-
(hydroxymethyl)-4,6a,6b,8a,11,11,14b-

heptamethyl-9-oxo-

2,3,4a,5,6,7,8,10,12,12a,14,14a-dodecahydro-
1H-picen-3-yl]oxy} oxane-2-carboxylic acid

saponin
sarcosine

schisandrin C

scopoletin

Pteridines and
derivatives
Organooxyge
n compounds

Organooxyge
n compounds

Fatty Acyls
Flavonoids

Flavonoids
Flavonoids

Benzene and
substituted
derivatives
Prenol lipids

Prenol lipids
Carboxylic
acids and
derivatives
Tannins

Coumarins
and
derivatives

Alloxazines and
isoalloxazines
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates

Fatty alcohols
Flavonoid
glycosides
Flavones
Flavonoid
glycosides
Benzoic acids and
derivatives

Terpene glycosides

Triterpenoids
Amino acids,
peptides, and
analogues
Hydrolyzable
tannins
Hydroxycoumarins



1,5

3,9
3.9
3,9
2,3,9
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Serine

Ser-Leu

Shikimic acid

Sojagol
Soyasaponin I
Soyasaponin II
soyasaponin III
soyasaponin g

soyasaponin yg

L-serine

Ser-Leu

(-)-shikimate

sojagol

soyasaponin |

soyasaponin II

soyasaponin III

(2S,3S,4S,5R,6R)-6-
{[(3S,4S,4aR,6aR,6bS,8aR,9R,12aS,14aR,14b
R)-9-{[(2R)-5-hydroxy-6-methyl-4-0x0-2,3-
dihydropyran-2-yl]oxy }-4-(hydroxymethyl)-
4,6a,6b,8a,11,11,14b-heptamethyl-
1,2,3,4a,5,6,7,8,9,10,12,12a,14,14a-
tetradecahydropicen-3-yl]oxy }-5-
{[(2S,3R,4S,5R,6R)-4,5-dihydroxy-6-

(hydroxymethyl)-3-{[(2S,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-

trihydroxy-6-methyloxan-2-yl]oxy } oxan-2-

ylJoxy}-3,4-dihydroxyoxane-2-carboxylic acid

(2S,3S,4S,5R,6R)-6-
{[(3S,45,4aR,6aR,6bS,8aR,12aS,14aR,14bR)-
4-(hydroxymethyl)-4,6a,6b,8a,11,11,14b-
heptamethyl-9-oxo-
2,3,4a,5,6,7,8,10,12,12a,14,14a-dodecahydro-

1H-picen-3-yl]Joxy}-5-{[(2S,3R,4S,5R,6R)-4,5-

dihydroxy-6-(hydroxymethyl)-3-
{[(2S,3R,48S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxy } oxan-2-

ylJoxy}-3,4-dihydroxyoxane-2-carboxylic acid

Carboxylic
acids and
derivatives
Carboxylic
acids and
derivatives
Organooxyge
n compounds
Isoflavonoids
Prenol lipids
Prenol lipids
Prenol lipids
Prenol lipids

Prenol lipids

Amino acids,
peptides, and
analogues

Amino acids,
peptides, and
analogues
Alcohols and
polyols
Coumestans
Terpene glycosides
Terpene glycosides
Terpene glycosides
Terpene glycosides

Terpene glycosides



4,5

1,4

2,3,9
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Stearidonic acid

Succinic acid

Sucrose

Taraxasterone

Threonic acid

Threonine

Threonylleucine

trans-caffeoylquinic acid

trans-p- coumaroylquinic acid

Trehalose

Trigonelline

tryptophan fragment

stearidonic acid

succinic acid

Sucrose

4,4,6a,6b,8a,12,14b-heptamethyl-11-
methylidene-tetradecahydro-1H-picen-3-one
threonic acid

L-threonine

2-(2-amino-3-hydroxybutanamido)-4-
methylpentanoic acid

(3R,5R)-4-{[(2E)-3-(3.4-
dihydroxyphenyl)prop-2-enoyl]oxy}-1,3,5-
trihydroxycyclohexane-1-carboxylic acid
(1S,3R,4R,5R)-1,3,4-trihydroxy-5-{[(2E)-3-(4-
hydroxyphenyl)prop-2-
enoyl]oxy}cyclohexane-1-carboxylic acid
o,0'-trehalose

trigonelline

L-tryptophan

Fatty Acyls

Carboxylic
acids and
derivatives
Organooxyge
n compounds

Prenol lipids

Organooxyge
n compounds

Carboxylic
acids and
derivatives
Carboxylic
acids and
derivatives
Organooxyge
n compounds

Organooxyge
n compounds

Organooxyge
n compounds

Alkaloids and
derivatives
Indoles and
derivatives

Lineolic acids and
derivatives
Dicarboxylic acids
and derivatives

Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Triterpenoids

Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Amino acids,
peptides, and
analogues
Amino acids,
peptides, and
analogues
Alcohols and
polyols

Alcohols and
polyols

Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates

Indolyl carboxylic
acids and
derivatives



3 Tuberonic acid glucoside tuberonic acid glucoside Fatty Acyls Fatty acyl
glycosides
3,9 Tyrosine L-tyrosine Carboxylic Amino acids,
acids and peptides, and
derivatives analogues
3 Uridine uridine Pyrimidine
nucleosides
4,5 Valine L-valine Carboxylic Amino acids,
acids and peptides, and
derivatives analogues
9 Xanthohumol xanthohumol Linear 1,3- Chalcones and
diarylpropanoi dihydrochalcones
ds
9 Xanthyletin xanthyletin Coumarins Pyranocoumarins
and
derivatives
5 Xylose a-D-xylopyranose Organooxyge Carbohydrates and
n compounds carbohydrate
conjugates
4 a-Glucose a-glucose Organooxyge Carbohydrates and
n compounds carbohydrate
conjugates
5 a-ketoisocaproic acid ketoisocaproate Keto acids Short-chain keto
and acids and
derivatives derivatives
5 B-alanine B alanine Carboxylic Amino acids,
acids and peptides, and
derivatives analogues
4 B-Glucose B-glucose Organooxyge Carbohydrates and
n compounds carbohydrate
conjugates

? Name quoted in the referenced paper
® Traditional name proposed by Jchem [10]
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¢ Classification proposed by ClassyFire [11]
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Table S3. Metabolites identified in soy branches

Reference Name ? Traditional name ? Class ° Subclass °
4 1,2,4-benzenetriol 1,2,4-benzenetriol Phenols Benzenetriols and
derivatives
4 1,5-anhydroglucitol 1,5-anhydroglucitol Organooxygen Carbohydrates and
compounds carbohydrate
conjugates
4 1-hexadecanol cetyl alcohol Fatty Acyls Fatty alcohols
4 1-kestose 1-kestose Organooxygen Carbohydrates and
compounds carbohydrate
conjugates
4 1-methyladenosine 1-methyladenosine Purine nucleosides
4 1-monopalmitin glyceryl palmitate Glycerolipids Monoradylglycerols
4 2-hydroxyglutaric acid 2-hydroxyglutaric acid Hydroxy acids and Short-chain hydroxy
derivatives acids and derivatives
4 2-isopropylmalic acid 2-isopropylmalic acid Fatty Acyls Fatty acids and
conjugates
4 2-methylglyceric acid NIST ~ 2-methylglyceric acid Hydroxy acids and Beta hydroxy acids
derivatives and derivatives
4 2-monoolein 2-oleoylglycerol Glycerolipids Monoradylglycerols
4 2-monopalmitin glyceryl 2-palmitate Glycerolipids Monoradylglycerols
4 3,4-dihydroxycinnamic acid  3,4-dihydroxycinnamic acid Cinnamic acids and Hydroxycinnamic
derivatives acids and derivatives
4 3-hydroxy-3-methylglutaric =~ meglutol Fatty Acyls Fatty acids and
acid conjugates
4 4-aminobutyric acid gamma(amino)-butyric acid Carboxylic acids and ~ Amino acids,
derivatives peptides, and
analogues
4 4-hydroxybenzoate hydroxybenzoic acid Benzene and Benzoic acids and
substituted derivatives derivatives
4 S-aminovaleric acid S-aminovaleric acid Carboxylic acids and ~ Amino acids,

derivatives

peptides, and
analogues
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6-deoxyglucitol NIST

6-deoxyglucose

7,4'-dihydroxy flavone
Acetylserotonin
aconitic acid

adenosine
adipic acid

alanine

allantoic acid

allantoin
alpha-aminoadipic acid
alpha-ketoglutarate

Apigenin
arachidic acid

asparagine

(2S,3R,4R,5R)-hexane-1,2,3,4,5-
pentol

fucose
7,4'-dihydroxyflavone
N-acetylserotonin

aconitic acid

adenosine
adipic acid

L-alanine

allantoic acid

allantoin
aminoadipic acid
a ketoglutarate

chamomile
arachidic acid

L-asparagine

Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Flavonoids
Indoles and derivatives

Carboxylic acids and
derivatives
Purine nucleosides

Fatty Acyls

Carboxylic acids and
derivatives

Carboxylic acids and
derivatives

Azoles
Carboxylic acids and
derivatives

Keto acids and
derivatives
Flavonoids
Fatty Acyls

Carboxylic acids and
derivatives

Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Flavones
Hydroxyindoles
Tricarboxylic acids
and derivatives

Fatty acids and
conjugates
Amino acids,
peptides, and
analogues
Amino acids,
peptides, and
analogues
Imidazoles
Amino acids,
peptides, and
analogues
Gamma-keto acids
and derivatives
Flavones

Fatty acids and
conjugates
Amino acids,
peptides, and
analogues
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aspartic acid

benzoic acid
benzylalcohol

beta-alanine

beta-gentiobiose

beta-sitosterol
butane-2,3-diol NIST

Butin

butyrolactam NIST
capric acid

cellobiose

cerotinic aci
Cinnamic acid

citramalic acid

aspartic acid

benzoic acid
benzyl alcohol

B alanine

gentiobiose

sitosterol
2,3-butanediol

butin

pyrrolidone
capric acid

cellobiose

heptacosanoic acid
cinnamic acid

citramalate, (+-)-

Carboxylic acids and
derivatives

Benzene and
substituted derivatives
Benzene and
substituted derivatives
Carboxylic acids and
derivatives

Organooxygen
compounds

Steroids and steroid
derivatives
Organooxygen
compounds
Flavonoids

Pyrrolidines
Fatty Acyls

Organooxygen
compounds

Fatty Acyls
Cinnamic acids and

derivatives
Fatty Acyls

Amino acids,
peptides, and
analogues
Benzoic acids and
derivatives
Benzyl alcohols

Amino acids,
peptides, and
analogues
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Stigmastanes and
derivatives

Alcohols and polyols

Flavans

Pyrrolidones

Fatty acids and
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates

Fatty acids and
conjugates
Cinnamic acids

Fatty acids and
conjugates



(%)

1,2,5
1,5
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citric acid

conduritol-beta-expoxide

Coniferin

Coniferyl alcohol
Coniferylaldehyde
cyanoalanine

Daidzein

Daidzin
dehydroascorbic acid
digalacturonic acid

Dihydromyricetin
dihydroxyacetone

dihydroxymalonic acid NIST

enolpyruvate NIST

erythritol

citric acid

(2R,3S,4S,5R)-7-

oxabicyclo[4.1.0]heptane-2,3,4,5-

tetrol
coniferin

coniferyl alcohol
coniferaldehyde
cyanoalanine

daidzein

daidzin
dehydroascorbic acid
digalacturonic acid
(+)-dihydromyricetin
dihydroxyacetone
dihydroxymalonic acid

phosphoenolpyruvic acid

meso-erythritol

Carboxylic acids and
derivatives
Oxepanes

Organooxygen
compounds

Phenols
Phenols

Carboxylic acids and
derivatives

Isoflavonoids
Isoflavonoids

Lactones

Organooxygen
compounds

Flavonoids
Organooxygen
compounds

Carboxylic acids and
derivatives

Organic phosphoric
acids and derivatives
Organooxygen
compounds

Tricarboxylic acids
and derivatives

Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Methoxyphenols
Methoxyphenols
Amino acids,
peptides, and
analogues
Isoflav-2-enes
Isoflavonoid O-
glycosides
Gamma
butyrolactones
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Flavans
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Dicarboxylic acids
and derivatives
Phosphate esters

Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
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ethanolamine
ferulic acid

fructose

fructose-6-phosphate

fucose

fumaric acid

galactinol

galactonic acid

galactose-6-phosphate

galacturonic acid

Genistein
Genistin

ethanolamine
ferulic acid

fructose

fructose-6-phosphate

fucose

fumaric acid

(1S,2R,3S,4S,5S,6R)-6-
{[(2R,3R,4S,5R,6R)-3.4,5-
trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-
2-ylloxy}cyclohexane-1,2,3,4,5-

pentol
galactonic acid

glucose-6-phosphate

galacturonic acid

genistein
genistin

Organonitrogen
compounds
Cinnamic acids and
derivatives
Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Carboxylic acids and
derivatives
Organooxygen
compounds

Hydroxy acids and
derivatives

Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Isoflavonoids
Isoflavonoids

Amines

Hydroxycinnamic
acids and derivatives
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Dicarboxylic acids
and derivatives
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates

Medium-chain
hydroxy acids and
derivatives
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Isoflav-2-enes
Isoflavonoid O-
glycosides
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glucoheptulose

gluconic acid

glucose

glucose-1-phosphate

glucose-6-phosphate

glutamic acid

glutamine

glutaric acid

glyceric acid

glycerol

glycerol-3-galactoside
glycerol-alpha-phosphate

(3R,4S,5R,6R)-1,3.,4,5,6,7-

hexahydroxyheptan-2-one

gluconic acid

glucose

glucose-1-phosphate

glucose-6-phosphate

L-glutamic acid

L-glutamine

glutaric acid

glyceric acid

glycerol

galactosylglycerol
sn-glycerol 3-phosphate

Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Carboxylic acids and
derivatives

Carboxylic acids and
derivatives

Carboxylic acids and
derivatives
Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Glycerolipids
Glycerophospholipids

Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates

Amino acids,
peptides, and
analogues

Amino acids,
peptides, and
analogues
Dicarboxylic acids
and derivatives
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Glycosylglycerols
Glycerophosphates
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glycine

Glycitein

Glycitin

glycolic acid
guanine
heptadecanoic acid
Hesperetin
hexonic acid

hexose NIST

histidine

hydroxycarbamate NIST
hydroxylamine

inositol-4-monophosphate

inulotriose

glycine

glycitein

glycitin

glycolic acid
guanine
heptadecanoic acid
hesperetin
heptanoic acid

B-glucose

L-histidine

N-hydroxycarbamate

hydroxylamine

[(1S,2R,38,4R,5S,65)-2,3,4,5,6-
pentahydroxycyclohexyl]oxyphospho

nic acid

(3S,4R,5R)-1-{[(2R,3S,4S,5R)-2-
({[(2R,3S,4S,5R)-3,4-dihydroxy-2,5-
bis(hydroxymethyl)oxolan-2-
yl]oxy}methyl)-3,4-dihydroxy-5-

Carboxylic acids and
derivatives

Isoflavonoids
Isoflavonoids

Hydroxy acids and
derivatives
Imidazopyrimidines

Fatty Acyls
Flavonoids
Fatty Acyls

Organooxygen
compounds

Carboxylic acids and
derivatives

Organic carbonic acids
and derivatives
Homogeneous other
non-metal compounds
Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Amino acids,
peptides, and
analogues
Isoflav-2-enes
Isoflavonoid O-
glycosides

Alpha hydroxy acids
and derivatives
Purines and purine
derivatives

Fatty acids and
conjugates
O-methylated
flavonoids

Fatty acids and
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates

Amino acids,
peptides, and
analogues

Alcohols and polyols

Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
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isocitric acid

isoleucine

Isoliquiritigenin

isothreonic acid

Kynurenic acid
lactic acid
leucine
levoglucosan
lignoceric acid
linoleic acid
linolenic acid
Liquiritigenin
L-Tryptamine

Luteolin
lysine

(hydroxymethyl)oxolan-2-ylJoxy}-
3.,4,5,6-tetrahydroxyhexan-2-one

1socitric acid

L-isoleucine

2'4,4'-trihydroxychalcone

threonic acid

kynurenic acid
lactic acid
leucine
levoglucosan
lignoceric acid
linoleic
a-linolenic acid

5-deoxyflavanone
tryptamine

luteolin
L-lysine

Carboxylic acids and
derivatives
Carboxylic acids and
derivatives

Linear 1,3-
diarylpropanoids
Organooxygen
compounds

Quinolines and
derivatives

Hydroxy acids and
derivatives
Carboxylic acids and
derivatives

Oxepanes
Fatty Acyls

Fatty Acyls
Fatty Acyls

Flavonoids

Indoles and derivatives

Flavonoids
Carboxylic acids and
derivatives

Tricarboxylic acids
and derivatives
Amino acids,
peptides, and
analogues
Chalcones and
dihydrochalcones
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Quinoline carboxylic
acids

Alpha hydroxy acids
and derivatives
Amino acids,
peptides, and
analogues

Fatty acids and
conjugates
Lineolic acids and
derivatives
Lineolic acids and
derivatives
Flavans
Tryptamines and
derivatives
Flavones

Amino acids,
peptides, and
analogues
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lyxitol

lyxose

maleic acid

maleimide
malic acid

malonic acid
malonyldaidzin
malonylgenistin
maltitol

maltose
maltotriose
melibiose
methanolphosphate

methionine

Methoxy-indoleaceticacid

adonitol

lyxose

maleic acid

maleimide
malic acid

malonic acid
malonyldaidzin
malonylgenistin
maltitol

maltose
maltotriose
melibiose

methyl phosphate

L-methionine

5-methoxyindole-3-acetic acid

Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Carboxylic acids and
derivatives
Pyrrolidines
Hydroxy acids and
derivatives
Carboxylic acids and
derivatives
Isoflavonoids

Isoflavonoids

Fatty Acyls
Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Fatty Acyls

Organic phosphoric
acids and derivatives
Carboxylic acids and
derivatives

Indoles and derivatives

Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Dicarboxylic acids
and derivatives
Pyrrolidones

Beta hydroxy acids
and derivatives
Dicarboxylic acids
and derivatives
Isoflavonoid O-
glycosides
Isoflavonoid O-
glycosides

Fatty acyl glycosides
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates

Fatty acyl glycosides
Phosphate esters

Amino acids,
peptides, and
analogues

Indolyl carboxylic
acids and derivatives
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methyltetrahydrophenanthren 1-methyl-1,2,3,4-

one NIST
montanic acid

mucic acid

myo-inositol
myristic acid

N-acetyl-D-galactosamine

N-acetyl-D-hexosamine

N-acetylmannosamine

Naringin
Neohesperidin
nicotianamine
nicotinamide
nicotinic acid

N-methylalanine

tetrahydrophenanthrene
octacosanoic acid

mucin

(-)-inositol
myristic acid

GalNAc

N-acetyl-D-glucosamine

N-acetylmannosamine

naringin
neohesperidin
nicotianamine
nicotinamide
niacin

N-methylalanine

Phenanthrenes and
derivatives
Fatty Acyls

Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds
Fatty Acyls

Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Flavonoids
Flavonoids
Carboxylic acids and
derivatives

Pyridines and
derivatives

Pyridines and
derivatives
Carboxylic acids and
derivatives

Hydrophenanthrenes

Fatty acids and
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates

Alcohols and polyols

Fatty acids and
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Flavonoid glycosides
Flavonoid glycosides
Amino acids,
peptides, and
analogues
Pyridinecarboxylic
acids and derivatives
Pyridinecarboxylic
acids and derivatives
Amino acids,
peptides, and
analogues
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O-acetylserine

octadecanol
octanol NIST
oleic acid

oxalic acid

oxoproline

palmitic acid

p-Coumarylalcohol
pelargonic acid

pentitol

phenol

phenylalanine

phenylethylamine
phosphate

phytol
Picolinate

O-acetyl-L-serine

stearyl alcohol
octanol
oleic acid

oxalic acid

pyroglutamate

palmitic acid

4-hydroxycinnamyl alcohol
nonanoic acid

adonitol

phenol

L-phenylalanine

phenylethylamine
phosphate

phytol
picolinate

Carboxylic acids and
derivatives

Fatty Acyls
Fatty Acyls
Fatty Acyls

Carboxylic acids and
derivatives
Carboxylic acids and
derivatives

Fatty Acyls

Cinnamyl alcohols
Fatty Acyls

Organooxygen
compounds

Phenols

Carboxylic acids and
derivatives

Benzene and
substituted derivatives
Non-metal oxoanionic
compounds

Prenol lipids
Pyridines and
derivatives

Amino acids,
peptides, and
analogues
Fatty alcohols
Fatty alcohols
Fatty acids and
conjugates
Dicarboxylic acids
and derivatives
Amino acids,
peptides, and
analogues
Fatty acids and
conjugates

Fatty acids and
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
1-hydroxy-4-
unsubstituted
benzenoids
Amino acids,
peptides, and
analogues
Phenethylamines

Non-metal phosphates
Diterpenoids

Pyridinecarboxylic
acids and derivatives
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pipecolinic acid

proline

propane-1,3-diol NIST

Prunin
putrescine

pyrophosphate
pyruvic acid

raffinose

ribitol

ribose

ribose-5-phosphate

saccharic acid

salicylaldehyde

(+,-)-pipecolic acid

proline

1,3-propandiol

prunin
putrescine

diphosphate
pyruvic acid

raffinose

ribitol

ribose

ribose-5-phosphate

saccharic acid

salicylaldehyde

Carboxylic acids and
derivatives

Carboxylic acids and
derivatives

Organooxygen
compounds
Flavonoids
Organonitrogen
compounds
Non-metal oxoanionic
compounds
Keto acids and
derivatives
Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Amino acids,
peptides, and
analogues

Amino acids,
peptides, and
analogues

Alcohols and polyols

Flavonoid glycosides
Amines

Non-metal
pyrophosphates
Alpha-keto acids and
derivatives
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates

Carbonyl compounds



Scopoletin

serine

Serotonin
shikimic acid
spermidine
stearic acid
stigmasterol
succinic acid

SucCrose

sulfuric acid

threitol

threonic acid

threonine

scopoletin

L-serine

serotonin
(-)-shikimate
spermidine
stearic acid
stigmasterol
succinic acid

SucCrose

sulfuric acid

(-)-threitol

threonic acid

L-threonine

Coumarins and
derivatives
Carboxylic acids and
derivatives

Indoles and derivatives

Organooxygen
compounds
Organonitrogen
compounds
Fatty Acyls

Steroids and steroid
derivatives
Carboxylic acids and
derivatives
Organooxygen
compounds

Non-metal oxoanionic
compounds
Organooxygen
compounds

Organooxygen
compounds

Carboxylic acids and
derivatives

Hydroxycoumarins

Amino acids,
peptides, and
analogues
Tryptamines and
derivatives

Alcohols and polyols

Amines

Fatty acids and
conjugates
Stigmastanes and
derivatives
Dicarboxylic acids
and derivatives
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Non-metal sulfates

Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates

Amino acids,
peptides, and
analogues



4 trans-4-hydroxy-L-proline hydroxyproline Carboxylic acids and ~ Amino acids,
derivatives peptides, and
analogues
4 trehalose a,o'-trehalose Organooxygen Carbohydrates and
compounds carbohydrate
conjugates
3 Tricetin tricetin Flavonoids Flavones
4 tryptophan L-tryptophan Indoles and derivatives Indolyl carboxylic
acids and derivatives
4 tyrosine L-tyrosine Carboxylic acids and ~ Amino acids,
derivatives peptides, and
analogues
4 uracil uracil Diazines Pyrimidines and
pyrimidine
derivatives
4 urea urea Organic carbonic acids Ureas
and derivatives
4 uridine uridine Pyrimidine nucleosides
4 valine L-valine Carboxylic acids and ~ Amino acids,
derivatives peptides, and
analogues
4 xylitol D-xylitol Organooxygen Carbohydrates and
compounds carbohydrate
conjugates
4 xylonic acid isomer L-xylonic acid Organooxygen Carbohydrates and
compounds carbohydrate
conjugates
4 xylonolactone NIST D-xylonolactone Lactones Delta valerolactones
4 xylose a-D-xylopyranose Organooxygen Carbohydrates and
compounds carbohydrate
conjugates

4 Name quoted in the referenced paper
® Traditional name proposed by Jchem [6]
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¢ Classification proposed by ClassyFire [7]
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Table S4. Metabolites identified in soy pods

Reference  Name ? Traditional name P Class © Subclass ¢
6 (E)-2-hexenal (E)-2-hexenal Organooxygen compounds Carbonyl compounds
6 (E)-2-none-1-ol non-2-en-1-ol Fatty Acyls Fatty alcohols
6 (Z2)-3-hexen-1-o0l leaf alcohol Fatty Acyls Fatty alcohols
6 (Z)-3-hexenyl acetate (Z)-3-hexenyl acetate Carboxylic acids and Carboxylic acid
derivatives derivatives
3 1,3-Dimethylurate 1,3-dimethyluric acid Imidazopyrimidines Purines and purine
derivatives
6 1-octen-3-ol 1-octen-3-ol Fatty Acyls Fatty alcohols
4 1-Pyrroline-3-hydroxy-5-  4-hydroxy-3,4-dihydro-2H- Carboxylic acids and Amino acids, peptides,
carboxylic-acid pyrrole-2-carboxylate derivatives and analogues
3 2-Aminoadipate a-aminoadipate Carboxylic acids and Amino acids, peptides,
derivatives and analogues
3 2-Hydroxyisobutyrate a-hydroxyisobutanoate Organooxygen compounds Alcohols and polyols
6 3-octanone 3-octanone Organooxygen compounds Carbonyl compounds
3 4-Aminobutyrate 4-aminobutanoate Carboxylic acids and Amino acids, peptides,
derivatives and analogues
3 4-Hydroxyphenylacetate 4-hydroxyphenylacetate Phenols 1-hydroxy-2-
unsubstituted benzenoids
1 7,4"-dihydroxy flavone 7,4'-dihydroxyflavone Flavonoids Flavones
3 Acetate acetate Carboxylic acids and Carboxylic acids
derivatives
6 Acetyl daidzin 3-(4-hydroxyphenyl)-7- Isoflavonoids Isoflavonoid O-glycosides
{[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-
trihydroxy-6-
(methoxymethyl)oxan-2-
ylJoxy}chromen-4-one
6 Acetyl genistin 2-acetyl-5-hydroxy-3-(4- Isoflavonoids Isoflavonoid O-glycosides

hydroxyphenyl)-7-{[(2S,5S)-
3.,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-
yl]oxy}chromen-4-one
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Acetyl Glycitin

Alanine
allo-Inositol
Apigenin
Arginine
Asparagine
Aspartate

Betaine

Camphene
Carnitine

Choline
Citric acid

Daidzein
Daidzin
Decanal
Dodecane
D-Pinitol
Ethanol
Formate

Fumarate

Fumaric acid

acetylglycitin
L-alanine

(-)-inositol
chamomile
arginine
L-asparagine
L-aspartic acid

Bet

camphene
carnitine

choline
citric acid

daidzein
daidzin
decanal
dodecane
ononitol
ethyl alcohol
formate

fumarate

fumaric acid

Isoflavonoids

Carboxylic acids and
derivatives

Organooxygen compounds

Flavonoids
Carboxylic acids and
derivatives
Carboxylic acids and
derivatives
Carboxylic acids and
derivatives
Carboxylic acids and
derivatives

Prenol lipids
Organonitrogen
compounds
Organonitrogen
compounds
Carboxylic acids and
derivatives
Isoflavonoids
Isoflavonoids

Organooxygen compounds

Saturated hydrocarbons

Organooxygen compounds
Organooxygen compounds

Carboxylic acids and
derivatives
Carboxylic acids and
derivatives
Carboxylic acids and
derivatives

Isoflavonoid O-glycosides

Amino acids, peptides,
and analogues
Alcohols and polyols
Flavones

Amino acids, peptides,
and analogues

Amino acids, peptides,
and analogues

Amino acids, peptides,
and analogues

Amino acids, peptides,
and analogues
Monoterpenoids
Quaternary ammonium
salts

Quaternary ammonium
salts

Tricarboxylic acids and
derivatives
Isoflav-2-enes

Isoflavonoid O-glycosides

Carbonyl compounds
Alkanes

Alcohols and polyols
Alcohols and polyols
Carboxylic acids

Dicarboxylic acids and
derivatives
Dicarboxylic acids and
derivatives
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Galactose

Genistein
Genistin
Geranyl acetone
Glucose

Glutamate
Glutamine

Glycitein
Glycitin
Glyoxylic acid

Hexadecane
Hexadecanoic acid
Hexanol
Isoleucine

Kaempferol diglycoside
(KD)

Kaempferol triglycoside 1
(KT1)

galactose

genistein
genistin
geranylacetone
glucose

glutamate
L-glutamine

glycitein
glycitin
glyoxalate, glyoxylate

cetane
palmitic acid
hexanol
L-isoleucine

5-hydroxy-2-(4-
hydroxyphenyl)-3-
{[(2S,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-
trthydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-

yljoxy}-7-{[(2S,3R,4R,5R,6S)-
3.,4,5-trihydroxy-6-methyloxan-

2-yl]oxy}chromen-4-one
5-hydroxy-2-(4-
hydroxyphenyl)-3-
{[(2S,3R,4S,5S,6R)-3.4,5-
trthydroxy-6-

Organooxygen compounds

Isoflavonoids
Isoflavonoids

Prenol lipids
Organooxygen compounds

Carboxylic acids and
derivatives
Carboxylic acids and
derivatives
Isoflavonoids
Isoflavonoids
Carboxylic acids and
derivatives

Saturated hydrocarbons
Fatty Acyls

Fatty Acyls
Carboxylic acids and
derivatives
Flavonoids

Flavonoids

Carbohydrates and
carbohydrate conjugates
Isoflav-2-enes
Isoflavonoid O-glycosides
Monoterpenoids
Carbohydrates and
carbohydrate conjugates
Amino acids, peptides,
and analogues

Amino acids, peptides,
and analogues
Isoflav-2-enes
Isoflavonoid O-glycosides
Carboxylic acids

Alkanes

Fatty acids and conjugates
Fatty alcohols

Amino acids, peptides,
and analogues

Flavonoid glycosides

Flavonoid glycosides
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Kaempferol triglycoside 3
(KT3)

Lactate
Leucine

Lysine

Lyxonic acid
Lyxose

Malic acid
Malonate
Malonyldaidzin
Malonylgenistin

MalonylGlycitin
Mannitol

({[(2R,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-
trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-
ylJoxy } methyl)oxan-2-yl]oxy} -
7-{[(2S,3R,4R,5R,68)-3.4,5-
trihydroxy-6-methyloxan-2-
yl]oxy}chromen-4-one
3-({4,5-dihydroxy-3-[(3.4,5-
trihydroxy-6-methyloxan-2-
yl)oxy]-6-{[(3,4,5-trihydroxy-
6-methyloxan-2-
yl)oxy]methyl}oxan-2-yl}oxy)-
5,7-dihydroxy-2-(4-
hydroxyphenyl)chromen-4-one
lactate

leucine

L-lysine
(2S,3S,4R)-2,3,4,5-
tetrahydroxypentanoic acid
lyxose

malic acid

malonate

malonyldaidzin
malonylgenistin
malonylglycitin
mannitol

Flavonoids

Organooxygen compounds
Carboxylic acids and
derivatives

Carboxylic acids and
derivatives

Organooxygen compounds

Organooxygen compounds

Hydroxy acids and
derivatives

Carboxylic acids and
derivatives

Isoflavonoids
Isoflavonoids
Isoflavonoids
Organooxygen compounds

Flavonoid glycosides

Alcohols and polyols
Amino acids, peptides,
and analogues

Amino acids, peptides,
and analogues
Carbohydrates and
carbohydrate conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate conjugates
Beta hydroxy acids and
derivatives

Dicarboxylic acids and
derivatives

Isoflavonoid O-glycosides
Isoflavonoid O-glycosides
Isoflavonoid O-glycosides
Carbohydrates and
carbohydrate conjugates
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Methionine

myo-Inositol
N-Acetylglutamate

Nonanal

Nonanol
Octadecanoic acid
Pantothenate

Pentadecane
Phenylacetate

Phenylalanine
Phosphoric acid
Phosphoric acid
monomethyl ester
pi-Methylhistidine

Proline

Propylene glycol
Pyruvate

quercetin
Serine

Sorbose

Succinate

L-methionine

(-)-inositol
N-acetylglutamate

nonanal
nonan-1-ol
stearic acid
pantothenate

pentadecane
phenylacetate

L-phenylalanine
phosphoric acid
methyl phosphate
4-methyl-histidine
proline

1,2-propanediol
pyruvic acid

quercetin
L-serine

sorbose

succinate

Carboxylic acids and
derivatives

Organooxygen compounds

Carboxylic acids and
derivatives

Organooxygen compounds

Fatty Acyls
Fatty Acyls
Carboxylic acids and
derivatives

Saturated hydrocarbons
Benzene and substituted

derivatives
Carboxylic acids and
derivatives

Non-metal oxoanionic

compounds

Organic phosphoric acids

and derivatives
Carboxylic acids and
derivatives
Carboxylic acids and
derivatives

Organooxygen compounds
Keto acids and derivatives

Flavonoids
Carboxylic acids and
derivatives

Organooxygen compounds

Carboxylic acids and
derivatives

Amino acids, peptides,
and analogues
Alcohols and polyols
Amino acids, peptides,
and analogues
Carbonyl compounds
Fatty alcohols

Fatty acids and conjugates
Amino acids, peptides,
and analogues
Alkanes

Amino acids, peptides,
and analogues
Non-metal phosphates

Phosphate esters

Amino acids, peptides,
and analogues

Amino acids, peptides,
and analogues
Alcohols and polyols
Alpha-keto acids and
derivatives

Flavones

Amino acids, peptides,
and analogues
Carbohydrates and
carbohydrate conjugates
Dicarboxylic acids and
derivatives



3 Sucrose sucrose Organooxygen compounds Carbohydrates and
carbohydrate conjugates
3 Threonine L-threonine Carboxylic acids and Amino acids, peptides,
derivatives and analogues
6 Tridecane tridecane Saturated hydrocarbons Alkanes
3 Tryptophan L-tryptophan Indoles and derivatives Indolyl carboxylic acids
and derivatives
3 Tyrosine L-tyrosine Carboxylic acids and Amino acids, peptides,
derivatives and analogues
6 Undecane undecane Saturated hydrocarbons Alkanes
3 Uracil uracil Diazines Pyrimidines and
pyrimidine derivatives
3 Valine L-valine Carboxylic acids and Amino acids, peptides,
derivatives and analogues
6 a-pinene o pinene Prenol lipids Monoterpenoids
#Name quoted in the referenced paper
® Traditional name proposed by Jchem [7]
¢ Classification proposed by ClassyFire [8]
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MATERIAL SUPLEMENTAR - CAPITULO II
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Figure S1. Response surface and contour plot for the total number of peaks in UHPLC-PDA/UV at
254 nm (A), and UHPLC-MS in positive (B) and negative mode (C), respectively, as a function of the

variables x; (initial % of B) and x> (% of HCOOH in the M.P.)
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(" A) GC-MS
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Figure S2. Response surface and contour plot for the total number of peaks GC-MS as a function of

the variables x; (Ramp rate - °C/min) and x (carrier gas flow — mL/min)
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(A) Time (x,) vs Temperature (x,)
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Figure S3. Response surface and contour plot for the 2-Mac using the sum of total number of
peaks in UHPLC-PDA/UV-MS and GC-MS as a function of the variables x; (time - min), x.

(temperature — °C), and x4 (granulometry — mesh size)
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A. Branches : B. Leaves
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E. Soybeans (seeds)

Figure S4. Representative optimized GC-QToF-MS chromatogram of the individual soy by-
products, i.e., branches (A), leaves (B), pods (C), and roots(D), and soybeans (E). Column:
Agilent Zorbax DB5- MS+10 m — Duragard Capillary Column (30 m % 250 pm x 0.25 pm).
Injector and MS transfer line temperature: 330 and 310 °C, respectively. Helium flow rate: 1.6
mL/min. Oven temperature: 150 °C (2 min); followed by 350 °C at the rate of 7 °C/min.

Injection volume: 1 pL of n-heptane extract (10 mg/mL) with a split flow of 8.4 mL/min.
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MATERIAL SUPLEMENTAR - CAPITULO III

Figure S1. Equipment used to perform the pressurized Natural Hydrophobic Eutectic Solvents (NaHDES)
extraction (ASE 200 device - Dionex, USA), with the bottle of respective solvents maintained at 90 °C.

Figure S2. Pressurized n-heptane and Natural Hydrophobic Eutectic Solvents (NaHDES) extracts of
soybean at 120 °C. As follows: n-heptane, eucalyptol:menthol (1:1), camphor:menthol (1:1),
camphor:thymol (3:2) extracts.
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Figure S3. Pressurized EtOH-H20 7:3 (v/v) (A) and Natural Eutectic Solvents (NADES) (B) extracts of the

mix of soy parts, i.e., branches, leaves, pods, and roots, at 60, 90, and 120 °C, respectively.

Table S1. Natural Hydrophobic Eutectic Solvents (NaHDES) [28—45] with their respective Hansen
Solubility Parameters (HSP) and distance (Ra) compared to n-heptane. A lower Ra value represents a

higher similarity between the NaHDES and n-heptane.

Nahdes (molar ratio) Dtotal Ptotal Htotal Ra Ref
Heptane 15.30  0.00 0.00 0.00
Menthol:Eucalyptol(1:1)" 16.59 3.17 4.82 6.33 18
Borneol:Oleic acid(1:4) 16.46  3.08 5.71 6.88 15
Borneol:Oleic acid(1:3) 16.47 3.10 5.76 6.95 15
Borneol:Oleic acid(1:2) 16.50 3.14 5.87 7.08 15
Camphor:Menthol(1:1)" 16.91 4.28 4.71 7.13 10,18
Menthol:Camphor(2:1) 16.77  4.00 5.48 7.39 5,10
Camphor:Thymol(2:1) 17.53 4.80 3.81 7.58 10,13
Camphor:Thymol(3:2)" 17.56 4.72 4.16 7.74 13
Camphor:Thymol(1:1) 17.60 4.60 4.67 8.01 4,5,10,13
Menthol:Myristic acid(8:1) 16.47 3.47 6.86 8.03 18
Menthol:Dodecanoic acid(2:1) 16.42  3.69 7.13 8.33 3,7,11
Perillyl alcohol:Camphor(1:1) 1735 4.74 5.70 8.47 18
Camphor:Thymol(1:2) 17.67 4.40 5.51 8.49 10,13
Thymol:Menthol(1:2) 16.89  3.65 6.99 8.50 1,10,17
1-Tetradecanol:Menthol(1:2) 16.34 3.38 7.68 8.64 1
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Decanoic acid:Menthol(1:2)
Thymol:Menthol(1:1)
Menthol:Decanoic acid(3:2)
Nonanoic acid:Menthol(1:1,5)
Decanoic acid:Menthol(1:1)
Menthol: Thymol(1:2)

Borneol: Thymol(1:1)
Menthol:Lidocaine(2:1)
Borneol: Thymol(1:2)

Decanoic acid:Palmitic acid(8:1)
Decanoic acid:Myristic acid(5:1)
Octanoic acid:Menthol(1:1,5)
Decanoic acid:dodecanoic acid(2:1)
Borneol:thymol(1:3)
Menthol:Perillyl alcohol(1:1)
Dodecanoic acid:lidocaine(2:1)
Borneol:thymol(1:4)
Dodecanoic acid:Atropine(2:1)
Borneol:Decanoic acid(1:2)
Decanoic acid:Dodecanoic acid(3:1)
C9:C10:C12 (1:1:1)
Borneol:Decanoic acid(1:3)
Decanoic acid: Thymol(1:1)
Borneol:Decanoic acid(1:4)
C9:C10:C12 (1:2:1)
Menthol:Butyric acid(1:1)
Menthol:Acetic acid(1:1)
Menthol:Octanoic acid(1:1)
C9:C10:C12 (2:1:1)
C9:C10:C12 (2:2:1)

16.43
17.10
16.42
16.42
16.40
17.32
17.34
17.04
17.49
16.28
16.30
16.43
16.30
17.57
16.87
16.84
17.62
17.06
16.48
16.30
16.30
16.43
16.98
16.41
16.30
16.20
16.19
16.41
16.30

16.30

3.74
3.73
3.79
3.85
3.86
3.82
3.85
531
3.90
4.06
4.01
4.12
4.13
3.92
3.87
5.43
3.94
4.14
4.05
4.14
4.18
4.09
4.11
4.11
4.19
4.03
4.23
4.28
4.23
4.23

7.48
7.04
7.59
7.75
7.76
7.09
7.25
6.63
7.23
8.15
8.18
8.06
8.19
7.23
7.97
7.06
7.22
7.72
8.21
8.29
8.33
8.31
7.97
8.37
8.40
8.53
8.48
8.38
8.51
8.53

8.66
8.74
8.77
8.94
8.94
9.01
9.17
9.18
9.31
9.32
9.32
9.33
9.39
9.39
9.40
9.42
9.44
9.44
9.45
9.48
9.53
9.54
9.57
9.59
9.59
9.60
9.64
9.67
9.71
9.72

1,5
1,5,8,10,17
5,8

8
1,5,7,9,11
10,17

15

1

15

2,49
15
18

15

15

15
4,5,8,9
15

2

11
3,11,16
9,11

2

2
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C9:C10:C12 (3:2:1)

C9:C10:C12 (3:1:1)

Nonanoic acid:Dodecanoic acid(3:1)
Nonanoic acid: Thymol(1:1)
C8:C10:C12 (1:1:1)

C8:C9:C12 (1:1:1)

C8:C9:C12 (1:2:1)

Decanoic acid:Lidocaine(2:1)
1-Naphthol:Menthol(1:2)
Decanoic acid:Atropine(2:1)
Menthol:Anisyl alcohol(2:1)
C8:C10:C12 (2:1:1)
Thymol:Lidocaine(2:1)

Atropine: Thymol(1:2)
Menthol:Hexanoic acid(1:1)
C8:C10:C12 (3:2:1)

C8:C9:C12 (2:1:1)
Thymol:Octanoic acid(1:1)
C8:C10:C12 (3:1:1)

C8:C9:C12 (3:2:1)

Decanol: Thymol(1,5:1)

Octanoic acid:Thymol(29:21)
C8:C9:C12 (3:1:1)
Thymol:Lidocaine(1:1)
Thymol:Coumarin(2:1)

Octanoic acid:Dodecanoic acid(3:1)
Dodecanoic acid:Butyric acid(1:3)
Thymol:Coumarin(1:1)

Menthol: Anisyl alcohol(1:1)

Menthol:Levulinic acid(1:1)

16.30
16.30
16.30
17.01
16.30
16.30
16.30
16.90
17.31
17.14
17.18
16.30
17.84
18.07
16.42
16.30
16.30
17.05
16.30
16.30
16.71
16.93
16.30
17.86
18.22
16.30
15.91
18.45
17.58
16.79

425
4.26
428
421
4.40
447
4.45
5.71
421
428
4.60
4.57
5.78
4.18
443
4.60
4.63
4.60
4.68
4.68
3.94
4.70
473
6.50
5.81
4.82
4.61
6.83
5.26
5.99

8.61
8.62
8.62
8.20
8.58
8.74
8.83
7.70
8.27
8.40
8.28
8.91
6.78
7.60
9.04
9.03
9.04
8.65
9.12
9.21
9.39
8.89
9.23
6.61
6.73
9.27
9.87
6.46
9.10
9.39

9.81

9.82

9.83

9.83

9.85

10.02
10.09
10.10
10.11
10.12
10.19
10.21
10.25
10.29
10.32
10.33
10.35
10.41
10.45
10.52
10.56
10.57
10.57
10.58
10.63
10.63
10.96
11.32
11.46

11.53

1,10
2,9

1,5,10
12
11
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Octanol:Thymol(2:1)

1,2-Decanediol: Thymol(1:2)

Dodecanoic acid:Hexanoic acid(1:3)

Coumarin: Thymol(2:1)
Menthol: Anisyl alcohol(1:2)
Menthol:Lactic acid(1:1)
Imidazole:Acetic acid(1:2)
Imidazole:Octanoic acid(1:2)
Imidazole:Butyric acid(1:2)
Menthol:Acetic acid(1:2)
Pyrazole:Octanoic acid(1:2)
Menthol:Octanoic acid(1:2)
Pyrazole:Decanoic acid(1:2)
Imidazole:Hexanoic acid(1:2)
Menthol:Butyric acid(1:2)
Pyrazole:Acetic acid(1:2)
Menthol:Hexanoic acid(1:2)
Pyrazole:Butyric acid(1:2)
Menthol:Pyrazole(3:1)
Benzyl alcohol:Thymol(4:1)
Pyrazole:Hexanoic acid(1:2)
Menthol:Pyruvic acid(1:2)
Thymol:Lactic acid(1:1)
Menthol:lactic acid(1:2)
Leucine:Lactic acid(1:3)
Arginine:Lactic acid(1:3)
Leucine:Lactic acid(1:4)
Arginine:Lactic acid(1:4)
Leucine:Lactic acid(1:5)

Arginine:Lactic acid(1:5)

16.67
17.27
16.30
18.71
18.04
16.78
16.85
16.89
16.69
16.00
16.97
16.37
16.88
17.01
16.05
17.04
16.38
16.82
16.89
18.67
17.11
17.07
17.70
16.94
17.01
17.23
17.10
17.27
17.16
17.31

4.27
4.53
5.13
7.94
6.02
5.66
8.77
6.46
7.06
4.68
6.10
4.57
5.12
7.20
4.30
7.99
4.82
6.51
4.24
5.45
6.76
7.71
6.25
6.86
8.58
10.51
9.02
10.61
9.32

10.68

10.60
10.14
10.45
6.17

10.05
11.30
13.01
10.43
11.85
9.46

10.50
8.92

9.16

12.16
9.34

13.16
9.95

11.96
7.49

11.03
12.24
11.33
12.02
13.75
18.76
18.37
19.38
19.05
19.83
19.54

11.75
11.78
11.81
12.15
12.93
12.98
13.12
13.16
13.32
13.51
13.54
13.64
13.66
13.69
13.83
13.83
13.85
13.89
13.89
14.03
14.12
14.15
14.38
15.72
20.91
21.52
21.68
22.16
22.22

22.62

10
12

14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14

14
3,11
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(1]

(2]

(3]

(4]

(5]

(6]

(7]

(8]

(9]

(10]

[11]

Serine:Lactic acid(1:5) 1754 1121 2274 2574 6
Serine:Lactic acid(1:4) 17.54 1123 2280 2581 6
Serine:Lactic acid(1:3) 1755 1126 2290 2591 6

*NaHDES selected to defat soybeans using PLE
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