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AVALIACAO POR RPE DE COMPONENTES COM
POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE VARIEDADES DE SOJA
IRRADIADAS COM ®°Co

Marcos Ronaldo Ramos de Oliveira
RESUMO

Com uma area plantada de cerca de 21 milhées de hectares, e uma
producéo anual de 60 milhdes de toneladas em 2008, o Brasil € hoje o segundo
maior produtor de soja no mundo, com pouco mais de um quarto da produgéo
mundial. A presenca de flavondides, em particular isoflavonas em produtos de
soja, tem sido relatada como importante para a saude humana. Foi sugerido
também que esses compostos estariam envolvidos na protecdo contra a
radiacao UV de componentes celulares vitais das plantas. A espectroscopia por
ressonancia paramagnética eletrdbnica (RPE) pode medir radicais livres
resultantes do processo de irradiagdo. A RPE tem sido empregada com
sucesso na detecgao de certos produtos comestiveis irradiados. Ao todo vinte e
uma cultivares brasileiras de soja, provenientes de duas safras, tratadas por
radiacdo gama de ®0Co foram estudadas através de RPE. Foi calculada a
correlacdo entre os teores parciais e totais de isoflavonas e a intensidade do
pico central observado nos espectros de RPE (fator g = 2,0039). Nao houve
correlacdo entre o sinal e os teores totais de isoflavonas, mas observou-se
correlagbes negativas com gliciteina e acetil-daidzina. Mesmo apds 7 meses da
irradiacdo, a intensidade do sinal central de RPE manteve-se a ponto de poder
identificar amostras irradiadas. Espectros com partes da soja, particularmente o
hilo e a casca, mostraram-se mais eficientes do que aqueles com o grao todo
para serem utilizados na identificacdo de soja irradiada. A radiagdo nao alterou
de modo significativo os teores totais de isoflavonas, embora haja indicios de

que alguma conversao da forma glicosilada para a aglicona tenha ocorrido.



EVALUATION BY EPR OF POTENTIAL ANTIOXIDANT
COMPONENTS OF ®°Co-IRRADIATED VARIETIES OF
SOYBEAN

Marcos Ronaldo Ramos de Oliveira
ABSTRACT

Brazil is today the second main producer of soybean in the world with a
planted ground of about 21 million hectares and an annual production of 60 million
tons in 2008, being slight more than a fourth of the annual production. The presence
of flavonoids, particularly isoflavones in soybean products has been related as
important for human health. It has been suggested that flavonoids play a role in the
protection of plants by screening vital cellular components from damaging UV
radiation. Electron paramagnetic resonance (EPR) spectroscopy can measure free
radicals produced by dissociation molecules resulting from irradiation. It has been
successfully employed for the detection of some irradiated food products. Twenty one
Brazilian soybean cultivars from two crops were gamma-irradiated with a ®0co source
and evaluated by EPR. Correlation coefficients were made among the central EPR
signal (g = 2.0039) and the total and partial isoflavones contents. There was no
correlation with total contents, though glicitein and acetyl-daidzin showed a negative
correlation. Even 7 months after irradiation the intensity of central EPR signal were
high enough to distinguish the irradiated samples. EPR measurements of separated
parts of the grain were more efficient for that purpose, particularly from hilum and
coat. The radiation did not change substantially the total isoflavone contents, although

there were some evidences suggesting some conversion of glycosides to aglycones.
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. INTRODUCAO

I.1 Consideragdes Gerais

Com uma area plantada de cerca de 21 milhdes de hectares, e uma produgao
de quase 60 milhdes de toneladas, o Brasil é hoje o segundo maior produtor de soja
no mundo, com pouco mais de um quarto da producdo mundial. Dados do Ministério
do Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior mostram que em 2006 a soja
participou com US$ 9,3 bilhdes nas exportagdes brasileiras, o que representou
6,77% do total exportado. Embora contribua de maneira expressiva para a balanca
comercial do pais, tradicionalmente boa parte da soja exportada sofre pouco ou

nenhum processamento: graos, 57%; farelo, 36% e 6leo, 7% (Embrapa, 2009).

Além das vantagens nutricionais, pois se trata de um gréo rico em proteina e
Oleos nao saturados, a soja é uma importante fonte natural de isoflavonas (uma
classe dos flavondides). As isoflavonas possuem agao antioxidante e seu consumo
vem sendo associado a efeitos benéficos em seres humanos (Barnes, 1998), tais
como prevengao de doencgas cardiovasculares, cancer e osteoporose (Atmaca et. al,
2008), além de amenizar sintomas da menopausa (Adlercreutz & Mazur, 1997;
Anderson et al., 1995; Messina, 1999). Outro importante antioxidante encontrado na

soja é a vitamina E (tocoferais).

Embora ainda pouco difundida no pais, a irradiacdo de alimentos & pratica em
muitos paises desenvolvidos e pode ser usada para reduzir as perdas na poés-
colheita da soja (Diehl, 2002). A radiag&o ionizante pode inativar insetos e parasitas
ou melhorar propriedades tecnolégicas. Os efeitos da radiagdo ionizante nas

isoflavonas ou em outros compostos antioxidantes da soja ndo sao conhecidos.

A radiagdo ionizante é capaz de liberar localmente grandes quantidades de

energia, o que induz nos materiais bioldégicos um estresse oxidativo através da



formacgao de radicais livres de alto grau de reatividade quimica. Swallow (1989)
calculou que uma dose de 10 kGy gera 5x10° moles de radicais livres por kg de

alimento irradiado.

A espectroscopia por ressonancia paramagnética eletrénica (RPE) € uma
técnica que permite quantificar e identificar radicais livres. Existem poucos trabalhos
nos quais soja irradiada tenha sido estudada (Byun et al., 1993; Todoriki et al., 2002).
Ha alguns artigos que relatam medidas de RPE em pasta fermentada derivada de
soja (Lee et al. 2001 e 2002) ou que estudam a cinética do ion Mn?* (Polat &

Korkmaz, 2003) na leguminosa.

Estudos sobre isoflavonas em cultivares brasileiras séo escassos (Avila et al.,
2007; Carrao-Panizzi, 1996, 2000; Carrao-Panizzi & Kitamura, 1995; Carréo-Panizzi
et al., 1998; Genovese & Lajolo, 2001, 2002; Genovese et al., 2005; Bordignon et al.,
2000), e muitas vezes ja ndo correspondem as cultivares correntemente em uso.
Diferentes cultivares de soja apresentam variagdes significativas nas concentragdes

de isoflavonas (Carrdao-Panizzi, 1996).

O Brasil poderia agregar valor razoavel as exportagdes se conhecesse melhor
e tivesse condi¢cdes de produzir e comercializar as isoflavonas em grande escala. O
mercado de isoflavonas esta em franca expansdo com as recentes pesquisas que
apontam para seus beneficios a saude humana, além de desempenhar um papel

importante também no sabor da soja (Huang, 1981; Kudou, 1991 e Okubo, 1992).

Informacdes relativas aos impactos da radiacdo sobre o conteudo de
isoflavonas e outros constituintes da soja sao limitados (Aguiar, 2004). O presente
plano visa dar uma contribuicdo da energia nuclear para o melhor conhecimento
dessa importante leguminosa e, a partr do qual, pode-se propiciar o

desenvolvimento de derivados de produtos agricolas de maior valor agregado.



[.2.0bjetivo

O objetivo deste trabalho é o estudo através de espectroscopia por
ressonancia paramagnética eletrénica (RPE) de cultivares brasileiras convencionais
de soja submetidas a radiacdo gama de °°Co. Pretende-se estabelecer a eficiéncia
da RPE como método de detecgédo de soja irradiada, determinar a estabilidade do
sinal em funcdo do tempo, verificar se as concentragdes de isoflavonas,
componentes com atividade antioxidante, afetam a formacao dos radicais detectados

por RPE e se as concentracdes de isoflavonas séo alteradas ou nao pela radiagao.



ll. REVISAO DA LITERATURA

II.1. A Soja

As origens da soja remontam a China antiga e datam de mais de 5 mil anos.
No ocidente foi inicialmente implantada nos EUA e posteriormente trazida para o
Brasil no final do século XIX, sendo cultivada primeiro na Bahia e posteriormente em
Sao Paulo. Entretanto, foi apenas no Rio Grande do Sul que a variagdo norte-

americana encontrou condi¢cdes climaticas favoraveis ao seu cultivo.

Do ponto de vista econémico, o cultivo da soja no Brasil comega a ganhar
importancia econémica somente a partir da década de 1960, quando era plantada
como a melhor alternativa de cultura apos a colheita do trigo, plantado no inverno.
Inicialmente a produgédo estava concentrada na regido Sul e através de pesquisas
realizadas pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) foram
desenvolvidas variedades bastante produtivas também na regido central do pais, que
desde 1980 teve um salto de produgao fantastico, passando de 2% para quase 60%

da producédo nacional.

A expansao da soja trouxe uma série de beneficios para a agricultura do pais,
que hoje é o segundo maior produtor da leguminosa (FIG. 1), porém ainda com um
potencial ndo explorado superior ao de seus principais concorrentes, sem prejuizo de
outras culturas (Embrapa Soja, 2003). O Brasil exporta 75% da produg¢do na forma

de grao, 6leo ou farelo.

Uma das lideres do mercado de sementes de soja no Brasil, a Embrapa
responde atualmente por 35% a 40% desse setor, estimando em 800 mil a 1 milhdo
de toneladas de sementes. Do total comercializado da Embrapa, quase a metade
das sementes € de cultivares transgénicas. Estimativas apontam que 60% da safra

nacional ja € composta por soja transgénica (Vasconcelos, 2008)
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Figura 1: Evolugdo da producédo de soja no mundo. Adaptado de USDA
(Embrapa Soja, 2003).

A soja € uma cultura altamente rentavel do ponto de vista econémico, quer
seja por sua composic¢ao, rica em proteinas e 6leos nao saturados, quer seja pela
facilidade de adaptacéo a diferentes tipos de solos e climas. Sua habilidade em fixar
nitrogénio ao solo a favorece como a cultura ideal a ser plantada apos a colheita de

uma altamente consumidora de nitrogénio, como o arroz ou o milho (Liu, 2000).

Por ser uma cultura de tradigdo milenar, ha um numero muito grande de
variedades de soja no mundo. A maioria foi selecionada ou alterada de maneira
intencional pelo homem. Estas variedades cultivadas sdo denominadas cultivares, e

variam bastante no que diz respeito ao tamanho dos graos, coloragao, sabor e outras

5



caracteristicas.

A casca do grao protege o seu interior, essencialmente constituido de duas
bandas (cotilédones) e um eixo hipocétilo. Na casca ha uma marca, semelhante a
uma cicatriz, denominada hilo, que é o ponto de fixagdo do grao na vagem (FIG. 2).
Os cotilédones representam cerca de 90% do grao. Casca e hipocétilo, contribuem,
respectivamente, com 8% e 2%. A leguminosa possui em meédia a seguinte
composicdo: agua, 13%; proteina, 35%; oleo, 17%; carboidrato, 31% e outros
constituintes, 4% (Liu, 1997).

hipocatib

casca

eofilédanas

Figura 2: Estrutura geral das dicotiledéneas:(a) grao com casca; (b) sem
casca e (c) grao em corte longitudinal, com suas partes constituintes.

A TAB. 1a apresenta a composi¢ao aproximada do grao de soja, de acordo

com as suas partes estruturais. O hilo faz parte da casca. Na TAB 1b consta o

conteudo em minerais, vitaminas e fibra alimentar.

Tabela 1a: Composicéo aproximada da soja (Liu, 1997)

% do grao  proteinas lipidios carboidratos Outros*
Casca 8 9 1 86 4,3
Hipocatilo 2 41 11 43 4,4
Cotilédone 90 43 23 29 5,0
Total 100 40 20 35 5,0

* Minerais, vitaminas, fitatos e isoflavonas.



Tabela 1b. Conteudo em minerais, vitaminas e fibra alimentar (Kagawa, 1995).

Minerais Vitaminas Fibra Alimentar

Ca P FeNa K Mg zn Cu A E BIL B2 Niacina Cluvels  Nao Soluveis
H,0 H,0

mg/100g ug/100g u/100g mg/100g 9/100g
240 580 9,4 1,0 1900 220 3200 980 12 1,80 0,83 0,30 2.2 1,8 15,3

Além das vantagens nutricionais, a soja também vem sendo estudada por
seus beneficios na prevengao e no tratamento de doengas crénico-degenerativas.
Estudos epidemioldgicos sugerem que o consumo regular de derivados de soja
reduz a incidéncia de cancer de colon, mama e prostata. Também é utilizada no
tratamento de osteoporose, de sintomas associados a menopausa e doengas do
coracgdo, além de reduzir os niveis de colesterol (Atmaca et al., 2008; Song et. al,
2007).

Os antioxidantes mais comuns encontrados nos vegetais sdo quimicamente
diversos, como as vitaminas C e E, carotendides, flavondides e compostos contendo
o grupo tiol (Ou et al., 2002).

Antioxidantes naturais como os encontrados na soja s&o capazes de inibir a
oxidagdo termicamente induzida de moléculas como é o caso da molécula de

colesterol (Valenzuela et al, 2004).

I1.2. Isoflavonas

Os flavondides sdo importantes antioxidantes encontrados em todas as
plantas superiores e muitos apresentam marcada absor¢do na regido espectral de
UVB. Tem sido sugerido que eles estariam envolvidos na protegdo contra a radiagao

UV de componentes celulares vitais das plantas (Smith e Markham, 1996).

Ha evidéncias cada vez maiores de que o0s responsaveis pelos efeitos
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benéficos da soja sdo substancias quimicas do grupo dos polifendis como as
isoflavonas (Liu, 2000; Anderson et al., 1995; Barnes, 1998; Messina, 1997 e 1999).
As isoflavonas sdo também importantes na preparacdo de diversos produtos
dietéticos, pois contribuem com o sabor amargo e adstringente observado nos

derivados da soja (Matsuura, 1989).

As isoflavonas fazem parte de um grupo chamado de flavonoides, que séo
formados por dois anéis benzadicos ligados por uma ponte com trés carbonos, ligados
ou ndo a um anel pirano. Sua estrutura € semelhante ao estrégeno, horménio

feminino, dai também ser conhecido por fitoestrogeno.

As isoflavonas presentes na soja sédo de trés tipos, cada um deles com quatro
férmulas quimicas diferentes, totalizando 12 isdmeros. Na forma de agliconas sao
denominados genisteina, daidzeina e (gliciteina; na forma de [(-glucosideos:
genistina, daidzina e (glicitina; na forma acetilglucosideo: acetilgenistina,
acetildaidzina e acetilglicitina e, finalmente na forma malonilglicosideo:
malonilgenistina, malonildaidzina e malonilglicitina (Liu, 1997). A estrutura quimica de

cada um desses isbmeros esta representada na FIG. 3.



Agliconas

Agliconas

Glucosideos

CH,0,R,

Glucosideos

R4 R> Composto
H H daidzeina
OH H genisteina
H OCH3 |gliciteina

R4 Rz R; Composto

H H H daidzina

OH |H H genistina

H OCH3z |H glicitina

H H COCHj5 6""-O-acetildaidzina

OH |H COCH3 6" '-O-acetilgenistina

H OCHj3; [COCH3 6" "-O-acetilglicitna

H H COCH,CO |6""-O-malonildaidzina
OH

OH |H COCH,CO |67 "-O-malonilgenistina
OH

H OCH3 [COCH2CO |6 -O-malonilglicitina
OH

Figura 3. Estrutura quimica dos 12 isémeros de isoflavonas nas formas de
agliconas e de glucosideos. Adaptado de Liu, 1997.




Embora as isoflavonas sejam encontradas em diversas familias de plantas, € na
soja que elas estdo em maiores concentracdes, podendo chegar a 3 mg/g de matéria
seca. Alguns trabalhos indicam que a concentragcdo de isoflavonas ndo depende
apenas da genética, mas também varia de acordo com as condi¢des climaticas e o
local de plantio (Avila et al., 2007; Carrdo-Pannizi, 1995; 1996; 1998 e Kitamura,
1991).

Com o processamento da soja para a obtengdo de derivados, a concentragao
de isoflavonas pode ser modificada. Ainda de acordo com Coward et al. (1993), na
maioria dos derivados fermentados asiaticos, predominam as agliconas. Wang e
Murphy (1994) registraram que o processamento de soja para a elaboragdo de
produtos fermentados de soja também conduzia a um aumento de agliconas,
provavelmente ocasionado pela hidrélise durante a fermentagdo com
Saccharomyces spp., Rhizopus spp.ou Aspergillus spp. Esses pesquisadores
concluiram que o conteudo de isoflavonas de produtos comerciais derivados de soja
era afetado pela variedade (cultivar), condicbes ambientais de plantio e colheita,

além do processamento (aquecimento, hidrolise e fermentagao).

Ja nos derivados nao-fermentados, as isoflavonas se apresentam, sobretudo,
na forma B-glucosideo. A forma malonilglucosidica parece ser instavel a altas

temperaturas, convertendo-se na forma glucosidica (Barnes et al., 1994; Liu, 1997).

Kasuga et al. (2006) analisaram 6 cultivares de soja e encontraram grandes
diferencas no conteudo total de isoflavonas, maiores que 100%. Também registraram
decréscimo do conteudo em B-glucosideos e aumento de malonil-glucosideos pelo

aquecimento.
De acordo com Kudou et al. (1991), as isoflavonas estdo concentradas no

hipocétilo, com concentracao de 5,5 a 6 vezes maior do que a do cotilédone; a forma

glicitina foi observada apenas no hipocdétilo e ndo se observou isoflavonas na casca.
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Dietas contendo isoflavonas sado consideradas portadoras de beneficios para a
saude humana (Watanabe et al., 2002; Messina, 2008). As isoflavonas apresentam
atividades biologicas tais como: atividades estrogénicas, antifungicas, antioxidantes e
antitumorais (mama e prostata), além de inibir a atividade de enzimas ligadas a
divisdo celular, sendo estas atividades biolégicas mais acentuadas nas formas

agliconas que glicosiladas (Aguiar, 2004).

Estudo recente sugere que o consumo de produtos de soja pode reduzir o

risco de cancer colo-retal em mulheres pds-menopausicas (Gong et al., 2009).

Em relagdo aos aspectos nutricionais e metabdlicos dos flavondides, sabe-se
que os flavondides glicosilados sao primeiramente deglicosilados antes da absorgao
intestinal, j@ que as agliconas podem penetrar livremente através das membranas
celulares. Os flavondides absorvidos sdo transportados até o figado onde eles
sofrem intenso processo metabdlico gerando diferentes formas conjugadas tais
como: glicois, e derivados sulfatados e metilados. Tem sido proposto que esses
conjugados seriam responsaveis pelos efeitos benéficos para a saude humana
(Viskupicva et al. , 2008)

II. 3. Aplicacdo da irradiagdo em produtos alimenticios

Na opinidao da Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 1999), a irradiacdo de
alimentos € uma tecnologia que pode ser utilizada com seguranga no controle dos
mais sérios problemas relacionados com os alimentos: as perdas provenientes da
deterioracdo e as doencas que podem ser ocasionadas pelo consumo de alimentos
contaminados por microorganismos patogénicos (KAMAT, 2005). Por outro lado, pela
sua capacidade de eliminar insetos e outras pragas, a irradiagdo oferece uma
importante alternativa ao uso de produtos quimicos como meio de atender os
requerimentos quarentenarios para a desinfestacdo de “commodities” para o

comércio internacional.
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Em 1981, um comité conjunto de especialistas em Salubridade de Alimentos
Irradiados da Organizacdo das Nagdes Unidas para a Agricultura e Alimentagao
(FAO), da Agéncia Internacional de Energia Atdmica (IAEA) e da WHO concluiu que
a irradiacao de qualquer produto alimenticio com dose média total de até 10 kGy néo
oferecia qualquer risco toxicolégico ou problema de ordem microbioldégica ou
nutricional. Entretanto, num relatério de especialistas convocados pelas
FAO/IAEA/WHO para estudar o efeito de altas doses de irradiacdo, concluiu-se que
alimentos irradiados com doses acima de 10 kGy ndo causam nenhum risco de
saude para os consumidores (WHO, 1999). O Grupo Consultivo Internacional sobre
Irradiagao de Alimentos (ICGFI) foi criado em 1984, para estudar o tema e registrar
0s avangos, beneficios e a seguranga dos alimentos tratados por irradiacéo
ionizante. Foi um grupo de estudo conjunto da Organizagdo das Nacgdes Unidas para
Agricultura e Alimentos (FAO), da Organizacdo Mundial de Saude (WHO), e da
Agéncia Internacional de Energia Atdbmica (IAEA) encerrado em 2004. Uma das
tarefas do ICGFI, 6rgao multigovernamental que contou com 46 paises membros, era
a de compilar informagdes sobre a utilizacdo segura e apropriada da tecnologia de

irradiacéo aos paises membros (ICGFI, 1992).

O tratamento por irradiagdo é uma das alternativas de conservacdo de
alimentos, ja que ndo afeta de maneira adversa a qualidade do alimento. A histéria
da irradiagao de alimentos surgiu pouco depois do descobrimento da radioatividade e
dos raios X, no final do século XIX, quando foi percebido que a radiagao poderia ser
aplicada para matar bactérias e retardar a germinagdo e amadurecimento de frutas e
vegetais. A possibilidade do uso da irradiagdo, para prolongar o tempo de vida de
certos alimentos, se tornou uma proposta pratica a partir dos anos 50, quando
comegaram a ser construidas instalagdes industriais de irradiagdo de grande porte.
No Brasil a aplicacdo de radiacdo ionizante em produtos alimenticios comega na
década de 1980 e até hoje se restringe praticamente a especiarias, e produtos

vegetais desidratados (Mastro, 1999).

A radiagdo s6 pode acentuar as qualidades do alimento, que se ja estiver
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deteriorado ndo podera ser melhorado com esse processo. Segundo a legislagao
brasileira, no &mbito do Ministério da Saude (Brasil, 2001), poderao ser utilizadas nos
alimentos as radiagbes ionizantes em geral, cuja energia seja inferior ao limiar das

reacdes nucleares que poderiam induzir radioatividade no material irradiado.

As radiagbes recomendadas (Codex, 2003) para aplicacdo em alimentos

e Raios gama de ®°Co (T4, 5,263 anos; - : 0,314MeV; v: 1,173 e 1,332MeV) e

e Raios gama de "™'Cs (T 30 anos; p-:0,514 e 1,176MeV, que decai a
3"MBa, T1/2. 2,554 min.;y:0,662MeV);

e Feixe de elétrons de até 10 MeV;
e Raios X de até 5 MeV.

Na atual legislagao brasileira do Ministério da Saude (Brasil, 2001), que
deixou sem efeito as portarias anteriores, ndo ha restricbes a priori em relagéo a
valores de doses a serem aplicados, nao mais vigorando a lista restrita de alimentos
autorizados para serem irradiados que constavam das Portarias: 9 de 8-3-1985 e 30
de 25-9-1989 do Ministério da Saude. No texto da resolugdo hoje em vigor, fica

estabelecido que:

a) “a dose minima absorvida deve ser suficiente para alcancar a
finalidade pretendida”;
b) a dose maxima absorvida deve ser inferior aquela que

comprometeria as propriedades funcionais e ou os atributos sensoriais do alimento”.

Cabe destacar a abrangéncia da legislacdo do Brasil nesta matéria, uma
vez que a maioria dos paises proibe, ndo tem legislagcado sobre alimentos irradiados,

ou permite apenas a irradiagdo de alguns produtos.

Levando em consideracdo a sua importancia econdmica, a Agéncia
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Internacional de Energia Atédmica publicou um documento técnico sobre o uso da

radiacdo em produtos de origem vegetal (IAEA, 2006).

E importante salientar que para cada aplicagdo especifica da radiacdo em
alimentos existe uma faixa de dose adequada recomendada pelos especialistas com
base nos estudos publicados na literatura. A aplicagao de radiagado pode ser dividida
em 3 categorias: dose alta (>10kGy), dose média (1-10kGy) e dose baixa (<1kGy).
Em doses altas os alimentos sdo esterilizados, como no processo comercial de
conserva de alimentos. Em doses médias, ha um efeito de pasteurizacido, onde a
vida de prateleira é prolongada e a maioria dos microorganismos patogénicos sao
destruidos ou inativados. Nas doses baixas o produto € desinfetado, ou seja, sdo
eliminados insetos e outras pragas, e a maturagédo de frutas e vegetais é retardada
(Olson, 1995).

II. 3.1. Irradiagcéo de Soja e Derivados

Foram encontrados na literatura alguns trabalhos sobre soja e derivados
tratados com radiacéo. Day et al. (2008), descrevem a capacidade radioprotetora da
genisteina. Estudos realizados com camundongos mostraram que a genisteina

exercia agao protetora contra danos induzidos pela radiacao.

Lee et al. (2001, 2002) utilizaram RPE para estudar uma pasta fermentada de
soja. Os autores analisaram o comportamento do sinal de RPE em fungédo da dose

de irradiacao, temperatura e teor de umidade.

Ha também estudos com soja que investigam as mudangas de certas
propriedades fisicas da soja irradiada. Byun et al. (1993), observaram um aumento
da capacidade de reteng¢ao de agua da soja irradiada, e uma diminuigdo do tempo de
cozimento, comparada com a soja nao-irradiada. Todoriki et al. (2002) verificaram a
eficiéncia do tratamento de soja com elétrons de baixa energia em associagdo com

tratamentos térmicos, com a finalidade de reduzir as temperaturas de esterilizagao.

14



Byun et al. (1996 e 2002) relatam propriedades fisico-quimicas de 6leo de
soja irradiada e variagbes na atividade fisiologica de fermentados a base de soja,

respectivamente.
I1.4. Ressonancia Paramagnética Eletronica

A técnica de Ressonancia Paramagnética eletronica (RPE), também
conhecida por Ressonancia de Spin Eletrénico (RSE), se limita ao estudo de elétrons
desemparelhados. Nas ligagdes quimicas os elétrons estdo geralmente pareados,
com um spin para baixo e outro para cima (| 1). Nos radicais livres e outras espécies
paramagnéticas, os spins estdo desemparelhados, existindo em quaisquer daqueles

estados (| ou 1) .

O spin, ou momento angular intrinseco, € uma propriedade de todas as
particulas elementares. A manifestacdo mais 6bvia do spin é o fato do elétron possuir
um momento magnético (ue). Classicamente, € o que se poderia esperar de uma
esfera carregada que girasse em torno de seu proprio eixo, muito embora o valor de

Me Nado corresponda exatamente aquela situagéo (Atherton, 1993).

O momento angular intrinseco S do elétron e seu momento magnético Me ,

podem ser relacionados através da equacgao 1:
ﬁe =_geluB§ (01)

onde ge = 2,0023 (fator g para o elétron livre!) e 1 =Ze—hz9,274.10‘24J IT éo
m

3

magneto de Bohr .

! Numa situagéo real, o elétron néo esta livre e a constante g, é substituida por g. 15



De acordo com a mecanica quantica, os dois estados de spin (ms=-1/2 e
ms=1/2) possuem a mesma energia’. Entretanto, se o elétron for colocado na
presengca de um campo magnético Bo, os dois estados passam a ter energias
distintas, cuja diferenga € proporcional ao campo aplicado de acordo com a equagao
02 (efeito Zeeman). Diz-se que 0 campo magnético quebrou a degenerescéncia dos

estados de spin:

AE =g, 1B, (02)

A técnica de RPE consiste, grosso modo, em provocar uma transigao entre
esses estados, através da excitagdo da amostra com um feixe de fétons com energia
igual a diferenca entre os dois niveis. Nas medidas de RPE, o que se faz é fixar um
certo valor para o feixe de fotons (na faixa de microondas, GHz) e varrer a
intensidade do campo magnético até atingir a condicao de ressonancia (FIG.4), isto
g, AE=hv,

energia

A

ol —
©

m_= +1/2
AR =g u,B,

) m_= 1/2

L 3

campo magnético, Bo

Figura 4: Diagrama ilustrando a ocorréncia de ressonancia entre os
estados de spin e o feixe de microondas.

? Na prética, pode haver um desdobramento devido aos campos internos, dos préprios &tomos. E o que se chama
de deshobramento de campo-zero. 16



Para que haja sinal é necessario que exista uma diferenga entre as
populacdes de spin nos dois estados. No equilibrio térmico a razdo entre as
populagdes de spin no estado de menor e de maior energia é dada por um termo do
tipo Boltzmann, i.e., exp(-AE/KT). A radiagdo tende a equilibrar as populacdes até

que ocorra a saturacao do sinal (Parish, 1990).

Além do campo magnético Bo, ha outros fatores que afetam o comportamento
do spin e que sdo propriamente estudados através da introdugao de outros termos
na hamiltoniana que descreve as transi¢des entre os estados. Assim, além da
interagdo com o campo magnético, pode-se observar também outros picos
resultantes, por exemplo, das interagdes hiperfinas, entre o spin do elétron e o spin

do nucleo, ou entre dois elétrons (Parish, 1990).

Para sistemas de spin S, ha um total de 2S+1 estados de energia,
caracterizados pelos numeros quéanticos ms. Com a aplicagdo do campo magnético
0s niveis de energia sdo separados e em principio podem ocorrer 2S transi¢des, de
acordo com as regras de selegao (Ams = + 1). O surgimento de mais de uma linha no

espectro de ressonancia € chamado de estrutura fina (Parish, 1990).

Se o elétron desemparelhado circunda um atomo que também possui spin |,
entdo ha um desdobramento dos niveis de energia dos estados de spin eletrénico.
Cada estado eletronico é separado em 2|+1 estados. Desta forma o espectro é
desdobrado em 2I+1 linhas de igual intensidade e separadas por de uma distancia A,
chamada de constante de acoplamento hiperfino. Se o elétron estiver “espalhado”
por n atomos equivalentes, de spin |, entdo o desdobramento se dara em 2nl+1
linhas (Parish, 1990).

Se a interagao do elétron ocorre com n protons equivalentes (I1=1/2), entao
havera superposi¢cao de picos, devido ao valor das constantes de acoplamento
serem aproximadamente iguais. Neste caso, a razao entre as intensidades dos picos

sera dado pelos coeficientes de uma expansdo binomial (a+b)". Assim, para n=2,
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observar-se-a um tripleto com intensidades 1:2:1. Se a interacao hiperfina for com 3
prétons, o quarteto tera picos na razao 1:3:3:1, e assim por diante, conforme o
diagrama abaixo (Atherton, 1993).

n 1

0 1 1

1 1 2 1

2 1 3 3 1

3 1 4 6 4 1

4 1 5 10 10 5 1

5 1 6 15 20 15 6 1

No caso dos radicais formados serem estaveis, isto &, estarem ligados a
alguma matriz, a amplitude do sinal de RPE (ou mais precisamente, a area sobre a

curva) é aproximadamente proporcional a quantidade de elétrons desemparelhados.

[1.4.1. RPE em alimentos irradiados

Ha estudos que utilizam o sinal de RPE induzido em quartzo, carbonatos ou

em 0ssos para datagao arqueoldgica (Ilkeya e Miki, 1980; Mascarenhas et al., 1982).

A espectroscopia por RPE é considerada uma das mais importantes formas de
se detectar radicais livres em alimentos. Estima-se que uma dose de 10 kGy gera
para cada quilograma de alimento, cerca de 5x10° mol de radicais livres
(Glidwell,1993). Além de servir como um instrumento de quantificagdo dos radicais
livres, a técnica também permite caracterizar o tipo de radical presente na amostra
(Diehl, 1995).

A utilizagdo da RPE em alimentos esta bastante consolidada, em especial na

identificacdo de diversos tipos de carnes com ossos (Desrosiers and Simic, 1998;
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Goodman et al., 1989; Raffi e Agnel, 1990; Atta et al., 2008), ervas, especiarias e
frutas (Raffi et al., 2000; Nakamura et al. 2006) em condimentos e frutas secas (Yang
et al., 1987), café (lkeya et al., 1989), chas (Kausar, e Kwon, 2004;) e trigo (Szdcs,
2002 e Barros, 2002) irradiados.

Apos estudos interlaboratoriais para fixar a metodologia e suas limitagdes, a
Comunidade Europeia estabeleceu normas que utilizam RPE para a deteccédo de
alimentos irradiados que contenham ossos (EN-1786) e para alimentos irradiados
que contenham celulose cristalina (EM-1787) tais como pistache, paprica e morango

(European Norms, 2001).
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lIl. MATERIAL E METODOS

[ll. 1 Material. Cultivares de Soja

Foram estudadas cultivares convencionais de soja fornecidas pela Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa Soja, PR.). Num primeiro momento
foram empregadas 14 cultivares da safra 2002/03 e posteriormente, outras 7 da safra
2004/05 — ambas colhidas em Londrina/PR. Os conteudos de proteinas e 6leos

foram obtidos junto a Embrapa (TAB. 2 e 3).

Tabela 2. Composigao lipidica e proteica das cultivares da safra 2004/05.

cultivar Oleo (%) proteina (%)
BRS 155 22,6 41,0
BRS 156 21,6 38,6
BRS 183 20,6 40,6
BRS 216 17,6 43,6
BRS 231 21,2 40,2
BRS 233 19,5 40,9
BRM 52° 20,6 39,1

Tabela 3. Composicao lipidica e proteica das cultivares da safra 2002/03 (Embrapa
Soja, 2003).

cultivar oleo (%)  proteina (%)
BRM 52 n.d. n.d.
BRS 155 22,6 40,6
BRS 156 21,6 43,6
BRS 183 20,6 40,6
BRS 184 24,2 39,0
BRS 185 22,5 39,8
BRS 212 19,9 38,0
BRS 213 19,0 39,7
BRS 214 20,6 39,0
BRS 215 20,0 39,5
BRS 216 17,6 43,6
BRS 230 21,4 40,9
BRS 231 n.d n.d.
BRS 233 20,7 40,6

® Recebida da Embrapa como BRM 52, ou BRM simplesmente. Posteriormente ganhou o status de cultivar e foi
denominada BRS 267 . 20



A composicao de isoflavonas foi obtida através de analises junto a Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (Dra. Maria Inés
Genovese, comunicagao pessoal) e da prépria Embrapa (Dr. J. Marcos Mandarino,
comunicagdo pessoal) para as safras 2002/03 e 2004/05 respectivamente. Para
melhor comparacao os dados obtidos foram colocados numa mesma base, isto €, em
massa equivalente de agliconas (TAB. 4 e 5). E importante ressaltar que apesar de
cultivares de safras diferentes possuirem o mesmo nome, as composi¢cbes de
isoflavonas podem ser consideravelmente distintas, pois as condi¢des climaticas do
plantio podem influenciar bastante na composi¢cdo de cada safra (Carrao-Panizzi,
1998; Avila, 2007).

Tabela 4. Conteudos totais e parciais de isoflavonas das cultivares 2004/05, em
mg/100g de material seco (dados fornecidos pelo EMBRAPA-Apéndice II).

beta-glucosideo malonil-glucosideo aglicona
cultivar total | daidzina glicitina genistina | daidzina _ glicitina genistina_| daizeina _genisteina
BRM 52 128,7 | 23,8 49,2 14,9 2,6 2,7 26,3 5,1 4.1
BRS155 101,8 | 19,4 6,7 26,1 17,9 5,6 19,7 3,9 2,7
BRS 156 113,2 | 13,7 17,5 28,0 8,4 8,4 32,5 2,9 1,9
BRS 183 77,0 9,2 16,1 13,5 6,5 6,6 25,2 0,0 0,0
BRS 216 79,4 10,3 18,2 12,8 8,0 8,1 19,2 1,6 1,2
BRS 231 68,1 9,6 6,8 7,4 19,9 9,9 14,5 0,0 0,0
BRS233 1249 | 129 31,9 19,8 8,3 8,4 40,2 2,0 1,4
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Tabela 5. Conteudos totais e parciais de isoflavonas das cultivares 2002/03, em
mg/100g de material seco (Genovese et al., 2005).

cultivar total beta-glucosideo malonil- glucosideo aglicona acetil-glucos.
daidzina glicitina genistina | daidzina glicitina genistina | daizeina  gliciteina genisteina | daidzin  genistina
BRM 52 57(1) 10,8 56 142 | 55 2,7 8,2 1,6 1,7 3,0 3,3 0,6
BRS 155 113(4) | 23,8 92 315|123 34 191 | 24 1,4 3,8 5,1 1,2
BRS 156 188(12) | 52,0 13,0 454 | 22,7 44 256 | 7,2 3,1 7,7 55 1,5
BRS 183 105(4) | 211 6,8 270|124 35 21,8 | 25 1,9 29 3,9 1,1
BRS 184 112(3) | 234 53 274 | 146 26 22,0 | 4,2 1,9 52 4,1 1,6
BRS 185 128(3) | 28,8 85 286 | 214 32 250 | 2,2 2,1 2,5 4,6 1,1
BRS 212 134(13) | 251 45 3711149 48 319 | 27 2,4 4,0 53 1,2
BRS 213 1314) | 29,5 85 355 | 151 30 223 | 3,6 2,7 4,8 4,6 1,2
BRS 214 85(2) 20,0 8,8 18,0 | 121 2,7 11,5 1,5 1,9 3,0 4,8 0,9
BRS 215 131(4) | 283 70 312|183 43 26,0 | 3,7 2,3 3,8 4,7 1,3
BRS 216 116(11) | 25,3 10,4 28,7 | 16,5 3,0 21,3 1,7 1,5 3,0 3.4 1,0
BRS 230 57(1) 11,1 2,5 17,8 | 57 1,0 11,6 1,5 1,1 2,5 2,1 0,5
BRS 231 137(1) | 32,7 83 288 | 238 48 236 | 3,7 2,0 3,6 4,6 1,0
BRS 233 130(9) | 240 97 37,7140 48 282 | 17 1,4 29 4,5 0,9

As amostras de soja foram trituradas em um moedor de café portatil e a seguir
peneiradas, eliminando-se os restos com diametro superior a 1,5 mm. O p6 obtido de
cada uma das cultivares foi entdo dividido em pacotes plasticos para que fossem

irradiados.

I11.2 Partes do Grao

Os graos de trés cultivares (safra 2004/05) foram separados em suas partes
constituintes: casca, hilo, cotilédone e hipocdtilo (FIG.2). Com cada cultivar, agora
dividido em quatro porgdes, foram feitas trés sub-amostras, duas irradiadas, com
doses de 1 e 2 kGy, e a outra ndo irradiada. A casca e o cotilédone foram moidos
antes das leituras de RPE. O hipocdtilo e o hilo, por serem bem menores nao foram
moidos, mas simplesmente fragmentados quando necessario, para que coubessem
nos tubos de RPE.
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[11.3 Capsulas de Isoflavonas

Capsulas de isoflavonas, comercialmente disponiveis como Isoflavine (Glycine
max 75 mg — Herbarium Laboratorio Botanico Ltda) e de consisténcia gelatinosa,
também foram estudadas. De acordo com o laboratério responsavel pelo produto,

cada capsula de 75 mg contém cerca de 30 mg de isoflavonas de soja.

111.4 Métodos

Irradiacéo

As irradiagdes foram realizadas numa fonte de ®°Co (Gammacell 220 — AECL)
localizada no Centro de Tecnologia das Radiagbes do IPEN, com taxa de dose ao
redor de 3 kGy/h, fator de uniformidade de dose de 1,1. Os pacotes de cultivares
foram irradiados com doses de até 15 kGy. Para comparagao posterior, foi mantido

um pacote de cada cultivar sem irradiagao.

A dosimetria foi realizada através de dosimetros fabricados pela Harwell
Dosimeters Ltd, de fabricacéo britanica, do tipo Amber, para a faixa de doses de 1 a
30 kGy. Foram inseridos trés dosimetros (Amber 3042 Batch P) em posi¢cdes
diferentes nos pacotes de algumas cultivares moidas. As leituras dosimétricas
basearam-se em mudancgas oticas sofridas pelo dosimetros, registradas através de
dispositivo espectrofotométrico. Foram observadas variagbes maximas de até 4%
entre o valor nominal da dose e o valor médio registrado pelos trés dosimetros. Em

média, aquela diferenga ficou em torno de 2,8%.

Nos estudos da variagao do teor de isoflavonas com a radiagao, as amostras
foram enviadas pelo correio para o Laboratério da Embrapa, em Londrina/PR.

As céapsulas de isoflavonas (isoflavine) foram irradiadas com as seguintes
doses: 2,5, 5,0 e 10,0 kGy. Também foram mantidas algumas capsulas nao

irradiadas.
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[11.5 Espectroscopia por Ressonancia Paramagnética Eletrénica

Foi estudada a contribuicdo para a formacao do sinal de ressonancia, de cada
uma das partes do grdo. Posteriormente, foi analisada a pasta de isoflavonas,

comercialmente disponivel em farmacias.

As medidas de RPE das cultivares foram feitas em um intervalo que variou de
1 dia a 7 meses apos a irradiagdo, em um espectréometro de banda X (ER 041 XG
Microwave Bridge — Bruker) do Laboratério de Biofisica da Universidade de Sao
Paulo (IFUSP). As amostras foram colocadas em tubos de quartzo com didmetros
interno e externo de 4,75 e 5,75, respectivamente, e abertura selada com material

plastico durante as medidas.

Quando nao estavam sendo utilizadas, as amostras eram mantidas em
refrigerador, com temperatura proxima a 5°C. A menos que expressamente indicado,

os parametros do equipamento de RPE foram os seguintes:

ganho do receiver , 6,32x10%;

amplitude de modulagao, 2,0 G;

tempo de converséao, 81.92 ms;

constante de tempo 327,68 ms;

tempo de varredura, 83,886 s (sweep time);
poténcia de microondas, 5-10 mW,
frequéncia de microondas, =~ 9,8 GHz

numero de medidas sobrepostas 5

Para garantir a fidelidade dos valores do campo magnético, foi utilizada uma
amostra de prova de Diphenyl-picryl-hydrazyl (DPPH), cujo fator g € bem conhecido.
Ao longo dos estudos também foram utilizadas amostras de referéncia (strong pitch),

com um numero constante de radicais livres, objetivando-se averiguar a sensibilidade

24



do equipamento.

De uma forma geral, tanto a irradiagdo quanto as medidas de RPE, ocorreram
a temperatura ambiente. No entanto, houve algumas medigdes a baixas
temperaturas, que sao apresentados nos resultados, mas que por uma questao de

praticidade nao foram o foco deste trabalho.
As medidas com a pasta de isoflavonas foram feitas em tubos de quartzo

menores, com cerca de 1,0 mm de didametro. Foi utilizada uma capsula por tubo, e o

intervalo entre irradiacao e leitura, foi de apenas algumas poucas horas.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

IV.1 Efeito da radiacdo nas diversas cultivares

As amostras de soja nao-irradiadas apresentaram um sinal de RPE
insignificante a temperatura ambiente, se comparado com o observado em amostras
irradiadas. O aspecto geral das curvas para ambas as safras foi essencialmente o
mesmo, dentro das mesmas condigdes de medida (FIG. 5 e 6), com variagdes

apenas nas intensidades dos picos.

De acordo com a poténcia de microondas empregada, as cultivares
apresentaram 3 sinais de RPE a temperatura ambiente: um singleto (sinal A), um
sexteto (sinal B) e um dupleto (sinal C). Para diferenciar os picos nos sinais
compostos, utilizou-se um numero ao lado da letra respectiva que identifica o pico.
Assim, B2 indica o segundo pico do sinal B, contando no sentido crescente do campo

magnético, ou decrescente do valor de g.

80k ———————————————

60k

40k B2

1 g=2,0867

20k +
¥
L

i

o
I

-20k

BRM _0kGy |
BRM 2,5 kGy]
1 BRM5kGy 1
-60k | v BRM 10 kGy+
| BRM 15 kGy |

INTENSIDADE (u.a.)

-40k

sk
3350 3400 3450 3500 3550

Campo magnético (gauss)

Figura 5. Comparagao entre o espetro de RPE de amostras BRM 52 -
safra 2004/2005 nio-irradiadas e irradiadas com doses de 2,5, 5,0, 10,0 e
15,0 kGy. Medidas 4 dias apés irradiagao.
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Na FIG. 6 estdao em evidéncia os sinais A e C, bem como parte do sexteto (B3
e B4).

—
- _
10,0k 7

2 50k < / -

W 82 s g

] 3 ‘ ]

2 ~ A 23

o 007 ® 2.0039 W

Q ] B3 o /8 :

E -5,0k S L/ & B4 -

z / )

-10,0k - w .
15,0k 4———r—————————————————————
3400 3450 3500 3550

campo magnético (gauss)

Figura 6. Espectro de RPE de amostra de soja moida e irradiada com
10kGy. Leitura realizada com microondas de 0,5 mW. No intervalo de
campo magnético utilizado, notamos os sinais A, C e parte do B (terceiro e
quarto picos).

A FIG. 7 apresenta todo o espectro de campo magnético utilizado. O grafico é
resultado de medidas com a amostra BRS155, irradiada com 15kGy, cerca de 24
horas antes da medicao. A relativa baixa intensidade do pico central se deve ao valor
do ganho utilizado, 2x10°, da ordem de 20 vezes menor que o valor padronizado

neste trabalho.
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Figura 7. RPE de cultivar BRS155 moida e irradiada com 10 kGy. Leitura
cerca de 24 horas apos a irradiagao. A medida foi feita de uma vez, porém
o resultado apresentado em dois graficos, para facilitar o tratamento.
Ganho do aparelho de 2x10°.

O singleto A, na maioria das amostras, foi o pico de maior intensidade, com
valor g por volta de 2,0039. Foi observado tanto em baixas poténcias como em altas.
Em amostras nao irradiadas pode-se observar este sinal com intensidade quase nula
(FIG. 5). Acredita-se que o sinal, tdo frequente em materiais organicos (Ingram et al.,
1954; Bennett et al., 1955; Robins et al., 1978; Griffiths et al., 1982; Hillman et al.,
1983; Robins, 1984; Sales et al., 1985; lkeya, 1993; Engin et al., 2005), seja devido a

radical centrado no carbono.

Yamaoki et al. (2008) encontraram sinais gerados pela irradiagdo em erva-
doce, com g em torno de 2,005. Também, ossos de peixe e boi irradiados com 1-
5kGy apresentam sinais assimétricos com g4=2,002(1) e @»=1,998(1)

respectivamente (Atta et al., 2008).
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O sinal B, constituido de seis picos espagados por aproximadamente 93 gauss

(acoplamento hiperfino), foi observado em amostras néo irradiadas (FIG. 8 e 10) e

em amostras irradiadas (FIG. 7 e 9). Trata-se provavelmente, do sexteto devido a

presenca de Mn?*, observado com frequéncia em materiais organicos (lkeya, 1993;

Raffi and Agnel, 1990). A intensidade do sinal ndo parece sofrer grande influéncia

por parte da radiagcdo. Amostras irradiadas ou nao, apresentam sinais com

intensidades muito préximas (FIG. 9). De fato, as unicas diferengas surgem na regiéo

do sinais A e C. Observou-se que o pico de maior g apresentou intensidade

sistematicamente maior que os outros cinco. Distor¢cbes em picos que deveriam ter a

mesma intensidade sdo comuns e podem estar associadas com algum grau de

anisotropia (Parish, 1990).

sk+——————

i —— BRS156 nao irradiada - 1mW|
10,0k — —

0k ]
g=2,0330

g=2,1424

(u.a.)

()
-g 0,0
o _ g=2,0867 ]
2 g=1.9784 = 1,8769
@ -5,0k+ .
< | pico central

-10,0k 4

-15,0k T T T T T T T T . .

3150 3300 3450 3600 3750

campo magnético (gauss)

Figura 8 Espectro de RPE de amostra de soja moida e n&o irradiada. No
intervalo de campo magnético utilizado, notamos mais claramente os
sinais A e B. A poténcia empregada foi de 10 mW.
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Figura 9. Espectro de RPE de amostra de soja moida néo irradiada e
irradiada com doses de 2,5, 5,0, 10,0 e 15,0 kGy. O intervalo de campo
magnético utilizado e a faixa de intensidades selecionada, enfatizam
apenas o sinal B (picos 2, 3 e 4). A poténcia empregada foi de 10 mW.
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Figura 10. Medidas de RPE para trés cultivares moidas e nao irradiadas.
O intervalo de campo magnético utilizado mostra os picos 2, 3 e 4. A
poténcia empregada foi de 10 mW.
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O sinal C foi o menor dos trés observados. Os valores medidos de g foram de
2,0198 e 1,9853, com distancia de aproximadamente 60 G. Este sinal sé pode ser
percebido com mais clareza em leituras com poténcias inferiores a 5 mW. Por sua

instabilidade, ndao foi estudado em detalhes neste trabalho. Na FIG. 8, pode-se

visualizar o referido sinal, sobretudo a porgcéo que fica entre o segundo e o terceiro
picos do sexteto (da esquerda para a direita), com intensidade quase nula.

Antes da escolha dos parametros do equipamento, foram feitas medidas para
otimizar as condicdbes de operacdo do espectrometro. Apds estabelecer os
parametros de intervalo de campo magnético e tempos de varredura, foi definido o

intervalo de poténcia das microondas. Para poténcias superiores a 10 mW (FIG. 11),
ha uma distorcdo do sinal A, além de sua saturagao.

30,00k

15,00k

0,00

Intensidade - RPE

Figura 11. Espectros de RPE da cultivar BRS216, moida e irradiada com

15kGy. Foram feitas oito leituras, com poténcias de microondas de 1/2, 1,
5, 10, 20, 32, 50 e 100 mW, aproximadamente.
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Pode-se perceber também uma distor¢do do sinal B, que aparentemente nao
esta relacionado com o tratamento por radiagdo ionizante, logo menos util aos
propositos deste trabalho. Desta forma optou-se por trabalhar sobretudo na faixa de
5a10 mW.

I\VV.2. Detecgao por RPE de soja irradiada

Para avaliar a estabilidade dos sinais de RPE observado nas cultivares,
medidas feitas cerca de 24h apds a irradiagao foram repetidas 2, 3 e 7 meses
depois. Nessas comparacdes foi considerado apenas o sinal A, de maior intensidade

e reprodutibilidade. Aos dados experimentais foram ajustadas curvas exponenciais
do tipo y=b+a.e™ (FIG.12).
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tempo apos irradiagao (dias)

Figura 12. Intensidade do sinal A (distancia pico a pico) vs o tempo
decorrido entre irradiacdao de 10 kGy (apds moagem) e a leitura. As
medidas foram realizadas com trés amostras da safra 2004/205. As linhas
representam curvas exponenciais ajustadas aos dados.
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Na tabela 6 estdo os valores do parametros a, b e k, medidos através de ajuste com

programa Microcal Origin 4.0.

Tabela 6: Parédmetros do ajuste de curvas dos dados experimentais para a
intensidade do sinal central em fung¢ao do tempo decorrido apds as irradiagoes.

Cultivar a b k
BRM 101832 1165 -0,008

BRS156 302967 7501 -0,012

BRS183 221746 1109 -0,0087

A despeito da consideravel reducdo da intensidade com o tempo, o sinal
observado € bem superior ao de amostras nao irradiadas, onde a distancia pico a
pico foi sempre inferior a 5x10%, nas mesmas condicdes de medida. Desta forma
pode ser empregado para verificar se determinada amostra foi ou nao irradiada,

desde que se possuisse uma amostra de referéncia nao irradiada.

Barros (2002), trabalhando com trigo irradiado com doses de 2 kGy, conseguiu
através de RPE, identificar quais amostras haviam sido irradiadas em até 3 semanas

apos a irradiagao.

Amostras irradiadas antes do processo de moagem produziram picos de
ressonancia bem inferiores aqueles em que a amostra foi primeiramente moida e
posteriormente irradiada. Na FIG. 13 sdo comparadas as intensidades dos picos
centrais para amostras irradiadas antes de moidas (BRS155 e BRS231) com
amostras cuja moagem ocorreu antes do tratamento com ®°Co (BRS184 e BRS212).
Ambas medidas foram realizadas cerca de 24h apds a irradiagédo, com poténcia de
microondas de 10 mW. O sinal maior das amostras cuja moagem se deu antes da
irradiacéo pode ser atribuida a uma maior area de contato quando a soja esta moida,

favorecendo assim a formacéao de radicais livres induzidos pela radiacao.
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Figura 13. Intensidade do sinal A em amostras cuja moagem ocorreu
antes ou apos a irradiagao, com doses de 5 ou 10 kGy.

Dentro do intervalo de doses utilizado, a intensidade do sinal A (pico a pico)

aumenta com o incremento da dose (FIG. 14).
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Figura 14. Intensidade do sinal de RPE vs dose absorvida para amostras
de soja (safra 2004/05). Curvas ajustadas aos pontos experimentais.
Medidas realizadas cerca de 4 dias apos a irradiagéo.
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Os pontos experimentais dos graficos da FIG. 14 foram ajustados a

exponenciais do tipo:
y=y, + a(l- exp(_t—XD + b(l- exp(_t—XD
1 2 (04)

Os resultados dos valores dos parametros foram obtidos com o programa

Microcal Origin 4.0 e estdo na TAB. 7.

Tabela 7: Parametros do ajuste dos dados dos graficos da FIG 14 a curvas
exponenciais.

Cultivar Yo a b ty t,
BRM 52 3261 -2,06 E9 2,06 E9 1,91 1,91
BRS 155 3980 5,05 E13 2,03 E5 6,57 E9 1,5E-2
BRS 156 6425 2,91 E5 2,29 E5 14,80 1,5E-2
BRS 183 4378 69,62 1,66 E5 39,32 2,0E-3

BRS 216 2276 1,26 E5 1,92 E5 32,50 3,0E-2
BRS 231 3274 9,21 E19 1,82 E5 1,29 E16 1,28
BRS 233 3497 7,48 E19 8,58E15 1,01 E5 9,8E-1

Leveque et al. (2008) descrevem que a RPE pode detectar radicais livres de
maneira ndo invasiva in vivo e in vitro, com grande sensibilidade em produtos
alimenticios. Mencionam também que radicais livres contidos em alimentos dao
sinais de RPE caracteristicos compativeis com a obtengdo de imagens de alta
qualidade. Lee et al. (2008) também encontraram aumento do sinal de RPE com o
aumento da dose em sementes de gergelim, o que pode ser utilizado para identificar
amostras irradiadas. Prasuna et al. (2008) também consideram que a analise por
RPE é uma ferramenta eficiente na identificacdo de produtos vegetais irradiados. Em
todas as amostras vegetais foi observada a presenca de radical livre correspondente
a celulose. Quase todas as amostras desse estudo exibiam ions Mn em diferentes

estados de oxidacao.

Sanyal et al. (2008) descrevem a identificagdo de castanhas de caju irradiadas

utilizando espectroscopia por RPE. Eles irradiaram as castanhas com doses de 0,25;
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0,50; 0,75 e 1kGy. Esses autores obtiveram um tripleto fraco de vida-média curta (g =
2,004 e acoplamento hiperfino de 30 gauss), além de sinal anisotrépico (gL=2,0069 e
g)=2,000) produzidos imediatamente apds irradiagéo. Esses sinais foram atribuidos
aqueles radicais da celulose e CO,. Entretanto, as amostras irradiadas mostraram
um aumento dependente da dose da linha central (g = 2,0045 + 0,0002). A natureza
dos radicais livres formados durante processamentos convencionais, tais como,
tratamento térmico, foram investigados e mostraram um aumento da intensidade da

linha central (g = 2,0045) similar aquela produzida pela irradiagéo.

Amic et al. (2003) sugerem que haveria uma relagao entre a estrutura dos
flavonoides e sua capacidade de neutralizar radicais livres. Kwon et al. (2002),
consideram que para determinar com seguranga se um produto alimenticio foi ou ndo

irradiado € necessaria a aplicagao de varios métodos alternativos.

36



IV. 3. Correlagao entre as concentragdes totais ou parciais de isoflavonas com

a intensidade do sinal

Pode-se observar certa ordem nas intensidades do pico A, para diferentes
doses empregadas, quando comparadas as diferentes cultivares. Essa hierarquia
pode ser observada nas FIG.15 e 16, para ambas as safras, e na FIG. 17, para a
safra 2004/05. As diferencas de intensidade para ambas as safras (ja descontados
0s numeros de leituras, 3 e 5) podem ter sido provocadas por diferengas no intervalo

entre irradiacdo e medida (4 e 10 dias), e ao tempo de estocagem do material®.
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Figura 15. Intensidade do pico central das cultivares da safra 2004/05,
irradiadas. As medidas foram feitas 4 dias apds a irradiagao. As amostras
foram moidas antes de serem irradiadas. As intensidades sao fruto de 5
leituras acumuladas.

* As medidas com a safra 2002/03 foram realizadas em abril/2004; com a safra 2004/05, em setembro/2005.
Como a colheita ocorre entre o fim de um ano e inicio do outro, estima-se que o intervalo entre a colheita e as

medidas de RPE sejam da ordem de 9 e 16 meses, respectivamente. 37
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Figura 16. Intensidade do pico central das cultivares da safra 2002/03,
irradiadas. As medidas foram feitas 10 dias apds a irradiagdo. As
amostras foram moidas antes de serem irradiadas. As intensidades sao
fruto de 3 leituras acumuladas.
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Figura 17. Intensidade do sinal RPE para cultivares da safra 2004/2005,

irradiadas com doses: (a) 2,5 kGy, (b) 5,0 kGy, (c) 10,0 kGy e (d) 15,0
kGy.

Com base nessas observagdes, foram calculados os indices de correlagao

linear (APENDICE |) entre a intensidade dos picos (sinal A) e o contelido de
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isoflavonas (totais e parciais) em cada cultivar (TAB. 8 e 9). Desta forma pode-se

verificar se ha uma influéncia das isoflavonas nos efeitos gerados pela radiagao.

Tabela 8: Correlagdo linear entre o teor de isoflavona (total e parcial) das 07

cultivares da safra 2004/05 e a intensidade do sinal A (pico a pico).

dose beta-glucosideo malonil-glucosideo aglicona
total
(kGy)
daidzina glicitina genistina | daidzina glicitina genistina | daidzeina | genisteina
2,5 -0,38 -0,76 0,49 0,41 0,51 -0,16 -0,22 -0,32 -0,34
5,0 -0,46 -0,84 0,37 0,48 0,51 -0,26 -0,35 -0,44 -0,48
10,0  -0,48 -0,71 0,47 0,40 0,65 0,04 -0,34 -0,44 -0,27
15,0  -0,43 -0,78 0,48 0,49 0,57 -0,05 -0,33 -0,43 -0,32

Tabela 9: Correlagdo linear entre o teor de isoflavona (total e parcial) das 14
cultivares da safra 2002/03 e a intensidade do sinal A (pico a pico).

dose beta-glucosideo malonil-glucosideo gluac:(;e;[;geo aglicona
total
(kGy) Daidzi- liciti genisti- | daidzi- liciti genisti- | daidzi- genisti- | daidzei- glicite- genistei
na gliciting na na glicitina na na na ina -na
1,0 -0,57 -013 -046 | -0,36 -0,35 -0,34 |-0,57 -0,67 | -0,57 -0,74 -0,76 | -0,53
40 -0,27 0,11 -040 | -0,12 -0,29 -040 |-0,53 -0,44 | -0,27 -0,37 -0,40 | -0,34
g0 -032 0,05 -042|-0,38 -0,50 -0,55|-059 -0,59 | -0,32 -0,38 -0,38 | -0,45
13,0 0,08 053 -0,07| 0,43 0,14 -0,20| -0,16 -0,39 | 0,08 -0,16 -0,23 | 0,00

Para os resultados da safra 2004/05, dentro de um nivel de significancia de
5%, s6 houve correlagéo entre o sinal de RPE e os teores de glicitina (forma [3-

glicosidica).

Na safra 2002/03, os indices de correlacdo linear calculados dentro do mesmo
nivel de significancia, levam a correlagbes para 11 dos 48 calculos de r, a maior
parte também negativa. Destacam-se em particular, os resultados para a forma
acetil-daidzina, onde é verificada a correlagdo negativa para 3 das 4 doses
empregadas, indicando mais uma vez que teores elevados de certos tipos de
isoflavonas induziriam um sinal de RPE menor. Cabe ressaltar que a forma acetil

nao havia sido detectada nas analises da safra 2004/05.
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Como mencionado anteriormente, ocorrem variagdes expressivas nos teores
de isoflavonas em virtude de diferencas em condi¢des climaticas e de plantio (Avila
et al., 2007; Carrao-Pannizi, 1995; 1996; 1998) ou no proprio processo de extragéo,

acarretando em interconversdes de um tipo a outro (Wang e Murphy, 1994).

Barbosa et al (2006) encontraram uma alta correlagao, acima de 0,70, entre a
atividade antioxidante e o teor de flavonoides e fendlicos totais em soja. Eles também
concluiram que o conteudo total e tipo de isoflavonas e o teor de fendlicos de
produtos de soja dependem do processamento e que a capacidade antioxidante
desses produtos varia significativamente. Outros autores obtiveram, para produtos
ricos em polifendis, uma correlagdo linear entre atividade antioxidante e

concentragao de flavonoides (Stasko et al, 2008),

IV.4. Efeito da temperatura no sinal de RPE

Embora o objetivo deste trabalho tenha sido o estudo de amostras a
temperatura ambiente, foram feitas algumas medidas em temperaturas inferiores
para que se pudesse entender melhor o comportamento do sinal. A amostra
BRS216, moida e irradiada com 5 kGy a temperatura de gelo seco (CO; a
aproximadamente -78,5 °C) foi colocada em um tubo de quartzo que estava envolto
por um recipiente contendo nitrogénio liquido. Apds a leitura por RPE, o nitrogénio
liquido foi retirado e foram refeitas as medigcdes 3, 6 e 20 minutos depois da retirada
do recipiente. Como houve variagdo no sinal de RPE, a amostra foi recolocada no

recipiente de nitrogénio liquido e a medida refeita (FIG. 18).
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Figura 18. RPE da amostra BRS216, irradiada com 5 kGy a temperatura
de gelo seco: (1) medida a temperatura de nitrogénio liquido; (2) medida
apos 3 min de exposi¢cao da amostra a temperatura ambiente; (3) apds 6
min de exposigao; (4) releitura.

Por trepidar um pouco, a leitura resultou em um sinal de RPE menos estavel
do que em condi¢des de leitura a temperatura ambiente. Pelo perfil das curvas, nao
se nota uma mudancga significativa entre os resultados a baixa temperatura e a
temperatura ambiente. O fato de a irradiagao ter sido realizada a baixa temperatura
também nao produz alteragdes significativas nas medidas, quando comparadas com
os resultados vistos até o presente momento. Nota-se o sinal A um pouco mais
alargado em medidas a baixa temperatura, o que poderia indicar uma maior

interacao dos elétrons envolvidos na ressonancia com outros campos.
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Como os resultados a baixa temperatura, antes e depois da amostra ter sido
submetida a temperatura ambiente, sdo semelhantes, pode-se dizer que n&o ha, na
faixa de temperatura analisada (-78 a 28°C), formacédo de sinal diferente dos
observados apenas em temperatura ambiente. A diferenca de intensidade entre as
curvas da FIG. 17 deve-se em parte a uma absorgao do sinal pelo recipiente com

nitrogénio.

Os valores de ganho e numero de leituras, apesar de ndo serem iguais, foi
padronizado para que se pudesse compara-las em uma mesma escala. Como as
condigdes de ressonancia do porta-amostra variam com a temperatura, a frequéncia
de microondas também muda. Desta forma optou-se por expor os resultados em

funcao do fator g, e ndo do campo magnético.

IV.5. Sinal de RPE das diversas partes do grao de soja

Com o objetivo de distinguir a contribuicdo de cada uma das partes do gréo de
soja para a formacéao do sinal de RPE, os graos de trés cultivares representativas da
safra 2004/05 foram divididos em quatro porcdes (Oliveira & Mastro, 2004): casca,
hilo, cotilédones e hipocdtilo (FIG. 19, 20, 21 e 22). A escolha destas trés particulares
amostras levou em conta a quantidade total de isoflavonas: BRS231, a de menor

teor; BRM, a de maior teor, e BRS155, com concentracao intermediaria.
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Figura 19. RPE da casca de trés cultivares: nao irradiada e irradiada com
doses de 1 e 2 kGy.
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Figura 20. RPE em hilo de trés cultivares: ndo irradiado e irradiado com
doses de 1 e 2 kGy.
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Figura 21. RPE em cotilédones moidos de trés cultivares: ndo irradiada e
irradiada com doses de 1 e 2 kGy.
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Figura 22. RPE em hipocdtilo de trés cultivares: ndo irradiado e irradiado
com doses de 1 e 2 kGy.
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Os resultados da ressonancia com as partes do grao mostram que tanto o hilo
quanto a casca, apesar de nao representarem nem 10% do gréo, sdo fundamentais
no sinal central de RPE das cultivares. Praticamente ndo se observa o pico central
nas medidas com o cotilédone. Nos resultados com o hipocétilo, o sinal A esta

presente com baixa intensidade, porém bastante distorcido.

O sexteto esta presente, sobretudo nos cotilédones, que representam boa
parte do grdo. No hipocdtilo e na casca, sua participagao € pequena; no hilo, o sinal
€ desprezivel. Estes sinais menores talvez sejam fruto de contaminacgao, pois uma
separacao manual das partes sera sempre parcial. Desta forma, na hipdtese de se
utilizar a RPE para dosimetria, o hilo seria a parte mais efetiva. O hipocétilo,

sabidamente rico em isoflavonas, s6 apresentou parte do sinal das cultivares

Um segundo conjunto de cultivares (gréos) da safra 2004/2005 foram
irradiados com doses de 0, 1, 5 e 10 kGy. Em seguida os pacotes foram enviados
para analise no laboratério da Embrapa. Os resultados estdo nos graficos das FIG.
23 a 24. Os resultados representam a média de duas repeticdes e foram expressos

em mg por 100 gramas de amostra.
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IV. 6. Efeito da radiagdo no conteudo de isoflavonas

As determinagbes de isoflavonas foram realizadas pela EMBRAPA
(comunicagéao pessoal do Dr. J. Marcos Mandarino — apéndice lll) utilizando extragcéo
com etanol apds eliminagdo de gorduras com n-hexano e determinagdao por
cromatografia liquida de alta performance, com erro < 5%. De uma maneira geral a
radiacdo nao alterou as quantidades totais de isoflavonas (FIG. 23): apenas numa

cultivar, BRS231, houve notdrio aumento.

BRM/X 
300 — X
N BRS183__,

250

200 \ >(I¥R8233/+\‘\‘\‘\

— BRS156

| T
1504 g— o % BRS216

Isoflavonas totais (mg/100g)

1004 ¢——o—————BRS231— ¢

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
dose absorvida (kGy)

Figura 23. Teor total de isoflavonas em cultivares de soja, safra
2004/2005. As medidas foram feitas para amostras ndo irradiadas e
irradiadas com doses de 0, 1, 5 e 10 kGy.

Moussaid et al (2000) descreveram que a irradiacdo com dose de 1 ou 2kGy
estimulou a sintese de flavonas na pele de laranjas. Variyar et al. (2004), estudando
o comportamento dos compostos fendlicos frente a radiagcdo gama, verificaram que
doses entre 0,5 e 5,0 kGy promoveram diminuigdo dos glicosideos conjugados e

aumento das agliconas nos graos de soja.
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Da FIG. 24 até a FIG. 32, sdo apresentadas as variagdes nas 8 diversas

isoflavonas, nao irradiadas e irradiadas com doses de até 10kGy.
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Figura 24. Teores de isoflavonas do tipo daidzina em cultivares de soja,

X——BRM
° \
« T a BRS183 A
A
L ]
BRS156
BRS231
- J BRS233__
/. \
+ BRS216
L)
L]
BRS1S5___
<
\
T T T T T T T
0 2 4 6 8 10

dose absorvida (kGy)

safra 2004/2005 em fungao da dose de radiagao.

25

N
o
|

teor de glicitina (mg/100g)
1 1

(&3]
|

Figura 25. Teores de isoflavonas do tipo glicitina em cultivares de soja,
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Figura 26. Teores de isoflavonas do tipo genistina em cultivares de soja,
safra 2004/2005 em funcao da dose de radiagao.
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Figura 27. Teores de isoflavonas do tipo malonil-daidzina em cultivares de
soja, safra 2004/2005 em func¢do da dose de radiagao.
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Figura 28. Teores de isoflavonas do tipo malonil-glicitina em cultivares de
soja, safra 2004/2005 em fungao da dose de radiagao.
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Figura 29. Teores de isoflavonas do tipo malonil-genistina em cultivares de
soja, safra 2004/2005 em fungdo da dose de radiagao.
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Figura 31. Teores de isoflavonas do tipo gliciteina em cultivares de soja,

safra 2004/2005 em fung¢ao da dose de radiagao.
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Figura 32. Teores de isoflavonas do tipo genisteina em cultivares de soja,
safra 2004/2005 em fungao da dose de radiagao.

Para a maior parte dos tipos de isoflavonas, ndo ha uma tendéncia clara de
aumento ou diminui¢ao de seus teores médios (7 cultivares) com o aumento da dose.
De fato, se forem comparados os teores meédios de isoflavonas totais e parciais, em
amostras irradiadas e nao irradiadas, dentro de um nivel de significancia de 5%, s6

ha variagao para a daidzeina, irradiada com dose de 10kGy (apéndice II).

No entanto, se forem consideradas algumas cultivares apenas, e nado os
valores médios, percebe-se comportamentos reiterados. Nas cultivares BRS155 e
BRS216, nota-se uma diminuigdo nas quantidades de isoflavonas glicosadas (FIG.
24 a 29), ao passo que nos graficos das isoflavonas livres (agliconas) a tendéncia se
inverte, isto é, os teores aumentam com a dose de uma maneira geral (FIG. 30 a 32).
Cabe ressaltar também que a cultivar BRS231, irradiada com 10kGy, apresentou

sistematicamente os maiores teores de isoflavonas, sobretudo na forma glicosada.
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Ao menos para a dose mais elevada, percebe-se claramente um aumento nos
teores de agliconas para todas as cultivares testadas. Ha portanto indicios de que a
radiagdo possa estar convertendo os tipos glicosados em agliconas, estas de maior
biodisponibilidade, e portanto mais interessantes ao consumo humano. Segundo
Park et al. (2001), flavondides agliconas apresentam atividades antioxidantes

maiores do que suas formas conjugadas correspondentes.

Variyar et al. (2004) estudando o comportamento dos compostos fendlicos
frente a irradiacdo gama, verificaram que doses entre 0,5 e 5,0 kGy promoveram

diminuigao dos glicosideos conjugados e aumento das agliconas nos graos de soja.

Toledo (2006), estudando alteragées promovidas por doses de irradiagado de
2,4 e 8,0 kGy em graos de soja crus e cozidos, encontrou redugcdo no teor de
compostos fendlicos totais até a dose de 4 kGy e um aumento com a dose de 8 kGy.

Nessas doses também foram reduzidos os teores de tripsina e taninos.
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IV.7. Pasta de Isoflavona

A lIsoflavine apresentou o mesmo pico A das cultivares de soja. Na FIG. 33
esta o resultado das leituras por RPE do complexo de isoflavonas irradiado com 2,5;
5,0 e 10,0 kGy e néo irradiado.

1200 - ' ' i
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- 25KGy
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10,0 kGy

1000_- 10 mW
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N
]
1

. , . , .
3440 3460 3480 3500
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Figura 33. RPE de amostras de Isoflavine nao-irradiadas e irradiadas com
doses de 2,5, 5,0 e 10,0 kGy.O intervalo ressalta apenas o que parece ser
o sinal A, visto nas cultivares de soja.

Fica evidente que neste produto preparado a partir de soja, o sinal é

proveniente do mesmo grupo detectado anteriormente no proprio grao de soja.

Ha um acréscimo na intensidade como consequéncia da irradiagdao, do que
presumivelmente € o pico A, observado nas cultivares de soja. Para evidenciar essa
semelhanga, na FIG. 34, é apresentada uma sobreposi¢ao feita dos picos de uma
das cultivares, BRS 155 e aquele observado na Isoflavine, ambos irradiados com
10kGy.

54



3k H

I BRS 155
Isoflavine

2k i

Intensidade

-3k 4

—

3200 3300 3400 3500 3600 3700
campo magnético (gauss)

Figura 34. RPE de Isoflavine e da cultivar BRS 155, ambas irradiadas com
10,0 kGy.

Trata-se provavelmente do mesmo tipo de radical. Nota-se, com intensidade

bastante reduzida, até mesmo o sexteto devido ao Mn?*.
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V. CONSIDERAGCOES FINAIS

Os organismos que vivem em ambiente aerdbico foram forgados a
desenvolver estratégias celulares efetivas para detoxificar espécies reativas de
oxigénio (Miura, 2004). As respostas adaptativas, especialmente contra efeitos da
radiacdo, sdo mecanismos defensivos de regulacao pelos quais o estresse oxidativo

induz uma resposta contra o dano.

Diversos autores (Wang e Murphy, 1994; Carrdao-Panizzi et al., 1998;
Genovese et al.,, 2005) constataram a grande disparidade no conteudo de
isoflavonas, importantes antioxidantes contidos na soja, atribuidas fundamentalmente
a diferencas de temperatura, composi¢ao do solo e disponibilidade hidrica. Neste
sentido, Avila et al. (2007) verificaram variagbes significativas principalmente para as
formas malonil. Tem sido sugerido que esses compostos estariam envolvidos na
protecao contra a radiagao UV de componentes celulares vitais das plantas (Smith e
Markham, 1996).

No presente trabalho n&o foi encontrada uma correlagao entre a geracao de
radicais livres induzida pela radiacdo e o conteudo de antioxidantes do tipo das
isoflavonas. Também ndo se percebe uma acdo direta da radiacdo capaz de
modificar sistematicamente e significativamente o conteudo desses antioxidantes
celulares. Dados obtidos no presente estudo, no entanto, sugerem que algumas
isoflavonas (glicitina) contidas na soja modificam os efeitos da radiagdo ionizante.
Nesse caso, os antioxidantes estariam reduzindo o nivel de radicais livres produzidos

pela radiagao, tal como é observado em testes in vivo (Day et al., 2008).

Os resultados das medidas por RPE de Isoflavine permitiram apenas uma
associagao do sinal com aquele obtido em amostras de soja. Talvez pudesse ser
obtida mais informacéo se as medidas fossem feitas com as isoflavonas isoladas, e

nao em um composto apenas rico em isoflavonas.
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A espectroscopia por RPE se mostrou um método fisico adequado para o
estudo da geracéo de radicais livres em produtos com baixo conteudo de umidade

como € o caso de graos de soja.

57



VI. CONCLUSOES

1. Foi observada uma relagao entre a dose de radiagdo gama absorvida pela
amostra e a altura do sinal de RPE (pico A). O sinal se mostrou bastante estavel,
persistindo mesmo apds decorridos 7 meses da irradiagdo. Desta forma, pode-se
utilizar a técnica para identificagdo de soja irradiada dentro daquele intervalo de

tempo.

2. Nao ficou estabelecida uma correlagao entre o conteudo total de isoflavonas

e o sinal de RPE proveniente de radicais livres gerados pela radiagéo.

3. No entanto, ha indicios de que os conteudos de alguns tipos de isoflavonas
e o sinal proveniente de radicais livres gerados pela radiacdo estejam
correlacionados. Os teores de B-glicitina e acetil-daizina mantiveram uma correlagéo
negativa com a altura do sinal de RPE estudado, a depender da safra investigada.
Variagbes significativas nos teores desses antioxidantes quando comparadas as

duas safras, ndo levam a uma convergéncia dos resultados.

4. Os resultados com as partes do grédo de soja se mostraram extremamente
uteis, uma vez que ficou evidente que o hilo e a casca, apesar de nao representarem
nem 10% do grdo, sao fundamentais no sinal de RPE das cultivares. Assim, na
hipotese de se utilizar a RPE para dosimetria, o hilo seria a parte mais efetiva. O
hipocdtilo, sabidamente rico em isoflavonas, sé apresentou parte do sinal das

cultivares.
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APENDICE |

Correlagao Linear

Sejam (X1, X2, ...., Xn) € (Y1, Y2, ...., Yn) dois conjuntos de dados para as

variaveis x e y, entdo o coeficiente r de correlagao linear (Pearson) é definido pela

expressao:
r= S , onde
SxSy
Z_l(x $)(Y; - Y) . o
— é a covariancia entre as variaveis, e
Sx = z (X eSy Z (y, ) s&o os desvios-padrdo das variaveis.

Para que se possa comparar o valor medido de r com o respectivo valor
verdadeiro p, e portanto decidir acerca da plausibilidade de haver ou nio correlagao,
pode-se langar mao de um teste de hipotese. Dentro de um nivel de significancia a,

as seguintes hipoteses sao testadas:

Ho: p = 0 (ndo ha correlagao)
H1:p#0

O teste é feito através de uma estatistica com o parametro t-Student (Costa
Neto, 2002). Para o valor medido de r, calcula-se o respectivo valor de t, através da

expressao

> » onde n-2 € o numero de graus de liberdade do calculo.
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Na tabela abaixo, ha alguns valores criticos para a variavel t. Se o valor t,;

calculado for maior que o valor critico, entao rejeita-se a hipétese Ho dentro do nivel

de significancia pré-determinado.

Tabela l.a Distribuicdo t-Student (unicaudal). Ps é a probabilidade de que tn2 = tcriticos

g. l. =n-2 é o numero de graus de liberdade (adaptado de Spiegel (1993)).

P

gl | 0200 0130 0100 0030 0023 0010 0005
1(1,376 1963 3078 6314 1271 3182 63066
310978 1,230 1638 2333 3182 4541 3841
410941 1190 1533 2132 2776 3747 4604
510920 1,156 1476 2015 2571 3365 4,032
60906 1134 1440 1943 2447 3143 3707
71086 1,119 1415 1,895 2365 2998 3499
310889 1108 1397 1860 2306 2896 3335
9105853 1,100 1,383 1833 2262 2521 3250
101 0879 1093 1372 1812 2228 2764 3,169
111|057 1088 1363 1796 2200 2718 3106
12 10873 1083 133 1,782 2179 2681 3055
13 | 0870 1079 1350 1771 2160 2650 3012
14 1 0268 1076 1,345 1,761 2145 2624 2977
15 | 0,866 1,074 1341 1,753 2131 2602 2047
16 | 0865 1071 1337 1746 2120 2583 2921
17 | 0,563 1,069 1333 1,740 2110 2567 2598
19 | 0,561 1,066 1328 1,720 2093 2539 2561
20 | 0560 1064 1323 1725 2086 2528 28545
21 (0859 1063 1323 1721 2080 2518 2831
221053 1061 1321 1717 2074 2508 2819
23 | 0858 1060 1,319 1,714 20690 2500 28507
24 | 0857 1059 1318 1711 2084 2492 2797
26 | 0856 1,058 1,316 1,708 2060 2485 2787
26 [0.5856 1,058 1315 1,706 2056 2479 2779
27 | 0,855 1,057 1,314 1,703 2062 2473 2771
28 | 0,855 1,056 1313 1,701 2048 2467 2763
29 | 0854 105 1311 1699 2045 2462 2756
30 [ 0834 1055 1310 1697 2042 2457 2750
40 [ 0,851 1050 1303 1654 2021 2423 2704
G0 | 0848 1045 1,206 1671 2000 2390 2660
B0 | 0546 1043 1,292 16G4 1990 2374 2639
100 | 0,845 1,042 1,200 1660 1,934 2364 2626
oo 0842 1036 1282 1645 1960 2327 2576

P

o+ —

[N ulul

{na tabela)
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Nas tabelas I.b e I.c foram calculados os valores do parametro t-Student, para
as correlagbes da Secdo V.3 (pag. 35), entre os sinais de RPE e os teores das
amostras. Considerou-se um nivel de significancia de 5%, ou seja, t¢c=2,015, para
safra 2004/05 e tc=1,782, para a safra 2002/03 (conforme tabela |.a).

Tabela Ib. Correlagdo linear entre a composi¢cédo de isoflavonas (total e parcial) das
07 cultivares da safra 2004/05 e a intensidade do sinal A (pico a pico). Com 5 graus
de liberdade tc=2,015, para a=5%.

beta malonil agliconas

dose
(kGy)

total

gli gen | dai gli gen | dai gen
indice r
2,5 -0,38 -0,76 049|041 0,51 -0,16|-0,22 -0,32 | -0,34
5,0 -046 -084 037|048 0,51 -0,26(-0,35 -0,44 | -0,48
10,0 -0,48 -0,71 047|040 065 0,04 |-0,34 -0,44 | -0,27
150 -043 -0,78 048|049 0,57 -0,05/-0,33 -0,43 | -0,32
1:n-2
2,5 -0,93 -261 1,27 1,00 132 -0,36(-0,51 -0,75 | -0,73
5,0 -1,14 -343 089|121 133 -0,60(-0,85 -1,10 | -1,12
10,0 -124 -223 119098 1,90 0,08 (-0,81 -1,09 | -0,50
150 1,08 -2,83 123|127 155 -0,11]-0,79 -1,07 | -0,63

Tabela Il.c. Correlagdo linear entre a composigao de isoflavonas (total e parcial) das
14 cultivares da safra 2002/03 e a intensidade do sinal A (pico a pico). Com 12 graus
de liberdade, tc=1,782, para a=5%.

dose beta malonil acetil agliconas total

(kGy)

indice r

dai gli gen | dai gli gen | dai gen | dai gli gen | total

1,0 -057 -0,13 -0,46|-0,36 -0,35 -0,34|-0,57 -0,67|-0,57 -0,74 -0,76|-0,53
40 -0,27 0,11 -0,40|-0,12 -0,29 -0,40-0,53 -0,44|-0,27 -0,37 -0,40|-0,34
80 -032 0,05 -042|-0,38 -0,50 -0,55|-0,59 -0,59|-0,32 -0,38 -0,38|-0,45
13,0 0,08 0,53 -007|0,13 0,14 -0,20|-0,16 -0,39| 0,08 -0,16 -0,23| 0,00

tn-2

1,0 028 -046 -1,80|-1,32 -1,31 -1,26|-2,37 -3,12|-2,38 -3,83 -4,09|-2,18
40 -097 038 -152|-044 -1,05 -1,53|-2,18 -1,69|-0,97 -1,36 -1,51|-1,27
80 -1,18 0,18 -161|-143 -1,98 -2,29|-2,53 -2,53(-1,18 -1,42 -1,43|-1,75
130 028 217 -0,24| 0,44 048 -0,70|-0,58 -1,48| 0,28 -0,55 -0,83| 0,00
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Safra 2004/05

Os valores criticos s6 foram superados para os teores de [-gliciteina
(compararacgao feita com os moédulos de t,.2 e t;), qualquer que fosse a dose. Desta
forma, s6 para aquela isoflavona é que se pode afirmar que a correlagdo nao é nula.
De fato, ha uma forte correlagdo negativa, indicando que quanto maior a quantidade
de B-gliciteina presente na cultivar, menor o efeito da radiagdo detectado pela RPE.
Se as hipoteses forem consideradas dentro de um nivel de significancia de 1%
(tc=3,365), entdo nao se pode afirmar que haja qualquer correlagdo entre as

variaveis analisadas.

Safra 2002/03

Dentro de um nivel de significancia de 5% (tc=1,782), dentre as 48 correla¢des
estabelecidas, ndo se pode rejeitar a hipotese de que p=0 para onze dela. Nessas
condicbes também foi observada uma correlagcdo com o teor total, irradiado com
1kGy. Nessas circunstancias, chama a atengdo em particular, os resultados com o
teor de acetil-daidzina, onde uma correlagdo negativa foi verificada para trés das
quatro doses empregadas. Vale ressaltar que a forma acetil ndo havia sido
detectada nas analies da safra 2004/05, provavelmente por diferengcas na
metodologia utilizada. Se levar em conta um nivel de significancia de 1%, entdo so6
se pode afirmar que haja correlagdo em 2 das medidas (gliciteina e genisteina, para
dose de 1,0 kGy).
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APENDICE II

Metodologia para extragao e quantificagcao de isoflavonas em graos de soja —
Laboratério EMBRAPA-SOJA

A extragdo das isoflavonas foi realizada de acordo com a metodologia de
Carrao-Panizzi et al., 2002, onde as amostras (sementes) foram trituradas em micro
moinho analitico e desengorduradas com n-hexano, em temperatura ambiente, sob
agitagao constante por 8 horas. 100 mg de cada amostra triturada e desengordurada
foram transferidas para tubos de ensaio de 10 mL com tampa rosqueavel. Em
seguida foram adicionados 4,0 mL de solu¢cdo de etanol 70%, contendo 0,1% de
acido aceético. Os tubos contendo as amostras e a solugcdo extratora foram
homogeneizados em agitador de tubos do tipo "Vortex" e submetidos a extragao por
uma hora em temperatura ambiente. A cada intervalo de 15 minutos os tubos eram
agitados com o auxilio do agitador de tubos. 1,5 mL do extrato foram transferidos
para tubos de microcentrifuga do "tipo Ependorff", e centrifugados por 15 minutos a
14.000 rpm, numa temperatura de 5°C. O sobrenadante foi filtrado através de
membrana com poros de 0,45 pym, da marca "Millipore". 20 pL do extrato filtrado
foram utilizados para inje¢do no cromatdgrafo liquido.

A separacdo e a quantificacdo das isoflavonas foi realizada de acordo com a
metodologia preconizada por Berhow, 2002, em cromatégrafo liquido da marca
Waters, modelo 2690, com injetor automatico de amostras. Utilizou-se, para tanto,
uma coluna de fase reversa do tipo ODS C18 (YMC Pack ODS-AM Columm) com
250mm de comprimento x 0,4mm de didmetro interno e particulas de Sum. Para a
separacgao das isoflavonas, adotou-se o sistema de gradiente linear binario, tendo-se
como fases moveis: 1) metanol contendo 0,025% &acido trifluoroacético (TFA)
(solvente A) e 2) agua destilada deionizada ultrapura contendo 0,025% de TFA
(solvente B). A condigao inicial do gradiente foi de 20% para o solvente A, que aos
40 minutos atingiu a concentragao de 100% para, em seguida, retornar a 20% aos 41

minutos e permanecer nestas condi¢des até os 60 minutos. Portanto, o tempo total
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de corrida para cada amostra foi de 60 minutos. A vazado da fase movel foi de 1
mL/min e a temperatura durante a corrida, 25°C. Para a detecg¢ao das isoflavonas, foi
utilizado o detector de arranjo de foto diodo da marca Waters, modelo 996, ajustado
para o comprimento de onda igual a 260 nm. Para a identificagdo dos picos
correspondentes a cada uma das isoflavonas foram utilizados padrées de daidzina,
daidzeina, genistina e genisteina, da marca Sigma, solubilizados em metanol (grau
HPLC), nas seguintes concentragdes: 0,00625 mg/mL; 0,0125 mg/mL; 0,0250
mg/mL; 0,0500 mg/mL e 0,1000 mg/mL. Para a quantificacdo das 12 formas de
isoflavonas, por padronizagédo externa (area dos picos), foram utilizados os padrdes
como referéncia, bem como o coeficiente de extingdo molar de cada uma delas para

o calculo das outras formas (malonil e acetil).

BERHOW, M. A. Modern analytical techniques for flavonoid determination. In:
BUSLIG, B. S.; MANTHEY, J. A. (ed.). Flavonoids in the living cell. New York:
Klusher Academic, 2002. p.61-76. (Adv. Exp. Méd. Biol. v. 505).

CARRAO-PANIZZI, M.C.; FAVONI, S.P.G.; KIKUCHI, A. Extraction time for
isoflavone determination. Brazilian Archives of Biology and Technology, Curitiba,
v.45, n.4, p.515-518, Dec. 2002.
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APENDICE I
Teores de Isoflavonas em amostras irradiadas ou nao

Os teores totais e parciais de isoflavonas fornecidos pela EMBRAPA (colunas
2, 3, 4 e 5 da tabela lll.a) foram tratados neste traballho utilizando-se um teste de
hipotese levando-se em conta as médias nas diferencas entre os valores néo
irradiados e irradiados com trés doses.

Convencionou-se chamar de d; a diferenca entre o teor de isoflavona de uma
amostra irradiada com a primeira dose (1kGy) e o respectivo teor para a cultivar nao
irradiada, e assim por diante para as outras duas doses (dose 2: 5kGy e dose 3: 10
kGy).

Foram calculados os valores médios da tripla (d4, dz, d3) para todos os tipos
detectados de isoflavonas, e respectivos desvios-padrdo. As médias foram
comparadas, dentro de um nivel de significancia de 5%, com o que se esperaria caso
nao houvesse variagado alguma em fungao da radiagéo, isto €, d = 0 (hip6tese Ho). O
valor critico t;2,5%)=2,447 (Tabela l.a) s6 foi superado para o teor de daidzeina na
comparacgao entre a utlima dose e a amostra nio irradiada, isto €, para ds;. Desta
forma, s6 se pode afirmar que houve variacdo entre os teores das cultivares
irradiadas e né&o irradiadas para aquela situacéao.

Nas estatistica do tipo t-Student utilizou-se a formula t_, = d-A ,onded é a

s, //n

diferenca entre duas variaveis, A o valor testado para d (neste caso, A=0), n o

numero da amostra das e sq 0 desvio padrao em d.
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Tabela lll.a.

Isoflavonas em mg/100g para cultivares de soja nao irradiadas e

irradiadas com doses de 1, 5 e 10 kGy. Os valores expressam médias de duas

medidas, descartadas variacbes acima de 5%. As colunas d1, d2 e d3, trazem as

diferencas entre os teores irradiados e n&o irradiados (doses de 1, 5 e 10 kGy

respectivamente.
isoflavonas
totais* OkGy 1kGy 5kGy 10kGy d1 d2 d3
BRS155 143,88 156,83 140,81 119,61 12,95 -3,07 -24,27
BRS156 225,42 193,44 153,49 231,15 -31,98 -71,93 573
BRS183 283 301,23 285,48 293,78 18,23 2,48 10,78
BRS216 150,26 158,87 147,84 140,63 8,61 -2,42 -9,63
BRS231 101,87 98,55 102,5 265,19 -3,32 0,63 163,32
BRS233 167,12 162,88 201,56 187,33 -4,24 34,44 20,21
BRM 272,76 297,28 317,33 299,32 24,52 4457 26,56
média 192,04 195,58 192,72 219,57 3,54 0,67 27,53
desvio padrdgo 69,19 76,20 80,21 72,28 18,88 37,34 62,33
t6 0,46 0,04 1,08
daidzina
BRS155 16,69 21,23 15,63 14,08 4,54 -1,06 -2,61
BRS156 33,95 2791 2227 3344 -6,04 -11,68 -0,51
BRS183 30,67 32,83 32,18 32,67 2,16 1,51 2,00
BRS216 20,08 19,66 18,18 17,39 -0,42 -1,90 -2,69
BRS231 13,27 13,76 13,73 33,77 0,49 0,46 20,50
BRS233 17,5 11,78 22,9 21,13  -5,72 5,40 3,63
BRM 31,92 33,07 37,36 34,26 1,15 5,44 2,34
média 23,44 2289 23,18 26,68 -0,55 -0,26 3,24
desvio padrao 8,47 8,64 8,70 8,81 3,96 5,80 8,00
t6 -0,34 -0,11 0,99
glicitina
BRS155 7,92 11,73 6,69 5,46 3,81 -1,23 -2,46
BRS156 18,87 15,12 10,91 17,1 -3,75 -7,96 -1,77
BRS183 11,04 10,46 13,18 11,1 -0,58 2,14 0,06
BRS216 11,8 12,53 11,6 10,7 0,73 -0,20 -1,10
BRS231 9,06 9,16 8,07 23,77 0,10 -0,99 14,71
BRS233 15,97 8,66 19,17 18,78  -7,31 3,20 2,81
BRM 4,51 6,5 8,94 7,53 1,99 4,43 3,02
média 11,31 10,59 11,22 1349 -0,72 -0,09 2,18
desvio padrao 4,86 2,83 4,14 6,59 3,73 4,09 5,92
t6 -0,47 -0,05 0,90
genistina
BRS155 28,42 27,88 29,8 2542 -0,54 1,38 -3,00
BRS156 33,01 31,67 2586 38,94 -1,34 -7,15 5,93
BRS183 60,9 66,11 60,7 65,12 5,21 -0,20 4,22
BRS216 23,76 25,66 23,97 23,35 1,90 0,21 -0,41
BRS231 16,75 15,67 17,19 48,28 -1,08 0,44 31,53
BRS233 30,91 36,81 34,6 32,88 5,90 3,69 1,97
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BRM
média
desvio padrao

malonil-
daidznia
BRS155
BRS156
BRS183
BRS216
BRS231
BRS233
BRM
média
desvio padrao

malonil-
glicitina
BRS155
BRS156
BRS183
BRS216
BRS231
BRS233
BRM
média
desvio padrao

malonil-
genistina
BRS155
BRS156
BRS183
BRS216
BRS231
BRS233
BRM
média
desvio padrao

daidzeina
BRS155
BRS156
BRS183
BRS216
BRS231
BRS233
BRM
média

55,14
35,56
16,32

30,97
54,9
57,15
34,5
22,64
31,76
67,01
42,70
16,71

12,73
26,85
15,43
16,99
13,58
20,9
13,73
17,17
5,08

43,17
52,98
101,06
40,12
23,67
46,06
98,93
58,00
30,04

23
1,62
2,11
1,15
1,52
1,68
2,53
1,84

64,18
38,28
19,45

35,3
46,25
58,54
36,22
21,79
29,49
65,79
41,91
15,82

16,83
21,05
15,11
18,05
12,84
16,96
11,55
16,06
3,21

40,62
48,8
108,29
43,53
22,89
55,41
110,77
61,47
34,31

1,31
1,52
5,85
1,93
0,95
1,79
3,29
2,38

65,6
36,82
18,81

28,71
36,09
57,74
32,91
22,47
37,88
74,02
41,40
18,09

10,35
14,89
17,08
16,14
11,91
24,6

14,44
15,63
4,59

45,63
39,85
97,6
41,38
26,7
55,45
111,58
59,74
32,05

2,24
1,82
2,49
1,65
1,52
3,44
2,45
2,23

60,32 9,04 10,46 5,18
42,04 2,73 1,26 6,49
16,46 4,05 5,25 11,49
t6 1,65 0,59 1,38
23,99 4,33 -2,26 -6,98
52,85 -8,65 -18,81 -2,05
58,4 1,39 0,59 1,25
31,07 1,72 -1,59 -3,43
56,55 -0,85 -0,17 33,91
34,37  -2,27 6,12 2,61
69,16  -1,22 7,01 2,15
46,63 -0,79 -1,30 3,92
16,77 4,11 8,53 13,66
t6 -0,47 -0,37 0,70
8,18 4,10 -2,38 -4,55
22,71 -580 -11,96 -414
14,71 -0,32 1,65 -0,72
14,62 1,06 -0,85 -2,37
32,2 -0,74 -1,67 18,62
23,21 -3,94 3,70 2,31
13,86 -2,18 0,71 0,12
18,50 -1,12 -1,54 1,32
8,01 3,26 5,04 8,00
t6 -0,84 -0,75 0,41
36,58  -2,55 2,46 -6,59
59,61 -4,18 -13,13 6,63
103,17 7,23 -3,46 2,11
39,52 3,41 1,26 -0,60
66,23 -0,78 3,03 42,56
51,79 9,35 9,39 5,73
107,11 11,84 12,65 8,18
66,29 3,47 1,74 8,29
28,52 6,21 8,45 15,93
t6 1,37 0,51 1,27
2,29 -0,99 -0,06 -0,01
2,36 -0,10 0,20 0,74
2,6 3,74 0,38 0,49
2,04 0,78 0,50 0,89
1,6 -0,57 0,00 0,08
3,31 0,11 1,76 1,63
4,63 0,76 -0,08 2,10
2,69 0,53 0,39 0,85
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desvio padrao

gliciteina
BRS155
BRS156
BRS183
BRS216
BRS231
BRS233
BRM
média
desvio padrao

genisteina
BRS155
BRS156
BRS183
BRS216
BRS231
BRS233
BRM
média
desvio padrao

* Os valores ndo estdo expressos massa equivalente de agliconas.

0,49

1,99
0,87
0,58
0,61
0,68

0,68
0,67

1,68
1,24
3,77
1,26
0,78
1,68
1,98
1,77
0,96

1,70

0,33
0,43

0,67
0,14

0,22
0,26

1,61
1,19
4,04
1,29
0,81
1,84
2,14
1,85
1,06

0,66

0,67
0,77
0,61

1,91
0,5
0,64
0,64

1,76
1,14
373
1,41
0,92
1,61
2,44
1,86
0,96

1,00 1,56 0,65 0,78
t6 0,84 1,46 2,66
2,04 0,33 0,00 2,04
2,56 -1,56  -1,32 0,57
1,92 -0,87  -0,10 1,05
0,7 -0,58 0,03 0,12
0,85 0,06 -0,61 0,24

0 -0,54 1,23 -0,68
0,13 0,00 0,50 0,13
1,17 -0,45  -0,04 0,50
1,00 0,65 0,80 0,86
t6 -1,71 0,12 1,41
1,58 -0,07 0,08 -0,10
1,58 -0,056 -0,10 0,34
4,09 0,27 -0,04 0,32
1,23 0,03 0,15 -0,03
1,94 0,03 0,14 1,16
1,86 0,16 -0,07 0,18
2,32 0,16 0,46 0,34
2,09 0,08 0,09 0,32
0,95 0,12 0,19 0,41
t6 1,49 1,13 1,87
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