CAPITULO 3

EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE METABOLITOS E
NUTRIENTES DA FOLHA DA SOJA
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3.1 — FOLHA DA SOJA

Nesta parte do trabalho foi realizado um estudo da extracdo de
metabdlitos secundarios e nutrientes da folha de soja. A escolha foi feita pela
atividade farmacolégica e/ou importdncia no metabolismo da planta e a
disponibilidade dos padrdes em laboratério. A folha da soja foi escolhida
uma vez que é a parte da planta que é utilizada como parte de adubo apos
decomposicdo da matéria organica, sendo portanto, considerada como
residuo sem valor.

Foram avaliados os flavondides, cétions, anions, acidos graxos,

acucares, acidos organicos.

3.1.1 - Flavonoides

Flavonoides sdo os grupos fendlicos mais comuns e largamente
distribuidos nas plantas. Mais de 5000 diferentes flavondides tém sido
descritos, sendo classificados em 10 grupos quimicos, a saber: flavona,
flavonol, flavanol, flavanona, antocianina, catequina, chalcona, flavana,
aurona e isoflavona. Os flavondides sao distribuidos em plantas que sao
ingeridas pelo homem e, portanto sdo importantes constituintes da dieta
humana. O interesse destes metabdlitos é devido aos efeitos benéficos na
saude humana.

Flavona, flavonol, flavanol, flavanona, antocianina e isoflavona sao
comuns na dieta. Flavon6is sdo os mais abundantes flavonodides em
alimentos, como quercetina, kaempferol e miricetina. Flavanonas s&o
principalmente encontradas em frutas citricas e flavona em aipo. Catequinas
estdo presentes em grandes quantidades de cha verde e preto, enquanto
que antocianinas sdo encontradas em frutas vermelhas (framboesa, amora,
etc). Isoflavonas sdo quase exclusivamente encontradas em alimentos
contendo soja. Muitos estudos tém mostrado um efeito protetor destes
alimentos contra o tumor mamario. Nos vegetais ocorre a predominancia da
quercetina glicosilada, mas glicosideos de kaempferol, luteolina e apigenina
também estdo presentes. Em frutas o predominio é da quercetina
glicosilada.

Polifendis sdo os maiores compostos das plantas com atividade

antioxidante. Os antioxidantes sdo necessarios para prevenir a deterioragao
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de produtos cosméticos, farmacéuticos e plasticos. Além disso, propriedades
biolégicas como anti-carcinogénico, anti-mutagénico, anti-alergénico e
atividade anti-idade tém sido reportadas pelos antioxidantes naturais e
sintéticos, especial atencao é focalizada na extracao de fontes econdémicas
ou residuos das industrias e da agricultura.’

Compostos fendlicos incluem uma grande diversidade de estruturas,
possuindo, no minimo, um anel aromatico. Eles podem ser classificados de
acordo com o tipo de esqueleto principal, como por exemplo, a classe de
compostos constituida de C6 - C1 (C6 corresponde ao anel benzénico) sdo
os acidos fendlicos, exemplo, os flavonoides possuem esqueleto basico de
C6 - C3 - C6.

A maioria dos representantes dos flavondides possui 15 atomos de
carbono em seu nucleo fundamental, constituido de duas fenilas ligadas por
uma cadeia de 3 carbonos entre elas. Nos compostos triciclicos, as unidades
sdo chamadas A, B e C e os atomos de carbono recebem numeragédo com
numeros ordinarios para os nucleos A e C e 0s mesmos numeros seguidos
de uma linha () para o nucleo B, Figura 19. Um grande numero de
flavondides esta ligado a agucares, conhecidos como heterosideos. Sao
denominados de O-heterosideos quando a ligacao ocorre por intermédio de
uma hidroxila e de C-heterosideo quando a ligagcao ocorre com um atomo de
carbono. Sem a presenca de acgucar o metabdlito € denominado aglicona ou

genina.

Figura 19 — Esqueleto basico de um flavonadide.
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A Figura 20 apresenta algumas das sub-classes dos flavondides.
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Figura 20 - Sub-classe de flavonoides.

Segundo Ho, et al? a folha da soja é constituida principalmente de 6
tipos de flavondides kaempferol glicosilados ausentes na semente de soja.
Os seis compostos isolados e identificados foram: kaempferol-3-O-
rutinosideo, kaempferol-3-O-a-L-ramnopiranosil(1,2)-B-D-glicopiranosil (1,6)-
B-D-galactopiranosideo, kaempferol-3-O-(2,6-di-O-a-ramnopiranosil)-3-
galactopiranosideo, kaempferol-3-O-digalactopiranosideo; kaempferol-3-O-
diglicopiranosideo, kaempferol-3-O-a-L-ramnopiranosil (1,6)-B-D-
galactopiranosideo e quantidades tragos de malonil genistina e genistina.

Romani et al. investigaram o conteudo polifendlico em diferentes
partes da soja, entre elas, na folha da soja. Kampferol e quercetina
glicosilados nas folhas da soja ocorreram como maiores compostos; foram
identificados 2 quercetinas triglicosiladas, 6 quercetinas diglicosiladas, uma
metil quercetina triglicosilada, 3 metil quercetina diglicosilada, 2 kaempferol
triglicosilados, 4 kaempferol diglicosilados, 1 kaempferol monoglicosilado e 1

kaempferol aglicona. Nas folhas foram encontrados derivativos de genisteina
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(malonil, acetil, genisteina). Os dois kaempferol triglicosilados sdo os
mesmos encontrados por Ho e colaboradores.®

A Figura 21 apresenta os padrées de flavondides da folha de soja
disponiveis em laboratério, kaempferol-O-glucosideo foi adicionado pois

possui estrutura similar do kaempferol-O-rutinosideo.
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Figura 21 — Padrées de flavonéides componentes da folha da soja

disponiveis em laboratorio.

3.1.1.1 - Extracao e Analise de Flavondides

De acordo com Tura e colaboradores ndo é tarefa facil encontrar um
simples método de extracdo e hidrdlise para andlise de diversos grupos
fendlicos devido a diferengas nas estruturas quimicas dos compostos.*
Devido a falta de padrdes para muitos flavonoides glicosilados e seu grande
namero, é pratica aceitavel hidrolisar os glicosideos a agliconas com HCI
antes da andlise.’

Flavonoides sdo comumente extraidos com metanol, etanol, agua ou
suas combinacdes, em alguns casos estes solventes sao acidificados,
tratados com HCI para a hidrélise dos flavondides glicosilados em agliconas.

O ensaio Folin-Denis € o mais usado para a quantificacao de fendlicos totais
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de plantas. O ensaio de Folin-Ciocalteu é também usado para a
determinacgéo total de fendlicos nas plantas, no entanto, este ensaio néo é
especifico para determinar grupos fendlicos encontrados em extratos; outra
desvantagem é a interferéncia de substancias redutoras tais como acido
ascorbico.’

Keinanen’ testou varios solventes (acetona, etanol e metanol) para
extracao de flavondides em Betula pendula Roth e verificou que o solvente
mais eficiente foi o metanol, ainda, de acordo com o mesmo, metanol sob
refluxo é o solvente mais eficiente para a extragdo de flavondides.

De acordo com Hertog et al.,® maior quantidade de kaempferol foi
obtida com 1,6 mol L™ HCI por 4 h para a cebola, alface, alho poré, aipo; de
acordo com os autores, a extracao utilizando HCI é mais eficiente que
H.SO,. Skerget, et al.® citaram que 4 h foram necessarias para a obtencdo
de kaempferol livre nos extratos de oliveira (Olea europaea) e folhas de louro
(Lauris nobilis). Hertog e colaboradores ndo observaram a degradagéo de
padrdes de flavonoides glicosilados tratados em condigdes idénticas as das
plantas, portanto, a presenca de alguns compostos na matriz acelerava a
degradacao dos flavonodides, possivelmente a composicdo da matriz € um
fator importante para determinar a velocidade de hidrélise. De acordo com
Justesen e colaboradores ndo foi possivel realizar uma hidrélise completa
para produzir agliconas, mesmo usando aquecimento por 4 h com 2 mol L™
HCl para Anethum graveolens e cebolinha (Allium schoenoprasun).'®

Simon et al. avaliaram o efeito da temperatura e pH na separacao de
flavondides, em uma mistura contendo kaempferol-3-rutinosideo, 4
quercetinas glicosiladas e 3 agliconas (isorhamnetina, kaempferol e
quercetina) por CE. A melhor separa¢do da mistura ocorreu em pH 9,5-9,6,
de acordo com Pietta e colaboradores neste intervalo de pH o
comportamento eletroforético é influenciado principalmente pelo tipo de
ligagdo do aglicar com a aglicona." A temperatura ndo influenciou na
separacao, portanto foi utilizada temperatura de 25° C."

Uma revisdo mais recente da analise de flavondides por CE e CEC foi

apresentado em 2005."
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3.1.2 — Acidos Organicos

Os acidos organicos sdo constituintes naturais de muitas plantas.
Acido citrico, malico, succinico e oxalico sao partes do ciclo de Krebs, sendo
também intermediarios dos carboidratos, lipideos e proteinas. Muitos acidos
organicos sdo importantes no transporte de cations e nutrientes.'*

A importancia dos acidos organicos €, em algumas plantas, decisiva
para a atividade farmacocinética e fisioldégica sobre o organismo humano, é
0 caso do acido salicilico, existente em grande quantidade na ulmaria, no
salgueiro e sabugueiro, que faz destes vegetais de eleicdo em estados febris
e em situacdes reumaticas e dolorosas diversas, sintetizado em laboratério.
Alguns &cidos organicos sao utilizados na industria de alimentos e bebidas,
como adjuvantes e conservantes, sendo obtidos, por questdes de
rentabilidade, por meio da quimica organica industrial ou através da
biotecnologia de fermentag&o. Os &cidos citrico, benzoico, tartarico e sorbico

sd0 bons exemplos.'®

3.1.2.1 - Extracdo e Analise dos Acidos Organicos

Galli e Barbas'® extrairam &cidos organicos de café de diferentes
origens com agua purificada sob agitacao.

Wang et al. extrairam acidos organicos da planta Var splendens com
agua a 50° C, por 30 min, sob agitagdo. ™

Soga e Ross determinaram simultaneamente anions inorganicos,
acidos organicos, aminoacidos e carboidratos por CE, meio altamente
alcalino foi usado para assegurar a ionizacao iénica de todos os compostos
e promover a migracdo ao anodo. Em pH maior que 12 todos os
carboidratos sdo carregados negativamente, assim como aminoacidos que
possuem ponto isoelétrico de 2,98 a 10,76. Acido piridinodicarboxilico (PDC)
foi escolhido pois exibe mobilidade mediana, portanto desejavel para
analises de anions de alta mobilidade assim como de baixa mobilidade como

os aclcares.'’

3.1.3 — Cations
As plantas sdo capazes de assimilar certos micro e macro-nutrientes

do solo, sendo que alguns sais inorganicos sao essenciais a membrana
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celular e sdo envolvidos em variados processos metabdlicos, enquanto que
outros regulam a permeabilidade da membrana e intervém no processo
osmatico, contribuindo para o balango de agua e meio apropriado para os

processos bioquimicos.'®

3.1.3.1 — Extracao e Analise dos Cations

Anions e cétions de Eucalyptus globulus, E. cladocalyx, E. nitens e
Pinus radiata foram extraidos em agua quente a 80° C, sob agitagio por 30
min e analisados por CE. Nenhuma limpeza da amostra foi feita, em
contraste com outras técnicas cromatograficas, onde a purificacao por SPE
para remocao de impurezas é necessaria. No caso de CE h& a possibilidade
de que proteinas presentes em baixas concentracoes afetem a separacéo
com a diminuicdo da resolucdo. Este ndo é um problema visto que ha
caminhos de obter extratos livres de proteinas; extracdo com metanol-
cloroformio-agua € uma alternativa a extragdo com agua quente. No caso de
extratos obtidos em agua é possivel obter extratos livres de proteinas por
ultra-filtracdo com membranas seletivas ou por precipitacdo de proteinas
com solventes organicos. Potassio foi o cation dominante em todas as
espécies, consistente com estudos anteriores, mostrando K* como o mais
abundante cation univalente nas células das plantas.®

De acordo com o trabalho de Cataldi e colaboradores, as amostras de
folhas de pepino (Cucumis sativus), folhas de melancia (Citrullus lanantus) e
folhas de oliveira (Olea europaea) foram extraidas com agua, agitada por 15
min, sendo posteriormente centrifugadas. Para melhorar a dissolucdo do
grupo Il (Mg?* e Ca®*), que pode estar sujeito a efeitos quelantes da matriz
organica do material da planta, 4cido cloridrico (5 mmol L) foi adicionado ao
solvente; a andlise foi feita por cromatografia i6nica.'®

Filgueiras e colaboradores'® compararam a extracdo de Mg?*, Mn?* e
Zn?* por ultrassom e microondas em determinadas plantas (canela, noz
moscada, paprica doce, paprica quente e cha preto), sendo a analise feita
por espectrometria de absor¢do atbmica. As plantas foram secas por 24 h a
70° C.
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Para a extragdo de cations e anions Warren e Adams? utilizaram
amostra seca e pulverizada de espécies de eucaliptos, sendo extraidos com
agua aquecida a 80° C, sendo transferida para agua a 95° C, sem a
necessidade de limpeza de amostra.

3.1.4 — Nitrato, Nitrito

Nitrogénio € um dos nutrientes necessario pelas plantas. As plantas
obtém nitrogénio do solo na forma de nitrato ou aménio. A partir da
decomposi¢do da matéria organica o nitrogénio € liberado como aménio, o
qual é oxidado a nitrato por bactérias quimiossintetizantes dos géneros
Nitrossomonas e Nitrobacter. O nitrato ndo é apenas fonte de nitrogénio e
sim um sinalizador de processos celulares.?’ O metabolismo de carboidratos
€ relacionado com o nitrato, alterando a relagdo dos processos de amido e
sacarose. O crescimento de plantas é dependente do adequado suprimento
de nitrogénio para formar aminoacidos, proteinas, acidos [(larregalls e
outros constituintes celulares necessarios para o seu desenvolvimento.??

Mantovani e colaboradores®® quantificaram o nitrato em alface a partir

de extrato obtido em meio aquoso.

3.1.5 - Acucares
Os carboidratos sdo os constituintes organicos mais abundantes das
plantas, sendo distribuidos em uma grande variedade de tecidos, incluindo

animais e microorganismos.?*

3.1.5.1 — Extracao e Analise de Acucares

A determinacdo quantitativa de agucares € baseada na extracédo de
amostras em etanol ou agua quente;*>?® etanol a 80% v/v tem provado ser
um bom extrator para 0s monossacarideos, no caso, proteinas,
polissacarideos e oligossacarideos s&o insoluveis e os monossacarideos
sdo0 estaveis nesse meio.?® Kerepesi® extraiu aglcares de trigo (Triticum
aestivum L) investigando diferentes métodos de extragbes; a extragéo foi
realizada em uma mistura contendo agua e etanol 80%, nesta ordem de
adicao, depois invertendo a ordem dos solventes e, por ultimo, extragdo dos

agt]cares somente em meio aquoso.
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Acucares tém sido analisados por HPLC, com detectores de indice de
refracdo e deteccdo amperométrica, neste caso, este tipo de analise possui
certos inconvenientes, como longos tempos de analises.

Métodos de andlises eletroforéticas utilizando a detecc¢do indireta tém
sido realizados para andlises de compostos que possuem baixa
absorbéancia. No caso dos acucares, altos valores de pHs sdo usados como
forma de [larrega-los negativamente, sem a necessidade de derivatizagcao.
Carboidrato carece de carga e de um cromoéforo, e por isso, métodos para
andlise de carboidratos ndo derivatizados tém sido desenvolvidos. Estes
métodos incluem o uso de eletrélito alcalino para ionizar os carboidratos.?” O
método de deteccdo indireta, utilizado neste trabalho, oferece uma
alternativa de andlise, sem a necessidade de derivatizacdo dos acgucares.
Como os agucares possuem pKs's maiores que 12 (pKj sacarose = 12,51, pKa
galactose = 12,35, PKa gicose = 12,35, pKa rutose = 12,03)%*, o eletrélito devera
estar acima deste pH para a ionizagdo dos compostos, em pH’s acima deste
valor os carboidratos estarao negativamente carregados.

3.1.6 - Acidos Graxos

Os acidos graxos podem ser definidos como acidos carboxilicos,
geralmente monocarboxilicos, alifaticos, ndo ramificados, saturados ou
insaturados.?®

Os atomos de carbono de um &cido graxo sdo numerados a partir do
grupo hidroxila ou a partir do carbono mais distante da carboxila, por
exemplo, para o acido oléico € 9-18:1. O numero 18:1 significa que o acido
graxo possui 18 carbonos com uma dupla ligacdo. O numero 9 indica a
posicdo da dupla ligagdo em relagdo ao terminal carboxila, isto é, a dupla
ligacdo estd entre os carbonos 9 e 10. Na Tabela 7 é apresentada a

nomenclatura comum e oficial de alguns acidos graxos.
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Tabela 7 - Nomenclatura comum e oficial de alguns &cidos graxos.

Nome Nome n° de atomos Duplas Posicoes das
comum oficial de carbono ligacoes duplas ligacoes
Palmitico = Hexadecandico 16 0 0

Oléico Octadecendico 18 1 9
Linoléico Octadecadiéndico 18 2 9,12

Linolénico Octadecatriendico 18 3 9,12,15

De acordo com Sangwan e colaboradores a composicao do 6leo de
soja tem sido reportada, sendo constituida dos seguintes acidos graxos:
palmitico (9,3 a 17,4%), estearico (2,2 a 7%), oléico (15,2 a 29,6%), linoléico
(33,8 a 59,6%) e linolénico (4,3 a 15%).%°

De acordo com Cossignani o 6leo de soja € constituido de 11% de
acido palmitico, 4% de estearico, 23% de oléico, 54% de linoléico e 8% de
linolénico. Com esta composicéo o 6leo de soja tem um bom perfil nutricional

por causa da alta proporgao de &cidos graxos insaturados.®

3.1.6.1 - Extracdo e Analise de Acidos Graxos

Os &cidos graxos com cadeia menores que 16 sao solubilizados com
misturas hidroorganicas contendo 40% metanol ou maior. A presenca de
5 mmol L™ de Brij-35 (CMC = 0,1 mmol L") solubiliza &cidos graxos com
cadeia acima de 24 carbonos. A presenca de ACN melhora a solubilidade
dos acidos graxos diminuindo o fluxo eletrosmético, resultando na melhor

resolucdo para C-14 a C-20.%"

3.2 - OBJETIVO

Um estudo da composicao de diferentes metabdlitos e nutrientes da
folha da soja, a saber, flavonoides, acidos organicos, agucares, cations,
anions e acidos graxos livres foi conduzido por extragdes seletivas na folha
de soja (Glycine max L. Merr), utilizando como técnica instrumental a
eletroforese capilar, bem como a validacao completa para cada um, exceto

acidos graxos.
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3.3 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.3.1 - Amostra da Folha de Soja

A folha de soja foi obtida de uma fazenda localizada na cidade de
Rosario do Sul, no Rio Grande do Sul. Amostras foram coletadas em
janeiro/2004 no final do periodo da colheita das sementes de soja. As folhas
ja estavam secas durante a colheita e foram colhidas aleatoriamente e

moidas.

3.3.2 - Flavonéides
3.3.2.1 - Instrumentacao

As andlises foram realizadas em um equipamento de eletroforese
capilar (modelo HP®PCE Agilent Technologies, Palo Alto, CA, E.U.A.),
equipado com um detector de arranjo de diodos, operando em 337 nm € um
controlador de temperatura mantido a 20 °C. As dimensdes do capilar foram:
75 um de didmetro interno (d.i.), 375 wm de didmetro externo (d.e) e 58,0 cm
de comprimento total (50,0 cm até o detector). A injecao foi feita
hidrodinamicamente, aplicando 40 mbar de pressao por 3 s no reservatério
contendo a amostra. A tensao aplicada durante a aquisicdo de dados foi de
+20 kV. Entre as corridas, o capilar foi condicionado apenas com o eletrdlito
por 2 min. No inicio de cada dia, o capilar foi condicionado com NaOH

1 mol L (5 min), seguido de &gua desionizada (5 min) e eletrdlito (20 min).

3.3.2.2 - Reagentes, Padrées e Solugbes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, os solventes de
grau cromatografico e a agua utilizada no preparo das solucbes foi
desionizada pelo sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, E.U.A.). Padrbes
de flavondéides (kaempferol, apigenina, kaempferol-3-O-rutinosideo e
kaempferol-3-glucosideo) foram obtidos da marca Chromadex e dissolvidos
em etanol na concentragdo de 1000 pg mL™ cada, perfazendo as solucdes
estoque. O eletrdlito para quantificacdo consistiu de uma solugédo de
tetraborato de sédio a 40 mmol L™ contendo 20 mmol L de dodecilssulfato
de sodio (SDS) e 20% de metanol, em pH 9,3.
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3.3.3.3 - Amostras e Seu Preparo

3.3.3.3.1 - Escolha da Porcentagem de Metanol para Extracdo de
Flavonoides

Os extratos foram obtidos na proporcdo de 1:30 (planta/solvente,
m/v). O extrato obtido por Soxhlet foi refluxado durante o periodo de 10 h em
metanol puro. Concentra¢cdes de 50 a 100% de metanol foram avaliadas
utilizando processador Ultra Turrax modelo 252-21 da Quimis Aparelhos
Cientificos Ltda., durante 1 hora, processado a cada 10 minutos, a 11.000
rotacOes por minuto (rpm).

O extrato obtido por Soxhlet proporcionou melhor recuperacdo dos
flavondides (conforme comparacao de area total dos flavondides). O extrato
foi posteriormente hidrolisado. Este extrato foi analisado para a quantificagao

do kaempferol e apigenina livres.

3.3.3.3.2 - Hidrdlise Acida

A partir do extrato obtido por Soxhlet, foi avaliada a hidrélise dos
flavonoides glicosilados na folha de soja.

Cinco concentracbes de acido cloridrico de 0,6; 1,2; 2,4; 3,0;
4,2 mol L™ foram avaliadas e otempo de reagdo de 5 min, 15 min, 30 min,
1 h,2h,3he4h. Atemperatura foi variada de 80 a 90 °C. De acordo com
Hertog et al., a extragdo de flavondides € mais eficiente com 50 % MeOH,
portanto, todas as andlises foram realizadas nesta concentracdo de
solvente.

Uma etapa de limpeza de amostra para retirada do acido cloridrico foi
realizada por extragdo em fase soélida, utilizando o cartucho Strata C18-E
(50 um, 70 angstrons) 1000 mg/6 mL, da Phenomenex. O cartucho foi
condicionado com 10 mL de MeOH, seguido de 5 mL de agua, 8 mL do
extrato foi inserido no cartucho, seguido de eluicdo de 3 mL de agua para
retirada do acido e seguido de 4 mL de MeOH ara eluicdo dos flavondides.
As amostras foram dissolvidas em 20 mmol L' TBS, a andlise foi feita por
eletroforese capilar.
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3.3.3 - Cations
3.3.3.1 - Instrumentagéo

As andlises de cations foram realizadas em um equipamento de
eletroforese capilar (modelo HP®PCE Agilent Technologies, Palo Alto, CA,

E.U.A.), equipado com um detector de arranjo de diodos, operando em

214 nm, deteccéo indireta e um controlador de temperatura mantido a 29 °C.
As dimensbes do capilar foram: 75 um de didmetro interno, 375 um de
didmetro externo e 48 cm de comprimento total (40 cm até o detector). A
injecao foi feita hidrodinamicamente, aplicando 40 mbar de pressao por 3 s
no reservatério contendo a amostra. A separagdo foi conduzida sob
polaridade normal e tensédo constante de +20 kV. Entre as corridas, o capilar
foi condicionado apenas com o eletrdlito por 2 min. No inicio de cada dia, o
capilar foi condicionado com NaOH 1 mol L' (5 min), seguido de agua

desionizada (5 min) e eletrolito (20 min).

3.3.3.2 - Reagentes, Padrbes e Solugdes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, os solventes de
grau cromatografico e a agua utilizada no preparo das solucbes foi
desionizada pelo sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, E.U.A.). Padrdes de
cations (KCI, CaCl,, NaNOs, MgSO4, (NH4).CO3), éter coroa, acido
hidroxibutirico (HIBA), imidazol, HCI (37%) foram obtidos da Merck
(Darmstadt — Alemanha). Os padrdes foram preparados a partir de seus sais
dissolvidos em agua na concentragdo de 1000 ug mL™”, perfazendo as
solugdes estoque.

O eletrdlito para quantificagdo consistiu de uma solugdo de
15 mmol L imidazol, HIBA 5 mmol L' , éter coroa 2 mmol L' (pH 4,5,
ajustado com HCI 6 mol L™).

3.3.3.3 - Amostra e Seu Preparo
As amostras foram preparadas a partir do p6 da folha de soja.
Exatamente 17,8 mg foram pesados e dissolvidos em 1 mL de agua. A

amostra foi deixada sob agitacdo por 15 min, sendo posteriormente



Capitulo 3 — Extracdo e Quantificacdo de Metabolitos e Nutrientes da Folha da Soja 71

centrifugada por 5 min em 10.000 rpm, com a centrifuga da IEC International
Equipment Company, modelo Micromax.

3.3.4 - Acucares

3.3.4.1 - Instrumentacao

As andlises de acgucares foram realizadas em um equipamento de
eletroforese capilar (modelo HP®°CE Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
E.U.A.), equipado com um detector de arranjo de diodos, operando em

254 nm, detecgéo indireta e um controlador de temperatura mantido a 25 °C.
As dimensbes do capilar foram: 75 um de didmetro interno, 375 um de
didmetro externo e 58,0 cm de comprimento total (50,0 cm até o detector). A
injecao foi feita hidrodinamicamente, aplicando 40 mbar de pressao por 3 s
no reservatério contendo a amostra. A separagdo foi conduzida sob
polaridade invertida e tensdo constante de —20 kV. Entre as corridas, o
capilar foi condicionado apenas com o eletrélito por 2 min. No inicio de cada
dia, o capilar foi condicionado com NaOH 1 mol L™ (5 min), seguido de agua
desionizada (5 min) e eletrolito (20 min).

3.3.4.2 - Reagentes, Padrbes e Solugdes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, os solventes de
grau cromatografico e a agua utilizada no preparo das solucbes foi
desionizada pelo sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, E.U.A.). Padrdes de
acucares (frutose, glicose, galactose e sacarose) foram obtidos da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, E.U.A.) e dissolvidos em &gua na concentragao de
1000 pug mL", perfazendo as solucdes estoque. Brometo de
cetiltrimetilamoénio (CTAB) foi adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
E.U.A)), acido aminopiridino dicarboxilico (PDC) foi adquirido da Fluka e
metanol grau cromatografico da Merck (Darmstadt — Alemanha).

O eletrélito para quantificacdo consistiu de uma solucdo de
10 mmol L' de PDC e 0,5 mmol L de CTAB (pH 12, ajustado com NaOH
1 molL™).
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3.3.4.3 - Amostra e Seu Preparo

As amostras foram preparadas a partir do p6é da folha de soja de duas
formas distintas:
1 — 30,6 g foram pesados e dissolvidos em 2 mL de agua a 95 °C, sob
agitacdo por 35 min, sendo posteriormente centrifugado por 5 min em
10.000 rpm.
2 - 30,6 g foram pesados e dissolvidos em 1 mL de agua a 95° C, sob
agitacdao por 20 min, sendo posteriormente centrifugado por 5 min em
10.000 rpm. O sobrenandante foi retirado e a mesma amostra da folha de
soja foi colocada novamente sob agitacao por 15 min a 95 °C em solucao de
80% MeOH, sendo novamente centrifugado por 5 min em 10.000 rpm. As

duas aliquotas foram misturadas e analisadas.

3.3.5 - Nitrato, Nitrito
3.3.5.1 - Instrumentagéo

As analises de nitrito e nitrato foram realizadas em um equipamento
de eletroforese capilar (modelo HP*PCE Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
E.U.A)), equipado com um detector de arranjo de diodos, operando em

210 nm, detecgao direta e um controlador de temperatura mantido a 20 °C.
As dimensbes do capilar foram: 75 um de didmetro interno, 375 um de
didmetro externo e 48 cm de comprimento total (40 cm até o detector). A
injecao foi feita hidrodinamicamente, aplicando 40 mbar de pressao por 3 s
no reservatério contendo a amostra. A separagdo foi conduzida sob
polaridade normal e tensédo constante de +20 kV. Entre as corridas, o capilar
foi condicionado apenas com o eletrdlito por 2 min. No inicio de cada dia, o
capilar foi condicionado com NaOH 1 mol L' (5 min), seguido de agua

desionizada (5 min) e eletrolito (20 min).

3.3.5.2 - Reagentes, Padrbes e Solugbes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, os solventes de
grau cromatografico e a agua utilizada no preparo das solucbes foi
desionizada pelo sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, E.U.A.). Padrdes

de nitrito e nitrato adquiridos a partir de seus sais (nitrito e nitrato de s6dio) e
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acido sulfurico foram obtidos da Merck (Darmstadt — Alemanha), sendo que
os padrdes foram dissolvidos em &gua na concentragdo de 1000 ug mL™",
perfazendo as solugdes estoque. B-alanina e brometo de cetiltrimetilamonio
(CTAB) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, E.U.A.).

O eletrdlito para quantificagdo consistiu de uma solugdo de
30 mmol L' B-alanina, 0,2 mmol L' CTAB (pH 4, ajustado com HoSO4
100 mmol L.

3.3.5.3 - Amostra e Seu Preparo

As amostras foram preparadas a partir do p6 da folha de soja.
Exatamente 61,4 mg foram pesadas e dissolvidas em 1 mL de agua, a
amostra foi deixada sob agitacdo por 30 min, sendo posteriormente

centrifugada por 5 min em 10.000 rpm.

3.3.6 - Acidos Organicos
3.3.6.1 - Instrumentagéo

As andlises de 4&cidos organicos foram realizadas em um
equipamento de eletroforese capilar (modelo P/ACE System 5010, Beckman
Coulter, Inc, Fullerton, CA, E.U.A.), equipado com um carrossel de filtros
posicionado em filtro de um comprimento de onda de 254 nm, detecgéo
indireta e temperatura controlada de 30 °C e aquisicdo e tratamento de
dados System Gold® Software. Capilar de silica fundida de 57 cm de
comprimento total e 50 de comprimento efetivo, 75 um diametro interno e
375 um diametro externo foi usada. As amostras foram injetadas
hidrodinamicamente a 35 mbar durante 3 s. A separacao foi conduzida sob
polaridade invertida e tensdo constante de 20 kV. No inicio do dia o capilar
foi lavado com 1 mol L™ NaOH (5 min), 4gua desionizada (5 min) e eletrdlito
(10 min). Entre as corridas o capilar foi recondicionado com eletrdlito por 2

min.

3.3.6.2 — Reagentes, padrbes e solugdes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e agua foi

purificada por deionizacao (Milli-Q system, Millipore, Bedford, MA, E.U.A.)
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Solucdes estoques de aproximadamente 1000 mg L dos padrdes (4cido
maléico, acido glicélico, acido d-aspartico, acido citrico, acido oxalico, 4cido
D,L-tartarico, acido succinico, acido L-glutamico, acido D,L- malico e &cido
malbnico), lactato de sodio e brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, E.U.A). Acido 3,5-
dinitrobenzéico (3,5-DNB) e hidrogenofosfato de sddio dihidratado foram
adquiridos da Merck (Darmstadt — Alemanha). Acetato de sédio anidro foi
obtido da Carlo Erba (Rodano, Italia), Tris-hidroximetilaminometano (TRIS)
foi obtido da Fluka (Neu-Ulm, Alemanha).

O eletrélito foi constituido de 10 mmol L™ 3,5-DNB, 8,5 mmol L™ TRIS
e 0,10 mmol L' CTAB (pH 3,65), sendo preparados diariamente pela
pesagem dos reagentes. Solugdes estoques dos acidos carboxilicos e os
sais foram preparados na concentracdo de 20 mmol L', cada um,
dissolvendo quantidade apropriada em agua desionizada e estocada a 4 °C

até a analise.

3.3.6.3 - Amostra e Seu Preparo

As amostras foram preparadas a partir do p6 da folha de soja por 2
modos distintos:
1 - 37 mg foram pesados e dissolvidos em 2 mL de agua, a amostra foi
deixada sob agitacao por 30 min, sendo posteriormente centrifugado por
5 min em 10.000 rpm.
2 - 37 mg foram pesados e dissolvidos em 2 mL de 4gua, a amostra foi
deixada em ultrassom (40 kHz) da marca Thornton Inpec Eletrénica S.A.,
modelo T7 C/T, por 30 min, sendo posteriormente centrifugada por 5 min em
10.000 rpm.

3.3.7 - Acidos Graxos
3.3.7.1 - Instrumentagéo

As analises de 4acidos graxos livres foram realizadas em um
equipamento de eletroforese capilar (modelo P/ACE System 5010, Beckman
Coulter, Inc, Fullerton, CA, E.U.A.), equipado com filtros, sendo um deles
posicionado em um comprimento de onda de 200 nm, deteccédo direta e
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temperatura controlada de 20 °C e aquisicdo e tratamento de dados System
Gold® Software. Capilar de silica fundida de 47 cm de comprimento total e
40 de comprimento efetivo, 75 um de didmetro interno e 375 um diametro
externo foi usada. Amostras foram injetadas hidrodinamicamente a 35 mbar,
durante 3 s. A separacao foi conduzida sob polaridade normal e tenséo
constante de +20 kV. No inicio do dia o capilar foi lavado com 1 mol L™
NaOH (5 min), agua desionizada (5 min) e eletrdlito (10 min). Entre as
corridas o capilar foi recondicionado com eletrélito por 2 min.

3.3.7.2 - Reagentes e Solugbes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e agua foi
purificada por desionizagdo (Milli-Q system, Millipore, Bedford, MA, E.U.A.).
O reagente tetraborato de sédio (TBS), Brij-35 e acetonitrila (grau
cromatografico) foram adquiridos da Merck (Darmstadt — Alemanha). Acetato

de sddio anidro foi obtido da Carlo Erba (Rodano, Italia).

Eletrélito constituido de 10 mmol L' TBS, 10 mmol L™ Brij-35 e 45%
ACN (pH 9,3) foi preparado diariamente pela pesagem dos reagentes.

3.3.7.3 - Preparacdo da Amostra

As amostras foram preparadas a partir do p6 da folha de soja por 2
modos distintos:

1 - 501 mg foram pesados e dissolvidos em 5 mL de hexano, a amostra foi
deixada em ultrassom (40 kHz) por 25 min, sendo posteriormente
centrifugada por 5 min em 10.000 rpm.

2 - 501 mg foram pesados e dissolvidos em 5 mL de hexano, a amostra foi
deixada sob agitacao por 25 min a 65 °C, sendo posteriormente centrifugada
por 5 min em 10.000 rpm.

Os dois extratos hexanicos obtidos foram saponificados,
separadamente, da seguinte forma: 3 mL do extrato hexanico foram
colocados em um baldao de fundo redondo sendo adicionado 500 pL de
hidréxido de sédio 0,5 mol L' dissolvido em metanol. Cada baldo
permaneceu, sob refluxo, em banho-maria, a 70 °C por 25 min. A seguir, 0
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conteudo foi transferido para um baldo volumétrico sendo ajustado para o
volume de 10 mL. A amostra foi injetada diretamente.

3.4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A eletroforese capilar tem sido uma boa técnica de escolha para
andlises de metabdlitos secundarios em matrizes complexas com alta
eficiéncia e minimo tratamento de amostra.

Abaixo estdo apresentados os resultados obtidos dos varios

metabdlitos e nutrientes da folha de soja.

3.4.1 - Flavonoides
3.4.1.1 - Otimizacao do Procedimento de Extracao

Devido as caracteristicas fracamente acidas do grupo hidroxil (pKa de
aproximadamente 9), os compostos fendlicos dissociam em eletrdlitos tais
como tampado tetraborato movendo-se como éanions num sistema
eletroforético. Quando o pH diminui os flavondides se tornam neutros e
cessam de migrar sendo arrastados pelo fluxo. Em pH intermediario, os
acidos fendlicos possuem carga negativa devido a dissociagdo do grupo
carboxila (pKa = 5), podendo ser melhor visualizados quando presentes
conjuntamente com flavonoides na amostra.

As analises iniciais da soja foram feitas em extratos obtidos por
diferentes metodologias (Soxhlet em metanol puro, ultra turrax em metanol
puro, 80% e 50% de metanol) utilizando eletroforese capilar em solugéo
livre. As primeiras andlises foram feitas em eletrélito constituido de 20 mmol
L™ de TBS incorporando 20% MeOH. Observou-se que o extrato obtido por
Soxhlet apresentou maior recuperagdo (comparagdo por area total,
apresentado na Figura 22), portanto as analises subseqlentes foram

realizadas com este extrato.
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Figura 22 - Resultados obtidos dos extratos metandlico da folha da soja.
Capilar 48,5 cm x 75 um, 20 °C, injecdo 40 mbar, 3 s, 20 kV, eletrolito TBS
40 mmol L', SDS 20 mmol L, 20% MeOH, 337 nm.

Para melhorar a resolucdo dos componentes da amostra a
concentragdo de TBS foi variada de 20-50 mmol L™, de metanol de 20-30%
e a tensao de 15-30 kV.

Como a separacao dos componentes nao foi satisfatoria optou-se por
outros eletrélitos em meio micelar, variando-se a concentracdo de SDS de
20-60 mmol L, de metanol de 1-10%, de TBS de 10-30 mmol L' e tensdo
de 15-20 kV. A amostra foi dissolvida em diferentes solugdes e proporgdes
de agua, metanol e SDS (Figura 27 otimizada).

A melhor resolu¢cdo dos componentes do extrato foi obtida usando
como eletrélito: 40 mmol L' SDS, 20 mmol L' TBS e 20% MeOH, pH 9, a
152 C e tenséo de 15 kV.

Na folha de soja obtida a partir de Soxhlet (extrato metandlico) foi
observada a presenca de kaempferol e apigenina na forma livre e

Kaempferol-O-rutinosideo, confirmados por adicdo padrao, pelos espectros e
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pelos tempos de migracao de padrbes (Figura 27B), sendo que esses dados
confirmam os resultados da literatura.?

Analises foram feitas em dois comprimentos de onda de 337 nm, para
flavonodides e 269 nm, para isoflavonas. De acordo com a literatura® e com
dados apresentados no capitulo anterior, o melhor solvente para extracao de
isoflavonas é realizado em 80% de metanol. Nas analises em extratos
obtidos por 80% MeOH em turrax e em Soxhlet 100% MeOH, verificou-se
picos com espectros referentes de flavonoides, ndo observando espectros
relacionados as isoflavonas.

Ao empregar o tampao fosfato como eletrélito, o eletroferograma da
folha de soja mostra um pico em aproximadamente 5 min, juntamente com o
fluxo eletrosmotico, o qual representa a co-eluicdo de todos os compostos
neutros na amostra, incluindo os flavonoides. Os outros picos sao acidos
fendlicos carregados negativamente neste eletrolito, como apresentado na
Figura 23.

-

6 8 min

2

Figura 23 — Eletroferograma da folha de soja em pH 7,0 do extrato da folha
da soja obtido por Soxhlet. Condigdes de andlise: eletrdlito: 20 mmol L
fosfato de sédio, pH 7,0, tensdo 18 kV, 25 °C, 337 nm. Inje¢éo a 40 mbar por
3s.

3.4.1.2 - Hidrdlise Acida de Flavondides

A partir de dados da literatura a maior eficiéncia de hidrolise de
flavondides ocorre utilizando-se 50% MeOH.® Os flavonéides glicosilados
foram, portanto, hidrolisados a agliconas com HCI em 50% MeOH. De
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acordo com Hertog? a matriz da amostra é um importante fator para a
conducéo da hidrdlise.

Foram realizadas hidrélises variando o tempo de 5 min a 4 h, a
temperatura de 80 e 90 °C e a concentragéo de acido cloridrico de 0,6 a 4
mmol L.

Em relagdo ao tempo de hidrélise verificou-se que em tempos maiores
que 1 h a area total comegou a diminuir e isto ocorreu devido a possivel
degradacao dos compostos, 0 mesmo ocorrendo com concentracées de HCI
acima de 1,2 mol L. A combinacdo mais efetiva por hidrolisar a amostra
recuperando-se maior quantidade dos componentes da amostra foi usando
1,2 mol L de HCI, em tempo de 1 h, com temperatura de hidrélise de 78-80°
C, conforme Figuras 24 e 25. A hidrolise &cida foi eficiente para a

transformacgéao dos kampferdis glicosilados em sua respectiva forma livre.

Tempo
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150 - /_/—\ . .
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Figura 24 — Otimizag&o do tempo de hidrdlise.
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Figura 25 — Otimizacao da concentragéo de HCI.

A Figura 26 apresenta os eletroferogramas dos padrdes de
flavondides e seus espectros, do extrato obtido por Soxhlet e do extrato apds
hidrélise sob condicdes otimizadas.

Os componentes de interesse da folha da soja foram identificados
comparando o tempo de migracdo, os espectros de UV com os padrdes e
também por adicdo padrdo, observando-se a presenca de Kaempferol 3-O-
rutinosideo, kampferol e apigenina.

Kaempferol e apigenina foram analisados na forma livre apds
extracdo por Soxhlet e apds hidrolise dos correspondentes kaempferois
glicosilados da folha da soja.

Andlise quantitativa dos flavondides livres foi conduzida usando 5
diferentes concentragdes dos padrbes, cada ponto correspondendo a analise
em ftriplicata de cada padrdo. A relagéo linear foi obtida pela variagdo da
area em fungédo da concentracao, trabalhando nas faixas de concentracbes
de 25 a 400 ug mL™". Boa relagao linear foi obtida para os flavonoides (maior
que 0,99). Os valores de limite de deteccdo e quantificacdo sao
apresentados na Tabela 8 e foram calculados para a concentragdo que
fornece relagéo sinal / ruido igual a trés e dez, respectivamente.

A repetibilidade foi determinada quanto ao desvio para 5 consecutivas
injecdes dos padrdes de flavonodides. Os resultados estdo apresentados na
Tabela 9.
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A quantificagdo dos flavonoides foi realizada na forma livre e apos
hidrélise, sendo os resultados apresentados nas Tabelas 10 e 11,
respectivamente. Os resultados da Tabela 11 sao de dois extratos obtidos
de acordo com o mesmo procedimento em dias diferentes (resultados inter
dias).

A exatidao foi calculada como recuperacdao pela adicdo de
concentragdes conhecidas dos padrdoes, sendo que os valores obtidos

ficaram em torno de 99%, conforme Tabela 12.
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Figura 26 — Eletroferogramas do extrato da folha da soja obtido por Soxhlet e
apés hidrélise. Condicdes de andlise: eletrdlito: 40 mmol L' TBS,
20 mmol L SDS, 20% MeOH, pH 9,3, tensdo 20 kV, 20 °C, 337 nm. Injecdo
a 40 mbar por 3 s. Hidrélise: 1 hora de extragao, HCI 1,2 mol L™, 80° C. (A)
Padrdes de flavonoides (B) Extrato obtido por Soxhlet (C) Extrato obtido
apds hidrdlise. 1 — Kaempferol-3-O-rutinosideo 2 - astragalin, 3 - kampferol,
4 - apigenina.
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3.4.1.3 - Apigenina e Kaempferol livres
Tabela 8 - Valores de curva analitica, coeficiente de correlagdo, LOD e

LOQ.
Compostos Equacao R LOD(ugmL") LOQ (ug mL™)
Kaempferol y =0,7188x —2,2083 0,9983 2,3 6,9
Apigenina y=1,7739x + 5,125 0,9994 0,71 2,1

Intervalo: kaempferol: 25 - 400 pg mL™" ; apigenina: 12,5 — 200 ug mL""

Tabela 9 — Valores intra-dia (para 5 corridas consecutivas, padrao de

100 ug mL™).
Compostos Média das areas CV (%)
Kaempferol 91,2 2,6
Apigenina 63,7 2,7

Tabela 10 — Quantificacao de flavonoides livres presentes na folha de soja.

Compostos Média (ug mL™) CV (%)
Kaempferol 9,5 0,26
Apigenina 6,1 0,60

n=6

3.4.1.4 - Kaempferol e Apigenina Apds Hidrdlise

Tabela 11 — Quantificacao de flavonodides presentes na folha de soja.

Compostos Média (ug mL™) CV (%)
Kaempferol 171 2,5
Apigenina 15,7 3,3

Tabela 12 — Valores de recuperacgéo.

Compostos Conc. Inicial Adicionado Encontrado Recuperacao (%)

(ugmL")  (ugmL")  (ugmL")

Kaempferol 163 10 171 98,8
Apigenina 13,5 10 23,5 100
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3.4.2 - Nitrito e Nitrato

A andlise por CE foi realizada usando B-alanina como tampao,
ajustando o pH com acido sulfurico. O sulfato possui mobilidade semelhante
ao nitrato, favorecendo a simetria dos picos do nitrato e nitrito.

Os eletroferogramas dos padrées de nitrito e nitrato e do extrato da
folha da soja estdo apresentados na Figura 27. Verificou-se que o extrato da
folha de soja apresentou somente a presenca de nitrato.

Andlise quantitativa do nitrato foi conduzida usando 5 diferentes
concentragdes dos padrdes, cada ponto correspondendo a analise em
triplicata de cada padréo.

A relacdo linear foi obtida pela variagdo da area em funcdo da
concentragao, trabalhando nas faixas de concentragdes de 7,8-250 ug mL™.
Boa relagao linear foi obtida para o nitrato (maior que 0,99). Os valores de
limite de deteccao e quantificacdo sdo apresentados na Tabela 13 e foram
calculados para a concentragdo que fornece relagao sinal/ruido igual a trés e
dez, respectivamente.

A repetibilidade foi determinada quanto ao desvio para 5 consecutivas
injecdes do nitrato. Os resultados estdo apresentados na Tabela 14. A
quantificagcdo do nitrato foi realizada, sendo os resultados apresentados na
Tabela 15.
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Figura 27 — Eletroferogramas da analise de nitrato do extrato da folha da
soja. Condicdes de andlise: eletrélito: 30 mmol L™ B-alanina, 0,20 mmol L
CTAB, pH 4, tensao 20 kV, 20 °C, 210 nm. Injecao a 40 mbar por 3 s. (A)
Padrdes de nitrato e nitrito (B) Extrato da folha de soja. 1 — Nitrato, 2 - Nitrito

Tabela 13 - Curva analitica, coeficiente de correlacao, LOD e LOQ.
Composto Equacao R° LOD(ugmL") LOQ (ugmL")

Nitrato  y =0,6854x + 0,245 0,9997 1,26 3,78

Intervalo de concentragéo de 7,8 — 250 ug mL™

Tabela 14 - Valores intra-dia (para 5 corridas consecutivas padréao

100 ug mL™).
Composto Média das areas CV (%)
Nitrato 34,3 0,48

Tabela 15- Quantificagao do nitrato.
Composto Média (ng mL™) CV (%)
Nitrato 3,2 0,21
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3.4.3 - CATIONS

A andlise de cations foi realizada pelo método de deteccédo indireta,
utilizando como agente cromoforo imidazol. Hiba foi adicionado ao tampao
pois € um agente complexante, aumentando a seletividade dos
componentes e éter coroa € um agente complexante para separagao de
potassio e amdnio; o pH foi ajustado em 4,5-5 com HCI.

Uma mistura de potassio, sédio, magnésio, calcio e amoénio foi
preparada na concentragdo de 100 ug mL™ a partir de solugdo estoque de
1000 ug mL"' de cada padrdo. Para andlise por eletroforese capilar
primeiramente foi avaliado o eletrdlito constituido de 15 mmol L' de imidazol
contendo 5 mmol L™ de Hiba e 2 mmol L' éter coroa em pH 4,5. As analises
iniciais foram realizadas em 29° C, 20 kV, capilar de 46 cm x 75 um, tempo
de injecao de 40 mbar/3s. Temperatura de analise entre 25 e 20 °C foram
avaliadas, como o resultado ndo foi satisfatério a concentragéo de imidazol
foi variada em 5 e 10 mmol L. A concentragdo de 10 mmol L™ de imidazol,
5 mmol L™ HIBA e 2 mmol L' de éter coroa em pH 4,6 apresentou melhor
tempo de migragdo e melhor resolu¢cdo entre os padrées, como pode se
observar na Figura 28.

A partir da extracdo da folha da soja realizada em meio aquoso,
verificou-se a presenca dos seguintes cations: potassio, célcio sédio e
magneésio.

Analise quantitativa dos cations foi conduzida usando 5 diferentes
concentragcdes dos padrdes, cada ponto correspondendo a analise em
triplicata de cada padrdo. A relacao linear foi obtida pela variacdo da area
em funcdo da concentracdo, trabalhando nas faixas de concentracdes de
7,81 a 250 ug mL™". Boa relagao linear foi obtida para os cations (maior que
0,999). Os valores de limite de deteccdo e quantificacdo sdo apresentados
na Tabela 16 e foram calculados para a concentracdo que fornece relagao
sinal/ruido igual a trés e dez, respectivamente.

A repetibilidade foi determinada quanto ao desvio para 5 injecdes
consecutivas dos padrdes de cations. Os resultados estdo apresentados na
Tabela 17. Quantificacao dos céations na folha da soja foi realizada, sendo os
resultados apresentados na Tabela 18.
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Figura 28 — Eletroferograma da analise de cations. Condigdes de analise:
eletrélito: 15 mmol L™ imidazol, 5 mmol L' HIBA, 2 mmol L™ éter coroa, pH
4,5, tensdo 20 kV, 20 °C, 337 nm. Injecao a 40 mbar por 3 s, 214 nm. (A)
Padrdes de cations (B) Extrato aquoso da folha da soja. 1 - Potéassio, 2 -

Calcio, 3 - Sédio, 4 - Magnésio.

Tabela 16 - Curva analitica, coeficiente de correlagdo, LOD e LOQ para

analise dos cations.

Compostos Equacio R° LOD(ugmL") LOQ (ug mL™)
Potassio  y=0,5203x + 0,3053 0,9997 6,2 18,4
Calcio y=0,5813x - 0,9697 0,9993 8,8 26
Sédio y=0,6349x + 6,7015 0,9993 10 31
Magnésio  y=0,4357x - 1,5230 0,9991 10 31

Intervalo de concentracdo de 7,8 — 250 pg mL™



Capitulo 3 — Extracdo e Quantificacdo de Metabdlitos e Nutrientes da Folha da Soja 93

Tabela 17 - Valores intra-dia (para 5 corridas consecutivas padrao

100 ug mL™).
Compostos Média das areas CV (%)
Potasio 51,1 2,02
Célcio 55,8 2,04
Magnésio 37,25 1,42
Sédio 75,08 3,05

Tabela 18 — Quantificacao dos cations da folha de soja.

Compostos Média (ug mL™) CV (%)
Potassio 62,8 1,4
Calcio 95,1 0,94
Magnésio 54,7 1,2
Sadio 13,1 0,82

3.4.4 - Acucares

Freqlentemente os aclucares podem ser analisados diretamente (por
exemplo, apds hidrélise acida) ou sdo facilmente extraidos com agua.
Etanol/agua (80% v/v) € um bom extrator para monossacarideos, no qual
proteinas, polissacarideos e muitos oligossacarideos sao insolluveis. Tais
monossacarideos nesta solucdo sdo estaveis.?

Foram encontrados na folha da soja os seguintes acgucares: frutose,
glicose e sacarose, como apresentado na Figura 29; o eletroferograma do

extrato obtido nesta figura refere-se ao extrato obtido em meio aquoso.
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Figura 29 — Eletroferogramas da andlise de agucares da folha da soja.
Condigées de andlise: eletrélito: 10 mmol L™ 3,5 DNB, 0,5 mmol L' CTAB,
pH 12, tensao -20 kV, 25 °C, 254 nm. Injecao a 40 mbar por 3 s. (A) Padroes
de acgucares (B) Extrato aquoso de folha de soja. 1 - frutose 2 - glicose 3 -

galactose 4 — sacarose.

Analise quantitativa dos agucares foi conduzida usando 5 diferentes
concentragcdes dos padrdes, cada ponto correspondendo a analise em
triplicata de cada padrdo. A relacao linear foi obtida pela variagdo da area
em funcdo da concentracao, trabalhando nas faixas de concentracées 12,5 a
100 pg mL". Boa relacdo linear foi obtida para os aglicares (maior que
0,999). Os valores de limite de deteccdo e quantificacdo sdo apresentados
na Tabela 19 e foram calculados para a concentragcdo que fornece relacédo
sinal/ruido igual a trés e dez, respectivamente, calculos obtidos a partir da
reta.

A repetibilidade foi determinada quanto ao desvio para 5 injecdes
consecutivas dos agucares. Os resultados estdo apresentados na Tabela 20.

A quantificagdo dos agucares presentes na folha da soja foi realizada,
sendo os resultados apresentados na Tabela 21. Resultados obtidos pelos

dois modos de extracao citados no item Procedimento Experimental 3.3.4.3.
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Dois métodos de extracdo foram avaliados e ambos apresentaram
resultados similares, conforme Tabela 21.

Tabela 19 - Curva analitica, coeficiente de correlagéo, LOD e LOQ.

Compostos Equacao R° LOD(ugmL") LOQ (ugmL")
Frutose y=0,3586 x + 2,5 0,9996 7,3 22
Glicose y=0,4014x+ 1,5 0,9997 6,6 20

Sacarose y=0,7286 x +5 0,9988 12 36

Intervalo de concentragdo de 12,5 - 100 ug mL™

Tabela 20 - Valores intra-dia (para 5 corridas consecutivas padrao

100 ug mL™).

Compostos Média (ug mL™) CV (%)
Frutose 26,7 2,03
Glicose 31,4 2,12

Sacarose 100,3 1,95

Tabela 21 - Quantificagcao de agucares presentes na folha de soja.

Compostos Média (ug mL™")* CV (%) Média (ug mL")** CV (%)

Frutose 158 1,86 163 1,4
Glicose 128 1,21 128 1,4
Sacarose 160 0,6 159 2,1

* Extrato obtido em meio aquoso

** Extrato obtido em meio aquoso e etandlico

3.4.5 - Acidos Organicos

Apos extracao da folha da soja em meio aquoso, os acidos organicos
encontrados foram: maléico, malbnico, férmico, citrico, malico, latico,
succinico e acético. A Figura 30 apresenta o eletroferograma dos padroes e

do extrato das folhas de soja obtido por ultrassom.
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Figura 30 — Eletroferogramas da analise de acido organico do extrato da
folha da soja. Condicdes de analise: eletrdlito: 10 mmol L' 3,5 DNB,
8,5 mmol L' TRIS e0,1 mmol L' CTAB, pH 3,6, tensdo-20kV, 30 °C,
254 nm, injecdo a 35 mbar por 3 s. (A) Padrdes de acidos organicos (B)
Extrato aquoso da folha de soja obtido por ultrassom. Acidos: 1 — oxalico 2 —
maléico 3 — malbnico 4 — fosférico 5 — tartérico 6 — férmico 7 — citrico 8 —
malico 9 — glicélico 10 — latico 11 — aspartico 12 — succinico 13 — glutamico

14 — acético.

A otimizacdo do método de separacdo por eletroforese capilar é
apresentada em artigo submetido pelo grupo e apresentado na Tabela 22.%

Analise quantitativa dos acidos orgéanicos foi conduzida usando 5
diferentes concentragdes dos padrbes, cada ponto correspondendo a analise

em triplicata de cada padréo.
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A relacdo linear foi obtida pela variagdo da area em funcdo da
concentracdo. Boa relagao linear foi obtida para os acidos orgéanicos (maior
que 0,99) sendo apresentados na Tabela 22.

A quantificagdo dos acidos organicos na folha de soja foi realizada,
sendo os resultados apresentados na Tabela 23.

Verificou-se que o0s dois modos de extracdo apresentaram

praticamente a mesma concentragdo dos acidos organicos.

Tabela 22 - Curva analitica, coeficiente de correlagao.

Compostos Equaciao r? LOD (ug mL") LOQ (ng mL™)
Acido malénico y=0,6x-0,16  0,9999 0,003 0,011
Acido fosférico y=0,7x+0,010 0,9997 0,003 0,009
Acido férmico y=04x+0,12 0,9998 0,003 0,010
Acido citrico y=1,8x-0,0561 0,9999 0,002 0,008
Acido malico y=0,7x-0,0086 0,9998 0,003 0,009
Acido latico y=0,6x+0,071 0,9999 0,003 0,009
Acido acético y=0,4x-0,043 0,9998 0,005 0,016

Tabela 23 — Quantificacao dos acidos organicos presentes na folha de soja.

Compostos Média (ug mL™")* CV (%) Média(ug mL")** CV (%)

Acido malénico 0,95 1,72 0,95 1,96
Acido fosférico 0,44 1,56 0,43 0,040
Acido férmico 2,0 2,35 2,05 2,30
Acido citrico 0,54 2,14 0,56 5,66
Acido mélico 0,54 0,33 0,54 1,53
Acido latico 0,37 0,50 0,37 0,34
Acido acético 1,30 0,50 1,30 0,21

* Extrato obtido sob agitagéo
** Extrato obtido por ultrassom
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3.4.6 - Acidos Graxos Livres

A analise dos &cidos graxos foi realizada pelo método direto por
eletroforese capilar. A quantificagdo nao foi possivel devido a
indisponibilidade de padrées. Uma comparagdo do extrato da folha de soja
obtido por hexano com um 6leo de soja comercial apds saponificagao foi
realizada para determinagdo dos &cidos graxos. De acordo com a literatura®*
e com dados obtidos no nosso laboratério®®, o 6leo de soja contém os
seguintes acidos graxos: C18:1, C18:2 e C18:3, em maiores concentragdes.
As Figuras 31 e 32 apresentam eletroferogramas da folha da soja e do 6leo
de soja, ambos obtidos apds saponificagdo. Verifica-se por comparacao do
tempo de migracdo, que a folha de soja possui maior concentragdo de
C18:3 comparada ao éleo de soja.

25000
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15000 - 2

AU

10000
5000 -

tempo (min)

Figura 31 — Eletroferograma dos acidos graxos presentes na folha de soja
apds saponificacdo. Condicdes de andlise: eletrédlito: 10 mmol L™ TBS,
10 mmol L™ Brij-35 e 45% ACN pH 9,3, tensdo 20 kV, 20 °C, 200 nm, injecdo
a 35 mbar, por3s.1-C18:1;2-C18:2;3-C18:3
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Figura 32 — Eletroferograma dos &cidos graxos do Oleo de soja apds
saponificacdo. Condicdes de andlise: eletrdlito: 10 mmol L' TBS,
10 mmol L™ Brij-35 e 45% ACN pH 9,3, tensdo 20 kV, 20 °C, 200 nm, injegao
a35mbarpor3s.1-C18:1;2-C18:2;3-C18:3

3.5 - CONCLUSOES

A folha de soja apresentou flavon6ides como kaempferol-3-O-
rutinosideo, apigenina e kaempferol livres em seu extrato, nitrato, alguns
agucares, magnésio, potassio, calcio e sodio, alem de varios acidos
organicos e uma maior quantidade do acido graxo C18:3 comparado ao
préprio 6leo de soja.

Desta forma, foi possivel verificar a presengca de importantes
metabdlitos e nutrientes, mostrando a possibilidade de aproveitamento da
folha de soja em finalidades farmacolégicas e alimentares.

As extracdes realizadas sao simples, de facil e rapido preparo,
razoavelmente econdmicas e quantitativas, sendo a eletroforese capilar
versatil para amostras complexas, pois em uma mesma coluna conseguiu-se

separar diferentes metabdlitos e nutrientes.
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