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SUMARIO

Extratos em metanol, etanol, acetona e agua de graos de
soja de quatro cultivares, de diferentes safras e locais de colhei-
ta foram testados quanto a atividade antioxidante em um sistema mo-

delo de acido linoleico e B-caroteno.

Nao foi encontrada grande influencia no local de colhei-
ta, do ano da safra ou da variedade do cultivar na atividade‘antio-
xidante dos extratos. A influencia do tipo de solvente usado na
preparacao dos extratos foi bem definida, sendo os extratos em eta-
nol os mais ativos, sequidos dos extratos em acetdna e metanol. Os

extratos em agua destilada demonstraram atividade prooxidante.

Verificou-se a influencia do grau de hidratacdao do solven-
te na atividade antioxidante dos extratos em etanol. Os extratos
em etaﬁo] a 95%, da soja integral, foram os mais ativos no sistema
modelo de acido linoleico e B-caroteno seguidos dos extratos em eta
nol a /5% da farinha desengordurada e da soja integral. Os extratos
em etanol a 75% da farinha desengordurada foram os mais ativos no

oleo de soja.

A atividade antioxidante dos extratos em etanol, da fari-
nha desengordurada aumenta com o teor de compostds fenolicos dos
extratos. Com etanol a 75%, quatro extragoes com a proporgao entre
solvente e materia-prima igual a 2:1 extraem mais de 80% dos compos

tos fenolicos da farinha de soja desengordurada.

0 extrato em etanol a 75% da farinha desengordurada foi di
vidido em quatro grupos de substancias, por cromatografia em camada
delgada. 0 grupo contendo as substancias com Rf menores que 0,34
demonstrou ser o de maior atividade antioxidante. Desse grupo, foi

jsolada uma substancia com atividade antioxidante moderada.

A substancia isolada, depois de hidrolisada foi identificada

por espectrometria em ultra-violeta como sendo a 5,7,4'-trihidroxi-isoflavona.



SUMMARY

Antioxidante Extracted from Soybeans.

Soybean extracts in ethanol, methanol, acetone and water,
obtained from four different cultivars, harvested in different
locations and years, were tested for antioxidant activity in an

aqueous emulsion of linoleic acid and B-carotene.

It.was shown that neither the environment nor the variety
of cultivar had a marked effect on the antioxidant activity of the
extracts. However, a well-defined influence of the solvent was
demonstrated. The extracts in etHano] were the most active,
followed by those in acetone and methanol. The aqueous extracts

showed pro-oxidant activity.

The water contend of the ethanol had an effect on the
antioxidant activity of the extracts. Whole soybean extracts in
95% ethanol were the most effective in the aqueous emulsion of 1i-
noleic acid and 3-caroténe, followed by 75% ethanolic extracts
from defatted meal and whole soybeans. Defatted meal extracts in

75% ethanol were the most active in soybean oil.

The antioxidant activity of the ethanolic extracts from
defatted meal increased with the fenolic contenc of the extracts.
Four extractions with a 75% ethanolic solvent, in a 2:1 solvent to
meal ratio, extracted more than 80% of the fenolic compounds from

defatted meal.

The 75% ethanol extract from defatted meal was divided
into four bands by TLC. The band containing substances with Rf
values bellow 0.34 was the active one. From this band one substan-

ce with antioxidant activity was isolated by TLC.
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The isolated substance, after mild hydrolisis, was

identified, by U-V spectrometry, as 5,7,4'-trihydroxy—isoflavone.



1. INTRODUGAO

A preservagao dos alimentos e uma das grandes preocupa-
goes da humanidade. Desde o momento que que sdao colhidos, durante
0 seu processamento ou estocagem e ate a hora do consumo, os ali-
mentos estao sujeitos a diversos tipos de deterioracgdo, ﬂrincipa]—
mente os causados por bacterias, enzimas e a reagao coﬁ'o oxigenio

do ar.

A oxidac3ao espontanea dos lipideos, chamada autoxidacao,
causa a perda das qualidades organolepticas dos alimentos devido a
produgao de aromas e sabores estranhos (rancificagao). 0s produtos
da reagao de autoxidagao podem reagir com as proteinas, vitaminas
e outros componentes dos alimentos, causando a perda de suas qua-

lidades nutricionais.

-

A reagao de autoxidagao dos lipideos ocorre por meio da
formagao de radicais livres, que reagem com 0 oxigénio, formando

hidroperoxidos e novos radicais livres, numa reagao em cadeia.

Tendo em vista esse mecanismo, duas solugoes saoc propos-
tas para evitar a sua o¢orr§ncia. A primeira e evitar a formagao
dos radicais livres e a sua reacdo com o oxigénio. A segunda & evi
tar ou retardar a propagagao da reacgao em cadeia. Como a formacgao
de radicais livres e praticamente impossivel de ser evitada e a
quantidade de oxigenio necessaria a reacgao e diminuta, a segunda
solugao e a que se tenta normalmente. As substancias que, adicio-
nadas aos a]imentos; diminuem a velocidade da reagao de oxidagao

dos lipideos sao chamadas de antioxidantes.

Existem muitas substancias que possuem atividade antio-
xidante, mas devido a restrigoes de ordem tecnica, legal, organo-
leptica ou toxicologica, apenas algumas sao efetivamente usadas

pela industria de alimentos. No caso do Brasil, essas substancias



sao geralmente importadas. A producao de antioxidantes extraidos

de fontes naturais pode ser uma das solugoes para esse problema.

A soja (Glycine max, L.) & uma leguminosa usada como ali-
mento pelos povos orientais ha milhares de anos. Conhecida no Oci-
dente ha apenas algumas décadas, a soja e seus derivados sao uti-

lizados cada vez mais na industria de alimentos.

A atividade antioxidante da soja e seus derivados tem si-

do demonstrada por muitos autores.

0 objetivo deste estudo e comparar a atividade antioxi-
dante de algumas <cultivares de soja e extrair e identificar subs-

tancias responsaveis por essa atividade.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1, OXIDAGAO DE LIPIDEOS

A oxidagao dos lipideos tem como ponto de partida a for-
macao de hidroperoxidos devido a reagao do oxigénio com os acidos
graxos, principalmente os insaturados, sendo a velocidade da rea-

¢ao relacionada com o numero de insaturacoes (SWERN, 1964).

RIEMENSCHNEIDER et aiii (1945) calcularam a velocidade re
lativa da reagao dos acidos graxos com o oxigénio como sendo de
0,6 para o acido estearico, 6 para o acido oléico, 64‘para o acido
linol&ico e 100 para o acido linolenico. HILDITCH & GUNSTONE (1945)
encontraram os valores de 4 para o acido oléico, 48 para o acido
linoleico e 100 para o acido linolenico. Desse modo, a proporcgao
de 3dcidos g}axos insaturados nos lipideos e mais importante que o
teor de lipideos totais em um alimento, tendo em vista o processo

de autoxidagao (LABUZA, 1971).

Segundo CHAN (1976, 1982), a'oxidagEo dos lipideos esta
associada exclusivamente aos acidos gréxos insaturados, principal-
mente os poliinsaturados. SWERN (1964) diz que os acidos graxos
saturados e os monoinsaturados tambéem se oxidam; mas a velocidades
bem menores que a velocidade de oxidagao dos acidos graxos poli-
insaturados, de modo que apenas a oxidacao desses ultimos tem im-

portancia na rancificacdo dos alimentos.

2.1.1. MECANISMO DA AUTOXIDAGAO

0 mecanismo da reagao da autoxidacdo vem sendo estudado
ha muito tempo por varios autores e os resultados desses estudos

podem ser encontrados em trabalhos de revisiao como os de SWERN



(1961), URI (1961), LUNDBERG (1962) e LABUZA (1971).

A reagao do oxigenio com os acidos graxos para a formagao
de hidroperoxidos e dividida por esses autores em trés etapas: ini

ciagao, propagagao e terminacao, conforme as equagoes abaixo:
Iniciagao: RH ——— R. + H.

Propagacao: R. + 0,—— ROO.

ROO. + RH ——> ROOH + R.

Terminagao: ROO. + ROO.
ROO. + R. produtos estaveis
R. + R

Esta forma simplificada de escrever a reag¢do n3o esclare-
ce o0 ‘que realmente ocorre, pois ainda existem diividas sobre qual

seria o primeiro radical livre formado.

Segundo SHERWIN (1976, 1978) e SHULER (1980), a formagao
do primeiro radical livre ocorre com é retirada de um atomo de hi-
drogenio do carbono-a-metilenico da 1196@50 dupla de um dcido graxo

insaturado, como a equagao abaixo:

O e— I
O
o —
O —_
o -— =

Os estudos iniciais de FARMER et alii (1942), FARMER (1946),
BOLLAND (1946), BOLLAND & GEE (1946, a, b) tambem sugerem esse me-
canismo mas devido a consideragoes sobre a energia necessaria para
romper a ligacao C-H-u-metilenico eles concluem que o inicio da
reacao se da pela adigdo direta do oxigenio a ligacdo dupla for-

mando dois radicais livres, conforme as equac¢des a sequir:



a) RH + 0, —= ROOH
b) ROOH ——— ROO. + H.

ROOH — RO, + OHe

Em revisoes mais recentes, LOGANI & DAVIES (1980) e
FRANKEL (1980) apresentam dois mecanismos distintos para a forma-

¢ao do primeiro radical livre.

2.1.2. AUToxmAgA'o PELA FORMAng INICIAL DE RADICAIS LIVRES

Segundo este conceito, a formagao-do primeiro radical 1i-
vre se JE pela cisao da ligagao C-H propdsta por SHERWIN (1976,
1978), SHULER (1980) e SWERN (1961). A analise de hidroperoxidos
formados na oxidagao do oleato de metila comprova a teorias de
FARMEé (1942, 1946) e BOLLAND (1949) de que o primeiro radical Tli-
vre formado na autoxidacao tem a estrutura de um hibrido de resso-

nancia nas formas:

O —
o—=x
|c'>—::

H
|
-C-

ln———I

-R' «=— R-

FRANKEL et alZi (1977 a, b, c¢) investigaram a composicgao
dos hidroperoxidos formados na autoxidagao dos acidos oleico, 1li-

noleico e linolenico e propuseram os seguintes mecanismos para as
reagoes: _q/ﬁ==\;_

_ o -H
. . A
KAcido oleico —;7_7\;~ ’/i\\ _d/r_ﬂ<f?



Acido linoleico: 12

+H.

OOH OOH
4 R N | (\/\[9

IS )
Acido linolenico: /7 VvV V \




Na quantificagao dos hidroperaxidos formados pela autoxi-
dag3o dos ésteres metilicos desses acidos graxos, apenas os isome-
ros derivados do acido linoléico corresponderam a distribuigao pre
vista por esses mecanismos. Os desvios encontrados podem ser atri-
buidos ao rearranjo dos hidroperoxidos alilicos (ERYLL, 1965); rea
goes de decomposigao ou ciclizagdo dos hidroperoxidos (SWERN et
alii, 1948; SWIFT & DOLLEAR, 1948; HAVERKAMP-BEGEMANN et aliz,
1968, PRYOR et ali<, 1976) ou a seletividade da reacdao do oxigénio

com alguns radicais livres devido a fatores de estereoquimica (CHAN

& LEVET, 1977).

2,1.3, OXIDAGAO PELA ADIGAO DE OXIGENIO NO ESTADO "SINGLET"

A adicao de oxigenio no estado normal 302, "triplet", a
ligacdo dupla & dificil porque requer muita energia (64 Kcal/motl)
e a mudanc¢a dos "spins" dos eletrons nos orbitais moleculares

(WATERS, 1941).

FOOTE & WEXLER (1964 a, b), COREY & TAYLOR (1964) e
McKEOUN & WATERS (1966) estudaram a adigio de oxigenio a olefinas.
Verificaram que a barreira formada pela cOnservagEo dos “spins"
dos eletrons e pela energia da ativacao da reagéovpoderia ser supe
rada se se considerasse a rea¢50 com o oxigenio no estado excitado
102, "singlet". Esse estado de excitacao pode ser produiido pela

transferencia da energia absorvida por substancias fotossensiveis

ao oxigenio no estado nommal, "triplet" (CRAM & HAMMOND, 1964).

Muitas dessas substancias fotossensiveis, como as cloro-
filas e heme-proteinas podem ser encontradas nos alimentos (KHAN
et alii, 1954; COBERN et alziZ, 1966; CARLSON et aqliz, 1976; FEDELI
et alti, 1971; SATTER & DEMAN, 1976).

A reagao do oxigenio com alguns metais tambem pode produ-



zir oxigenio no estado "singlet" (URI, 1961; AURAND et alit, 1977).

+

Com base nesses principios, RAWLS & VAN SATEN (1966) pro-
puseram o seguinte mecanismo para a formagao dos primeiros radi-

cais livres:

]S + hy ———>15*

‘15* —“_—'—?35*

3 + 3 —— ] + ]
1 + RH ——+ ROOH

0,

ROOH —————» Radicais livres

onde: .
1g e uma substancia fotossensivel (clorofila, por exemplo).
hv e a energia na forma de luz no comprimento de onda apro-
priado.
]S* @ a substancia fotossensivel exitada pela absorgao da
energia luminosa.
3% e a substancia fotossensivel no estado "triplet"”.
36 '@ 0 oxigenio no estado "triplet".
2
1y € 0 oxigenio no estado "singlet".
2
RH e um acido graxo insaturado.

ROOH e um hidroperoxido.

FRANKEL (1979, 1980) sugere o seguinte mecanismo para

a formagao dos hidroperoxidos pela reag3do do oxigenio no estado

"singlet" com os acidos oleico e linoleico:



Kcido oleico:

Kcido linoléico:

2

0=0

OOH

| 12 9o

/=
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RAWLS & VAN SATEN (1970) estudaram a oxidégio do linolea-
to de metila pelo oxigenio no estado "singlet" produzido por ra-
diofreqﬁéncis e por fotossensibf]izagéo de pigmentos naturais. A
composicao de hidroperoxidos formados nessas reagoes sugere que O
mecanismo da reagao & o mesmo nos dois casos. Além disso verifica-
ram que o oxigenio no estado "singlet" reage pelo menos 1450 vezeé
mais rapidamente com o linoleato de metila que o oxigenio no esta-
do “trip]et".-Segundo.esses autores, a fotooxidagao do linoleato

de metila pode ocorrer por outro mecanismo nao identificado.

CLEMENTS et aliz (1973) confirmaram essas observagoes es-
~ tudando a fotooxidagao do 4-cis, 7-ci5'undecadfeno separadamente e
junto com o oleo de soja, que pode agir como sensibilizador na 0Xxi

dacio do undecadieno.

CHAN (1977), estudando a fotdoxidaéio dos Esteres metili-
cos dos acidos o]éicﬁ e linoleico, conf{rmog o mecanismo da reagao
com o oxigenio no estado "singlet" mds sugeriu um novo mecanismo,"
pelo qual o substrato & que reage com o -sensibilizador excitado,

formando um complexo que reage com o oxigenio no estado “"triplet".

Sens* + Substrato — s produtos intermediarios

Produtos intermediarios + 30 ——hidroperoxidos
2 .

CARLSON et alii (1976) verificaram que a fotooxidagao dos
0leos vegetais pode.ser retardada por substancias capazes de inati
var o oxigenio no estado "singlet" mas que os antioxidantes feno-
licos, que retardam o processo de autoxidagao pela estabilizagao

dos radicais livres, tem pouco efeito na oxidagao causada pela luz.
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2.1.4, PRODUTOS DA DECOMPQSIGAO DOS HIDROPEROXIDOS

Existem muitas teorias sobre o mecanismo de iniciagao da
reagm)de autoxidagao, mas todos os autores concordam que o0s pri-

meiros produtos da reagao sao os h1droperox1dos

Os hidropeeridos "per se"™ nao possuem aromas ou. sabores
que caracterizam a rancidez dos alimentos. Sao, ﬁo entanto, insta-
veis e as substﬁncias.formaéas pela sua.decomposigao alteram as
caracter?sticas.organglépticas dos_é]imentos. Algumas dessas subs-
tancias, como os aldeidos hexena]le noneﬁal, podem ser percebidos
| nos alimentos em concentragSes muito péquenas,lda ordem de 0,1 a
1,0ppm (LEA & SWOBODA, 1958a, b; LILLARD & DAY, 1961, BERRY &
MckERRIGAN,-]SSé; BADDINGS, 1960;.KEPﬁLER ét‘aiii, 1965).

S3o muitos os mecanismos propostos para a decomposigao

dos hidroperdoxidos. LEA (1962) mostra o‘segUinte esquema geral:

HIDROPEROXIDOS
oxidagao cisao, fissao polimerizagao | desidratacao | oxidac3o de
ligagoes
c=C
L ! 1} v
DIPERDXIDOS ALDETDOS CETOGLICE- EPOXIDOS
SEMI-ALDETDOS RIDEOS HIDROXIGLICERIDEOS
! v
POLTMEROS ACIDOS DIMEROS, POLI

MEROS
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LABUZA (1971) divide a decomposigao dos hidroperoxidos em
duas fases, de acordo com a concentragao. A primeira fase, monomo-
‘lecu1ar, ocorre quando a concentracao de hidroperoxidos ainda e

pequena, no inicio da reagdo:
ROOK ———» RO, +  <OH

ROOH ——= R, + HOZo
A segunda fése, bimd]ecular, passa a ocorrer com o aumen-

to da concentragao dos hidroperoxidos:

2 ROOM > RO0. + RO. + H,O

Em ambos 0s casos, osbprodutOS_séo radicais livres, que
agem como propagadores da reacao em cadeia.

KEENEY (1962) apresenta o mecanismo proposto por BELL et
alzt (1951)4e por BADDINGS (1960), em que numa primeira fase ocor-
re a decomposicao do hidroper6xido!em radiﬁais livres: alcoxi e hi
~aldeidos, 51cooi§, cetonas

droxi. Esses radicais livres, formam

e outros radicais livres:

H H
| |
R-C-R! > R-C-R' + +OH
l {
O0H 0
cisao ~+'R', R''0, + R''H
4
R'e + R-C=0 R-E-R + R''H R-C-R' + R''OH R-C-R' + R'',
1 ! u |
H 0 0 OH
aldeido cetona cetona-alcool alcool
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Segundo CHAN (1976) e FRANKEL (1980), o radical alcoxi po
de sofrer cisdes entre as ligagoes C-C ou C-0, dando origem a al-

deidos ou a novos hidroperdoxidos por isomerizagao: !
) 3

@
|
|

y
|
|

[
¥

b
|
R
|
R——C R ‘
e SO N
0
. L J s .
onde: (:) e (:) ———— aldeTdos -
(:) , - hidropeFBXidos (Isomerizagdo)

LOURY (1972) apresenta uma visao mais geral da autoxida-
cao e diz que o mecanismo & mais complexo, porque os produtos for-
mados na decomposi¢50 dos hidroperoxidos sao, por sua vez, oxida-

. dos, dando origem. a dezenas de outras substancias e reagodes.

A formagao vdos a]de?dos,_cefonas, alcoois, acidos e ou-
tras substancias resultantes da decomposigdao dos hidroperoxidos po
de ser encontrada em trabalhos de revisao como os de FRANKEL (1978,
1979, 1980); USUKI & KANEDA (1980); WHITLOCK & NAWAR (1976), ‘CHANG
& SMOUSE (1967); PERKINS (1960); GADDIS et aZiZ (1959a, b, 1960)
JOHNSON et alzZ (1953, 1957a, b); SWIFT et aliz- (1948, 1949).

O0s hidroperoxidos tambem reagem com as ligagoes duplas,
formando epoxidos (FARMER et alii, 1942; KNIGHT et ali<, 1951
CHANG & SMOUSE, 1967), ou entre si, formando dimeros e polimeros
(PERKINS, ]960; FRANKEL. 1960; JOHNSON 1957a, b; WITTING et aliZ,

1957).

TERAO & MATSUSHITA (1977a, b, 1978, 1980) verificaram que
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@ composigao dos hidroperoxidos formados pela oxidagio dos acidos
graxés por fotossensibilizagao da clorofila e a dos formados pela
oxidagao com o oxigenio no estado "singlet" & muito semelhante.
Constataram, ainda, que a fraca atuacdo dos tocoferois como antio-
xfdantes frente a fbtooxidagio pode ser reforgadé pela adigao de

B-caroteno que age como um filtro para a luz.

2:1.5, OUTROS MECANISMOS PARA O INICIO DA AUTOXIDAGAO

A oxidagdo dos acidos graxos também pode ser causada pela
reacao do oxigenio com os metais ou- ainda péla Eeag&o de hidrope-
roxidos com metais, produzindo radicéié Iivfes (FRANKEL 1980).

URT (1961) classifica a acdo catalVtica dos metais em

tres tipos de reacao:
a) Reagao direta do‘oxigenio com os metais:

n+1l -
M + 02

0 radical 05 pode agir como iniciador da reagao em ca-
deia. Segundo AURAND (1977), esse radical passa é oxigenio no es-

tado "singlet".
b) Reagao do metal com tragos de hidroperdoxidos presentes
no sistema formando radicais livres:

M"  + ROOH - M"™1 L 00"+ RO.

c) Reagao do oxigenio com o metal formando complexo e li-

berando um radical H02.:

n+ ~ N+
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< e e

A'agio dos metais como catalisadores da autoxidagao dos
libfdeos pode ser estudada nos trabalhos de revisao de - 'INGOLD

(1962) e LABUZA (1971).

WATERS(1971) em seu trabalho de revis?o sobre o mecanismo
e a cinetica das reagaes_de_autoxidagio catalisada por metais diz
que o principal modo de agao dos metais e a formagao de radicais

i
. . ' . =~ . - . ~ +
livres péla decomposigao dos hidroperoxidos, segundo a reagao: :

ROOH + M*2 —— RO, + M*? & oW .

0 efeito cata]isador depende da velocidade da reagao.

M+3 o 'M+2

A velocidade desta .ultima reacgao dependé dos grupos aos
quais o metal esta ligado. o A

TAPPEL (1961, 1962) sugere um mecanismo semelhante para a
acao das hemeprqtefhas que reagem com os hidroperoxidos, formando

.complexos e catalisando a liberagao de radicais livres.

WILLS (1966), LOVE & PEARSON (1971), ERIKSON et alit
(1971), LIU (1970a, b) e LIU & WATTS (1970) estudaram a oxidagao
dos 1ipTdeos da carne. Comprovaram que a oxidagao pode ser causada

por hemeproteinas e outros. complexos que contenham ferro.

TAPPEL (1961, 1962) cita as lipoxidases como formadoras
de hidroperoxidos, mas por um mecanismo diferente da oxidagao por
radicais livres. A acgdo de lipoxidase e especifica para o acido 1li-

noleico.

2.1,6, EFEITOS BIOLOGICOS DA AUTOXIDAGAO DOS LIPTDEOS

0 efeito mais visivel da oxidagao dos lipideos nos ali-
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mentos e a perda da qualidade organoléptica devido 3 producdo de
substancias volateis que dao origem a aromas e sabores - estranhos

. (LUNDBERG, 1962; LEA, 1962; SHERWIN, 1976).

A degradégso dos acidos graxos essenciais, das vitami-
nas e outros nutrientes, induzida pela oxidagio dos lipideos & um
fato bem estabelecido na literatura, desde 0s trabalhos de PAVCECK
& SMALL (1942); HOLMAN (1949, 1950); WITTING et aliz (1957); ALFIN -
-SLATER (1959). | | | -

- PERKINS (]960) esfudou &s transfbrmagaes quimicas e nu-
tricionais causadas pelo tratamento térmico dos 0leos e gorduras.
0 efeito negativo da Tngestio de gbrduraé altamente oxidadas no
crescimentd e repr0d0g5o de ratoé e oqtros aniﬁais foi estudado
por CRAPTOM et aliz (1951a, b; 1953, 1956); KAUNiTZ et alit (1952,
1956, 1962); JOHNSON et aliz (1956, i957a; b)Q KAUNITZ (1962) e
MELNIC (1957a, b) cbncordam com essas obsérvagaes'mas ressalvam
que na maioria desses estudos foram uSédas gorduras ou fragoes de
gorduras, oxidadas em condicoes muito mais drééticas que as encon-

tradas no processamento normal dos alimentos.

KEANY et alzz (1959) & POLLING et alzi (1960) consegui-
ram diminuir o efeito depressivo no crescimento de ratos, causado
pela ingestao de gorduras oxidadas em condigGeg normais de uso,

com uma dieta suplementar rica em.acido linoleico e vitaminas.

0s hidroperdoxidos e os produtos da sua decomposigio rea-
gem com as proteTnas'e aminoacidos causando a perda de seu valor
nutricional (TAPPEL, 1955; WENDEMEYER & DOLLEAR, 1966; ROUBAL &
TAPPEL, 1966; ROUBAL, 1971), perda da sua atividade como enzimas
(CHIO & TAPPEL; 1969; WILLS, 1961), cisao da cadeia polipeptidi-
ca (ZIRLIN.& KAREL, 1969) formagao de pigmentos marrons (BRADDOCK
& DUGAN, 1973) e a destruigao das membranas das paredes celulares

(TSEN & COLLIER, 1960; WILLS & WILKINSON, 1966).
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As transformagoes quimicas e os efeitos biologicos da
oxidagao dos lipideos podem ser estudados nos traga]hos de rev{-
sao  de PERKINS (1960), KAUNITZ (1962), KUMEROW (1962), - - GARDNER
(1979), LOGANI & DAVIES (1980).

- 2.2, ANTIOXIDANTES

Devido aos efeitos da oxidagao dos lipideos nos alimentos
e natural que um grande numero de pesquisadores se dedique a so-

Tugao dos problemas .causados por essas reagoes quimicas.

. As substancias capazes de evitar ou retardar a - oxidagao
dos lipideos sao chamadas'de antioxidantes (LUDBERG, 1962; STUKEY,
1962). o '

'Segundo CHIPAQT'(1962), o,éhtipxidanté ideal bara a]imeﬁ-
tos deveria ter as seguinteé;qUaTidadééz_ | |
1. Ser ativo em baixas concéntr$g6es;
2. Nao ser toxico nas'concentragﬁeélxugadas;
3. N3o causar aromas ou sabofes estranhos aos alimentos;
4. Ser faci]mentg incorborado aos a]imentos;
5. Ser de féci],produgio e baixokcusto;

6. Ser de facil detecgcao - e determinagao nos alimentos,

para controle do seu uso.

Tendo em vista o mecanismo mais aceito para a oxidagao
dos lipideos, ou seja, a reagdo em cadeia propagada por radicafs
Tivres, URI (1961), SHERWIN (1976, 1978) e SHULER (1980) sugerem
dois tipos de medidas para retardar a reagéo:<evjtar a formagao de

radicais livres ou a propagacgao da reagao em cadeija.

LABUZA (1971) divide os antioxidantes em tres tipos:
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1. Fatores ambientais.
2. Substancias que evitam a formagao de radicais livres.

3. Inibidores da reagao em cadeia,

2.2.1, FATORES AMBIENTAIS

Umidade: a 3gua & um dos principais componentes dos ali-
mentos. Serve como solvente para os outros componentes, substrato

e meio para reacoes quimicas (FENNEMA, 1976).

Em alimentos com'alto ieor'de umidade, as transformagoes
'causadas pelos microrganismo§ séd'os fatoresvmafs importantes de
deterioragio (SCOTT, 1957; CHRISTIAN, 1963). A desidratacdo & um
dos meios tradicionais de'pkeservacéo dqs_a]iménfos - (DESROSIER,
1977). A &eSidratagEd dos aliﬁentbﬁ a-ieores‘muito.baiXOS'de umi-
dade causa a exposicao direta dos lipideos ao oxigenio do.ar e,

conseqﬁenteménte, acelera a sua ahtoxidagéo (LABUZA et alzi, 1970).

Os mecanismos e.efeifos‘do teor-de'ﬁmidade residual na
bxhhgéo dos lipideos dos alimentos dééidratados foram estudados
por LABUZA ¢t alii (1966a, b; 1969a, b; 1970, 1971a, b), que veri-
ficaram a influencia da monocamada de mb]ééu1as'de agua residual

na protegao dos lipideos. .

Luz e calor: a energia necessaria a formagao inicial ‘de
radicais livres pode ser fornecida pela luz, com ou sem o auxilio

de fotossensibilizadores (FRANKEL, .1980).

0 calor, de modo geral, acelera as reagoes quimicas
(CASTELAN, 1967). A influencia da temperatura na velocidade das
reacoes de autoxidagdo pode ser estudada nos trabalhos de revisao

de LABUZA (1971), URI (1962), LUNDBERG (1962) e PERKINS (1960).
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Oxigenio: MARCUSE & FREDRIKSON (1971a, b, c) estudaram o
e%eito da pressao parcial do oxigenio na velocidade da oxidagao
dos lipideos, em um sistema modelo que continha acido linoleico.
Verificaram que a velocidade da reagao diminuj,muito quando 0

teor de oxigenio nos gases sobre o substrato & menor que 5%.

Segundo BERK (1976), a velocidade da reagao de autoxida-

¢ao & proporcional a pressao parcial do oxigénio no meio.

t

A influéncia da concentfagéo de oxigenio tambem e consi-
derada nos trabalhos de revisao de LABUZA'(]97]), URI (1962) e
LUNDBERG (1962).

2.2,2. SUBSTANCIAS QUE EVITAM A FORMACAO DE RADICAIS LIVRES

Os antioxidantes desse grupo._sao substancias quelantes
que impedem a atividade catalisadora dos metais na formagao de ra-
dicais livres.

Tragos de metais presentes. nos alimentos ou sistemas 1i-
pidicos reduzem a energia necessaria a formagcdo de radicais 1i-

vres, aumentando a velocidade da reagao (COWAN, 1966).

EVANS et aliz (1951),‘ZIELS & SCHMIDT (1945) e MORRIS
et alii (1950) estudaram o efeito catalisador do cobre, ferro,
chumbo, manganes, niquel e estanhd.no desenvolvimento da autoxida-
gao. A cinetica e o mecanismo das reagoes catalisadas por metais

podem ser estudados nas revisoes de INGOLD (1962) e WATERS (1971).

Os agentes quelantes usados na industria de alimentos sao
acidos citrico, tartarico, fosforico (SWERN, 1946; SHERWING, 1976,
1978; COWAN, 1966; DUTTON et aliz, 1948), lecitina (LUNDE, et
alii, 1976) e, em alguns casos, EDTA (tetraacetato de etilenodia-

mina) (LABUZA, 1971b; KELLY & WATERS, 1957).
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0 acido ascorbico tambem pode ser usado como agente que-
lante mas a sua agao principal e a de inativar (segiiestrar) o oxi-
genio, doando hidrogenio para a formagao de agua (CORT, 1974

KANNER & MENDEL, 1977; KELLY & WATTS, 1957; KHAN & MARTELL, 1967).

2.2,5. INIBIDORES DA REACAO EM CADEIA
|
O0s inibidores da reacgao em cadeia sao chamados de antioxi

dantes primarios (SHERWIN, 1976; CHIPAUT,1962). Sao substancias
que reagem com 0S radicais,]ivres formando_ produtos estaveis

(FRANKEL, 1980).

0 mecanismo maiS'éceito paraAa agﬁd dos antioxidantes pri
marios & o proposto por BOLLAND & TEN. HAVE (1947), pé]o qual o an-
tioxidante cede um dtomo de hidrogéhio ao ‘radical livre, segundo

as equagoes:

R, + AH — — RH + A,

ROO. + AH : — ROOH + A,

onde: R.; R0O0O. sao radicais livres ativos.

AH e o antioxidante.

RH; ROOH sao produtos da reagcao de antioxidante com o radi-

cal livre.

A. e um radical livre estavel.

Segundo FRANKEL (1980), o radical livre formado pelo ' an-
tioxidante pode formar outros produtos estaveis por ~dimerizagao

ou pela reagao com outro radical livre, conforme as equagoes:

A. + A. = A-A

A. + R. R-A
A. + RO0O. > ROOA
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Embora grande numero de substancias possam reagir desse

modo, como algumas aminas, por exemplo (BROWNLIE & INGOLD, 1967;

ADAMIC, 1970), os antioxidantes primarios usados nos alimentos

sao compostos fenolicos do tipo:

B e s o ST

Os antioxidantes fenolicos mais usados na industria de

alimentos sao:

HO

CHy
o I .
HAC - (CHp) 3= CH - (CHy) g - CH - (CHy)y - CH
CHy o | - . o CHy
. CHy CHy .~ CHg
a-Tocoferol:
OH
- OH
(CH3)5C C(CH4) 4
C(CH3)4
OCH,
CHy
butil-hidroxitolueno o BHA - butil-hidroxianisol
OH . ‘ | OH
C(CH3)4 HO OH
OH €00 (CH, ) ,CH
TBHQ . PG

terciobutil-hidroquinona galato de propila
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Na reacao dos antioxidantes fenolicos com os radicais 1li-
vres ocorre a formacao de um radical livre que se estabiliza por

ressonancia conforme a equagao:

OH 0. 0 "
| . H
R. + — RH + S Cr '

: - ¢
A atividade antioxidante dos compostos fenolicos depende

basicamente da possibi]fdade da dés]oca]izagao do eletron isolado
que aparece apos a reagéo,gom o radical livre. Quanto mais esta-
veis as formas de ressonancia, me1hor'a‘atividade antioxidante do
tbmposto fen61ico. Dessa forma, aSISUbsfituigﬁes orto e para no
anel fenolico sio mais efetivas que as};dbstitu$¢6es.meta .' porque
proporcionam um nimero maior de eétfuiurag'dé reggonincia (scoTT,
1965). R -

A mistura}de dois ou mais ant%oxﬁdantes prierios pode cau
sar o aumento da atividade dos antioxidaﬁtesAisqladps,,num efeito
chamado sinergismo. Por esta rézéo,-é comum'é mistura de varias
sﬁbstﬁncias antioxidantes na formu}aéibide antioxidantes para ali-

mentos (EASTMAN, 1963; 1974).

Alguns acidos, como os acidos citrico e tartirico, também
possuem efeito sinerg?stico, reduzindo os antioxidantes oxidados
pelos radicais livres pela doagao de um hidrogenio (KRAYBILL et

alii, 1949; STUCKEY, 1962; SHERWIN, 1976, 1978)l

HUDSON & LEWIS (1983a) atribuem o efeito sinergistico da
fosfatidil-etanolamina, na acao antioxidante dos flavonoides, a sua
capacidade de regenerar o antioxidante primario pela doagao de um

hidrogenio.
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2.2.4, ANTIOXIDANTES PARA 0S ALIMENTOS

No Brasi], o uso de antioxidantes nos alimentos esta re-
gulamentado por portarias do Ministério da Saude (Brasil, 1977)
e a legislagdo em vigor esta sendo revisada pelé DINAL (Rivisao
Nacional de Alimentos - Min{stério da Saude), desde 1984 (Brasi],{

1984).

-Segundo esta legislagao, os antioxidantes permitidos e as

respectivas siglas para rotu]agem dos alimentos s3o os seguintes:

Antioxidantes - -_‘ ' vc.;_ . .. - Sigla
- Butil-hidroxianisol - (BHA)‘J :  T  iA v
- Butilthdroxitolueno-- (BHT) ﬁ   :;:  f‘ - A VI'
- Terciobutil hidroguinona - (TBHQ) ) ] ;_ | AA‘XIX
- Kcido galico e derivados . A X
- Guaiacol (résiné) o B o g'; A X
- Tocoferois ‘ v ‘ _-' " - - AXI
- Lecitina (fosfotideos) - . 3 " A VIII
- Acido citrico e derivados I A Il
| A XII
A VII
- Acido ascorbico e derivados A1
A XIV
A XV
- Acido fosforico A 111

- EDTA | A XII
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2.2.5. ANTIOXIDANTES NATURAIS

O0s antioxidantes fenolicos usados na industria de alimen-
tos, como o BHT, BHA e TBHQ sao aditivos sinteticos. Embora tra-
balhos de revisao como os de JOHNSON (1971), ERANEN (1975) e WﬁCAL

(1978) indfquem que essas éubstEncias.nEO sao toxicas nas concen-
}tragﬁes usadas nos alimentos, atualmente existe uma tendencia | a
substituicao dos aditivos sintéticos por outros de origem naturé]

'

(MARSHAL, 1974; CHANG et aliz, 1977).

0s tocoferdis, por exemp10, s50 antioxidantes naturais
 muito citados na 1iteratura'(SHERw1N, 1976; 1978; SWERN, 1964;
CHIPAUT, 1962). ' | i

0 gossipol, extra#do d0'algdd§6,'é um poderosq éntioxi—
dante, , éhbora toxico (STUCKEY, 1962);‘9HfﬁAUT (1957) e CHIPAUT
et aric (1952, 1955, 1956) estudaram a atividade antioxidante de
varias espécies de condimeﬁtos‘e extrato§ de_p]antaé; CHANG et
alii (1977, 1982, 1984), seguiﬁdo as 6b§ervag6gs de RAC & OSTRIC
(1955), isolaram e identificaramafrés substincias fendlicas: rosma
nol, carnosol e rosmaridifenol, ;6m pfopriedades antioxidantes, ex
taidas das sémentes de rosmarinho (Bosmarinué Officinalis L.).
INATANI & NAKTANI (1981) e INATANI et aiii (1983)vdeterminaram a

estrutura e estudaram a atividade antioxidante do rosmanol em va-

rios substratos.

BRACCO et alii (1982) desenvolveram um processo indus-
trial para a produgao de extratos antioxidantes em o0leo, a partir
de condimentos como salvia (Salvia Offieinalis L.), o rosmarinho

(Rosmarinus Officinalis L.) e outras ervas.

TAKAGI & IIDA (1980) extrairam estercides e alcoois ter-
penicos com propriedades antioxidantes das sementes de alpiste.

SIMS et aliz (1972), BOSKOW & MORTON (1976) e GORDON & MAGOS (1983)
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estudaram a atividade antioxidante de alguns esterdides e 3alcoois

triterpenicos em banha e outros substratos.

FEDELI & CAMURATI (1982) extrairam compostos fenolicos
com atividade antioxidante da fase aquosa da extracado de oleo de
oliva e FEDELI et aliz (1979) estudaram a atividade antioxidante

do acido clorogenico extraido de sementes de girassol.

HUDSON & DIZIEDZIC (1984a) estudaram a atividade antiof
xidante dos acidos p—coumérico,‘, caféico, ferulico, galico, si-
napico e de alguns de seus deEiVados‘hidroxilados ou esteres pro-
pilicos em banha. A atividéde antioxfdante desses acidos depende
do niumero e da posigao das hidroxilas do anel fendlico e do efeito
estereoquimico ou estabilizante de outros substituintes. Os deriva
dos do acido cinamico sdo mais ativos que 65 derivadds do  acido
benzéjco e os acidos fenilac&ticos e.fenji¥pkob16nicos mais ativos
ainda. | 4 . |

HUDSON &'MAHGOUB (i980) extrairam substancias com ativi-
. dade antioxidante das f01has de'alguméé.ervas; PRATT et alzi (1984)
extrairam substancias antioxidantés das sémentes de salvia. PRATT
& WATTS (1964) e PRATT (1965) extré?r&m substancias com atividade
antioxidante de varias espécies de vegetajs;'WHITERN et aliz(1984)
extrairam, com metanol, substdncias antioxidantes da semente de al
godao. De modo geral, essas substancias ant%oXidantes extraidas de

vegetais sao acidos fendolicos ou, principalmente, flavondides.

2,2.6. FLAVONOIDES COMO ANTIOXIDANTES

Os flavonoides s3ao substancias fenolicas encontradas em

quase todas as especies vegetais (HERRMAN, 1976; GEISSMAN, 1962).

Estruturalmente essas substancias sd3o formadas por dois

anéis aromaticos (A, B) unidos por uma cadeia alifatica de tres
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carbonos os quais com wum oxigenio, completam um anel de pirano

(C). (HARBORNE et alii, 1975) (KUHNAU, 1976).

[ U

0

Biologicamente, 550 fofmédos'pela condensagso de uma mo-
lécula de resorcinol ou pholprogluéﬁon01 (ane1_A); com um acido fe
nolico insaturado (anel B)..O broduto'da cpndengﬁgéo; a chalco-
na, por ciclizacdo do anel de pirand'(ane]iC),_fofma os flavonoi-

des. R

Resorcinol Acido fenolico

OH

OH 0

Chalcona
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Deperidendo da existencia ou nao de hidroxila na cadeia la
teral (C3) do acido fendlico precursor, duas familias de flavo-
noides sao formadas: os desoxiflavonoides e os hidroxiflavonoides

(KUHNAW, 1976; BIRCH,;1962; MABRY et alzz, 1970).

AT

1. Flavanona

HOZ

2. Flavonol 4.vAntocianidina

3. Flavan-3,4-diol 6. Flavan-3-ol
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HARBONE (1967) apresenta o seguinte esquema para a bio-

sintese e interconversao dos flavonoides.

ACIDO CINAMICO + MALONIL Co-A

COMPOSTO INTERMEDIARIO
isomerizagao migragio do .
FLAVONA FLAVANONA : ‘CHALCONA ISOFLAVONA
' ' grupo aril
FLAVONOL FLAVANONOL
Rearkanjo
ANTOCIANIDINA——— FLAVENOL — - 'VFLAVAN'—3, 4-DI.0L

0 estudo da atividéde éntidxi&ante dos flavondides come-
¢a com os trabalhos de HEIMAN & REIFF (]953), LEA & SWOBOBA (1956),
SIMPSON & URI (1956), KURT & CHAN (1951), RHjMRDﬂnl et aliz (1947)
. que investigaram a atividade ahtibxidante'da quercetina e alguns

dos seus derivados em linoleato de metila e concluiram que:

1. As hidroxiflavonas agiam principaimente como antioxi-
dantes primarios estabilizando radicais livres e retardando a pro-
pagacao em cadeia;

2. A atividade da quercetina eré equivalente a do galato
de propila;

3. A atividade se devia ao numero e a3 localizacao das hi-
droxilas, sendo importantes a hidroxila livre no carbono 3 e a
orto-hidroxilagao do anel fendolico, como favoraveis e a meta-hi-

droxilagao do sistema de aneis da cromona como desfavoréve],

4. Era importante a estrutura cetonica do anel da piro-

na.
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METHA & SESHADRI (1958) confirmaram essas observagoes es-
tudando a atividade dos flavonoides em banha de porco-e sugeriram
que parte da atividade se devia a complexacgao dos metais pelos fla

vonoides.

LEWIS & WATTS (1958) e KELLEY & WATTS (1957) estudaram a
formagao de complexos entre os flavonoides e os metais. Verifica-
ram uma atividade- como seqUestrantes'dO'cobre pouco menor que a
do acido citrico. DETTY et aZii (1955) verificaram que a atividadg
Quelante depende do pH e_pode‘otorrer‘entre o oxigenio do grupo cg
tonico e as hidroxilas vizinhas (C3 dg.Cs) ou entre hidroxilas em
posigdo orto. |

CRAWFORD et aliir(196]) éstudaram.b efeito da metilagdo
seletiva das hidroxilas da querceting'é'da'diidrbquefcetina‘ nas
suas ptindades antioxidantes, usando'banhé‘toﬁo substrato.Conclui

ram que:

1. As po]iidroxif]avohas possuem caracteristicas estru-
. turais para agirem como antioxidantes primarios e como agentes que

lantes.

2. As hidroxilas nas posicoes 3' e 4' (orto) do anel fe-
nolico s3ao essenciais a atividade antioxidante da quercetina, uma
vez que a sua metilagdo reduziu a atividade antioxidante do produ-

to formado para 15% da étividade da- quercetina.

3. As hidroxilas nas posigoes 5 e 6 do anel de cromona
nao sao muito importantes individualmente, uma vez que a sua meti-
lacao em separado reduziu a atividade da quercetina em 10% e 20%,
respectivamente. A metilagao simultanea das duas hidroxilas redu-

ziu em mais da metade a agao antioxidante da quercetina.

4. A insaturacao entre os carbonos 2 e 3, no anel de pi-

rano, € muito importante, porque a sua hidrogenagao reduziu em 70%
a atividade de quercetina.
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PRATT & WATTS (1964), estudando a atividade antioxidante
de extratos aquosos de varios vegetais em um sistema contendo ba-
nha e caroteno, verificaram que as substancias ativas desses ex-
tratos eram principalmente a quercetina e seus derivados e que a
atividade dos compostos hidrolisados era igual'i dos glicosideos.
Ao contrario dos outros autores, a importancia da insaturacgao en-
tre os carbonos 2 e 3 nio foi confirmada, sendo, entretanto,va-dié

i
idroxilagao do anel B confirmada como importante.

LETAN (1966a), estudando a afividade antioxidante da quer
cetina em ésteré%imétflicbs de Ecidoé‘graxos, verificou que a me-
tilagao das hidroxilas nas posigaes 3 e5, 3e 7 e 5e 7 do anel A
causa consideravel redugio da gtiVidade antioxidante da querceti-
na, ao passo que a '_meti1ag§o[apénéé da hidréxi]a na posi-
gao 7 tevé‘pouca inf]uénéia. A meti]égio da hidroxila 3' ou da 4';
ou a ;ua metilagao conjunta;vou’a.metiiaéad conjunta de uma hidro-
xila do anel B e de uma hidroxila doAaneJ'A reduzem em 90% a ativi
dade antioxidante da qUerceting} A 3,7, 3', 4f'-tetrametil quer-
. cetina nao apresehtou atividade ahtibxidante enquanto a hidrogena
¢ao da ligacgao dupla entre os carbonos 2 e 3 reduziu a atividade

em 50%.

Quanto a atividade quelante da duércetina, LETAN (1966b)
confirmou as observagBe§ a respeito da étivﬁdade do oxigenio ceto-
nico com as hidroxilas vizinhas mas>n50 encontrou atividade que-
lante nas hidroxi]asv3', 4'. A hidrogenagao da ligagao dupla entre

os carbonos 2 e 3 tornou a gquercetina praticamente inativa.

HUDSON & LEWIS (1983b) e HUDSON & DZIEDZIC (1983, 1984b)
estudaram o efeito da estrutura na atividade antioxidante de va-
rios flavonoides e concluiram que os fatores importantes para essa

atividade sao:

1. 0 grupo cetonico no carbono 4;
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2. As hidroxilas no carbono 4' e 3' do anel B;

3. As hidroxilas nos carbonos 3 ou 5 do anel A.

2.2.7. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA SOJA E SEUS DERIVADOS

A soja e seus derivados podem ser usados como alimentos
ou como componentes de alimentos, por razoes nutricionais e fun-
cionais (MARKLEY, 1944; WOLF, 1971; SMITH & CIRCLE, 1972; COSTA,
1976). A sua atividade como antioxidante tem sido estudada por va-

rios autores (HAYES et alzz, 1977).

-MUSHER (1935a, b) estudou a atividade antioxidante de
graos e cereais, principalmente aveia e soja. GREEN & HILDITCH
(1937) extrairam substﬁnéias antioxidantes da soja, usando acido
acetico diluido como solvente. SYLVESTER et alziz (1942) adiciona-
ram farinha de soja a gorduras em varias proporgoes e verificaram
que a atividade antioxidante dependia do estado inicial das gordu-
.ras e da percentagem de farinha adicionada. OVERMAN (1947, 1951)
e LIPSet alzz (1949) usaram farinha de soja integral e desengordu-
rada na preparacao de macarrao e biscoito e observaram que a esta-
bilidade dos produtos frénte a oxidagao dos lipideos era melhorada
proporcionalmente a quantidade de farinha usada; NEIL & PAGE (1956)
verificaram que a adig3do de farinha de soja a carne de porco "in
natura” , cozida ou congelada, retardava a formagao de peroxidos.
BOOKWALTER et alzz (1971a, b) e ANDERSON (1976) prepararam ali-
mentos a base de farinha de ﬁi]ho e verificaram que a adigao de fa
rinha de soja integral ou desengordurada na proporgao de ate 25%
melhorava as qualidades funcionais e organolepticas dos alimentos
e a sua estabilidade frente a oxidagao dos lipideos, independente-
mente do uso ou nao de antioxidantes comerciais como o BHT e 0

BHA. SANGOR & PRATT (1974) verificaram a atividade antioxidante da
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.proteTna texturizada de soja em sopas de carne com 1egumes; BURNS
& QUAQUENBUSH (1951) e WALL & KELLEY (1951) usaram farinha de soja
como suporte para preparagGés contendo vitamina A e constataram

um aumento no periodo de estabilidade do produto.

PRATT (1971) estudou a atividade antioxidante de extratos
aqucsos de soja integral natural, e apos secagem em estufa, da fa-
rinha desengordurada e do concentrado proteico de soja. Os extra-
tos dos produtos que sofreram tratamento termico e os extratos
em agua quente apresentaram atividade antioxidante maior que a dos
extratos em agua fria e dos extratos de produtos que nao tiveram
tratamento férmico. 0 extrato da soja natural em agua fria apre-
sentou forte atividade pro-oxidante, provavelmente devido 3 extra-
¢ao conjunta da lipoxidase. Os extratos em agua fria, apos aque-
cimento ate a ebuligdo, apresentaram atividade antioxidante seme-

lThante a dos extratos em agua quente.

A atividade antioxidante da soja tem sido atribuida a va-

rias substancias.

DAHLE & NELSON (1941) prepararam extratos de soja em
agua, etanol, eter etflicé, acetona e hexano e testaram a ativida-
de antioxidante desses extratos em gordura de manteiga. Segundo es
ses autores, a atividade antioxidante dos extratos se devia a va-
rios componentes da soja, principalmente os fosfatideos, sendo 0

extrato em etanol o mais ativo.

OLCOT & MATTIL (1936) atribuiram a atividade antioxidante
dos fosfolipideos da soja exclusivamente 3 cefalina (fosfatidil
etanolamina), que agiria como sinergista de antioxidantes prima-

rios pela doagao de um hidrogenio do acido fosforico.

ERDAHL et aliZ (1973) analisaram amostras comerciais de

lTecitina de soja e encontraram a seguinte composicgdo:
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Fosfatidil colina

(lecitina) . . . . « « « « « « « . . 29%

Fosfatidil etanolamina

(cefalina) . . . . . « « « « « . . . 23,5%
Fosfatidil inositol. . . . . . . . . 15,1%
Kcido fosfatidico . . . . .. . . . . 7,0%

Outros componentes . . « . « « . . . 7,9%

0 oleo de soja bruto contém entre 1,5% e 3% de  fosfati-
deos (ANDERSON, 1974). Seédndd HONING et alii (1969), os fosfati-
deos correspondem a 60% dos 1ip7deos_extra?dqs'do farelo desengor-
durado de soja. | -

PRATT & WATTS (1964)'atribuffam a:aﬁividade antioxidante
de extratos de varios Vegetais éos tpmpdétos:fénBTicos. RHEE et
alii (1979, 1981) estudaram a atividade ahtioxidanfe.de extratos
aquosos e em}métanol de farinhds deSengqtduradas, concentrados e
. isolados proteicos de a]godEo, amgndpiﬁ e soja}_A atividade antio-
xidante desses extratos apresentou boa cbfre]agio com o teor de

compostos fendolicos dos extratos.

wALTER(1941) isolou uma igoflavoha,va geﬁisteTna, a par-
tir de farelo desengordurado de soja, confirmando o trabalho de
WALZ (1931), que havia fso]ado os glicosideos genistina e daidzi-
na a partir da farinha de soja, obtendo; por hidrolise, as isofla-
vonas 5, 7, 4' triidroxiisoflavona (genisteina), 7, 4' diidroxiiso

flavona (daidzeina) e glicose.

NAIN et alii (1973) isolaram, a partir de graos de soja e
caracterizaram uma nova isoflavona, 7, 4' diidroxi, 6-metoxiiso-
flavona (gliciteina) que aparentemente e a forma nao hidrolisada

do antioxidante encontrado por GYORGY et aliz (1964) e IKEHATA
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et alii (1968), a 7, 6, 4' triidroxiisoflavona, no tempeh, um ali-

mento preparado pela fermentagdo da soja.

NAIN et aliZ (1974) isolaram e caracterizaram as isofla-
vonas da soja, encontrando um teor de 0,25% na farinha desengordu-
rada, dos quais 99% na forma de glicosideos com a seguinte distri

buigao: genisteina 64%, daidzeina 23% e glicite?na 13%.

Genistina R1 = QOH
R2 = H
DéidzeTna R1

]
e
SN
it
X

Gliciteina R1 = H
R2 = CHy

* GL = Glicose

Segqundo ELDRIDGE & KWOLEK (1983); o teor de isoflavonas
na soja e a sua distribuigao no grao dependem.da variedade da cul-
tivar e do local de cultivo, com teores de ate 300mg/100g nos

graos das cultivares estudadas.

A maior parte das isoflavonas esta nos cotilédones, com
teores variando de 158mg/100g a 3Img/100g enquanto na casca os teo-
res sao de 10mg/100g a 20mg/iOOg. A concentragao no hipocotiledone
e mais alta, de 1495mg/100g a 1756mg/100g mas este representa, em
media, apenas 2% do grao de soja (MARKLEY, 1944; SMITH & CIRCLE,
1972).

ELDRIDGE (1982) determinou o teor de isoflavonas em va-

rias amostras de farinha, concentrados e isolados proteicos de
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soja, encontrando valores de 210mg/100g a 305mg/100g nas farinhas,
21mg/100g a 317mg/100g nos concentrados, e 103mg/100g a 145mg/

100g nos isolados.

PRATT & HAMMERSHIMIDT (1978), PRATT & BIRAC (1979) e
PRATT et aliz (1982) estudaram a atividade ant{oxidante da soja e
seus derivados e atribuiram essa atividade a compostos fenolicos,
como os acidos clorogenico, caféico e ferulico e tambem, as - iso?

flavonas.

ARAI et alii (1966) iﬂéntiffcaram-os acidos siringico, va-
nilico, cafeico, ferﬁ]ico;fp—CUmErico e p-hidroxibenzoico na fari-
nha de soja integral desengokdurada}» |

NAIN ét aliz (1976)'demoh§traram,qué éfatividade antioxi-
dante das‘isoflavonas da soja esta cOffeiaéidnadé‘com ) ‘nﬁmero
de hidfoxf]as livres. = o

HUDSON & DZIEDZIC (1983)4estudaram a atividade antioxi-
dante de a]gumés isoflavonas e.f]avbnas_ém banha de porco. As iso-
- flavonas foram consideradas antioxidantes‘frECGS.em relagao as fla
vonas; a presencga dé hidroxilas 1ivres'nbs carbonés 5 e 4' e da
carboxila no carbono 4 foram considéradas essenciais a estabiliza-

¢io do radical fendxido formado.
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3. MATERIAL E METODOS

Durante este estudo fo{ examinada a atividade antioxidan-
te de varias cultivares de soja, de diferentes locais de - cultivo
e safras. Na etapa final, tendo em vista os resultados dos testes
preliminares e a facilidade de obtengao do material, os testes fo-
ram feitos com a cultivar IAC-8 fornecida pelo Instituto Agronamf-

co de Campinas. ' o r

No Quadro 1 esta a lista das'cultivares usadas neste estu

do.
3.1, TESTES PRELIMINARES: SOLVENTES X CULTIVAR (s X c)

A atividade antfoxidante dQs gr5os de]soja foi  estudada
a parfir dé ektratos em varios so]Qentés; dbtfdos por metodologia
semelhante 3 citada por PRATT“& HAMMERSCHIMIDT (1978), conforme se
segue: para céda extrato, 50g de gréos.m67do§,em moinho de disco
" (moinho de cafe "La Cimbali") até se obter Qmé‘farinha integral
com particulas passando por peneiras de-Ty]er 20 (Granutest) foram
macerados durante 16 horas em 150m1 de solvente em um bequer de
500m1, seguindo—sé 4 horas de extrécao nolmeémo solvente da mace-
ragao, a 600C, com agitacao por capsula magnetica (aquecedor/agita
dor Termolyne, modelo ]OOO - Sybrom Corporation). A suspensao re-
sultante desse processo foi filtrada em papel de filtro (Klabin,
qualitativo, 809/m2) e o residuo lavado com mais 100ml de solven-
te, a 700C, que se juntou ao primeiro filtrado. 0 filtrado foi
guardado em refrigerador a 30C durante dois dias e novamente fil-
trado no mesmo papel, obtendo-se aproximadamente 200ml de extrato
1impido a temperatura ambiente, o qual foi concentrado para 20m]
em evaporador rotativo (rotovapor BUCHI, modelo RE), a 500C sob

vacuo de 630mmHg (bomba de vacuo PRIMAR, modelo 141). 0s extratos
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QUADRO 1. Cultivares usadas no estudo da atividade antioxidante

!

de extrato de soja.

Cultivar Origem | Safra
Parana CNPS - Londrina, PR 81/82
UFV-1 _ CNPS - Londrina, PR 81/82
I1AC-2 | CNPS - Londrina, PR 81/82
Parani CPAC - Planaltina, DF2 - 81/82
UFV-1 CPAC - Planaltina, DF 81/82
IAC-2 CPAC - Planaltina, DF 81/82
Parana IAC'.«'-‘Campinas;SP3 81/82
UFV-1 IAC - Campinas, 5p o 81/82
IAC-2 | IAC"-‘Campinas,lsP . L 81/82
Parand | IAC - Campinas, SP  82/83
1AC-2- IAC - Campinas, SP o , 82/83
IAC-8 IAC - Campinas, SP - 82/83
Parana ' | IAC - Campinas, SP 83/84

. IAC-2 . IAC - Campinas, SP 83/84
Parana IAC - Campinas, SP- 84/85
IAC-8 | IAC - Campinas, SP 84/85
IAC-8 IAC - Campinas, SP - set./85
IAC-8 IAC - Campinas, SP 85/86

1. Centro Nacional de Pesquisa da Soja - EMBRAPA. Londrina, Parani.

2. Centro de Pesquisa Agropecuaria dos Cerrados - EMBRAPA, Planal-

tina, Distrito Federal - Brasilia.

3. Instituto Agronomico de Campinas, SP.
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concentrados foram guardados em frascos escuros sob refrigeragao a

-120¢.

Com as cultivares Parana e IAC-8 do Instituto Agronomico
de Campinas, da safra de 1984/85 foram preparadas farinhas desen-
gorduradas, com eter de petroleo, em um extrator Imerex, modelo
1000 (A.H. Thomas, Cété]ogo de 1974), afé o teor de materia graxé
de 1%, oonforme determinagSo pelo metodo Bc 3-49 (AOCS, 1974). Des
sas farinhas foram preparados éxtratos pela metodologia ja citada;

usando-se 40g de farinha desehgordurada para cada extrato.

0s solventes usados na preparacao dos extratos foram eta-
nol, metanol, acetona (Merck, p.a.) e Sgua destilada. As solugdes
de etanol foram preparadas a temperatura .ambfente, volume/volume.
Os extratos em agua destilada nao fqram'concentrados. |

A Figura 1 mostra um eﬁquema db processo de preparacgao

dos extratos.

3.2, TESTES DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS SOLVEN
TE X cuLTIVAR (S x O) |

A atividade antioxidante dos extratﬁs foi testada em emul
sao aquosa de B-caroteno e acido linoleico, sistema modelo usado
por MARCO (1968) e MILLER (1971). A concentragdo- - de . B-caroteno
nas emulsoes foi determinada pela leitura da absorgéo_a 470nm em

um espectrofotometro Bausch e Lomb "Expectronic 600".

Foram considerados dois indices de atividade antioxidante
para cada extrato: Fator de Atividade Individual (FAI) e Fator de

Atividade Relativa (FAR).

FAI (Absorgao final) : (Absorgdo inicial)

FAR (FAI de cada extrato) % (FAI da emulsao sem extrato)



MATERIA-PRIMA

. (f%rinha integral ou

desengordurada)

MACERADO

EXTRATO INICIAL

A

RESTDUO +. EXTRATO FILTRADO

LAVAGEM

SOLVENTE EXTRATO LIMPIDO

EXTRATO CONCENTRADO
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SOLVENTE

metanol, acetona, eta-
nol 95%, agua desti-
lada ' '

MACERAGEO

EfoAng A QUENTE
‘ZFiFTgAﬁkd |
'-DE&ANTAng A FRIO

FILTRACAO

CONCENTRAGAO

FIGURA 1. Esquema de preparacao dos extratos solvente X cultivar
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3.2.1. PREPARAgﬂo DA EMULSAO DE TESTE

As emulsoes para os testes de atividade antioxidante dos

extratos foram preparadas com os seguintes reagentes:

B-caroteno: devido a rapida deteriorag3ao do reagente e a
dificuldade para a sua obtencdo, foram usadas amostras de "B-ca-
roteno soluvel em oleo" fornecido pela "Roche Produtos Quimicos e
Farmaceuticos - Departamento de'Nutrigio Humana,'Setor de Alimen-
tos" em latas de 20g, fechédoé'sob nitkogénio e guardadas sob re--

frigeragao a -180C.

Com esse produto, a cada 6 meses.fdram‘preparadas solu-
¢oes em cloroformio contendb']Omg/h] dé B-cafoteno (solugao esto-
que B-1). A partir dessasvsd]ugﬁes,»a4céda;§0 dias1fofam prepara-
das sq]ugGés de cloroformio contendo 0;5mg7m1 dé B-caroteno (solu-
¢ao estoque B-2). A cada seména‘ou qUanao_necessério; a partir des
sas solugoes, foram preparadas so]ugées ém'cloroférmio' contendo

0,05mg/m1 de B-caroteno'(so]ugiq.de testé'8-3); :

Acido linoleico: fdram usadas amostras preparadas na Se-
g¢ao de Lipideos do Instituto de Tecnologia de Alimentos a partir

de sementes de girassol.

Do oleo extraido com eter de petrdoleo foram separados os
acidos graxos, conforme o método CD 6-38 (AOC5; 1974), e dos aci--
dos graxos por cristalizagao fracionada a.-150C - separou-se uma
fragao contendo 85% de acido linoleico, 13% de acido oleico e 2%
de outros acidos, conforme determinagao por cromatografia gas-17-
quido, segundo o metodo Ce 1-62 (AOCS, 1974). Essa fragao foi con-
servada em frascos de vidro escuro, selados sob nitrogenio a

-180C.

A cada 3 meses foram preparadas solugoes de <cloroformio
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contendo 40mg/m1 de acido linoleico (solugdao estoque AL-1) e a ca-

da semana ou, quando necessario, foram preparadas solugoes em <clo-

roformio contendo 0,8mg/m]1 de acido linoleéico (solucao de teste
AL-2).

Emulsificante: Foi usado o agente emulsificante "Tween
40", gentilmente fornecido pela "Atlas Inddstrias Quimicas S/A"

(lote 026/1082). Solugoes contendo 50mg/ml em cloroformio foram pre

paradas mensalmente ou quando necessario (solucao de teste TW).

As solucdes estoque e de teste foram guardadas em frascos

escuros a -120C.

Emulsao de teste: As ému1§6es para o teste da atividade an
tioxidante dos extratos foram preparadas juntando-se em um baldo de
vidro de 500m1, 10m1 de solugdio de teéte -3, 10mT'de solugao de

teste- AL-2 e 20m1 de solugao deftesﬁe ™.

Apos a'evéporagéo dovéolvente.é femperatura.ambiente no
- evaporador rotativo, 200ml de agua destiiada'fOfam adicionadas no
balao, com agitacao violenta pafa“homogeneiiaf'os componentes e
aerar a emulsdo. A emulsdo 1Tmpida.f0rméda tinha uma absorgao ini-

cial de 0,650.

3,2.2. TESTE DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Em tubos de ensaio de 50m1 (25mm x 140mm) foram adiciona-
dos 30ml da emulsao de teste e 0,50m1 do extrato a ser testado. Os
tubos tampados com rolhas de cortigca foram postos em um banho de
agua com temperatura controlada (A.H. Thomas Co., modelo 9820-E-10,
catalogo de 1974) a 600C e a cada 20 minutos foram retiradas ali-
quotas de 3ml para leitura da absorgao. Em cada ensaio foram usados
seis tubos, dois contendo a emulsao pura e quatro contendo a emul-

sao mais extrato. Cada extrato foi testado pelo menos 5 vezes, sen-
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~do o resultado final a média aritmética dos resultados dos tres

testes mais coerentes.

3.3, EXTRATOS EM ETANOL: NUMERO DE EXTRAgOES X TEOR DE
AGUA NO SOLVENTE

Com a cultivar. IAC-8 fornecida pelo Instituto Agronﬁmicé
de Campinas, da safra de 1985/86 foram preparados extratos em solu-
¢oes de etanol em agua destilada (956%, 85%, 75%, 65%, V/V) conforme
segque: 759 de farinha integral (ou 60 de farinha desengordurada) fo
ram macerados em 300m] de so]vente durante 16 horas e, a sequir, ex
tra1dos no mesmo solvente da maceragao, com ag1tagao por capsula
magnetica, a 600C, durante 3 horas. qus,deCantar’durante 1 . hora,
foram retirados e filtrados j25m1 de.sobrenadante e tratados como
os extratos Enteriores,-exceto pela toncehtraggo. 0 solvente reti-
rado foi reposto, repetindo-se'a extragéo por mais tres vezes, ob-
tendo-se quatrd extratos de 125ml cada,,chamadqs_de extratos SIET X
a, b, ¢, d e SDET X a, b, c, d, éendo.SI e SD oé extratos da soja
integral e desengordurada, respectivamente, e X o teor de etanol no

solvente.

Por exemplo, 0 extrato SIET 75b g 0 segundo extrato da so-
ja integral com etanol 75%.

Dos 125m1 de cada extrato, 50m1 foram usados para analise
do extrato e teste da sua atividade antioxidante e 75ml juntados

formando 300m1 do extrato SIETX ou SDETX, que foram concentrados pa

ra 30ml, do mesmo modo que os extratos anteriores.

3.3.1. ANALISE DOS EXTRATOS EM ETANOL

Os extratos em etanol foram analisados para sua caracte-

rizagao pelos segquintes métodos:
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- Concentracao de solidos: o teor de solidos foi determi-
nado pelo residuo da evaporacao do extrato a 1000C ate peso cons

tante em estufa com ventilagao natural(FANEM, modelo 330/3).

- Concentragao de proteina - foi determinada aplicando-

-se aos extratos o método da AACC (1969).

- Concentracdao de compostos fenolicos: os compostos fenéé'
licos nos extratos_foram determinados pelo metodos de PRICE &
BUTLER (1977), sendo os resultados fornecidos em relagdo a uma cur

va determinada com o padrao de catequina (Sigma Chemical CO0.).

3.3, 2 ANALISE DA SOJA 1AC-8 DO INSTITUTO AGRONOMICO  DE
CAMPINAS, SAFRA 1985/1986 E DOS RESIDUOS DOS EXTRA
TOS EM ETANOL ‘

Os graos de soja, a fariﬁha~désehgodurada usada na prepa-
ragao dos extratos e o.resTduo‘dos éxtratos apos secagem parcial
em estufa a vacuo (Precision Scientific, modefb.lg) a temperatura
de 700C e vacuo de 630mmHg foram ana]isados para a sua caracteriza

cao pelos seguintes metodos:

Umidade: métodos Bc 2-49 (AOCS, 1974).
- Matéria-graxé: método Bc 3-49 (AOCS, 1974).

Proteina: metodo AACC (1969).

Concentracgao de compostos fenolicos: por extragao em me

tanol, segundo o metodo de PRICE & BUTLER (1977).

5.5.3., TESTE DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS EM
ETANOL: EMULSAO AQUOSA

0s extratos em etanol foram testados quanto a sua ativida
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de antioxidante do mesmd modo que os extratos anteriores, - sendo
usadas as proporgaes de 0,3ml de extrato concentrado em 30m]l de
emulsao e de 3ml de extrato nao concentrado em 27ml1 de emulsao.
No G]tfmo caso, o teste feito normalmente com a emuls3do pura para
comparacao da atividade re]ativaA(FAR) foi feifo em 27m1 de emul-

sao pura mais 3ml do solvente do extrato.

3.3.4., TESTE DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS EM
ETANOL. "SCHAAL OVEN TEST"

. 0 teste da estabf1idadé dos 31@05 e gorduras em estufa,ou
“Schaal Oven Test" (SHULER, 19805 SHERWIN, 1968), & aplicado geral-
mente para produtos que contenhém gordurds“tomo biscoitos, massas
e outros, onde e d1f1c11 a aeracgao do produto 0 teste @ ap]icadd
espec1f1camente para um determ1nado produto e 0 resultado e geral-
mente comparado com outro teste de tempo real, sendo pouco usado
para oleos e gorduras. Neste estudo daatividéde4ant10xkhnte dos‘eﬁ
"~ tratos em etanol, o teste foi uﬁado apenas éohﬁrum indicador prima

rio da atividade dos extratos.

Em ffascos escuros de 400m1, foram adiéionados 100g de
oleo de soja e 5ml de extrato concentradd,-de forma a se obter uma
concentragao na faixa dé 0,01% de compostos fendlicos no 6leo. So-
lugoes em metanol de BHT e TBHQ (Ea§tman-Kodak), catequina (Sigma
Chemical Co.), quercetina (Merk) e rutina (Fluké, AG) foram prepa-
radas e adicionadas em frascos com oleo, de modo a se obter uma con
centracgao de 0,01%. Os frascos destampados foram conservados em uma
estufa (FANEM, modelo 330/3) a 70% 20C, sendo agitados duas vezes
por dia (de manha e a tarde), para homogeneizar os componentes da

emulsao formada.

0 estado de oxidacao do oleo foi determinado pelo método
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do indice de peroxidos (AOCS, 1974, método Cd 8-53), em aliquotas
de'5m1, retiradas apos a homogeneizacao de cada frasco, em interva

los de 2 ou 3 dias.

Foram efetuados dois ensaios em duplicata para cada extra
to ou antioxidante testado. O resultado final foi obtido com a me-
dia aritmetica das trés determinacdes mais coerentes, para cada

ponto das curvas tragadas rno final do teste.

3.3.5, TESTE DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS EM ETANOL . AOM

0 metodo do oxigenio ativo (AOM) ou "Swift Stability Test
e um dos testes mais usados paravdetefminarha-estabi]idade de
oleos e gorduras, quanto 3 antioxidagﬁo,(SHULER; 1980, SHERWIN, 1968). |
'Para‘este estudo, foi montado uméﬁuﬁmmenUJ semelhante ao

indicado pelo metodo Cd 12-57 (AOCS, 1974) formado pelas seguintes partes:

Banho de temperaturé‘controlada (A.H. Thomas, ja citado).

Agitador para banho (Mixer Croyddn);f

Compressor de ar (PRIMAR, ja citado).

Caixa distribuidora de ar (conforme especificado no metodo)

Tubos de polietileno (para Iigagéo das’ partes).

Os ensaios foram feitos juntando-se em cada tubo de aera-
¢ao 10g de oleo e O,Sm]'de extrato concentradd, de modo a se obter
uma concentragao de compostos fiendlicos ﬁa faixa de 0,01%. Apos a
homogeneizagao da emulsao oleo/extrato (Lab Line Super Mixer - A.H.
Thomas, catalogo 1974, produto no 8294-F10), os tubos foram postos em
banho a 99,0f 0,10C e aerados com uma vazao de ar de 12,0f
0,5%/h.

Solugoes de BHT e TBHQ (Eastman Kodak) em metanol foram

preparadas e usadas no ensaios, de modo a se obter a concentracio

de 0,01%.



46

0 estado de oxidagao dos 0leos foi determinado pelo indi-
de 'de perdxidos (AOCS, 1974, método Cd 8-53) depois de 6, 7, 8, 9

e 10 horas de teste.

Cada determinagao foi feita com quatro repetigoes. 0 re-
resultado final foi obtido com a media aritmética das tres deter-
minagoes mais coerentes para cada ponto das curvas tracadas no fi-.

nal dos'testeé.
3.4, SEPARA;EO E IDENTIF]CAQKO DO ANTIOXIDANTE

Os extfatos da farinha de sojé e seus derivados em etanol
sao uma‘misturq complexa. A separagéq'dos seus componentes ja foi
tegtada por varios métodos, sendo é érdmatongfia em camada delga-
da (C?D), um dos mais effcientes (ELDRIDGE.et'aZii, 1963, 1967;
HONING et aliz, 1969). Dépois de testes com virios solventes foram
adotados os solventes citados por ELDRIDGE‘et alii, (1967) e por
PRATT & HEMMERSCHIMIDT (1968), ou seja: c]orbermio, metanol e
‘dgua  (65:25:4 —— solvente I) e acetato de etila, acido formi-

co e agua (10:2:3

solvente II); respectivamente.

3.4,1, ccp DO EXTRATO SDET 75

Tendo em vista os resultados dos testes de atividade an-
tioxidante dos extratos em etanol, a isolacao do antioxidante foi

feita a partir do extrato SDET 75.

Para uma visao geral do extrato e uma pré-selegao das ban
das com atividade antioxidante foi feita a sua cromatografia com

os dois solventes, em diregoes diferentes, conforme a Figura 2.

Placas de silicagel (Kieselgel 60,20 x 20cm, MERCK), de

0,25mm de espessura, ativadas a 1100C durante 20 minutos, foram
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FIGURA 2. Esquema de desenvolvimento das placas de cromatografia do

extrato SDET 75.
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desenvolvidos apos a aplicagdo da amostra, com o solvente I, por
lécm.Apas secagem em estufa com ventilacgao forgcada a 600C, durante
4 horas, as placas foram nbvamente desenvolvidas no mesmo solvente
I, por 16cm. Denois de nova secagem, de um dia para o outro ao ar
livre e mais 2 horas na estufa a 600C, as p]aéas foram desenvolvi-
das com o solvente II em direcdo perpendicular 3 do solvente . I,

correspondendo a um giro de 900 no sentido anti-horario.

Depois de nova secagem para remogao do solvente, as pla-

cas foram observadas do segu1nte modo
- Placa 1: sem nenhum revelador, sob luz natural;
- Placa 2: sob 1uz ultréVio]efa;

- Placa 3: apos ap11cagao de "spray" de H2504 a 50%, se-
' qu1da de reve]agao na estufa a-11090¢C durante 15 minu-

tos;

- Placa 4: apﬁs ap]icagao.de'“éoray" de uma solugdo de
B-caroteno ‘e acido 11n01e1co em etano] e cloroformio
(PHILIP 1974), as p]acas foram expostas a luz do dia
ate o desaparecimento da coloragao amarela do fundo. Os
pdntos que permanecerém amare]os_fofam considerados co-

mo fragoes com atividade antioxidante.

3.4.2, PRIMEIRA SEPARAGAO: SOLVENTE I

Placas de 0,4mm de espessura, preparadas com Kieselgel @G
(Merck), segundo STAHL (1965), foram usadas para a separacao das
bandas com atividade antioxidante. Foram aplicados 5ml de extrato

SDET 75, divididos em 10 placas.

As placas foram desenvolvidas no solvente I, duas vezes,

conforme explicado na segdo anterior e divididas em quatro zonas.
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A silica correspondente as zonas foi transferida para tubos
de ‘ensaio de 50ml e extraida duas vezes com cloroformio e cinco ve

zes com metanol.

Os extratos foram concentrados no "fotavapor", sob vacuo
a 600C, ate o volume de 4m1, obtendo-se, dessa forma, os extratos
SDET 75 1, 2, 3, e 4. O0s extratos foram testados quanto a sua ati-
vidade antioxidante no aparelho de "teste do oxigenio ativo" do

mesmo modo que os extratos SDET X.

3.4.3, SEGUNDA SEPARAGAO:SOLVENTE 11

.Placas de cromatografia preparadas do modo explicado na
segcao anterior foram usadas para a separagao dos componentes do
extrato mai§ ativo (SDET 75 1). Dois ml da fracao foram aplica
dos eﬁ quatro placas (0,5m] em cada placa). As placas foram desen-
vo]vidas no solvente II, por 16cm. Uma placa de 0,25mm de espessu-
ra (Merk) foi preparada e dgsenvolvida do mesmo modo e revelada
“com o "spray" de B-caroteno para detecgéo de bandas com atividade

antioxidante.

As bandas que . apresentarah atividade antioxidante,ou
seja, as bandas de Rf 0,20, 0,30 e 0,43, foram retirados da placa
preparatoria e extraidas da silica com cloroformio (2 vezes) e me-
tanol (5 vezes). Os extratos foram concentrados ate o volume de
2ml, obtendo-se, assim, os extratos SDET 75.1. a, b, c. Esses extra
tos foram testados quanto 3 atividade antioxidante no aparelho de
‘"teste do oxigenio ativo" na proporgao de 0,5m] de extrato para
5g de oleo. Testes comparativos foram efetuados paralelamente com

o oleo puro, BHT e TBHQ do mesmo modo que nas segoes anteriores.
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5.4.4, IDENTIFICAGAO DA BANDA COM MAIOR ATIVIDADE ANTIO-
XIDANTE |

A banda que demonstrou ser a‘de maior atividade antioxi-
dante nos extratos em etanol a 75% da farinha de soja desengordura-

da foi novamente jisolada-.

60g de soja desengordurada foram extraidas com etanol a
75% obtendo-se 500m1 de extrato. 0 extrato foi concentrado para

40m1.

Uma aliquota de 6ml do extrato foi dividida em doze pla-
cas de silicagel, de 0,4mm de espessura. As placas foram desenvol-
vidas no solvente I por duas vezes e a silica correspondente a zona
contendo a banda mais ativa foi extraida com cloroférmio e metanol.

0 extrato foi concentrado até o volume de 4ml.

O0s 4ml1 do extrato SDET 75.1 foram divididos em oito placas
de sT]icagé], de 0,4mm de espessura. As placas foram desenvolvidas
.ho solvente II e as porgdes de silica contendo a banda mais ativa
foram extraidas com cloroformio e metanol. Os solventes foram eva-

porados e o residuo redissolvido em 4ml de metanol.

Uma porgao de 2ml da solugdo em metanol da banda mais ati-
va foi hidrolisada em um tubo de ensaio de 25ml, com 4ml de HCI a
10%. 0 tubo, tampado, foi aquecido em banho de agua em ebuligdo por
uma hora. Depois de resfriado, o hidrolisado foi extraido com trés

porgoes de 5ml de eter de petroleo.

A fragao soluvel em eter de petrdleo foi transferida para
outro tubo de ensaio e lavada com tres porcoes de 5ml de agua des-

tilada. 0 solvente foi evaporado e o residuo redissolvido em 2m)

de metanol.

As solugoes, em metanol, da banda mais ativa e da fra-

¢ao hidrolisada sollvel em &ter de petroleo, foram aplicadas em
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~placas de "silicagel 60, MERCK" de 0,25mm de espessura. As placas

foram desenvolvidas nos seguintes solventes:

- Solvente I

So]vente 11

Cloroformio, metanol (9:1); (9:4); (1:9)

Butanol, acido acético, dgua (4:1:1)

Depois da evaporacgdo dos solventes ao ar livre, de um dia
para o outro, os cromatogramas foram revelados com "sprays" dos

seguintes reagentes:

~carbteno:‘conf6fme exp]icado_na seon 3.4.1.

- H2504 a 56%{ conforme exp]fcado na SegEo 3.4.1.

- FeC]#: solucdo de Zg/looml‘Em'etano]}*

- FgC13-K3Fe(CN)6: voiumes'iguais de solugao de cada sal
em agua destilada.*

- Na,C05: solugao a 20% em agua destilada.*

* (PRATT & MILLER, 1984; PRATT & HAMMERSHIMIDT, 1978).

Os espectros em UV das solugoes em metanol da banda mais
ativa e da fracdo hidrolisada soliivel em &ter de petroleo foram
obtidos em um espectrofotometro "Varian Techtron, Série 634" liga-

do a um registrados "Linear Instruments Corp., 261/MM",

0 espectro em NaOH foi obtido com a adigao de 4 gotas de
NaOH, 5%, a cubeta contendo a solugao; o espectro em A1C13, com
a adigao de 2 gotas de A]C]B, 2g/100m1 em metanol, a cubeta conten
do a solugao e ¢ espectro em NaGAc com a adigao de 5 gotas de solu

' ¢ao a 20% a cubeta contendo a solugdo.

A fase aquosa, concentrada para 1,5ml, foi aplicada em
uma placa de silicagel de 0,25mm de espessura. A placa foi desen-

volvida com butanol, acido acético, agua (4:1:1).



52

Depois da evaporagdo do solvente, o cromatograma foi re-
velado com o "spray" contendo volumes iguais de acido oxalico, 2%,
em agua e anilina, 2%, em etanol, seguido de aquecimento na estufa

a 1000C durante 10 minutos (PRATT e MILLER, 1984).
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4,1, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS SOLVENTE X CULTIVAR

Os Quadros 2, 3.e 4 apresentam os resultados dos testes
da atividade antioxidante, em emulsao aquosa de B-caroteno e acido
linoleico, dos extratos em etanol, mentanol e acetona, que foram

considerados como antioxidantes."

-

0 teste desenvo]?fdo por MARCO_(1969) e MILLER (1971) e
um método rapido e}dé facil aplicagéb péra a avaliacdo da ativida-
de de um antioiidanté..Embora_esSes<autoresvuSem_até 120  minutos
para comp]etér o teste, verifica-ée que, depois de 60 minutos, 0
valor da aBsorgéo da emulsao pura, que-inicialmente decresce de
forma quase linear, passa a sé manfer»praticamente estavel. Por es
ta razao, os valores de FAI e de FAR, nesfe trabalho, foram deter-
minados com os valores de ébsorééo das emulsoes de teste 60 minu-

tos depois do inicio de cada teste.

0 Tndice FAR foi usado para a selecao dos extratos com
major atividade antioxidante porque relaciona - a atividade de cada
extrato, FAI, com um parametro fixo. 0 FAI da emulsao sem extrato

apresenta variacoes muito pequenas de um teste para o outro.

Desse modo, extratos com FAR menores que 1,0 apresentam
atitivade pro-oxidante, enquanto extratos com FAR maiores que 1,0

apresentam atividade antioxidante.

Nas figuras apresentadas nos trabalhos de MARCO (1968),
MILLER (1971) e PRATT (1978), verifica-se que os indices do FAI
para a emulsao pura estao proximos de 0,15, enquanto os indices de

FAI para as emulsoes contendo antioxidantes considerados efetivos
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estao acima de 0,6. Desse modo, substancias com FAR maiores do que

4,0 podem ser consideradas como antioxidantes efetivos.

Todos os extratos experimentados neste trabalho apresen-
taram valores de FAR maiores que 4,0, no tempo dg 60 minutos, com
excecao dos extratos em agua destilada, que apresentaram FAR meno-

res que 1,5 (FIGURA 3).

PRATT (1972) comparéu a atividade antioxidante de extra-
tos de soja em agua fria e em égua'em ebu]igéo 0s extratos em
agua fria foram considerados como pro- ox1dantes e os extratos em
agua quente foram con51derados como antioxidantes. Depois de aque-
cidos ate a ebulicao, os extratos em agua fria apresentaram ativi-
dade antioxidante igqual a dog'extraqu em égué ém:ebuljgﬁo. Segun-
do o autor, a atividade oro-dxidante do éthato‘em agua fria' pode
ser atr1bu1da a extracao conJunta de - 11oox1dase,‘uma enz1ma que po

de ser inativada pelo calor umldo (SMITH & CIRCLE 1972).

De modo geral, a var1edade da cu1t1var, o local do plan-
tio e o ano da safra nao 1nf1uenc1aram a at1V1dade antioxidante

" dos extratos.

PRATT (1979) atribui a atividade antioxidante da soja aos
compostos fenolicos, principalmente 3as isoflavonas. Segundo ELDRIDGE
(1982), o teor de isoflavonas na soja e influenciado pelo tipo da

cultivar, pelo local de plantio e pelo ano da safra.

Os extratos das cultivares IAC-2 e IAC-8, em etanol e me-
tanol, apresentaram atividade antioxidante ligeiramente superior a
dos outros extratos das outras cultivares. Esses dados, no enten-
~ to, ndo podem ser considerados como conclusivos porque as diferen-
¢as entre eles n3ao foram consideradas significativas quando as me-
dias foram comparadas pelo "Teste de Tukey" ao nivel de 5% de sig-

nificancia.
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ABS. 470 m AB§ 470 m
0,60 A
o3, FAI (1) = 0,15 R N FAI (1) = 0,15
\ Eﬁé (2) = ?,16 , ) FAI (2) = 0,16
0,50 4 '\ = 1,06 4 FAR = 1,06
- tempo . o tempo
r - —» (min) — y ——>(min)
20 40 60 | - 20 40 60
Parana, CNPS, 81/82 : - 1AC-2, CPAC, 81/82
, : : ' ABS. 470 m
ABS. 470 m D
‘ | . -1
0,60- N FAL (1) = 0,14
1y - FAI (2) = 0,17
o FAR = 1,21
0,50. L
0,40-
0,304
0,20
0,10 -
20 40 60 20 40 60
IAC-2, IAC, 82/83 IAC-8, IAC, 82/83
FAI = (Absorgao Final} + (Absorgao Inicial)

(

FAI (1) = Emulsao Pura ------
FAT (2) = Emulsao + Extrato :
FAR = (FAI Da Emulsao + Extrato) + (FAI da Emulsdo Pura)

FIGURA 3 - Atividade antioxidante dos extratos em agua destilada de algumas cul-
tivares de soja no sistema modelo de g-caroteno e acido linoleico.
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A influencia do solvente na atividade dos extratos & evi-
dente, mesmo que se considere a margem de erros dos experimentos.
Os extratos em etanol foram os mais ativos, sequidos dos extratos
em acetona e metanol. A maior “Diferenca Minima Signiticativa"
(DMS) dos valores FAR para a comparagao da inf]uéncia do solvente
na atividade antioxidante dos‘extratos das cultivares testadas,

pelo "Teste de Tukey", foi de 0,4, ao nivel de 5% de significancia.

Etanol, metanol e acetoﬁa'séo solventes usados por varios
autores para a extragéo de.compoStos féﬁBlicos da soja. WALTER
(1941) e NAIN et aZii (1973, -1974) usaram etanol para extrair iso-
f]ayonas da soja. Em ambos os casos, acetona foi-usada para preci-
pitar os fosfo]ipTdeos durante odproteééo de iéo]qmento. As isofla
vonas permaneceram em solugao na acetdnaﬁ ARAI et alit (1966)’usa_
ram etanol para‘extrair écidos fen6]igbs da ‘soja. |

PRATT & HAMERSHIMIDT-(1978), PRATT.& BIRAC (1979) e RHEE
et alZi(1981) usaram metanol para extrair aﬁtiqxidanteé fenolicos
da soja. ELDRIDGE et alii’(1982, 1983) éxpérimentaram etanol e me-
-tanol, a 100%, 80% é 50%, em agua, ﬁaré extféir isoflavonas da so-
Ja. Verificaram que o melhor solvente era o metanol a 80%, em re-

fluxo, durante quatro horas.

A atividade antioxidante da soja e atribuida a varios com
ponentes, alem dos compostos fenolicos, como os fosfolipideos, os
tocoferois e alguns aminodacidos (HAYES & BOOKWALTER, 1977).A maior
atividade dos extratos em etanol pode ser consequencia da menor se
letividade desse solvente na extragao desses componentes. Os fos-
fatideos, por exemplo, s3o soluveis em etanol e insoliiveis em ace-
tona (DEUEL, 1951); os tocoferdis sdo mais soliveis em etanol que

em metanol ou acetona (FARMACOPEIA BRASILEIRA; 1977).
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§.2. GRAU DE HIDRATAGAO DO SOLVENTE X NUMERO DE EXTRAGOES

0 Quadro 5 apresenta as caracteristicas da so0ja IAC-38,
da safra 1985/86, fornecida pelo Instituto Agronomico de Campinas,
da farinha desengordurada e dos residuos dos extratos SIET X e

SDET X.

Verifica-se, nésse quadro, que os teores de proteinas e
de materia graxa nos residuos dos extratos aumenta com o grau de
hidratacao do solvente. Esses dados indicam que a extragao do oleo
e proteina foi pequena. Foram extraTdds principalmente acglcares e

outros componentes.

0 etanol ou as solugoes de etanol em adgua, a temperaturas
baixas, ndo sdo solventes eficientes para a extragao do o6leo da so
ja. A 600C; a solubilidade do oleo de soja em etanol a 95% e a 90Y%
e de 12% e 4%, respectivamente. A solubilidade do Gleo de soja em
etanol diminui com o grau de hidratagao do solvente (ARNOLD et

_alii; 1955).

Por outro lado, o etanol hidratado e um solvente eficien-
te na extracgao de agﬁcares e outros componentes que causam aromas
e sabores estranhos na preparacao de concentrados proteicos de so-
ja, a partir da farinha desengordurada (BECKEL et aliz, 1948,
BECKEL & SMITH, 1944; SMITH & CIRCLE, 1972).

NAGEL et aliZ (1938) estudaram o tratamento da farinha de
soja desengordurada com solugdes de etanol em agua, em proporgoes
variando de 100% a 10%. Os teores de aglcares extraidos aumentam
com o grau de hidratagao do solvente. Com etanol a 95%, 80% e 70%,
foram extraidos 17%, 80% e 87%, respectivamente, dos agucares to-
tais da farinha desengordurada. Os teores de nitrogenio extraidos
aumentam pouco com.o grau de hidratagao do solvente. Com etanol a

90% e a 60% foram extraidos 1,2% e 3,4% do nitrogenio total da fa-
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rinha desengordurada. 0 grau de hidratagao so tem influéncia maior
em'solugﬁes mais diluidas, acima de 50% de agua. Os teores de fos-
folipideos extraidos aumentam com o grau de hidratagao do solven-
te. Com etanol a 95%, 80% e a 70% foram extraidos 35%, 68% e 711%,
respectivamente, dos fosfolipideos totais da farinha desengordura-
da. A melhor extragdo foi conseguida com etanol a 60%. Com propor-

¢oes maiores de agua, o teor de fosfolipideos extraidos foi menor.

ARNOLD & CHOUDHRURY (1962) usaram solucoes de etanol em
agua para extrair oleo de soja, a 710C, com a concentracao de eta-
nol variando de 100% a 90%. Verificaram que o teor de proteinas
na farinha desengordurada aumenta a medida que o solvente se torna

mais hidratado.

0s teores de compostps fenolicos foram determinados con-
tra uma curva-pradrao de catequina. Segundo ELDRIDGE (1982), 0s
compostos fenolicos da soja sdo, principalmente, isoflavonas e des
- tas a maior parte‘se encontra na forma de glicosideos. 0 teor de
_compostos fendlicos nos residuos dos extratos diminui com o aumen-
to do grau de hidratagao do solvente devido 3 maior solubilidade

dos glicosideos no solvente mais hidratado.

Os Quadros 6 e 7 apresentam a caracterizacao dos extratos
SIET X e SDET X. As concentragoes de solidos (nao volateis) e de
proteinas aumentam com o grau de hidratagao do solvente mas dimi-
nuem do primeiro para o quarto extrato. Esses dados estdo de acor-
do com os experimentos de NAGEL'(1938) e de ARNOLD & CHOUDHRURY
(1962).

Os extratos da soja integral em etanol a 95% e 85% apre-
sentam concentragoes de solidos (nao volateis) ligeiramente maio-
res que os respectivos extratos da farinha de soja desengordurada,
enquanto nos extratos em etanol a 75% e a 65%, essas concentragoes

sao semelhantes para as duas materias-primas. Isto se deve, prova-
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QUADRO 6. Caracterizacao dos extratos SDETX
Teor .de Solidos Proteina (N x 6,25) Composto Fenolico
g/10m1,sem concentrar g¢/100ml,sem concentrar (Equivalente 3 Ca.
g/ml, concentrado g/10m1,concentrado tequina) (mg/ml1)"
SDET 85 a 0,059 0,042 -
b 0,040 0,028 -
c 0,029 0,024 -
d 0,030 0,020 -
Concentrado 0,035 0,025 0,10
SDET 85 a 0,112 0,077 0,160
b 0,092 0,059 0,084
o 0,082 0,045 0,050
d 0,071 0,030 0,034
Concentrado 0,088 0,050 0,75
SDET 75 a 0,220 0,168 0,334
b 0,167 0,133 0,230
c 0,121 0,098 0,130
d 0,099 0,077 0,080
Concentrado 0,148 0,084 2,18
SDET 65 a 0,279 0,196 0,264
b 0,238 0,140 0,154
c 0,148 0,110 0,080
d 0,108 0,087 0,056
Concentrado 0,185 0,126 1,38

SDETX - Soja Desengordurada em Etanol X%
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QUADRO 7. Caracterizagdo dos extratos SIETX

Teor de Solidos Proteina (N x 6,25) Composto fenolico
Extrato g/10m1 sem concentrar g/100m1 sem concentrar (Equivalente a Ca
g/ml concentrado g/10ml concentrado. tequina) mg/ml
SIET 95 a 0,082 : 0,049 : 0,030
b 0,076 0,043 0,035
c 0,068 0,035 : 0,025
d 0,063 0,025 0,020
Concentrado 0,067 0,032 0,27
SIET 85 a 0,122 0,080 0,164
b 0,096 0,063 v - 0,126
C 0,081 0,052 S 0,086
d 0,079 0,040 0,032
Concentrado 0,094 0,062 1,02
SIET 75 a 0,212 0,140 0,336
b - 0,162 0,105 0,228
c 0,122 0,084 0,116
d 0,102 0,075 0,086
Concentrado 0,150 0,091 | 1,93
SIET 65 a 0,296 0,203 0,316
b 0,177 0,133 0,150
c 0,124 0,094 0,074
d 0,105 0,080 0,054
Concentrado 0,175 , 0,132 ' 1,55

* g/mi
SIETX - Soja Integral em Etanol X%
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velmente, a extragdo de lipideos, existentes na soja integral em

’

maior quantidade, pelos solventes menos hidratados.

A concentragao de compostos fenolicos nos extratos aumen-
~ta com o grau de hidratagdao do solvente, ateé o teor de 75%, dimi-
nuindo no etanol a 65%.‘Esta observagéo contraria em parte alguns
dados do Quadro 5, onde se verifica que os teores de compostos fe-
nolicos dos fesTduos dos extratos em etanol a 65% sao os menores.
A explicagao encontrada para esta observacdo & avseguinte: todos
os extratos foram guardados na geTadéira durante alguns dias, an-
tes de ser analisaqags ou testados. Durante esse periodo de estoca-
gem, parte do material extraido se-précipitou A analise qualitati
va do prec1p1tado formado durante a estocagem dos extratos na gela
de1ra indicou a presenca de compostos fenolicos. Os compostos feno
11co§ podem formar, com as proteinas, comp]exos que se precipitam
( KUHNAU, 1976). A qUantidade de materfé] precipitado foi maior nos

extratos com os solventes mais hidratados.

Se se-considerar que nos trabalhos de WATU%(1941), ELDRIDGE
(1983) e NAIN (1974), é proporgcao de solvente para matéria-prima
usada foi sempre maior que 10:] e que os compostos fenolicos fo-
ram isolados, por esses autores, por cristalizagao, nos extratos
em etanol concentrados, essa discordancia entre os dados fica es-
clarecida. De fato, nos Quadros 5, 6 e 7, ao se somar o total de
compostos fenolicos extraidos em um determinado solvente, com 0
teor de compostos fenolicos do residuo dessa extragao, verifica-se
que uma parte dos compostos fenolicos foi "perdida" durante o pro-
cesso de extragao. Por exemplo: nos quatro extratos SDET 75 foram
extraidos 61% dos compostos fendlicos da farinha desengordurada.
No residuo foram encontrados 20% dos compostos fendolicos iniciais.
Portanto, 19% dos compostos fenolicos devem ter se precipitado du-

rante o periodo de estocagem.
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A concentragao de compostos fenolicos nos extratos dimi-
ndi do primeiro para o quarto extrato, tendo o terceiro extrato,
. geralmente, menos da metade da concentragao de compostos fenolicos

do primeiro extrato. Com quatro extragdes, 80% dos compostos fend-

licos da farinha desengordurada foram extraidos com etanol a 75%.

Ao se considerar o rendimento dessas extragodes, deve-se
lembrar que os autores citados sobre a extragao de compostos feno-
lTicos usaram proporgoes muito maiores de solvente: materia-prima e

que a extragdo e feita em refluxo, com aquecimento prolongado.

4,3, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS DE ETANOL

0s Quadros 8 e 9 apresenthm ds resultados dos testes da
at1v1dade ant1ox1dante dos extratos SIET X e SDET X em emulsao

aquosa de acido 11no]e1co e B- caroteno

Para cada grau de hidratagao do solvente, a atividade an-
tioxidante dos extratos diminui do primeiro para o»quarto extrato.

0s extratos com maior concentracao de solidos s3ao os mais ativos.

Os extratos de soja integral foram mais ativos que os ex-
tratos da farinha desengordurada, provavelmente devido a extragao
de substancias antioxidantes, como os tocoferois e fosfolipideos,

presentes na soja integral, alem dos compostos fenolicos.

A alta atividade dos extratos em etanol a 95% foge a cor-
relagao entre a atividade antioxidante e a concentragao de compos-
tos fendlicos apresentada pelos outros extratos. 0s extratos em
etanol a 95% que apresentam valores de FAR maiores que os outros
sao os que apresentam as menores concentragoes de solidos, protei-

nas e de compostos fenolicos.

Duas hipoteses foram usadas para explicar essa discordan-
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- cia. A primeira, e mais evidente, & o fato de que esses extratos

formaram emulsoes ligeiramente turvas com a emulsdo de teste. Des-
se modo, os valores de FAI dessas emulsOes eram sempre elevados em
relagao ao FAI da emulsdo pura. A segunda hipotese e a de que o etanol a

95% extraiu outras substancias antioxidantes, além dos compostos fendlicos.

A Figura 4 mostra os resultados dos testes da atividade
antioxidante dos extratos SIET X e SDET X, concentrados, na emul-
sdo de acido linol&ico e B-caroteno. Nestes casos, os extratos da
soja integral tambem fogem a cdrrelagSoventre a atividade antioxi-
dante e a concentragao de §0mpostos fén61icos. 0 extrato em etanol

a 95% e mais ativo que os extratos em etanol a 85% e a 75%.

Nos extratos concentrados da farinha de soja desengordurada,
a correlacao e parcialmente mantida. 0 éxhatoemletanola 75%, que € 0.
mais ativo, ‘tem a maior concentragdo de compostos fendliccs. O extrato

em etanol a 95% tem a menor concentracao de compostos fendlicos e & menos ativo.

4.4, TESTE DA ATIVIDADE DOS EXTRATOS EM ‘ETANOL, CONCENTRA
DOS, NO OLEO DE SOJA " ‘

Para eliminar as duvidas surgidas nos testes dos extratos
em etanol na emulsao aquosa, os extratos concentrados foram testa-

dos em um sistema diferente, o 0leo de soja.

0 maior problema encontrado para a ekchg"a'o do teste da ati-
vidade dos extratos concentrados pelo "Schall Oven Test" foi a bai
xa solubilidade dos extratos no o0leo de soja. Esse problema foi par
cialmente solucionado agitando-se os frascos contendo o o0leo e 0
antioxidante duas vezes por dia, de manha e a tarde. Mesmo assim,no fi

nal de cada periodo, o dleo e o antioxidante estavam parcialmente separados.

0 "Schaal Oven Test", embora seja pouco usado para a ava-

liagao da estabilidade de o0leos foi usado, com pequenas modifica-
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. ¢oes, por LETAN (1966a, b), PHILIP (1974), TAKAGI (1980),' RHEE
(1981) e FEDELI (1982) para a avaliacdo da atividade de substan-

cias antioxidantes.

0 Quadro 10 apresenta os resultados dos testes da ativida
de antioxidante dos extratos em etanol, concentrados, pelo método
do "Schall Oven Test". Tambem 556 apresentados os resultados dos
testes paralelos com trés sﬁbstancias fendlicas puras: catequina,

quercetina e rutina.

Ao contrario do que ocorreu nos testes com a emulsdo aquo
sa a atividade dos extratos foi bem correlacionada com a concentra
QSO de compostos fen61icos,lcom.ex;égéo.da ativfdade do extrato
SIET 65, que-apresentou baixé atividade. Os exﬁratos em etanol a
95% apresentaram atividades muitoAbaixés'e.mesmoApfo-oxidanfes, no
caso do ektﬁato da farinha desengordUrada.“dé~eXtratqs SIET 75,
SDET 75 e SDET 65, com as maiores toﬁcehtragSes de compostos feno-
licos, apresentarém atividade séme]hante a da quercefina, que e
considerada uma substénéia com boa‘atiV{dade'(LETAN, 1966; HUDSON
& LEWIS, 1983). A catequina e a rutina apfesentaram atividade bai-
xa. A catequina foi considerada porZHUbSON E LEWIS (1983) como um
antioxidante fraco em relagdo a quercetina. A.rutina, quercetina-
-3-rutinosideo, um derivado da quercetina, 3, 5, 7, 3', 4-pentha-
hidroxiflavona, tem atividade menorAque'esté devido a ausencia da

hidroxila livre no C3 do anel A.

As Figuras 5 e 6 apresentam os resultados dos testes da
atividade antioxidante dos extrgtos em etanol, concentrados, pelo
"Active Oxigen Method", que e o metodo-padrao da AOCS para se me-
dir a estabilidade de 0leos e gorduras. Nestes testes fica eviden-
te a maior atividade dos extratos em etanol a 75%, que sao oS de

maior concentracao de compostos fenolicos.

A soja & usada, industrialmente, principalmente para a pro



QUADRO 10. Indice de Peroxido:

’

"Schaal

Oven Test" dos extratos
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em etanol no oleo de soja.
] Indice de Perdxido (m.eq./1000g)
Extrato Tempo (dias)
0 3 5 7 10 13 20 22

SIET 95 0,9 14 1,6 2,0 3,2 45 8,0 41

85 0,8 1,4 1,2 1,8 3,0 3,9 5,6 35

75 0,9 1,3 1,5 2,0 3,1 3,7 4,2 26

65 1,7 1,3 1,4 1,9 -3,3 4,4 7,8 38
SDET 95 1,0 1,6 1,9 21 2,0 3,7 6,6 55
- 85 1,2 1,4 1,7 1,7 2,1 3,2 4,7 42

75 1,0 1,4 .1,3 1,3 1,6 . 3,0 3,0 24

65 0,9 40 1,5 1,5 1,80 3,1 3, 23
BHT 1,07 1,2 1,2° 1,4 2,8 3,1 3,6 17
TBHQ 151 1,2 1,2 1,2 1,5 2,2 24 4,0
QUERCETINA 1,1 1,2 1,4 1,8 3,1 3,2 6,0 25
CATEQUINA 1,2 1,6 1,8 1,8 3,2 4,6 11,0 36
RUTINA 1,3 1,4 1,6 1,7 32 4,1 10,2 43
OLEO PURC 1,0 1,6 1,6 2,1 3,5 4,0 11,6 45
SIETX = Soja Integral em Etanol X%.
SDETX & Soja Desengordurada em Etanol X%
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- dugdo de 0leo, extraido com hexano e farelo desengordurado (ERICKSON
1986). 0 farelo desengordurado e usado principalmente como ragao
animal e, numa tendencia mais moderna, processado para produzir

alimentos proteicos para consumo humano (WOLF, 1971).

0 tratamento da farinha desengordurada de soja com solu-
coes de etanol em agua me1héra as qualidades organolepticas e fun-
cionais dos concentrados e isolados protéicds (BECKEL & SMITH, 1944,
TEETER et alii, 1955; ELDRIDGE et aliz, 1963; WOLF et alii, 1963;
SMITH & CIRCLE, 1972).

Em vista das observagoes desses autores e da maior ativi
dade do extrato em etanol a 75%, da farinha desengordurada, em
oleo de soja, esse extrato foi selecionado para a separacao da fra

cao com maior atividade antioxidante.

4,5, 1SOLAMENTO DO COMPONENTE DE MAIOR ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

0s solventes usados na separagao dos componentes do extra
to SDET por cromatografia em camada delgada tem sido usados por

varios autores para isolar os componentes de extratos de soja.

0 solvente I, cloroformio:metanol:agua (65:25:4) foi usa-
do por HONING (1969) e ELDéIDGE (1967) para separar os componentes
de extratos da farinha desengordurada e do concentrado proteico de
soja. 0 solvente II foi usado por PRATT (1978) para a separacao de
substancias com atividade antioxidante no extrato de soja em meta-

nol.

As Figuras 7, 8, 9 e 10 sao reprodugoes desenhadas de pla

cas de cromatografia desenvolvidas nos dois solventes em direcgoes

perpendiculares.

Nesses desenhos sao mostradas as manchas que apresentaram
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Extrato SDET 75 - Solvente I (sentido vertical, 2 vezes)
Solvente II (sentido horizontal, 1 véz)
. pontos de aplicacao da amostra
- revelagao: Luz visivel

SOLVENTE I - cloroformio, metanol, aqua (65:25:4)

SOLVENTE II - acetato de etila, acido formico,
agua (10:2:3)

FIGURA 7- Placa de cromatografia - Extrato SDET 75. (Soja De-

sengordurada em Etanol a 75%).
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Extrato SDET 75 - Solvente I (sentido vertical, 2 vezes)

Solvente II (sentido horizontal, 1 vez)
. Pontos de aplicagao da amostra

- Revelagao: Luz Ultra Violeta
Solvente I - c]orofGrmio, metanol, agua (65:25:4)

Solvente II - acetato de etila, acido formico,
agua (10:2:3)

FIGURA 8 - Placa de cromatografia do extrato SDET 75 (Soja

Desengordurada em Etanol a 75%).
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Extrato SDET 75 - Solvente I (sentido vertial, 2 vezes)
Solvente II (sentido horizontal, 1 vez).

. ponto de aplicacao da amostra

- revelacdo: H,S0,, 50%
Solvente I - cloroformio, metanol, agua (65:25:4)

‘Solvente II - acetato de etila, acido formico, agua
(10:2:3)

FIGURA 9 - Placa de cromatografia do extrato SDET 75. (Soja De

sengordurada em Etanol a 75%).
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Zona 4
Zona 3
... 0Qo____._0
| Zona 2
—_— - SRR ;,-f - -y -
000 O
_f- ' {C Zona 1

Extrato SDET 75 - Solvente I (sentido vertica], 2 vezes)
Solvente II (sentido horizontal, I vez)

. ponto de aplicagao da amostra
f.reveladqr: "spray" de B-caroteno
‘ Sd1yénfemi: clorofdrmio, metanol, agua (65,25,4)

Solvente II: acetato de etila, acido formico, agua
(10,2,3)

FIGURA 10 - Placa de cromatografia do extrato SDET 75. (Soja De-

sengordurada em Etanol a 75%).
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separagao mais nitida. Nas placas reais, a separacao entre as man-
cha$ n3o € tio nitida quanto nos desenhos devido 3 superposicgao
parcial de alguns componentes, principalmente no desenvolvimento

com o solvente II.

0 solvente I foi escolhido como o primeiro solvente por-
que apresentou melhor separagao das manchas. As zonas 1, 2, 3 e
4 foram separédas, de certa forma, aleatoriamente, nos pontos das
placas onde ndo foi visualizada nenhuma "mancha" na revelagao dos
cromatogramas com acido su]fﬁrico% B-caroteno, ou sob luz visivel

ou ultravioleta.

Segundo ELDRIDGE (1967) e HONiNG (1969), a zona 1, que
vai da ofigem ate a regiéobde Re = Q;34Ideve conter, principalmen-
te, aminoacidos e Drotefnas, g]iCosTdéoﬁg saboninas e fosfolipi-
deos. A zona 2, ﬁue vai da regiao de Re = 0;34'at§ a regiao de
Re = 0,51, deve confér principalmente fdsfoiip?deos. A zona 3,
que vai da regido de Ry = 0,51 ate avregiéo de Re = 0,77, deve con
ter agliconas de compostos fenolicos, glicosideos de esterdides e
alguns fosfolipideos. A zona 4, que vai da regiao de R = 0,77

ate a frente do solvente contém os lipideos neutros.

0 Quadro 11 apresenta o resultado dos testes da atividade
antioxidante dos extratos SDET 75.1, 2, 3 eA4 em oleo de soja; de-
terminado pelo "Active Oxigen Method". Os extratos 2, 3 e 4 apre-
sentaram indices de peroxidos maiores que o do oleo puro. Somente
o extrato SDET 75.1 apresentou atividade antioxidante apreciavel,

comparavel 3 atividade do extrato integral e a do BHT.

A Figura 11 & uma representagao-desenhada da placa - de
cromatografia em camada delgada do extrato SDET 75.1, desenvolvida
com o solvente II. Na revelagao com acido sulfurico foram detecta-
das onze manchas, das quais apenas tres apresentaram atividade an-

tioxidante na revelagao com o "spray" de B-caroteno.
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QUADRO 11. Atividade antioxidante dos extratos SDET 75 1, 2, 3 e 4.

Amostra IP (meg/1000g amostra)
Extrato SDET 75 23
Extrato SDET 75.1 A27
Extrato SDET 75.2 53

Extrato SDET 75.3 40
Extrato SDET 75.4 48
BHT 22
TBHQ 3
leo Puro 36

Teste AOM, 10 horas

Temperatura: 9990C

Vazao do ar: 12L/hora

(1P) Indice de peroxidos: metodo Cd 8-53, AOCS, 1974.
Sistema: Oleo de soja

SDET 75 = Soja Desengordurada em Etanol a 75%.
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Revelagao: H SO (1) ‘
spray de B-Caroteno (2)

: manchas antioxidantes: a, b, ¢ '
Solvente: acetato de etila, acido formico, agua (10,2,3)

FIGURA 11 - Cromatografia do extrato SDET 75.1 £SDET 75 = Soja

Desengordurada em Etanol a -75%) no solvente II
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0 Quadro 12 apresenta os resultados dos testes da ativi-
dade antioxidante dos extratos SDET 75.1.a, b e ¢, determinados pe-

To "Active Oxigen Method" em o0leo de soja.

A mancha c¢, com Rf = 0,44 no solvente Il foi a Unica que
apresentou atividade antioxidante.no oleo de soja. Uma mancha com
valores de R¢ semelhantes, que apresenta atividade antioxidante com
o "spray" de B-caroteno, estda indicada por uma seta nas Figuras 8,
9 e 10. Sob luz ultravioleta, a mancha apresenta coloracdo cinza,

fraca, quase como uma sombra.

4.6, IDENTIFICAGAO DO EXTRATO SDET 75.1.c.

Os cromatogramas m)exﬂato _SDET.75;1.C;,em varios solven-
tes, revelados com acido Su]fﬁrico e'vistos;sob’lui ultravioleta,
apreséntam apenas um éomponente; Esse §thoneﬁte apresenta ativida
de antioxidante, quando trataao'com‘b "spray" de B-caroteno. A re-
- velagdo dos cromatogramas com "spray" de.clokéto_de ferro/ferricia

‘neto de potassio apresentou uma'mancha azul; ééracter?stica dos
compostos fenolicos. A revelagéd com cloreto de ferro apresentou

uma mancha marrom, tambem caracteristica de compostos fendlicos.

Depois de tratado com Na2C03 a 20%,.0 cromatograma apre-
sentou uma mancha marrom, fraca, sob luz visivel. Sob luz ultravio
Teta, a mancha, antes de coloracao ﬁinza,-apagada, apresentou tona
lidade marrom / verde brilhante, indicando a preSenga de um compos-

to fenolico com hidroxilas ionizaveis.

Os cromatogramas da fragao soluvel em &ter de petroleo,
do extrato hidrolisado, apresentaram apenas uma mancha, quando re-

velados com acido sulfurico.

A revelagao com cloreto de ferro/ferricianeto de potas-

sio apresentou a coloracao azul, caracteristica dos compostos feno
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QUADRO 12. Atividade antioxidante dosextmﬂos SDET 751 a, b, c.

Amostra IP (meq/1000g amostra)
Egtrato SDET 751 a {2
b : o 37
c . ,'. 29
BHT _ | o | o 22
TBHQ | ' o . 3

OLEO PURO B 38

Teste AOM, 10 horas

Temperatura: 999C

Vazao de ar: 12L/hora _

(IP) Indice de perdxido: método Cd.j'sgss,‘Aocs, 1974,
Sistema: Oleo de soja -

SDET 75: Soja Desengordurada em Etanol a_75%4
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lTicos. A revelagao com cloreto de ferro apresentou apenas uma man-
cha fraca de coloragao azul/verde, indicando a presenca de duas ou
tres hidroxilas livres, das quais uma nao se encontrava livre na

substancia n3o hidrolisada.

Vista sob luz ultravioleta, a substancia hidrolisada apre
sentou coloragao rosada fraca, que se tornou marrom/verde depois
da aplicagao do "spray" de Na,C0,.

As reagoOes com feagentes cromatogenicos permitiram as se-
guintes conclusoes: a substancia isolada era um composto fendlico,
com uma ou duas hidroxilas Tivres e mais uma hidroxila ligada a um
grupo desconhecido. 0 grupo desconhecido provavelmente seria um
agucar porque a substancia foi isolada a partir do extrato SDET

75.1, que continha glicosideos.

A fragao hidrolisada, soluvel em agua, foi aplicada em
uma placa de silicagel, junto com amostras autenticas de glicose,
frutose, ribose, arabinose, sacarose, ramnose e rafinose (SERVA
 FEINBIOCHEM.). 0 cromatograma foi desenvo]vido com butanol: acido
acetico: agua (4:1:1) e‘revelado com oxalato de anilina. A colora
¢ao marrom/verde e o Rf da subst3ncia hidrossoluvel foram identi-

cos aos da glicose.

Os compostos fenolicos da soja sao acidos fenolicos e
principalmente isoflavonas. As isoflavonas s3ao dificeis de identi-
ficar por meio de reagentes cromatogenicos, mas possuem espectros
de absorgao na luz ultravioleta que sao bem caracteristicos (HARBORNE,

1967).

0s flavonoides (MARKAN & MABRY, 1975) sao facilmente iden
tificados pelo espectro da absorgdo em luz ultravioleta. De modo
geral, apresentam duas faixas de absorgdo maxima (A maxima). A ban
da I, na faixa de 300nm a 400nm corresponde a absorcgao do anel B;

a banda II, na faixa de 240nm a 285nm corresponde 3 absorgao do



86

anel A. 0 comprimento de onde de A maxima aumenta com o nimero de

hidroxilas livres em cada anel.

Nas isoflavonas, devido a ausencia de conjugagao entre os
aneis A e B, o pico de absorcdo da banda I & atenuado, aparecendo
como um ponto de inflexao (ombro) na ¢urva de absorcdo. A absor-

¢ao maxima da banda II ocorre na faixa de 245nm e 270nm e o om-

bro" da banda II ocorre na faixa de 300nm a 400nm.

A adigao de uma'base forte, como o NaOH, a soluc3do de me-
tanol contendo uma isoflavona causa ﬁm aumento no comprimento da
onda da absorgao méximé, proporcional ao numero de hidroxilas 1li-
vres, que se ionizam. A adicao de uma-baSe fraca, como o NaOAc cau
sa a idnizagéq somente da'hidroxi]a‘livre no carbono 7 do anel A,
que & facilmente ionizavel. A'adigéb de A]Ci3 causa um aumento do
comprimento da oﬁda de absorgSo maxima devido E'formagéo de um com
plexo entre o A]C]ég uma hidroxi1a.]iQFe ho carbono 5 e o grupo ce

tonico no carbono 3.

A Figura 12 apresenta os espectros em‘1uz ultravioleta do
extrato SDET 75.1.c em metanol, metanol mais NaOH e metanol mais
A1C13. Esses espectros sao bem semelhantes aos mostrados por GEISSMAN
(1962) e HARBORNE (1967) para a a 5, 7, 4'-tri-hidroxi-isoflavona
(GENISTEINA). 0 espectro da fracido hidrolisada soluvel em éfer de

petroleo se sobrepde ao espectro da substiancia n3o hidrolisada.

0 Quadro 13 apresenta os comprimentos de onda para A maxi
ma e para o "ombro" do extrato SDET 75.1.c. antes e depois da hidro
lise, em metanol, metanol mais NaOH, metanol mais NaOAc e metanol
mais Al1Cl3. Os comprimentos de onda de A maxima e do ombro sao
identicos para a substancia, antes e depois da hidrolise, em meta-
nol puro. A adigao de NaOAc causa um aumento de A maxima de subs-
tancia hidrolisada mas nd3o altera A mixima para a substancia antes

da hidrolise, indicando que a hidroxila do carbono 7 esta ligada
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FIGURA 12. Espectro em UV do extrato antioxidante SDET 751C (Soja

Desengordurada em Etanol a 75%) em metanol.
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a um grupo qualquer, na substancia antes da hidrolise. Esse grupo

ja foi identificado como sendo uma molécula de glicose.

A adigdo de A]C]3 provoca mudangas semelhantes nos valo-
res de X maxima da substancia antes e depois da hidrdlise, indican
do a presenca da hidroxila livre no carbono 5 do grupo cetonico do

carbono 3 nos dois casos.

A cromatografia em placas de silicagel, da substancia an-
tes e depois da hidrolise, desenvolvida com cloroformio: metanol
(9:1) apresentou valores de Reg = 0,50 e Ro = 0,05 para a substan-
cia hidrolisada e sem hidrolise, respectivamente. Esses valores
sao muito proximos aos citados por GEISSMAN (1962) para a GENISTINA
(genisteina-7-0-glicosideo) e a GENISTEINA.

PRATT e BIRAC (1979} atribuiram a atividade antioxidante
da soja aos acidos fendlicos e as isoflavona. Segundo ELDRIDGE e
KWOLECK (1983), as isoflavonas sao os compostos fenolicos que apa-
recem na soja em maior quantidade, e destas, a maior proporgao,

60% das isoflavonas, € do glicosideo da genistina.

Os dados da cromatografia em camada delgada, do espectro
em ultravioleta e da literatura estudados para este trabalho per-
mitem concluir que a substancia isolada no extrato SDET 75.1.c e

um glicosideo de 5, 7, 4'-tri-hidroxi-isoflavona, a GENISTEINA.
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5. CONCLUSOES

1. 0 local do plantio, a variedade da cultivar e o ano da.
safra nao influenciaram a atividade antioxidante dos extratos no

teste com o sistema modelo de acido linoleico e B-caroteno.

2. Dos solventes testados para a extragao das substancias
com atividade antioxidante da soja, o melhorfoi o etanol, seguido
da acetona e do metanol, no teste com o sistema modelo de acido

linoleico e B-caroteno.

3. Na extracao com etanol hidratado, os extratos da soja
integral foram mais ativos que os extratos da soja desengordurada,

no teste com o sistema modelo de acido linoleico e B-caroteno.

4. Na extracdo com etanol hidratado, a solugao A 75% foi
o melhor solvente para as substancias antioxidantes no teste com

oleo de soja pelo "Schaal Oven Test" e no teste do AOM.

5. Os extratos em etanol a 75% possuem atividade antio-

xidante proxima a do BHT em oleo de soja no teste do AOM.

-

‘6. A substancia mais ativa do extrato em etanol a 75% e
a GENISTINA, 7-0-glicosideo da GENISTEINA (5,7,4'-trihidroxi-isofla

vona).
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