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RESUMO

Alimentos funcionais possuem compostos bioativos, que S&0 componentes
extranutricionais. Dentre esses compostos, estao os flavonéides, uma ampla classe
de substancias de origem natural. As isoflavonas, uma subclasse desses
compostos, vém sendo estudada nos ultimos anos. Estudos em cultura de células,
modelos animais e alguns ensaios clinicos mostram que essas substancias estédo
associadas a inumeros beneficios na saude. Esses fitoestrégenos sdo encontrados
em maior quantidade na soja, entretanto, em 2011, o Instituto Agronémico de
Campinas lancou uma variedade de feijao, IAC Formoso, que apresenta 10% da
guantidade de isoflavonas presente na soja. Em estudos, foi constatado a presenca
de 8,92 mg/grama de isoflavonas. A variedade ainda apresenta um teor de proteinas
maior que outras variedades de feijao, possuindo de 23 a 24% de proteinas e 20% a
mais que variedades que apresentam 20% de proteinas. O objetivo deste trabalho
foi avaliar o teor de isoflavonas e proteinas presente no feijdao IAC Formoso,
comparar com o feijdo da variedade Carioca e com os dados apresentados na
literatura. Para a determinacdo de isoflavonas foi utilizado o método por
espectrofotometria na regido do ultravioleta, e a analise de proteinas foi realizada
pelo método de Kjeldahl. Os resultados obtidos revelaram que a variedade IAC
Formoso apresentou 0,5540 mg/g de isoflavonas, sendo esta quantidade inferior aos
dados da literatura e maior do que a contida na variedade Carioca, que nao foi
detectada a presenca de isoflavonas. O baixo teor de isoflavonas obtido sugere que
sejam utilizados outros métodos de determinacédo de isoflavonas para comparacao,
visando a obtencdo de um método mais eficiente na quantificacdo desses
fitoestrogenos. Os resultados apresentaram um teor de proteinas no feijao IAC
Formoso de 23,71%, sendo maior do que a quantidade no feijao Carioca que
apresentou 22,85% e também, dentro dos valores citados pela literatura. A partir dos
resultados concluiu-se que o feijao IAC Formoso pode ser utilizado na alimentagéo
em substituicdo ao feijdo Carioca, variedade comumente consumida, pois além de
apresentar isoflavonas, substancias benéficas ao organismo, possui maior
guantidade de proteinas, que sdo essenciais na dieta humana.

Palavras-chave: Isoflavonas, Proteinas, Feijdo IAC Formoso.



ABSTRACT

Functional foods have bioactive compounds, which are components extra nutritional.
Among these compounds are flavonoids, a broad class of substances of natural
origin. Isoflavones, a subclass of these compounds have been studied in recent
years. Studies in cell culture, animal models and some clinical trials have shown that
these substances are associated with numerous health benefits. These
phytoestrogens are found in greater amounts in soybeans, however, in 2011, the
Instituto Agronémico de Campinas has launched a variety of beans, IAC Formoso,
which has 10% of the amount of isoflavones present in soy. In studies, it was found
the presence of 8.92 mg / g isoflavones. The array also has higher protein content
than other varieties of beans having 23-24% protein and 20% more than varieties
which have 20% of proteins. The aim of this study was to evaluate the content of
isoflavones and proteins present in beans IAC Formoso, compare with the bean
variety Carioca and the data presented in the literature. For the determination of
isoflavones method was used by spectrophotometry in the ultraviolet region, and
analysis of proteins was performed by the Kjeldahl method. The results showed that
the IAC Formoso presented 0.5540 mg / g of isoflavones, and this amount was lower
than the literature and greater than that contained in the range Carioca, which was
not detected the presence of isoflavones. The low isoflavone content obtained
suggests that other methods of determination of isoflavones are used for
comparison, in order to obtain a more efficient method for the quantification of these
phytoestrogens. The results showed a bean protein content of 23.71% in IAC
Formoso beans, which is higher than the amount in Carioca which had 22.85% and
also, within the range cited in the literature. From the results it was concluded that
the IAC Formoso beans can be used to food to replace the Carioca, commonly
consumed variety, as well as presenting isoflavones, substances beneficial to the
body, a higher amount of proteins, which are essential in the human diet

Keywords: Isoflavones, Protein, Beans IAC Formoso.
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1. INTRODUCAO

O conceito de nutricdo tem evoluido (VIZZOTTO et al.,, 2010). Uma alimentacéo
saudavel previne o surgimento de doencas cronicas e melhora a qualidade de vida.
Alimentos como frutas, verduras, legumes e cereais integrais possuem vitaminas,
fibras e outros compostos que auxiliam as defesas naturais do corpo e devem ser
consumidos com frequéncia (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

Partindo do principio de que os alimentos ndo possuem apenas fungao nutricional,
mas também de fornecer outros beneficios ao organismo, tem-se o conceito de
alimentos funcionais (VIZZOTTO et al., 2010). Estes alimentos sdo aqueles que
possuem componentes que conferem beneficios para a saude seja através da
prevencao ou do combate as doencas (FERNANDES, 2012).

De acordo com Barreto (2011), compostos bioativos sao constituintes
extranutricionais e ocorrem tipicamente em pequenas quantidades nos alimentos.
Dentre estes compostos, estado os flavondides, que compdem uma ampla classe de
substancias de origem natural, cuja sintese ndo ocorre na espécie humana. Porém,
tais compostos possuem uma série de propriedades farmacologicas que os fazem
atuarem sobre os sistemas biologicos (MORAES; COLLA, 2006).

Uma subclasse dos flavonéides sao as isoflavonas, que sdo compostos quimicos
fendlicos, pertencentes a classe dos fitoestrégenos e estdo amplamente distribuidos
no reino vegetal. As concentracbes destes compostos sdo relativamente maiores
nas leguminosas e, especialmente, na soja (ESTEVES; MONTEIRO, 2001).

Estudos em cultura de células, modelos animais e alguns ensaios clinicos em
humanos tém mostrado que estas substancias naturais oferecem importantes
beneficios para a salde humana, como a diminuicdo do risco a doencas
cardiovasculares, prevencédo/tratamento da osteoporose e alivio dos sintomas da
menopausa. Também tem sido visto que as mesmas exercem atividade antioxidante

e anticancerigena (BLASI et al., 2012).
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Em artigos internacionais, pesquisadores afirmam que a quantidade de isoflavonas
no feijdo é inexpressiva. Entretanto, estudos realizados pelo Instituto Agronémico de
Campinas revelaram que a variedade de feijdo IAC Formoso tem 10% da quantidade
de isoflavona encontrada na soja, alimento considerado principal fonte de isoflavona.
Esse teor € significativo considerando que o consumidor brasileiro come
regularmente feijdo e ndo soja. A variedade IAC Formoso também apresenta 20% a
mais de proteina que outras variedades de feijao. (DOMICIANO, 2012;
TOMAZELLA, 2012)

Considerando os beneficios das isoflavonas e a importancia das proteinas aliado ao
fato de que o feijao é um alimento regularmente presente na dieta da populacdo
brasileira, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o teor de isoflavonas e
proteinas na variedade de feijao IAC Formoso e comparar com o0s dados

apresentados pelos estudos realizados neste feijao.
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2. ALIMENTOS FUNCIONAIS E COMPOSTOS BIOATIVOS

A dieta habitual fornece, além dos macro e micro-nutrientes essenciais, alguns
compostos quimicos que desempenham uma potente atividade biolégica, ja
comprovada por varios pesquisadores. Esses compostos sdo chamados de
compostos bioativos ou, algumas vezes, de fitoquimicos e podem exercer diversos
papéis beneficiando a saude humana (HORST, LAJOLO, 2013).

O estudo desses compostos bioativos de alimentos inspirou o conceito de alimentos
funcionais (BARRETO, 2011).

Um alimento pode ser considerado funcional se for demonstrado que o mesmo pode
afetar beneficamente uma ou mais func¢des alvo no corpo, além de possuir 0s
adequados efeitos nutricionais, de modo que seja tanto relevante para o bem-estar e

a saude quanto para a reducéao do risco de uma doenca (MORAES; COLLA, 2006).

Segundo Barreto (2011) alimentos funcionais sdo todos os alimentos ou bebidas
gue, consumidos na alimentacdo diaria, podem trazer beneficios fisiologicos

especificos, gracas a presenca de ingredientes fisiologicamente saudaveis.

Os compostos bioativos estdo presentes nos alimentos, em quantidades pequenas e
0 interesse neles cresce a cada ano. Estudos epidemiolégicos, que abordam
principalmente uma dieta rica em alimentos de origem vegetal, apresentam
resultados interessantes, sugerindo que esses alimentos sédo capazes de influenciar
na reducdo do risco do desenvolvimento de doencas crbnicas como
cardiovasculares, canceres, distarbios metabdlicos, doengcas neurodegenerativas e
enfermidades inflamatérias (HORST; LAJOLO, 2013).
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2.1 FLAVONOIDES

Os flavondides sdo compostos naturais que compdem uma importante familia de
metabdlitos secundarios abundantes no Reino Vegetal (NASCIMENTO; FREITAS,
2011).

De acordo com a rota de sintese e caracteristica quimica da molécula, mais de 6000
flavonoides foram descritos e subdivididos em seis grandes classes com
caracteristicas especificas: antocianinas, catequinas, flavonais, flavonas, flavononas
e isoflavonas (NASCIMENTO; FREITAS, 2011; KONZEN, 2011).

A sintese dessas substancias ndo ocorre na espécie humana. Seu consumo dentro
de uma dieta regular € encontrado em legumes, verduras, frutas, cha de ervas, mel,

entre outros alimentos de consumo cotidiano (LOPES et al. 2000).

O interesse econdmico dos flavondides é decorrente de uma série de propriedades
farmacoldgicas que atuam sobre sistemas biologicos. Consequentemente, muitas
dessas propriedades trazem beneficios a saude humana (LOPES et al., 2000;
MACHADO et al., 2008).

Dentre as classes de flavondides, podemos destacar as isoflavonas. Suas
propriedades biologicas podem influenciar muitos processos bioquimicos e
fisiologicos. Essas sustancias naturais tém mostrado potenciais beneficios para a
saude humana com evidéncias em estudos experimentais e epidemiologicos
(ESTEVES; MONTEIRO, 2001).
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3. ISOFLAVONAS

As isoflavonas, chamadas também de isoflavondides, s&o compostos néo
esteroides. Pertencem a familia dos polifendis, que por sua vez, possuem atividade
antioxidante. Estdo presentes numa grande variedade de vegetais, como 0s cereais,
0os legumes e os frutos, mas apenas nas leguminosas se apresentam em
concentragcbes relativamente altas, especialmente na soja (ARQUILINO, 2011;
BLASI et al., 2012; QUEIROZ et al., 2006).

Normalmente referenciadas como fitoestrogenos, as isoflavonas possuem estrutura
similar ao 17-B-estradiol, com capacidade de atuar sobre o0s receptores estrogénicos
e simulando algumas das propriedades dos hormdnios femininos (AGUIAR, 2002;
DIAS, 2011; SILVA et al., 2009).

Segundo Varaschini et al. (2011) as estruturas quimicas do 17-B-estradiol e do equol
(um metabdlito das isoflavonas) podem ser sobrepostas, sendo possivel observar
gue a distancia entre os grupos hidroxila nas extremidades das moléculas é

virtualmente semelhante, conforme ilustrado na figura 1.

= o OH
ESTRCGENIO /L
Estradiol /[ /L i OH
™ ~" ’
\ | S
g ; ST
HO o / Equol
HO™ o o- ISOFLAVONA

Figura 1 — Semelhanca entre as estruturas quimicas do estradiol e do equol (In:
RODRIGUES et al., 2013)
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Essa similaridade estrutural confere a habilidade desses compostos em se ligar aos
receptores de estrogénio em varias células humanas, exercendo tanto acéo
estrogénica, quando em situacfes em que a producdo do hormbnio € drasticamente
diminuida quanto acao antiestrogénica em circunstancias em que as concentracoes
circulantes estdo normais (SILVA et al., 2009; VARASCHINI et al., 2011).

3.1 PRINCIPAIS ISOFLAVONAS

As principais isoflavonas existentes na soja estdo na forma aglicona. Elas
apresentam-se em quatro formas quimicas somando no total 12 isbmeros: as
agliconas daidzeina, genisteina, e gliciteina; os B-glicosideos daidzina, genistina e
glicitina; e os derivados glicosilados acetilados 67-O-acetildaidzina, 6”-O-
acetilgenistina, 6”-O-acetilglicitina; e glicosilados malonilados 6”-O-malonildaidzina,
6”-O-malonilgenistina e 6”-O- malonilglicitina (ALEZANDRO, 2009; BEDANI; ROSSI,
2005).

As figuras 2 e 3 apresentam as estruturas quimicas das isoflavonas nas formas

aglicona e glicosilada, respectivamente.

Gliciteina

Figura 2 — Estruturas quimicas das isoflavonas na forma aglicona (In:
QUEIROZ et al., 2006)
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B-glicosideos acetilglicosideos malonilglicosideos
CH,OH ; .
33 CH20 C(‘J'CH3 CHQOCOCHZCOOH
Q Q
¢!
OHA N\ SN SN
HO OH OH
H  pos7 HO\ _/H pos7 HON /H pos7
O OH OH

Figura 3 — Estruturas quimicas das isoflavonas na forma glicosilada (In:
CALLOU, 2009)

O teor das isoflavonas na soja varia em funcdo de diferencas genéticas entre as
cultivares, além de sofrer influéncia da temperatura ambiente durante o
desenvolvimento dos gréos, assim como do periodo de estocagem, localizacéo e
eépoca de plantio. O processamento também é outro fator que interfere na
concentracdo e no perfil das isoflavonas nos produtos derivados de soja e nos

alimentos que os contém como ingredientes (ALEZANDRO, 2009).

3.2 ABSORCAO, METABOLISMO E BIODISPONIBILIDADE

Nos alimentos, as isoflavonas presentes estdo ligadas a agucares, como [3-
glicosideos. Nestas formas, ndo sédo absorvidas pelo organismo humano, devido ao
alto peso molecular e por serem bastante hidrofilicas. Somente as isoflavonas livres
(agliconas) ou seus produtos metabdlicos sdo capazes de atravessar a membrana
plasmatica do epitélio do intestino, ocorrendo passivamente via micelas, e apos a
absorcdo, estas moléculas séo incorporadas nos quilomicrons (lipoproteinas
plasmaticas), que as transportam ao sistema linfatico antes de entrar no sistema
circulatério (CALLOU, 2009; SILVA et al., 2009).

Segundo Silva et al. (2009) a retomada das isoflavonas circulantes do sangue ocorre
de forma passiva e todas as células que contém receptores para estrogenos podem

ser influenciadas por essas moléculas, e quando estas moléculas sao secretadas na
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bile pelo figado, parte € reabsorvida pela circulagdo entero-hepatica e parte €
excretada pelas fezes, e a maior parte, 10 a 30% da ingestao dietética, através da

urina.

A capacidade potencial das isoflavonas em prevenir o cancer e outras doencas
cronicas depende de sua biodisponibilidade. A presenca de diferentes populactes
de microflora no intestino humano pode influenciar essa biodisponibilidade e causar
variagdo na excrecdo de metabdlitos (BEDANI; ROSSI, 2005).

3.3 BENEFICIOS NA SAUDE HUMANA

3.3.1 Alteracbes vasomotoras

Apés a menopausa, um dos sintomas mais comuns sao os fogachos (ondas de
calor), cuja causa se deve provavelmente as alteracbes hipotaldamicas a2,
provocadas pela queda de estrogénio. Em um estudo, demonstrou-se que o uso de
isoflavonas no periodo climatérico diminuiu em 40 a 50% as queixas de fogachos,
cujo consumo foi de 50 a 80 mg/dia, no periodo de um ano (VARASCHINI et al.,
2011).

3.3.2 Doencas cardiovasculares

Os meios pelos quais as isoflavonas de soja sdo capazes de promover acgao
protetora contra doencas cardiovasculares ndo estdo bem estabelecidos, mas
muitos mecanismos tém sido propostos, como: reduc¢do nos niveis de colesterol
total, devido ao aumento na atividade de receptores da LDL; atividade antioxidante;
atividade anti-proliferativa e anti-migratéria sobre as células musculares lisas;
prevencao da formacgédo de trombos; manutencdo da reatividade vascular normal,
melhora na funcéo endotelial (SIMAO et al., 2008).
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3.3.3 Osteoporose

7

A osteoporose é uma doenca cronica que ocorre quando a taxa de degradacao
O0ssea dos osteoclastos excede a sua formacédo, e estudos epidemiolégicos tém
mostrado que a incidéncia de osteoporose pds-menopausa € menor na Asia que no
ocidente, e uma das possiveis causas seria 0 alto consumo de produtos de soja,
ricos em isoflavonas, pelas mulheres asiaticas (SILVA et al., 2009).

3.3.4 Diabetes mellitus

O diabetes mellitus € uma doenca caracterizada por altos niveis de glicose. Essa
hiperglicemia é o resultado de defeitos na agdo da insulina, na secrecéo de insulina
ou em ambos. Nas células, os receptores para insulina sdo enzimas estimuladas por
ela propria, com atividade de proteina tirosina quinase. Devido ao seu efeito inibidor
da proteina tirosina quinase, a genisteina vem sendo estudada como um composto
regulador da secrecéo de insulina (ESTEVES; MONTEIRO, 2001; SBD, 2006).

3.3.5 Cancer

3.3.5.1 Cancer de mama

Estudos epidemioldgicos mostraram que populacées que consomem alimentos ricos
em isoflavonas tém menor incidéncia de cancer (ANJO, 2004). H& vérios estudos
mostrando que a genisteina inibe o crescimento tanto de células cancerosas
horménio-dependentes quanto as horménio-independentes. Uma das pesquisas
mais importantes no tratamento do cancer de mama envolve inibidores de
angiogénese. Estudos mostraram que a genisteina € capaz de bloquear esse
processo (ANJO, 2004; BEDANI; ROSSI,2005).
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3.3.5.2 Céancer de prostata

O céancer de proéstata constitui o cancer horménio-dependente mais comum no
homem e a incidéncia vem aumentado rapidamente em muitos paises. Acredita-se
gue a alta ingestéo de isoflavonas por homens asiaticos favoreca a baixa incidéncia
de céncer de préstata. O mecanismo provavel pelo qual as isoflavonas podem
reduzir o cancer de préstata envolve seus efeitos sobre os horménios sexuais
sanguineos, uma vez que os mesmos desempenham importante papel nesse tipo de
cancer (BEDANI; ROSSI, 2005).
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4. FEIJAO

Caracterizado através das artes como o alimento do povo, o feijao faz parte da
alimentacdo humana ha muitos e muitos séculos (SA, 2008). Era cultuado no Egito e
na Grécia como simbolo da vida. Muitos historiadores atribuem a expansdo mundial
do feijdo como consequéncia das guerras, ja que fazia parte da dieta dos guerreiros
(AFONSO, 2010).

O feijoeiro pertence a classe Dicotiledoneae, familia Leguminosae, subfamilia
Papilionoidae e género Phaseolus. Cerca de 55 espécies de Phaseolus sédo
descritas, mas apenas cinco sao cultivadas. A espécie P. vulgaris, popularmente
conhecida como feijdo comum, & a mais difundida e consumida em diversos paises
(AFONSO, 2010; KONZEN, 2011).

O feijao representa um dos grdos de maior importancia para o consumo humano em
escala global (KONZEN, 2011). No Brasil, 0 consumo de feijao per capita tem se
mantido por volta de 16,5 kg nos ultimos 10 anos (ROSOLEM, 2012).

E um dos alimentos mais tradicionais na mesa do brasileiro e, é uma das principais
fontes de proteina para a populacdo (WOEHL, 2012). A preferéncia do consumidor é
regionalizada e diferenciada principalmente quanto & cor e ao tipo de grdo (SA,
2008).

4.1 COMPOSICAO QUIMICA

A composicao quimica do feijao € um fator importante na qualidade do produto final.
Nas sementes do feijdo a composi¢do quimica é bastante variavel, podendo variar
de acordo com a variedade, origem, localizacdo, clima, condices ambientais, tipo

de solo, armazenamento, processamento e modificacbes genéticas (SA, 2008).

A tabela 1 apresenta a composicdo quimica média do feijao.



Matéria Teor (%)
Carboidratos 56 - 77
Proteinas 18 - 26
Gorduras 0,7-19
Umidade 7,7-22
Fibras 4,5-9,2
Cinzas 3,3-4,3

Tabela 1 — Composigcao quimica média do feijdo (In: AFONSO, 2010)
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De acordo com Afonso (2010) e Sa (2008) também sédo encontrados: vitaminas,

como a vitamina K em quantidade mais expressiva; minerais como o ferro, fosforo,

magnésio e manganés e compostos fenodlicos representados por flavondides,

antocianinas, proantocianidinas e isoflavonas,

fendlicos.

4.2 PROTEINAS DO FEIJAO

como também alguns &cidos

Um dos elementos que fazem parte da composicdo dos aminoacidos é o nitrogénio,

gue desempenha um efeito direto no teor de proteinas dos graos. Em plantas que

recebem maiores niveis de adubacéo nitrogenada, pode ser observado maior teor

de proteinas (JUNIOR et al.,, 2005). Nas proteinas dos feijbes o aminoacido

encontrado em maior quantidade € a lisina e, em concentracdes limitadas, os

aminoécidos sulfurados metionina e cisteina (BONETT et al., 2007).

De acordo com Huber (2012) estudos envolvendo fracionamento das proteinas de

Phaseolus vulgaris, foi demonstrado que ha uma mistura de quatro fracdes de

proteinas: globulinas, albuminas, glutelinas e prolaminas.
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As proteinas mais encontradas em feijées sdo as globulinas e as albuminas. Das
globulinas, destacam-se as faseolinas, que perfazem de 40 a 50% do total de
proteinas. O teor de prolaminas e glutelinas é de 1,7% e 22,4%, respectivamente, do
total de proteinas desses graos (HUBER, 2012).

Embora a quantidade de proteinas em feijdes seja alta, elas apresentam
digestibilidade reduzida em condi¢cfes in natura, devido a presenca de fatores
antinutricionais, tais como os inibidores de a-amilase e de tripsina. Para reduzir esse
problema, é necessaria a realizacdo da coccdo desses graos; que promove aumento
da digestibilidade proteica de 20,8% para 69,33 a 82,59% (BONETT et al., 2007;
HUBER, 2012).

4.3 FEIJAO IAC FORMOSO

Em artigos internacionais, pesquisadores alegam que o feijdo € um alimento com
teores inexpressivos de isoflavonas, em comparacdo com a soja (DOMICIANO,
2012). Entretanto, o feijao da variedade IAC Formoso prova o oposto (WOEHL,
2012).

A variedade IAC Formoso levou sete anos de pesquisa e foi lancada em 2011
(AUGUSTO, 2012). Estudos realizados pelo Instituto Agronémico (IAC) de Campinas
juntamente com a Universidade de Sao Paulo (USP) mostraram que esse feijao tem
10% da quantidade de isoflavonas encontrada na soja. Considerando que a
populacdo brasileira consome regularmente feijdo e ndo soja, esse teor de

isoflavona torna-se expressivo (TOMAZELA, 2012).

Nos estudos, constatou-se que a quantidade de isoflavona varia de acordo com a
variedade do feijdo. No feijdo da variedade Pérola, que é padrdo no mercado, foi de
0,8 mg/grama ao passo que no IAC Formoso foi de 8,92 mg/grama (TOMAZELA,
2012).

O feijdo IAC Formoso possui de 23 a 24% de proteinas, enquanto outros materiais

tém 20%. A descoberta € o primeiro passo para resultar em maior valor agregado ao
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feijdo, além de servir de base para outros estudos de enriquecimento de alimentos
(DOMICIANO, 2012; SRB, 2013).

A figura 4 apresenta o feijao IAC Formoso.

Figura 4 — Feijdo IAC Formoso (In: WOEHL, 2012)
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5. METODOS ANALITICOS PARA DETERMINACAO DE
ISOFLAVONAS

Os métodos analiticos para a determinacéo de isoflavonas na literatura referem-se,
principalmente, a determinacdo dessas substancias em matrizes biologicas, graos

de soja, produtos alimenticios e em produtos farmacéuticos (CESAR et al., 2007).

E possivel determinar esses fitoestrégenos por espectrofotometria na regido do
ultravioleta; e também, apds o processo de extracdo, por cromatografia em camada
delgada (CCD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

5.1 ESPECTROFOTOMETRIA NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA

O método espectrofotométrico utiliza uma solu¢cdo metandlica de cloreto de aluminio
a 2%, onde o cation aluminio forma complexos estaveis com as hidroxilas livres dos
flavondides, ocorrendo na andlise espectrofotométrica um desvio para maiores
comprimentos de onda e uma intensificacdo da absor¢cdo. Dessa maneira, € possivel
determinar a quantidade de flavondides, evitando-se a interferéncia de outras
substancias fenodlicas (MARQUES et al., 2012; MARCUCCI et al., 2013).

A figura 5 apresenta a formacao do complexo flavonoide—aluminio.

\\. ‘__\"'
AlZ+

Figura 5 — Formacao do complexo flavonoide—aluminio (In: MARCUCCI et al.,
2013)
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Nissola et al. (2010) avaliaram em seu trabalho a variabilidade dos teores de
isoflavonas genisteina + genistina em extratos secos de soja utilizando como padréo
de referéncia a genisteina. Foram registrados espectros na faixa de 200 a 500 nm,
sendo a determinacdo de genisteina + genistina realizada apés 20 minutos do
preparo das solug¢des, no comprimento de onda de 382 nm, indicativo da formagéao

do complexo das isoflavonas com o AICls.

5.2 EXTRACAO DE ISOFLAVONAS

Os métodos mais comuns utilizados para extracdo de isoflavonas em gréos de soja
e produtos derivados de soja incluem extragcbes em meio aquoso com solventes
organicos, incluindo metanol, etanol ou acetonitrila, ou ainda utilizando misturas
simples de solventes diretamente no solido (RIBANI, 2008). Geralmente para
extracdo de isoflavondides o solvente extrator é acidificado para hidrélise e obtencéo
da aglicona (YANO, 2006).

Também séo utilizadas técnicas como soxhlet ou ainda extragdo com banho ultra-

sbnico por algumas horas (RIBANI, 2008).

5.2.1 Cromatografia em camada delgada

Na cromatografia em camada delgada, o processo de separacdo ocorre em
superficie plana. A amostra € aplicada na placa a cerca de 1 cm da base da placa e
€ colocada em contato com a fase movel que estd contida em uma cuba
cromatografica. A cromatografia se desenvolve com a fase mével migrando através
da fase estacionaria por acdo da capilaridade; a este processo chama-se
desenvolvimento. Como a amostra interage com a fase movel e a fase estacionaria,
a medida que o solvente vai ascendendo na placa a amostra vai sendo arrastada
pelo solvente numa velocidade que depende da atragcdo do soluto pela fase

estacionaria. Assim diferentes substancias com diferentes interacdes com a fase
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estacionaria sdo arrastadas a velocidades diferentes a partir de uma Unica
aplicacdo. A separacéo dos analitos caracteriza-se através do fator de retardamento
Rf. O Rf é a relacdo entre a distancia de migracdo da substancia e da distancia
percorrida pela fase movel, a partir do ponto de saida (YANO, 2006).

5.2.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A maioria dos métodos descritos na literatura utiliza cromatografia liquida de alta
eficiéncia para a quantificacdo de isoflavonas em matrizes diversas (CESAR et al.,
2007).

Um sistema de CLAE consiste de bomba de alta presséao, injetor, coluna, detector e
um sistema de aquisicéo de dados. Os detectores mais utilizados sdo o de indice de

refracdo, espectrofotométrico, fluorescéncia e eletroquimico (YANO, 2006).

A maioria dos métodos por CLAE emprega o modo de eluicdo por gradiente para
separacao e utilizam, como fase moével, misturas de metanol-agua ou acetonitrila—
agua e acido trifluoroacético ou acido acético glacial como modificador. Porém, estes
métodos ndo tém sido bem sucedidos na resolucdo das 12 isoflavonas

simultaneamente, mesmo utilizando programacao por gradiente (RIBANI, 2008).

Para se determinar quantitativamente glicosideos e agliconas individualmente é
necessario dispor de substancias de referéncia para cada uma delas, implicando em
alto custo e longos tempos de analise. Para solucionar esses problemas é realizado
um procedimento comum em analise de isoflavonas por CLAE, a hidrélise acida, que
consiste no aquecimento em meio acido para conversdao em agliconas. (RIBANI,
2008; YANO, 2006).

César et al. (2007) estabeleceram um método usando eluicdo isocratica para
separacdo e quantificacdo das isoflavonas na forma para o extrato seco de soja.
Esta metodologia utilizou hidrolise acida para transformar todas as formas
glicosidicas na forma aglicona, permitindo separar trés isoflavonas na forma aglicona

das impurezas provenientes do extrato seco.
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6. FLAVONOIDES — APLICACAO NO ENSINO MEDIO

As antocianinas pertencem ao grupo dos flavondides, grupo de pigmentos naturais
com estruturas fendlicas variadas (VOLP et al., 2008). Estes pigmentos possuem um
espectro de cor que varia do vermelho ao azul, apresentando-se também como uma
mistura de ambas as cores, resultando em tons de parpura. Muitas frutas, hortalicas,
folnas e flores devem sua chamativa coloracdo a esses pigmentos, que se

encontram dispersos nos vacuolos celulares (VICTOR, 2011).

Dentre os alimentos que contém antocianinas, podemos destacar o repolho roxo,
gue é considerado um 6timo indicador natural de acido-base, que muda de cor em
funcao do pH (CBQ, 2013).

Tendo em vista esta propriedade de acidez-basicidade do repolho roxo pela acdo do
flavondide antocianina, sera proposto aos alunos a construcdo de uma escala
crescente de pH variando de 0,1 a 14, onde os alunos avaliardo a coloracdo do
extrato de repolho roxo com a possibilidade de substituir indicadores sintéticos de
acido-base, como o violeta de metila, alaranjado de metila, fenolftaleina e entre

outros, contribuindo para o incentivo do uso de produtos naturais.

Sera proposta a seguinte pratica para exemplificar o uso de substancias naturais no
ensino da quimica. O conceito de flavondides sera explicado previamente

ressaltando a importancia do composto.

6.1 MATERIAIS E REAGENTES

Repolho roxo

Becker 500 mL

Agua destilada

Papel filtro
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= Pipetas

= Tubos de ensaio

= HCIPA

= NaOH PA
= NH4OH PA
= pH-metro

= Micro-ondas

6.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

6.2.1 Preparo do extrato de repolho roxo

Para a extracdo da substancia indicadora de pH sera necessario 300 g de
repolho roxo fresco e ralado, colocando-o em um becker de 500 mL com adicéo
de 300 mL de agua destilada, obedecendo a razdo de 1:1 m/v e mantendo-o0 em
micro-ondas por 5 minutos. Apds essa etapa, a solucdo deve ser filtrada em

papel filtro e mantida sob refrigeracéo até o momento em que sera usada.

6.2.2 Preparo das solucdes

As solucdes com os diferentes valores de pH serdo preparadas utilizando HCI,
NaOH e NH4OH diluidos em agua destilada em diferentes concentracdes. Para a
afericdo do pH das solucdes que serdo preparadas, sera utilizado um pH-metro.
O experimento deve ser conduzido em tubos de ensaio, onde cada tubo devera
receber 1 mL da solucdo com o seu determinado valor de pH e 1 mL do extrato

de repolho roxo.



33

6.2.3 Escala de pH

A figura 6 apresenta a escala de pH que os alunos dever&o construir.

4] 2 3 4 5 6

7 8 9 10

Figura 6 — Escala de pH (In: CARDOSO et al., 2012)

1 12

A solucdo indicadora de extrato de repolho roxo devera apresentar coloracdes
extremas variando desde o vermelho, passando pelo violeta, azul, verde até o
amarelo alaranjado. Em algumas faixas de pH ndo havera diferencas visuais
significativas como do pH 3,0 ao 6,0. Entretanto, os pH 2,0, 9,0 e 12,0 deverdo
apresentar coloracbes Unicas e bastante distintas, que poderdo indicar o pH
exato da solucéo avaliada, assim como os valores de pH das faixas de 0,1 a 1,0

e de 13,0 a 14,0, que também podem ser identificadas com bastante exatidao.

Considerando que o repolho roxo apresentard coloracdes especificas para
diferentes niveis de pH, os alunos podem concluir que o mesmo permite

substituir indicadores sintéticos.



7. MATERIAIS E METODOS

7.1 MATERIAIS E REAGENTES

= Acido acético glacial

» Acido bérico

= Acido cloridrico

= Baldo de fundo redondo de 250 mL

= Baldo volumétrico de 25, 50 e 100 mL

= Becker de 250 mL

= Bloco digestor

= Centrifuga (CELM — Combate)

= Cloreto de aluminio anidro

= Cubeta de quartzo (1 cm)

= Destilador de nitrogénio (TECNAL — TE 0363)

= Espectrofotdmetro (FEMTO — 600S)

= Estufa com circulacdo de ar (MARCONI — MA 033)
= Etanol

= Evaporador rotativo (TECNAL — TE 210)

= Funil de separacao de 500 mL

= Hexano

= Metanol (grau HPLC)

=  Micro-moinho (MARCONI — Tipo Willye MA 048)

= Mistura catalitica
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= Papel filtro
= pH-metro
= Pipetade 1,5, 10 e 25mL
* Proveta de 100 mL
= Tubo de digestao

= Ultra-som (KONDORTECH — CD 4860)

7.1.1 Feijdo IAC Formoso

O feijao da variedade IAC Formoso utilizado foi cedido pelo Instituto Agronémico de
Campinas — IAC.

7.1.2 Feijao Carioca

O feijdo da variedade Carioca utilizado foi comprado no comércio da cidade de

Assis.

7.1.3 Padrdes de isoflavonas

Os padrdes de isoflavonas utilizados foram a genisteina e a daidzeina com grau de

pureza > 98%, obtidos da Zelang Group (Nanjing, Jiangsu, China).
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7.2 DETERMINACAO DE ISOFLAVONAS

7.2.1 Processo de extragao

O processo de extracdo de isoflavonas est4 de acordo com a metodologia de Lima
et al. (2011), com adaptacoes.

Pesou-se cerca de dois gramas de feijao, previamente secos e moidos. Foram feitas
trés extracbes com 60 mL de etanol 70% pH 2,0 ajustado com &cido acético. Cada
extragcdo ocorreu em temperatura ambiente, durante 24 horas. Os extratos foram
particionados trés vezes com 60 mL de hexano e centrifugados a 2800 rpm. Os

sobrenadantes foram combinados e o solvente rotaevaporado até quase secura.

7.2.2 Método por espectrofotometria na regido do ultravioleta

O método por espectrofotometria utilizado esta de acordo Nissola et al. (2010), com

modificacdes.

7.2.2.1 Preparo da curva de calibracdo do padréo de isoflavonas

Preparou-se uma solucdo estoque de padrao misto de isoflavonas
(genisteina/daidzeina) pela dissolugdo em metanol. Pesou-se cerca de 0,0080 g de
cada substancia e solubilizou-se em 100 mL de metanol obtendo-se uma solucao de
concentracdo de 80 pg mL™. A partir da solugdo estoque foram feitas diluicdes
obtendo solu¢des nas concentragfes de: 0,0; 3,2; 9,6; 16,0; 22,4; 28,8; 32,0 e 40 ug
mL™. Em seguida, adicionou-se 1 mL de solucdo metandlica a 2% (m/v) de AICI; em

cada solucéo.
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7.2.2.2 Preparo da amostra

Ap6s o processo de extracdo das isoflavonas, pesou-se todo o extrato obtido e
transferiu-se para um baldo volumétrico de 25 mL. Em seguida, foram adicionados
20 mL de metanol e a mistura submetida a banho de ultra-som por 10 minutos.
Completou-se o volume com o mesmo solvente e filtrado. Uma aliquota de 5 mL do
filtrado foi colocada em um baldo de 25 mL contendo 1 mL de solucdo metandlica a
2% (m/v) de AICl3, sendo o volume completado com metanol.

7.2.2.3 Andlise de identificacdo de isoflavonas

As anadlises foram conduzidas em espectrofotbmetro UV-VIS FEMTO 600S. Os
espectros foram registrados no comprimento de onda 382 nm, apés 20 minutos do
preparo das solucdes. Os teores de genisteina + daidzeina foram determinacdo em

relacdo a curva de calibracao.

7.3 DETERMINACAO DE PROTEINAS

O teor de proteinas foi determinado pelo método de Kjedahl nas variedades IAC

Formoso e Carioca.

Pesou-se cerca de 0,30 g de feijao, previamente seco, moido e homogeneizado, no
tubo de digestdo. Acrescentou-se 1,00 g de mistura catalitica (sulfato de cobre e
sulfato de potassio) e 10 mL de acido sulfurico concentrado. Colocou-se o tubo de
digestdo no bloco digestor, a uma temperatura de 350°C. A digestdo terminou-se

guando a amostra no tubo se apresentou limpida com coloracao esverdeada.

A amostra digerida, ap0s resfriada, foi diluida com cerca de 10 mL de agua
destilada. Realizou-se a destilacdo em destilador macro-Kjeldahl com hidroxido de
soédio 50%. Apoés a destilagéo, titulou-se acido cloridrico 0,1 mol/L diretamente na

amonia coletada, até o aparecimento de uma coloracédo résea.



Calculo:
Vxfcx 0,875
% P.B.=
p.a.
Onde:

% P.B. = porcentagem de proteina bruta
V = volume de HCI 0,1 mol/L gasto na titulacéo
fc = fator de correcéao do HCI 0,1 mol/L

p.a. = peso da amostra

38
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8. RESULTADOS E DISCUSSOES

As andlises para a determinacdo de isoflavonas foram feitas em duplicata e os
resultados obtidos foram comparados com dados da literatura a respeito do teor de
isoflavonas no feijao IAC Formoso e com a variedade de feijao Carioca.

A figura 7 ilustra o inicio do processo de extracao de isoflavonas.

Figura 7 — Extracéo de isoflavonas

Finalizado o processo de rotaevaporacéao, foi obtido um gel, mostrado na figura 8.
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Figura 8 — Gel obtido ap6s processo de rotaevaporacao

Para determinar a concentracdo de isoflavonas foi feita a curva de calibracdo dos
padrées com concentracdes conhecidas. Esta curva foi construida baseada na
analise de regressao linear de absorbancia versus concentracdo. As solucdes—

padréo (genisteina/daidzeina) podem ser visualizadas na figura 9.

Figura 9 — Solucbes — padréo (genisteina/daidzeina)
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Os valores das concentragOes e as absorbancias da curva de calibracdo estao
apresentados na tabela 2.

Concentragées (ug mL™) Absorbancias (382nm)
0,00 0,000
3,20 0,057
9,60 0,152
16,00 0,246
22,40 0,339
28,80 0,426
32,00 0,476
40,00 0,593

Tabela 2 — Concentracdes e absorbancias da curva de calibracéo

As concentracfes escolhidas para a constru¢do da curva padrdo proporcionaram a
obtencdo de uma curva padrdo com R? = 0,9997, indicando que a curva pode ser
utilizada com seguranca para a determinacdo de isoflavonas na amostra. A figura 10

apresenta a curva padréo obtida.
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Curva de calibragao de Genisteina/Daidzeina

y=0,0147x+ 0,0077

R?=0,9997
0,70 ,

0,60 /4
. /
0,40

0,30

0’20 /./
0,10
0,00 /|/ T T T T T T T 1

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00 45,00

Absorbancia

Concentracao (g mL-1)

Figura 10 — Curva de calibracédo de genisteina/daidzeina

Os valores de absorbancia, diluicdo e concentracdes de isoflavonas nas solucdes

das amostras estdo apresentados na tabela 3.

Feijao 0,006 - 1:5 -
Carioca
Feijao IAC 0,138 8,8639 15 44,3195
Formoso

Tabela 3 — Valores de absorbancia, diluicdo e concentracdo de isoflavonas nas
solugdes das amostras
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A partir da concentragdo final de isoflavonas fizeram-se os seguintes calculos para

encontrar a concentracao por grama de feijao:

44,3195 g de isoflavonas 1 mL de solugéo
X 25 mL (volume do balédo)

X =1 107,9875 ug de isoflavonas

1,1080 mg de isoflavonas 2 g de feijao
X 1 g de feijao

X =0,5540 mg de isoflavonas/g de feijao

A partir dos resultados observou-se que a variedade Carioca ndo apresentou teor de
isoflavonas consideravel e a variedade IAC Formoso, em comparacdo com a
literatura utilizada neste trabalho, apresentou teor de isoflavonas 6,21% da
guantidade esperada, que seria de 8,92 mg/g. Essa diferenca nos valores obtidos
poderia ser atribuida pelo fato de que a metodologia utilizada neste trabalho foi
adaptada, sendo necessaria a utilizacdo de outros métodos de analise para
comparacao, objetivando a obtencdo de um método mais eficiente na quantificacao
de isoflavondides em feijdo. Entretanto, através deste trabalho foi possivel
comprovar a presenca de isoflavonas em feijdo, visto que os estudos no feijoeiro

sobre a presenca desses fitoestrégenos sao bastante limitados (LIMA et al., 2011).

As analises para a determinacdo de proteinas foram feitas em triplicata e os
resultados obtidos foram comparados com os dados apresentados a respeito do teor
de proteinas no feijdo da variedade IAC Formoso e com a variedade de feijao

Carioca.

A figura 11 ilustra as amostras apds o processo de digestao.
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Figura 11 — Amostras ap0s processo de digestéo

A tabela 4 apresenta os resultados obtidos nas variedades de feijao estudadas e
também os dados da literatura a respeito o feijao IAC Formoso.

Feijdo Carioca 22,85+0,48
Feijao IAC Formoso 23,71+0,69
Feijdo IAC Formoso (literatura) 23-24

Tabela 4 — Porcentagem de proteinas nas amostras de feijao

Os resultados obtidos revelaram que o feijao IAC Formoso possui 3,76% a mais de
proteinas em relacdo ao feijdo da variedade Carioca e em relagdo aos dados da
literatura, o feijdo IAC Formoso estd em conformidade com os dados citados pela

literatura tanto para os dados que dizem que ele deve apresentar de 23 a 24% de
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proteinas quanto para dados que afirmam que o mesmo deve apresentar 20% a

mais de proteinas em relacdo a variedades que apresentam 20% de proteinas.
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9. CONCLUSAO

O feijao IAC Formoso apresentou teor de isoflavonas de 0,5540 mg/g. No feijao
Carioca, nao foi identificada a presenca desses fitoestrogenos. Verificou-se que o
teor encontrado na variedade IAC Formoso foi menor do que o teor descrito na
literatura, essa diferenca nos valores obtidos poderia ser atribuida ao fato de que
foram necessérias algumas adaptacfes para a realizacao das analises.

O método por espectrofotometria na regido do ultravioleta se mostrou simples e
rapido no doseamento de isoflavonas, entretanto € necessaria a utilizacao de outros
meétodos alternativos de andlise para comparagao, a fim de que seja avaliado qual

meétodo obtém méaxima eficiéncia na quantificacdo de isoflavonas em feijao.

Em relacdo ao teor de proteinas, o feijao IAC Formoso apresentou maior quantidade

em relacao ao feijao Carioca e estava em conformidade com os dados da literatura.

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que o feijdo IAC Formoso pode ser
utilizado para o consumo em substituicdo ao feijdo Carioca, que € a variedade mais
consumida, pois apresenta isoflavonas, que como visto no decorrer do trabalho,
confere inimeros beneficios a salude e ainda possui maior quantidade de proteinas,

gue sao substancias essenciais na dieta da populacao.
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