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RESUMO - A soja preta (Glycine max L. Merril), pouco conhecida no ocidente, tem
despertado a atengdo de pesquisadores e consumidores para seu potencial promotor de
saude devido a presenca de antocianinas na casca. Considerando a importancia do Brasil
na producdo mundial de soja, o conhecimento desta cultivar apresenta-se como uma
oportunidade de desenvolvimento desta cultura no pais. Este trabalho teve como objetivo
extrair compostos bioativos de soja preta e estimar sua atividade antioxidante. Os
compostos bioativos foram extraidos com solu¢do metandlica 60 % com 1 % de HCI em
ultrassom por 20 e 30 minutos em duas etapas, o teor de antocianinas totais foi
determinado pela absorbancia a 535 nm e a atividade antioxidante estimada por meio do
ensaio de DPPH. A extragdo por 30 minutos foi mais adequada apresentando
concentracdo média de antocianinas de 90,8 mg/100g, tendo o extrato apresentado EC50
de 0,14 mg/L. Os resultados confirmaram o importante potencial antioxidante da soja
preta.

1. INTRODUCAO

A soja preta (Glycine max L. Merril) ¢ uma variedade de soja, ainda pouco conhecida no
ocidente, que tem despertado a atengdo de pesquisadores e consumidores para o seu potencial
promotor de saude. Ha centenas de anos ¢ utilizada como alimento saudavel e extrato herbal na
China, India, Coréia e Japdo (Xu e Chang, 2008) e estudos tém revelado que os efeitos benéficos a
saude atribuidos ao seu consumo sdo devidos a presenga de fitoquimicos. Dentre os principais
compostos bioativos contidos na soja preta estdo as isoflavonas e as antocianinas, estas ultimas
presentes apenas em variedades de soja com tegumento preto (Ha et al., 2009).

Pesquisas tém demonstrado que a soja preta, pelos seus compostos bioativos, possui atividade
antidiabetes (Kanamoto ef al., 2011), antiobesidade (Kim et al., 2007; Do et al., 2011), anticancer
(Kim et al., 2008; Slavin et al., 2009; Ye e Ng, 2011; Zou e Chang, 2011), anti-inflamatéria (Kim et
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al., 2008; Kim et al., 2011), hipolipidémica (Takahashi et al., 2005; Slavin et al., 2009) e
antimutagénica (Hung et al., 2007), entre outras. Estas propriedades tém despertado o interesse dos
consumidores para os potenciais beneficios do consumo da soja preta, com consequente aumento da
demanda por produtos derivados do grao.

Antocianinas sdo flavonoides responsaveis por uma grande variedade de coloracdo das plantas,
incluindo azul, roxo, violeta, magenta, vermelho e laranja (Domodarans et al., 2008). Além de seus
efeitos na coloracdo de frutas, as antocianinas sdo reconhecidas como ingredientes promotores de
saude em fungdo de sua capacidade antioxidante. Constituem os principais pigmentos da soja preta,
sendo encontrados principalmente na casca das sementes (Koh ez al., 2014).

De acordo com dados divulgados pela Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) no
sexto levantamento de produgdo de graos da safra 2013/14 a soja deve gerar a colheita de 85.442,5
milhdes de toneladas, mantendo-se como segundo maior produtor mundial de soja, logo atras dos
Estados Unidos. O importante papel que o Brasil desempenha na producao mundial de soja, fortalece
a oportunidade do desenvolvimento da cultura da soja preta no Brasil e o provimento de novos
produtos pela industria nacional.

Apesar da intensa divulgacdo das propriedades benéficas da soja preta na midia, informagdes
técnico-cientificas a respeito deste tipo de soja ainda sdo escassas no Brasil. O presente trabalho teve
como objetivo estimar a atividade antioxidante de soja preta adquirida no mercado nacional através da
desativacao de radicais livres, pelo método DPPH.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material

Graos de soja preta foram adquiridos a granel em mercado varejista na cidade de Sdo Paulo
(Brasil). Os graos foram moidos em moinho de martelo (Laboratory Mill 3100) que permite moer a
particula de forma a propiciar uma maior superficie de contato e desta forma facilitar a extracdo dos
compostos bioativos.

2.1. Extracdo de compostos bioativos dos gréos de soja preta

Dois procedimentos de extragdo em duplicata foram avaliados. O primeiro consistiu de uma
dupla extracdo de um grama de soja preta moida com 25 mL de solugdo metandlica 60% com 1% de
HCI, por meio de agitacdo em ultrassom (Soniclean SW 2000) por 20 minutos a 40 °C. O segundo
procedimento diferiu do primeiro no tempo de extracdo no ultrassom que foi de 30 minutos. Apos a
primeira extragdo, os sobrenadantes foram recuperados por meio de centrifugagao (10.000 RPM, por
10 min, a 4°C) e as amostras foram submetidas a uma segunda extragdo com mais 25 mL de solugdo
extratora, totalizando em 4 leituras por procedimento. Os extratos foram acondicionados em frascos
ambar e armazenados a -18°C.

2.3. Antocianinas
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O contetido de antocianinas totais nos extratos metandlicos de soja preta foi determinado de acordo
com Francis (1982), utilizando como solvente etanol 95%/HCI 1,5N (85:15)v/v, por meio de leitura
da absorbancia a 535 nm em espectrofotometro UV-Visivel (Agilent, modelo 8453) O conteudo de
antocianinas totais foi calculado de acordo com a Lei de Beer (Equagao 1), considerando o somatorio
das duas extracoes realizadas com cada amostra.

Antocianinas Totais = A x FD /e (Equagao 1)

Sendo:

A = valor da absorbancia

FD = fator de dilui¢ao =2,50

e=A"" . = coeficiente de absorgio (considerando passo dptico de 1cm)
eantocianinas =98,2 L/g.cm

2.4. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos foi estimada por meio do ensaio de DPPH que consiste na
reducdo do radical estavel 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) em solugdo metanolica pelo extrato
ou composto antioxidante, de acordo com o método descrito por Brand-Williams ez al. (1955). Uma
aliquota (0,1 mL) de diferentes diluigdes do extrato foi misturada a 3,9 mL de solucdo metanolica de
DPPH e a desativacao do radical livre foi monitorada por meio de leitura da absorbancia a 515 nm
apos 15 min de reagdo. Os percentuais de DPPH remanescente foram calculados utilizando os valores
de absorbancia obtidos com cada diluicao de extrato, sendo estes resultados utilizados para obtencao
de curvas de porcentagem de DPPH remanescente em fun¢ao da concentragdo de antocianinas totais.
A atividade antioxidante foi expressa como a quantidade de extrato necessaria para reduzir em 50% a
concentracao inicial de DPPH (ECsg). A contribuicdo das antocianinas dos extratos para a absorbancia
em 515 nm foi verificada considerando a diluicao utilizada para a realizagdo do ensaio (0,1 mL de
extrato + 3,9 mL de metanol), sendo que essa contribuicdo ndo foi significativa, podendo ser
desconsiderada na estimativa da atividade antioxidante. Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilchroman-2-acido carboxilico) foi utilizado como antioxidante de referéncia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAOQO

Conforme mostra a Figura 1, os extratos obtidos a partir da soja preta apresentaram coloracao
rosa caracteristica da presenca de antocianinas. A diferenca nas tonalidades sugere a diferenca de
concentracao deste composto em funcao do tempo de extracao.
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Figura 1 — Extratos obtidos ap6s 20 min. e 30 min. de extragao

A determinag¢do da concentracdo de antocianinas totais obtida nas extragdes por 20 ¢ 30
minutos (Tabela 1) permitiu confirmar que o procedimento por 30 minutos foi mais adequado devido
a maior eficiéncia de extracdo gerando, consequentemente, resultados mais confidveis na estimativa
da atividade antirradical livre.

Tabela 1 — Valores médios de Antocianinas Totais (AT) para 20 e 30 minutos de extragao.

Procedimento Tempo de extracdo (min) AT (mg/100g)
1 20 83,760
2 30 91,131

Os valores de antocianinas encontrados para a soja preta utilizada neste estudo estdo de acordo
com os resultados apresentados por Zhang et al. (2011) que avaliaram as antocianinas presentes em
sessenta variedades de soja preta originarias da China, obtendo valores entre de 98,8 a 2132,5
mg/100g.

Quanto a atividade antioxidante os extratos obtidos da soja preta nas extracdes de 20 e 30
minutos apresentaram valores de ECsy entre 0,12 e 0,14 mg/L. Embora os extratos obtidos em
diferentes tempos apresentem concentragdes diferentes de antocianinas totais, era esperado que ambos
apresentassem valores muito proximos de ECsy. Isto ocorre porque o ECsy ¢ obtido a partir de
medi¢des de atividade do extrato em diferentes diluigdes, sendo calculada na sequéncia, por meio de
ajustes matematicos, a concentragdo do composto antioxidante, neste caso antocianinas totais, que
permite obter 50% de desativagdo do radical livre. Além disso, ¢ necessario considerar que ambos os
extratos (20 e 30 minutos) foram obtidos a partir de uma mesma matéria-prima, utilizando o mesmo
procedimento de extracdo, com diferenga apenas no tempo, de forma que ¢ esperado que estes
extratos contenham perfis muito parecidos em termos de tipos e proporgdes relativas de antocianinas,
que sdo fatores que poderiam modificar a atividade antioxidante dos extratos em estudo.

Os valores de ECsy obtidos neste estudo para os extratos de soja preta sdo bastante
promissores, considerando que o valor de ECsy obtido para Trolox nos ensaios realizados em paralelo
a avaliacdo dos extratos de soja preta foi de 4,8 mg/L de Trolox, lembrando que quanto menor o valor
de ECs), maior a atividade antioxidante do composto em avaliagao.
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4. CONCLUSOES

A metodologia utilizada foi eficiente para a extragdo de compostos de soja preta, sendo a dupla
extracdo por 30 minutos o procedimento mais adequado. O teor de antocianinas totais encontrado no
extrato de soja preta ¢ comparavel aqueles encontrados em outros trabalhos realizados com diferentes
variedades de soja preta. Os resultados obtidos neste trabalho indicam que a soja preta estudada
apresenta importante potencial antioxidante frente a desativacao de radicais livres, tendo apresentado
valores de ECsp de 0,12 a 0,14 mg/L. Contudo, mais estudos sdo importantes para consolidagcdo da
soja preta como alimento com alega¢do de saude.

5. REFERENCIAS

BRAND-WILLIAMS, W.; CUVELIER, M. E.; BERSET, C. Use of a free radical method to
evaluate antioxidant activity. Food Sci. Technol., v. 28, p. 25-30, 1995.

CONAB — COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO. Acompanhamento da safra
brasileira de graos. v. 1, safra 2013/2014, n.6 — sexto levantamento, mar¢o/2014.

DAMODARAN, S.; KIRK, P.; FENNEMA, O.R. Fennema’s Food Chemistry. 4a ed. CRC
Press, 2008.

DO, K.; JEUN, J.; HOUNG, S-J.; JUN, H-J.; LEE, J. H.; JIA, Y.; LEE, S-J. Soybean (Glycine
max L. Merr.) hexane extracts inhibit cellular fatty acid uptake by reducing the expression of fatty
acid uptake by reducing the expression of fatty acid transporters. Food Sci. Biotechnol., v. 20, n.1, p.
237-242,2011.

HA, T. J.; LEE, J. H.; SHIN, S-O.; SHIN, S-H., HAN S-IL.; KIM, H-T.; KO, J-M.; LEE, M-H.;
PARK, K-Y. Changes in anthocyanin and isoflavone concnetrations in black seed-coated soybean at
different planting location. J. Crop Sci. and Biotech. v. 12, n. 2, p. 78-86, 2009.

HUNG, Y. H.; HUANG, H. Y.; CHOU, C. C. Mutagenic and antimutagenic effects of methanol
extracts of unfermented and fermented black soybeans. Int. J. Food Microbiol., v. 118, p. 62-68,
2007.

KANAMOTO, Y.; YAMASHITA, Y.; NANBA, F.; YOSHIDA, T.; TSUDA, T.; FUKUDA, I;
NAKAMURA-TSURATA, S.; ASHIDA, H.. A black soybean seed coat extract prevents obesity and

glucose intolerance by up-regulating upcoupling proteins and down-regulating inflammatory
cytokines in high-fat diet-fed mice. J. Agric. Food Chem.,v. 59, p. 8985-8993, 2011.

KIM, H. J.; BAE, I. Y.; AHN, C-W.; LEE, S.; LEE, H. G. Purification and identification of
adipogenesis inhibitory peptide from black soybean protein hydrolysate. Peptides. v. 28, p. 2098-
2103, 2007.

KIM, J-M.; KIM, J-S.; YOO, H.; CHOUNG, M-G.; SUNG, M-K. Effects of black soybean
[Glycine max (L.) Merr.] seed coats and its anthocyanidins on colonic inflammation and cell
proliferation in vitro and in vivo. J. Agric. Food Chem.,v. 56, p.8427-8433, 2008.

KIM, K.; LIMB, K-M.; KIMB, C-W.; SHINB, H-J.; SEOB, D-B.; LEEB, S-J.; NOHA, J-Y.;
BAEA, O-N.; SHINC, S.; CHUNGA, J-H. Black soybean extract can attenuate thrombosis through

Area temaética: Engenharia e Tecnologia de Alimentos 5



mEQ 19 a 22 de outubro de 2014

Congresso Brasileiro de Florianopolis/SC

Engenharia Quimica

inhibition of collagen-induced platelet activation. J. .Nutri. Biochem., v. 22, p. 964-970, 2011.

KOH, K.; YOUN, J. E.; KIM, H-S. Identification of anthocyanins in black soybean (Glycine
max (L.) Merr.) varieties. J. Food Sci. Technol. v. 51(2), p. 377-381, 2014.

SLAVIN, M.; KENWIRTHY, W.; YU, L. L. Antioxidant properties, phytochemical
composition, and antiproliferative activity of Maryland-grown soybeans with colored seed coats. J.
Agric. Food Chem.,v. 57, p. 11174-11185, 2009.

TAKAHASHI, R.; OHMORI, R.; KIYOSE, C.; MOMIYAMA, Y.; OHSUZU, F.; KONDO, K.
Antioxidant activities of black and yellow soybeans against low density lipoprotein oxidation. J.
Agric. Food Chem., v. 53, p. 4578-4582, 2005.

XU, B.; CHANG, S.K.C. Antioxidante capacity of seed coat, dehulled bean, and whole black
soybean in relation to their distribution of total phenolics, phenolic acids, anthocyanins, and
isoflavones. J. Agric. Food Chem., v. 56, p. 8365-8373, 2008.

YE, X. J.; NG, T. B. Antitumor and HIV-1 reverse transcriptase inhibitory activities of a
hemagglutinin and a protease inhibitor from mini-black soybean. Evid-based. Compl. Alt. v. 2011, p.
1-12, 2011.

ZHANG, R. F.; ZHANG, F. X.; ZHANG, M. W.; WEI, Z. C.; YANG, C. Y.; ZHANG, Y ;
TANG, X. J.; DENG, Y. Y.; CHI, J. W. Phenolic composition and antioxidant activity in seed coats
of 60 chinese black soybean (Glycine max L. Merr.) varieties. J. Agric. Food Chem. v. 59, p. 5935-
5944, 2011.

Z0U, Y.; CHANG, S. K. C. Effect of black soybean extract on the suppretion of the
proliferation of human AGS gastric cancer cells via the induction of apoptosis. J. Agric. Food Chem.,
v. 59, p. 4597-4605, 2011.

Area temética: Engenharia e Tecnologia de Alimentos 6





