10

15

20

25

30

35

40

45

50 -

* EP 0 426 998 B1

Description

La présente invention concerne un procédé d’obtention de deux isoflavones, le malonate de génistine et
le malonate de daidzine.

On sait, par exemple par 'article de C.M. Francis (J.Sci. Fd Agric. (1973) 24 1235) que les feuilles de tréfle
contiennent du malonate de génistine, de formule:
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On sait également, par exemple, par le brevet JP 1146894, que I'on peut isoler des racines ou des tiges
de Pueraria lobata, le malonate de daidzine, de formule:
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La présente invention a pour but de proposer un procédé permettant 'obtention de ces deux isoflavones
particulidres & partir d'une source alimentaire, & savoir des fdves de soja, d'une maniére simple et économique,
et avec un bon rendement.

Le procédsé, objet de la présente invention, est caractérisé par le fait que 'on extrait une mouture de féves
de soja avec un alcool, on tamponne I'exirait brut obtenu avec une solution aqueuse de tampon, de maniére
& atteindre un pH de 6-9, on extrait la solution tampon contenant Pextrait brut avec un solvant organique non
miscible & I'eau, on récupdre la phase agueuse que P'on acidifie jusqu'a pH 2,5-4, on extrait la phase aqueuse
acidifiée avec un solvant organique non miscible & 'eau, on récupére la phase organique que I'on neutralise
a pH 6,8-7,2 et {'on sépare les composés résiduels.

Selon le présent procéds, on peut préparer une mouture de faves de soja, présentant de préférence un
diamstre moyen de ['ordre de 0,5-0,8 mm, et un diamétre maximum de 1,0-1,1 mm.

Préalablement & 'extraction, la mouture de féves de soja peut 8tre dégraissée, afin d’en dter les matiéres
grasses contenues dans le soja qui pourraient géner ultérieurement la- bonne mise en ceuvre du procédé. Le
dégraissage peut &tre effectud, par exemple, par chauffage sous reflux de la mouture de féves de soja dans
un solvant organique tel que 'hexane ou ['éther de pétrole.
Dans une forme particuliére d’exécution, on peut chauffer un mélange comprenant une partie en poids de mou-
ture de féves de soja avec 4-6 parties en poids de n-hexane, & une température de 60-70°C, sous une agitation
de 70-90 tours par minute et pendant 50-70 minutes, puis laisser refroidir le mélange jusqu'a température am-
biante, filtrer puis laver la mouture avec du n-hexane et sécher la moutiure dégraissée sous azote pendant 10-
15 heures.

On extralt ensuite la mouture éventuellement dégraissée avec un alcool tel que, par exemple le méthanol
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ou I"éthanol.

Pour ce faire, on peut, par exemple, chauffer sous reflux un mélange comprenant 1 kg de mouture dé-
graissée et 6 3 8 litres d'une solution aqueuse de méthanol 4 70-90%, & une température de 70-90°C, sous
une agitation de 70-90 tours par minute et pendant 50-100 minutes, puis filtrer le mélange 4 chaud et sécher

le filtrat, par exemple dans un évaporateur rotatif & 25-50°C et sous pression réduite.

On peut ainsi obtenir un extrait brut se présentant sous forme d'un solide de couleur brune.

On tamponne ensuite I'extrait brut de maniére & amener son pH a une valeur de 6-9.

Pour ce faire, on peut mettre I'extrait brut en suspension ou en solution dans une solution de base faible telle
qu'une solution aqueuse de NaHCO;. .

Ceci permet d’améliorer I'extraction venant ensuite, la génistine et la daidzine passant dans la phase organi-
que, et les malonates recherchés restant en phase aqueuse. _

On effectue alors une extraction de la solution tampon contenant I'extrait brut, avec un solvant organique non
miscible & I'eau tel que, par exemple, le butanol ou I'acétate d’éthyle.

Aprés extraction, on peut constater que la phase organique contient principalement des isoflavones telles que
la génistine et la daidzine, ainsi que d’autres constituants, et que la phase aqueuse contient les composés
recherchés ainsi que des impuretés. :

On acidifie la phase aqueuse jusqu’a un pH de 'ordre de 2,5-4, par exemple par ajout d’acide chlorhydrique
concentré, notamment 5-10 N.

On extrait la phase aqueuse acidifiée avec un solvant organique non miscible & I'eau. On. peut choisir, de pré-
férence, un solvant identique & celui utilisé pour I'extraction de la suspension ou solution aqueuse contenant
Pextrait brut, c’est-a-dire du butanol ou de 'acétate d'éthyle, ce qui permet d'éviter I'emploi, toujours dange-
reux, de solvants différents. '

On peut ensuite neutraliser la phase organique obtenue en amenant son pH a une valeur de 8,8-7,2, par exem-
ple par ajout de soude, puis sécher ladite phase organique, par exemple en évaporant le solvant dans un éva-
porateur rotatif & 25-50°C et sous pression réduite.

On obtient ainsi un extrait impur, contenant les composés recherchés, se présentant sous forme d'un solide
de couleur brune. _

On peut ensuite séparer les composés résiduels de cet extrait, par exemple en effectuant une chromato-
graphie d’adsorption et de filtration de I'extrait impur, ce qui permet également d’en séparer les éventuelles
impuretés, telles que la génistine etfou la daidzine encore présentes.

Cette chromatographie peut 8tre effectuée, par exemple, sur une colonne contenant un gel avec comme éluant
un alcool tel que F'éthanol ou un mélange méthanol-eau. On peut obtenir plusieurs fractions contenant des
impuretés et plusieurs fractions contenant un mélange des composés recherchés. '

On peut alors effectuer une seconde chromatographie des fractions intéressantes, afin de séparer les deux
composés recherchés. _

Pour ce faire, on peut effectuer une chromatographie en phase inversée en utilisant, par exemple, une colonne
polaire contenant notamment des groupes octadécylisilane fixés sur de la silice et un éluant, ou un gradient
d'éluants de polarité décroissante, tel que, par exemple, une solution & 10-25% de méthanol, d'éthanol ou
d’acétonitrile.

On obtient alors deux fractions, contenant chacune un composé distinct.

Ces fractions peuvent étre séchées, par exemple dans un évaporateur-a sec, sous pression réduite et & une
température de 25-50°C.

On obtient alors deux composés se présentant sous forme de solides amorphes, 'un de couleur jaune péle,
l'autre de couleur blanche, solubles dans des solvants polaires tels que l'eau, le méthanol ou I'éthanol.

On a constaté que ces deux composés présentaient des propriétés antioxydantes remarquables, et qu'ils
‘pouvalent protéger de 'oxydation par exemple les matiéres grasses, les vitamines et/ou les oligoéléments
contenus dans les produits alimentaires ou cosmétiques. '

La présente invention est fllustrée plus en détails par I'exemple d’obtention qui suit, ainsi que par les tests
d'identification des composés et les tests d'activité qui suivent.

Exemple d’obtention des composés

i) Dégraissage

On ajoute 5 kg de n-hexane a 1 kg d’'une mouture de féves de soja, présentant un diamatre moyen de 0,8
mm.
On chauffe le mélange sous reflux aune température de 65°C et sous agitation constante a 80 tours par minute,
pendant 1 heure. :
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On laisse ensuite refroidir le mélange jusqu’a température ambiante puiis on filtre et I'on récupare la mouture

qui est mise & sécher sous azote pendant 12 heures.

On mélange & nouveau la mouture séche a 5 kg de n-hexane et I'on chauffe & 65°C, sous reflux et en main-
tenant une agitation constante, pendant 1 heure.

On laisse refroidir puis on filtre et on lave la mouture résultante avec 1 litre de n-hexane.

On séche la mouture sous azote pendant 10 heures On obtient 0,7 kg de mouture dégraissée de féves de
soja.

if) Préparation de ['extrait brut

On prépare un mélange comprenant 150 g de mouture dégraissée de féves de soja telle que préparée selon
I'étape i), et 1 litre d’'une solution aqueuse de méthano! & 80%.
On chauffe le mélange sous reflux & une température de 80°C pendant 1 heure, en maintenant une agitation
constante de 80 tours par minute.
On filtre ensuite & chaud le mélange et I'on réserve le filtrat,
On chauffe & nouveau la mouture avec 1 litre de méthanol & 80%, & 80°C, sous agitation et pendant une heurs.
On filtre & chaud le mélange et I'on ajoute le filtrat obtenu au filtrat précédent.
On évapore & sec le filtrat total dans un évaporateur rotatif sous pression réduite, 4 une température de 40°C.
On obtient 32,6 g d’extrait brut se présentant sous forme d'un solide de couleur brune.

i) Préparation de l'extrait impur

On mélange 32,6 g d'extrait brut tel qu’obtenu selon Pétape i) & 150 mi d’une solution aqueuse de NaHCO;
M.
On ajoute 150 mi de n-butanol, on mélange les deux phases et I'on récupére, par extraction, la phase aqueuse,
la phase butanolique contenant principalement de la daidzine et de la génistine.
On acldifie la phase aqueuse jusqu'a pH3 par ajout d'acide chiorhydrique 6,5 N.
On gjoute 150 ml de n-butanol & la phase aqueuse, on mélange et 'on récupére une premidre phase organique.
On ajoute & nouveau 150 ml de n-butanol 4 la phase aqueuse, on mélange et I'on récupére une seconde phase
organique.
On ajuste fe pH des deux phases orgamques a7 par ajout de soude 1N, puis on séche les deux phases dans
un évaporateur rotatif sous pression réduite & 40°C.
On obtient respectivement 2,4 g pour ia premiére phase et 1,2 <] pour la seconde phase, d’extrait impur se
présentant sous forme d'un solide de couleur brune;

iv) Séparation des composés

On prépare une colonne de chromatographie contenant un gel (Sephadex LH-20), d'un diamétre de 3 cm
et d'une hauteur de 50 cm.
On y introduit 2,4 g d’extrait impur tel qu’obtenu selon I'étape iii), dilué avec de I'éthanol.
On élue I'extrait impur avec de I'éthanol, & un débit de 2 ml par minute.
On obtient au total 17 fractions, dont 6 contiennent les malonates de génistine et de daidzine.
On effectue une seconde chromatographie, sur une colonne contenant des groupes octadécylsilane fixés sur
de la sflice (Lobar RP-18), des 6 fractions intéressantes.
On utilise comme éluant une solution aqueuse d'éthanol & 10%, avec un débit de 2 ml par minute.
On obtient finalement deux fractions contenant chacune un produit différent.
On séche ces fractions dans un évaporateur sous pression réduite & 40°C.
On obtient 25 mg de malonate de daidzine et 80 mg de malonate de génistine trés purs (92-98%) se présentant
sous forme de solides amorphes, le premier de couleur blanche et le second de couleur jaune péle,

Tests d'identification du malonate de génistine

i) Position du goupe sucre

On détermine la position du groupe sucre, de formule:
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(o) 0
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dans le malonate de génistine, & I'aide d'une "shift-reaction” avec du chiorure d’aluminium. -
Le groupe OH libre peut se trouver en position § ou en position 7, selon la figure ci-aprés, 'autre position
étant occupée par le groupe sucre susmentionné:

Ho ©O

Sile groupe OH se trouve en position 5, il va se produire, en présence de chlorure d'aluminium, la formation
d'un complexe selon la réaction:

HO ©O OH

Al

Or le Amax du complexe ainsi formé est supérieur, de 10 & 14 nm environ, au Amax du malonate de gé-
nistine. On mesure le Amax du malonate de génistine, dans le méthanol, en présence ou non de chlorure d'alu-
minfum. On obtient les résultats suivants:

. sans AICI; Aimax = 260,1 nm -
. avec AICl; Amax = 270,7 nm

Il y a donc eu formation d’'un complexe en présence de chlorure d'aluminium; le groupe OH libre est donc

en position 5 et le groupe sucre en position 7.

if) Décomposition en milieu alcalin

On mesure, par chromatographie liquide & haute performance (HPLC) 4.228 nm, le temps de rétention
de I'acide malonique et du malonate de génistine, tels quels ou en présence d'hydroxyde de sodium.
On observe les résultats suivants:
- acide malonique
on obtient un pic 2 2,19 min
- acide malonique + NaOH
on obtient deux pics: un & 2,19 min correspondant & 'acide malonique et un & 5,08 min correspondant
au malonate de sodium. :
- malonate de génistine
on obtient un pic & 15,17 min
- malonate de génistine + NaOH
on obtient deux pics: un & 12,80 min correspondant & la génistine et un & 5,07 min correspondant au
malonate de sodium.
Le malonate de génistine s'est donc décomposé, en présence de soude, en malonate de sodium et en
génistine.



10

15

30

EP 0 426 998 B1

" il Spectre infrarouge

On observe sur le spectre IR du malonate de génistine effectué & I’éfai_ solide & la concentration de 1%
dans KBr, une bande caractéristique a 1729,2 cm1, correspondant au groupement carbonyle de Fester (valeur
théorique 1735 £ 10 ecm-).

. iv) Spectre de masse

Le spectre de masse a été effectué selon deux méthodes permettant d’obtenir un résuitat par défaut ("né-
gatif FAB") et un résultat par excés ("positif FAB").

On obtient les résultats suivants:

- A: pic moléculaire du composé. (malonate de génistine)

- B: pic correspondant au glucoside d'isoflavone {génistine).

- C: pic correspondant a 'aglycone de base (génistéine).

Malonate de génistine (poids moléculaire, g)

négatif FAB positif FAB valeur théorique

A 517 519 518

B 431 433 432
c 269 271 270
v) Specire RMN

Le spectre de résonance magnétique nucléaire du carbone 13 (RMN) du malonate de génistine dans le
diméthylsulfoxyde (DMSO-d6) a 20°C montre les signaux caractéristiques suivants:
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Signal | Multiplicité
45,4 ppm CH2
63,1 ppm CH2
69,7 ppm _ CH
73,0 ppm CH
74,0 ppm CH
76,0 ppm - CH
94,3 ppm ' CH
99,4 ppm CH
99,7 ppm CH
106,3 ppm o
115,0 ppm - CH (2 carbones)
120,8 ppm ¢ '
122,6 ppm - C
130,0 ppm CH (2 carbones)
154,0 ppm CH
157,2 ppm ' c
157,7 ppm C
'161,7 ppm c
162,5 ppm C
168,4 ppm C
169,2 ppm o
179,9 ppm c

On trouve ainsi 24 atomes de carbone, parmilesquels 3 carbones carbonyles (acide carboxylique et cétone
conjuguée), 14 carbones aromatiques ou oléfiniques (7CH, 7 quaternaires) dont 5 sont O-substitués, un car-
bone anomérique CH-OH, 4 CH aliphatiques O-substitués, un CH, aliphatique O-substitué et un CH, alipha-
tique non O-substitué.

On trouve également 16 protons non interchangeables.

Tests d'identification du malonate de daidzine

i) Décomposition en milieu alcalin

_ On mesure, par chromatographie liquide & haute performance (HPLG) & 228 nm, le temps de rétention
de I'acide malonique et du malonate de daidzine, tels quels ou en présence d’hydroxyde de sodium.
On observe les résultats suivants: '
- acide malonigue .
on obtient un pic 4 2,19 min
- acide malonique + NaOH
on obtient deux pics: un & 2,19 min correspondant & I'acide malonique et un & 5,08 min correspondant
au malonate de sodium. '
- daidzine + NaOH _
on obtient un pic & 8,66 min
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- malonate de daidzine
on obtient un pic a 13,89 min
- malonate de daidzine + NaOH
on obtient:
a) immédiatement aprés le mélange, un pic 4 11,47 min correspondant & la daidzine et un pic a4 8,65 min
correspondant & celui obtenu pour la daidzine en présence de NaOH,
b) une heure aprés le mélange, un pic 4 8,65 min correspondant & celui obtenu pour la daidzine en présencs
de NaOH.

ii) Spectre infrarouge

On observe sur le spectre IR du malonate de daldzine effectué & 'état solide & la concentration de 1%
dans KBr, une bande caractéristique & 1734,0 cm-1, correspondant au groupement carbonyle de I'ester (valeur
théorique 1735 + 10 cm-¥). :

ili) Spectre de masse

Un spectre de masse a été effectué selon deux méthodes permettant d’obtenir un résultat par défaut ("né-
gatif FAB") et un résuitant par excés ("positif FAB").

On obtient les résultats suivants:

- A: pic moléculaire du composé (malonate de daidzine).

- B: pic correspondant au glucoside d’iscfiavone (daidzine).

- C: pic correspondant a I'aglycone de base (daidzéine)

Malonate de daidzine (poids moléculaire, g)

négatif FAB positif FAB valeur théorique

A 501 ' 503 _' 502
B ’ 415 417 . - 416
C 253 255 , 254

iv) Spectre RMN

Le spectre de résonance magnétique nucléaire du carbone 13 (RMN) du malonate de daidzine dans le
diméthylsutfoxyde (DMSO-d6) 4 20°C montre les signaux caractéristiques suivants:
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Signal Multiplicité
45,2 ppm CH_2
63,0 ppm -CHZ
69,7 ppm CH
73,0 ppm ' CH
74,0 ppm CH
76,1 ppm _ CH
99,7 ppm CH
103,4 ppm CH
114,9 ppm CH (2 carbones)
115,3 ppm CH
118,4 Ppm ' o]
122,0 ppm ' c
123,6 ppm o}
126,92 ppm cg
129,9 ppm : " CH (2 carbones)
153,2 ppm o CH
156,8 ppm c
157,4 ppm c
161,0 ppm C
168,33 ppm C
169,1 ppm c
174,7 ppm Cc

-

On trouve donc un total de 24 atomes de carbone, parmi lesquels 3 carbones carbonyles (acide carboxy-
lique et cétone conjuguée), 14 carbones aromatiques ou oléfiniques (8CH, 6 quaternaires) dont 4 sont O-subs-
titués, un carbone est anomérique (CH-OH), 4 sont des CH aliphatiques O-substitués, un est un CH; alipha-
tique O-substitué et un est un CH, aliphatique non O-substitué.

On a également trouvé 17 protons non interchangeables.

Tests d'activité des composés

{) Analyse qualitative

1l est connu que le B caroténe est oxydé en présence d’acide linoléique par irradiation aux ultraviolets (UV).
L'oxydation est mise en évidence par la décoloration du B caroténe.

On dépose sur une plaque support pour chromatographie sur couche mince, une goutte d’'une solution
aqueuse de daidzine, de génistine, de malonate de daidzine ou de malonate de génistine.
On vaporise ensuite sur la plaque une solution contenant 100 mg de p caroténe et 1 mi d"acide linoléique dans
100 mi de chloroforme. La plaque devient jaune.
On place la plaque sous une source de lumiére UV et on I'y laisse jusqu'a Papparition d’'une décoloration.
On observe alors qu'aux endroits ou I'on a déposé la génistine et la daidzine, la plaque n’est pas décolorée
et présente toujours une coloration jaune.

Ceci est dil au fait que la daidzine et la génistine présentent des propriétés antioxydantes qui peuvent empé-
9
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cher l'oxydation du § caroténs, donc sa décoloration.

On observe aussi que la plaque présente la mémes coloration jaune aux endroits ol I'on a déposé les malonates
de génistine et de daidzine.

Ces deux composés présentent donc aussi des propriétés antioxydantes.

if) Analyse quantitative par spectrophotoméfrie

On prépare des solutions 0,01 M dans le méthanol de daidzéine, de génistéine, de daidzine, de génistine,
de malonate de daidzine et de malonate de génistine.

De maniére identique, on prépare code étalons plusieurs solutions d’acide gallique dans le méthanol, dont
la concentration varie de 0,2 & 20 gi-i.

On prépare également, comme réactif, une solution contenant 100 mg de B caroténe, 1 mi d’acide linoléi-
que et 100 ml de chioroforme. '

On prépare des premiers échantillons contenant 20 i de la-solution 2 mesurer, 60 pl de réactif et 2 ml de
méthanol, et des seconds échantillons tdmoins contenant 20 pl de la solution & mesurer et 2 mi de méthanol.

On mesure, 4 450 nm, Fabsorbance de I'échantilion par rapport & son échantilion témoin juste aprés leurs
préparations, puis I'on expose les deux échantilions pendant 12 minutes 4 un rayonnement ultraviolet et I'on
effectue & nouveau la mesure de leur absorbance.

On peut alors comparer les résultats obtenus pour les isoflavones aux résuitats obtenus pour les différen-
tes solutions d'acide gallique, ce qui permet de définir les équivalences suivantes:

Solutién 4'isoflavones Concentration molaire de la
0,010 M solution d'acide gallique

' présentant le méme pouvoir

antioxydant

Daidzéine . " 0,020 M
Daidzine 0,022 M
Malonate de daidzine : 0,024 M
Génistéine ' 0,028 M
Génistine 0,027 M
Malonate de génistine 0,029 M

On constate donc que les solutions 0,010 M de malonate de daidzine ou de génistine ont le méme effet
que les solutions 0,010 M de daidzine ou de génistine, et que les solutions 0,024 M et 0,029 M d’acide gallique.

iil) Test d'oxydation

En utilisant le test d’oxydation accélérée Rancimat, on détermine les temps d'induction de la graisse de
poule stabilisée par addition de malonate de génistine ou de daidzine.

Le test Rancimat® consiste & faire passer de I'alr dans un tube de réaction contenant un échantillon de 5
g de matiére grasse & 100°C et & mesurer la conductivité des produits secondaires volatils formés en cours
d’oxydation et entrainés avec e courant dair. On détermine le temps d'induction graphiquement & partir de
la courbe enregistrée de la conductivité en fonction du temps par intersection de la tangente a la courbe avec
laxe des temps. :

On obtient les résultats suivants pour une graisse de poule contenant 500 ppm de malonate de génistine
ou de daidzine ou ne contenant rien (témoin) :

10
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"temps d'induction (h)

témoin _ . - _ 6,95
5 malonate de génistine 500 ppm ' 8,10
malonate de daidzine 500 ppm 7,68
- 10
\) L'effet antioxydant du malonate de génistine et du malonate de daidzine est donc bien confirmé.
Revendications

15 :

1. Procédé d’'obtention d’isoflavones caractérisé par le fait que I'on extralt une mouture de féves de soja avec

un alcool, on tamponne ["extrait brut obtenu avec une solution aqueuse de tampon, de maniére 2 atteindre

un pH de 6-9, on extrait la solution tampon contenant I'extrait brut avec un solvant organique non miscible

& l'eau, on récupére la phase aqueuse que I'on acidifie jusqu’a pH 2,5-4, on extrait la phase aqueuse acl-

) 20 difiée avec un solvant organique non miscible & I'eau, on récupére la phase organique que 'on neutralise
’ a pH 6,8 -7,2 et I'on sépare les composés résiduels.

2. Procédé selon la revendication 1, caractérisé par le fait que I'on extrait la mouture de féves de soja avec
une solution aqueuse de méthanol & 70-90%, par chauffage 4 70-80°C pendant 5§0-100 minutes.

25 : .
3. Procédé selon la revendication 1, caractérisé par le fait que le solvant organique non miscible & I'edu est

le butanol. . :

) s Claims

1. A process for the production of isoflavones, characterized in that ground soya beans are extracted with
an alcohol, the crude extract obtained is buffered with an aqueous buffer solution to a pH value of 6 - 9,
- the buffer solution containing the crude extract is extracted with a water-immiscible organic solvent, the
35 aqueous phase Is recovered and acidified to pH 2.5 - 4, the acidified aqueous phase is extracted with a
water-immiscible organic solvent, the organic phase is recovered and neutralized to pH 6.8 - 7.2 and the
residual constituents are separated.

2. Aprocess as claimed in claim 1, characterized in that the ground soya beans are extracted with a 70 -
90% aqueous methanol solution by heating for 50 - 100 minutes at 70 - 80°C.

3. Aprocess as claimed in claim 1, characterized in that the water-immiscible organic solvent is butanol.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Herstellung von Isoflavonen, dadurch gekennzeichnet, dal man ein Sojabohnenmehi mit
einem Alkohol extrahiert, den erhaitenen Rohextrakt mit einer wéssrigen Pufferidsung puffert, so da
man eineng pH von 6 bis 9 erreicht, die den Rohextrakt enthaltende Pufferldsung mit einem nicht mit Was-
ser mischbaren organischen L3sungsmittel extrahiert, die wéssrige Phase gewinnt, die bis zu pH 2,5 bis
4 angeséuert wird, die angesauerte wissrige Phase mit einem nicht mit Wasser mischbaren organischen
Ladsungsmittel extrahiert, die organische Phase gewinnt, die auf pH 6,8 bis 7,2 neutralisiert wird, und die
zuriickbleibenden Verbindungen auftrennt.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR man das Sojabohnenmehl mit einer 70 bis 80%-
55 igen wiassrigen Methanolisung durch Erhitzen auf 70 bis 90°C wahrend 50 bis 100 Minuten extrahiert.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR das nicht mit Wasser mischbare organische
Lasungsmittel Butanol Ist.
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v

10

15

&5

EP 0 426 998 B1

temps d4'induction (h)

témoin _ . 6,95
malonate de génistine 500 ppm 8,10
malonate de daidzine S00 ppm 7,68

L'effet antioxydant du malonate de génistine et du malonate de daidzine est donc blen confirmé.

Revendications

1.

Procédé d’obtention d'isoflavones caractérisé par le fait que I'on extrait une mouture de faves de soja avec
un alcool, on tamponne Pextralit brut obtenu avec une solution aqueuse de tampon, de maniére a atteindre
un pH de 8-9, on extrait la solution tampon contenant I'extrait brut avec un solvant organique non miscible
& l'eau, on récupére la phase aqueuse que 'on acidifie jusqu’a pH 2,5-4, on extraitla phase aqueuse aci-
difiée avec un solvant organique non miscible & I'eau, on récupére la phase organique que ['on neutralise
a pH 6,8 -7,2 et 'on sépare les composés résiduels.

- Procédé selon la revendication 1, caractérisé par le fait que I'on extrait la mouture de féves de soja avec

une solution aqueuse de méthanol & 70-90%, par chauffage & 70-90°C pendant 50-100 minutes.

Procédé selon la revendication 1, caractérisé par le fait que le solvant organique non miscible & I'eau est
le butanol.

Claims

1.

A process for the production of isoflavones, characterized in that ground soya bean_s are extracted with
an alcohol, the crude extract obtained is buffered with an aqueous buffer solution to a pH value of 6 - 9,

‘the buffer solution containing the crude extract is extracted with a water-immiscible organic solvent, the

aqueous phase is recovered and acidified to pH 2.5 - 4, the acidified aqueous phase Is extracted with a
water-immiscible organic solvent, the organic phase is recovered and neutralized to pH 6.8 - 7.2 and the
residual constituents are separated.

A process as claimed in claim 1, characterized in that the ground soya beans are extracted with a 70 -
90% aqueous methanol solution by heating for 50 - 100 minutes at 70 - 90°C.

A process as claimed in claim 1, characterized in that the water-immiscible organic solvent is butanol.

Patentanspriiche

1.

Verfahren zur Herstellung von Isoflavonen, dadurch gekennzeichnet, da man ein Sojabohnenmehl mit
einem Alkohol extrahiert, den erhaltenen Rohextrakt mit einer wissrigen Pufferisung puffert, so daB
man einenq pH von 6 bis 9 erreicht, die den Rohextrakt enthaltende Pufferlosung mit einem nicht mit Was-
ser mischbaren organischen LSsungsmittel extrahiert, die wéssrige Phase gewinnt, die bis zu pH 2,5 bis
4 angeséuert wird, die angessuerte wissrige Phase mit einem nicht mit Wasser mischbaren organischen
Ldsungsmittel extrahiert, die organische Phase gewinnt, die auf pH 6,8 bis 7,2 neutralisiert wird, und die
zuriickbleibenden Verbindungen auftrennt.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da man das Sojabohnenmehi mit einer 70 bis 90%-
igen wassrigen Methanolldsung durch Erhitzen auf 70 bis 90°C wihrend 50 bis 100 Minuten extrahiert.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft das nicht mit Wasser mischbare arganische

L&sungsmittel Butanol ist.
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