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RESUMO

DANIEL MANTOVANI, Universidade Estadual de Maringa, fevereiro de 2010.
Bioconversao de isoflavonas glicosidicas em isoflavonas agliconas do
melaco de soja. Professor orientador: Dr. Lucio Cardozo Filho. Professora Co-
orientadora: Dra. Gisella Maria Zanin.

Dentre os diversos alimentos funcionais disponiveis atualmente, as isoflavonas
se destacam pelos efeitos bioldgicos e benéficos a saude humana (atividade
estrogénica, anti-estrogénica, antioxidante, antifUngica, entre outros) e
principalmente pela acao dos fitoestrogenos, que sao as formas mais comuns
das isoflavonas, sendo predominantemente encontradas em leguminosas. Sao
especialmente abundantes na soja e seus derivados farinaceos e subprodutos,
como o melago de soja. Na natureza, as isoflavonas sdo encontradas
predominantemente na forma de glicosidicos (daidzina, genistina e glicitina), os
quais nao sao assimilados pelo organismo, devido a presenca deste acucar em
sua composicdo. Para que ocorra a assimilacdo das isoflavonas pelo
organismo, € necessario que a mesma se encontre em sua forma aglicona
(sem a presenca da molécula de acucar). O presente trabalho propds como
objetivo a bioconversdo de compostos glicosidicos em agliconas usando o
melago de soja como fonte de isoflavonas. A enzima B-glicosidase utilizada na
bioconversao foi produzida a partir de diferentes microrganismos filamentosos
do género Aspergillus (niger ATCC 16404, oryzae ATCC 1003, niger isolado do
solo no Laboratério Ambiental da ltaipu Binacional, niger isolado do ar indoor
no Laboratério Ambiental da Itaipu Binacional) empregando o processo de
fermentacao no estado sélido (FES) contendo os substratos farelo de trigo e a
farinha de soja desengordurada. O extrato bruto enzimatico contendo a f3-
glicosidase foi empregado diretamento ao processo de bioconversdo sem
tratamento prévio de purificacdo. O maior valor de atividade enzimatica
determinado, 7,6 U/mg, foi obtido usando o Aspergillus oryzae ATCC 1003,
empregando como substrato o farelo de trigo. O valor de 5,9 U/mg de atividade
enzimatica foi obtido usando o Aspergillus niger ar indoor, empregando o
substrato com farinha de soja desengordurada. A reacao da hidrélise usando
os fungos Aspergillus niger 16404, Aspergillus oryzae ATCC 1003, Aspergillus
niger solo e Aspergillus niger ar indoor para a producado de extrato bruto
enzimatico contento B-glicosidase a 40 °C por 30 minutos proporcionou 100%
de bioconversao para todos os compostos glicosidicos em agliconas. Todas as
enzimas produzidas neste estudo, utilizando-se fungos do género Aspergillus,
convertem compostos de isoflavonas glicosidicas (daidzina e genistina) em
compostos de isoflavonas agliconas (daidzeina e genisteina). Os compostos
glicosidicos e agliconas foram quantificados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). A metodologia proposta mostrou-se eficiente para
bioconversao de glicosidicos em agliconas a partir do residuo industrial de
melaco de soja.

xi



Palavras-chave: melago de soja, Aspergillus, bioconversao, B-glicosidase,
agliconas.
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ABSTRACT

DANIEL MANTOVANI, State University of Maringa, February, 2010. Glycoside
isoflavones bioconversion into aglycone isoflavones from soy molasses.
Adviser professor: Dr. Lucio Cardozo Filho. Co-adviser professor: Dra. Gisella
Maria Zanin.

Among several functional foods available nowadays, isoflavones are important
due to beneficial biological effects to human health (estrogenic, antiestrogenic,
antioxidant, and antifungal activity among others) particularly because of
phytoestrogens, which are the most common isoflavone types and are
predominantly found in legumes. They are especially abundant in soybean, its
farinaceous products, and subproducts such as soy molasses. In nature
isoflavones are predominantly found as glycosides (daidzin, genistin and
glycitein) which are not assimilated by our organism due to the presence of
sugar in their composition. For the assimilation of isoflavones to occur in the
body, it is necessary that they are in their aglycone form (without the presence
of sugar molecule). The aim of this work was the bioconversion of glycoside
compounds into aglycones using soy molasses as an isoflavone source. The -
glucosidase enzyme used in bioconversion was produced from different
filamentous microorganisms of the genre Aspergillus (niger ATCC 16404,
oryzae ATCC 1003, niger isolated from soil at the ‘Laboratério Ambiental’ of
‘Iltaipu Binacional’, niger isolated from indoor atmosphere at the ‘Laborat6rio
Ambiental’ of ‘ltaipu Binacional’) using the process of solid state fermentation
(SSF), and wheat bran and defatted soy flour as substrates. The crude extract
containing the enzyme B-glucosidase was used directly to the bioconversion
process without prior purification treatment. The highest enzyme specific activity
value, 7.6 U/mg, was obtained using Aspergillus oryzae ATCC 1003 and wheat
bran as substrate. The value of 5.9 U/mg enzyme activity was obtained using
the Aspergillus niger indoor air employing the substrate with defatted soy flour.
The reaction of hydrolysis using 16404 Aspergillus niger, Aspergillus oryzae
ATCC 1003, Aspergillus niger and Aspergillus niger soil indoor air for the
production of crude enzyme with B-glucosidase at 40 °C for 30 minutes
provided 100% bioconversion of all glycoside compounds into aglycones. All
enzymes produced in this study using the genre Aspergillus converted
glycoside isoflavone compunds (daidzin and genistin) into aglycone isoflavone
compounds (daidzein and genistein). Glycoside and aglycone compounds were
quantified by high performance liquid chromatography (HPLC). The proposed
methodology was efficient for bioconversion of aglycones into glycosides from
industrial waste of soy molasses.

Key words: soy molasses, Aspergillus, bioconversion, p-glucosidase,
aglycones.

Xiii



1. INTRODUCAO

A producédo nacional de soja no Brasil indica uma safra de 65,16
milnées de toneladas em 2009/10, apresentando um aumento de 598,1 mil
toneladas em relagdo ao ultimo levantamento da safra de 2008/09 (CONAB,
2010).

Os nutrientes presentes na soja fazem com que ela seja considerada
um alimento de alto valor nutricional. As proteinas e isoflavonas presentes no
grdo de soja sdao os principais componentes utilizados como compostos
funcionais na alimentacdo humana.

As isoflavonas sdo as formas mais comuns de fitoestrdgenos
encontrados na natureza apresentando semelhanca estrutural com os
hormonios estrogénicos, entre eles o 17 B-estradiol (GENOVESE e LAJOLO,
2001).

Estudos apontam que nenhum animal ou vegetal tem a capacidade de
fornecer uma quantidade tdo grande de proteinas por hectare ao ano como a
soja. A composicao protéica da soja apresenta uma variedade muito grande de
aminoacidos essenciais ao organismo (KATZ, 1998). Industrias investem em
pesquisas e desenvolvimento de novos produtos, transformando o farelo de
soja de 48% em farelo concentrado protéico (SPC) para 60 a 70% de teor de
proteina (Imcopa, 2009).

A partir de uma tonelada de farelo de soja, sdo produzidos 750 kg de
SPC, os quais geram 250 kg de um subproduto conhecido como melaco de
soja, e diferentemente do SPC, o melago de soja € um subproduto de baixo
valor comercial e gerador de grande impacto ambiental.

Atualmente, o melaco de soja é utilizado principalmente como um
ingrediente na nutricao animal e geracao de vapor em caldeiras (CEGLA e
SHUSTER, 2005).

O melaco de soja também apresenta isoflavonas glicosidicas em sua
composicdao. No entanto, apoés transformacdes bioquimicas via enzimas
celuliticas como as P-glicosidases, ocorre a conversao das isoflavonas

glicosidicas em isoflavonas agliconas (daidzeina, genisteina e gliciteina)
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benéficas a saude de facil assimilacdo pelo organismo (MATSUURA et al.,
1993; PARK et al., 2001a).

Fungos das espécies Aspergillus e Trichoderma sao bem conhecidos e
eficientes produtores de enzimas celuliticas compreendendo as formas endo-
1,4-B-glucanases, celobiohidrolases, exo-1,4-B-glicosidases e B-glicosidases
(RUEGGER e TAUK-TORNISIELO, 2004).

A enzima [B-glicosidase atua na retirada da molécula de glicose das
isoflavonas glicosidicas aumentando o teor de isoflavonas agliconas
(SETCHELL et al., 2002; XU et al., 1995). A enzima B-glicosidase apresenta
diversas aplicabilidades em subprodutos agroindustriais provindos do
processamento da industria de soja, atuando principalmente em reacdes de
hidrélise (PARK et al., 2001a).

A literatura abrange trabalhos relacionados para obtencdo de
isoflavonas agliconas provindas da fermentacdo de diversos produtos
fermentados entre eles: tofu, tempeh, shoyu e miso, consumidos
principalmente em paises asiaticos. As principais fermentacées podem ocorrer
na forma sélida, sem adicdo de agua ou semi-sélida, com adicao de agua e
adicdo de nutrientes necessérios ao crescimento microbiano, podendo ser
utilizado em graos de soja, farelo de soja, proteina texturizada e isolado de soja
ente outros produtos derivados de soja.

Estudos ja realizados demonstraram altos teores em pg/g durante a
hidrélise de compostos glicosidicos em agliconas quando relacionados a
associacdo da atividade da enzima [-glicosidase, produzida a partir de
microrganismos filamentosos. Essa confirmacao ja foi realizada por Park et al.
(2001b), Aguiar et al. (2003) e IBE et al (2001), os quais avaliaram o uso de
microrganismos filamentosos Aspergillus oryzae ATCC 22786. Chun et al.
(2008) reportaram o uso dos microrganismos Streptococcus infantarius 12 e
Weissella sp. 4 na producdo de p-glicosidase e sua bioconversdao em
compostos agliconas, reportando que 99% das formas glicosiladas daidzina e
genistina foram convertidas em agliconas daidzeina e genisteina apdés um
periodo de 6 h de fermentacédo. Estudos in vivo realizados por Pereira et al.
(2002) comprovaram que os compostos agliconas presentes no melaco de soja

apresentam biodisponibilidade durante a ingestdo. Seus estudos clinicos
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realizados em ratos demonstraram que as isoflavonas presentes no extrato
obtido do melaco da soja sao absorvidas e metabolizadas contribuindo, desta
forma, para a validacao de seus estudos experimentais e clinicos.

Estudos realizados por Pereira et al. (2002), Allred et al. (2004) e Allred
et al. (2005) sdo uns dos poucos trabalhos encontrados relacionados a
obtencdo de isoflavonas a partir de residuos do processo dos derivados de
soja, com boas perspectivas de transformacdo em outros produtos com alto
valor comercial. Diante desta perspectiva, vislumbrou-se o reaproveitamento do
melaco de soja para a obtencdo de isoflavonas agliconas utilizando um
processo de bioconversdao enzimatica via enzima B-glicosidase produzida a

partir de fungos filamentosos sem nenhuma etapa de purificagéo.

1.1 OBJETIVO

A bioconversdao de compostos glicosidicos em compostos agliconas,
presentes no melaco de soja, residuo industrial, empregando a enzima -
glicosidase, extrato bruto sem purificacao, produzido pelos fungos filamentosos
Aspergillus niger ATCC 16404, Apergillus niger ambiental e Aspergillus oryzae
ATCC 10083 por fermentacéo no estado sdlido.

1.1.2 Objetivos Especificos

Para alcancar os objetivos especificos foi necessario executar as

seguintes metas:

= A primeira meta foi a selecdo dos fungos utilizados para a producgéo de
enzima [-glicosidase. As etapas necessdrias para realizar essa meta
foram: protocolo de crescimento, identificacdo e isolamento dos fungos
de interesse.

= A segunda meta foi a produgdo de enzima B-glicosidase utilizando

diferentes substratos (farelo de trigo e farinha de soja desengordurada).



A etapa necessaria para realizar essa meta foi 0 uso do processo da
FES.

A terceira meta foi a extracao das isoflavonas a partir do melaco de soja.
As etapas necessdarias para realizar essa meta foram: extragdo via
solucdo aquosa de metanol a 80%, temperatura ambiente, razao de
massa de melaco de soja e solvente de 1:20, centrifugacdo e
concentracao a vacuo.

A quarta meta foi a identificacdo e a quantificacdo dos compostos
presente no melago de soja. As etapas necessarias foram: as analises
de composicdo centesimal e mineral e perfil cromatografico das
isoflavonas presentes no melaco de soja.

A quinta meta foi a bioconversao, utilizando a enzima B-glicosidase nao
purificada, aos compostos glicosidicos de daidzina e de genistina
transformando em compostos agliconas daidzeina e genisteina. As
etapas necessarias para realizar a meta proposta foram: a aplicacao do
processo da FES e a quantificacdo dos compostos utilizando a CLAE.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ATIVIDADES BIOLOGICAS DAS ISOFLAVONAS SOBRE O ORGANISMO

As isoflavonas agliconas, daidzeina, genisteina e gliciteina promovem
atividade anti-estrogénica por possuirem varias propriedades bioldgicas
benéficas a saude humana. Entre os efeitos podemos citar a inibicdo da
atividade enzimatica, a capacidade antioxidante, anti-inflamatéria e
antimicrobiana dentre outras atividades bioldgicas tornando os alimentos que
contém isoflavonas alimentos funcionais (SETCHELL, 1998). O érgao
fiscalizador Food and Drug Administration (FDA, 1999) concedeu o certificado
Generally Recognized as Safe (GRAS) as isoflavonas devido as suas

propriedades funcionais.

2.1.1 A atuacao das isoflavonas no combate a doencas

Infelizmente no Brasil o cancer é apresentado como a segunda causa
de morte por doencas. Dados relataram que o cancer é superado somente
pelas doencas cardiovasculares (PARKIN e MUIR, 1994). A incidéncia do
cancer é expressiva quando comparada internacionalmente por exibir um perfil
préprio, diferente do observado em outros paises (MARIGO, 1994). Estudos
demonstraram que cerca de 35% dos diversos tipos de cancer ocorrem em
razdo de dietas inadequadas (DOLL e PETO, 1981). A associacdo entre
padroes alimentares e a prevaléncia de cancer é identificada por meios de
estudos epidemiologicos (BYERS, 1999).

Ha diversas pesquisas relacionadas ao uso de isoflavonas de soja e
seus derivados para beneficio da saude, devido ao seu potencial de reduzir as
ocorréncias de doencas ligadas a seres humanos tais como cancer de mama,
préstata, cancer do célon, doencas cardiovasculares, osteoporose, sintomas da
menopausa e diabetes mellitus (HASLER, 1998; MESSINA et al. 1994;
HENDRICH et al. 1994).



A incidéncia das doencas hiperlipidemia coronariana e sindromes pos-
menopausa em asiaticos € insignificante quando comparada aos europeus e
americanos, 0s quais consomem quantidades insignificantes de soja em suas
dietas normais (FANTI et al. 2003; HERMAN et al. 1995). Em compensacao, as
dietas alimentares de chineses e japoneses apresentam grandes quantidades
de produtos de soja, 0s quais podem chegar a apresentar cerca de 40 a 80 mg

de isoflavonas de soja para uma alimentacao diaria.

2.1.2 Estudo da soja dirigido na atuacao contra o cancer

Estudos evidenciaram que os niveis de estrogénio s&do um fator
determinante para aumento do risco de cancer (WU et al. 2005). Desta forma, a
alimentacdo rica em alimentos de soja e seus derivados que contenham
isoflavonas faz com que as isoflavonas se liguem aos receptores de estrogénio
(ER) resultando em resposta estrogénica a nivel celular (ALLRED et al. 2004),
melhorando, desta forma, a saude hormonal de mulheres na pré-menopausa
levando a um beneficio no que diz respeito aos fatores de risco como o de
cancer de mama (CASSIDY et al. 1994).

Em compensacdo, a genisteina é o Unico composto entre as
isoflavonas que possui efeito potencial na inibicdo do crescimento de células
cancerosas em concentragoes fisioldgicas (ZAVA, 1997).

A genisteina tem sido reportada pela fraca propriedade estrogénica
sobre efeitos antioxidantes, para inibicdo da proteina tirosina kinase,
topoisomerase Il e oncogénese para induzir diferenciacdo celular (BARNES,
1995). Outras propostas relacionadas na prevencdo de tumores malignos
incluem a inibicao do sistema tirosinoquinase, a supressao da oncogénese e 0s
efeitos antioxidantes (KASS-ANNESE, 2000). Entretanto Peterson e Barnes
(1991) reportaram que a genisteina é um agente anti-cancerigeno potente,
semelhante a droga anti-estrogénica tamoxifeno, utilizada na terapia de cancer
de mama. Apesar de serem insuficientes para inibir o crescimento de um
cancer de mama estabelecido, sao suficientes para regular a proliferacéo de

células epiteliais em cancer.



Estudos in vitro foram realizados por Messina et al. (2004) no qual
relataram que a genisteina tem suprido o crescimento de varios tipos de
cancer. Messina et al. (1994) realizaram estudos experimentais em animais
sobre o efeito na carcinogénese e a influéncia em dietas com a presencga de

isoflavonas.

2.1.3 Estudo da soja dirigido a doencas coronarias

A reducdo da concentracdo de colesterol lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) no sangue ocorre a partir do consumo de produtos que
contenham proteinas de soja aplicadas em diversos estudos com animais e
humanos (POTTER, 1996; CARROLL, 1991). Estudos demonstraram elevacao
das lipoproteinas de alta densidade (HDL) e reducdo das LDL em cerca de
10% sobre o organismo (SCHEIBER e REBAR, 1999). Estudo feito por Wong
et al. (1998) apontaram que o efeito redutor do colesterol LDL ocorre
especialmente em individuos hipercolesterolémicos (redugéo de 20%).

Anderson et al. (1995) realizaram uma meta-andlise de 38 ensaios
clinicos comparando o consumo de 47g de proteina de soja/dia, promovendo a
reducao de 9,3% do colesterol total, 19,9% do LDL e 10,5% dos triglicerideos.
Os valores obtidos para o HDL e LDL nao foram significativos. Outro estudo foi
realizado com diferentes doses de isoflavonas constatando que a partir de
45mg desses compostos, ou aproximadamente 25g de proteina de soja ao dia,
houve uma reducéo de 5 a 6% do colesterol HDL para homens (CASSIDY et al.
1994; BAKHIT et al. 1994). Um estudo dirigido por Carroll (1991) verificou que
houve redugdo de colesterolemia normal e leve hipercolesterolemia em
individuos na ordem de 3 e 4%.

Esses e diversos resultados apresentados foram decisivos para que o
FDA, em 1999, reconhecesse que o consumo de alimentos que contenham
6,259 de proteina de soja (1/4 da quantidade recomendada pelos estudos, que
€ de 25g/dia), reduz os niveis de colesterol. Assim, o FDA aprovou, em outubro
de 1999, um exemplo de Health Claim a qual “dietas com baixo teor de
gorduras saturadas e colesterol que incluia 25g de proteina de soja por dia
pode reduzir o risco de doenga do coracao”.

7



A atuacdo da soja como agente hipocolesterolemiante é dada pela
ligacdo que as isoflavonas exercem ao ER dentro das células de maneira
semelhante ao estradiol, funcdes que influenciam no metabolismo do colesterol
e das lipoproteinas (O’KEEFE, 1996).

2.1.4 Estudo da soja dirigido a osteoporose

Como definicao, segundo o World Health Organization (WHO, 1994), a
osteoporose é o disturbio 6sseo, caracterizado pela diminuicdo da massa
O0ssea e deterioracdo da microarquitetura do tecido 6sseo sem alteragdes
significativas da proporgéo entre matriz mineral e ndo-mineral. A osteoporose
aumenta a fragilidade 6ssea e o risco de fratura.

Dentre as terapias tradicionais no combate a osteoporose de agentes
que inibem a reabsorcdo Ossea (entre eles: estrébgenos, calcitonina e
bisfosfonatos), a anti-reabsor¢cdo disponivel, conhecida como Terapia de
Reposigdo Hormonal (TRH), é talvez o tratamento mais efetivo. Por outro lado,
a TRH vem acompanhada por varios efeitos adversos ao organismo, como o
aumento de risco de cancer de mama e de endométrio (ZUMOFF, 1998). Nas
ultimas décadas houve um grande interesse pelo composto genisteina devido
aos numerosos estudos sobre o seu efeito anticarcinogénico ao organismo.
Assim como a acdo da genisteina ligada a daidzeina desempenha um papel
importante na prevencdo da osteoporose, estas podem atuar como anti-
estrogenos quando os niveis de estrogénio sdo altos, bem como atuar em
mulheres com idade pré-menopausa, e como agonistas de estrogénio quando
0s niveis destes sdo baixos, como no caso das mulheres em idade poés-
menopausa (MESSINA, 2000).

Em estudo in vivo realizado por Potter et al. (1998) em 66 mulheres na
pds-menopausa durante um periodo de 6 meses relacionado a capacidade das
isoflavonas em prevenir a osteoporose, foram preparados suplementos a base
de soja enriquecidas com 56 mg e 90 mg de isoflavonas. Os autores
concluiram que a ingestdo da quantidade de 90 mg durante os seis meses
pode ser capaz de proteger o organismo contra a perda éssea em vértebras

lombares.



Dois mecanismos foram sugeridos por Arjmandi e Smith (2002) para
acado da soja e isoflavonas presentes em sua composicdo sobre a saude
O6ssea. Primeiro, as isoflavonas sao capazes de estimular a atividade
osteoblastica pela ativagao dos receptores de estrogénio do tipo B localizados
nos osteoblastos. Segundo, a soja ou suas isoflavonas podem promover a
producédo do hormdnio de crescimento (IGF-1) que estimula a formagéao 6ssea.
Os beneficios da proteina de soja e as quantidades de isoflavonas suficientes

para promover a saude éssea ainda nao sao conclusivos.

2.1.5 Atuacao como antioxidante

Produtos fermentados de soja apresentam grande potencial para propriedade
antioxidante (REN et al. 2006). Existem diversos outros compostos naturais
responsaveis pela acao antioxidante presentes na soja, entre eles saponinas,
tocoferdis, fitoesterdis e principalmente a presenca de compostos isoflavonas
(LEE et al. 2004). As isoflavonas exercem propriedades antioxidantes
protegendo os alimentos da deterioragdo oxidativa dos lipideos (FRITZ, 2003).
Naim et al. (1976) relataram que as formas agliconas tem maior poder
antioxidante quando relacionadas as formas glicosiladas.

Esaki et al. (1999a) concluiram que os produtos ndo fermentados de
soja quando comparado com o0s produtos fermentados tiveram suas
propriedades antioxidantes aumentadas devido a sua inoculagdo com

microrganismos.

2.1.6 Atividade Estrogénica

As isoflavonas encontradas na natureza estdo na forma glicosilada e
biologicamente inativa. Apds sua ingestdo, ocorre um complexo mecanismo
enzimatico de conversao no trato gastrintestinal, resultando na formacao de
fendis heterociclicos estruturalmente similarares ao 17-p-estradiol (MACKEY e
EDEN, 1998). Segundo Setchell (1998), as isoflavonas comportam-se como
estrogenos na maioria dos sistemas biolégicos e sdo classificadas como
Selective Estrogen Receptor Modulators (SERMs). Estudos relatados por
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Murphy (1982) e Messina (2000) concluiram que as isoflavonas apresentam
baixa atividade estrogénica na soja, razdo essa entre 1x10" a 1x10* e 1x10* a
1x10 sendo menos ativas em base molar quando comparada com o horménio

feminino 17-B-estradiol (Figural).

Figura 1 — Similaridade nas estruturas quimicas do estrogeno fisiolégico 17-p-
estradiol e a isoflavona genisteina (KIM et al., 1998).

A baixa atividade apresentada pelas isoflavonas da soja, quando
comparadas aos estrogenos femininos, pode exercer efeitos fisioldgicos,
guando constatado a presenca de niveis de isoflavonas no soro de pessoas
gue consomem produtos de soja regularmente podendo chegar a 1000 vezes a
concentracdo dos estrogénios endogenos (ADLEURCRETZ et al. 1993).
Murphy (1982) comparou a bio-atividade de genisteina e daidzeina em relagao
ao hormbnio sintético dietilestilbestrol encontrando em baixa atividade
estrogénica. Ja Kuiper et al. (1998) e Messina (2000) demonstraram outra
forma de atuacado para a genisteina obtendo maior afinidade pelos receptores
de estrogénios subtipo ERB localizados nos ossos e sistemas vasculares do
que os receptores subtipo ERg, localizados principalmente no uUtero e mama.
Kuiper et al. (1997) descreveram as afinidades relativas de varios compostos

com os receptores ER-a e ER- B presentes em humanos (Tabela 1).
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Tabela 1 — Relacao de afinidade de diversos compostos aos receptores ER-a
e ER-B.

Compostos ER-o. ER-B
Estradiol-17 100 100
Estrona 60 37
Estriol 14 21
Progesterona < 0,001 < 0,001
Testosterona < 0,01 < 0,01
Coumestrol 94 185
Genisteina 5 36
B-Sitosterol < 0,001 < 0,001
Tamofixeno 7 6

Fonte: Kuiper et al. (1997).

Segundo Setchell (1998) a genisteina exerce atividade estrogénica
com efeito sobre hipercolesterolemia, que leva a diminuicdo do risco
cardiovascular e efeito na osteoporose, além da diminuicdo dos sintomas da
menopausa e prolongamento do ciclo menstrual, que € um beneficio porque

guanto mais longo o ciclo menstrual, menor o risco do cancer de mama.

2.1.7 Biodisponibilidade de isoflavonas no organismo

Pesquisas de absorcédo de isoflavonas vem sendo desenvolvidas por
diversos pesquisadores. Em um estudo, lzumi et al. (2000) utilizaram, na
alimentacao, produtos fermentados de soja que continham em sua composicao
formas glicosiladas e agliconas. Como conclusao os pesquisadores notaram
que as formas agliconas sdo mais rapidas durante a absorcéo pelo organismo
do que as formas glicosiladas, e relataram que a concentracédo de plasma foi
de 8,4 h para genisteina, a qual foi significativamente maior quando comparada
a forma daidzeina com 5,8 h. A comprovacédo do estudo feito por lzumi et al.
(2000) foi realizada por Tew et al. (1996) e colaboradores concluindo que a
daidzeina esta presente em maiores concentra¢des no intestino por um longo
periodo de tempo, sendo mais biodisponivel que a genisteina, os quais
sugeriram que a genisteina tem menor biodisponibilidade que a daidzeina
devido a sua baixa eliminacao urinaria e comprovada acao na prevencao de

doengas como a osteoporose, doengas coronarianas € menopausa. Xu et al.
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(1995) concluiram que a daidzeina € mais resistente que genisteina ao ser
metabolizada por bactérias presentes em humanos e ratos (GRIFFITHS e
SMITH, 1972).

Experimentos com ratos foram realizados por Andlauer et al. (2000) os
quais mostraram que as isoflavonas agliconas presentes em fermentados de
soja, no caso tofu, apresentaram absorcdo e metabolizacdo pelo intestino
delgado. A mesma conclusdo foi obtida por Pereira et al. (2002) quando
utilizaram as isoflavonas do extrato purificado provindas do melago da soja,
gue se apresentaram biodisponiveis e foram detectadas no plasma e na urina
dos animais.

A biodisponibilidade de isoflavonas em humanos ocorre através da
acao da flora intestinal durante a degradacao de compostos que € influenciada
pela dose ingerida na dieta e agdo de enzimas bacterianas, especialmente a
enzima B-glicosidase (ARDITI et al. 2000). O acucar ligado é geralmente a
glicose ou ramnose, mas também pode ser galactose, arabinose, xilose ou
outros acucares (SILBERBERG et al. 2006).

Estudos dirigidos por Setchell et al. (2002) concluiram que durante a
absorcao intestinal, os compostos glicosidicos daidzina e genistina nao sao
absorvidos pelo intestino e sua biodisponibilidade requer primeiramente a
quebra da ligacdo com o acglcar pela acao da enzima B-glicosidase intestinal.

As formas agliconas sem a molécula de agucar, forma livre, sdo
capazes de serem absorvidas pelo intestino delgado (SANTOS-BUELGA e
SCALBERT, 2000).

2.2 — FLAVONOIDES E SUAS DIVISOES

A literatura abrange sobre diversas revisdes para atividade bioldgica e
estrutura dos diferentes tipos de flavondides (FORMICA e REGELSON, 1995).
Estima-se que haja mais de 4.000 flavondides, os quais se apresentam pela
coloragdo presente em inumeras verduras, frutas e flores (ADRIAN et al.,,
1990). Variando da cor amarela, laranja ao violeta, descritos e categorizados
como flavonol, flavona, flavan-3-ol, flavanonol, flavanona, isoflavona e

antocianinas, que podem ou nao ser glicosiladas. Como os flavondéides estao

12



presentes na dieta humana, € importante o entendimento das suas
propriedades bioativas, sua absorcdo e subsequente distribuicdo, seu
metabolismo e excre¢cdo em humanos (HOLLMAN e KATAN, 1998). De acordo
com Liu (1999), as formas ativas das isoflavonas sdo chamadas de daidzeina,
genisteina e gliciteina conforme demonstrado na Figura 2 abaixo.

R1 R2 Compostos
H H Daidzeina
oH H Genisteina

H OCH3 Gliciteina

Figura 2 — Estrutura quimica das isoflavonas agliconas da soja (SONG et al.,
1998).

Nas plantas, os flavonéides sdo encontrados ligados a acucares como
glicosidicos, sendo daidzina, genistina e glicitina bastante estaveis (HERTOG
et al., 1993). Existem também as isoflavonas B-glicosidicas conjugadas que
podem ser classificadas em acetil glicosideo e malonil glicosideo. Estas, por
sua vez, podem ser encontradas subdivididas em 6”-O-acetil-daidzina, 6”-O-
acetil-genistina e 6”-O-acetil-glicitina, e conjugada malonil-glicosidicas 6”-O-
malonil-daidzina, 6”-O-malonil-genistina e 6”-O-malonil-glicitina (Liu, 1999). Na
Figura 3, encontram-se as estruturas dos compostos de isoflavonas formados
por ligacbes B-glicosidicas e subgrupo acetil e malonil.

CH,0R;

R3 R4 RS Compostos

H H H Daidzina
OH H H Genistina

H OCH3 H Glicitina

H H COCHs 67-O-acetil-daidzina
OH H COCHs 67-0-arcetil-genistina
H OCH3 COCHs G7-0-acetil glicitina
H H COCHZICOOH  67-0O-malonil-daidzina
OH H COCHZICOOH  67-O-malonil-genistina

H QOCH: COCHICOOH 67-O-acetil-glicitina

Figura 3 — Estrutura quimica das isoflavonas B-glicosidicas e seu subgrupo
acetil e malonil presente na soja (SONG et al., 1998).
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As diferencas quimicas e estruturais das isoflavonas de soja resultam
em uma variavel biodisponibilidade no sistema bioldgico (XU et al., 1994), e a
isoflavona de maior potencial biol6gico € a genisteina, a qual é capaz de inibir,
in vitro, a acao de enzimas ligadas a proliferacdo de tumores, como a tirosina
quinase e DNA topoisomerase (PETERSON 1995).

2.2.1 Fatores genéticos, ambientais, enzimaticos e industriais que
influenciam na quantidade de isoflavonas presentes na soja

A diversidade botanica espelhada pelo planeta é vasta. Entretanto,
quantidades de isoflavonas sdo encontradas em algumas frutas, nozes,
vegetais e outras leguminosas (LIGGINS et al., 2000). Compostos como
isoflavonas agliconas, daidzeina e genisteina sdo encontradas em menores
quantidades na natureza. Isso ocorre pela limitada distribuicido da enzima
chalcona-isomerase (que converte 2 (R)-naringenina um precursor de flavonas
passando a 2-hidroxidaidzeina) a qual esta largamente presente em legumes
tropicais (COWARD et al., 1993). Fatores ambientais devem ser levados em
consideracao nas concentracbes de compostos de isoflavonas, presentes nos
graos de soja, por prejudicar o tipo de cultivo, local de plantio, clima, ano de
safra, tipo de solo e as interacdes entre esses fatores (HOECK et al., 2000).

Ao estudar a enzima B-glicosidase, Matsuura et al. (1993) observaram
qgue as concentracdes de daidzeina e genisteina aumentam durante imersao da
soja em agua, chegando a sua produgdo maxima na condi¢cdo de 50 °C e pH
6,0. A enzima B-glicosidase foi responsavel pela formagdo de daidzeina e
genisteina durante a imersdo, sua atividade foi inibida pela adicdo de um
inibidor competitivo, glucona-é-lactona, em agua. Desta maneira a hidrolise
enzimatica reduziu a quantidade de glicosidicos na soja. Murphy et al. (1999)
realizam a quantificacdo em diversos alimentos fermentados a base de soja
como shoyu, tempeh e tofu.

Ja para produtos processados industrialmente a partir da soja e seus
derivados, diversos estudos procuram relacionar a quantificacao de isoflavonas
aos fatores que interferem nesta concentracdo, entre eles: tempo de
processamento, processo de extragcdo de proteina, diluicAio com outros
ingredientes, hidrélise enzimatica e fermentacdo. Murphy (1982) e Wang e
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Murphy (1994) relataram que, ao determinar os niveis de isoflavonas usadas
na dieta alimentar de soja e produtos a base de soja, foram encontradas
diferengas consideraveis no conteudo e distribuicao de isoflavonas em ambas
as amostras, principalmente em produtos processados a base de soja.

2.2.2 Utilizacao da soja e sua aplicabilidade industrial

A soja € uma planta que apresenta uma grande diversidade genética e
morfoldgica por apresentar-se na natureza com tamanhos diferenciados de
seus graos, cores e composicao quimica. Segundo Markley (1974), a soja é
conhecida por diversos nomes, entre eles: Glycine soja, Soja japbnica, Glycine
ussuriensis.

O grao de soja € uma tipica semente leguminosa, o qual € composto
por diferentes partes. Segundo Tsukamoto et al. (2001), de todos os
componentes que formam o grao de soja, o cotilédone constitui cerca de 90%
da massa total do grdo de soja, enquanto o hipocotilédone apresenta somente
de 2-3% do total da semente e finalmente a casca que representa 6% da
massa total do grdo de soja.

O principal objetivo da plantacdo de soja é a producédo do gréao, e sua
composi¢ao quimica, muito complexa, € dependente de alguns fatores tais
como: variedade, condicdes de cultivo, condicdes climaticas como época de
plantio e armazenamento (HOU e CHANG, 1998). O grdo da soja € uma
semente oleaginosa que apresenta como principais constituintes os lipidios,

proteinas, carboidratos, minerais e agua.

As proteinas e isoflavonas presentes no grao de soja sdo os principais
componentes utilizados como compostos funcionais na alimentacdo humana.
Vale ressaltar que a soja é o unico vegetal que contém uma proteina completa
em sua composicao quimica (MORAIS, 2000). A casca dos graos de soja
contém elevada quantidade de carboidratos e apresentam em sua composicao
moléculas de oligossacarideos tais como estaquiose e rafinose, podendo ser
hidrolisadas pelas enzimas invertase e a-galactosidase (CARRAO-PANIZZI
1988). Os oligossacarideos podem ser reduzidos com o uso da maceragao e
cozimento dos graos (LIU e MARKAKIS, 1987) para fabricacao de fermentados
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tais como o fofu, e eliminados na dessoracéao do produto (VAN DER RIET et
al., 1989).

Outros processos sao utilizados para a producao de derivados de soja
e apresentam em sua estrutura quantidades significativas de proteinas e

isoflavonas.

2.2.3 Produtos derivados de soja

Tradicionalmente o consumo de soja é voltado a populacao ocidental, e
a producao de seus derivados é dividida em dois grupos: o grupo dos nao
fermentados, que incluem grao de soja, leite de soja e farinhas protéicas de
soja, e 0 grupo dos fermentados de soja, que sédo representados por miso,
natto, shoyu, tofu e tempeh (WILSON et al., 1992).

Em geral, os alimentos fermentados mantém o predominio das
isoflavonas agliconas, devido a hidrélise promovida por enzimas B-glicosidases
microbianas (MURAKAMI et al., 1984; IKEDA et al., 1995; citados por ESAKI et
al. 1999b). E para alimentos ou ingredientes de soja ndo fermentados, ha
predominio das formas B-glicosidicas conjugadas (WANG e MURPHY, 1994).
A Tabela 2 representa os Teores de isoflavonas contidas em alguns alimentos
a base de soja, nao fermentados e fermentados, considerados essenciais na

alimentacao.
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Tabela 2 — Teores das concentragdes de isoflavonas totais presentes em soja

e seus derivados.

Produtos alimenticios a

base de soja

Teores de

isoflavonas (u/q)

Referéncia

Soja em graos (Brasil) 425 - 1415 Carrao-Panizzi e Kitamura (1995)

Soja em gréos (Japao) 688 - 2389 Wang e Murphy (1994)
Franke et al. (1995)

Soja em graos (Coréia) 458 - 2317 Choi et al. (1996)

Soja em graos (EUA) 2053 - 4216 Wang e Murphy (1994b)

Farinha desengordurada de 919 - 3086 Genovese e Lajolo (2001) Aguiar

soja (Brasil) (2004)

Farinha desengordurada de 737 - 1681 USDA (1999)

soja (EUA)

Proteina texturizada de soja 869 - 999 Genovese e Lajolo (2002)

(Brasil)

Proteina texturizada de soja 44 - 2956 USDA (1999)

(Brasil)

Isolado protéico de soja 1384 - 1637 Genovese e Lajolo (2001)

(Brasil)

Isolado protéico de soja 465 — 1992 USDA (1999)

(EUA)

Concentrado protéico de 612 - 1670 Coward et al. (1993)

soja (processo acido) USDA (1999)

Concentrado protéico de 208 - 318 USDA (1999)

soja (processo acido)

Leite de soja 12,6 —211,3 USDA (1999)

Tofu 202 - 512 Coward et al. (1993)

Wang e Murphy (1994)

Oleo de soja Nao contém Murphy et al. (1999)
Wang et al. (1990)

Shoyu 1,3-23 Coward et al. (1993)

Murphy et al. (1999)

Os derivados de soja como farinha desengordurada,

proteina

texturizada e isolados de soja apresentam teores de isoflavonas oscilantes

quando comparados entre paises (Tabela 4).

Diversos trabalhos voltados a produtos fermentados foram realizados,

entre os trabalhos Hui et al. (2001) analisaram quantidades de isoflavonas em

tofu. Os autores afirmaram que o consumo diério de 30g de tofu fornece entre

5,4 e 17,1 mg/dia de isoflavonas agliconas. Ja para produtos como a farinha de

soja, descascada e desengordurada, as médias para isoflavonas nas formas (-

glicosidicas conjugadas apresentaram teores de 617 ug/g de daidzina e 1198

Mg/g de genistina, e para as formas agliconas, 328 ug/g de daidzeina, 267 ug/g

de genisteina e 129 pg/g de gliciteina. Atualmente, os produtos derivados de

17



farinha de soja sdao muito utilizados na producdo de diversos alimentos
industrializados, tais como produtos carneos, produtos de panificagdo, molhos
e sopas. No entanto, para a elaboracdo de recomendacdes nutricionais é
necessario o conhecimento dos teores de isoflavonas nos alimentos
(GENOVESE e LAJOLO, 2001).

2.2.4 Processo de producao dos farinaceos de soja e seu subproduto

No Brasil, um produto de grande interesse comercial o qual provém da
producéo de farinaceos de soja € o melago de soja, um subproduto importante
da industria de processamento de soja, que é rico em isoflavonas, mas nao é
consumido devido ao elevado teor de oligossacarideos presentes em sua
composicao, (NIELSEN, 1996) citado por Brasil (2007). Na Figura 4 encontra-
se representado o fluxograma do processo simplificado da producao do farelo
proteinado e isolado de soja, e o subproduto formado durante a producgéo
destes derivados de soja é conhecido como melago de soja.

1. Estagio Extragio 2. Estigio Extragio

Figura 4 — Fluxograma simplificado do processo de producdo do subproduto
melaco de soja.

Os flocos desengordurados sem a presenca de solvente (etapa 1) séo
pesados e misturados em solucao de NaOH pH 4,5. Em seguida transportados
ao tanque (etapa 2), ficando por um determinado periodo de tempo sob
agitacao constante. Apds atingir o periodo, a massa € bombeada e misturada
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novamente (etapa 3) seguindo para outros dois tanques os quais representam
o primeiro estagio de extracdo (etapas 4 e 5). Em seguida a massa é
transportada por bombas até o primeiro estagio da separacao de sélidos (etapa
6) onde a parte soélida é succionada até o estagio de separacao de soélido na
forma de farinaceo protéico (etapa 7). A outra parte, a qual contém massa com
NaOH pH 4,5, é bombeada para tanque do segundo estagio de extracao (etapa
8) com agitacao continua por um tempo determinado. E apds esse intervalo de
tempo é bombeada diretamente ao segundo estagio de separagao de sélido
(etapa 9) obtendo, desta forma, extrato protéico e o subproduto formado
durante esse processo conhecido como melaco de soja (etapa 10).

Barnes et al. (1994) estudaram as composicées quimicas do melaco
derivado da soja, apresentando valores de 34,6% de carboidratos, 3,2% de
proteina, 3,1% de gordura, 4,2% de minerais e aproximadamente 2 g/L de
isoflavonas, representando uma das principais fontes de isoflavonas derivadas

da soja.

2.3 A ENZIMA B-GLICOSIDASE (EC 3.2.1.21)

A enzima [-glicosidase € comumente encontrada na natureza,
presente em inumeros vegetais, podendo ser produzida por diversos
microrganismos entre eles fungos filamentosos da espécie Aspergillus e
Trichoderma. Atua diretamente no processo bioldgico da enzima B-glicosidase,
formacao de hidrélise nas giberelinas conjugadas, além de atuar em processos
de hidrélise em ligagdes P-glicosidicas conjugadas em dissacarideos,
oligossacarideos (COULON et al., 1998; BHATIA et al.,, 2002). Esta enzima
também atua no metabolismo de estresse e resisténcia a alguns fitopatdégenos
(ESEN, 1992).

Em alimentos, especialmente os ndo fermentados provindos da soja e
seus derivados como farinha e concentrados de soja, tais enzimas apresentam
em sua composicdo maiores quantidades de compostos glicosilados. Enquanto
que alimentos provindos de fermentacdo como miso e tempeh apresentam
compostos majoritarios na forma de agliconas (COWARD et al., 1993; CHIOU e
CHENG, 2001). Trabalhos realizados por Matsuura et al., (1989), Murphy
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(1982) e Park et al.,, (2003) utilizam as enzima p-glicosidase provindas
principalmente da produg¢do de microrganismos e formas vegetais para o uso
da converséo de isoflavonas glicosiladas em isoflavonas agliconas utilizando
soja e seus derivados

Aguiar et al., (2003) e Lima (2003) utilizaram linhagens de fungos
filamentosos Aspergillus oryzae ATCC 22786, Asperqillus niger e Aspergillus
awamori para a produgdo de enzima B-glicosidase e bioconversdo de
compostos glicosidicos em agliconas utilizando a fermentacao sélida entre 24 a
96 h, e concluiram que a enzima B-glicosidase do Aspergillus oryzae ATCC
22786 foi capaz de hidrolizar as formas glicosiladas presentes no farelo de soja
desengordurado em agliconas por um periodo de 24 h de fermentagao. Esaki
et al. (1999b) estudaram a fermentagdo com a soja desengordurada em meio
ao Aspergillus saitoi. Os autores concluiram que a daidzina e a genistina sao
convertidas em daidzeina e genisteina devido a presenca da enzima -
glicosidase.

Ha outro mecanismo de hidrélise provocado pela acao das enzimas
citosélicas como a B-glicosidase (EC 3.2.1.21) apresentado por SETCHELL et
al., (2002) e 1ZUMI et al., (2000), o qual é produzido pela acdo das bactérias
intestinais. Apés ingerir as isoflavonas nas formas malonil glicosidicas e acetil
glicosidicas as mesmas sdo metabolizadas a compostos B-glicosideos havendo
a liberacdo de glicose e formacdo de compostos agliconas. A Figura 2.7
demonstra a formacéao deste processo.

Enzima
—_—

B-glicosidase

OH
p-glicosidicas Agliconas

Figura 5 — Atuacao da enzima B-glicosidase na quebra da ligacao glicosidica
B-1,4 resultando na liberacao da glicose.
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Hawksworth et al. (1971) citado por Xu et al. (1995) descrevem
Lactoabacilli, Bacteroides e Bifidobacteria como 0s principais grupos de
bactérias intestinais produtoras de enzima B-glicosidase (EC 3.2.1.21) ativas
sobre os flavondides durante a dieta.

2.3.1 O uso dos fungos filamentosos para producao de enzimas

Os fungos filamentosos sado fundamentalmente constituidos por
elementos multicelulares. E um dos poucos organismos utilizados em
fermentacdes na escala industrial, que além de serem capazes de produzir as
substancias de interesse, apresentam-se como organismos geneticamente
estaveis, crescendo e produzindo os metabdlitos desejados (BROCK et al.,
1997). Atuam sobre enzimas extracelulares (celulases, hemicelulases,
pectinases, ligninases) as quais fornecem aos microrganismos, em especial
aos fungos filamentosos, recursos para obter energia e nutrientes a partir
destes biopolimeros vegetais disponiveis (ARO et al., 2005). Assim,
possibilitam as principais transformacbes microbianas sobre os flavonodides,
gerando produtos com grande interesse comercial.

Entre os principais fungos filamentosos produtores de metabdlitos, os
géneros Aspergillus e Trichoderma sao conhecidos e eficientes produtores de
enzimas celuliticas compreendendo as formas endo-1,4-B-glucanases,
celobiohidrolases, exo-1,4-B-glicosidases e p-glicosidases (RUEGGER e
TAUK-TORNISIELO, 2004). Algumas das transformagbes de flavondides séo
apresentadas na Tabela 3 representadas por (HARBONE, 1993).

Tabela 3 — Transformacdes microbianas de alguns compostos de flavondides.

Substrato Organismo Produto Esperado
Isoflavanona Aspergillus niger Isoflavona
Daidzina Bifidobacterium sp. Int-57 Daidzeina
Genistina Bifidobacterium sp. Int-57 Genisteina
Daidzina Aspergillus oryzae Daidzeina
Genistina Aspergillus oryzae Genisteina
Glicosil-isoflavonas Lactobacillus casei Isoflavonas agliconas

Fonte: Harbone (1993).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

A principal matéria-prima, o melago de soja, residuo industrial rico em
isoflavonas na forma de compostos glicosidicos, foi gentilmente doada pela
empresa IMCOPA - Importagdo, Exportacdo e Industria de Oleos Ltda,
localizada na cidade de Araucaria - Parana. O farelo de trigo e a farinha de soja
desengordurada, utilizadas como substratos durante a FES, foram adquiridos
da empresa Nutribom Alimentos localizada na cidade de Maringéa - Parana.

3.1.1 Reagentes

Para o crescimento microbiano, as extracdes das isoflavonas, a FES, a
atividade enzimatica e as analises quantitativas foram utilizados os seguintes

reagentes e solventes conforme descri¢do abaixo:

O meio de cultura utilizado para o cresimento microbiano foi o Agar

Sabouraud Dextrose adquirido da empresa PML MICORBIOLOGICALS,

INC - EUA;

= O solvente organico utilizado para extracdao das isoflavonas foi o
metanol, de grau analitico cromatografico, adquirido da empresa J.T.
Baker (EUA);

» Para contagem de esporos foi adicionado o Tween 80, marca Synth,
para melhorar homogeneizagao das cepas eluidas em agua esterelizada
e uréia P.A marca Synth;

= A agua utilizada para as atividades no laboratério foi passada pelo

sistema de deionizagdo em colunas de troca i6nica (Simplicity, Millipore

do Brasil) e filtrada através de membranas de 0,22 um nylon (Alltech,

Deerfield, IL);
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» Reagentes de alta pureza foram utilizados para determinacdo da
atividade enzimatica. O p-nitrofenol (pNP) e substrato sintético p-
nitrofenil-B-glicosideo (pNPG) foram adquiridos da empresa Sigma
Chemical Co (St. Louis, EUA);

» Reagentes utilizados para as analises de proteinas totais. O coomassie
brilliant blue BG-250 e albumina bovina sigma A-2153 (BSA) de alta
pureza adquiridos da empresa Sigma Chemical Co (St. Louis, EUA);

= Os solventes, acido acético e metanol, empregados na fase mével séo
de grau analitico cromatografico, todos adquiridos da empresa J.T.
Baker (EUA);

» Reagentes de grau analitico cromatografico: daidzina, genistina,
dadzeina e genisteina, foram adquiridos da empresa Sigma Chemical
Co (St. Louis, EUA), para confeccao das curvas de calibracao utilizadas
na CLAE.

3.1.2 Microrganismos utilizados para producao de pB-glicosidase

As cepas de fungos filamentosos utilizadas para este estudo foram as

seguintes:

»  Aspergillus niger ATCC 16404 American Type Culture Collection (ATCC)
isolado a partir da Blueberry, local Carolina do Norte EUA;

»  Aspergillus oryzae ATCC 1003 fornecido pela Fundacao Oswaldo Cruz;

» Aspergillus niger isolado do solo pelo Laboratério Ambiental da ltaipu
Binacional;

»  Aspergillus niger isolado do ar indoor pelo Laboratério Ambiental da

Itaipu Binacional.

Apés o processo de escolha e aquisicdo da cepa importada Aspergillus
niger ATCC 16404 e da cepa nacional Aspergillus oryzae ATCC 1003 cedida
pela Fundagdo Oswaldo Cruz, foram realizados todos os procedimentos de

crescimento, isolamento e identificacdo das cepas adquiridas e fungos
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ambientais Aspergillus niger isolados do solo e ar indoor sob a supervisao da
responsavel técnica do laboratoério Leonilda Correia dos Santos.

Os microrganismos utilizados neste estudo foram armazenados em
temperatura de 6 a 8 °C para posterior realizagdo da FES, visando a produgéo
da enzima [B-glicosidase em extrato bruto. Todos os fungos caracterizados
neste estudo foram inoculados em substratos (farelo de trigo e farinha de soja
desengordurada). Os fungos filamentosos selecionados neste estudo adaptam-
se bem ao processo da FES empregado, possibilitando que suas propriedades
fisiolégicas, enzimoldgicas e bioquimicas fossem plenamente desenvolvidas
(AIDDO et al., 1982). Na Figura 6 encontra-se representado um fluxograma das

etapas do processo de bioconversao proposto.
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Coleta dos microrganismos ambientais Crescimento/desenvolvimento

A4

Aspergillus niger, solo e ar indoor 25 °C por 5 dias

l
'

Identificagdo: | Isolamento > Crescimento/Armazenamento

\ 4

Aspectos morfoloégicos e
P g Contagem:

microscopicos das colbnias. 3 .
P Método camara de Neubauer 1x10°

esporos/mL.

FES: Adicdo de substrato Farelo de trigo e/ou farinha de soja
P -
rocesso < desengordurada em condicdo 30 °C por 96 h em estufa.
Fermentativo
| Material Salido L 4
Adicao de NaCl 0,1% diluido em &gua
Filtracdo )
| destilada e macerado com passagem em

filtro de 1& para retirada do material sélido, e

Liquido B-glicosidase bruta filtracdo do liquido em membrana 0,22 um

v para retirada micelar. Temp. 7 °C por um
Centrifugagéo 1800 . g 10 min. curto periodo para evitar desnaturagao
¢ enzimatica levando a perda de atividade.

Leitura no espectrofotémetro

As leituras foram realizadas a 420 nm para
atividade enzimatica de enzima B-glicosidase em

U/mg e proteinas totaisl a 595 nm.

Adigao da proporgéo i Ati
Matéria-prima Sy (5;/ | pt pM 9; | > Agitador magnético
assa/solvente Metano 5
Melaco de soja Tempo extracdo 1 h
1/20
A 4
Centrifugacao
5000 % g por 10 min. separagéo do
sobrenadante e precipitado v
Sobrenadante
Y rota evaporado em
Bioconversao: Pesagem da massa de isoflavonas temperatura de 40 °C para
extraidas do melaco de soja + enzima B-glicosidase + retirada do metanol e agua
solvente presente no melaco de soja.
A4

Andlise em HPLC

Figura 6 — Fluxograma simplificado do processo das etapas realizadas.
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3.1.3 Preparo da cultura sélida

O meio de cultura sélido de Sabouraud foi preparado para o
desenvolvimento microbiano com a seguinte composicao: glicose (40 g/L),
peptona (10 g/L) e agar (12 g/L), diluido em agua destilada.

3.1.4 Manutencao dos microrganismos

As cepas liofilizadas contendo ATCC género Aspergilus niger e
Aspergillus oryzae foram reativadas por suspensdo em 10 mL de &gua
esterelizada. Em seguida, foi coletada uma aliquota de 1 mL e transferida para
placas de Petri contendo nutrientes agar Sabouraud em estado sélido
esterelizado a 121 °C por um periodo de 15 minutos em autoclave vertical
(Phoenix equipamentos cientificos SP, modelo AV 30) e resfriadas dentro do
fluxo laminar e incubadas em estufa (Tecnal, modelo TE 392/1) a temperatura
controlada de 25 °C durante 5 dias até o crescimento e desenvolvimento das
espécies.

As cepas de ATCC género Aspergilus niger e Aspergillus oryzae foram
conservadas sob refrigeracdo a 6 °C em tubos de ensaio inclinados e fechados
com algodao para futura repicagem e mantidas por um periodo maximo de 45
dias. O mesmo procedimento foi realizado para os microrganismos coletados
do solo e ar indoor, apds o crescimento, desenvolvimento e identificacdo do

género e espécie.

3.1.5 Producao do inéculo

O preparo dos in6culos foi realizado a partir do crescimento das
culturas em estoque ao meio Sabouraud em frascos erlenmeyer de 250 mL.
Apds sete dias de crescimento, a temperatura de 30 °C ocorreu a formagao dos
esporos. Os esporos foram coletados com auxilio de alca e adicionados em

100 mL de agua destilada e 4 gotas de Teween 80 esterelizados, e submetidos
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a agitacdo em uma incubadora refrigerada com agitacao (Tecnal, modelo TE
422) a 30 °C e 100 rpm durante 15 minutos.

Ap6és agitacao, procedeu-se a coleta de 1 mL da solucao de esporos do
meio liquido, até atingir a concentragéo de células da ordem de 1 x 10” a 1 x
108 esporos/mL de microrganismo. Os esporos foram contados em camara de
Neubauer com o uso do microscopio e calculados usando a equacao (1).

Numero total de esporos = NTE x 1/VR x FD x 10°® (1)
NRC

NTE = Numero total de esporos contados em 10 quadriculos
1/VR = Inverso do volume do reticulo
FD = Fator de diluicao

NRC = NUmero de reticulos contados

3.2 PRODUGCAO DE B-GLICOSIDASE MICROBIANA POR FERMENTACAO
SOLIDA

Os substratos farelo de trigo e farinha de soja desengordurada
utilizados nos ensaios durante a FES foram dispostos em frascos erlenmeyers
de 250 mL contendo 20g com umidade controlada em 50% com adi¢do de uma
solugdo com 3% de uréia como fonte de nitrogénio.

Os fungos necessitam de nitrogénio para suas reacdes metabdlicas,
dentre as fontes mais comuns de nitrogénio encontram-se a uréia, sais de
amodnio, aminoacidos e peptideos (WAINWRIGHT, 1995). A uréia apresenta
normalmente atuagdo tamponante sobre o meio de cultivo e isso foi
fundamental para sua aplicacao neste estudo.

Todos os frascos com os substratos foram esterilizados em autoclave
vertical (Phoenix equipamentos cientificos SP, modelo AV 30), esfriados em
fluxo laminar, em seguida inoculados com a suspensdo de esporos de
aproximadamente 1 x 10” a 1 x 10® esporos/mL do microrganismo e incubados
em estufa bacteroldgica (Tecnal, modelo TE 392/1) controlada a 30 °C por um
periodo de 96 horas.
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3.2.1 Extracao enzimatica

Apés a fermentacdo, o extrato bruto da enzima passou por um

processo de filtracdo onde alguns passos foram seguidos:

A cada erlenmeyer contendo as espécies de fungos filamentosos foi
adicionado 100 mL de solugao de NaCl a 1%. O micélio fangico foi
macerado e colocado na incubadora (Tecnal, modelo TE 422)
refrigerado a 30 °C com agitagdo 100 rpm durante 2 horas;

Os substratos fermentados foram separados pelo uso da filtracao em 1a
de vidro;

Foram realizadas centrifugacdées sobre os filtrados a 1800 x g por 10
minutos em centrifuga (Jouan, modelo BR 4i);

Novas filtragées foram realizadas com o uso de membranas de 0,22 um
nylon (Alltech, Deerfield, IL) para eliminagdo dos micélios fungicos;

Os sobrenadantes contendo os extratos in natura das enzimas foram
armazenados em temperatura de 6 a 8 °C para andlises posteriores de
atividade enzimatica;

O extrato enzimatico filtrado usado nos processos de bioconversao,
contento a enzima B-glicosidase, ndo passou por henhum processo de
pufiricagdo a posteriori. Assim, para simplificar a notacdo escrita ao
longo do texto sera empregado o termo extrato enzimatico bruto
contento a enzima B-glicosidase, a Figura 7 abaixo demonstra as
coloragdes obtidas destes extratos que variam do amarelo palido ao

amarelo ouro.

28



[

Asp. Higer Asp Oryzae Asp. Higer Asp. “lﬂ'-‘-r Asp. Higer Asp Higer Asp. Higer
Solo FS ATCC 1003 FT Indoor FS Indoor FT ATCC 16404 FTATCC 16404 FSIndoor FT

Figura 7. Aspecto fisico dos extratos enzimaticos de enzima B-glicosidase apos
a fermentagdo em estado sélido com o uso dos substratos farelo de trigo e
farinha de soja desengordurada em meio aos fungos (Aspergillus niger ATCC
16404, Aspergillus oryzae ATCC 1003, Aspergillus niger isolado do solo, e
Aspergillus niger isolado do ar indoor).

3.2.2 Determinacao da atividade de pB-glicosidase

A atividade de enzima B-glicosidase foi determinada conforme descrito
por Matsuura et al. (1995):

» A mistura de 2 mL de solugcdo 1 mM de p-nitrofenil-B-glicosideo (pNPG)
em tampao fosfato citrato 0,1M pH 5,0 foi incubada a 40 °C em banho de
agua por 5 minutos;

= Apos a adicdo de 0,5 mL de solugdo de enzima bruta, a mistura foi
incubada a 40 °C por 20 minutos;

» A reagao foi interrompida pela adicao de 2,5 mL de carbonato de sédio
0,1 M. A absorbancia da solucdo foi medida a 420 nm em
espectrofotometro (Shimadzu UV mini, modelo 1240).

A quantidade de p-nitrofenol liberada foi determinada usando curva
padrao preparada com 5 a 300 uM de p-nitrofenol. A curva de calibragéao é
apresentada no Apéndice A.

O principio da acado enzimatica procede da seguinte forma: a enzima B-
glicosidase age sobre o substrato sintético (oNPG) liberando p-nitrofenol como
um dos produtos da reagao. O p-nitrofenol produz uma cor amarela intensa em

solucao alcalina acima de pH 8,0 e medido quantitativamente a 420 nm.
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A determinagdo da atividade enzimatica envolve a medida da
velocidade de reacdo. Geralmente utiliza-se temperatura de 30 °C, pH ideal
para cada tipo de enzima utilizada e concentragcdes definidas de substratos e

ativadores (PETER et al., 1987). Segundo a Enzyme Commission, “uma
unidade (U) de atividade € a quantidade de enzima que catalisa a
transformacdo de 1 uM de substrato ou a formag¢do de 1 uM de produto por
minuto”, nas condicbes de ensaio estabelecidas (temperatura, pH,
concentracao de substrato). A atividade especifica é expressa em termos de
atividade por miligrama de proteina (U/mg) (PRICE e STEVENS 1989).
Portanto, para todas as medicées da atividade enzimatica do extrato
bruto de B-glicosidase foi utilizado o extrato bruto inativo como controle
(branco). Para garantir a inativacao, foi usado a alteracdo da temperatura e do
pH. A Figura 8 representa o efeito do tempo de reagdo do p-nitrofenol sobre a
atividade enzimatica conforme os tempos utilizados neste estudo, de 0 a 20

minutos a 40 °C de incubacéo.

0 5 10 15 20
tempo de reacao com para-nitrofenol (min.)

Figura 8 - Efeito do tempo de reacao do p-nitrofenol sobre atividade
enzimatica.

Os valores apresentados em U/mg de atividade enzimatica provinda de

B-glicosidase em meio ao extrato bruto, demonstrou coeréncia sobre os

resultados obtidos em relagdo aos intervalos de tempo da reacao aplicada.
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3.2.3 Determinacao de proteinas totais

Para a determinagao de proteinas totais, foi empregado o método do
coomassie brilliant blue BG-250 (BRADFORD, 1976). A absorbancia da
solucdo foi medida a 595 nm em espectrofotbmetro (Shimadzu UV mini,
modelo 1240). A curva de calibracdo foi preparada usando a albumina bovina
(Sigma A-2153 BSA) com concentracdo de 30 a 200 mg% conforme
demonstrado no Apéndice A.

3.3 EXTRACAO DAS ISOFLAVONAS

Para a producdo dos extratos metandlicos foi utilizado o melago de
soja. As isoflavonas foram extraidas do melaco de soja conforme método
modificado descrito por Griin et al. (2001). A massa foi pesada e eluida na
proporcédo de 1:20 (m/v), com metanol 80% e agitada constantemente por um
periodo de 1 h a 25 °C. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 5000 ¥
g por 10 minutos em centrifuga (Jouan, modelo BR 4i). O sobrenadante foi
concentrado em sistema evaporativo a vacuo, rotaevaporador (Fisatom,
modelo 801) até atingir o volume de 1 mL. Em seguida completou-se o volume
para 5 mL em baldo volumétrico com metanol (grau analitico HPLC). Filtrou-se
as amostras utilizando filtros de membranas de 0,22 um nylon (Alltech,
Deerfield, IL) seguido de analise por CLAE. As extracOes realizadas para o

melaco de soja foram feitas em triplicata.

3.3.1 Determinacao dos compostos de isoflavonas por CLAE

Os extratos concentrados de soja foram determinados por CLAE, de
acordo com o método modificado descrito por Park et al. (2001c). Aliquotas de
20 uL foram injetadas automaticamente no cromatdgrafo liquido equipado com
coluna (Microsorb-MV, 5 um, 100 A; 4,60 - 250 mm) aclopado com detector
UV-Vis (modelo Gilson 152). As isoflavonas foram isoladas utilizando sistema
de gradiente e eluicdo, com uma vazao inicial de 0,5 mL/min, mantendo-se a

temperatura da coluna a 35 °C. Foi utilizado um gradiente linear solvente. A
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(agua misturada ao acido acético na proporcdo de 19:1 v/v) e metanol como
solvente B. Iniciou-se o gradiente com 20% do solvente B, passando para 40%
em 35 minutos, subindo para 50% entre 35 e 45 minutos, atingindo 80% em 75
minutos, decrescendo para 20% entre 95 e 105 minutos. Um intervalo de
tempo de 15 minutos foi deixado para reequilibrar a coluna com 20% de
solvente B entre as corridas realizadas. A deteccgao foi realizada em absorcao
de 254 nm.

Os valores das concentracoes de daidzina, genistina, daidzeina e
genisteina foram calculados com base nas curvas adquiridas através dos
padrdes utilizados da empresa Sigma Chemical Co (St. Louis, EUA). As curvas

de calibracado encontram-se no Apéndice A.

3.3.2 Conversao de isoflavona glicosidica em isoflavona aglicona a partir
da enzima B-glicosidase em extrato bruto microbiano

O extrato concentrado provindo do melagco de soja foi hidrolizado
usando a enzima [-glicosidase em extrato bruto microbiano do género
Aspergillus. Na Tabela 4 encontram-se as quantidades utilizadas para

realizacdo da bioconversao.

Tabela 4 — Quantidades utilizadas para o processo de bioconversao de
compostos glicosidicos em compostos agliconas.

Componentes Quantidade em mL
Extrato concentrado do melaco de soja 0,1
Enzima B-glicosidase em extrato bruto 0,2
Agua ultrapura 1,7
Total: 2,0

A mistura (extrato concentrado do melaco de soja + enzima [-
glicosidase em extrato bruto + agua ultrapura), foi incubada em banho
ultratermostatico (Quimis, modelo 214S) a 40 °C durante 30 minutos seguindo
metodologia descrita por Lima (2003). Ap6s o processo de hidrélise, a mistura
foi filtrada por membranas de 0,22 um nylon (Alltech, Deerfield, IL) para

realizacdo das analises de isoflavonas via CLAE.
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3.3.3 Métodos fisico-quimicos e cromatograficos no melaco de soja

A composicao centesimal e mineral bem como o perfil de carboidratos
totais presente na composi¢cdo do melaco de soja encontram-se representados
na Tabela 5. As quantificacdes fisico-quimicas foram realizadas no Laboratério
de Aguas e Alimentos do Departamento de Quimica da Universidade Estadual
de Maringa. As andlises de CLAE em carboidratos totais e seus compostos
foram realizados pela Empresa Sanrisil S/A Industria e Comércio — Industrias.

Tabela 5 — Teores fisico-quimicos e cromatograficos de carboidratos totais e
seus compostos presentes no melaco de soja.

Analises fisico-quimicas Andlises de carboidratos totais pela
cromatografia liquida (CLAE)
Parametros Teores Parametros Teores
Umidade 26,32 (%) Carboidratos Totais 46,97 (%)
Sélidos totais 73,68 (%) Glicose 0,35 (%)
Proteina Bruta 4,66 (%) Frutose 0,85 (%)
Carboidratos Totais 53,29 (%) Galactose 1,57 (%)
Extrato Etéreo 2,83 (%) Lactose n.d
Fibra bruta 0,11 (%) Sacarose 24,56 (%)
Residuo Mineral Fixo 12,53 mg/100g Rafinose 6,58 (%)
Célcio 56,4 mg/100g Estaquiose 13,07 (%)
Cobre 6,34 mg/100g
Chumbo n.d

Legenda: n.d = ndo detectado.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PRODUGAO DE ENZIMA B-GLICOSIDASE A PARTIR DA FES E
DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA ESPECIFICA

Os microrganismos selecionados Aspergillus oryzae ATCC 22786,
Aspergillus niger e Aspergillus awamori (AGUIAR et al., 2003) sdo os mais
pesquisados para a producao de enzima B-glicosidase utilizando FES.

A atividade enzimatica de [B-glicosidase produzida pelos
microrganismos utilizados (Aspergillus niger ATCC 16404, Aspergillus oryzae
ATCC 1003, Aspergillus niger isolado do solo e Aspergillus niger isolado do ar
indoor) foi determinada até o 5 dia de fermentacao ou 96 horas baseado em
estudo feito por Aguiar et al., (2003).

O valor do pH utilizado em todos os testes de atividade enzimatica
realizados neste trabalho foi de pH 5,5. Este valor foi o mesmo utilizado por
Matssura e Obata (1993) que produziram a enzima B-glicosidase extraida da
soja.

O estudo da estabilidade enzimatica para B-glicosidase em extrato
bruto foi pesquisado por Lima (2003) que observou que a enzima é termo
resistente mantendo sua atividade de até 76% depois de 4 horas de incubacao
em uma temperatura de 55 °C, onde obteve 100% de atividade enzimatica na
temperatura de 40 a 50 °C e mesmo apds 4 horas de incubagao mantinha 90%
de sua atividade. Essas informacgdes foram utilizadas para definir a temperatura
de 40 °C durante 30 minutos para os ensaios realizados na reagdo enzimatica.

Na Figura 9 encontram-se os valores da atividade enzimatica de B-
glicosidase, sem purificagédo, obtido a partir da FES, utilizando como substrato
o farelo de trigo e a farinha de soja desengordurada para desenvolvimento dos
fungos filamentosos com ATCC e isolados do meio ambiente. Os melhores
resultados de atividade enzimatica foram obtidos utilizando o Aspergillus
oryzae ATCC 1003 no substrato farelo de trigo. O Aspergillus niger ar indoor
apresentou um valor de 5,9 U/mg utilizando substrato com farinha de soja
desengordurada.
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Figura 9 — Valores de atividade enzimatica de B-glicosidase em extrato bruto
apos 96 horas de processo de fermentacdo FES. Quantificacdo em pH 5,5 e
incubacéo a 40 °C por 20 min.

Resultados de atividade enzimatica semelhantes foram obtidos por
Ikeda et al. (1995), Murphy (1982) e Aguiar et al. (2003) utilizando a enzima da
soja para a bioconversao de isoflavonas glicosidicas em agliconas.

Na Tabela 6 encontram-se valores referentes as proporcées de
atividade especifica (U/mg) obtidas apds o processo da FES por 96 horas,

sobre fungos da espécie Aspergillus utiilizando como substrato o farelo de trigo.

Tabela 6 — Valores da atividade enzimatica de B-glicosidase microbiana extrato
bruto, substrato farelo de trigo.

Microrganismos Volume inicial Proteinas totais Atividade
(mL) (mg) Especifica (U/mg)
Aspergillus oryzae ATCC 1003 100 0,41 7,6
Aspergillus niger ATCC 16404 100 0,58 6,9
Aspergillus niger solo 100 0,54 54
Asperqgillus niger ar indoor 100 0,56 7,0

Na Tabela 7 encontram-se os valores referentes as proporcdes de
atividade especifica (U/mg) obtidas apds o processo da FES por 96 horas,
sobre fungos da espécie Aspergillus utilizando como substrato a farinha de
soja desengordurada.
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Tabela 7 — Valores da atividade enzimética de B-glicosidase microbiana extrato
bruto, substrato farinha de soja desengordurada.

Microrganismos Volume inicial Proteinas totais Atividade
(mL) (mgQ) Especifica (U/mg)
Aspergillus oryzae ATCC 1003 100
Aspergillus niger ATCC 16404 100 0,42 3,6
Aspergillus niger solo 100 0,36 3,8
Asperqgillus niger ar indoor 100 0,37 5,9

Nao houve crescimento microbiano para o Aspergillus oryzae ATCC 1003 empregando o
substrato com farinha de soja desengodurada.

Lembo et al., (2002) relatou que o farelo de trigo na FES foi superior a
todos os outros substratos utilizados, incluindo a farinha de soja, para a
producdo de enzima B-glicosidase por Aureobasidium sp. Os resultados da
atividade enzimatica de B-glicosidase em todos os testes realizados em nosso
estudo, utilizando fungos filamentosos presentes nas Tabelas 6 e 7,
demonstram a superioridade do substrato farelo de trigo na produgéao de B-
glicosidase, quando comparado ao substrato farinha de soja desengordurada.

Cabe destacar que, até o momento, ndo foi encontrado a aplicacdo do
fungo Aspergillus oryzae ATCC 1003, Aspergillus niger ATCC 16404 e
Aspergillus niger ambiental ar indoor para a produg¢édo de enzima B-glicosidase

e nem aplicacado para o processo de bioconversao.

4.2 QUANTIFICACAO DO MELAGCO DE SOJA SEM ADICAO DE ENZIMA p-
GLICOSIDASE

Os teores de isoflavonas presentes na matéria-prima melaco de soja
(Figura 10) foram analisados via cromatografia CLAE, conforme descrito no
item 3.3.1.

Os teores de isoflavonas foram quantificados em fracdo massica
percentual para um melhor entendimento e discusséo dos resultados referentes
aos compostos glicosidicos e agliconas, presentes no melaco de soja sem
adicdo de enzima p-glicosidase. As formas glicosidicas sdao as formas
majoritarias quando comparadas aos teores de isoflavonas agliconas,
principalmente por ndo passarem por nenhum processo de fermentagcdo ou

hidrélise durante o processo industrial. Pereira et al. (2002) estudaram a fracao

36



massica percentual de isoflavonas presentes no melaco de soja encontrando
para os compostos glicosidicos, daidzina 38% e genistina 53% e para os
compostos agliconas, daidzeina 5% e genisteina 4%. E importante mencionar
que as formas quimicas das isoflavonas podem variar dependendo das
condi¢gées ambientais, solo e variedades do cultivar (HOECK et al., 2000).

100 -
] m Daidzina
90 * B Genistina
_. 801 o Daidzeina
X 1 @ Genisteina
~ 70 -
§ ;
g 2
=
40 -
z§ ;
g 301
L ]
20 -
10 -
Daidzina Genistina Daidzeina Genisteina

Figura 10 — Valores dos compostos daidzina, genistina, daidzeina e genisteina
presentes no melaco de soja sem adi¢do de enzima B-glicosidase.

4.3 PROCESSO DE BIOCONVERSAO UTILIZANDO A ENZIMA -
GLICOSIDASE

As Figuras 11 e 12 demonstram a obtenc¢éo das fracbes massicas para
a bioconversao dos compostos glicosidicos, daidzina e genistina em agliconas,
daidzeina e genisteina utilizando a enzima B-glicosidase extrato bruto, obtidas
dos fungos filamentosos (Aspergillus niger ATCC 16404, Aspergillus oryzae
ATCC 1003, Aspergillus niger isolado do solo e Aspergillus niger isolado do ar
indoor) apds a FES com o uso dos substratos farelo de trigo e farinha de soja
desengordurada, incubados a 40 °C durante 30 minutos em meio ao extrato
concentrado extraido do melaco de soja. Ap6s o término da reacdo, os teores

de isoflavonas foram quantificados via CLAE conforme descrito no item 3.3.1.
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Figura 11 — Valor do composto daidzeina em extrato concentrado apés o
processo de bioconversdo a 40 °C durante 30 minutos.

Os teores médios de bioconversdo para os compostos daidzeina e
genisteina foram de 56,7% para o composto daidzeina, e 43% para 0 composto

genisteina.
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Figura 12 — Valor do composto genisteina em extrato concentrado apds o
processo de bioconversdo a 40 °C durante 30 minutos.

Lima (2003), usando a enzima B-glicosidase produzida pelo Aspergillus

niger utilizado na forma de extrato bruto e parcialmente purificado em 40 °C
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durante 30 minutos em meio ao extrato metandlico de soja Tozan, observou
que as enzimas parcialmente purificadas e na forma de extrato bruto provindas
do Aspergillus niger apresentaram praticamente as mesmas taxas de
bioconversdo, 32% em relacdo ao tempo inicial para o composto estudado
daidzeina, e ao estudar o teor de genisteina houve um pequeno aumento de
33% para enzima extrato bruto e 30% para enzima parcialmente purificada.

A Figura 13 representa os perfis cromatograficos obtidos antes do
processo de bioconversdao da matéria-prima melaco de soja (a) e apds seus
processos de bioconversdo (b a h). A bioconversdao ocorreu na forma
majoritaria levando os extratos concentrados de melaco de soja transformando
em compostos agliconas daidzeina e genisteina em 100% de conversao para
os tratamentos com o uso de enzima B-glicosidase (b, c, d, e, g, h).

A conversao dos compostos somente foi possivel devido a quebra da
ligacdo glicosidica sobre os compostos glicosidicos daidzina e genistina
promovida pela agdo de enzima B-glicosidase na forma de extrato bruto
atuando a uma temperatura de 40 °C durante 30 minutos. O efeito do tempo de
reacao enzimatica foi descrito por Lima (2003) ao estudar o uso de (30, 60 e 90
minutos) concluindo que, quanto maior o tempo de reacdo, maior a diminuicao
das isoflavonas glicosidicas e conseqtientemente maiores as quantidades dos
compostos agliconas. Marazza et al. (2009) estudaram a producédo de enzima
B-glicosidase produzida via Lactobacilus (L.) rhamnosus CRL981 e sua
bioconversao sobre o leite de soja e concluiram que uma temperatura de 37 °C
durante 12 h de fermentacdo é capaz de bioconverter 100% dos compostos
glicosidicos transformando em compostos agliconas.

Aguiar e Park (2004) converteram as isoflavonas glicosidicas nas
formas daidzeina e genisteina via fermentagdo semi-sélida com o uso do
Aspergillus. oryzae ATCC 22786, utilizando como substrato o farelo de soja em

temperatura de 30 °C durante 48 h obtendo 100% da bioconversio.
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Figura 13 - Perfis dos cromatogramas referentes a bioconversdo de
isoflavonas glicosidicas em agliconas em funcdo do extrato concentrado de
melago de soja. Reagado com a enzima B-glicosidase em extrato bruto, provinda
dos substratos farelo de trigo e farinha de soja desengordurada. a: controle
sem processo de bioconversdo 1,85 mg/mL de extrato concentrado; b-h:
bioconversdao do substrato contendo 1,85 mg/mL do extrato concentrado
reagido com a enzima de B-glicosidase em extrato bruto. Compostos: 1:
daidzina; 2: genistina; 3: daidzeina; 4: genisteina.
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Para que néo houvesse duvidas sobre os tratamentos utilizados apés a
extracdo das isoflavonas presentes no melaco de soja, foram realizados dois
tratamentos diferentes. O primeiro tratamento considera o extrato de melaco de
soja eluido em meio ao solvente metanol (80%) apdés a extracdo das
isoflavonas. O segundo tratamento, ap6s obter o extrato de isoflavonas, é
rotaevaporado até a retirada total da agua e solvente metanol presente na
amostra.

Os dois tratamentos foram utilizados no procedimento da bioconversao
para obtencdo de compostos agliconas. O segundo tratamento foi o que
demonstrou melhor desempenho por apresentar apenas um dos compostos
glicosidicos apds o procedimento de bioconversao. Na Figura 14, encontram-se
os teores dos compostos glicosidicos e agliconas para os dois tratamentos

realizados.
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Figura 14 — Valores para os tratamentos em extrato metandlico e extrato
concentrado.
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5. CONCLUSOES

O uso da fermentagcdo em estado sélido FES, apesar de ser um
método simples e de baixo custo, proporcionou valores da atividade enziméatica

de B-glicosidase em conformidade com a literatura.

Os fungos da espécie Aspergillus niger ATCC 16404, Aspergillus
oryzae ATCC 1003, Aspergillus niger isolado do solo, e Aspergillus niger
isolado do ar indoor desenvolveram em todas as fases de crescimento

utilizadas e principalmente no processo de fermentacao na FES.

O fungo Aspergillus oryzae ATCC 1003 apresentou a maior atividade
enzimatica de B-glicosidase quando comparado aos demais fungos estudados

para este trabalho em meio ao substrato farelo de trigo.

O extrato bruto enzimatico dos Aspergillus apresentou-se estavel para
as condigOes utilizadas a 40 °C durante 30 minutos e favoreceu, desta forma, o
processo de bioconversdo na transformacdo dos compostos glicosidicos em
agliconas.

Apesar de optado por nédo purificar o extrato bruto enzimatico contento
a P-glicosidase devido as limitacbes de equipamentos e recursos disponiveis,
os trabalhos disponiveis na literatura especializada que tratam sobre producao
e extracdo de B-glicosidase geralmente utilizam os processos de purificacao
para aumentar a quantidade disponivel de B-glicosidase para garantir teores
maximos de bioconversdo. Como os teores de bioconversdo obtidos neste
trabalho foram de 100% para os fungos Aspergillus oryzae ATCC 1003,
Aspergillus niger isolado do solo, e Aspergillus niger isolado do ar indoor
utilizando substratos provindo do farelo de trigo e farinha de soja
desengordurada, pode-se concluir que a auséncia do processo de purificacao
nao foi a etapa determinante.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Usar biorreatores para melhorar o controle de alguns parametros
fundamentais durante um processo de fermentacao tais como: temperatura, pH
e agitagao.

Implementar um processo de purificacdo de enzima [-glicosidase
obtida ap6s o uso de microrganismos filamentosos utilizados no estudo.

Estudar outras formas de hidrélise sobre as isoflavonas provindas de
subprodutos de soja.

Melhorar a bioconversdo de compostos glicosideos em agliconas a
partir de pardmetros que promovam uma melhor bioconversao, principalmente
pelo uso de enzimas e variando diferentes substratos.

Utilizar o produto final rico em isoflavonas agliconas na producédo de
nanoparticulas para que possam ser mais eficientes na absorcdo do

organismo.
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APENDICE - A

Neste apéndice sdo apresentadas as curvas de calibracao realizadas
em condicdbes cromatograficas e espectrofotométricas bem como a

metodologia de calculos.

A — 1 Emprego das curvas de calibracao para a determinacao dos teores

de isoflavonas e atividade enzimatica

A curva de calibracao foi realizada para construir graficos relacionados
a resposta do equipamento em funcado de varias concentragcoes do analito em
estudo, contendo uma variavel independente (eixo horizontal ou x) relacionada
as varias concentragbes preparadas do padrdao analitico da substancia de
interesse, e a dependente (eixo vertical ou y) ao sinal analitico obtido para cada
concentragdo do padrdo. As Figuras A1 a A6 representam os valores obtidos
para o parametro (r) que auxilia na definicdo da faixa dinamica ou intervalo
dindmico de cada composto presente.

As equacbes obtidas com as curvas de calibracdo (area versus
concentracdo) para cada composto podem ser observadas nas Figuras A1 —
A6.

4,9E+05 -
4,2E+05 -
3,5E+05 -
2,8E+05 -
2,1E+05 -
1,4E+05 -
7,0E+04 -

0,0E+00 ] T T T T T T T T T T
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025 0,030 0,035 0,040 0,045 0,050 0,05

(mg/mL)

y = 8E+06x + 12386
R?=0,9993

Area (AU)

Figura A 1 — Curva de calibragdo da daidzina.
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0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45

(mg/mL)

y = 1E+07x + 4374,3
R’ = 0,9999

Area (AU)

Figura A 2 — Curva de calibragcao da genistina.
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0,0E+00 1 T T T T T T T T T T
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035 0,04 0,045 0,05 0,055

(mg/mL)

Figura A 3 — Curva de calibracdo da daidzeina.
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(mg/mL)

Figura A 4 — Curva de calibracédo da genisteina.
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y =0,0012x + 0,001
R?=0,9993

25 50
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uM/mL de p-nitrofenol

Figura A 5 — Curva de calibragao do p-nitrofenol.
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Figura A 6 — Curva de calibragédo para proteinas totais.
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APENDICE - B

A curva de calibragdo para analise de proteina total foi utilizada para
confeccao dos calculos de atividade enzimética de [B-glicosidase conforme
metodologia descrita por (BRADFORD, 1976). A curva de calibragcdo do p-
nitrofenol, foi determinada para confec¢do dos célculos relacionados para
determinar valores das atividades enzimaticas de [-glicosidase, conforme
método descrito por (MATSUURA et al., 1995).

B — 1 Aplicacao da férmula para obter valores de B-glicosidase

Equacao da curva de calibracao da proteina bruta em mg/100mL ou mg%

C = (ug/mL) = 0,0046x (AU) + 0,1068

Valor obtido na leitura em AU = 0,493

C =0.493 - 0,1068 = 83,95 (Mg%)
0,0046

83,95mg% 100 mL
X 0,5mL

X = 0,4198mg de proteina total

Equacao da curva de calibracao do p-nitrofenol (uM/mL):
Y (wWMmL) = 0,0012x (AU) + 0,001

Valor obtido na leitura em AU = 0,183

C=0,183 — 0,001
0,0012
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C = 151,66 uM

fc = Fator de diluicdo da solucdo: 151,66 uM*80 = 12.132 uM

12.132 umol 1000 mL
X (umol) 2,5mL
X =30.3 umol

Dividido pelo tempo de reacdo de 20 min para solugdo composta de: 0,5 mL de

enzima + 1 mL de solugdo tampéao + 1 mL de solucao pNPG = 2,5 mL (Total)

30.3umol /20 min = 1,51umolmin™

Valor da atividade especifica de B-glicosidase:

0,4198mg de proteina 1U
1,51umol X

U = 3,6 U/mg (Valor da atividade especifica)
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