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Em 1920, P. Antonio Coiazzi, um dos discipulos do Ven. D. Jodo Bosco, editou um livro
intitulado "D. Bosco dizia assim ... ", com diversos pensamentos sobre as formas de educar
0s pequenos e os adolescentes. Alguns destes pensamentos trago aqui ao V0SS0

conhecimento.

D. Bosco dizia assim ...

... se poifs o divino Mestre se tinha na conta de servo dos seus
discipulos, podera sem difficuldade fazer o mesmo aquelle que por
natureza, por emprego, por missao, se impoz a tarefa de educar ...

... fazei-vos amar se quereifs que vos respeitem. O educador é um
individuo consagrado ao bem dos seus alumnos, por isso deve
estar disposto a arcar com todas as difficuldades, a impor-se todas
as canceiras para conseguir o seu fim ...

... N0 sejaes parcos ou avaros em dispensar estimulos, em animar,
mas séde parcos nos elogios. As palavras de anima¢ao accordam
n'alma nossos brios e energfa, sem despertar o orgulho ...

... tendes rigorosa obrigacao de estudar os mefos capazes de
corrigir os caracteres maus e impedir que sejam nocivos aos

caracteres ordinarios e bons ...

... primeiro é preciso praticar e s6 depofis ensinar ...

P. Antonio Coiazzi (1920)
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RESUMO

As isoflavonas sdo conhecidas por suas atividades bioldgicas tais como,
atividades estrogénica, antiftingica, antioxidante e antitumoral (mama e prostata),
além de inibir a atividade de enzimas ligadas a divisdo celular, sendo estas
atividades biol6gicas mais acentuadas nas formas agliconas que glicosiladas. Sua
presenca em produtos de soja, tem sido relatada como importante para a saade
humana, além do que o Brasil é o maior exportador de soja no mundo a partir de
2003. O presente trabalho de tese teve como objetivos, avaliar os teores de
isoflavonas e seus conjugados presentes em cultivares de soja brasileiros e em
alguns produtos a base de soja, bem como, discutir os efeitos associados a presenca
de isoflavonas, em suas diferentes formas, nas propriedades biol6gicas
(antioxidante, antiinflamatéria e antimicrobiana) encontradas em extratos
alcodlicos de soja. Analisou-se os teores de isoflavonas em cultivares de soja
(Glycine max L.) provenientes de diferentes 6rgaos estaduais e federais de pesquisa
em soja e o efeito da temperatura na extracdo de isoflavonas de soja. As
concentracdes mais elevadas de isoflavonas foram obtidas principalmente por
extracao alcodlica em solucao 80 ou 90% de metanol e solucao 60 ou 70% de etanol.
Foi avaliada a composicdo de isoflavonas presentes em soja, apds tratamento
térmico e por radiacdo gama. A farinha de soja foi tratada por aquecimento a 100 e
121°C por 20, 40 e 60 min; a 121°C por 40 e 60 min, malonil-isoflavonas em farinha
de soja foram completamente transformadas a glicosil-isoflavonas. A radiagdo

gama também promoveu a reducdo no contetido de isoflavonas. O extrato
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metanoélico de soja tratado por radiacdo gama apresentou uma perda gradual no
contetdo de isoflavonas totais (perda de 33,5%), mas em farinha de soja, rica em
tibras, a radiacdo gama teve pouco efeito (perda de 9,96%). Por outro lado, o fungo
tilamentoso Aspergillus oryzae ATCC 22786 produziu alta atividade de pB-
glicosidase, a qual foi capaz de converter glicosil-isoflavonas em agliconas
presentes em farinha de soja. Glicosil-isoflavonas (daidzina, glicitina e genistina)
foram eficientemente transformadas as suas formas agliconas (daidzeina, gliciteina
e genisteina) por fermentacdo em estado sélido por 48 h a 30°C com esporos (107
esporos/mL) ou pela B-glicosidase de A. oryzae, apés 30 min a 40°C. Apds o
tratamento da farinha de soja com P-glicosidase, 85,5% das glicosil-isoflavonas
foram hidrolisadas as formas agliconas. O tratamento térmico a 121°C seguido da
reacao enzimatica, produziu grande quantidade de isoflavonas agliconas. Portanto,
o tratamento combinado de aquecimento a 121°C e reagdo com [-glicosidase de A.
oryzae ATCC 22786 pode transformar eficientemente malonil-isoflavonas a glicosil-
conjugados e, posteriormente, a agliconas. Além disso, os extratos metanélicos de
farinha de soja tratada com aquecimento e B-glicosidase demonstraram elevadas
atividades antioxidantes. No entanto, o tratamento com aquecimento e reacdo
enzimatica ndo mostrou claramente um aumento nas atividades antimicrobiana e

antiinflamatoria.
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ABSTRACT

The isoflavones from soybean are known to have several biological
properties such as estrogenic, antimicrobial and antitumoral (breast and prostate)
activities, besides inhibiting the activity of enzymes linked to the cellular division.
These properties are shown to be more accentuated in the aglycone than glycoside
forms. Their presence in soy products have been reported with a number of
beneficial health effects. In addition, Brazil is a major soybean producer in the
World. The main objectives of this work of Thesis was to evaluate the isoflavone
contents, and its conjugate forms, present in different Brazilian soybean cultivars,
as well as, in some soy products. Other objective of this work, was to discuss the
effects associated to the presence of isoflavones with some biological properties
(antioxidant, anti-inflammatory, and antimicrobial) into alcoholic extracts of
soybean. The isoflavone contents was analyzed in different soybean cultivars
donated by State and Federal Organization on Soy Research, and the effect of the
temperature in the extraction of soybean isoflavones. The high isoflavone
concentrations were obtained mainly by alcoholic extraction using 80% methanol
and 60% ethanol solutions. As a major soybean producer, Brazil finds important to
characterize the isoflavone composition of the some Brazilian soybean cultivars,
which were treated with heat processing and gamma irradiation. Soybean flour
was treated by heating at 100 and 121°C for 20, 40, and 60 min. At 121°C for 40 and
60 min, the isoflavone malonate into defatted soybean flour was completely

converted to their glycoside conjugates. Gamma irradiation also promoted some
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reduction in isoflavone profiles. The methanolic extract of soybean treated by vy-
radiation had a gradual decreasing in their isoflavone contents (loss of 33.5%), but
on soybean flour, rich in fiber, the y-radiation had a little effect (loss of 9.96%). On
the other hand, the filamentous fungus Aspergillus oryzae ATCC 22786 a high B-
glucosidase producer, was found to be able to convert glycoside isoflavones to
aglycones forms present into soybean flour. It was observed that the glycoside
isoflavones extracted such as, daidzin, glycitin and genistin, were efficiently
transformed into their aglycones forms (daidzein, glycitein and genistein) by solid-
state fermentation after 48 h at 30°C with A. oryzae spores (107 spores/mL) or -
glucosidase after 30 min at 40°C. After treatment of the methanolic extracts with f3-
glucosidase, 85.5% of glycoside isoflavones were hydrolyzed by this enzyme to
form aglycones. The enzymatic reaction on the methanolic extract from the
soybean sample treated at 121°C indicated that the glycoside isoflavones were
efficiently transformed into aglycones. Therefore, combined application of heat
treatment at 121°C and the fungal B-glucosidase could transform efficiently
malonylglycoside isoflavones and glycoside isoflavones to aglycones.
Furthermore, methanolic extracts of soybean sample treated by heating and with
B-glucosidase demonstrated higher antioxidant activity. However, the treatment
by heating and enzyme reaction do not show an increasing in the antimicrobial

and anti-inflammatory activities
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1. INTRODUCAO

Tradicionalmente, os alimentos estdo associados as caracteristicas
energéticas e nutritivas, como fontes de carboidratos, proteinas e lipideos, porém
recentemente houve um aumento do interesse por alguns ingredientes
biologicamente ativos de sua composi¢do quimica. Estes alimentos, denominados
nutracéuticos, podem agir na prevencdo de doengas, como tem sido mostrado em
diversos estudos cientificos. Governos, agéncias de satide e grupos de pesquisa
ressaltam que os hdbitos alimentares estdo associados a promocdo da satude e
prevengao de doengas.

Entre os varios alimentos que constituem a dieta humana, a soja e seus
produtos tém ganhado grande importancia na atualidade, devido a possibilidade
de prevencdo de doencas degenerativas, como tumores de mama e prostata,
doencas cardiovasculares e osteoporose. Fato visivel é o Japao, onde a expectativa
de vida é de 80 anos (76,9 para os homens e 82,9 para as mulheres). Isto se deve a
diferentes fatores, como aprimoramento da medicina e, principalmente, a
alimentacdo. Diferentes estudos tém mostrado que a dieta japonesa é a maior
responsavel pela longevidade e é reconhecida pelo seu balango nutricional. Apenas
a metade das proteinas ingeridas vem de origem animal; sendo o restante de
proteina de soja e de outras fontes. A ingestdao em grande quantidade de graos,

algas e vegetais é também importante. Desta forma, muitos pesquisadores tém



discutido algumas das propriedades bioldgicas das isoflavonas e da proteina de
soja.

Produtos secundarios do metabolismo das plantas, tais como terpendides,
cardenolidios, coumarinas, antraquinonas, glicosilatos, alcaléides e flavonoéides,
sdo responsaveis por muitas destas propriedades biolégicas e sdao utilizados como
principios ativos de farmacos, flavorizantes, ingredientes alimenticios ou
agroquimicos. Sabe-se que flavonodides de frutas, hortalicas, produtos apicolas e
soja (Glycine max L.), como as isoflavonas, em suas diferentes formas, tém papel
importante no corpo humano, podendo agir como antioxidantes, anti-
inflamatoérios, antimicrobianos entre outras atividades biolégicas, tornando os
alimentos que os contém um alimento funcional ou nutracéutico. Eldridge (1982) e
Fukutake et al. (1996) afirmam que genistina e daidzina sdo as principais
isoflavonas, constituindo de 50 a 90% dos flavonéides presentes na farinha de soja.
Outros compostos derivados destes compostos glicosilados foram identificados e
compreendem as formas acetil e malonil. Park et al. (2001a), analisando diferentes
cultivares de soja de uma mesma regido brasileira, constataram grande variacao na
concentracdo total dessas isoflavonas. Segundo Carrdo-Panizzi et al. (1998), a
concentracao de isoflavonas em soja é geneticamente determinada e afetada por
fatores ambientais e pela temperatura local. Segundo Genovese e Lajolo (2001b), os
fatores que afetam a composicao de isoflavonas em soja estdo também relacionados
a (1) variedade e condigdes de cultivo; (2) as condi¢des de processamento da soja,

ou ainda (3) as metodologias de analise. A metodologia de andlise é uma etapa



importante na avaliagdio do teor de isoflavonas em soja, sendo necessario o
estabelecimento de um método eficiente de extracdo como também de analise, que
atualmente se baseia principalmente na andlise por cromatografia liquida de alta

eficiéncia.






2.  OBJETIVOS DO ESTUDO

A soja, uma leguminosa alta e regularmente consumida em paises orientais,
contém elevadas concentracdes de isoflavonas. Muitos estudos cientificos tém
mostrado que as isoflavonas sdo ativas contra diversas doencas humanas, como
osteoporose, doencas cardiovasculares e canceres de mama e prodstata, mas o
processamento dos graos, usados para preparar alimentos derivados de soja,
podem reduzir o contetdo das isoflavonas e assim as propriedades bioldgicas
associadas a estes compostos fenolicos, tais como: antiftingica, anti-hemolitica,

antioxidante e anti-inflamatodria.

Na busca de um maior entendimento sobre as isoflavonas de diferentes

cultivares de sojas brasileiras, o presente estudo teve como objetivos:

1) Avaliar os teores de isoflavonas em cultivares de soja brasileira.

2) Avaliar sistemas de extracdo das isoflavonas.

3) Verificar o efeito da temperatura na composigao das isoflavonas.

4) Analisar a conversdo enzimaética das isoflavonas glicosiladas a agliconas.

5) Verificar as atividades antioxidante, anti-inflamatéria e antimicrobiana dos

extratos alcodlicos de isoflavonas.






3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Alimentos Funcionais

As plantas sao fontes de diferentes compostos quimicos bioativos de grande
importancia para a medicina, os quais sdo objeto de intimeras investigacdes
cientificas e uso empirico por pessoas da zona rural, e porque ndo de pessoas da
zona urbana, as quais cultivam pequenos vasos com diferentes plantas medicinais.
Muitas destas plantas sdo amplamente consumidas na dieta humana, podendo ser
benéficos a saude (Maciel et al., 2002). Compostos bioativos incluem um namero
de compostos quimicos com diferentes estruturas quimicas tais como carotenéides,
acidos fenolicos, fitoesterdis, acidos graxos (w-3), sulfetos de alila, benzopirdis e
flavonoéides. Estes compostos podem ser benéficos pela agdo antioxidante; ativando
enzimas hepdticas contra intoxicagdes; bloqueando a atividade toxica de bactérias
ou virus; inibindo a absorcado de lipoproteina de baixa densidade (LDL); inibindo a
agregacao de plaquetas; ou ainda, inibindo o desenvolvimento de bactérias
gastrointestinais indesejaveis (Herrmann et al., 2001). Por outro lado, o consumo
destes alimentos funcionais tem aumentado e as industrias produzem um ndmero
cada vez maior desses produtos. Alimentos funcionais, em linha gerais, sao
alimentos que promovem algum beneficio a satde ou que tem papel na prevencao
de doencas. Para Pacheco e Sgarbieri (2001), alimentos funcionais sdo aqueles que

contém em sua composicao, substancias nutrientes ou nao nutrientes, capazes de



modular as respostas metabdlicas do individuo, que resultam em maior protecdo e
estimulo a satde. Atuam melhorando as condigdes de satde, promovendo o bem
estar dos individuos, prevenindo o aparecimento precoce de doengas
degenerativas, permitindo o aumento da longevidade com qualidade de vida.
Podem ser classificados como alimentos funcionais, quaisquer alimentos natural
ou formulado, que contenham uma ou mais substincias capazes de atuar no
metabolismo ou na fisiologia humana, no sentido de promover beneficios a satide
(Pacheco e Sgarbieri, 2001).

A legislacdo americana define um alimento funcional como suplemento
dietético, alimento ou alimento medicinal que possui beneficios a saiide e é segquro para
consumo humano em quantidade e freqiiéncia requeridas para se alcangar as propriedades
sugeridas ao produto. Muitos alimentos ou componentes de alimentos sao ditos
nutracéuticos e tém sido adicionados a alimentos industrializados como o suco de
laranja enriquecido com calcio, que tem a propriedade de prevenir a osteoporose.
A Food and Drug Administration (FDA) lista doze alimentos ou componentes

relacionados a satide humana, como mostrados na Tabela 1 (Henry, 1999).



Tabela 1: Alimentos e componentes relacionados a algum dano ou beneficio a

satde humana.

Alimentos/Componentes

Relag¢dao com a saade

Calcio

Dieta rica em lipidios saturados

Sodio

Dieta rica em gordura saturada e colesterol
Graos, frutas e vegetais ricos em fibras
Graos, frutas e vegetais ricos em fibras soltaveis
Frutas e vegetais

Folato

Polidis

Fibras solaveis de aveia ou vagem
Proteina de soja

Graos integrais

Previne osteoporose

Podem causar cancer

Podem causar hipertensao

Podem causar doencgas coronarianas
Previne cancer

Previne doencas coronarianas
Previne cancer

Protege contra defeitos no tubo neural
Protege contra caries dentais
Protege contra doengas coronarianas
Previne contra doencas coronarianas

Previne certos tipos de cancer,
incluindo de intestino, célon, esdfago
e estOmago.

Fonte: (Henry, 1999)

Ultimamente tem ocorrido um rdpido desenvolvimento cientifico na
prevencao de doengas. Hoje estd claro que determinadas proteinas sdo fontes de
peptideos biologicamente ativos, sendo que estes podem ter atividade similar a de
hormonios, e que estes peptideos sdo inativos quando incorporados em proteinas.
E da mesma forma, a quitina e quitosana tém demonstrado atividades anti-
tumorais e aumentado a atividade imunomodulatéria (Smacchi e Gobberti, 2000).
Por outro lado, os oligdmeros de quitina e de quitosana demonstram uma
atividade biolégica ainda maior do que as formas originais de quitina e quitosana.

E também sabido que 4cidos graxos poliinsaturados como o6mega-3, acido



eicosapentandico (EPA) e acido decasohexaendico (DHA), sdo extensamente
empregados na melhora da satdde humana. Probidticos como Lactobacillus sp. e
Bifidobacterium sp., e prebidticos como varios oligossacarideos derivados de
sacarose, amido, inulina e lactose também sao amplamente utilizados como
alimentos funcionais (Rao, 2001; Passos e Park, 2003).

Sabe-se que flavondides contidos em frutas, hortalicas e soja tém papel
importante no corpo humano. Foi comprovado que os flavondides agliconas
apresentam atividades antioxidantes maiores do que suas formas conjugadas (p.
ex., as glicosiladas) (Park et al., 2001c). A soja (Glycine max L.) contém altas
concentracdes de daidzina e genistina, que sdo isoflavonas glicosiladas, sendo estas
passiveis de serem transformadas em agliconas por processos enzimaticos.

Um fato visivel da associacdo da alimentacdo a base de soja e a satde reside
no povo japonés. A expectativa de vida no Japao é de 80 anos, sendo de 76,9 para
os homens e de 82,9 para as mulheres. Isto tem sido relacionado a diferentes
fatores, como o aprimoramento da medicina, mas diversos estudos tém mostrado
que a dieta japonesa é a maior responsavel pela longevidade, devido ao seu
balanco nutricional. Apenas a metade das proteinas ingeridas é de origem animal,
sendo o restante da proteina de soja e outras fontes vegetais e algas (Weisburger,
2000).

Do ponto de vista mercadolégico, o consumo de alimentos funcionais tem
aumentado e as industrias tém colocado a disposicdo dos consumidores um

nimero cada vez maior destes produtos. Em matéria divulgada no “Nutrition
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Business Journal” estima-se que o valor do mercado americano para alimentos
funcionais foi de US$ 19,6 bilhdes em 1999 e que atingiu cerca de US$ 20 bilhoes
em 2000, o que constituiria 10% do mercado total de alimentos para 2010, quando
poderd atingir cerca de US$ 60 bilhdes, de acordo com as projecdes da revista
(Henry, 1999).

Nos Estados Unidos, foi feito um levantamento no ano de 1997 sobre as
causas de mortes, ficando estas distribuidas em: 31% por doengas coronarianas;
23% por cancer; 7% por doencas cerebrovasculares; e 5% por doencas obstrutivas
do pulmao (Weisburger, 2000). Atualmente, as cardiopatias sao uma das principais
causas de morte em todo o mundo, seguida pelos varios tipos de cancer.
Felizmente, muitos estudos tém mostrado a capacidade de prevencdo destas
doengas pela adocao de uma dieta rica em soja (Morais, 2001; Maranhdo, 2001). A
partir dos anos 90, apés a constatacdo cientifica de que a soja possui compostos
biologicamente ativos, tem se verificado um crescente interesse pela soja como
fonte alimentar. Intimeros resultados de estudos dietéticos tem evidenciado os
efeitos da soja na redugdo do colesterol sanguineo, nos riscos com doengas
cardiovasculares e nos sintomas do climatério, quando é uma alternativa a
reposicao convencional de hormonios. Apds anélise de mais de 50 estudos clinicos,
a FDA aprovou a inclusao, nos rétulos de produtos a base de soja, da informacao
de que o consumo didrio de 25 g de proteina de soja em dietas com reduzido teor de

gorduras saturadas, reduz os riscos de doengas cardiovasculares (Carrdo-Panizzi, 2001).
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Na Tabela 2 é possivel observar alguns dos componentes de soja e seus efeitos

identificados contra certos tipos de tumores.
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Tabela 2: Efeitos antitumorais de isoflavonas de soja.

Tipo Composto Espécie Efeito
de Cancer ou Alimento ou Tipo Celular ou Resultado
Mama Genisteina Células MCF-7 « Competigdo com estradiol
Dieta de Mulheres Baixa excrecdo em mulheres
fitoestrégeno com alto risco
Chips de soja Ratos Inibi¢do do crescimento
tumoral
Genisteina, Células MCF-7 « Inibicao da proliferacdo b
Biochanina A
Célon Absorcdo de soja Japoneses (as) Reducéo do risco
Gastrico Genisteina Células HGC-27 Inibicao do crescimento
Gaéstrico, Genisteina, Muitos tipos de células Inibicao da proliferacdo

esofago e colon

Biochanina A

Figado Genisteina Células HepG2 Inibicao da proliferacdo b

Prostata Produtos de soja Ancestrais de japoneses Menor incidéncia

Prostatite Alimentos de soja Ratos Efeito preventivo

Displasia Alimentos de soja Cobaias machos Inibicao

prostatica

Leucemia Genisteina Células humanas MOLT-4 Inibicdo do ciclo celualr,
e HL-60 progressao e crescimento

Genisteina Células humanas HL-60 e  Inducéo da diferenciagao

K562

Leucemia Daidzeina Células HL-60 Inducéo da diferenciagdo

mieldide

Melanoma Genisteina Cinco tipos de células Inducdo da diferenciacéao

Tumores Genisteina Neuroblastoma, sarcoma  Inibigdo da proliferacao ?

pediatricos humano

sélidos

Células Genisteina Células endoteliais Inibicao da angiogénese

endoteliais

@ Células cancerigenas de mama. ? Alguns estudos ressaltam que a genisteina e a biochanina A
podem ter efeito bifasico dependendo da concentragdo, sendo assim definida: inibicao (20 e 80 uM)
e estimulo (0,1 e 10 uM - ocorre sintese de DNA).

Fonte: Adlercreutz (1995)
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Face a importancia da soja, ndo somente para a melhora do status
nutricional, mas também devido as suas implicacdes com a prevencao de doencas
degenerativas, aliadas a sua grande disponibilidade no Brasil, é evidente a

necessidade de promocgao e divulgacao das suas propriedades.

3.2 Cultura da Soja

A soja é um alimento rico em proteinas, vitaminas, minerais e fibras e que
vem sendo utilizada milernamente pelas culturas asiaticas, sendo que os Estados
Unidos até 2001 era o maior produtor, e contribuia com cerca de 50% da producao
mundial, seguido pelo Brasil e Argentina (Maranhdo, 2001). A soja (Figura 1) é
uma das mais importantes oleaginosas cultivadas no mundo. Seu alto teor em
proteinas a torna fundamental na alimentagdo animal e humana, além de seus sub-
produtos oferecerem uma grande diversidade de uso para a industria alimenticia.
No Brasil, a soja comecou a ser cultivada no final do século XIX (1882), embora
tenha sido mencionada somente em 1941 nas estatisticas oficiais de producao de
graos do Rio Grande do Sul (Vernetti, 1977). Atualmente (Safra 2002/03), o Brasil é
o maior produtor e exportador do mundo, com uma area colhida de 18,1 milhdes
de hectares, contribuindo com 50,3 milhdes de toneladas de graos produzidos,
contra os 41,9 milhdes de toneladas da safra 2001/02 (CONAB, 2003). O complexo-
soja (grao, farelo e 6leo) liderava, em 2002, o balanco comercial brasileiro, com um
superavit de quase 5 bilhdes de délares por ano, com cerca de 2/3 da producao

destinada ao mercado externo (Agrianual, 2002). Sua composi¢do quimica, com
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base em 100 g de amostra seca, constitui-se de 40 g de proteinas, 30 g de glicidios,
20 g de lipidios, 226 mg de calcio, 546 mg de fésforo e 8,8 mg de ferro (Wolf e
Cowan, 1971; Sgarbieri et al., 1981). Além da proteina, a soja fornece ainda acidos
graxos essenciais como o 4cido linoléico e acido linolénico (Nawar, 1985) e algumas
vitaminas (Franco, 1986). O grao intacto de soja pode conter além dos carboidratos,
acidos graxos (83% de acidos graxos insaturados), proteinas, minerais, saponinas,
lecitinas, P-sitoster6is, o-tocoferéis, inibidores de protease, muito embora as
isoflavonas, juntamente as proteinas da soja, sejam os componentes com maior

interesse atualmente devido as suas propriedades biologicas.

Figura 1: Planta adulta de soja (Glycine max) da familia das Fabaceae.
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A safra de soja no Brasil foi estimada pela CONAB (2002), no més de
fevereiro do corrente ano, em 41,5 milhdes de toneladas, 11,6% superior a
producao da safra 2000/01. A previsao é de queda de 2,4% na produtividade
média comparada ao ano anterior que foi de 2720 kg/ha. Esta reducado se deve ao
longo periodo de estiagem na regido oeste e noroeste do Rio Grande do Sul, onde a
reducdo na produtividade pode atingir 15%. Pela Figura 2, pode-se verificar que
estas regides sao umas das principais produtoras de graos de soja no Brasil. Ao
contrédrio, no Mato Grosso, maior estado produtor de soja do Pais, com uma safra
estimada de 10410 mil toneladas, o excesso de chuva foi responsavel pelo atraso da
colheita e por uma esperada queda na produtividade. Segundo estimativas da
Embrapa-Soja (2002), o Estado de Sao Paulo teve uma producado de soja oscilante
nas ultimas safras, sendo estas distribuidas em: safra 1996/97 com 1322,3 mil
toneladas; safra 97/98 com 1113,0 mil ton; safra 98/99 com 1421,0 mil ton; safra
99/2000 com 1172,9 mil ton; safra 00/01 com 1335,9 mil ton; e safra 01/02 com
1456,9 mil ton de grdos de soja. A Figura 3 apresenta as regides com maior
producdo de graos de soja no Estado de Sdo Paulo, segundo a Coordenadoria de

Assisténcia Técnica Integral (CATI).
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Figura 3: Distribuicdo, em hectares, das dreas de plantio de soja no Estado de Sao

Paulo (CATI, 2002).
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No Brasil, no entanto ndo ha um consumo generalizado da soja. A falta de
produtos a base de soja com qualidade, no mercado, e o sabor caracteristico que
apresentam, tém limitado a sua aceitabilidade. Mas esta situagdo estd mudando
face a disponibilidade de tecnologias que favorecem a melhora do sabor, as quais
incluem tratamento térmico dos grdos no processamento, ou o melhoramento
genético para eliminacdo de lipoxigenase, responsavel pelo desenvolvimento do
sabor caracteristico (Carrdo-Panizzi, 2001). Segundo Morais (2001) sua
popularizagdo tem sido gradual e lenta, entretanto, devido a comprovacao de seu
valor na prevencdo e no tratamento da desnutrigdo comunitdria, quando
suplementada a dieta de populacdes carentes, tem aumentado, nas tultimas
décadas, a aceitagdo dos produtos a base de soja. Sao oferecidos produtos de
melhor qualidade, bom sabor e caracteristicas adequadas a cada povo. Os
americanos desenvolveram muitos produtos de segunda geracao como, tofu hot
dog, tofu ice cream, veggie burger, tempeh burger, soymilk yogurt, soymilk cheese
ou soy flour pancake.

Os beneficios da soja para a sadde humana sdo geralmente atribuidos as
isoflavonas, genisteina e daidzeina, as quais exercem efeitos positivos no
organismo humano. As pesquisas atuais sobre os beneficios da soja, ainda nao sao
conclusivas se os efeitos sao devido as isoflavonas ou sua combinagdo com outros
de seus componentes, como as proteinas, peptideos ou outros compostos
polifendlicos; no entanto, o Brasil com a grande capacidade produtiva, tem um

mercado a ser explorado, e para tal sdo necessarios estudos adicionais tanto na
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parte agricola quanto na parte tecnolégica de producdo de novos produtos, bem

como na divulgacao destes ao consumidor.

3.3 Transformacoes Bioguimicas de Flavonodides

As plantas tém exercido um papel fundamental na vida humana h& muitos
anos, quando o homem utilizava a madeira de arvores como sustentagdo para seus
abrigos. A importancia das plantas vai ainda mais longe, quando se destaca a
importancia das plantas medicinais, cujo conhecimento sobre elas tém-se
destacado e sido objeto de estudos cientificos. Maciel et al. (2002) citam que a
utilizagdo de plantas medicinais no tratamento e na cura de enfermidades é tao
antigo quanto o homem e que em regides mais pobres do pais e até mesmo nas
grandes cidades, as plantas medicinais sdo comercializadas em feiras e encontradas
em quintais residenciais.

E bem conhecido que as plantas sdo fonte de compostos quimicos valiosos
para a medicina, sendo estes compostos objeto de pesquisa, com o intuito de
identificar ndo somente a planta como o composto quimico responsavel por uma
dada atividade biol6gica (Park et al., 2002b). Produtos secundérios do metabolismo
das plantas, tais como terpendides, cardenolidios, coumarinas, antraquinonas,
glicosilatos, alcaléides e flavondides, sdo responsaveis por muitas destas
propriedades biolégicas das plantas e sdo utilizados como principios ativos de

tarmacos, flavorizantes, ingredientes alimenticios ou agroquimicos (Hamada et al.,
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1998). Estes compostos sdo produzidos pelas plantas em vias metabdlicas, através
de continuas transformagdes bioquimicas. Outras transformagdes podem ocorrer
pela acdo de microrganismos presentes nas plantas, seja em simbiose ou como

parasitas.

3.3.1 Flavondides

Flavonodides sdo compostos fendlicos amplamente encontrados em tecidos
vasculares de plantas, incluindo frutas, pélen, raizes e caules (Pietta, 2000; Di Carlo
et al., 1999; Andlauer e Fiirst, 1998). Com mais de 8000 compostos individuais
conhecidos, os flavonoéides sdao biossintetizados a partir de um derivado do acido
cindmico (trans-4-coumarato), sintetizado a partir do metabolismo dos
aminodacidos, fenilalanina ou tirosina, que age como precursor na sintese de um
intermediario ao qual sdo adicionados trés residuos de malonato, com posterior
ciclizacdo da estrutura (Di Carlo et al., 1999) (Figura 4). Através de subseqiientes
hidroxila¢oes e redugdes, diferentes formas de flavondides sao formados (Pietta,
2000). A estrutura basica dos flavondides consiste de um ntcleo flavano,
constituido de quinze &tomos de carbono arranjados em trés anéis (Ce-C3-Co),
sendo dois anéis fendlicos substituidos (A e C) e um pirano (cadeia heterociclica B)
acoplado ao anel A, como mostra a Figura 5. Os anéis A e C sdo hidroxilados e
podem conter substituintes metoxilicos (Herrmann et al., 2001; Di Carlo et al,,

1999).

23






LIGNINA

OH
\ O\ OH \ OH \ SCoA
=
ci namato 4-hidroxilase cmamato 4-hidroxilase
fenilalanina acido trans-cinamico
trans-4- coumarato p- coumarll CoA
malonil-CoA
(3x)
chalcona sintase
OH
OH
tlrosma OH o)
chalcona
acacetina <« — — — apigenina <« — — — naringenina
| AN migragéo do
| N\ grupamento aril
| N
kaempferol < — — — dihidrokaempferol genisteina

dihidroquercetina
|
|
|

quercetina

Figura 4: Biossintese de flavonéides (Adaptado de Di Carlo et al., 1999).

Figura 5: Estrutura basica dos flavonéides.
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A formacdo das isoflavonas estd associada a acdo de uma enzima
denominada isoflavona sintase, a qual transforma substratos como flavanonas
(narigenina ou liquiritigenina) em isoflavonas como genisteina e daidzeina,
respectivamente. A enzima apresenta caracteristicas de uma monooxigenase
dependente de citocromo P450 (cit-P450), além de requerer NADPH e oxigénio
molecular como co-fatores (Dewick, 1993). A formagao de isoflavonas ocorre via

migracdo arilica intramolecular a partir de flavanonas (Figura 6).

OH OH

HO, ©) -

isoflavona sintase
_—
NADPH/Oy/cit. P450

OH

liquiritigenina

OH
2,7,4'trihidroxi-isoflavona

DAIDZEINA

Figura 6: Mecanismo de acao da isoflavona sintase (Dewick, 1993).
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As varias classes de flavonodides diferem no nivel de oxidagcao e no modelo
de substituicdo da cadeia heterociclica C. Algumas classes de flavonodides de
interesse sao flavonas (1), flavonoéis (2), flavanonas (3), flavan-3-ol (4), isoflavonas
(5), antocianidinas (6) e flavanolol (7) (Figura 7) (Pietta, 2000; Di Carlo et al., 1999;
Peterson e Dwyer, 1998). Flavonodides geralmente ocorrem em plantas como
derivados glicosilados, contribuindo no brilho do azul, do vermelho e do laranja
nas folhas, flores e frutos, além de estarem associados a diferentes propriedades
biolégicas. Flavanonas ocorrem predominantemente em frutas citricas; flavonas em
ervas aromaticas e graos de cereais; isoflavonas em legumes e sementes oleaginosas,
como soja; antocianidinas e suas formas glicosiladas (antocianinas) sao pigmentos
naturais encontrados em uvas; as flavan-3-ol, como as catequinas, epicatequina e
seus galato-ésteres, podem ser encontrados em frutas e folhas de cha-mate; e os
flavonois em todas as frutas e hortalicas (Park et al, 2001la; Carrdo-Panizzi e
Bordingnon, 2000; Pietta, 2000; Di Carlo et al., 1999; Peterson e Dwyer, 1998). Como

também, flavanolol como a taxifolina, encontrada em frutas citricas (Pietta, 2000).
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Figura 7: Estruturas de algumas classes de flavonéides.
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Apesar da freqliente presenca destes compostos em vegetais, o
processamento pode reduzir seu contetido em até 50% pela lavagem ou remocao
de partes da planta, bem como estes compostos estdo sujeitos a modificacdes de

suas estruturas, por via quimica ou enzimatica.

3.3.2 Transformag6es microbianas e enzimaticas

Muitos microrganismos possuem a capacidade de metabolizar flavonodides e
suas estruturas modificadas tém sido descritas. Flavondides podem ser
modificados por diferentes reacdes, sendo que a hidroxilagdo, metilacao,
glicosilacdo e acetilacdo ocorrem com quase todas as classes de flavonoides,
embora algumas modificagdes, tais como sulfatacdo e prenilacdo sejam reagdes
mais restritas a certos grupos de flavonéides (Heller e Forkmann, 1988). O Quadro
1 lista algumas transformacgdes microbianas de acordo com o flavonéide utilizado
como substrato.

Tem-se discutido que as transformacdes microbianas de flavondides
ocorrem com freqiiéncia e que estas transformacdes podem gerar produtos com
maior interesse que seus precursores. Estas transformacdes sdo associadas a
diferentes enzimas, seja de origem microbiana ou vegetal, ou ainda, associadas ao
metabolismo humano. Elas sdo capazes de transformar os flavonéides utilizando
diversos intermedidrios de sua biossintese, bem como alguns produtos finais, tais
como flavonas, isoflavonas, flavonodis e antocianidinas. Estas enzimas exibem, em
geral, alta especificidade pelo substrato, o que implica em um ntimero restrito de
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reacoes. Algumas das enzimas envolvidas em transformacdes de flavonéides sao

apresentadas na Figura 8 (Harborne, 1993).
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Quadro 1: Transformacdes microbianas de flavonoides.

Substrato Organismo Produto Esperado
Isoflavona Gongronella butleri 4’-hidroxiisoflavona
Isoflavona Aspergillus niger 3”,4"-dihidroxiisoflavona
Biochanina A Fusarium solani £. sp. phaseoli Genisteina
2,3-dehidrokievitona | Aspergillus flavus Lunatona
2,3-dehidrokievitona | Botrytis cinerea Lunatona
Angustona A Aspergillus flavus Lupiniisoflavona F
Angustona A Aspergillus flavus Lupiniisoflavona N
Isoflavanona Absidia blakesleeana 4’-hidroxiisoflavanona
Isoflavanona Absidia blakesleeana 6,4 -dihidroxiisoflavanona
Isoflavanona Aspergillus niger Isoflavona
Isoflavanona Aspergillus niger 3’ ,4"-dihidroxiisoflavona
Isoflavanona Aspergillus niger 2-hidroxiisoflavanona
Medicarpina Ascochyta rabiei Demetilmedicarpina
Medicarpina Ascochyta rabiei Vestitol
Medicarpina Ascochyta rabiei Demetilvestitol
Medicarpina Ascochyta rabiei 7,2’-dihidroxi-4"-metoxi-isoflav-3-eno
Medicarpina Nectria haematococca 6a-hidroximedicarpina
Maackiaina Ascochyta rabiei 7,2 -dihidroxi-4°,5 -metileno-dioxiisoflavana
Edunol Aspergillus flavus Neorautanol
Pisatina Nectria haematococca 6a-hidroximaackiaina
Daidzina Bifidobacterium sp. Int-57 Daidzeina
Genistina Bifidobacterium sp. Int-57 Genisteina
Daidzina Aspergillus oryzae Daidzeina
Genistina Aspergillus oryzae Genisteina
Isoflavona prenilada | Botrytis cinerea Dihidropirano e dihidrofurano isoflavona
Daidzeina Aspergillus oryzae IFO 4206 Shoyuflavona A
Genisteina Aspergillus oryzae IFO 4206 Shoyuflavona B
Rutina Bactérias metanogénicas Quercetina
Hesperidina Bactérias metanogénicas Hesperitina
. L. .. 3,4-dihidroxifenilacetato
Quercetina Bactérias metanogeénicas .
Floroglicinol
Hesperitina Bactérias metanogénicas ;hldro.x 1.—3—metox1femlproplonato
oroglicinol
Naringenina Cunninghamella elegans Naringenina-7-sulfato
Genisteina Micrococcus sp. 5,6,7,4 -tetrahidroxiisoflavona
Arthrobacter sp. 5,8,4 -tetrahidroxiisoflavona
Biochanina A Micrococcs sp. 4’-metoxi-5,7,8-trihidroxiisoflavona
Arthrobacter sp.

Biochanina A

Micrococcus sp.

4’-metoxi-5,6,7-trihidroxiisoflavona

Gliciteina

Brevibacterium epidermides
Micrococcus luteus

6,7,4 -trihidroxiisoflavona

Glicosil-isoflavonas

Lactobacillus casei

Isoflavonas agliconas

Rutina

Penicillium rugulosum IFO 7242

Quercetina

Fonte: Harborne (1993)
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Figura 8: Esquema das posicdes de modificagcdes freqiientes observadas em

flavonoides (Harborne, 1993).

Enzimas: (A) flavonéide 3'-hidroxilase, (B) flavondide 3'5'-hidroxilase, (C) flavonéide 3'-O-
metiltransferase, (D) flavondide 7-O-glicosiltransferase, (E) flavonol 3-O-glicosiltransferase, (F)
flavonol 3-O-metiltransferase, (G) flavonol 3-O-glicosil-6"-maloniltransferase, (H) flavonoéide 7-
O-glicosil-6"-maloniltransferase, (I) antocianidina 3'-O- metiltransferase, (J) antocianidina 3',5'-O-
metiltransferase, (K) antocianidina 3-O-glicosiltransferase, (L) antocianidina 3-O-glicosil-5-O-
glicosiltransferase, (M) antocianidina 3-O-glicosil-aciltransferase, (N) flavonol 3-O-
sulfotransferase, (O) flavonol 4'-O-sulfotransferase, (P) flavonol 7-O-sulfotransferase, (Q) 2-
hidroxiflavanona-C-glicosiltransferase, (R) flavanona 7-O-glicosil-2"-O-ramnosiltransferase e (S)

antocianidina 3-glicosil-aciltransferase.
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Sabe-se que o consumo estimado de flavondides na dieta humana varia
entre 23 a 1000 mg/dia; e ndo existe uma estimativa precisa do consumo de todos
flavonéides numa dieta tradicional (Di Carlo et al., 1999; Andlauer e Fiirst, 1998).
No entanto, Skibola e Smith (2000) reportaram que popula¢gdes com menores riscos
de doencas degenerativas foram as asidticas e vegetarianas. A absor¢do média
didria de flavondides numa dieta asiatica, sem causar nenhum efeito co-lateral, era
de 68 mg de flavonéis e de 20 a 240 mg de isoflavonas. O consumo médio de
flavonoides em paises ocidentais foi menor que 5 mg/dia, enquanto no Japao foi
de aproximadamente 2000 mg/dia. Flavonéides variam na maneira de absorcédo e
suas vias metabdlicas ndo sdo totalmente esclarecidas. Alguns autores descrevem
que eles sdo conjugados no figado ou rim e excretados pela bile ou urina. A
absorcao de flavondides glicosilados no intestino delgado tem sido pouco
pesquisada. De fato, até recentemente, tinha-se a concepcdo que a absorcao nao
ocorresse nesta porgao do intestino, e que a clivagem da cadeia glicosidica somente
ocorresse via microflora do intestino grosso (Lambert et al., 1999). Realmente,
algumas bactérias sdo capazes de romper as ligacdes heterociclicas e degradar os
flavonoides a 4acidos fendlicos, os quais podem ser absorvidos, conjugados e
excretados, ou ainda, metabolizados quimica ou enzimaticamente (Peterson e
Dwyer, 1998). O metabolismo destes compostos pode influenciar sua
biodisponibilidade e absorcao através do intestino delgado. Tem sido relatado que
enzimas citosoélicas, como a B-glicosidase (EC 3.2.1.21), podem romper a ligagao p-

glicosidica de certos flavonoides glicosilados (Lambert et al., 1999). Ioku et al.
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(1998) também relataram que glicosil-flavonéides sdo hidrolisados liberando
flavonodides agliconas no jejuno. A Figura 9 sugere uma via metabdlica para a
daidzeina, um flavonéide muito consumido na dieta oriental, segundo os estudos
feitos por Heinonen et al. (1999). Nesta ilustragdo pode-se notar que ocorre a
formacao de equol a partir da daidzeina, que por sua vez é formada pela hidrélise
da daidzina ou da desmetoxilacdo da formononetina. A formacao do p-etil fenol, a
partir da genisteina, apresenta reagdes similares, onde a genisteina é obtida a partir

da hidrolise da genistina ou pela desmetoxilacdo da biochanina A (Figura 10).
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Figura 9: Via metabdlica para a daidzeina (Heinonen et al., 1999).
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Figura 10: Biossintese de p-etil fenol a partir da genisteina.
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Do ponto de vista medicinal, os metabdlitos de degradacao das isoflavonas,
daidzina e genistina, de maior interesse sdo a O-desmetilangolensina e o equol
(Wang et al., 2002).

Sugere-se que a completa degradacdo de flavonéides ocorre pela clivagem
do pirano (Figura 5) pela acdo de enzimas produzidas por microrganismos
intestinais, produzindo acidos fenilacético e fenilpropidnico, e outros sub-produtos
inertes (Gugler et al., 1975). Entretanto, o uso de técnicas rapidas para analisar
flavonodides e produtos de degradacdo, em amostras de fezes e urinas humanas,
tem evidenciado que ocorrem reacdes como metilacao, hidroxilagao, sulfatagdo ou
glicuronidacdo, as quais ocorrem no figado e pela transformacdo microbiana no
intestino (Piskula e Terao, 1998; Manach et al., 1998). A Figura 11 mostra
esquematicamente as transformacgdes ocorridas no metabolismo de isoflavonas em

humanos e outros animais (Setchell e Cassidy, 1999).

glicosidases Desnwtilagio EqUO|
Malonilglicosidio p-Glicosidio —intestinais Daidzeina 200" Dihidrodaidzeina
W ——— B > o EEEE— . .
Acetilglicosidio Genisteina Redugéo Desmetilangolensina
Clivagem p-Etilfenol

Conjugacao hepatica ¢ -
Ciclizagao enterohepatica «—— ABSORCAO |
Excrecéo urinaria

Figura 11: Transformagdes ocorridas com isoflavonas em humanos e animais

domésticos (Setchell e Cassidy, 1999).
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Outros estudos tém mostrado que ha uma evidéncia indireta da absorgao de
flavondides através do intestino, e estd relacionada ao aumento da capacidade
antioxidante no plasma apés o consumo de alimentos ricos em flavonéides. Isto
tem sido observado para um grande ntimero de alimentos ricos em polifenéis
(Fuhrman et al.,, 1995; Maxwell et al., 1994). Polifenéis sdao extensivamente
metabolizados pelos tecidos e pela microflora intestinal (Figura 12), e alguns
poucos estudos em humanos tém mostrado que a quantidade de polifendis
encontrados na urina, por exemplo, varia de acordo com o tipo de composto
fendlico. Flavondides como a quercetina e a rutina (glicosil-quercetina) sao
particularmente pouco recuperados na urina, enquanto catequinas (de cha verde),
isoflavonas (de soja), flavanonas (de frutas citricas) ou antocianinas (de vinhos

tintos) sdo recuperados em maiores quantidades (Scalbert et al., 2002).
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Figura 12: Rotas de absorcao de polifendis e seus metabodlitos em humanos

(Adaptado de Scalbert et al., 2002).
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% Hidroélise

Muitas glicosidases vegetais e microbianas podem catalisar a hidroélise de
glicosil-flavonodides e, esta transformacdo tem sido objeto de estudo de diversos
pesquisadores (Park et al., 2001b; Park et al., 2001c; Carrao-Panizzi e Bordingnon,
2000; Esaki et al., 1999a), principalmente a hidroélise de glicosil-isoflavonas de soja.
Acil e glicosil hidrolases estdo envolvidas na biossintese de flavonoéides, tais como
as p-1,4-glicosidases (B-glicosidase, aril-p-1,4-glicosidase) sdo muitas vezes
consideradas enzimas celuloliticas, devido ao importante papel que elas exercem
na hidrdlise de produtos celuldsicos (celobiose) a glicose. Ha dois tipos de B-
glicosidases, uma ¢é aril-B-glicosidase e a outra é a f-glicosidase. Elas sao
consideradas duas enzimas diferentes devido as diferengas na especificidade de
substrato, propriedades fisicas e controle genético da biossintese enzimatica (Gong
e Tsao, 1975). Nos vegetais, a atividade de pP-glicosidase estd envolvida em
processos como a compartimentalizacdo e atividade de fito-hormonios;
mecanismos de defesa contra micrdbios, insetos ou parasitas; desenvolvimento
floral e pigmentacdo; e atividade na lignificacdo e decomposicao da parede celular
(Hsieh e Graham, 2001). Basicamente, dois tipos de mecanismos tém sido
propostos para a hidrélise de compostos glicosilados, sendo o primeiro via um ion
oxocarbonio estabilizado, ou por um intermedidrio enzima-glicosilato,
covalentemente ligado (Wong, 1995). Na Figura 13 é possivel observar o
mecanismo geral de catalise por glicosidases (Blanchard e Withers, 2001) e na

Figura 14 é mostrada a representacdo de algumas p-glicosidases.
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Figura 13: Mecanismo geral de catalise por glicosidases. O primeiro passo (glicosilacao)
resulta na formacdo de um intermedidrio covalente com conseqiiente formacgao de

hidrélise (Blanchard e Withers, 2001).

Domain 2

(e/8), sandwich

A1

Figura 14: Representacdo de B-glicosidases. Al: aveia (Avena sativa), A2: bacteriana

(Butirivibrio fibrisolvens), e B: vegetal (Glycine max).
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No Brasil, a transformacao de isoflavonas torna-se ainda mais interessante
pelo fato do Brasil ser grande produtor de soja (Glycine max), a qual contém
grandes quantidades destes flavonéides glicosilados passiveis de hidrolise
enzimdtica produzindo formas agliconas, as quais mostraram ser mais ativas
contra radicais livres, tumores da mama e prostata, entre outras atividades
bioldgicas (Park et al., 2001c; Setchell e Cassidy, 1999).

Em graos de soja podem ser encontradas isoflavonas, predominantemente
nas formas glicosilada, malonilglicosilada e acetilglicosilada, mas durante
processos térmicos e fermentativos, estes compostos fenolicos glicosilados sao
transformados as suas formas agliconas, que sao acumulados no produto
fermentado final (Klus e Barz, 1998). A Figura 15 mostra a transformacao
enzimatica de uma glicosil-isoflavona (genistina) amplamente encontrada em

graos de soja a genisteina, sua forma aglicona (Park et al., 2001c).

HO
OH

HO.

B-Glucosidase
OH

Figura 15: Transformacdo enzimética de glicosil-isoflavonas a agliconas (Park et al.,

2001c).
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Park et al. (2001c) reportaram que B-glicosidase produzida por Aspergillus
oryzae foi capaz de hidrolisar as isoflavonas glicosiladas a agliconas, quando esta
enzima foi aplicada sobre farinha desengordurada de soja durante fermentacao
semi-solida. A associacdo da atividade de B-glicosidase com a hidroélise de glicosil-
isoflavonas apresentada por Park et al. (2001b), foi confirmada por outros
pesquisadores como Ibe et al. (2001) quando perceberam que uma bactéria isolada
de palhas de arroz e identificada por IFO 9916, foi capaz de converter grande
quantidade de glicosil-isoflavonas as suas correspondentes formas agliconas, pela
producao de B-glicosidase. Da mesma forma, Matsuda et al. (1992) reportaram que
a P-glicosidase de Lactobacillus casei subsp. rhamnosus IFO 3425, mostrou grande
capacidade hidrolitica de glicosil-isoflavonas em xarope cozido de soja. Tem-se
notado que produtos ndo-fermentados de soja contém menor teor de isoflavonas
agliconas do que aqueles fermentados. Nestes produtos fermentados, como
“misso” e “tempeh”, a conversdo de 7-D-glicosil-isoflavonas estd associada a -
glicosidase bacteriana. No entanto, em outro produto fermentado denominado
“natto”, os teores de isoflavonas agliconas foram similares aqueles de glicosilados,
podendo-se presumir que Bacillus natto (bactéria responsavel pela fermentacado)
ndo produziu B-glicosidase. Outro fato observado, foi o alto teor de glicosil-
isoflavonas em leite fermentado de soja em relacdo as agliconas. A causa seria a
ineficiente fermentacdo do leite de soja pelas bactérias acido-lacticas (Lactobacillus
bulgaricus e Streptococcus thermophilus), ou ainda, a ndo produgao de B-glicosidase

por estas bactérias (Kiyosawa et al.,, 1995). De acordo com Carrdo-Panizzi e

57



Bordingnon (2000), B-glicosidase endégena de soja foi também capaz de hidrolisar
glicosil-isoflavonas a agliconas.

A conversao de glicosil-isoflavonas a agliconas, tem sido feita
principalmente pela utilizagdo de B-glicosidase, como pdde-se observar, embora
diferentes trabalhos tenham mostrado que podem ocorrer outras enzimas, que
agem diferentemente. Matsuura e Obata (1993), por exemplo, purificaram trés
isoenzimas de [-glicosidase de soja com capacidade de hidrolisar glicosil-
isoflavonas presentes em leite de soja. Em outro estudo, Matsuura et al. (1995)
observaram que a [-glicosidase C foi capaz de hidrolisar daidzina e genistina,
produzindo daidzeina e genisteina. Além das diferentes isoformas de pB-
glicosidase, outra enzima denominada lactase florizina hidrolase (EC 3.2.1.62),
encontrada no intestino de mamiferos, foi capaz de hidrolisar alguns tipos de
isoflavonas e flavonois glicosilados a formas agliconas (Day et al., 2000). A
hidrolise de flavondides como rutina, forma glicosilada da quercetina (6-O-o-L-
raminopiranosil-B-D-glicopiranosidio) foi avaliada por Narikawa et al. (2000).
Anteriormente, Narikawa et al. (1998) reportaram que algumas glicosidases foram
produzidas em cultura liquida contendo rutina como indutor. Penicillium
rugulosum IFO 7242 produziu B-rutinosidase capaz de hidrolisar rutina em rutinose
e quercetina. E importante ressaltar que esta glicosidase ndo possuia atividade
sobre 4-nitrofenil P-glicosideo ou celobiose, 0s quais sdo usados geralmente em

ensaios enziméticos de B-glicosidase.
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Estas propriedades cataliticas foram utilizadas neste estudo de Tese para a
conversdo de B-glicosil-isoflavonas de soja para suas formas agliconas, as quais

apresentaram uma maior atividade antioxidante, por exemplo.

3.4 Isoflavonas

Sabe-se que flavonoides de frutas, hortalicas e soja, como as isoflavonas, em
suas diferentes formas, tém papel importante no corpo humano, podendo agir
como antioxidantes, anti-inflamatdrios, antimicrobianos entre outras atividades
biolégicas, tornando os alimentos que os contém um alimento funcional ou
nutracéutico.

As isoflavonas sao compostos pertencentes ao grupo dos flavonoides, que se
caracterizam por apresentar estrutura polifendlica, com dois anéis benzenos (A e

C) ligados a um terceiro anel (B) na posicao do carbono 3 (Figura 16).

Estrutura molecular plana Isoflavona R1 R2 R3 R4
Daidzina O-glicosil H H OH

Daidzeina OH H H OH

Glicitina O-glicosil ~ OCH> H OH

Cliciteina OH OCH» H OH

R, Genistina O-glicosil H OH OH

Genisteina OH H OH OH

Figura 16: Estrutura quimica de uma isoflavona encontrada em soja.
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O total de isoflavonas encontrado em soja distribui-se basicamente em
isoflavonas glicosiladas e isoflavonas agliconas (Ahluwalia et al., 1953). Eldridge
(1982) e Fukutake et al. (1996), afirmam que genistina e daidzina sdo as principais
isoflavonas e constituem de 50 a 90% dos flavonéides em farinha de soja. Outros
compostos derivados destes compostos glicosilados foram identificados e
compreendem as formas acetil e malonil. Park et al. (2001a), analisando diferentes
cultivares de soja de uma mesma regido brasileira, puderam observar grande
variacdo da concentragdo destas isoflavonas (considerando o teor de isoflavonas
totais). Segundo Carrado-Panizzi et al. (1998) a concentracdo de isoflavonas em soja
é geneticamente determinada e afetada por fatores ambientais e pela temperatura
local. Segundo Genovese e Lajolo (2001b), os fatores que afetam a composicao de
isoflavonas em soja estdo também relacionados a (1) variedade e condigdes de
cultivo; (2) as condi¢des de processamento da soja, ou ainda (3) as metodologias de
analise. A metodologia de andlise é uma etapa importante na avaliacdo do teor de
isoflavonas em soja, tanto na elaboracdo de um método eficiente de extracao
quanto na prépria andlise, que atualmente se baseia principalmente na anélise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Atualmente existem muitos produtos como bolos, chocolates, biscoitos
produzidos com farinha de soja, que possuem na sua composicao isoflavonas
glicosiladas (Barnes et al., 1994; Nawar, 1985), ou ainda, na forma de acetil- ou
malonil-isoflavonas. A forma malonil-isoflavona é transformada a glicosil

isoflavona durante o processamento da soja para extracdo do 6leo a temperaturas
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acima de 100°C. Kudou et al. (1991b) relataram que a extragdo alcodlica a quente
promove a transformacdo de malonil-isoflavona através da desesterificagdo as
formas B-glicosiladas (Figura 17). Park et al. (2002a) da mesma forma observaram
que a temperatura de 120°C, parte das malonil-isoflavonas foram convertidas a

seus conjugados glicosilados.
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Como as técnicas de processamento empregadas na manufatura de
derivados de soja podem afetar a concentracao das isoflavonas (Park et al., 2002a;
Makris e Rossiter, 2001; Wang et al., 1998), as condi¢des de processamento devem
ser apropriadas para se manter a composicao dos alimentos (Porte e Maia, 2001).
Entretanto, existem poucos estudos sobre os impactos do processamento sobre a
composicdo de flavondides em alimentos (Makris e Rossiter, 2001). Muitos
processos como ebulicdo, fritura, cozimento em microondas e radiagdo gama,
podem ser aplicados no processamento de alimentos, mas estes podem alterar o
contetdo de isoflavonas em alimentos a base de soja. De acordo com Park et al.
(2001c) a extracdo de isoflavonas de farinha desengordurada de soja a temperatura
ambiente, apresentou um maior conteido de 6"-O-malonildaidzina e 6"-O-
malonilgenistina, com menores quantidades de seus glicosil-conjugados (daidzina
e genistina). Durante tratamento térmico, aproximadamente a metade das formas
6"-O-malonilglicosiladas foram transformadas a pB-glicosil isoflavonas. Em geral, os
teores de flavondides em alimentos processados sao 50% menores que naqueles
alimentos frescos (Andlauer e Fiirst, 1998). Usualmente, alguns processos utilizam
refluxo em é&lcool, resultando em completa conversdao de 6"-O-malonil- e 6"-O-
acetilglicosiladas as formas B-glicosil isoflavonas ou agliconas. Park et al. (2001d)
reportou que o aquecimento de alimentos de soja, durante sua fabricacdo, contém
em sua maioria B-glicosil isoflavonas. Radiacdo ionizante emitida por ®Co ou
137Cs, fornecem altas energias aos elétrons das moléculas presentes na matéria,

provocando uma situagdo de instabilidade nestas moléculas. Estas entidades
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instaveis, chamadas radicais livres, sdo responsdveis por diversas reacdes em
sistemas bioldgicos (Sokhey e Hanna, 1993). A exposicao a radiacdo gama inibe o
rapido amadurecimento e a senescéncia, prolongando a vida-de-prateleira, e reduz
a contaminacdo de muitas frutas e vegetais (Oufedjikh et al., 1998). O uso comercial
da irradiacdo para aumentar a vida-de-prateleira de frutas e vegetais tem sido
limitada por causa das possiveis alteragdes na qualidade nutricional dos alimentos
e disponibilidade de outras tecnologias disponiveis, no entanto, como outras
técnicas de processamento esta também possui vantagens e desvantagens. Muitos
estudos tem sido conduzidos com a finalidade de identificar os efeitos da radiagao
sobre a textura, cor e outros parametros de frutas (Fan et al., 2001), tais como a
concentracao de constituintes quimicos ativos, seja compostos de aroma, fontes
protéicas ou flavondides. Entretanto, as informagdes relativas aos impactos da
radiacdo sobre o contetido de isoflavonas e proteinas de soja e seus produtos sao
limitados. Diferencas qualitativas e quantitativas em compostos fendlicos e outros
constituintes tem sido mostradas em vegetais (Oufedjikh et al., 1998) e torna-se
necessario um estudo cientifico que ressalte as mudangas na composi¢do quimica
de compostos fenélicos e proteinas, bem como a qualidade funcional e tecnologia
dos produtos obtidos de farinhas de soja irradiada, visto que esta matéria-prima
tem sido extensivamente aplicada em diferentes alimentos embutidos. A aplicagao
eminente da radiacdo gama na industria alimenticia brasileira, desperta o interesse
no estudo dos efeitos desta nova tecnologia de processamento, sobre componentes

ativos (proteinas e isoflavonas) presentes em alimentos nutracéuticos, como a soja.
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Por outro lado, as transformagdes entre os isdmeros de isoflavonas, pode ser
observado, pela aplicacdo de enzimas especificas como sdo os casos da -
glicosidase ou da lactase phorizina hidrolase, encontrada em intestino delgado de
mamiferos. Ikeda et al. (1995), Park et al. (2001b) e Park et al. (2001c), reportaram
que concentracdes de isoflavonas agliconas em soja fermentada foram maiores
quando comparadas com soja ndo-fermentada; isto provavelmente se deve ao fato
que as glicosil-isoflavonas foram hidrolisadas a agliconas durante fermentacdo

através da transformacao enzimatica com B-glicosidase.

3.4.1 Atividades biolégicas

Isoflavonas sdo conhecidas por suas propriedades bioldgicas incluindo,
atividade estrogénica (especialmente sobre os sintomas da menopausa e da
osteoporose) (Murphy, 1982), antiftngica (Naim et al, 1974), bactericida,
antimutagénica (Miyazawa et al., 1999) e antitumoral, especialmente canceres de
mama e prostata (Coward et al., 1993; Peterson e Barnes, 1993; Denis et al., 1999;
Hirota et al., 2000). Sao essenciais para a sobrevivéncia de plantas leguminosas,
protegendo-as contra fitopatoégenos, pela sua acdo antifngica. De acordo com
outros estudos, as isoflavonas ainda teriam atividade anti-hemolitica e atividade

antioxidante, a qual é observada em diversos trabalhos encontrados na literatura

(Esaki et al., 1999a; Esaki et al., 1998; Shahidi et al., 1992).
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% Atividade antioxidante

Os produtos de soja tradicionalmente usados no Japao, tais como “misso”,
“natto” e “tempeh” sdo ativos contra a peroxidacdo lipidica devido a presenca de
isoflavonas que estariam ligadas a atividade antioxidante. Além disso, foi
reportado que a atividade antioxidante de genisteina ou outras isoflavonas
agliconas foram superiores aquelas de glicosil-isoflavonas (Onozawa et al., 1998).
As isoflavonas glicosiladas podem ser transformados por processos enzimaticos
em agliconas como daidzeina e genisteina, cujas atividades antioxidantes tém sido
superiores as das formas glicosiladas (daidzina e genistina), como demonstrado
por Park et al. (2001c). Muitos trabalhos reportaram que os fatores que influenciam
na atividade antioxidante de flavonodides seriam a auséncia de ligacdes duplas nas
posigdes 2 e 3, bem como na posicao 4-oxo do ntcleo da isoflavona, no entanto, a
posicao das hidroxilas na estrutura do flavonéide seria a maior responsavel pela
capacidade de seqtiestrar radicais livres. Segundo Pietta (2000) e Cuppett et al.
(1997), os flavondides podem apresentar atividade antioxidante através de dois
mecanismos basicos: 1) formagao de quelatos metélicos (Figura 18a), e 2) seqtiestro

de radicais livres (como doadores de hidrogénios) (Figura 18b).
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Figura 18: Atividade antioxidante de flavonéides a partir de mecanismos de
formacao de quelatos metalicos (A) e pelo sequiestro de radicais livres

(B) (Pietta, 2000; Cuppett et al., 1997).
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Cuppett et al. (1997) citam que a posicdo e grau de hidroxilacdo é
importante na atividade antioxidante de flavonéides. Uma o-dihidroxilagdao do
anel C contribui para a atividade antioxidante do flavonéide. Outro fato
observado, é que uma estrutura p-quinol no anel C produz grande atividade ao
contrario da estrutura o-quinol; entretanto, ndo é amplamente notada a ocorréncia
de p- e m-hidroxilacdes na natureza.

Esaki et al. (1999b) afirmaram que um potente complexo antioxidante, 6-
hidroxidaidzeina, 8-hidroxidaidzeina e 8-hidroxigenisteina, foi isolado de graos de
soja fermentada com Aspergillus saitoi e Aspergillus oryzae. Estas isoflavonas, as
quais possuem uma estrutura o-dihidroxil entre as posicdes 7 e 8 ou posicdes 7 e 6,
foram obtidas de daidzeina e genisteina, respectivamente, por reagdo de
hidroxilacdo durante o processo fermentativo. Foi também observada, que estas
formas apresentaram atividade antioxidante superior aquela apresentada por
daidzeina e genisteina. De forma similar, ainda nos anos 60, Gyorgy et al. (1964)
identificaram uma isoflavona trihidroxilada (6,7,4'-trihidroxiisoflavona) em

tempeh, a qual apresentava significativa atividade antioxidante.

% Atividade antitumoral

Antioxidantes em frutas e hortalicas sdo um dos fatores que contribuem
para a prevencao do cancer. De acordo com o AICR (American Institute of Cancer
Research, Estados Unidos), dietas contendo quantidades variadas de hortalicas e

frutas preveniriam mais de 20% dos casos de cancer. Entre 30 e 40% dos casos de
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cancer poderiam ser prevenidos facilmente pela adocao de dietas apropriadas,
atividades fisicas e mantendo um peso corporal adequado (Ohr, 2002).

E evidente que o entendimento dos mecanismos de carcinogénese é
essencial para a prevencao do cancer. Muitas pesquisas sobre prevencao do cancer
é baseado no conceito da carcinogénese em multi-estagios: iniciacdo — promogao
— progressao (Murakami et al., 1996). Na Figura 19 é mostrado esquematicamente
um modelo do processo tumoral em multiplos estagios, de acordo com Murakami

et al. (1996).
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Figura 19: Representacdo esquemaética de carcinogénese em multiplos estagios (Murakami et al., 1996).

Carcinoma: cancer de tecidos epiteliais (pele ou mucosa).






No entanto, a atividade antitumoral ndo é apresentada por todos
flavonoides. Alguns flavondides como, quercetina e epigalocatequina, inibem o
crescimento tumoral pela inibicdo de fases do ciclo celular e pelo bloqueio ou
competicdo por receptores hormonais. Outros flavondides podem inibir o
crescimento tumoral pela: 1) estabilizacdo do colageno (catequinas e antocianinas
podem inibir o catabolismo do coldgeno, diminuindo assim a invasdo e a
metdstase), 2) alteracdo da expressao génica (inibicao da expressao da proteina P53
(proteina supressora de tumores) da membrana plasmatica, quando esta foi
mutada), e 3) reducao de radicais livres (os flavonéides possuem a capacidade para
sequiestrar radicais livres capazes de induzir mutagdes celulares) (Bracke et al.,
1999). Outros trabalhos cientificos tém descritos com profundidade os mecanismos
de prevencdo a agentes mutagénicos através de compostos polifenélicos como as
isoflavonas. Entre eles, Ferguson (2001) descreve que estes mecanismos de
protecao podem estar associados: 1) a sintese do DNA, 2) ao reparo de DNA, 3)
inibicdo do contato de agentes mutagénicos com o DNA, 4) inibicio da
topoisomerase I ou II, 5) a adsorcdo de agentes mutagénicos, 6) prevenindo a
nitrosilagdo (compostos N-nitrosos sdo mutagénicos), 7) ao efeito antioxidante de
flavondides (principalmente, genisteina e quercetina), e finalmente, 8) a regulacao
de enzimas que metabolizam compostos xenobi6ticos.

Soja contém diversos compostos fitoquimicos, alguns dos quais
apresentaram em estudos epidemiolédgicos e experimentais, atividade antitumoral.

Estes efeitos anti-cancerigenos da soja sao associados ao elevado teor de
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isoflavonas na soja (Ohr, 2002). Isoflavonas sdo conhecidos por sua atividade
antitumoral (mama e prostata), sendo que esta atividade biolégica é mais
acentuada nas formas agliconas que glicosiladas, da mesma forma que ocorre na
atividade antioxidante. Muito embora os mecanismos pelos quais as isoflavonas
inijbam a carcinogénese nao sejam conhecidos (Shertzer et al., 1999), seus efeitos
citotéxicos podem estar relacionados a inibicdo de enzimas, como a topoisomerase
IT (Skibola e Smith, 2000). As isoflavonas ainda interferem na acdo da
topoisomerase II, S6-quinase ribossomal, fosfoinositideo 3-quinase (PI 3-quinase) e
proteina quinase C (PKC), enzimas ligadas ao ciclo, diferenciacdo e proliferacao
das células (Gamet-Payrastre et al., 1999). Genisteina, em particular, é um potente
inibidor da tirosina quinase. A inibicdo destas enzimas resultaria na protecao
contra diversos canceres do intestino, da prostata e da mama. Genisteina tem
grande poder de controle de células cancerosas, inibindo o crescimento de células
tumorais da préstata humana quando comparada a sua forma glicosilada
(Matsuda et al., 1994).

O cancer de mama é o cancer mais comum entre as mulheres americanas,
sendo que a incidéncia em mulheres asiaticas é relativamente menor, devido ao
consumo de alimentos a base de soja, principalmente pela ingestdo de genisteina.
Segundo Li et al. (1999), genisteina inibiu o crescimento de células cancerosas
MDA-MB-231 de mama, regulou a expressdo de genes relacionados a apoptose e
induziu apoptose. Sendo assim os autores sugerem que genisteina pode ser um

eficiente quimioterapico contra o cancer de mama. Pool-Zobel et al. (2000)
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mencionam que genisteina também reprimiu a proliferacdo de células cancerosas
humanas HT?29.

Em seus estudos, Barnes (1995) observou que genisteina reduziu
significativamente o risco de canceres de pele e célon e, que seu efeito no controle

da proliferacao celular depende do tipo de célula cancerosa.

% Inibicao enzimatica

Algumas enzimas, como colagenase e elastase, estdo associadas a formacao
de aneurisma e outras doengas vasculares. Nestes casos, foi percebido em testes in
vitro, que flavondides podem diminuir a agdo de proteases sobre proteinas fibrosas
e o acimulo de proteoglucanas e hialuronanas, os quais estdo ligadas a formagao
de placas que levam as lesdes arteroscleréticas. Extratos vegetais contendo
flavondides inibiram a atividade de elastase, tripsina e a-quimotripsina (Schramm
e German, 1998).

Desde que esterdides estrogénicos sdo importantes fatores na evolugdo de
cancer de mama, os quais sao derivados principalmente da via da esterol sulfatase,
Wong e Keung (1999) observaram o efeito inibitério de isoflavona (daidzeina)
sobre esta enzima. Foi constatado que daidzeina ndo afetou a esterol sulfatase, no
entanto, seus sulfoconjugados, daidzeina-4'-O-sulfato e daidzeina-7,4'-di-O-sulfato,
foram potentes inibidores desta enzima.

Segundo Nagao et al. (2000), flavondides como luteolina, quercetina,

ramnetina e floretina, inibiram profundamente a atividade de B-caroteno-15,15'-
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dioxigenase enquanto isoflavonas tiveram pouco efeito inibitério sobre esta
enzima, a qual é responsavel pelo fornecimento de vitamina A através da catélise
oxidativa do pB-caroteno em duas moléculas de retinal.

Outra enzima de grande importancia, a FOF1-ATPase/ATP sintase, a qual
sintetiza ATP durante a fosforilagdo oxidativa mitocondrial, pode ser inibida por
diferentes isoflavonas, como genisteina, biochanina A, daidzeina, genistina.
Genisteina também foi capaz de inibir a Na*/K*-ATPase. Este efeito inibit6rio para
Zheng e Ramirez (2000), poderia ser associado a propriedades citot6xicas. Segundo
Wong e Keung (1999), daidzeina, genisteina, biochanina A e formononetina
inibiram potencialmente a atividade de &lcool desidrogenase, que é responsavel
pela oxidacao de 3-f-hidroxiesteréides e a conversdao de 5-pregnen-3,20-diona em
progesterona.

Estudos cinéticos mostraram que H*/K*-ATPase gastrica, enzima ligada a
secrecdo gastrica, foi inibida por diferentes flavonéides, incluindo algumas
isoflavonas e, que o potencial inibitério depende do numero de hidroxilas da

molécula (Murakami et al., 1999).

% Efeito sobre o colesterol e atividade estrogénica
Fitoestrogenos sdao substancias origindrias de plantas que exercem efeitos
estrogénicos, ou sdo estrutural ou funcionalmente similares ao

17p—estradiol (Nevala, 2001). Estes compostos reduzem o colesterol total em
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humanos, sdo benéficos no tratamento da osteoporose e tém efeitos
anticarcinogeénicos (Nevala, 1998).

Os efeitos estrogénicos de fito-hormonios foi inicialmente percebido na
Austrélia pela reducdo da fertilidade de ovelhas alimentadas com alfafa fresca
(Moule et al., 1963). Segundo Korpela (1995) citada por Nevala (2001), os

titoestrogenos sao classificados em lignanas, isoflavonas e coumestanas (Tabela 3).
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Tabela 3: Classificacdo de fitoestrégenos.

Classes Compostos Fontes vegetais
Lignanas Enterolactona Oleaginosas
Enterodiol Linho

Fibras de cereais
Cereais in natura

Legumes
Frutas
Isoflavonas Genisteina Soja
Daidzeina Alfafa
Equol
Coumestanas Coumestrol Alfafa

Fonte: Korpela (1995) citada por Nevala (2001).

Em cobaias a administragao de fitoestrégenos previne a aterogénese, sendo
que em macacas ovariotomizadas a reposicdo hormonal com estrégeno reduz em
cerca de duas vezes a aterosclerose, comparada com macacas ovariotomizadas sem
reposicao hormonal. Em humanos, dados epidemiolégicos tém mostrado que o
risco relativo de desenvolver doencas cardiovasculares em usudrios de estrégeno é
de 0,56 comparada com nao-usudrios. Os estrégenos podem inibir a progressao da
aterosclerose pela diminuicdo de lipoproteinas, prevenindo a oxidacdo lipidica,
aumentando a razao HDL/LDL no sangue, inibindo a sintese de colageno,
prevenindo a agregacdo de plaquetas, promovendo a dilatacdo de veias, entre
outras hipoteses (Schramm e German, 1998). Flavonodides e estrégeno tém a
habilidade de inibir a oxidacdo lipidica, agregacdo de plaquetas e promover a
vasodilatagao (Miksicek, 1993). Estes fatores podem retardar o desenvolvimento de

doengas aterosclerodticas. A expressdo de receptores de estrégeno (tipo ER-
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B, detalhes a seguir) em tecidos vasculares e outros nao-reprodutivos, é um

mecanismo pelo qual fitoestrogenos podem exercer atividades sobre o sistema
arterial (Tikkanen e Adlercreutz, 2000).

Testes clinicos realizados por Gardner et al. (2001) sugerem o efeito
hipocolesterolémico da proteina de soja, muito embora o efeito possa ser
parcialmente atribuido as isoflavonas em soja, j4 que poucos estudos tém
verificado seus efeitos isoladamente. Dietas a base de soja sdo particularmente
atrativas para Vigna et al. (2000), dado ao seu potencial efeito na reducdo do
colesterol e seus efeitos anti-cancerigenos, além da possivel modificacdo dos
sintomas da menopausa. Por exemplo, no estudo realizado por Lucas et al. (2001),
cinqiienta e quatro mulheres com elevado teor de colesterol foram submetidas a
dietas a base de proteina de soja suplementadas ou ndo com isoflavonas. Os
resultados obtidos sugerem que a reducdo do teor de colesterol foi independente
da suplementacdo com isoflavona. Lucas et al. (2001) ainda sugerem que o
consumo de proteina de soja possa estar ligado a reducdo da hipercolesterolemia,
um risco as doengas corondrias. Entretanto, outros componentes como isoflavonas
e saponinas, também podem estar ligados a reducdo do colesterol, sendo neste caso
necessério estudos detalhados a este respeito. Segundo Messina (2000), proteina de
soja rica em isoflavonas supostamente inibe a oxidacdo de lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e teria um maior efeito na reducdo de colesterol que aquelas
proteinas de soja com baixo teor de isoflavonas. Wangen et al. (2001) afirmam que

o consumo de isoflavonas como um constituinte da proteina de soja resulta em um
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pequeno, mas significativo, aumento da atividade contra a hipercolesterolemia
pos-menopausa em mulheres. Embora os efeitos sejam pequenos, é possivel que as
isoflavonas possam contribuir na diminui¢do de doengas corondrias se o consumo
for continuo por alguns anos em conjuncdo a outras estratégias para a reducao do
colesterol, ou melhor, relacido HDL/LDL (lipoproteinas de alta densidade por
lipoproteinas de baixa densidade). Para Lovati et al. (2000) é comum associar as
isoflavonas pelo maior efeito fisiol6gico na reducao do colesterol total sangtiineo
em animais e humanos. Segundo Clarkson et al. (1998) a incidéncia de
coronariopatias na populagdo asiatica, comparada com a populacdo dos Estados
Unidos, é dez vezes menor.

Diferentes trabalhos investigativos, utilizando modelos animais, tém
mostrado que o abaixamento dos niveis de colesterol e mecanismo
antiaterosclerético da soja pode incluir: 1) a reducdo na absorcao de colesterol da
dieta; 2) o aumento na quantidade e atividade de receptores de LDL; 3) a reducéo
na permeabilidade arterial do LDL; e 4) a reducdo na concentracdo arterial e
transporte de LDL. Messina (2000) confirma que as isoflavonas estdo associadas a
reducdo na absorcdo arterial de LDL e trigliceridios. Na Figura 20, o mecanismo
pelo qual as isoflavonas agem na redugdo da hipercolesterolemia pode ser
observado. As isoflavonas agiriam bloqueando os receptores de LDL, diminuindo

assim sua absorcao arterial.
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Figura 20: Mecanismo proposto para a diminuicdo da absorcdo de lipoproteinas de

baixa densidade pelas isoflavonas (Messina, 2000).
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A propriedade estrogénica dos fitoestrégenos, como as isoflavonas, segundo
Han et al. (2001) decorre da interacdo com os receptores de estrogénios, e que
estudos demonstraram que a genisteina tem afinidade por receptores de estrogénio
de 100 a 1000 vezes superior ao 17B-estradiol e ao dietiletilbestrol. Genisteina tem
de 5 a 20 vezes maior afinidade pelos receptores  (ER-B) do que receptores a (ER-
a). Esta maior afinidade pelos ER-B sugere que as isoflavonas podem ter efeito
seletivo por alguns tipos de tecidos (Messina, 2000), e por outro lado, a estrutura
do fitoestrogenos esta intimamente ligada a esta afinidade pelos receptores. Como
foi visto, a genisteina tem uma elevada afinidade pelo ER-f, no entanto, sua forma
metoxilada, biochanina A, ndo apresenta qualquer afinidade pelos ER-f. O mesmo
ocorre com a daidzeina, a qual também apresenta consideravel afinidade pelos ER-
B, ao passo que seu derivado metoxi, formononetina, ndo se liga aos ER-f. Tem
sido sugerido que a hidroxilacdo é um passo necessario para o flavondide ter
atividade estrogénica (Miksicek, 1995). Kuiper et al. (1997) descreveram as

afinidades relativas de varios compostos com os receptores ER-a e ER- humanos

(Tabela 4).
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Tabela 4: Afinidade relativa de varios compostos aos receptores ER-o e ER-f.

Compostos ER-a 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
Tamoxifeno 7 6

Fonte: Kuiper et al. (1997)

Os receptores ER-o sdo denominados receptores classicos, ao passo que os
receptores ER-B somente h4d poucos anos foram descritos e caracterizados
(Mosselman et al., 1996). E fascinante observar que os ER-p sdo encontrados no
cérebro, ossos, bexiga e epitélio vascular; tecidos que estdo intimamente ligados a
terapia de reposicdo hormonal (TRH). Em outros tecidos como, mamarios,
uterinos, ovarianos, prostaticos e pulmonares também foram encontrados
receptores ER-B (Setchell e Cassidy, 1999).

Embora Messina (2000) sugere que a incidéncia das ondas de calor em
mulheres asidticas é menor que em mulheres ocidentais, Greenwood et al. (2000)
expdem que existem dados inadequados na avaliagdo dos efeitos benéficos das
isoflavonas sobre o cancer de mama, a perda de célcio e a secura vaginal.
Isoflavonas de soja tém atenuado a perda de calcio 6sseo em mulheres na
menopausa. Isto pode ser devido a maior taxa na formagdo 6ssea que na

reabsorcao de calcio pelo organismo. Embora genisteina e daidzeina sejam efetivas
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na prevencao da perda Ossea, daidzeina tem se mostrado mais potente que
genisteina (Picherit et al., 2000).

Apesar dos efeitos na sattde humana nao possam ser claramente atribuidos
as isoflavonas, é nitido que alimentos ou suplementos contendo isoflavonas tém
algum efeito fisiol6gico. Van der Schouw et al. (2000) e Setchell e Cassidy (1999), de
forma complementar, avaliaram os beneficios e riscos cardiovasculares associados
a fitoestrogenos (isoflavonas, coumestanas e lignanas), e notaram que estes
compostos desempenham atividade similar a do estrogénio (17p-estradiol), visto
que com base na estrutura quimica destes fitoestrogenos, ndo é supreendente que

estes possam exercer funcoes estrogénicas, ligando-se aos receptores ER-B (Figura

21).

Estradiol-178

Genisteina Daidzeina Coumestrol

Figura 21: Férmulas estruturais de fitoestrogenos e do 17B—estradiol (Tikkanen e

Adlercreutz, 2000).
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As isoflavonas sdo agentes que podem seqiiestrar radicais livres, participar
da regeneracdo de agentes antioxidantes como a vitamina E, proteger constituintes
celulares contra danos oxidativos, e estdo associadas ao abaixamento dos riscos de
doencas hormonio-dependentes. Logo, os beneficios que podem ser atingidos pelo
consumo de uma dieta a base de soja sdo inimeros, e neste trabalho buscou-se
definir o perfil das isoflavonas encontradas nos principais cultivares de soja
cultivados no Brasil, além de estabelecer caracteristicas de termoestabilidade e

frente a radiacdo gama, e algumas propriedades biolégicas in vitro das isoflavonas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes

A agua utilizada nas andlises cromatograficas foi deionizada em colunas de
troca-ionica (Simplicity®, Millipore do Brasil) e filtrada através de membranas de
0,22 pm (Millipore do Brasil). O acido acético e metanol empregados na fase moével
cromatografica foram de grau cromatografico. Os solventes organicos usados nos
estudos de extracdo das isoflavonas foram de grau analitico. Daidzeina, genisteina,
daidzina e genistina foram obtidos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA). Os
reagentes para determinacdo da atividade enzimatica de P-glicosidase foram

obtidos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA).

4.2 Cultivares de Soja

Os cultivares de soja foram doados por duas Instituicdes Governamentais, a
Embrapa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (CNPSo, Londrina - PR) e o Instituto
Agronomico de Campinas (IAC, Campinas - SP). Outro cultivar de soja analisado
foi obtido de uma fazenda de cultivo organico, o qual é distribuido na regido de
Curitiba/PR. Outros graos de soja foram utilizados, porém sem uma identificacao
precisa do cultivar, bem como foram feitas analise de produtos a base de soja,
como extrato de soja, proteinas concentrada e isolada de soja e suplementos
(capsulas) de isoflavonas de soja, sendo duas de origem americana, uma canadense
e outra brasileira. Na Tabela 5 sdo descritas as denominacdes dos cultivares

utilizados neste estudo.
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Tabela 5: Denominagdes dos cultivares de soja.

Instituicao Local de Plantio Cultivares de Soja

Embrapa Londrina, PR BRS-184, BRS-183, BRS-181, BRS-157, BRS-156,
BRS-155, BRS-154, BRS-153, BRS-136, BRS-135,
BRS-134, BRS-133, BRS-132, Embrapa-62,
Embrapa-61, Embrapa-59, Embrapa-58,
Embrapa-48, Embrapa-47, Embrapa-46

IAC Campinas, SP IAC-8, IAC-8-1, IAC-8-2, IAC-15, IAC-15-1,
IAC-15-2, IAC-17, IAC-18, IAC-19, TAC-20,
[IAC-22, IAC-31MN, IAC-PRMN, TAC-

Foscarin-31
Cefet-PR Pato Branco, PR ICA-SC1, ICA-3, ICA-4, ICA-987, ICA-95302

Gebana Co.? Capanema, PR BR-36 (Cultivo organico)

= A empresa Arbeitsgemeinschaft Gerechter Bananenhandel (Gebana) mantém
campos de cultivo de soja organica no Estado do Parand, e gentilmente forneceu o

cultivar para anélise.

Além da soja foram analisadas outras sementes de oleaginosas e cereais da
mesma familia da soja (Fabaceae), sendo elas: Grao-de-bico (Cicer arientinum;

Chickpeas); Ghandu (Cajanus cajan; Pigeonpeas); Feijdo-Carioca (Phaseolus vulgaris;

Snapbean); Feijao-Fava (Phaseolus lunatus; Baby Butter Lima Bean); Fava (Vicia faba;
Favabean); Pallar (Phaseolus limensis; Giant Peruvian Lima); Ervilha (Pisum sativum;
English peas); Kiwicha (Amaranthus caudatus); e Kafiiwa (Chenopodium pallidicaule),
sendo as duas ultimas amostras ndo-pertencentes a familia das Fabaceae, as quais

foram colhidas no Peru, juntamente com Pallar e Fava, em campos de plantio nos
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Andes, ha mais de 3500 metros de altitude e temperatura média de 15°C, e com

baixa umidade relativa.

4.3 Extratos de Isoflavonas

4.3.1 Extratos alcodlicos de isoflavonas

As isoflavonas de soja e de outros graos foram extraidas de acordo com o
método descrito por Fukutake et al. (1996, modificado). Uma quantidade de cada
grao foi triturada e selecionada através de peneiras de 100-200 mesh (Série Tyler),
sendo a farinha submetida ao desengorduramento com hexano por 30 minutos a
temperatura ambiente (~26°C), mantendo uma proporcao de 1:10 (p/v). Em
seguida, a suspensdo obtida foi centrifugada e os s6lidos (10 g) foram separados do
sobrenadante e secos sob ventilacdo forcada a 26°C. Amostras de 1 g de cada
farinha desengordurada, foram submetidas a extracdo alcodlica com 10 mL de
solugdes alcodlicas (etanol ou metanol, com diferentes propor¢des em &agua
deionizada) durante 60 minutos a 26°C. As amostras foram centrifugadas a 5000 x
g por 10 minutos, e os sobrenadantes foram utilizados no estudo. Aliquotas de
cada extracdo foram filtradas através de microfiltros de PTFE com porosidade de

0,22 pm (Millipore do Brasil, Sdo Paulo) e os filtrados estocados a 4°C até anédlise

quantitativa das isoflavonas presentes por instrumental analitico adequado.

4.3.2 Extrato concentrado de isoflavonas
As isoflavonas de soja extraidas (item 4.3.1) foram concentradas por
evaporacao a vacuo, empregando rota-evaporador Buchler (LabConco Co., Estados
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Unidos). A temperatura de evaporacdo foi mantida em 50°C durante a extracdao do
metanol utilizado na extracdo das isoflavonas da farinha desengordurada de soja
(100-200 mesh; Série Tyler). O material obtido foi mantido sob refrigeracdo a 4°C
para ser utilizado nas andlises de conversdo enzimatica das isoflavonas

glicosiladas.

44 Analises Cromatograficas

4.4.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

As analises das amostras por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase
reversa (CLAE-FR), foram feitas de acordo com Koo et al. (2000) e modificado por
Park et al. (2001c). Aliquotas de vinte microlitros foram injetadas em cromatégrafo
de fase liquida equipado com coluna YMC Pack ODS-A (RP-18; comprimento de
4,6 x 250 mm; particulas de 5 um e 120 A) e detector de arranjo de diodos (SPD-
M10A, Shimadzu Co., Japao). A coluna foi eluida com um gradiente linear de
agua-acido acético (solvente A; 19:1, v/v) e metanol (solvente B), iniciando com
20% de B (0-15 min) e aumentando até 80% (15-75min), sendo mantido em 80% (75-
95 min) e diminuindo até 20% de B (95-105 min) com um fluxo de 0,5 mL/min. As
isoflavonas eluidas foram detectadas por absorbancia a 254 nm. Analise
quantitativa de daidzina, glicitina, genistina, e suas formas agliconas foram obtidas
por comparagdo com padroes auténticos (Sigma Co., USA e Funakoshi Co., Japao).
As concentragdes dos malonatos de isoflavonas (6"-O-malonildaidzeina e 6"-O-

malonilgenisteina) foram calculadas pelas curvas-padrao dos correspondentes B-
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glicosilados, e os resultados expressos em pg de isoflavonas por g de farinha
desengordurada em base seca (b.s.). A normalizacdo da massa molecular das
formas conjugadas, foi calculada multiplicando-se a massa de cada conjugado pela
razdo entre a massa molecular da respectiva aglicona e a massa molecular da

forma conjugada, conforme descrito por Song et al. (1998) e Kudou et al. (1991b).

44.2 Cromatografia em camada delgada

As analises em cromatografia em camada delgada (CCD) foram realizadas
segundo método proposto por Kudou et al. (1991b). Aliquotas do extrato alcodlico
de soja foram aplicadas em cromatoplacas (10 x 10 cm) Kieselgel 60 F2s4 (Merck
Co., Alemanha), usando como sistema de solventes cloroférmio-metanol-dgua
(7:3:1, v/v), em fluxo ascendente. Apdés 45 minutos de desenvolvimento do
cromatograma, as placas foram observadas sob luz ultra-violeta nos comprimentos
de onda de 254 e 366 nm, utilizando iluminador UV Cole Parmer, modelo UVP-

UVGL 58.

4.5 Analises Espectrofotométricas

4.5.1 Determinacao do espectro de absor¢cao maxima

Aliquotas de 18 pL de cada extrato, obtidos de acordo com o item 4.3, foram
diluidas em 15 mL de solucao de etanol a 80%, e o espectro de absor¢ao na regiao
UV-Visivel foi determinado na faixa de 200-600 nm (UV scanning) utilizando

espectrofotdmetro Beckman Coulter DU-70 (USA).
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4.5.2 Espectros de infra-vermelho

Aliquotas de 10 pL de cada extrato, obtidos de acordo com o item 4.3, foram
aplicadas em pastilhas de s6dio, em ambiente anidro, e os espectros de absorcao
foram determinados na regido do infra-vermelho (650-4000 cm™), em modo
streching, utilizando espectrofotometro de infra-vermelho Perkin Elmer FTIR

Modelo Spectrum One (USA), com transformada de Fourrier.

4.6 Espectrometria de Massas por Ionizacio em Eletrospray

Os espectros de massas por ionizacdo em eletrospray foram obtidos em
espectrometro de massas quadrupolo Micromass® Q-Tof (fonte de ions Z-Spray).
As amostras foram preparadas em solucdo de metanol:dgua (1:1, v/v), com adicao
de solugao a 0,1% de hidréxido de amonio, para analises em modo negativo. As
amostras foram injetadas na fonte a um fluxo continuo de 15 pL/min, e a agulha
do eletrospray foi operada a diferenca de voltagem de 3,2 kV. As condicdes de
operagao foram: temperatura da fonte de ionizacao, 70°C; gas de colisao, argonio a

17 psi; tempo de aquisicdo de espectro, 2 s.

4.7 Producao de B-Glicosidase

Diferentes cepas dos fungos filamentosos, Aspergillus oryzae, Aspergillus niger
e Aspergillus awamori, foram avaliados quanto a producdo de B-glicosidase. A

produgdo desta enzima também foi avaliada com mutantes de Aspergillus oryzae

ATCC 22786 induzidos por luz UV.
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4.7.1 Em meio semi-sdlido

Para a fermentacdo semi-solida foram utilizados frascos de Erlenmeyer de
500 mL contendo 20 g de farelo de trigo ou soja, de acordo com o objetivo do
experimento. Os frascos com o farelo foram esterilizados, inoculados com um
mililitro de suspensao de esporos (~107 esporos/mL) do microrganismo, sendo em
seguida incubados em estufa a 30°C, por um periodo de até 96 horas. Apds a
incubacdo, foram adicionados 100 mL de 4gua destilada aos frascos e o meio de
cultura foi triturado com auxilio de bastdo de vidro. A suspensao obtida foi filtrada
em 13 de vidro para remocdo do micélio fangico. O filtrado obtido foi mantido em

refrigerador a 4°C até realizagao das analises.

4.7.2 Em meio liquido

O meio basal para fermentacdo submersa foi Czapeck-Dok composto por:
0,2% de nitrato de s6dio, 0,1% de fosfato de potassio dibasico, 0,05% de sulfato de
magnésio, 0,05% de cloreto de potéssio, 0,001% de sulfato ferroso e 2% de glicose.
Aos frascos com meio esterilizado, foram inoculados um mililitro de suspensao de
esporos (~107 esporos/mL) do microrganismo. Para fermentagdo foram utilizados
frascos de 250 mL, em agitador rotativo a 150 rpm e 30°C, durante 96 horas. A
suspensdo obtida foi filtrada em papel de filtro, para remog¢do do micélio fangico.

O filtrado obtido foi mantido em refrigerador a 4°C até realizacdo das andlises.
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4.7.3 Atividade enzimatica

A atividade de B-glicosidase foi determinada como descrito por Matsuura et
al. (1995). Uma mistura de 2 mL de solugdo 1 mM de pNPG (p-nitrofenil-p-D-
glicopiranosideo) em tampao fosfato-citrato 0,1 M e pH 5,0 foi incubada a 40°C por
5 minutos. Ap6s a adigdo de 0,5 mL de extrato enzimatico, a mistura foi incubada a
40°C por 20 minutos. A reacdo foi interrrompida pela adigdo de 2,5 mL de
carbonato de sédio 0,5 M. A absorbéancia do sistema reacional foi medida a 420 nm.
A quantidade de p-nitrofenol liberada que forma um ion de coloracdo amarelada
(Figura 22) pode ser determinada usando-se uma curva-padrdo preparada da

mesma maneira com 5-300 pmol de p-nitrofenol.
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Figura 22: Hidrolise de p-nitrofenil-p-glicopiranosideo com f-glicosidase.






4.8 Conversao de Isoflavonas Glicosiladas

A hidrélise da ligacao glicosil de daidzina, glicitina e genistina foi realizada
usando B-glicosidase fungica. O extrato concentrado de isoflavonas foi obtido apés
evaporagao (50°C) a vacuo, do metanol utilizado na extracdo das isoflavonas da
farinha desengordurada de soja. Em seguida, uma mistura contendo, 10 mL de
extrato concentrado de isoflavonas, em tampao citrato-fosfato 50 mM, pH 5,5 e 1
mL de solucdo de B-glicosidase foi incubada a 40+1,0°C. Apé6s intervalos de tempo
previamente estabelecidos, a conversdo das isoflavonas glicosiladas foi avaliada

por cromatografia em fase liquida, conforme descrito no item 4.4.1.

4.9 Propriedades Biologicas

4.9.1 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada pela oxidacdo acoplada do B-
caroteno e do acido linoleico, de acordo com o método descrito por Park & Ikegaki
(1998). Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 60 mg de 4acido
linoleico, 200 mg de Tween 40 e 5 mg de B-caroteno, os quais foram redissolvidos
em 5 mL de cloroférmio, posteriormente removidos utilizando-se um rota-
evaporador a 45°C. Apds a remocdo do cloroférmio, o residuo foi dissolvido com a
adicao de 50 mL de 4gua deionizada e oxigenada sob vigorosa agitagdo. Aliquotas
de 1 mL desta emulsdo, foram transferidas para tubos de ensaio contendo 0,05 mL
do extrato metandlico contendo os isoflavondides antes e apds o tratamento

enzimatico (1:10, v/v) e 2 mL de agua deionizada e oxigenada. A leitura da
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absorbancia foi feita em espectrofotometro a 470 nm, no tempo inicial e em
intervalos de 60 minutos com incubagao a 40°C, para a reagdo de oxidagdo, durante
periodo de 3 horas. Os tubos controle, lidos a cada intervalo de tempo, nao

continham o extrato metanélico contendo os isoflavonoéides (1:10, v/v).

4.9.2 Inibicao do crescimento bacteriano

% Preparo dos discos

Aos discos de papel de filtro Whatman n°3 (¢ 5 mm) foram aplicados 24 pL
dos extratos alcodlicos de isoflavonodides, que foram incubados a 60°C por 2 horas
para eliminar o excendente alcodélico dos discos. Em seguida, os discos foram
acondicionados em dessecadores durante 24 horas a temperatura ambiente, e
aplicados sobre placas de Petri contendo a suspensdo de células bacterianas em

meio nutriente-agar.

% Analise da atividade inibitoria

A atividade inibitéria dos extratos de isoflavonas sobre Staphylococcus aureus
ATCC 25923, coagulase positiva, foi realizada de acordo com método descrito por
Park et al. (1998). Culturas bacterianas ativas, foram inoculadas por espalhamento
com swabs estéreis (Difco Co., Estados Unidos) em placas de Petri contendo
nutriente-dgar (Difco Co., Estados Unidos). Os discos contendo os extratos de
isoflavonas foram colocados sobre as placas e incubadas a 37°C por
aproximadamente 18 horas. A atividade inibitéria para S. aureus foi determinada

pela formacao de halo inibitério ao redor dos discos e expressa em milimetros.
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4.9.3 Inibicao da hialuronidase

A inibicdo da enzima hialuronidase estd associada a inibicao de processos
inflamatoérios em diferentes tecidos do organismo humano. Portanto, a atividade
anti-inflamatéria dos extratos de isoflavonas de soja foi determinada através da
atividade da enzima hialuronidase de acordo com Reissing et al. (1955) e Aronson
e Davidson (1967). Foram adicionados 50 pL de cada extrato de isoflavonas aos
tubos de reacdo enzimatica. Em seguida, adicionou-se 0,5 mL da solugdo de acido
hialurdnico (Sigma Co.) (1,2 mg de acido hialurénico por mL de solugao tampao
acetato 0,1 M, pH 3,6, contendo 0,15 M de NaCl) nos tubos de reacdo e no tubo
controle. Os tubos foram incubados a 37°C, e apds 5 min foram adicionados 50 pL
(350 Unidades) da enzima hialuronidase (Tipo IV-S de testiculos bovinos, Sigma
Co.), dissolvida no mesmo tampdo do substrato, na concentracdo de 6,5 mg/mL.
Os tubos foram incubados a 37°C por 40 min. A reacdo foi interrompida pela
adicao de 10 uL de solucdo 4 N de hidroxido de sédio. A adicao dos extratos de
isoflavonas de soja nos tubos-controle foi feita ap6s decorrido o tempo de reacao
enzimadtica. Ap6s a incubagdo, 0,1 mL de solugdo 0,8 M de tetraborato de potéssio
foi adicionada na mistura de reagdo e aquecida sob ebulicio por 3 min. Em
seguida, os tubos foram adicionados 3 mL de p-dimetilaminobenzaldeido (solucao
de 10% em &cido acético glacial contendo 12,5% de &cido cloridrico 10 N), e os
tubos incubados novamente a 37°C por 20 min. As leituras de absorbancia foram
medidas em espectrofotometro Beckman Coulter DU-70 (Estados Unidos) a 585

nm, utilizando-se 4gua como controle da leitura do equipamento.
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410 Efeito da Rradiacao Gama sobre as Isoflavonas

O efeito da radiacdo gama sobre as isoflavonas de soja foi avaliado num
trabalho de cooperagao com Prof. Dr. Julio M. M. Walder do Centro de Energia
Nuclear na Agricultura (CENA) da Universidade de Sao Paulo (Piracicaba, SP). As
amostras de farinha desengordurada de soja e extrato concentrado de isoflavonas
(item 4.3.2), foram tratadas com uma taxa de irradiacdo de 1284 Gy/h (irradiador
de ©0Co GammaCell 220 Excel (MDS Nordion, Canadd) e as amostras receberam
doses acumulativas durante 48 horas. Os materiais tratados foram acondicionados
em recipientes de polietileno, e durante a irradiacdo foram mantidos a temperatura
ambiente. Cada dose de radiacao usada foi considerada como um tratamento e as
doses empregadas foram de 2, 5, 10, 25 e 50 kGy. Apds os tratamentos, as amostras
foram estocadas a 4°C, para andlise cromatografica posterior de sua composicao

quimica contra amostras de controle (sem tratamento com radiacdo gama).

411 Efeito do Aquecimento sobre as Isoflavonas

O efeito do aumento da temperatura sobre a estabilidade das estruturas de
malonil-isoflavonas de soja foi avaliada empregando-se farinha desengordurada
de soja. Dez gramas de farinha de soja foram colocados em frascos de Erlenmeyer
de 250 mL juntamente com agua destilada, numa proporc¢do de 1:10 (v/v). Os
frascos foram incubados em banho-maria a diferentes temperaturas (26, 80, 100 e
121°C) em diferentes intervalos de tempo (20, 40 e 60 min), conforme tratamento

avaliado.
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412 Microscopia Eletronica de Varredura

As amostras de farinha de soja tratadas por radiacdo gama foram
observadas por microscopia eletronica de varredura, num trabalho de cooperacao
com Prof. Dr. Elliot W. Kitajima do Ntucleo de Apoio a Pesquisa em Microscopia
Eletronica Aplicada a Pesquisa (NAP/MEPA) da Universidade de Sao Paulo
(Piracicaba, SP). Amostras de farinha de soja foram recobertas com uma pelicula de
outro de 100 A usando um metalizador MED 010 (Balzers) (Figura 23a) com uma
corrente de 50 mA por 180 s. Os stubs (Figura 23b) assim preparados foram
observados com uma magnitude de 2500 vezes em um microscépio eletrénico de

varredura DSM 940A (Zeiss) (Figura 23c) com uma voltagem de 10 kV.
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Foto: E. W. Kitajima (ESALQ/USP)

Foto: E. W. Kitajima (ESALQ/USP)

Foto: C. L. Aguiar (FEA/Unicamp)

Figura 23: Equipamento de microscopia eletronica de varredura e metalizador de
amostras. (a) Vista frontal do metalizador MED 010 Blazers; (b) Vista
interna da camara porta-espécimes, com um stub em detalhe (A); e (c)
Vista panoramica do microscépio eletronico de varredura Zeiss DSM

940A.
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413 Analise Estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, sendo os dados analisados pelo programa MSTAT-C (MSTAT,
1988) para a determinacao da analise de varidncia. A separagao entre as médias
dos tratamentos foi realizada usando o teste de Tukey com um nivel de

confianca de 95%.
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5.  RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Meétodos de Extracao de Isoflavonas de Soja

Por mais de 2000 anos, povos do leste asiatico utilizam a soja como
ingrediente bédsico em suas culindrias, produzindo alimentos como nimame,
edamame, tofu, kori-tofu, abura-age, sufu, extrato de soja, molho de soja (shoyu), miso,
natto, tempeh e entre outros produtos. Esta leguminosa originaria das planicies do
Norte da China, foi levada a diversas partes do mundo pelo comércio maritimo no
século XIX, sendo que um século se passou até que ganhasse importancia
comercial no ocidente (Barnes, 1998). Atualmente, a soja tem recebido grande
atencao por promover beneficios a satide, devido ao seu potencial na prevencao de
cancer, doencas coronarianas e osteoporose (Andersson et al., 1995). O fato mais
recente que confirma a tendéncia mundial de crescimento da utilizacdo de
derivados de soja, com base nos beneficios para a satde, é que o FDA permitiu a
inclusdo nos rétulos de alimentos processados que contenham derivados de soja, a
informacado que a ingestdo diaria de certos derivados de soja podem reduzir riscos
de doencgas coronarianas pela reducdo dos niveis de colesterol no sangue, desde
que seja mantida uma dieta com baixos niveis de gorduras saturadas e colesterol.

Sabe-se que os beneficios que a soja pode promover a satde humana, estdo
relacionados a dois componentes: as proteinas da soja e as isoflavonas. As
isoflavonas, enfoque deste estudo, apresentam diferentes formas conjugadas, e

para uma utilizagdo segura, em alimentos processados, a padronizacao é necesséria
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para garantir a autenticidade dos alimentos e que o contetido de principios ativos
corresponda aos parametros de qualidade. Uma técnica bastante empregada na
andlise do conteido de isoflavonas em produtos de soja, sdo os métodos
cromatograficos, devido a sua alta eficiéncia, rapidez e possibilidade de utilizacao
de sistemas automatizados (Celeghini et al., 2001).

As isoflavonas sao metabdlitos encontrados nas células dos graos de soja,
sendo necessario sua extracdo para uma adequada quantificacdo. A anadlise
preliminar dos extratos alcoodlicos de soja, pela observacdo dos espectros de
absorcao na regidao do UV-Visivel (200-600 nm), demonstrou que metanol e etanol
apresentaram capacidade de extrair compostos que absorvem na regido préoxima a
260 nm, tal como as isoflavonas absorvem. Segundo Nurmi et al. (2002) os valores
de comprimentos de onda para as isoflavonas glicosiladas, daidzina, glicitina,
genistina, sdo 260, 262 e 262 nm, respectivamente. Por outro lado, Jackson et al.
(2002) analisaram seis padrdes de isoflavonas, as quais apresentaram os seguintes
valores de absorcdo maxima: daidzina (258 nm), glicitina (262 nm), genistina (262
nm), daidzeina (250 nm), gliciteina (262 nm), e genisteina (262 nm). Os valores de
absor¢do méaxima para as solugdes-padrao de isoflavonas com as quais pudemos
trabalhar apresentaram valores similares aos obtidos por Nurmi et al. (2002).

A Figura 24 apresenta os espectros de absorcao na regiao do UV-Visivel
para os extratos alcodlicos de soja. Os valores de absorcao méaxima para os extratos
de soja preparados com etanol variaram de 254 a 284 nm, para as amostras de 10 a

100% de etanol em agua deionizada. As amostras de 10 e 100% de etanol nao
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apresentaram espectros de absorcao bem definidos, o que impossibilitou a
determinacdo confidvel dos valores de absor¢do maxima na regiao de 200 a 600 nm.
Os espectros de absor¢do maxima se apresentaram bem definidos apenas para os
extratos etandlicos de 50 a 90%, faixa de concentracdes as quais apresentaram

concentracdes mais elevadas de isoflavonas totais (50, 60 e 70%).
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Por outro lado, solu¢cdes com metanol apresentaram valores de absorgao
maxima muito préximas aquelas descritas na literatura cientifica (260-262 nm). Em
todas as amostras de extratos metandlicos (50 a 100% de metanol em agua
deionizada), os valores de absor¢ao maxima foram de 262 nm (Figura 25).

Portanto, pela analise preliminar dos extratos alcodlicos de soja, tanto
solucdes de etanol quanto metanol, podem promover uma adequada extracdo de
isoflavonas de soja. Para quantificar o contetido de isoflavonas isoladas e totais
extraidas em cada sistema de extracdo estudado foram realizadas analises
cromatograficas em CLAE-FR dos extratos alcodlicos de soja. Na Tabela 6 sdo
apresentados os resultados obtidos nos dois sistemas de solventes, em diferentes
proporgdes com agua, para extracdo de isoflavonas de farinha desengordurada de
soja. Esta farinha, ap6s desengorduramento com hexano a 25°C e 30 minutos, foi
passada por um jogo de peneiras da Série Tyler, sendo que a porcao retida entre

100-200 mesh foi utilizada nas anélises.
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Figura 25: Espectros de absorcdo na regiao UV-Visivel dos extratos metandlicos de

soja.



Tabela 6: Extracao de isoflavonas de farinha desengordurada de soja com solucao

alcodlica.
} de isoflavonas/ ¢ de farinha de soja
Sistema de = G D /c;g Gl 23 Isofl
cq ... enistin aidzein icitein enistei Isoflavo
Solventes Daidzina Glicitina
a a a na na total
Etanol 30% 289,4+11.0 8222+3,0 303,96+55 135+1,0 0,0 12,0+ 0,5 701,08F
Etanol 40% 303,4+150 79,48+35 30408+55 134+1,0 0,0 20,5+0,2 720,86F
Etanol 50% 338,8+10.0 116,61+3,0 353,33+72 203+20 0,0 30,3 +3,5 859,34AB
Etanol 60% 3383+9.0 101,71+3,5 3747+11,5 224+1,1 0,0 33,6 +4,5 870,71AB
Etanol 70% 319,7+50 8515+45 373,39+16,1 21,3+0,6 0,0 33,7 +3,0 833,24BC
Etanol 80% 3100+40 4292+15 363,01+45 22,1+15 0,0 32,4+2,6 770,43DE
Etanol 90% 1951+13,0 2859+1,5 269,84+65 257+26 0,0 354+3,1 554,63G
Etanol
3,7+15  669+0,6 91,61+25 10,0+0,2 0,0 18,0 £+ 0,4 158,01

100%
Metanol

307,8+250 107,76+35 33245+65 19,8+0,3 0,0 274+ 4,0 759,21CD
70%
Metanol

339,7+10,0 1054+35 382,01+11,6 193+0,3 0,0 32,3+3,0 878,714
80%
Metanol

348,6+65 11814+15 353,45+50 21,5+03 0,0 298+2,5 871,494
90%
Metanol 100% 2958 +10,5 95,02+4,0 31539+6,5 21,1+0,3 0,0 27,9+2,6 755,21 EF

Os dados representam microgramas de isoflavonas por grama de farinha desengordurada de soja +
desvio padrao da média de trés determinagdes. A média seguida do mesmo caracter ndo diferencia
significativamente para teste de Tukey (p <0,05).
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O total de isoflavonas encontrado em soja distribui-se basicamente em
isoflavonas glicosiladas e isoflavonas agliconas (Ahluwalia et al., 1953). Eldridge
(1982) e Fukutake et al. (1996) afirmam que genistina e daidzina sdo as principais
isoflavonas e constituem de 50 a 90% dos flavondides em farinha de soja. Outros
compostos derivados destes compostos glicosilados foram identificados e
compreendem as formas acetil e malonil. Park et al. (2001a), analisando diferentes
cultivares de soja de uma mesma regido brasileira, puderam observar grande
variacdo da concentragdo destas isoflavonas (considerando o teor de isoflavonas
totais). Segundo Carrao-Panizzi et al. (1998) a concentracao de isoflavonas em soja
é geneticamente determinada e afetada por fatores ambientais e pela temperatura
local. Segundo Genovese e Lajolo (2001a), os fatores que afetam a composicao de
isoflavonas em soja estdo também relacionados a (1) variedade e condigdes de
cultivo; (2) as condicoes de processamento da soja, ou ainda (3) as metodologias de
analise. A metodologia de analise é uma etapa importante na avaliacdo do teor de
isoflavonas em soja, tanto na elaboracdo de um método eficiente de extragdo
quanto na proépria andlise, que atualmente se baseia principalmente na anélise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

As proporcdes de solventes organicos, em dgua, adequadas a extragdo das
isoflavonas da farinha desengordurada de soja foram investigadas, e foi
encontrado que as solu¢des aquosas de metanol a 80 e 90%, bem como as solugdes
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aquosas de etanol a 50 e 60%, foram estatisticamente semelhantes e capazes de
extrair uma maior quantidade de isoflavonas de farinha desengordurada de soja,
muito embora todos os sistemas empregados fossem capazes de extrair
quantidades significativas das isoflavonas (Tabela 6). E aparente que as solugdes
aquosas de etanol a 50% e 60% extrairam elevadas quantidades de isoflavonas
(859,34 e 870,71 pg/g, respectivamente), entretanto metanol 80% e 90% extrairam
as maiores quantidades destes compostos, com valores de 871,49 e 878,71 pg/¢g,
respectivamente. A diferenca entre estas concentracdes de isoflavonas totais foram
estatisticamente semelhantes pela comparacdo de média dos valores através de
andlise do teste de Tukey, em nivel de significancia de 5%.

Métodos de extracao de isoflavonas de produtos de soja foram estudados
por Hutabarat et al. (2001), quando foi verificado que eficiente extracdo destes
compostos fendlicos levemente polares requeria o uso de solventes polares. De
acordo com estudos anteriores, Eldridge (1982), Barbuch et al. (1989) e Ikeda et al.
(1995) mostraram que solucdo aquosa de metanol a 80% foi eficiente na extracdo de
isoflavonas conjugadas e agliconas; no entanto, acetonitrila, etanol e metanol puros
ndo apresentaram uma boa capacidade de extragdo. O mesmo fato foi observado
neste estudo, visto que os menores teores de isoflavonas totais extraidos foram
para os sistemas de solventes compostos por etanol e metanol puros, com
concentracdes totais de 158,0 ug/g e 755,21 ng/g, respectivamente. Cabe ressaltar
que embora metanol puro tenha apresentado um rendimento de extragdo baixo

dentre os sistemas testados com metanol, este sistema de solventes foi muito
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superior a outros utilizados com etanol. Efetivamente, o sistema de solventes que
demonstrou pouca eficacia na extracao de isoflavonas foi o composto por etanol a
100%.

De acordo com Genovese e Lajolo (2001a) e Barnes et al. (1994), solucao de
metanol a 80% é um extrator eficiente para as isoflavonas de soja. Por outro lado,
tem sido declarado que solugdo aquosa de acetonitrila a 80% seria mais eficiente
que solucdo de metanol a 80% (Farmakalidis e Murphy, 1985; Griftith e Collison,
2001). Por este fato, o presente estudo propds ndo somente verificar a capacidade
de extracdo de isoflavonas de soja empregando vdrias concentracdes de etanol (30-
100%) e metanol (70-100%), mas também estudar o potencial de extracao de
sistemas compostos por acetonitrila (ACN), dimetilsulféxido (DMSO), etanol
acidificado e metanol acidificado. Os resultados obtidos sdao apresentados na

Tabela 7.
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Tabela 7: Efeito da acidificacdo na extracdo de isoflavonas de farinha

desengordurada de soja.

Sistema de Solventes para Extragao ¢

Isof(la;//or)li Etanol Etanol 60% Metanol Metanol 80% Acetonitrila  Acetonitrila
HE/E 60% HCI 80% HCI HCl DMSO ¢
Daidzina 609,86 671,60 836,38 836,10 557,24 645,69
Glicitina 62,27 62,81 89,72 83,33 52,04 70,71
Genistina 547,77 608,58 753,29 757,12 503,22 590,92
Malonil daidzina 786,60 917,85 629,27 766,90 847,75 991,52
Malonil glicitina 77,81 83,67 60,53 74,70 66,23 97,97
Malonil genistina 697,17 825,44 567,52 671,91 777,32 883,17
Daidzeina 31,73 40,62 32,93 37,66 54,10 49,43
Gliciteina 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Genisteina 26,31 35,31 25,50 31,43 39,27 38,17
Isoflavonas totais 2839,51 3245,89 2995,14 3259,15 2897,18 3367,58

@ Os sistemas de extragdo compostos por HCl e DMSO representam solucoes que contém &cido
cloridrico e dimetilsuféxido, respectivamente. * Os valores expressos em microgramas de
isoflavonas por grama de farinha de soja, foram obtidos de andlises em duplicata. © A composigao

dos solventes que compunham o sistema foi de 60,6% de acetonitrila e 3,03% de dimetilsuféxido.

Park et al. (2001a) demonstraram que naturalmente ocorre uma variagdo no
conteido de isoflavonas de acordo com o cultivar de soja analisado. Neste
trabalho, Park e colaboradores utilizaram uma solucdo de metanol a 80%, numa
proporcao de um grama de farinha de soja para 10 mL de solugdo metandlica a
25°C. Viérios trabalhos cientificos tém apresentado diferentes formas e sistemas de
extracdo de isoflavonas de soja ou seus derivados, no entanto, dentre estes a
grande maioria utiliza sistemas de extragdo compostos com metanol, em diferentes
proporcdes, com prevaléncia para proporcao de 80% em dgua destilada. Genovese
e Lajolo (2001b) testaram diferentes sistemas de extracdo de isoflavonas em

farinhas e isolados de soja, e puderam verificar que solucdo acidificada de metanol
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80% foi o mais eficiente. Outros sistemas testados foram metanol 70%, acetonitrila
60% e acetonitrila 80%; e estes foram combinados com &cido cloridrico (0,1 N) e
agua destilada para se alcangar as concentragdes descritas.

A solugdo de metanol a 80% ¢é sem duavida a mais empregada para a
extracdo das diferentes formas de isoflavonas, seja da farinha de soja ou de outros
produtos derivados da soja, sendo isto observado em diversos trabalhos (Genovese
e Lajolo, 2002; Park et al., 2002a; Park et al., 2001d; Griin et al., 2001; Kulling et al.,
2001; Mikkonen et al., 2001; Nyman e Kumpulainen, 2001; Chu et al., 2000; Katagiri
et al., 2000; Liggins et al., 2000; Lugasi e H6véri, 2000; Pandjaitan et al., 2000a;
Aussenac et al., 1998; Liggins et al., 1998; Fukutake et al., 1996, Coward et al., 1993).

Outros sistemas tém sido empregados na extragcdo de isoflavonas de soja e
seus produtos, sendo a solucdo de etanol a 96%, em banho-maria a 80-90°C por 2-4
h (Rupp et al., 2000; Hui et al., 2001, Hutabarat et al., 2001), um dos sistemas
empregados, seguido de acetonitrila pura (Griffith e Collison, 2001) e acetonitrila
com &cido cloridrico 0,1 N (Wang e Murphy, 1994; Ravelo e Sanchez, 2001). Sabe-se
que amostras extraidas com acetonitrila (60 ou 80%) quando submetidas a
cromatografia liquida de alta eficiéncia para andlise dos perfis de isoflavonas,
apresentam cromatogramas distorcidos, ndo permitindo a identificacdo correta dos
picos. Tais alteragdes ndo sdo observadas quando a extracdo com acetonitrila é
realizada em meio 4cido, como sugerido por Genovese e Lajolo (2001a), Song et al.
(1998) e Wang e Murphy (1994). E importante ressaltar que o mesmo foi observado

para as amostras extraidas com solugdes etandlicas com concentragdes superiores a
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80% em agua destilada, muito embora, fosse possivel a definicdo dos picos
cromatograficos. Com maiores propor¢des de etanol em agua, a resolugdo dos
picos obtidos foi prejudicada, ao contrario com proporcdes menores de etanol,
geraram picos bem definidos e estreitos.

Até mesmo 4gua quente (80°C por 1 h) tem sido empregada na extragdo de
catequinas de cha verde (Amarowicz e Shahidi, 1996). Pelo menos um concenso ha
na proporcao entre o solvente e o produto de soja, e este é de 1 grama da farinha
ou outro derivado de soja para cada 10 mL do sistema solvente.

Muitos autores preferem utilizar sistemas acidificados na extragdo destes
compostos fendlicos, o que se justifica pela maior extracdo como visto na Tabela 7.
Os sistemas alcodlicos acidificados promoveram maior extragao das isoflavonas da
farinha desengordurada de soja, muito embora este sistema nao tenha sido
empregado durante este trabalho de tese, devido a maior complexidade em seu
preparo e ajuste do potencial hidrogenionico (~pH 3,5). Considerando-se que a
maioria das proteinas de soja possuem ponto isoelétrico na faixa de pH 4,0-4,5,
torna-se invidvel a aplicacdo de uma solucdo a pH 3,5, sem que haja precipitacdo
das proteinas da soja analisada. Genovese e Lajolo (2001a) reportaram que
extracdes com metanol a 80% estdo menos sujeitas ao aparecimento de picos
contaminantes, e que o emprego de meio acidificado se justificaria quando é
desejavel fazer a hidrolise dcida de compostos glicosilados presentes na soja, como
por exemplo, isoflavonas glicosiladas (daidzina, glicitina e genistina).

Considerando-se que neste trabalho, o objetivo foi avaliar o perfil das isoflavonas
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presentes em diferentes cultivares e produtos de soja, naturalmente presentes
nestes, ndo seria prudente o emprego de substdncias que viessem alterar a
composicao inicial destes flavonodides, como por exemplo, a hidrélise das formas
glicosiladas.

Apesar de outros sistemas de extracdo, como a combinagdo acetonitrila-
dimetilsulféxido (5:0,25, para cada grama de farinha desengordurada de soja),
terem apresentado maior capacidade de extracdo das isoflavonas, este sistema
emprega solventes com alta toxicidade, o que acarretaria em maior impedimento
comercial de seu emprego na industria de alimentos. Por outro lado, podemos
verificar que o rendimento obtido com etanol a 60% acidificado (3245,89 ng/g) foi
muito préximo ao obtido pelo sistema acetonitrila-dimetilsulféxido (3367,58 ng/g).
O etanol por sua vez tem sido empregado na industria alimenticia, seja como
sistema de extragdo, limpeza ou até mesmo como ingrediente, se formos considerar
bebidas alcodlicas como as aguardentes, com graduacao alcodlica de 38-54%.

Neste trabalho foi empregado para extracdo das isoflavonas de soja, o
sistema composto por solucdo aquosa de metanol a 80%, para se manter uma

correlacdo com a maioria dos trabalhos realizados nesta area do conhecimento.

5.2 Composicao de Isoflavonas em Cultivares e Produtos de Soja

Certos fitoquimicos encontrados em frutas, hortalicas e grdos, como as
isoflavonas, possuem propriedades preventivas contra o cancer, podendo inibir a

fase de iniciagdo do tumor, prevenir os efeitos oxidativos em nivel celular, ou
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afetar o metabolismo de prostaglandinas ou de hormoénios-esteréides, bloqueando
a progressao do tumor.

Foram avaliados os teores de isoflavonas, agliconas e conjugadas, em vinte
cultivares de soja provenientes do CNPSo-Embrapa (Londrina, PR), quatorze
cultivares do IAC (Campinas, SP), cinco cultivares do Cefet-PR (Pato Branco, PR) e
um cultivar da Gebana Co. (Capanema, PR). Os cultivares foram anteriormente
preparados como descrito no Item 4.3.1, e o contetido de isoflavonas foi analisado
em CLAE-FR com detector de arranjo de diodo, apds eluicdo em sistema gradiente
de metanol e dgua acidificada, como descrito no Item 4.4.1.

Em todos os cultivares analisados neste trabalho, o contetido de
malonato de isoflavonas foi superior ao das outras formas substituidas de
isoflavonas ou mesmo, de formas agliconas. As formas agliconas foram
encontradas em menor quantidade em relagdo as outras formas substituidas de
isoflavonas, e estes resultados podem ser vistos na Tabela 8. Pela Figura 26, pode-
se confirmar que os resultados corroboram com o apresentado na Tabela 8. As
isoflavonas extraidas de alguns cultivares de soja do IAC (Figura 26)
demonstraram em sua maioria conter as formas malonil e glicosil das isoflavonas,
além de um menor teor das formas agliconas, quando analisados apds extracdo a
temperatura ambiente.

E importante observar que o dltimo parametro mencionado neste

paragrafo foi a temperatura de extragdo das isoflavonas de farinha de soja, pois
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num momento oportuno discutiremos que a temperatura é um fator importante na

manutencdo das formas isoméricas originais das isoflavonas conjugadas.
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Figura 26: Cromatografia liquida de alta eficiéncia de isoflavonas obtidas dos

extratos metandlicos de soja IAC. Cultivares: IAC 15-1 e IAC Foscarin-31.

Isoflavonas: 1: daidzina; 2: glicitina; 3: genistina; 4: malonil-daidzina; 5: malonil-

glicitina e 6: malonil-genistina.
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Na Figura 27, estdo ilustradas as estruturas quimicas planares das principais
isoflavonas encontradas ap6s extragdo alcodlica, a temperatura ambiente, das

farinhas desengorduradas dos cultivares analisados neste trabalho.
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Figura 27: Estruturas quimicas das principais isoflavonas encontradas nos extratos
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A andlise completa dos teores de isoflavonas nos diferentes cultivares de
soja estudados como apresentada na Tabela 8, pode-se verificar que foi possivel
avaliar um grande ntimero de cultivares de soja produzidos no Brazil, tanto para
comercializacdo nacional quanto para exportacdo na forma de graos ou derivados,
como o farelo de soja e 6leo de soja. Como descrito por Carrao-Panizzi et al. (1998),
a concentragao das isoflavonas no grao de soja é afetada por fatores ambientais e
pelo localizacdo da area de plantio, muito embora, pesquisadores como Tsukamoto
et al. (2001) tém demonstrado que o tipo de solo de plantio afeta diretamente no
conteido de isoflavonas, independentemente do cultivar empregado para o
plantio.

Com o intuito de contribuir para o entendimento, sera descrita a posicao
geografica (latitude e longitude) dos locais de plantio dos cultivares empregados
neste estudo. Os cultivares IAC foram colhidos na Fazenda Santa Elisa no

municipio de Campinas (SP), que estd localizada a 22° 53' 20" latitude S e 47° 04' 40"

longitude W, a 680 m de altitude. Os cultivares BRS e Embrapa foram coletados de
campos experimentais do CNPSo-Embrapa no municipio de Londrina (PR), que
estd localizada a 23° 18' 37" latitude S e 51° 09' 46" longitude W, a 585 m de altitude.
Os cultivares ICA foram doados pelo Dr. S. M. Alencar do Centro Federal de
Educacao Tecnolégica, os quais foram coletados de campos experimentais
localizados no municipio de Pato Branco (PR), cujas posi¢des geograficas sao: 26°
11' 00" latitude S e 52° 36' 00" longitude W, a 760 m de altitude. Por dltimo, foi

analisada uma amostra de soja obtida de campos de cultivo organico, com o intuito
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de verificar se ha alguma alteracdo nos teores de isoflavonas frente ao cultivo
organico. O cultivar BR-36 ap6ds cultivo no municipio de Capanema (PR),
localizada a 53° 48' 32" longitude W, 25° 40' 19" latitude S, e 882 m de altitude, foi
coletado e analisado por CLAE-FR, como ja descrito na metodologia.

Durante os estudos de doutoramento de Carrdo-Panizzi (1996), a
pesquisadora pode observar que os resultados da andlise individual para o total de
isoflavonas (daidzina, malonil-daidzina, genistina e malonil-genistina), mostraram
que o efeito do local de semeadura foi significativo para os cultivares IAS-5, FT-
Abyara e BR-4, analisados naquele estudo.

Nas Tabelas 8, 10 e 11, podem ser observados os teores de isoflavonas
extraidas de diferentes cultivares de soja. Estes cultivares foram obtidos junto ao
Instituto Agronémico de Campinas (IAC), cujos cultivares recebem a codificagdo
de IAC seguido do ntimero de ordem, e outros cultivares foram obtidos junto a
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa-CNPSo), cujos cultivares
receberam as codificacdes de Emb (Embrapa) e BRS, seguido do nimero de ordem.
Da mesma forma, os cultivares ICA do CEFET/PR estdo seguidos de um ntmero
de ordem que correspondem ao sistema de plantio no qual o cultivar de soja foi
desenvolvido (Tabela 10). Para a "soja organica" o cultivar analisado foi o BR-36,

fornecido pela Embrapa, Unidade de Pesquisa de Londrina (Figura 28).
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Tabela 8: Teores de isoflavonas de diferentes cultivares de soja brasileira“.

. Daidzin ~,. .. _ Genistin Mal. Mal. Mal. Daidzein Glicitei Genistein Total
Cultivaresb Glicitina . .

a Daid. Glic.  Gen. a na a (ngl9)
BRS184 783,56 91,43 685,56 452,72 47,12 391,38 22,71 0,00 2045 2424’9
2791,4

BRS183 720,18 77,21 874,78 481,17 32,58 571,97 13,46 0,00 20,08 3
2547 4

BRS181 850,52 92,73 593,44 531,27 55,68 395,89 14,68 0,00 13,24 5
2230,8

BRS157 715,07 89,34 429,18 553,46 57,76 360,50 15,14 0,00 10,38 3
BRS156 845,62 192,29 596,16 739,26 123,45 562,00 14,19 0,00 13,30 305;6’2
BRS155 277,54 149,00 262,95 125,19 38,17 117,54 11,91 0,00 17,81 1020’1
1835,8

BRS154 444,73 68,77 451,08 390,11 52,33 411,79 7,29 0,00 9,78 3
1775,4

BRS153 317,14 135,85 478,36 299,55 85,91 43587 7,08 0,00 15,66 5
2461,9

BRS136 768,32 141,18 642,33 448,20 62,21 37553 12,60 0,00 11,53 0
1478,9

BRS135 435,85 116,32 364,10 262,94 57,95 225,79 7,50 0,00 8,49 A
1904,4

BRS134 557,55 131,36 446,75 372,07 70,06 303,43 12,62 0,00 10,60 4
2509,9

BRS133 859,99 117,41 649,36 452,52 49,89 361,09 10,32 0,00 9,36 4
BRS132 480,14 134,84 458,29 305,81 57,13 312,69 10,62 0,00 10,17 17699’6
2733,3

Emb62 829,25 168,59 629,76 545,61 78,10 437,50 23,36 0,00 21,17 A
1883,7

Emb61 615,54 116,01 528,08 292,67 44,37 261,56 12,75 0,00 12,78 6
2683,6

Emb59 739,08 158,43 450,62 717,84 109,48 480,85 15,67 0,00 11,63 0
1584,8

Emb58 409,95 84,82 428,13 255,08 39,27 271,21 4191 0,00 54,46 3
2063,4

Emb48 680,67 147,83 535,94 337,68 53,97 279,84 13,83 0,00 13,67 3
1809,0

Emb47 535,59 108,37 508,04 288,45 47,08 271,19 2422 0,00 26,11 5
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Embd6 598,91 100,53 483,12 44673 62,88 38276 1747 000 1745 200

5
2272,8

IAC8 660,07 89,63 508,78 487,75 49,99 41588 2830 791 24,51 ’
2218,7

IAC8-1 650,82 66,14 598,92 416,84 34,65 40522 209 7,09 18,14 3
2361,2

IAC8-2 664,02 81,49 554,01 469,13 51,73 443,56 44,39 14,47 38,46 6
1501,6

IAC15 312,89 91,03 407,34 259,14 56,21 34531 11,86 0,00 17,82 0
1755,7

IAC15-1 368,15 139,10 516,95 268,74 72,58 374,02 5,79 0,00 10,39 5
1466,3

IAC15-2 298,17 125,31 331,69 284,58 79,16 328,79 7,99 0,00 10,61 0
1452,7

IAC17 354,65 64,49 311,97 330,50 44,51 314,60 17,72 0,00 14,28 5
IAC18 480,33 87,79 444,91 369,64 57,79 368,10 13,30 0,00 14,24 18%6’1
2142,8

IAC19 520,53 87,77 533,24 405,16 51,92 47497 33,44 0,00 3577 0
1477,4

IAC20 403,82 76,11 281,00 286,73 41,53 216,97 9598 11,21 64,11 6
1749,7

IAC22 470,68 9570 368,64 393,00 60,90 336,38 13,02 0,00 11,44 6
IAC3IMN 360,10 125,60 325,40 29,10 0,00 2693 0,00 0,00 52,64 919,77
IACPRMN 794,20 203,90 629,20 64,35 14,11 61,72 111,32 0,00 116,99 19%5’8
1131,6

IACFos31 270,26 59,77 343,28 176,42 29,42 22430 936 4,07 14,72 0

°Os valores representam a média de duas repetigdes. ?As abreviacdes Fos e Emb representam os

cultivares Foscarin e Embrapa, respectivamente.

Fato marcante a ser observado é o baixo teor, sendo inexisténcia, de
gliciteina nos cultivares de soja brasileiros analisados neste trabalho. A presenca

desta isoflavona foi observada apenas em alguns cultivares provenientes do IAC,
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em especial, os cultivares IAC 20 e IAC 18-2, que apresentaram os maiores teores, e
com um teor reduzido, os cultivares IAC Foscarin-31, IAC 8 e IAC 8-1.

O contetdo total de isoflavonas nos cultivares foi elevado, considerando as
exigéncias mercadoldgicas, que preferem cultivares de soja com teores de cerca de
3,0 mg/g de soja. Os teores totais foram sempre superiores a 1,0 mg/g, e com uma
variacdo de aproximadamente 1,0 a 3,1 mg de isoflavonas totais por grama de
farinha desengordurada de soja. Pode-se observar, no entanto, uma grande
variacdo dos teores de isoflavonas totais conforme o cultivar analisado. De acordo
com Genovese e Lajolo (2001b) e Carrdo-Panizzi e Bordingnon (2000), os teores de
isoflavonas em soja sao influenciados por aspectos genéticos do cultivar, ou ainda,
as condigdes climaticas e de solo durante o plantio.

Em relacdo ao conteido de sélidos solaveis na fracao hexanica, extraidos
durante o desengorduramento das farinhas de soja daqueles cultivares estudados,
pode-se observar grande variacdo nos valores de porcentagens obtidos ap6s 30 min
a 25°C, empregando uma proporcao de 1:10 (p/v) de farinha de soja para hexano
puro. Considerando as condicdes de desengorduramento dos cultivares de soja,
definidas para este estudo, a Tabela 9 apresenta as porcentagens de solidos

soltiveis encontradas para diferentes cultivares de soja.

Tabela 9: Porcentagem de sélidos soltveis na fracdo hexanica durante o

desengorduramento das farinhas de soja.

Cultivar % de solidos Cultivar % de solidos

IAC 8 15,3 Embrapa 62 7,1
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IAC 8-1 9,0 Embrapa 61 10,5

IAC 8-2 2,6 Embrapa 59 13,1
IAC 15 13,6 Embrapa 58 10,5
IAC 15-1 10,3 Embrapa 48 10,1
IAC 15-2 12,6 Embrapa 47 12,7
IAC 17 8,7 Embrapa 46 14,3
IAC 18 1,8 BRS 183 10,4
IAC 19 3,6 BRS 133 13,8
IAC 20 13,6 BRS 154 15,4
IAC 22 13,4 BRS 184 14,3
IAC Fos-31 16,4 BRS 155 9,9
BRS 136 11,7 BRS 134 10,4
BRS 156 9,9 BRS 135 11,3
BRS 153 12,7 BRS 157 12,4

°Os valores representam a média de trés repeticoes.

Tabela 10: Teores de isoflavonas de cultivares de soja paranaense.

Isoflavonas (1g/g) ICA-SC1 ICA-3 ICA-4 ICA-987 ICA-95302
Daidzina 152,30 91,80 129,94 193,27 91,24
Glicitina 0,00 86,96 75,90 55,22 15,76
Genistina 112,76 89,97 160,01 164,16 92,43
Malonil-daidzina 170,99 95,06 178,62 231,28 152,73
Malonil-glicitina 35,43 62,48 58,18 34,66 16,24
Malonil-genistina 130,49 118,32 214,72 207,16 155,06
Daidzeina 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Gliciteina 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Genisteina 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

2Os valores representam a média de duas repeticdes da medida das isoflavonas, expresssas

em microgramas de isoflavonas por grama de soja.

140



O contetdo de isoflavonas também foi avaliado em cultivares de soja
provenientes de Pato Branco/PR (26°11°00” latitude S, 52°36’00” longitude W e 760
m de altitude), os quais foram identificados com o c6digo ICA seguido de ntimero
de série. Na Tabela 10 foram expressos os teores de isoflavonas extraidas em
solucdo 80% de metanol dos cultivares ICA-SC1, ICA-3, ICA-4, ICA-987 e ICA-
95302.

Em todos os cultivares ICA foi notada a auséncia completa de qualquer
forma de isoflavonas agliconas (daidzeina, gliciteina e genisteina). Como a maioria
dos cultivares de soja analisados, os cultivares ICA apresentaram um maior teor
das formas malonil-conjugadas, principalmente malonil-daidzina e malonil-
genistina.

De caréter ilustrativo foi analisado o teor de isoflavonas em cultivar de soja
BR-36, produzido em cultura organica na cidade de Capanema/PR. A producao de
culturas organicas é o resultado de um sistema de producdo agricola que busca
manejar de forma equilibrada o solo e demais recursos naturais (dgua, plantas,
animais e insetos), conservando-os em longo prazo e mantendo a harmonia desses
elementos entre si e com os seres humanos. O solo é importante porque fornece
nutrientes e suporte as plantas, e ¢ como um "organismo vivo e complexo", que ao
interagir com outros elementos como o ar, a agua e a matéria organica,
proporciona as culturas além de uma nutricdo balanceada, o reforco as suas
defesas naturais contra doengas e ataques de insetos. O intuito deste projeto foi

avaliar se as condicoes geradas pelo sistema organico alterariam negativamente no
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contetdo de isoflavonas na soja produzida neste sistema. Na Tabela 11 os teores de
isoflavonas encontrados para o cultivar BR-36 sdo listados, e percebe-se que nao
houve inibicdo da producao destes flavondides pela mudanga do sistema de
plantio. A concentragdo de isoflavonas totais extraidas foi cerca de 674,6 ng por
grama de farinha desengordurada de soja. A Figura 28 ilustra o perfil

cromatografico do extrato metandlico do cultivar BR-36.
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Figura 28: Cromatograma do extrato metandlico do cultivar BR-36 produzido em

cultivo organico em Capanema/PR.

Tabela 11: Teores de isoflavonas de cultivar de soja organica paranaense”.

Isoflavonas Concentracao (ug/g)
Daidzina 141,8
Glicitina 76,2
Genistina 197,0
Malonil-daidzina 58,0
Malonil-glicitina 30,0
Malonil-genistina 69,7
Daidzeina 35,6
Gliciteina 7,8
Genisteina 58,5

?0Os valores representam a média de duas repeticdes da medida das

isoflavonas, expresssas em microgramas de isoflavonas por grama de soja.
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De acordo com Kudou et al. (1991b), em grdos de soja, isoflavonas ocorrem
principalmente na forma de malonatos. No entanto, cada grao de soja é composto
por diferentes partes, as quais sao ilustradas na Figura 29. Destes componentes, o
cotilédone constitui cerca de 90% da massa total do grdo de soja, enquanto o
hipocotilédone, compreende de 2-3% do total da semente e, por fim a casca

representaria cerca de 6% da massa total do grao de soja (Tsukamoto et al., 2001).

[ ‘ hipocotilédone

% & cotilédone

casca

Figura 29: Componentes do grao de soja.
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Neste estudo, os diferentes cultivares de soja brasileira apresentaram uma
porcentagem de 7,5% de casca, em média, em relacdo a massa total do grao de soja.
Outras fra¢des como hipocotilédone e cotilédone compreenderam 3,5 e 89% do
grao de soja, respectivamente.

Muitos trabalhos reportam que o contetido de isoflavonas no hipocotilédone
(gliciteina em menor quantidade) é de 2 a 10 vezes maior que no cotilédone.
Gliciteina e glicitina, em geral, ndo sao detectadas no cotilédone, sendo somente
detectadas no hipocotilédone (Tsukamoto et al., 2001). Neste trabalho, foram
analisados os contetidos de isoflavonas presentes em cada componente do grao de
soja, os quais foram separados manualmente, e os valores das concentracdes de
isoflavonas foram expressos em microgramas de isoflavona por grama do
componente separado (Tabela 12). Na Figura 30 sao apresentados os

cromatogramas dos extratos metanélicos de cada fragmento de soja.
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Figura 30: Perfis cromatogréficos dos extratos metanélicos dos fragmentos de soja.

Isoflavonas: 1: daidzina; 2: glicitina; 3: genistina; 4: malonil-daidzina; 5: malonil-

glicitina e 6: malonil-genistina.
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Tabela 12: Contetidos de isoflavonas no hipocotilédone, cotilédone e casca de soja

brasileira“.

Fragmentos

glicosiladas malonatos agliconas

daidzina  glicitina  genistina daidzina glicitina  genistina daidzeina  gliciteina  genisteina  Total

2060, 1455,
Hipocotilédone  706,4 5 351,0 668,1 320,3 82,6 1495 63,4 58572
7

Cotilédone 56,0 6,6 106,8 60,0 00 1196 93 0,0 25,8 3841

Casca 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

“ Valores foram expressos em microgramas de isoflavonas por grama de cada fragmento, como a média das

analises em duplicata.

Pelos resultados apresentados, pode-se notar que a grande maioria das
isoflavonas se concentra no hipocotilédone do grao de soja, com cerca de 5,9 mg/g
de hipocotilédone, enquanto a concentracdo de isoflavonas totais no cotilédone
alcancou aproximadamente 0,4 mg/g de cotilédone (b.s.). Tsukamoto et al. (2001)
relataram que o contetido total de isoflavonas no hipocotilédone é calculado em
mais de 2000 mg por 100 g de graos de soja, o que vem corroborar com os valores
obtidos. Os autores da pesquisa reportam ainda que as isoflavonas encontradas no
cotilédone sdo principalmente daidzina, malonato de daidzina, genistina, malonato
de genistina e genisteina.

De maneira geral, os cultivares de soja cultivados no Brasil apresentam

quantidades consideraveis de isoflavonas totais, muito embora, ainda sejam
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necessarios maiores estudos para aumentar estas quantidades. Porém, nao somente
os cultivares de soja contém estas isoflavonas em quantidades suficientes para
atingir um beneficio a satde humana, mas diferentes produtos derivados da soja
contétm quantidades varidveis de isoflavonas. Produtos como os extratos
hidrosoltaveis e proteinas texturizadas de soja, foram analisados neste estudo e os

resultados sdo apresentados nas Tabelas 13 e 14.

Tabela 13: Contetidos de isoflavonas nas etapas de produgdo de extrato

hidrosolavel de soja®.

Etapas do processo (ug/g)”

Isoflavonas Soja descascada Extrato de soja Residuo (Okara)
Umidade (%) 0,0 92,6 79,2
Daidzina 209,5 337,4 353,0
Glicitina 0,0 63,5 145,1
Genistina 467,6 600,0 330,4
Malonil-daidzina 134,1 160,9 100,2
Malonil-glicitina 0,0 33,7 35,6
Malonil-genistina 252,2 278,5 93,7
Daidzeina 34,1 39,7 0,0
Gliciteina 0,0 0,0 0,0
Genisteina 80,3 81,3 76,9

“Os extratos de soja sdo normalmente designados como "leite de soja". !Os valores representam a

média da duplicata de microgramas de isoflavonas por grama de cada produto.

153



Tabela 14: Contetidos de isoflavonas nas etapas de produgao de tofu“.

Etapas do processo (ug/g)?

Isoflavonas — . .
Soja intacta  Extrato de soja Tofu Soro de tofu Residuo (Okara)

Umidade (%) 0,0 88,9 81,2 97,1 77,0
Daidzina 174,9 175,4 123,2 370,5 49,4
Glicitina 66,3 141,4 110,7 294,0 46,2
Genistina 309,4 252,0 196,4 288,0 89,3
Malonil-daidzina 169,0 170,7 101,1 241,0 37,8
Malonil-glicitina 41,8 103,3 57,0 187,5 20,6
Malonil-genistina 249,7 254,1 155,4 243,8 66,7
Daidzeina 13,8 50,7 54,6 0,0 25,9
Gliciteina 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Genisteina 35,6 1111 1171 0,0 63,8

“Os extratos de soja sao normalmente designados como "leite de soja" e o tofu por "queijo de soja".

bOs valores representam a média da duplicata de microgramas de isoflavonas por grama de cada

produto.

Na Figura 31, sdo esquematizados os fluxogramas convencionais de

producdo do extrato de soja e tofu, os quais foram tomados como base para a

produgdo destes dois produtos a base de soja. Os processos de producado foram

acompanhados em uma industria paulista de produtos a base de soja, e de

diferentes etapas (como indicado na Tabela 13 e 14) foram coletadas amostras para

analise do contetido de isoflavonas, tanto na matéria-prima, produto e sub-

produtos ou residuos.
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SOJA INTACTA

SUBMERSAO EM AGUA
(24h; 25°C)
SOJA SOJA
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| MOAGEM |
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TOFU SORO DE TOFU
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Figura 31: Organograma de producao de extrato de soja (A) e de tofu (B) a partir

de graos de soja.
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A quantidade de isoflavonas que ¢é descartada nas tortas residuais
representa cerca de 1214 pg/g (b.s.), para o extrato de soja e 477 pg/g (b.s.), para o
tofu. A producao do tofu gera dois grandes sub-produtos, a torta residual e o
sobrenadante separado na precipitacdo das proteinas que formam o tofu. Neste
sobrenadante foram encontrados teores de isoflavonas da ordem de 1722 pg/g, o
que acumula uma perda de 2199 pg de isoflavonas totais por g do soro de tofu. O
aproveitamento destas quantidades de isoflavonas é praticamente nulo, na
induastria brasileira. Cabe ainda ressaltar que em muitos casos o aproveitamento
das isoflavonas destes materiais ndo requer grandes investimentos. Estas perdas
sdo grandes se forem comparadas com os teores que se mantém nos produtos
finais, 1688 pg/ g (extrato de soja) e 997 ng/g (tofu).

Paralelamente, foram analisadas amostras de extratos solaveis de sojas
comerciais (liquido) de grande circulacdo no mercado nacional. As analises
cromatograficas mostraram um reduzido contetdo de isoflavonas presentes nas
amostras. O produto "A" continha 65,1, 26,2, 81,9 e 2,1 ng/g de daidzina, glicitina,
genistina e malonil-genistina, respectivamente.

Quanto aos extratos soltiveis de soja em po, a composicao foi analisada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e os valores obtidos apresentados na Tabela
15. O produto "B" apresentou um contetido total de isoflavonas maior que o
produto "A", no entanto, no que se refere ao teor de isoflavonas agliconas ambos

produtos apresentaram concentracdes menores que para outras formas isoméricas.
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Tabela 15: Composicdo de isoflavonas presentes em extratos soltveis de soja“.

P : ,
Isoflavonas Extratos soltaveis de soja (ug/g)

Marca "A" Marca "B"

Daidzina 2679,8 2749,1
Glicitina 456,6 1625,3
Genistina 0,49 0,56

Malonil-daidzina 1851,7 2140,4
Malonil-glicitina 178,1 1079,7
Malonil-genistina 2193,2 3192,1
Daidzeina 304,1 142,6
Gliciteina 0,0 0,0

Genisteina 446,1 2247

“Os nomes das marcas de extratos soliveis de soja foram preservados por solicitagio dos
fabricantes, sendo estes extratos obtidos na forma em p6, os quais foram reconstituidos com agua
destilada (1:10, p/v). "Os valores representam a média da duplicata de microgramas de isoflavonas

por grama de cada fragmento.

Os suplementos de isoflavonas tém sido amplamente comercializados,
principalmente para terapias de reposicdo hormonal, e neste trabalho foram
analisadas trés marcas sendo, uma de fabricacdo americana, uma canadense e uma
brasileira. As isoflavonas encontradas foram basicamente do grupo das
glicosiladas, nas amostras americana e brasileira, enquanto a amostra canadense
apresentou grande concentracdo de isoflavonas agliconas, as quais apresentam
atividades biolégicas superiores as glicosiladas (estas observagdes serao retomadas
em outro item). Outro fato observado, para estas capsulas de suplementos de
isoflavonas, foi a incompatibilidade entre as informagdes no rétulo quanto ao

contetdo de isoflavonas e o contetiddo encontrado nas anéalises em CLAE-FR. Em
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algumas amostras, os contetidos sugeridos eram superiores aos encontrados na

analise cromatogréfica (Tabela 16).

Tabela 16: Contetddo de isoflavonas em capsulas comerciais de isoflavonas®.

Produtos comerciais (ug/g)?

Isoflavonas - —

Americana Brasileira Canadense
Massa (mg/ capsula)- 309,0 549,0 468,0
Daidzina 757,3 205,7 17,1
Glicitina 71,5 265,8 0,0
Genistina 1943,6 59,8 36,7
Malonil-daidzina 0,0 0,0 0,0
Malonil-glicitina 0,0 0,0 0,0
Malonil-genistina 0,0 83,9 0,0
Daidzeina 38,6 0,0 3587,6
Gliciteina 0,0 0,0 0,0
Genisteina 40,7 0,0 5233,4

“0Os produtos analisados foram: Canadense, Natural Factors (Everett, WA); Americana, Now-Extra
Strength (Bloomingdale, IL). *Os valores representam a média da duplicata de microgramas de
isoflavonas por grama de cada capsula. ‘Foram feitas trés medidas da massa de cada contetido das

capsulas e os valores representam a média destas medidas.

Intimeros tém sido os "suplementos" lancados no mercado atualmente, com
o proposito de exercer uma acao fitoestrogénica na terapia de reposi¢do hormonal,
e inimeros sdo os cuidados que se deve tomar para a escolha do "suplemento" a
ser adquirido pelo consumidor. A ANVISA alerta que os suplementos alimentares
a base de isoflavonas de soja ndo sdo regulamentados no Brasil, sendo que a
legislagdo brasileira de alimentos ndo permite as designacdes, "suplemento

alimentar", "suplemento nutricional", "complemento alimentar" ou "complemento
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nutricional". Os diversos produtos de isoflavonas comercializados como alimentos
sdo irregulares, e nenhum desses produtos possui registro na drea de alimentos e
nenhuma alegacdo de contetido ("contém isoflavonas", "fonte de isoflavonas", "rico
em isoflavonas", dentre outras), de funcdo ou de satude foi aprovada para as
isoflavonas.

De forma complementar, foram feitos estudos sobre a presenca de
isoflavonas em outros cultivares de graos e oleasinosas comestiveis do Brasil.
Alguns dos graos analisados foram coletados de mercados locais do Peru, os quais
sdo de grande importancia para a cultura culindria daquele Pais, por
representarem importantes fontes de proteinas. A Tabela 17 apresenta os graos e
oleaginosas analisadas neste estudo, acompanhados dos nomes vulgar e cientifico
correspondentes a cada granifera, bem como os teores de isoflavonas totais

encontradas nas amostras.
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Tabela 17: Contetidos de isoflavonas em sementes e graos comestiveis.

Amostras Nome popular Nome cientifico fsoflavonas
(portugués/inglés) (ng/g)
Grao-de-bico Grao-de-bico/Chickpeas Cicer arientinum 30,95 ¢
Ghandu Feijao-guandu/Pigeonpeas Cajanus cajan 0,00
Feijao-carioca Feijao/Snapbean Phaseolus vulgaris 0,00
Feijao-Fava  Feijdo-branco/Babybutter lima bean Phaseolus lunatus 0,00
Fava Fava/Favabean Vicia faba 0,00
Pallar ND ¢/Giant Peruvian lima Phaseolus limensis 0,00
Ervilha Ervilha/English peas Pisum sativum 0,00
Kiwicha ND/ND ¢ Amaranthus caudatus 0,00
Kafiwa ND/ND ¢ Chenopodium pallidicaule 0,00

“A concentracdo de isoflavonas obtida para grao-de-bico correspondem apenas a

presenga de genisteina. ? ND, nomes nao definidos.

Dos graos comestiveis analisados, apenas as amostras de grao-de-bico

(foram analisados trés grupos de sementes) continham isoflavonas em quantidades

detectaveis pela CLAE-FR, de acordo com a metodologia descrita para este

trabalho. Uma concentracdo de 30,95 pg de genisteina por grama de farinha

desengordurada de grao-de-bico foi encontrada, ao passo que as outras amostras

ndo apresentaram qualquer presenca de isoflavonas nos extratos alcéolicos das

farinhas.

Outros vegetais como a alfafa, sdo fontes de isoflavonas. Por tal motivo,

foram analisadas amostras de folhas e caules de alfafa coletadas na Fazenda Rio
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das Pedras (Campinas/SP). Uma grande quantidade de compostos foi encontrada
nas amostras (Figura 32), porém nenhum deles apresentou correspondéncia com os
padrdes de isoflavonas analisadas neste trabalho de pesquisa. As isoflavonas de
alfafa tém apresentado um dos poucos efeitos adversos conhecidos, o qual se refere
a infertilidade de ovelhas na Australia (Vicent e Fitzpatrick, 2000; Stroheker et al.,
2003). Formononetina é uma isoflavona metoxilada que tem sido associada aos
estados de infertilidade de animais que se alimentam de vegetais ricos neste
titoestrégeno (Stroheker et al., 2003).

A composigdo de compostos quimicos separados dos extratos alcodlicos de
folhas de alfafa mostrou-se mais complexa, no entanto ndo foram identificadas
quaisquer umas das isoflavonas referenciadas neste projeto. A andlise dos
espectros de absor¢do dos compostos presentes nas folhas foram similares a
maioria dos compostos encontrados no extrato metanélico do caule de alfafa. A
analise em espectrofotometro na regido UV-visivel (200-600 nm), mostrou uma
forte absor¢ao na regido de 270 nm, tanto para os extratos de folhas quanto de

caule de alfafa (resultados nao apresentados).
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Figura 32: Perfis dos compostos separados dos extratos metandlicos de alfafa na

cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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As isoflavonas, dado o perfil de uso e indicacdes terapéuticas, sdo
consideradas como medicamentos, com obrigatoriedade de registro, ndo se
enquadrando na legislacao brasileira de alimentos. Por outro lado, os produtos
alimenticios a base de soja, que naturalmente contém isoflavonas podem ser
analisados como alimentos. Ressalte-se que para ser considerado alimento o
produto nao deve apresentar alegacdes medicamentosas e ou terapéuticas que
facam alusdao a prevencao, tratamento e cura de doengas. Para os alimentos sao
permitidas apenas alegacdes, apés avaliacdo e aprovagdo da ANVISA, quanto a
possibilidade de ajudar a reduzir o risco de doencas, desde que associado a outros
fatores, tendo em vista que o desenvolvimento de uma doenga esta relacionado a
vérios fatores e que o alimento sozinho ndo tem a agdo de prevenir, tratar ou curar

(ANVISA, 2002).

5.3 Efeito da Temperatura na Transformacio de Isoflavonas

Conjugadas

De acordo com Park et al. (2002a), a extracdo de isoflavonas de farinha
desengordurada de soja, a temperatura ambiente, teve um maior conteddo de
malonil-daidzina e malonil-genistina, e menores teores de daidzina e genistina, no
entanto, durante tratamento térmico, aproximadamente, a metade dos malonil
conjugados foram transformados a glicosil-isoflavonas. O cultivar, IAC Foscarin-
31, apresentou cerca de 1400 pg por grama de soja e outro cultivar, IAC 15-1,

apresentou cerca de 300 pg por grama de soja.
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Os teores de isoflavonas presentes nos extratos metanélicos de soja

tiveram mudangas ap6s tratamento térmico a 100°C e 121°C, seguido de extragdo a

temperatura ambiente com solucdo 80% de metanol. Na Tabela 18, sao

apresentados os teores de isoflavonas representativos dos extratos de isoflavonas

ap0s tratamento térmico as temperaturas de 26°C e 121°C.

Tabela 18: Contetido de isoflavonas de farinhas de soja tratadas por

aquecimento.
Cultivares
P IAC15-1 IAC15-2 IAC20 IAC22  IAC Foscarin-
31
(ne/8)
26°C  121° 26°C 121° 26°C 121° 26°C 121° 26°C 121°C
C C C C
Daidzina 2658 620,0 201,9 504,1 3079 7494 322,7 700,8 1184 290,7
Glicitina 76,9 1304 422 796 446 818 179 351 161 324
Genistina 448,55 1286, 3349 977,5 270,3 756,3 321,0 826,0 2450 6523
2

Malonil- 8121 699 7310 583 7890 630 4515 57,6 3554 254
daidzina
Malonil- 1535 20 1057 00 768 00 462 00 434 0,0
glicitina
Malonil- 1235, 1104 1074, 50,5 7152 56,6 7866 691 607,7 614
genistina 8 5
Daidzeina 54 357 80 348 183 571 76 593 51 27,9
Gliciteina o0 00 OO0 00 00 00 00 00 0,0 0,0
Genisteina 97 604 120 545 222 506 11,0 548 139 524
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Total 3007, 2315, 2510, 1759, 2244, 1814, 1964, 1802, 1405,0 1142,3
7 0 2 3 3 8 5 7

Os dados representam microgramas de isoflavonas por grama de farinha
desengordurada de soja. O tratamento térmico da suspensdo aquosa de farinha
desengordurada de soja (1:2, p/v) foi feito a 121°C por 40 minutos.

Pelos valores apresentados na Tabela 18 pode-se observar que os cultivares
estudados ndo continham gliciteina em sua composicdo de isoflavonas, muito
embora, na Tabela 8, os cultivares que continham gliciteina fossem provenientes
do Instituto Agrondmico de Campinas. Neste caso, pode-se explicar o fato de
nenhum dos cultivares de soja IAC apresentar gliciteina, ao fato de que apos
tratamento térmico a 121°C por 40 minutos, o contetdo de gliciteina tenha sido
degradado, visto que esta isoflavona apresenta uma grande instabilidade térmica,
dificultando assim a expansdo de sua comercializagdo na forma de padrao de
referéncia em procedimentos analiticos. Atualmente, poucas empresas dispdem
deste composto para venda e com grau de pureza desejavel como um padrao de
referéncia. A mesma instabilidade é apresentada por outras formas conjugadas de
gliciteina, como malonil-glicitina, como pode ser visto na Tabela 18, cujos
contetdos de suas formas malonilconjugadas apresentaram forte reducao.

De uma maneira geral, os contetidos de malonilconjugados de isoflavonas
de soja, foram convertidos ap6s tratamento térmico a formas glicosiladas, como
daidzina, glicitina e genistina. Esta conversao térmica dos malonilconjugados de

isoflavonas de soja foi observada recentemente por Park et al. (2002a), muito
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embora seja um fato bem estabelecido na literatura cientifica, como descrito por
Kudou et al. (1991b) e Coward et al. (1993).

Foi possivel a identificacdo das formas malonil-isoflavonas por comparagao
com padrdes de isoflavonas, pois segundo Kudou et al. (1991b), os valores de
absortividade de malonilconjugados sao semelhantes aqueles de daidzina, glicitina
e genistina, sendo possivel a andlise quantitativa destas formas isoméricas a partir
dos conjugados glicosilados. Barnes et al. (1994) e Coward et al. (1998) utilizaram
os valores de absortividade de malonil-isoflavonas para identificar estes compostos
em seus estudos. Outros estudos mostraram a possibilidade de se purificar as
formas malonil-glicosidios (Wang e Murphy, 1994; Aussenac et al., 1998), mas estas
sdo decompostas a glicosil-isoflavonas apds cerca de cinco dias, devido as suas
baixas estabilidades térmicas. Daidzeina, daidzina, genisteina, genistina, glicitina e
gliciteina foram analisadas por comparagdo com padrdes auténticos, como descrito
por Coward et al. (1993) e Coward et al. (1998). As concentragdes dos
malonilconjugados foram calculadas a partir de curvas padrdes de seus f-
glicosidios correspondentes, de acordo com Kudou et al. (1991a) e Song et al.
(1998).

De acordo com estudos prévios (Coward et al.,, 1993), solucao 80% de
metanol mostrou ser um 6timo solvente para extragdo de isoflavonas conjugadas e
nao-conjugadas. Kudou et al. (1991a) reportaram que malonil-isoflavonas sdo as
formas encontradas em maior quantidade em graos de soja e que sao termolébeis,

sendo convertidos a suas correspondentes glicosil-isoflavonas. Barnes (1995)
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reportou que a extragdo of isoflavonas de produtos de soja com solucao 80% de
metanol a temperatura ambiente foi eficiente tanto quanto a 60-80°C e que a
extracdo a temperaturas elevadas causa altera¢des na composicao das isoflavonas.
Portanto, foi utilizada neste trabalho solucdo 80% de metanol a temperatura
ambiente para a extracdo de isoflavonas.

Foram observados diferentes teores de isoflavonas para cada cultivar
analisado, como foi observado anteriormente por Carrdo-Panizzi et al. (1999),
quando analisaram diferentes cultivares de soja cultivados no Brasil em diferentes
localizagdes geograficas. O cultivar IAC Foscarin-31, dentre os cultivares
analisados, foi o que apresentou o menor teor de isoflavonas totais (1405 ng/g),
enquanto que os cultivares IAC 15-1 e IAC 15-2 apresentaram os maiores teores de
isoflavonas totais (3007,7 e 2510,2 pg/g, respectivamente), em microgramas de
isoflavonas por grama de farinha desengordurada de soja. Os teores de glicitina
foram baixos tanto a temperatura ambiente quanto apds aquecimento. Apods
tratamento térmico, malonil-isoflavonas (malonil-daidzina e malonil-genistina)
foram convertidas a glicosil-isoflavonas, sendo que a maior conversdo foi
percebida no cultivar IAC 15-1, do qual foi extraido grande concentracao das
formas glicosiladas.

Em todos os cultivares, a extragdo apds aquecimento, promoveu um
aumento nos teores de glicosil-isoflavonas quando comparadas aquelas obtidas de

extracdes a temperatura ambiente. Foi observado que os teores de glicosil-

isoflavonas aumentaram cerca de 2,5 vezes, em média, apds aquecimento. Segundo
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Coward et al. (1993) na forma de malonil-B-glicosil isoflavonas, as isoflavonas sdo
instaveis e sensiveis ao aquecimento, decompondo-se com facilidade a forma
glicosilada.

Em geral, os teores de flavondides em alimentos processados sdao 50%
menores que naqueles alimentos frescos (Andlauer e Fiirst, 1998) e, de acordo com
Arditi et al. (2000), nem todos alimentos de soja contém isoflavonas, porque estes
compostos sdo prontamente removidos na extracao alcodlica, por exemplo, nos
processos de producdo de proteinas concentradas por via etandlica. Aguiar et al.
(2001) observaram significativas perdas de isoflavonas em processos de alimentos
a base de soja. Durante a producdo de extrato hidrosolavel de soja, cerca de 55
ng/ g de isoflavonas sao perdidos na torta residual formada no processamento. De
acordo com Simonne et al. (2000), a porcentagem média de retencdo das
isoflavonas totais em soja imaturas foi de 46% (ebulicao) e 53% (resfriamento).

Nas amostras analisadas o tratamento térmico promoveu um aumento na
concentracdo de glicosil-isoflavonas, mas este fato foi mais acentuado no

tratamento a 121°C para todos os tempos de incubagdo e a 100°C por 60 minutos

(Tabela 19, Figura 33 e Figura 34).

Tabela 19: Contetdos de isoflavonas em farinhas de soja tratadas por aquecimento

(ng/ g)™

100°C 121°C

Isofl
soravonas 20min  40min 60 min 20 min 40 min 60 min
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Daidzina
Glicitina
Genistina

Malonil-
daidzina
Malonil-glicitina
Malonil-
genistina
Daidzeina

Gliciteina
Genisteina

Total

910,1£5, 804,249,6 757,9+6,6
1A B C

102,52, 89,0+£3,08 78,4+1,5€
5A

880,0+2, 799,2+4,6 764,818,1
0A B C

75,7804 54,5+1,58 41,7+2,0€
A
7,3+0,34
81,5+0,3
A

233,543, 210,7+2,5 197,4+2,5
5A B C

23,3+0,38 24,6+0,74 24,5+1,7
A

234,143, 208,8+3,5 198,2+2,5
1A B C

2548,0 2254,1 2111,5

4,9+0,28
59,0+0,58

4,1+0,98
46,4+1,2€

1017,4+17,
7A
102,2+1,04
978,516,114
6,1+0,3

0,0
6,2+0,2

134,3+5,64
61,5+0,54
127,3+2,54

2433,4

870,1£9,2 737,9+11,2
B C

87,9+0,98  78,3+0,5¢

712,616,6
B

0,0 0,0

701,8+£3,6¢

0,0 0,0
0,0 0,0

221,242,6
B

274,3t4,1¢

60,8+0,94 55,2+1,58

272,5£3,0 295,2+3,0¢

B

2224,2 2142,8

“Considerando que cada linha foi analisada independentemente, os ntimeros com

as mesmas letras ndo foram significativamente diferentes pelo teste de Tukey

(p<0,05; n=3).
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Figura 33: Perfis cromatograficos das formas isoméricas de isoflavonas tratadas
. 6"-O-

por aquecimento. 1. Daidzina, 2. Glicitina, 3. Genistina, 4

malonildaidzina, 5. 6"-O-malonilglicitina, 6. 6"-O-malonilgenistina, 7

Daidzeina, 8. Gliciteina, e 9. Genisteina.
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Data:18040.001 Method:ISOFGRAD.MET Ch=1
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Figura 34: Perfis cromatograficos de farinha de soja tratada por aquecimento. 1.

Daidzina, 2. Glicitina, 3. Genistina, 4. 6"-O-malonildaidzina, 5. 6"-O-
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malonilglicitina, 6. 6"-O-malonilgenistina, 7. Daidzeina, 8. Gliciteina, e

9. Genisteina.
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54 Efeito da Radiacio Gama na Transformacao de Isoflavonas Conjugadas

Significativas perdas no total de isoflavonas em produtos a base de soja tém
sido observadas em processos que envolvem o aumento da temperatura ou que
envolvem liquidos, tais como lavagem, fervura e cozimento, devido
principalmente a lixiviacdo (Grin et al., 2001). Como muitas técnicas de
processamento de alimentos, a radiacdo tém sido cada vez mais aplicada na
reducdo da carga microbiana de alimentos embalados, bem como na prevencao de
brotamentos em cebolas e batatas. A radiacdo ionizante de alta energia (radiacao
gama), emitida naturalmente por ¢©Co e 137Cs, fornecem alta energia aos elétrons,
0s quais podem causar forte instabilidade molecular produzindo entidades
quimicas instaveis, tais como radicais livres (Sokhey e Hanna, 1993). Este fato pode
ser observado com relagdo as isoflavonas em duas amostras de soja: (1) extrato
concentrado de soja da solucdo aquosa de metanol 80%, e (2) farinha
desengordurada de soja (100-200 mesh, Série Tyler). O extrato metandlico de soja
contém quantidades residuais de &dgua pela formacdo de emulsdo, a qual pode
absorver energia ionizante, produzindo eléctrons e radicais hidroxil solvatados
(Detalhes ver Sokhey e Hanna, 1993). Estes radicais livres podem atacar a estrutura

aromatica das isoflavonas, diminuindo o contetido total destes compostos no

extrato de soja. Os resultados deste estudo sao apresentados na Tabela 20.
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Table 20: Contetido de isoflavonas em extrato metanodlico de soja tratado por

radiacdo gama (ug/g)".

Isoflavonas 0 kGy (Controle)? 2 kGy 5 kGy 10 kGy 25 kGy

Daidzina 1683,6£6,04 1329,6+1, 1242,2+7, 1168,5+6,9 1113,9+7,1F
0B 6C D

Glicitina 500,5+1,04 400,5+2,18 386,0+4,5 358,2+4,1P 339,2+4,7F

C

Genistina 1722,6+2,04 1348,2+4, 1261,0+5, 1169,1£5,1 1130,4+9,0F
1B 0cC D

Malonildaidzina 89,1+0,54 71,0£0,38  64,9+1,5¢ 61,610,8°  61,411,2F

Malonilglicitina 20,440,4¢ 15,4+1,4P 31,5+3,04 27,2+1,18  16,1+0,3P

Malonilgenistina 118,2+0,84 99,943,586 91,2+1,5¢ 87,2+1,6°  86,4+1,7P

Daidzeina 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Gliciteina 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Genisteina 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Total 4134,3 3264,6 3076,8 2871,7 2747,3

2Considerando que cada linha foi analisada independentemente, os nimeros com

as mesmas letras ndo foram significativamente diferentes pelo teste de Tukey

(p<0,05; n=3). ’Extrato metandlico de soja sem tratamento com radiacdo gama.

O conteddo total de isoflavonas no extrato metanolico de soja foi maior que

na farinha de soja, no entanto, o efeito da radiacdo gama sobre as isoflavonas no

extrato metandlico de soja foi mais pronunciado. Estatisticamente a diferenca nos

contetidos de isoflavonas na farinha desengordurada de soja foi pequena, mas a

tendéncia do efeito da radiacao é reduzir o contetdo de isoflavonas totais, tal como
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no extrato metandlico de soja. Por outro lado, nao houve diferenca significativa nos
conteidos de isoflavonas nas diferentes doses de radiacdo aplicadas sobre a
farinha de soja. Os resultados sao apresentados na Tabela 21.

Table 21: Contetdo de isoflavonas em farinha desengordurada de soja tratada por

radiacdo gama (ug/g)".

Isoflavonas 0 kGy (Controle)? 2 kGy 5 kGy 25 kGy 50 kGy
Daidzina 458,616,14 449,241,758 439,7+1,5¢  486,6+3,00  428,4+2,0F
Glicitina 49,842,048 46,6+0,9¢ 41,3+0,2>  42,74¢0,5P  47,3+0,45¢
Genistina 416,3+2,54 417,142,004  411,0£6,14  416,7£3,14  395,4+2,28
Malonildaidzina 278,2+6,14 265,145,558 254,044,658 258,242,158  230,9+1,2¢€
Malonilglicitina 30,1+0,84 27,3+0,28  24,2+41,38¢  23,0+04¢  22,7+0,3P
Malonilgenistina 248,7+1,34 245,3+2,548  238,0£3,66  250,2£2,64 215,6+4,1¢
Daidzeina 55,1+0,58 54,4+0,3¢ 53,7£0,5¢  59,1+1,04  49,6+0,5P
Gliciteina 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Genisteina 45,041,548 44,5+1,08 44,240,658  47,5+0,748  37,941,2¢
Total 1581,9 1547,8 1502,0 1625,7 1424,3

“Considerando que cada linha foi analisada independentemente, os ntimeros com
as mesmas letras ndo foram significativamente diferentes pelo teste de Tukey

(p<0,05; n=3). ’Farinha de soja sem tratamento com radiagdo gama.

Embora Sokhey e Hanna (1993) reportem que o aumento na dose de
radiacdo gama gere um aumento na intensidade de radicais livres, e que estes
radicais sdo responsaveis pela quebra de ligacdes quimicas, em farinha
desengordurada de soja, Vitti et al. (1998) reportaram que outros componentes tais
como celulose, hemicelulose e lignina, podem fornecer uma protecao aos
compostos fendlicos presentes na farinha de soja contra a radiacdo ionizante,

diminuindo assim os efeitos da radiacdo sobre as isoflavonas. A baixa porcentagem
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de umidade nas amostras de farinha desengordurada de soja também é um fator
importante na redugdo da formacdo de radicais livres e, conseqiientemente a
decomposicdo de isoflavonas nestas amostras. De acordo com Vitti et al. (1998),
amostras de bagaco de cana-de-agtcar, palha de arroz e residuos de algodao foram
irradiados com varias doses (200, 400, 600, 800 e 1000 kGy), e o efeito da radiacdo
gama sobre os componentes celuldsicos foram apenas observados em doses
elevadas (800-1000 kGy). Neste estudo, por outro lado, as amostras foram tratadas
até 50 kGy, e este nivel de energia ndo foi suficiente para causar uma significativa
mudanga na composicdo de isoflavonas na farinha desengordurada de soja.

E conveniente observar que o processamento com energia ionizante requer
diferentes dosages de radiacdo dependendo do tipo de alimento e objetivos do
tratamento. Por exemplo, uma dose de 0,02-0,15 kGy inibe o brotamento em
batatas e cebolas, 0,1-8 kGy destr6i microrganismos patogénicos e ndo-esporulados
e de 10-50 kGy é indicado para esterilizacdo de alimentos da infestagdo microbiana
(Wolters et al., 1990).

A Figura 35 ilustra micrografias de varredura das amostras de farinha

desengordurada de soja ap6s tratamento com radiacdo gama (0, 10, and 25 kGy).
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Figura 35: Micrografias de varredura de farinhas desengorduradas de soja tratadas

com radia¢do gama; %°Co. (10 kV, 11mm, 2500 x).
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De acordo com as andlises em microscopia eletronica de varredura,
mudancas na superficie dos graos de farinha de soja ndo foram notadas apds
radiacdo com 10 e 25 kGy (Figura 35). Estudos nutricionais tém mostrado que
tratamentos com baixas doses de radiacdo ndo causam notavel reducdo na
qualidade nutricional de alimentos e macronutrientes tais como proteinas,
carboidratos e lipidios. A alteracdo na qualidade nutricional associada a radiacao
depende de um numero de fatores, tais como tipo de energia, embalagem,
condicdes de processamento (temperatura e exposicdo a oxigénio), tempo de
estocagem e tipo de alimento (Crawford e Ruff, 1996), ou o contetdo de dgua
presente no alimento. Este fator pode ser comprovado nas amostras de extrato
metanolico de soja, que apresentaram porcentagens de umidade ao redor de 85%, e
a diminuicdo no contetido de isoflavonas foi maior (33,6%) do que nas amostras de
farinha desengordurada de soja (9,96%), as quais apresentaram umidades relativas
em torno de 25%. Os contetidos de cada isoflavona foram significativamente
diferentes em cada tratamento com radiagdo gama (Tabelas 20 e 21).

A radiacdo gama tem se mostrado uma técnica eficiente na desinfeccao de
alimentos e pelo apresentado neste estudo, seu emprego mesmo a altas dosagens
(50 kGy) ndo apresentou significativa diminuicdo no contetido de isoflavonas totais

em farinha desengordurada de soja.
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5.5 Efeito da B-Glicosidase na Transformacdo de Isoflavonas Glicosiladas

A hidrdlise enzimatica de glicosil-isoflavonas de soja por microrganismos
tem sido reportado por diversos autores. Alguns destes microrganismos
reportados sdo, Rhizopus oryzae, Rhizopus oligosporus e Lactobacillus casei (Matsuda et
al, 1994), e sdo usados na manufatura de alimentos fermentados de soja. Foi
também reportado que [-glicosidase endégena de soja foi capaz de hidrolisar
glicosil-isoflavonas a suas formas agliconas (Carrdo-Panizzi et al., 1998). Neste
trabalho, foi verificada basicamente a producdo de B-glicosidase por Aspergillus
oryzae ATCC 22786, o qual é usado na produgao de alimentos fermentados a base
de arroz, em meio semi-s6lido. Outros fungos foram testados quanto a sua
producao de B-glicosidase, bem como foi estudada a producao de B-glicosidase por
mutantes induzidos por radiagdo ultravioleta, em laboratdrio.

As atividades enzimaticas para [-glicosidase de diferentes fungos
empregados em rotinas do Laboratério de Bioquimica de Alimentos da
Universidade Estadual de Campinas (DCA/UNICAMP), sdao apresentadas na
Tabela 22. Muito embora a atividade para B-glicosidase de Aspergillus oryzae ATCC
22786 tenha sido inferior a de outros fungos filamentosos utilizados neste estudo
comparativo, sua aplicabilidade seria maior devido ao fato de que este fungo foi
isolado de produtos da fabricagdo de Amazake, especificamente da matéria-prima,
conhecida por arroz-koji, além de ser classificado como organismo seguro para a

satde humana, tem o titulo de microrganismo GRAS (Generally Recognized As Safe),
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nao produtor de aflatoxina, e seu nivel de bioseguranca (BSL) é 1. Segundo
informacoes obtidas no sitio eletronico da American Type Culture Collection - The
Global Bioresource Center, os organismos em BSL 1, sdo aqueles conhecidos por
nao causar doencas a sadde de um humano adulto. A linhagem (A. oryzae ATCC
22786) foi isolada inicialmente no Japao, e possui ainda outras codificagdes de
acordo com as normas da Colecdo em que esta depositado; sendo assim, pode ser
encontrado como RIB 430, CBS 816.72 e IFO 30104. Seu crescimento se d4 em meio

de BDA (batata-dextrose-agar) e em temperaturas que vao de 24,0 a 36,0°C.

Tabela 22: Atividades enzimédticas para p-glicosidase de alguns fungos

filamentosos.

Amostras Fonte Colecao aUI mL1
Aspergillus  oryzae ATCC  Arroz Koji American Type Culture 0,18
22786 Collection

Aspergillus oryzae 11 Solo 'DCA-UNICAMP 0,35
Aspergillus niger 1 Solo 'DCA-UNICAMP 0,46
Aspergillus niger 11 Alimentos 'DCA-UNICAMP 0,14

Amilaceos

Aspergillus  awamori ATCC Fibras American Type Culture 0,15
22342 Collection

sAtividade enzimatica de p-glicosidase medida contra p-nitrofenil-p-
glicopiranosidio (pNPG), ap6s crescimento fingico em meio semi-sélido de farelo
de soja e agua destilada (1:1, p/v), a 30°C apdés 96 horas de crescimento. Uma
unidade de atividade enzimatica representa a liberacdo de 1 micromol de p-
nitrofenol por minuto a 40°C. ? Fungos isolados pela equipe de professores e
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técnicos do Laboratério de Bioquimica de Alimentos da Universidade Estadual de
Campinas.

Outros microrganismos podem ser utilizados na producao de B-glicosidase
e na conversdo de ligagdes glicosidicas de materiais celuldsicos ou p-nitrofenil-f-
glicopiranosidio (pNPG), e apresentarem atividade enzimética superior a de A.
oryzae ATCC 22786, no entanto estes podem ndo apresentar especificidade para a
ligacao glicosidica de isoflavonas conjugados. Este fato foi percebido para algumas
enzimas extraidas de vegetais que apresentaram a hidroélise de pNPG, mas quando
colocadas a hidrolisar isoflavonas glicosiladas a taxa de conversao foi inferior a da
B-glicosidase de A. oryzae ATCC 22786 (resultados ndo apresentados).

Outro microrganismo que poderia ser empregado no estudo de conversao
de isoflavonas glicosiladas, seria o Aspergillus awamori ATCC 22342. Este fungo,
também foi isolado no Japao, e inicialmente depositado no Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos da América (USDA - Agricultural Research
Service Culture Collection), sob ntimero NRRL 3112 e posteriormente, foi
depositado na American Type Culture Collection. Seu crescimento se d4 em meio
de Blakeslee (Extrato de Malte-Agar) e temperatura de 24°C. No entanto, este
fungo tem sido associado a producao de a-amilase e glicoamilase extracelulares e
B-glicuronidase endégena; além de ter sido isolado de fibras nao-alimentares, o
que acarreta a exigéncia de testes de toxicidade para ser aplicado na producdo de

ingredientes alimentares, como isoflavonas agliconas de soja.
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Muito embora as atividades para B-glicosidase dos fungos filamentosos
testados (A. oryzae II, A. niger 1 e A. niger 1) tenham sido superiores a apresentada
pelo A. oryzae ATCC 22786, estes foram isolados de solo do municipio de
Campinas/SP, e nao apresentavam quaisquer estudos sobre toxicidade, em testes
em cobaias ou reconhecido emprego na producao de alimentos fermentados, como
é o caso do A. oryzae ATCC 22786.

Culturas de diferentes organismos tém sido usadas por diversos
pesquisadores no sentido de obter mutantes com intmeras caracteristicas
desejaveis (Ponce-Noyola e La Torre 1995). Mutantes foram isolados apos
exposicao de suspensao de esporos do fungo a luz UV por 60 min. Com intuito de
aumentar a producdo de PB-glicosidase de A. oryzae ATCC 22786, foram feitos
alguns estudos de inducao de mutantes por luz UV. Das 105 colonias isoladas
(Tabela 23), somente quatro exibiram consideravel aumento na atividade de B-
glicosidase (Tabela 24). Muitos trabalhos tém indicado que mutantes estdveis em
processos fermentativos podem ser melhor isolados apds tratamento dos

microrganismos com agentes fisicos de mutacdo como luz UV (Hamissa et al,,

1992).

Tabela 23: Ntimero de coldnias desenvolvidas apds exposicdo dos esporos de A.

oryzae ATCC 22786 a radiagao UV.

Tempo de exposigdo (min) Colonias selecionadas Sobrevivéncia (%)

10 98 27,3
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30 4 1,2
60 3 0,9

Qualquer método que possa aumentar significativamente a atividade de (-
glicosidase pode ser considerada uma técnica potencial para se obter uma rapida
hidrélise de glicosil-isoflavonas a suas formas agliconas, as quais sdo mais
bioativas. Os resultados obtidos quanto as atividades enzimaticas para p-

glicosidase de mutantes de A. oryzae ATCC 22786 sao apresentados na Tabela 24.

Tabela 24: Producao de B-glicosidase por diferentes mutantes de A. oryzae ATCC

22786 obtidos apds exposicdo de cultura parental com luz UV por 10,

30 e 60 min.

Mutantes Exposi¢ao, min B-Glicosidase, Ul/mLa

Parental 0 0,17
UV-MmO01 10 0,21
UV-Mm02 10 0,21
UV-Mm03 10 0,20
UV-Mm04 10 0,20
UV-Mm05 10 0,19
UV-Mm06 10 0,21
UV-Mm07 10 0,21
UV-Mm08 10 0,19
UV-Mm09 10 0,19
UV-Mm10 10 0,18
UV-Mm11 10 0,19
UV-Mm12 10 0,20
UV-Mm13 10 0,19
UV-Mm14 10 0,19
UV-Mm15 10 0,19
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UV-Mm16 10 0,19

UvV-Mm17 30 0,19
UV-Mm18 30 0,19
UV-Mm19 30 0,18
UV-Mm20 30 0,19
UV- 60 0,19
Mm?21
UV- 60 0,19
Mm?22
UV- 60 0,18
Mm?23

@ Beta-glicosidase foi avaliada por pNPG a 420 nm (Ver metodologia).

A conversdo de isoflavonas glicosiladas pelos extratos enzimaticos obtidos
dos mutantes morfolégicos de A. oryzae ATCC 22786, UV-Mm01, UV-Mm02, UV-
MmO06 e UV-MmU07, foi verificada em fermentacdo em estado solido sobre farelo de

soja a 30°C, e os resultados sdo apresentados na Tabela 25.

Tabela 25: Perfil de isoflavonas durante conversao de glicosil-isoflavonas por -

glicosidase de mutantes morfolégicos de A. oryzae ATCC 22786.

Isoflavonas (ug/ g)

Mutantes
. Daidzein Genistein
morfolégicos Daidzina Glicitina Genistina Gliciteina
a a
Controle? 122,0 32,0 123,2 8,7 0,0 91
Parentalc 0,0 0,0 0,0 292,0 24,6 152,2
UV-Mm01 0,0 0,0 0,0 300,5 40,9 181,6
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UV-MmO02 0,0 0,0 0,0 459,9 85,0 217,8
UV-MmO06 0,0 0,0 0,0 4221 54,3 214,1
UV-Mm07 0,0 0,0 0,0 3414 45,0 236,0

“Temperatura durante a fermentacdo foi mantida a 30°C por 96 horas, e os resultados foram
expressos pela média dos valores em duplicata. "Medida dos contetidos de isoflavonas presentes
no farelo de soja sem inoculagdo dos esporos fungicos. Fermentagdo em estado sélido com esporos
do fungo A. oryzae ATCC 22786 antes da exposicdo a radiagdo ultravioleta.

Para todos os tratamentos fermentativos com esporos parentais ou de
mutantes, a conversao das glicosil-isoflavonas foi alcancada completamente apés
96 horas de incubagdo a 30°C, em farelo de soja umidecida com agua destilada
numa propor¢ao de 1:1 (p/v). Os balangos de massas na conversao ndo se
encontram equilibrados, devido ao fato que o sistema fermentativo produziu
outras enzimas, tais como celulase total (0,2 ULLmL1) e xilanase (1,2 ULmL1), as
quais podem hidrolisar componentes fibrosos presentes no farelo de soja, tornando
as isoflavonas no farelo mais predispostas a extragao alcodlica, sugerindo assim o
aumento no contetdo de isoflavonas totais apos a fermentagao em estado sélido.

A enzima B-glicosidase produzida pelo parental de A. oryzae ATCC 22786
foi analisada quanto as suas caracteristicas bioquimicas, ou seja, os valores de
temperatura 6tima e de estabilidade, bem como o pH 6timo desta enzima foi

determinado. Os resultados sdo apresentados nas Figuras 36 a 38.
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Figura 36: Potencial hidrogenionico 6timo para a atividade de B-glicosidase de A.

oryzae ATCC 22786.
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Figura 37: Temperatura 6tima para a atividade p-glicosidase de A. oryzae ATCC
22786.
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Figura 38: Temperatura de estabilidade para a atividade de B-glicosidase de A.
oryzae ATCC 22786.
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A transformacdo enzimaética de isoflavonas glicosiladas de soja é possivel
pela aplicacdo de enzimas especificas as ligacdes presentes na estrutura fendlica
das isoflavonas. Das isoflavonas presentes na farinha desengordurada de soja, as
formas glicosiladas foram na sua totalidade convertidas, por hidrélise com -
glicosidase, a suas formas agliconas. Matsuura e Obata (1993) e Matsuura et al.
(1989) reportaram que P-glicosidase foi associada a producao de daidzeina e
genisteina, as quais sdo formas agliconas de daidzina e genistina, respectivamente.

Durante fermentacdo semi-sélida de farinha desengordurada de soja por 48
horas (Tabela 26), cerca de 551 pg/g de isoflavonas agliconas foram obtidas a
partir das formas glicosiladas de isoflavonas (628,0 ng/g). A conversao de glicosil-
isoflavonas a agliconas foi devido a presenca de B-glicosidase, enzima associada a
lise de ligacdo glicosidica do tipo B-1,4. A enzima, B-glicosidase ou B-D-glicosil
glicohidrolase (EC 3.2.1.21), é uma enzima celulolitica que hidrolisa celobiose e
remove glicose de terminais ndo-redutores de oligosacaridios, ou ainda, transfere
grupos glicosil para celobiose (Lymar et al., 1995). Conhecida como celobiase,
possui diferentes formas produzidas por fungos ou bactérias, apresentando pH
6timo de acido a alcalino (pH 4,4-8,4) e massa molecular entre 50 a 98 kDa.
Apresenta normalmente uma atividade 6tima em pH 4,5 e 70°C, para a hidrélise da
celobiose. Seus Km para celobiose e p-nitrofenil-p-glicopiranosidio sdo
normalmente de 0,5 e 03 mM, respectivamente. Algumas p-glicosidases
bacterianas tém atividade 6tima a pH 6,0-6,5 a 50°C e uma massa molecular de 52

kDa (Wong, 1995). B-Glicosidases sdo amplamente empregadas na tecnologia de
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alimentos, biotecnologia e quimica organica, exercendo importante papel na
hidrélise de grupos glicosidicos e na glicosilacdo de varios compostos agliconas
(De Roode et al., 2001). Agem em conjunto com outras celulases para hidrolisar a
celulose ou seus oligdmeros (Aguiar, 2001; Iwashita et al., 2001; Srinivasan et al.,
2001; Krishna et al., 2001; Tengborg et al., 2001; Aguiar e Menezes, 2000; Ortega et
al., 1998; Menezes, 1997; Tajaldeen e Jaffar, 1992) e atuando com pectinases é uma
alternativa potencial na remogao de peliculas vegetais em frutas. Além destas
aplicacoes, as P-glicosidases microbianas podem ser aplicadas na modificagdo de
compostos aromaticos de frutas e vinhos. Sua producao e aplicagao na hidrélise de
materiais celulésicos foram extensamente estudadas por varios centros de
pesquisa, com o intuito de produzir glicose que pode ser usado na geracdo de
alcool etilico e biomassa celular.

De fato, os esporos de Aspergillus oryzae ATCC 22786, germinaram e a
atividade enzimatica foi também detectada ap6s 24 horas de fermentacao (Figura

39).
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Figura 39: Producdo de B-glicosidase de A. oryzae ATCC 22786 por fermentacao

semi-sOlida em farinha desengordurada de soja.
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E aparente que a conversdo de glicosil-isoflavonas a agliconas, ocorreu apés
24 horas de fermentacdo em estado solido com farinha de soja pelo crescimento
dos esporos (~107) de A. oryzae ATCC 22786, a 30°C. Durante a fermentacdo, a
quantidade de isoflavonas glicosiladas reduziu significativamente apés 48 h de
fermentacao, e se forem considerados os valores totais de isoflavonas, houve uma
pequena perda de seu contetido. Muitos estudos tém demonstrado que pode
ocorrer pequenas ou mesmo significativas perdas do contetido de isoflavonas
conjugadas, principalmente nas formas de malonil ou acetilconjugados, durante o
processamento a quente ou por lixiviagdo (Wang et al., 2001). Considerando que o
farelo de soja é uma fonte de nutrientes complexa, o fungo pode ter utilizado
diversas destas fontes nutritivas para seu crescimento, as quais podem ter ativado
diferentes sistemas enzimaticos, sendo de se esperar que conversdes paralelas
pudessem ocorrer simultanea e possivelmente perda no contetido de isoflavonas
totais. No entanto, o propodsito foi associar a atividade enzimatica para B-
glicosidase com a transformagdo de isoflavonas glicosiladas as suas formas
agliconas, durante a fermentacdo em estado sélido de farinha de soja, como ja foi
relatado por Narikawa et al. (2000), Pandjaitan et al. (2000b), Esaki et al. (1999a),
Esaki et al. (1998), Esaki et al. (1996) Matsuura et al. (1995), Ikeda et al. (1995) e

Matsuura e Obata (1993).
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Tabela 26: Variacdo no conteido de isoflavonas durante fermentacdo em estado

solido de farinha de soja com A. oryzae ATCC 22786.

ug isoflavonodide/ g soja’

Isoflavonas

Controlec 24 h 48 h 72 h 96 h
Daidzina 2449 26,0 0,0 0,0 0,0
Glicitina 73,1 34,7 0,0 0,0 0,0
Genistina 309,9 64,6 0,0 0,0 0,0
Daidzeina 265,0 558,7 816,1 906,1 1195,9
Gliciteina 96,6 206,7 128,9 135,7 167,2
Genisteina 418,0 807,3 386,0 392,2 435,2

“Temperatura durante a fermentagdo foi mantida a 30°C. "Média dos valores em
duplicata. “Incubagéo da solugdo tampao citrato-fosfato 50mM e pH 5,4 sem a presenca
de esporos fingicos.

A Figura 40 mostra o perfil cromatogréafico em camada delgada dos extratos
alcoodlicos das farinhas de soja fermentadas com esporos de A. oryzae ATCC 22786,
em intervalos de tempo de 24 h, até completar 96 h de fermentacdo em estado
solido a 30°C. A Figura 41 representa esquematicamente as bandas isoladas na

eluicdo cromatografica.
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Figura 40: Perfis cromatograficos em camada delgada de extrato metanélico de farinha
de soja submetida a fermentacdo fangica. A: Daidzina; B: Genistina; C:

Daidzeina; D: Genisteina. Os ntimeros representam o tempo de fermentagao semi-

solida do farelo de soja (em horas).
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Figura 41: Cromatografia em camada delgada de isoflavonas em extrato metanélico de
soja fermentada com A. oryzae ATCC 22786 por diferentes periodos. Placa,
silica gel 60 Fss; fase movel, cloroférmio:metanol:agua (7:3:1, v/v); P, padroes (P1:
daidzina, P2: genistina, P3: daidzeina, P4: genisteina); 0-96, tempo de fermentacao
(h); Gly, azul a 366 nm; Glc, verde claro a 366 nm; M1 e M2, verde escuro a 366 nm;
Agl, verde claro a 366 nm; LF, linha de frente; Rf, relacao de frente.
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A cromatografia em camada delgada com fluxo ascendente da fase mével,
composta por cloroférmio, metanol e agua destilada (7:3:1, v/v) foi usada para separar os
produtos de fermentacdo apds intervalos de tempo de incubacao da farinha de soja com
A. oryzae ATCC 22786 a 30°C. As bandas presentes na cromatoplaca foram visualizadas
por fluorescéncia sob luz ultravioleta (366 nm). Os cromatogramas do extrato de soja
apresentaram cinco grupos de manchas (Gly, Glc, M1, M2 e Agl), conforme os valores

de relacdes de frente (Rf) dispostos na Tabela 27.

Tabela 27: Caracteristicas cromatograficas das manchas separadas de extrato metandlico

de soja por CCD.

Bandas Rfe Fluorescéncia a 366 nm Flavonoéides presentes?
P1 0,56 Verde claro Daidzina (padrao)
P2 0,58 Verde claro Genistina (padrao)
P3 0,86 Verde claro Daidzeina (padrao)
P4 0,89 Verde claro Genisteina (padrao)

Gly 0,17 Azul claro Glicitina, malonil-glicitina
Glc 0,58 Verde claro Daidzina, genistina
M1 0,65 Verde escuro Malonil-daidzina

M2 0,73 Verde escuro Malonil-genistina

Agl 0,88 Verde claro Daidzeina, genisteina

aRf, relagio de frente. YA presenca destes flavonéides foi confirmada por espectrometria de

massas por ioniza¢ao em eletrospray (Q-tof).

A banda separada a Rf 0,17 mostrou conter as isoflavonas glicitina e seu
malonato conjugado, malonil-glicitina. Outras manchas separadas a Rf 0,65 e 0,73,
tiveram suas identidades confirmadas por espectrometria de massas e continham

malonil-daidzina e malonil-genistina, respectivamente. Outras isoflavonas como:
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daidzina (Rf 0,58), genistina (Rf 0,58), daidzeina (Rf 0,88) e genisteina (Rf 0,88), foram
separadas por CCD e identificados por comparacao com os valores de Rf de seus
padrdes auténticos e confirmados positivamente por ESI em modo negativo. A
cromatografia em camada delgada tem sido empregada para separar diferentes
flavondides de extratos vegetais com grande sucesso por diversos pesquisadores
(Hammerschmidt e Pratt, 1978; Amarowicz e Shahidi, 1996; Esaki et al., 1999b), inclusive
Agostini-Costa et al. (2000) propde em seu trabalho uma técnica de caracterizacao de
compostos fendlicos de pedinculos de caju por CCD.

Durante a fermentacao em estado sélido, as farinhas de soja produziram extratos
metandlicos com coloragdes que variavam do amarelo palido ao amarelo ouro, conforme

pode ser visto na Figura 42.
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Figura 42: Aspecto fisico dos extratos metanolicos da farinha desengordurada de

soja submetida a fermentacdo semi-sélida com A. oryzae ATCC 22876.
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Em estudo comparativo (Tabela 28), foi observado que tanto a fermentagao
semi-solida quanto a reacdo com extrato enzimdtico de B-glicosidase, foram
capazes de converter isoflavonas glicosiladas em agliconas. Considerando que a
fermentacdo em estado sélido foi capaz de converter eficientemente glicosil-
isoflavonas as suas formas agliconas, é de se esperar que a aplicacdo do extrato
enzimdtico bruto obtido a partir da fermentacdo submersa de A. oryzae ATCC
22786, possa converter aqueles flavonoides glicosilados em agliconas presentes em

extrato concentrado de soja.

Tabela 28: Conversao de glicosil-isoflavonas de farinha de soja em agliconas.

«Glicosil isoflavonas Jsoflavonas agliconas

Condicao Reacional
Daidzina  Glicitina  Genistina Daidzeina Gliciteina Genisteina  Total

Antes

_ 310£11 7843 33623 92 0,0 12 +1 745,0
fermentagao?
Apoés fermentagdo 483 11+1 17+2 298+26 273  260£10  661,0
Sem enzimarc 391£10 655 72323 10+3 0,0 21+2 12100
Com enzima 97 £3 0,0 228+7 196+7  24+4  431£25 9760

“0Os dados sdo representados em microgramas de isoflavonas por grama de farinha desengordurada
de soja. "Fermentacao semi-sélida da farinha desengordurada de soja com Aspergillus oryzae ATCC
22786 (~107 esporos). <Conversdo enzimatica utilizando o extrato metandlico de farinha
desengordurada de soja com B-glicosidase de Aspergillus oryzae ATCC 22786. Média * desvio
padrdo das amostras em duplicata.
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A conversdo das glicosil-isoflavonas, daidzina, glicitina e genistina,
em agliconas (daidzeina, gliciteina e genisteina) foi notada em ambos os sistemas
fermentativos. Cabe ressaltar que na fermentacdo em estado sélido, o processo
fermentativo foi de 48 horas, ao passo que com a aplicacdo do extrato enzimatico
diretamente ao extrato concentrado de soja, a conversdo de glicosil-isoflavonas
ocorreu em 30 minutos. De qualquer modo, as isoflavonas isoladas de farinha
desengordurada de soja tratada com B-glicosidase apresentaram elevada conversao

das formas glicosiladas, como pode ser verificado na Figura 43.
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Figura 43: Perfis cromatograficos de isoflavonas em extrato concentrado apds
transformacdo enzimatica. Di: daidzina; Gli: glicitina; Gi: genistina; De:

daidzeina; Gle: gliciteina; Ge: genisteina.
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O contetdo de isoflavonas antes (tempo zero) e apds (60, 120 e 180 min) a
aplicacao da enzima, foi avaliado por cromatografia liquida de alta eficiéncia, e os
valores foram expressos em microgramas de isoflavonas por grama de extrato
concentrado de isoflavonas. Durante a reacdo enzimatica pode-se notar que houve
grande formacado de formas agliconas e que o contetido de isoflavonas conjugadas
diminuiu significativamente na primeira hora, chegando a valores minimos apo6s
90~100 min (Figuras 43 e 44). A formacdo de isoflavonas agliconas foi crescente e
linear até 60 min, com visivel estabilizagdo das curvas de concentracdo apds este
tempo. As formas que mais contribuiram para este estudo foram a daidzina e
genistina, por estarem em maior concentracdo no extrato concentrado de
isoflavonas utilizado, porém pode-se verificar que apesar da menor concentragao,
o contetido de glicitina (glicosilada) foi reduzido a niveis préoximos de zero com

formacdo de sua correspondente forma aglicona (gliciteina).
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Figura 44: Cinética de conversao de glicosil-isoflavonas as suas formas

agliconas.
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Enzimas como a PB-glicosidase tém sido aplicadas nos diferentes setores
industriais, e cada vez mais aplicacdes tém sido reportadas. Beta-glicosidases
podem ser obtidas de diferentes fontes, sejam elas vegetais (Agrawal e Bahl, 1968;
Bahl e Agrawal, 1968), bacterianas (Goyal et al., 2001; Kiso et al., 2000), fingicas
(Harhangi et al., 2002; Sasaki e Nagayama, 1997), ou de archaea (De Roode et al.,
2001), cujas caracteristicas podem diferir drasticamente, mas que se mantém
classificadas no mesmo grupo devido as suas caracteristicas de acdo de hidroélise.
No entanto, tém sido visto que algumas B-glicosidases sdo capazes de promover a
formagdo de uma infinidade de compostos quimicos pelas suas atividades de
glicosilacao, transglicosilacdo (Goyal et al., 2001; Nakatani, 2001; Withers, 2001) e
sintese de compostos hexil-glicosilados (Andersson e Adlercreutz, 2001). A
aplicacdao deste grupo de enzimas tém promovido uma alteragdo ndo somente na
estrutura de polissacarideos como a celulose, mas também em compostos quimicos
como as isoflavonas, as quais sdo compostos bioativos, e esta alteracdo estrutural
tem gerado um ganho na atividade antioxidante destes flavonéides (Ikeda et al.,
1995). A associacdo destas transformagdes enzimaticas e outras transformacoes
tisicas com as atividades bioldgicas de isoflavonas sao a seguir discutidas.

A confirmacao da identidade das isoflavonas analisadas neste estudo foi
feita por analises espectrofotométricas e espectrométricas. A composi¢do quimica
dos extratos de soja, referente a presenca de isoflavonas, foi avaliada por
espectroscopia no infravermelho (IR) e espectrometria de massas por ionizagao em

eletrospray com a comparacgao dos espectros de massas no modo MS e através de

214



fragmentos caracteristicos no modo MS/MS de cada composto, num trabalho em
colaboragdo com a Eng? Gizelda M. Alves da Faenquil e o Dr. Marcos N. Eberlim
do Instituto de Quimica da UNICAMP.

A cromatografia em camada delgada foi realizada em cromatoplaca de silica
gel 60, e as bandas obtidas foram visualizadas sob luz ultravioleta. Apds a
separacdo das bandas, estas foram tomadas por raspagem das cromatoplacas e
isoladamente rotuladas para posterior andlise.

Os valores de absorcao no infravermelho correspondente aos provaveis
grupos funcionais presentes nas fracdes do extrato metandlico de soja sdo

apresentados na Tabela 29.

Table 29: Valores de freqiiéncias (v) no infravermelho dos compostos presentes no

extrato metandlico de soja“.

Grupo v, cm?
Padrao (P) Amostra (A)?

O-H 3565 3509
C-H aromatico 3151 Ausente
C-H saturado 2926 Ausente
COH 2740 2714
-C=C=C- 2118 2020
C=C 1652 1646

2A analise espectroscopica no infravermelho foi efetuada em equipamento FTIR
Spectrum One da Perkin Elmer. ‘Uma aliquota da amostra em acetonitrila foi

espalhado sobre pastilha de s6dio em ambiente anidro.
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Desde que os dtomos em uma molécula podem vibrar e girar em uma
variedade de caminhos, mas sempre com certo nivel de energia, é possivel que
mudancas nestes niveis de energia podem ser ocasionados por luz infravermelha, a
qual pode excita-los, provocando trés movimentos tipicos (streching, bending e
rotation). O modo "streching" é o mais importante para a determinagdo estrutural e
pode ser dividido em quatro tipos: (1) ligacdes com hidrogénio (2200-4000 cm1),
(2) ligagdes triplas (2000-2200 cm), (3) ligacdes duplas (1550-1800 cm) e (4)
ligacdes simples (650-1550 cm!) (Hendrickson et al., 1970).

Na Figura 45, foram apresentados os espectros de absorcao de uma mistura
de padrdes conhecidos de daidzina, genistina, daidzeina e genisteina, e de um
extrato metanélico de soja. O extrato metandlico de soja mostrou a presenca de
diferentes isoflavonas como, daidzina, glicitina e genistina, seus glicosilados, e os
malonil conjugados, pela andlise em cromatografia liquida de alta eficiéncia. O
espectro em IR do extrato metandlico de soja mostrou principalmente a presenca
de grupos hidroxil (3509 cm™) e grupos carbonil (1646 cm1), tal qual a mistura de
padrdes de isoflavonas, a qual apresentou forte presenca de grupos hidroxil (3565

cm) e grupos carbonil (1652 cm™).
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Figure 45: Espectros de infravermelho de extrato concentrado de soja (A) e mistura

de padrdes de isoflavonas (P).
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Na identificacdo dos compostos por espectrometria de massas, inicialmente
foram realizados experimentos de ESI/MS em modo negativo. Depois de realizado
o experimento de ESI/MS e a identificacdo das massas nominais dos compostos de
interesse, foram realizados experimentos de ESI/MS/MS utilizando argoénio como
gds de colisao e energia de colisdo entre 15 e 30 eV, para que fosse possivel obter a
fragmentacdo destes compostos e identificd-los de acordo com seus fragmentos
principais. Os espectros de massas obtidos no modo MS e os experimentos de
ESI/MS/MS sao discutidos a seguir. A Figura 46 mostra o espectro de massas de
ESI/MS em modo negativo da amostra referente a extracdo da daidzina (m/z 415),
no qual pode-se observar que esta amostra possui a relacdo massa/carga (m/z)

nominal do composto de interesse.
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Figura 46: Espectro de massas de ESI/MS em modo negativo da amostra contendo

a daidzina (m/z 415).

Identificada a massa da daidzina, foi realizado o experimento de
ESI/MS/MS em modo negativo. Os fragmentos do extrato foram analisados com
relacdo ao padrdo, para que a presenca deste composto fosse confirmada na

amostra (Figura 47).
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Figura 47: Espectro de massas de ESI/MS/MS em modo negativo da daidzina

padrao (m/z 415) e daidzina proveniente do extrato metanoélico da soja.
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Para esta fracdo da extracdo foi confirmada a presenca da daidzina, pois
tanto o padrao como o extrato possui fragmento caracteristico com perda neutra do
grupo glicosil (m/z 164) (Figura 48).

Outros compostos de interesse foram testados e possuem o grupo O-glicosil
na posicao 7’. Estes compostos apresentaram o mesmo tipo de perda neutra do

grupo correspondente, como é mostrado para a genistina (1m/z 431) na Figura 49.

Ci5Hy04
Exact Mass: 253,05009

Figura 48: Fragmentacdo da daidzina pela perda neutra de um grupo glicosil e

formacgdo do fragmento de my/z 253.
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Figura 49: Espectro de massas de ESI/MS em modo negativo da amostra contendo

a genistina (m/z 431).
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Na Figura 50 pode-se observar os espectros de ESI/MS/MS em modo
negativo da genistina e de seu padrdo, os quais produzem fragmentos de m/z 269
que correspondem a perda do grupo O-glicosil. O fragmento de m/z 269 é a
genisteina, que também estava sendo testada neste trabalho (Figura 51 e 52).

No extrato contendo genisteina (1m/z 269) foram realizados experimentos de
ESI/MS em modo negativo como mostrado na Figura 51. No experimento de
MS/MS mostrado na Figura 52, foram obtidos fragmentos caracteristicos para a
amostra e padrao (m/z 91, 107, 133, 159 e 224), os quais mostram resultados

positivos para confirmacao da presenga deste composto no extrato analisado.
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Figura 50: Espectro de massas de ESI/MS/MS em modo negativo da genistina
padrdo (m/z 431) e genistina proveniente do extrato da soja.
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Figura 51: Espectro de massas de ESI/MS em modo negativo da amostra e seu
padrdo (genisteina, m/z 269).
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Figura 52: Espectro de massas de ESI/MS/MS em modo negativo do ion de m/z

269 proveniente da fragmentacdo da genisteina padrao e extrato de soja.
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Outro composto testado junto com seu padrao foi a daidzeina de m/z 253
(Figura 53). Este composto mostrou um espectro de fragmentacdo igual ao de seu
padrao confirmando a presenca deste composto no extrato. Alguns dos fragmentos
adquiridos podem ser observados na Figura 54 sendo eles m/z 91, 104, 117, 132,
133, 180, 195, 208 e 223.

Foi identificada também a presenca de mais de um composto de interesse na
mesma amostra, sendo que estes também foram confirmados através de espectros
de MS/MS e comparados com os fragmentos de seus padrdes. Estes compostos
estdo presentes aos pares, sendo que em uma das amostras foi confirmada a
presenca de daidzina e genistina e em outra a presenca de daidzeina e genisteina.

Alguns dos compostos de interesse e que provavelmente estariam presentes
nas amostras, nao possuiam padrdo comercial para comparagao, sendo que estes
foram comparados com espectros de fragmentacdo da literatura e com
experimentos de MS/MS para a sua confirmagdo através de seu mecanismo de
fragmentacao. Estes compostos que ndo possuem padrao para confirmacdo da

extracao sdo ilustrados na Figura 55.
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Figura 53: Espectro de massas de ESI/MS em modo negativo da amostra e seu

padrao (daidzeina my/z 253).
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Figura 54: Espectro de massas de ESI/MS/MS em modo negativo do ion de m/z

253 proveniente da fragmentacao da daidzeina padrao e extrato de soja.
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Figura 55: Estruturas dos compostos malonil-daidzina, malonil-genistina e

malonil-glicitina.
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O extrato que possuia a fracdo do composto malonil-daidzina (m/z 501),
ap6s o experimento de ESI/MS em modo negativo foi analisado e observou-se que
este ndo possuia intensidade suficiente para confirmar sua presenca na amostra.
Provavelmente isto estava ocorrendo devido a alta supressdo ionica de outros
compostos presentes na amostra. Na tentativa de melhor confirmar a presenga
deste composto, foi realizado um experimento de ESI/MS/MS sendo selecionado
este ion com baixa energia de colisdo e assim foi possivel observar o ion m/z 501.
Ap6s sua selecao (MS/MS) aumentou-se a energia de colisdo para realizar a
fragmentacdo deste ion. Na Figura 56 pode-se observar o ion de m/z 501 e seus
fragmentos. Os espectros de MS/MS do malonil-genistina e malonil-glicitina estao

mostrados nas Figuras 57 e 58, respectivamente.
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Figura 56: Espectro de massas de ESI/MS/MS do extrato contendo malonil-

daidzina (m/z 501) e seus fragmentos.
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Figura 57: Espectro de massas de ESI/MS/MS do extrato contendo malonil-

genistina (1m/z 517) e seus fragmentos.
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Figura 58: Espectro de massas de ESI/MS/MS do extrato contendo malonil-

glicitina (m/z 531) e seus fragmentos.
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Na Figura 59 pode-se observar melhor o mecanismo de fragmentacao geral
dos compostos: malonil-daidzina, malonil-genistina e malonil-glicitina, no qual
ocorre a perda de 44 u correspondente ao CO2 e a perda neutra de 248 u
correspondente ao derivado glicosidico.

Ap6s varios experimentos de ESI/MS e ESI-MS/MS das amostras
analisadas, pode-se observar que os compostos de interesse extraidos da soja
(isoflavonas conjugadas e agliconas), estdo presentes nas fracdes das amostras
analisadas, mostrando que a extragdo dos compostos era exeqiiivel, pois houve a

confirmacdo da presenca destes pela técnica de espectrometria de massas utilizada.

o] R, Ry= H; m/z 501 - malonil daidzina
R=H, R{=OH; m/z 517 - malonil genistina

R=0OCHj;, Rj=H; m/z 531 - malonil glicitina

OH
HO

- CO, (44 1)

HO

R, Ry=H; m/z 457

R=H, R{=OH; m/z 473

R=0CHj3;, Ry=H; m/z 480

R, Ri=H; m/z 253

R=H, R{=0H; m/z 269

R=0CH3, Ry=H; m/z 283

Figura 59: Mecanismo geral de fragmentagao para os compostos; malonil-daidzina,

malonil-genistina e malonil-glicitina.
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5.6 Atividades Bioldgicas dos Extratos de Soja

5.6.1 Atividade antioxidante do extrato metandlico de soja fermentada

As atividades antioxidantes dos extratos metandlicos de farinha
desengordurada de soja foram medidas antes e ap6s fermentacdo (Tabela 30). O
extrato metanolico de farinha de soja ap6s a fermentagdo mostrou maior atividade
antioxidante que antes da fermentagao. Estes resultados sdo devido a conversao de
glicosil isoflavonas a agliconas, as quais tém maior atividade antioxidante, como
tem sido observado em testes anteriores (Park et al., 2001a) e relatada por outros
pesquisadores (Hsu et al., 2000; Shahidi e Wanasundara, 1992; Esaki et al., 1990;

Murakani et al., 1984; Pratt e Birac, 1979).

Tabela 30: Atividade antioxidante de extratos metanodlicos de isoflavonas.

Extratos de soja Razao de branqueamento Indice antioxidantes
Controle 0,43 1,0
121°C, 40 min 0,29 1,48
Apos reacao enzimatica® 0,16 2,69

«Oxidagao acoplada de caroteno e acido linoleico. Indice antioxidante equivale a razdo entre
a taxa de branqueamento do p-caroteno do controle pela taxa de branqueamento do p-caroteno na
solucao teste, medidos a 470 nm. ’Reacdo enzimatica composta pelo extrato concentrado (500

mg.mL1) e b-glicosidase de A. oryzae ATCC 22786 (0,5 UL mL) por 20 min a 40°C.
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Quanto maior o poder antioxidante da substancia teste maior sera a
manutencdo da cor caracteristica do -caroteno, pela menor degradagdo do mesmo.
Foram avaliadas seis condigdes para verificar o efeito da composicdo de
isoflavonas e a relacdo com a manutencao do B-caroteno. Trés extratos metandlicos
de soja desengordurada e tratada com p-glicosidase apresentaram atividades
antioxidantes mais alta que as outras trés amostras que nao tinham sido tratadas
com a enzima fangica. Das amostras tratadas com enzima, o extrato metandlico da
farinha de soja tratada a 121°C mostrou alta atividade antioxidante e foi a que
continha maior teor de isoflavonas agliconas (1365 ng/g) quando comparado as

amostras tratadas a 100°C e a temperatura ambiente (Tabela 31).

Tabela 31: Atividade antioxidante dos extratos metandlicos de soja hidrolisados e

submetidos a diferentes temperaturas.

Extratos de soja Razao de branqueamento Indice antioxidantes
Controle 0,43 1,0
100°C, sem enzima 0,31 1,38
100°C, com enzima 0,23 1,85
121°C, sem enzima 0,28 1,50
121°C, com enzima 0,18 2,43
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“Oxidagao acoplada de caroteno e acido linoleico. Indice antioxidante equivale a razao entre
a taxa de branqueamento do B-caroteno do controle pelo taxa de branqueamento do B-caroteno na

solucdo teste, medidos a 470 nm.

E aparente que o tratamento dos extratos metandlicos de soja tratada
a 121°C e com a B-glicosidase, mostrou maior atividade antioxidante. Isto se deve
ao fato que, o extrato continha maior quantidade de isoflavonas agliconas.

Foi observado que a B-glicosidase de Aspergillus oryzae ATCC 22786
foi capaz de hidrolisar todas glicosil-isoflavonas em agliconas nas farinhas de soja
tratadas a 121°C. Glicosil-isoflavonas em alimentos a base de soja sdao pouco
hidrolisadas pelas enzimas digestivas intestinais de mamiferos (Brown, 1988), no
entanto, B-glicosidases da microflora intestinal no intestino grosso podem
hidrolisar isoflavonas glicosiladas a agliconas e promover a absor¢do destas
(Friend e Chang, 1984). Porém, bactérias intestinais humanas podem metabolizar e
degradar isoflavonas. Entdo, é razoavel deduzir que a microflora intestinal
influencia profundamente na biodisponibilidade de isoflavonas (Xu et al., 1995).
Foi reportado que Lactobacillus sp., Bacteroides sp. e Bifidobacterium sp., produzem -
glicosidase e desempenham importante papel na hidrélise intestinal de numerosos
compostos B-glicosilados encontrados em vegetais da dieta humana, como glicosil
flavonodides e isoflavonas para produzir formas agliconas (Hawksworth et al.,
1971), as quais apresentam maiores atividades biol6gicas.

Desta forma, isoflavonas agliconas sdo mais desejaveis em alimentos

a base de soja quando comparadas a outras formas de isoflavonas, devido ao
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aumento na atividade antioxidante além do possivel aumento na

biodisponibilidade destes compostos.

5.6.2 Atividade anti-inflamatodria dos extratos de soja

O processo inflamatoério tem sido relacionado a diferentes grupos de
substiancias, e entre elas a hialuronidase, é uma enzima com caracteristicas
particularmente associadas a processo inflamatérios em mamiferos. Esta enzima
atua despolimerizando o acido hialurénico, um mucopolissaridio encontrado no
tecido conjuntivo, com diminuicdo da sua viscosidase, provocando assim o atrito
das juntas e acarretando em problemas como a atrite reumatodide e artrose, ou até
mesmo a formacdo de edemas e sensagdo de dor. A importancia da inibi¢do desta
enzima esta ligada a acdo hidrolitica do acido hialurdnico (Arkins e Sheehan, 1972).

Da mesma forma que foi verificada para a atividade antioxidante,
todas as amostras de extrato de soja apresentaram alguma capacidade anti-
inflamatoéria, em diferentes niveis. Como pode ser verificado pela Tabela 32, os
valores da porcentagem de inibicdo da hialuronidase ndo sofreram grandes
variagdes nos diferentes tratamentos associando aquecimento e agdo de pB-

glicosidase.
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Tabela 32: Atividade anti-inflamatdria dos extratos de soja.

Inibicdo da hialuronidase

Amostras
(%)

26°C; sem enzima 23,9
26°C; com enzima 14,4
100°C; sem enzima 24,1
100°C; com enzima 24,8
121°C; sem enzima 22,3
121°C; com enzima 19,6

A atividade anti-inflamatéria de extratos de propolis pode ser em parte
explicada pela presenca de derivados do é&cido cindmico e hidrocinamico
(Kakegawa et al., 1985). Outra explicagdo para a atividade anti-inflamatéria de
propolis, seria a proposta de Kuppusamy et al. (1990), que flavonéides com dupla
ligacdo no carbono C2,3, grupos hidroxilas nas posicoes 5, 7, 4' e um grupo cetona
na posicdo 4 possuem um forte efeito inibitério sobre a enzima hialuronidase;
como por exemplo, os flavondides apigenina e kampferol. Entretanto, para as
amostras de extrato de soja, analisadas neste estudo, apesar de apresentarem
significativa inibicdo da atividade da enzima hialuronidase, ndo foi possivel
estabelecer uma relacdo entre a estrutura das isoflavonas de soja com a capacidade
de inibir tal enzima. Observando os valores de inibicao de hialuronidase (Tabela

33) para os extratos de soja tratados com p-glicosidase em diferentes intervalos de

244



tempo (10, 20 e 30 min), era de se esperar um aumento significativo na inibicao da
enzima, no entanto, os valores obtidos se mantiveram quase que constantes.
Independentemente da forma em que se apresenta as isoflavonas, ou seja,
glicosiladas ou agliconas, a inibicdo da hialuronidase se manteve praticamente
invaridvel. A partir dos resultados apresentados ndo se pode afirmar que as
isoflavonas sejam os principais responsaveis pela atividade anti-inflamatéria dos
extratos de soja, visto que outros componentes da soja podem estar associados a

esta propriedade biolégica.

Tabela 33: Atividade anti-inflamatoéria dos extratos de soja.

Tempo de reacdo
Inibicdo da hialuronidase (%)

enzimatica
Controle 88,1
10 min 88,2
20 min 90,2
30 min 89,9

A variacao dos valores de inibicdo de hialuronidase pode estar associada a
nado somente a perda no contetido de isoflavonas apds o aquecimento (121°C), mas
bem como, a perda ou alteracdo estrutural de outros componentes quimicos
presentes naquelas amostras. Segundo Wu et al. (1992) a atividade anti-

inflamatoria estar associada a efeitos estéricos do grupo alquila sobre o nitrogénio
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e de substituintes na posicdo 2 de isoflavonas. Da mesma forma que Wu et al.
(1992) nao encontraram correlagdo entre a atividade anti-inflamatéria com a
presenca de isoflavonas, Montandon et al. (1989) em testes em ratos, nao
verificaram uma associacao da atividade anti-inflamatéria com amostras contendo
isoflavonas.

Neste caso, estudos mais detalhados ainda sdo necessarios para
identificacdo do(s) composto(s) presentes nos extratos alcodlicos de soja, que
inibam a atividade de hialuronidase, bem como o estabelecimento de seu(s)

mecanismo(s) de acao.

5.6.3 Atividade antimicrobiana dos extratos de soja

A atividade inibitéria dos extratos de isoflavonas sobre Staphylococcus aureus
ATCC 25923, coagulase positiva, foi testada de acordo com método descrito por
Park et al. (1998). A atividade inibitéria para S. aureus foi verificada pela formacgao
de halo inibitério ao redor dos discos de papel contendo os extratos alcodlicos de
soja. Os extratos de soja analisados apresentaram caracteristicas diferenciadas de
outras amostras de propolis analisadas no Laboratério de Bioquimica de
Alimentos da Unicamp, visto que a formacao de halo ao redor dos discos ndo foi
nitidamente verificada, no entanto, ocorre uma inibi¢do parcial do crescimento da
bactéria-teste. A Figura 60 ilustra uma placa de Petri contendo os discos dos

extratos de soja com a inibigdo parcial do crescimento de S. aureus ATCC 25923. Em
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comunicacdo pessoal, o Dr. M. H. Koo, da University of Rochester (Estados
Unidos), afirmou que isoflavonas, como genisteina e daidzeina, foram capazes de
inibir o crescimento de bactérias orais (Streptococcus mutans), no entanto, esta
inibicao estaria associada a modificagdes ocorridas nos polissacarideos produzidos
por esta bactéria, para facilitar a aderéncia aos dentes, durante a formagao da carie

dental.
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Figura 60: Antibiograma das amostras de extratos alcodlicos de soja. C, amostra
controle; SC10, disco contendo 10 mg de extrato concentrado de soja sem reacado
enzimatica; SR10, disco contendo 10 mg de extrato concentrado de soja apés reagdo
enzimética (0,25 ULmL?, 40°C, 30 min); SC20, disco contendo 20 mg de extrato
concentrado de soja sem reagdo enzimatica; SR20, disco contendo 20 mg de extrato

concentrado de soja ap6s reacao enzimatica (0,25 ULmL, 40°C, 30 min).
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Foi possivel verificar que quanto maior a concentra¢do dos extratos de soja
aplicados aos discos (SC20 e SR20), maior foram as alteracdes no crescimento
microbiano. Por outro lado, a modificacdo enzimética das isoflavonas glicosiladas
em agliconas, aparentemente nao produziu qualquer alteracdo na atividade
antimicrobiana das isoflavonas. As amostras SC (antes da reagdo com -
glicosidase) apresentaram da mesma forma, a formagdo de halo ao redor dos
discos, conforme os discos com extratos SR, os quais compreendem amostras de
extratos alcodlicos de soja que sofreram tratamento enzimatico por 30 min a 40°C,
para conversdo das glicosil-isoflavonas em agliconas, as quais apresentaram

maiores atividades antioxidantes.
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6. CONCLUSOES

Certamente, a soja € uma importante fonte de isoflavonas, sendo que a acdo
destes compostos na célula dependente do tecido alvo e da forma isomérica em
que se encontra, visto que diferentes estudos mostram que dependendo da forma,
aglicona ou conjugada, a atividade biol6gica serd maior ou menor. Neste estudo foi

possivel estabelecer as seguintes conclusdes, de acordo com os objetivos definidos.

1. Os cultivares de soja brasileiros apresentaram grande variagdo no contetido
de isoflavonas.

2. Dos sistemas de extracdo de isoflavonas de farinha de soja e seus produtos,
os sistemas compostos por etanol 60% e metanol 80% foram os sistemas que
extraiRAM as maiores concentracdes de isoflavonas. Os sistemas de solventes
acidificados apresentaram-se como uma boa opgdo para a extracdo de
isoflavonas, desde que a conversao das glicosil-isoflavonas a agliconas nao seja
um impedimento.

3. Temperaturas elevadas podem causar uma alteracdo na composicdo de
isoflavonas em farinha de soja. Por outro lado, o tratamento com radiagao
gama nao causou alteracdo na composicdo de isoflavonas em farinha de soja,
no entanto, a composicao de isoflavonas foi levemente alterada quando
radiacdo gama foi aplicada no extrato concentrado de isoflavonas, cujo teor de

umidade foi muito superior ao da farinha de soja.
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4.

Beta-glicosidase de Aspergillus oryzae ATCC 22786 foi capaz de hidrolisar as
glicosil-isoflavonas de soja as suas formas agliconas.

As isoflavonas de soja apresentaram alta atividade antioxidante quando se
apresentam na forma aglicona; no entanto, ndo foi possivel estabelecer uma
correlagio entre a presenca de isoflavonas de soja e a atividade anti-
inflamatéria apresentada pelas amostras estudadas. A atividade
antimicrobiana, contra Staphylococcus aureus, foi notada nas amostras de
isoflavonas de soja, muito embora, seja caracterizada por uma inibigao parcial

do crescimento bacteriano.
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