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RESUMO

H4 evidéncias de que o consumo de soja beneficia a satide contribuindo para
a prevencdo de doencgas cronicas devido as isoflavonas presentes nessa leguminosa.
Essas isoflavonas tém sido intensamente estudadas devido suas propriedades
bioldgicas, tais como: atividade estrogé€nica e anti-estrogénica, anti-carcinogénica,
antioxidante, antifingica e anti-hemolitica. A soja possui trés tipos de isoflavonas
agliconas: daidzeina, genisteina e gliciteina. As mesmas isoflavonas quando
glicosiladas sdo chamadas daidzina, genistina e glicitina. A enzima B-glicosidase é
capaz de transformar isoflavonas glicosiladas em agliconas. H4 evidéncias que as
isoflavonas glicosiladas ndo sdo absorvidas pelo intestino somente as agliconas sao
absorvidas. O presente trabalho teve como objetivo estudar B-glicosidases de fungos
filamentosos e B-glicosidase de leguminosas. A partir da extragdo enzimatica foram
selecionadas as de maior atividade enzimdtica, uma enzima de feijao fava
(Phaseolus lunatus) com 0,71UI/mL e outra enzima de Aspergillus niger com
0,77UI/mL. Foi entdo feita caracterizacdo bioquimica dos extratos brutos
enziméticos. O extrato bruto de feijdo fava apresentou pH e temperatura 6timos a pH
5,5 e 60°C, respectivamente. Mostrou-se estdvel em uma faixa ampla de pH entre
4,0 a2 9,0 e temperatura de 40°C a 55°C. O extrato bruto de Aspergillus niger teve pH
e temperatura 6timos a pH 5,0 e 60°C, respectivamente. Mostrou-se estivel em pH
acido (em torno de 4,0). As enzimas, vegetal e microbiana, foram parcialmente
purificadas. A B-glicosidase de feijao fava foi purificada 4 vezes em coluna CM-
Sepharose com 77,05% de recuperacdao e atividade especifica de 0,18U/mg de
proteina. Apresentando 5 bandas na eletroforese SDS-PAGE. A B-glicosidase de A.
niger foi purificada 14 vezes em coluna CM-Sephadex C-50 com 2,2% de
recuperacao e atividade especifica de 17U/mg de proteina e apresentou 4 bandas na

eletroforese. O estudo da aplicagdo das enzimas variando o substrato e sua



concentracdo, tempo de reacdo, tipo e quantidade da enzima para a conversdo das
isoflavonas glicosiladas em agliconas mostrou-se que todos esses fatores podem
influenciar a conversdo. Pode-se concluir que enzimas de Phaseolus lunatus e
Aspergillus niger convertem isoflavonas glicosiladas (daidzina e genistina) em

isoflavonas agliconas (daidzeina e genisteina).



SUMMARY

There are evidences that the consumption of soy products provides benefits
that may help prevent against chronic diseases due to the isoflavones present in
these seeds. The isoflavones have been intensively studied due to their biological
properties, such as: estrogenic and anti-estrogenic activities, anti-carcinogenic,
antioxidative, antifungal and antihemolytic activities. The soybeans have three types
of isoflavones aglycones: daidzein, genistein and glycitein. In the B-glucosidase
form, they become: daidzin, genistin and glicitin. Several workers reported that the
enzyme [3-glucosidase is able to convert isoflavone glycosides to aglucones. Others
articles showed that the isoflavone glycosides are not absorbed in the gut, only the
aglucones are absorbed. The aim of this work was to study B-glucosidase from
filamentous fungus and B-glucosidase from leguminous seeds. It was selected
enzymes which had the highest activity, the enzyme from lima beans (Phaseolus
lunatus) with 0.71UI/mL and other enzyme from Aspergillus niger with 0.77Ul/mL.
The crude extract from lima beans showed optimum activity at pH 5.5 and 60°C,
respectively. It’s had high thermo stability and pH range of action was between 4.0
and 9.0 and temperature was 40°C to 55°C. The crude extract from Aspergillus niger
had maximum activity at pH 5.0 and 60°C and it’s also showed high thermo stability
and stable at acidic pH (about 4.0). The following steps were purified vegetal and
microbial enzymes. The B-glucosidase from lima beans was purified 4 times by CM-
Sepharose column and obtained 77.05% of recovered and specific activity of
0.18U/mg of protein. The SDS-PAGE electrophoresis gave 5 bands. The [-
glucosidase from A.niger was purified 14 times by CM-Sephadex C-50 column and
obtained 2.2% of recovered and specific activity of 17U/mg of protein. The
electrophoresis gave 4 bands. After that, were studied applications of enzymes
measuring the profile of isoflavones: changing the substrate and their concentration,

reaction time, type and amount of enzyme to convert isoflavone glycosides in



aglucones and were observed that all factors influenced the conversion. In
conclusion enzymes from Phaseolus lunatus and Aspergillus niger hydrolyzed the
1soflavone glycosides (daidzin and genistin) to yield isoflavone aglucones (daidzein

and genistein).



1. INTRODUCAO

As isoflavonas possuem vdrias propriedades bioldgicas benéficas a sadde
humana. Como exemplo, podemos citar os efeitos: (1) estrogénico e anti-estrogénico,
benéficos na hipercolesterolemia, osteoporose e arteriosclerose; (2) anti-
carcinogénico, especialmente contra cancer da mama e préstata, trabalhos
publicados citam que a genisteina inibe a tirosina quinase e daidzeina inibe a esterol
sulfatase, enzimas envolvidas na formagdo de tumores; (3) antioxidante quando
estdo na forma 8-hidroxidaidzeina e 8-hidroxigenisteina; (4) antifiungico e (5) anti-
hemolitico. Além disso, foram consideradas produto GRAS (Generally Recognized

As Safe), ou seja, reconhecido como seguro para o consumo pela FDA-USA (1999).

Os flavonéides sao compostos fendlicos vegetais responsdveis pela coloragao
de intimeras verduras, frutas e flores, variando do amarelo, laranja, vermelho ao
violeta e sdo classificados em flavanona, flavona, flavonol, antocianina, catequina e

1soflavona.

As isoflavonas sdo encontradas em frutas, nozes, vegetais e leguminosas,
principalmente em soja. A soja possui trés tipos de isoflavonas agliconas: daidzeina,
genisteina e gliciteina que quando glicolisadas, ou seja, na forma de glicosil
isoflavonas, sdo chamadas de daidzina, genistina e glicitina. Existem também as
isoflavonas P-glicosidicas conjugadas, que podem ser classificadas em acetil
glicosideo e malonil glicosideo. Estas, por sua vez, podem ser sub-divididas em 6”-
O-acetil daidzina, 6”-O-acetil genistina, 6”-O-acetil glicitina, 6”-O-malonil daidzina,
6”-O-malonil genistina e 6”-O-malonil glicitina.

As isoflavonas agliconas apresentam maior atividade biolégica que as

glicosiladas. Trabalhos indicam que as isoflavonas glicosiladas presentes em

alimentos ndo sdo absorvidas diretamente, devido principalmente ao agicar unido



através da ligacdo beta. Somente isoflavonas sem a molécula de acicar, chamadas
agliconas, sdo capazes de passar através da parede do intestino, aumentando assim

sua biodisponibilidade.

O Brasil é um grande produtor e consumidor de vegetais, sendo o segundo
maior produtor mundial de soja, com 17,5% da produ¢do mundial (USDA,
Department of Agriculture in United States, Out./2001), o que torna vidvel a
producdo isoflavonas em grande escala. Considerando que as isoflavonas agliconas
sdo mais biodisponiveis é importante que sejam estudadas a produgdo e a aplicagao

da enzima B-glicosidase.

A enzima [-glicosidase é uma celulase responsavel pela quebra da ligacdo
glicosidica [-1,4, liberando glicose. Essa enzima pode ser produzida por

microrganismos ou ser extraida de frutas e leguminosas.

Tendo como base que os trabalhos publicados relacionam a enzima [-
glicosidase e isoflavonas utilizando soja como fonte da enzima, e que o Brasil possui
uma grande variedade de vegetais que podem constituir fontes inesgotdveis de
enzimas, este trabalho teve como objetivo estudar [B-glicosidases microbianas
(fungos filamentosos) e vegetais (leguminosas) para conversdo de isoflavonas
glicosiladas em agliconas. Apds a extracdo da enzima, foram selecionadas as
enzimas de maior atividade, a enzima vegetal de feijao fava (Phaseolus lunatus)
com 0,71UI/mL e a enzima de Aspergillus niger com 0,77UI/mL. Foi entdo feita
caracterizacao bioquimica dos extratos brutos enzimdticos. O extrato bruto de feijao
fava apresentou pH e temperatura 6timos a pH 5,5 e 60°C, respectivamente.
Mostrou-se estdvel em uma faixa ampla de pH entre 4,0 a 9,0 e temperatura de 40°C
a 55°C, respectivamente. O extrato bruto de Aspergillus niger teve pH e temperatura
6timos a pH 5,0 e 60°C, respectivamente. Mostrou-se estavel em pH acido (em torno

de 4,0). As enzimas, vegetal e microbiana, foram parcialmente purificadas. A [-



glicosidase de feijdo fava foi purificada 4 vezes em coluna CM-Sepharose com
77,05% de recuperacdo e atividade especifica de 0,182 U/mg de proteina.
Apresentando 5 bandas na eletroforese SDS-PAGE. A B-glicosidase de A. niger foi
purificada 14 vezes em coluna CM-Sephadex C-50 com 2,2% de recuperacido e
atividade especifica de 17 U/mg de proteina e apresentou 4 bandas na eletroforese.
O estudo da aplicacao das enzimas variando o substrato e sua concentra¢ao, tempo
de reacdo, tipo e quantidade da enzima para a conversdo das isoflavonas glicosiladas
em agliconas mostrou-se que todos esses fatores podem influenciar a conversao.
Pode-se concluir que enzimas de Phaseolus lunatus e Aspergillus niger convertem
1soflavonas glicosiladas (daidzina e genistina) em isoflavonas agliconas (daidzeina e

genisteina).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. ISOFLAVONAS

Os flavonéides sao compostos fendlicos vegetais responsdveis pela coloragao
de inumeras verduras, frutas e flores (Adrian et al., 1990) variando do amarelo,
laranja, vermelho ao violeta (Alais et al., 1991). Dentre os flavondides encontramos
as flavanonas, flavonas, flavonols, antocianinas, catequinas e as isoflavonas

(Merken e Beecher, 2000).

As isoflavonas sdo isdmeros que se diferenciam das demais estruturas dos
flavondides por apresentarem o ciclo benzénico unido ao carbono 3 do heterociclo

em vez do carbono 2, como mostra a Figura 1 (Kerckhoffs et al., 2002).

Figura 1: Estrutura quimica de isoflavona (Kerckhoffs et al., 2002).

De acordo com Liu (1999) a soja possui trés tipos de isoflavonas, cada uma
em quatro formas quimicas diferentes, totalizando 12 isdmeros. As formas agliconas
sdo chamadas de daidzeina, genisteina e gliciteina. Quando glicosiladas, ou seja, na

forma de glicosideos, sdo chamadas de daidzina, genistina e glicitina, cujas



estruturas podem ser observadas na Figura 2. Existem também as isoflavonas 3-
glicosidicas conjugadas que podem ser classificadas em acetil glicosideo e malonil
glicosideo. Estas, por sua vez, podem ser sub-divididas em 6”-0-acetil daidzina, 6”-
o-acetil genistina, 6”-0-acetil glicitina, 6”-0-malonil daidzina, 6”-0-malonil

genistina e 6”-0-malonil glicitina.

Isoflavona R1 R2 R3 R4

Genistina  O-glicosil H OH OH = ©

Genisteina OH H OH OH | Ry
Daidzina  O-glicosil H H OH &,

Daidzeina OH H H OH R o

Glicitina O-glicosil OCH; H OH
Gliciteina OH OCH; H OH

Figura 2: Estruturas moleculares das isoflavonas glicosidicas e agliconas

As isoflavonas agliconas mais pesquisadas sdo daidzeina e genisteina, as
quais sao encontradas principalmente em soja (Coward et al., 1993) e, em menor
quantidade em frutas, nozes (Liggins et al., 2000b), vegetais e outras leguminosas
(Mazur et al., 1998; Liggins et al., 2000a). Wang e Murphy (1994b) determinaram
que a forma predominante é a malonil genistina, que representa 25 a 42% do total de
isoflavondides em cultivares de soja. Resultados semelhantes foram relatados por
Kudou et al. (1991) os quais verificaram que as formas malonil daidzina e malonil
genistina compreendem 66% do total de isoflavondides da soja. Sabe-se que a
quantidade de isoflavonas varia com as condicoes ambientais € com diferentes
cultivares de soja (Carrao-Panizzi, 1996; Hutabarat et al., 2001; Eldridge e Kwolek
1983; Hoeck et al., 2000). Existem extensos trabalhos de Murphy et al. que estao
citadas a seguir, em relacdo a quantificacdo de isoflavonas. Em 1994b, Wang e
Murphy relataram grande varia¢do de isoflavonas em soja colhidas em 1989 a 1991

de 1176 a 3309 pg/g. No mesmo ano (1994a), Wang e Murphy quantificaram



isoflavonas em produtos de soja cujos dados podem ser visualizado na Tabela 1.
Neste trabalho concluiram que produtos de soja fermentados apresentam diferenca
em relagdo aos niao fermentados, os produtos fermentados apresentam grande
numero de agliconas e os ndo fermentados de glicosilados. Em 1996, Wang e
Murphy analisaram cada etapa do processamento de tempeh, leite de soja, tofu e
proteina isolada de soja para verificar a conversdo e a perda de isoflavonas. Os
autores concluiram que o aumento das quantidades de dadzeina e genisteina durante
a producdo de tempeh e de proteina isolada provavelmente foi devido a hidrélise
enzimdtica e alcalina, respectivamente. Em 1997, Murphy et al. quantificaram
1soflavonas em alimentos infantis, € o total em média observado foi de 214 a 285
ung/g. Em 1999, Murphy et al. fizeram a quantificagdo em varios alimentos de soja
como shoyu, tempeh, leite de soja e tofu. Trabalhos semelhantes como a de Hui et al.
(2001) analisaram a quantidade de isoflavonas em tofu e afirmaram que o consumo
didrio de 30 g de tofu provém em média de 5,4 a 17,Img/dia de isoflavonas
agliconas. Em farinha de soja, descascada e desengordurada as médias foram de 617
ug/g para daidzina, 129 ug/g para gliciteina, 1198 pg/g para genistina, 328 pg/g
para daidzeina e 267 ug/g para genisteina (Eldridge, 1982). Fukutake et al., 1996,
quantificaram genistina e genisteina em soja e produtos de soja no Japdo e

encontraram grande variagcdo no teor de isoflavonas.
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Tabela 1: Quantidade de isoflavonas em alimentos orientais e ocidentais a base de soja

Produtos Malonil Acetil Glicosideo Agliconas Total
Din Gin Glin Din Gin Glin Din Gin Glin Dein Gein Glein
Soja torrada 45 63 72 397 743 102 460 551 68 39 69 52 2661
Beb. instantinea A 39 144 40 05 24 33 444 775 76 18 44 20 1662
Beb. instantinea B 98 259 44 12 26 33 525 745 75 30 50 21 1918
Tofu 159 108 Nd 08 01 29 25 84 08 46 52 12 531
Tempeh 255 164 Nd 11 Nd Nd 02 65 14 137 193 24 865
Misd Nd Nd 19 01 02 Nd Nd 9 21 271 183 54 647

Honzukuri Mis6 Nd Nd 22 01 11 Nd 72 123 18 34 93 15 389
Soja fermentada Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Tr Nd 143 223 23 389
Salchicha de soja 12 42 15 Tr 04 14 35 67 15 08 16 08 236

Bacon de soja Tr 05 12 Tr 03 Nd Tr 27 14 26 48 09 144
Tempeh burguer 25 Nd Nd Nd 01 Nd 36 158 18 34 96 18 386
Togurte tofu 61 79 Nd Nd Tr Nd 42 80 12 Tr 03 05 282

Parmesao de soja 26 Tr Nd Tr Tr 36 Tr Tr Nd Tr 06 20 88
Queijo CheddarA° Nd Tr Nd Tr Tr 19 Tr Nd 12 Tr 04 08 43
Queijo CheddarB 67 07 Nd Nd Tr 27 16 46 17 Tr 09 08 197
Queijo mussarela 17 06 Nd Nd 09 19 07 33 15 Tr 08 09 123
Macarrao chato 15 37 37 Nd Tr Nd Tr 06 Nd Tr 13 19 127

Fonte: Andreson & Wolf; 1995; Wang & Murphy, 1994b
Beb = bebida; Din = daidzina; Gin = genistina; Glin = glicitina; Dein = daidzeina; Gein = genisteina; Glein =
gliciteina; tr = tragos; nd = ndo detectado. Resultados expressos em pg/g.

Malonil | Acetil Genistina Genisteina , OH

icosided glicosideo 5
gl gl oH O ,

HOOCCH,COpD

@)
\O 8 01
HO
OH
Malonil | Acetil | Beta-glicosideo Aglicona

Figura 3: Estrutura quimica de genisteina e seus conjugados indicando vdrios estdgios da
degradagdo ou metabolismo (Setchell, 1998).
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A Figura 3 mostra a estrutura quimica de genisteina e seus conjugados
indicando vérios estidgios de degradacdo ou metabolismo. Segundo Setchell (1998)
as isoflavonas agliconas sdo bastante estiveis a alta temperatura. Estudos
examinando a estabilidade da farinha de soja e misé fervidos por 30 minutos
mostram que nao hd diferenca significativa na quantidade de agliconas ou
glicosilados (Setchell, 1998; Ha et al., 1992). No entanto, dependendo do modo de
preparo do alimento ocorrerd em maior ou menor grau a conversdao das formas
conjugadas malonil e acetil que sdo instaveis quando expostas ao calor e facilmente
alteradas durante a extracdo, processamento e coc¢ao (Coward et al., 1998; Kudou,
1991) ou pela adi¢do de outros ingredientes (Wang e Murphy, 1994b). Produtos
assados apresentam grande quantidade de P-glicosideos e produtos fritos contém
maior nimero das formas acetil glicosideos, no entanto o total de isoflavonas ndo é
reduzido nas condi¢des normais de cozimento (Coward et al., 1998). Pandjaintan et
al. (2000c) analisaram quantidade de genistina e genisteina preparando concentrado
protéico de soja por trés métodos: 4cido, dgua quente e alcodlico. As perdas nos
sobrenadantes dos processos foram de 20,3%, 24,2% e 91,2% do total de isoflavonas,
respectivamente, o que denota a alta solubilidade das isoflavonas em dlcool. A
extracdo de isoflavonas com metanol e sob aquecimento promove rdpida conversao
as formas P-glicosidicas, enquanto que a temperatura ambiente a velocidade de
conversao € menor e a solucdo é estavel a 4°C por 24 horas. Estocagem prolongada

desses extratos pode promover a conversdo (Coward et al., 1998).
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2.2. PROPRIEDADES BIOLOGICAS DAS ISOFLAVONAS
As 1soflavonas possuem varias propriedades bioldgicas benéficas a saude

humana. Como exemplo, pode-se citar as atividades (1) estrogénica e anti-
estrogénica que exercem efeito sobre a hipercolesterolemia, arteriosclerose e
osteoporose, (2) anti-carcinogénica, especialmente contra cancer da mama e prostata,
(3) antioxidante quando na forma 8-hidroxidaidzeina e 8-hidroxigenisteina, (4)
antifingico e (5) anti-hemolitico. Além disso, elas foram consideradas produto
GRAS (Generally Recognized As Safe), ou seja, reconhecido como seguro para o

consumo pela FDA-USA (1999).

2.2.1. Atividade Estrogénica

A genistina, daidzina e suas respectivas agliconas sdo consideradas SERMs
(Selective Estrogen Receptor Modulators), na sigla em inglés que significa
moduladores seletivos dos receptores estrogénicos, possuindo afinidade com os
receptores de estrogénio pois suas estruturas se assemelham ao hormonio feminino
17-B-estradiol (Figura 4). Murphy (1982) relatou que as isoflavonas de soja sdo 10"
a 10 menos ativas em base molar quando comparada com o hormo6nio feminino, e
comparou a bio-atividade de genisteina e daidzeina em relacio ao hormodnio
sintético dietilestilbestrol encontrando também baixa atividade estrogé€nica. Devido
a atividade estrogénica, a genisteina exerce efeito sobre a hipercolesterolemia que
tem como conseqiiéncia diminui¢ao no risco cardiovascular e efeito na osteoporose,
que serdao detalhados nos itens a seguir. Outros fatores positivos da atividade
estrogénica das isoflavonas sdo a diminui¢dao dos sintomas da menopausa e também
o prolongamento do ciclo menstrual, que € um beneficio porque quanto mais longo o

ciclo menstrual, menor o risco de cancer de mama (Setchell, 1998).
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HO
17-B-estradiol Genisteina
Figura 4: Similaridade nas estruturas quimicas do estrogeno fisiolégico 17-3-

estradiol e a isoflavona genisteina (Kim et al., 1998).

2.2.2. Efeito hipocolesterolémico e aterosclerose

Em 26 de outubro de 1999, a FDA (Food and Drug Administration) dos
Estados Unidos aprovou um “health claim” (alegacdo de saude / propriedade
funcional) para proteina de soja. “A ingestao didria de 25g de proteina de soja, como
parte de uma dieta com baixo teor de gordura saturada e colesterol pode reduzir o

risco de doengas cardiovasculares”.

Messina (2000) concluiu que a ingestdo de 25 g de proteina de soja pode
reduzir os niveis da lipoproteina de baixa densidade (colesterol LDL) em
aproximadamente 10%. O efeito hipocolesterolémico da proteina de soja poderia ser
explicado pela atividade estrogénica devido a presenca de isoflavonas. A interacdo
da genisteina com os receptores de estrogénico € diferente do 17-B-estradiol. A
genisteina tem 87% de afinidade pelo receptor estrogénico 3 (localizado nos ossos e
sistema vascular) e 4% pelo receptor o (localizado no tutero e mama). Essa afinidade
diminui a vasodilatagdo e alivia os sintomas da menopausa (Abdalla, 2002). Messina

(2000) relatou que a genisteina possui 5 a 20 vezes mais afinidade pelo receptor
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estrogénico B que o «, explicando o efeito estrogénico e anti-estrogénico das
isoflavonas. Essa afinidade sugere que isoflavona seja um modulador seletivo
natural do receptor estrogénico (SERMs). Em geral, as isoflavonas podem reduzir o
nivel de colesterol no sangue reduzindo o colesterol LDL e aumentando a
concentracdo de HDL (Kerckhoffs et al., 2002), e também abaixam teores de
gordura saturada podendo reduzir o risco de doengas cardiovasculares (Ho et al.,

2000).

Desde o comeco da década de 40, cientistas vém examinando o efeito da
proteina de soja na concentracdo de colesterol sanguineo e as isoflavonas t€m sido
citadas como as responsdveis por esse efeito hipocolesterolémico em animais e
humanos (Lichtenstein, 1998). Como exemplo de experimentos com animais,
Yamakoshi et al. (2000) realizaram estudos com coelhos machos de 12 semanas de
vida que foram divididos em 3 grupos: o primeiro alimentado com uma dieta rica em
1soflavonas agliconas, outro com saponinas e o ultimo com dieta isenta de colesterol.
O estudo concluiu que os coelhos alimentados com dieta rica em isoflavonas
apresentaram diminuicdo do colesterol e aumento da concentracdo de daidzeina no

sangue.

Kerckhoffs et al. (2002) fizeram uma revisdo bibliografica e relataram que de
modo geral, em homens e mulheres com concentracdo normal de colesterol e com
pouca hipercolesterolemia, as isoflavonas ndo promoveram decréscimo significativo
no colesterol (3 e 4 % respectivamente). Em contraste, homens e mulheres com
moderada hipercolesterolemia apresentaram redu¢do de 7% e os com alta
hipercolesterolemia, decréscimo de 20%. A modificacio de LDL acompanhou a

reducao de colesterol.

Os trabalhos citados a seguir tiveram como grupos de estudo mulheres na pré-
menopausa € com teores normais de colesterol. Takatsuka et al. (2000)

demonstraram uma diminui¢ao de 5,3% na concentragdo no total de colesterol e
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também a diminui¢do no teor de dcidos poli-insaturados, pelo consumo de 400
ml/dia de leite de soja comercial durante dois meses. Washburn et al. (1999)
observaram diminui¢do de 7% do colesterol LDL através do consumo de 20g de
proteina de soja em p6 contendo 34 mg por dia de isoflavonas, por um periodo de 6
meses. Cassidy et al. (1995) observaram a maior diminuicdo na concentracdo de
colesterol total que foi de 9% para um consumo de 60 g/dia de proteina de soja

texturizada, o equivalente a 45 mg de isoflavonas/dia durante um més.

Para mulheres em idade pdés-menopausa e Goodman-Gruen e Kritz-
Silverstein (2001) e Ho et al. (2000) verificaram o efeito da ingestdo de isoflavonas
sobre o teor do colesterol total, triglicerideos, colesterol HDL e LDL. Os resultados
mostraram que as isoflavonas protegem contra o risco de doengas cardiovasculares.
Em trabalho semelhante Potter et al. (1998) mostraram que a ingestao de 56 a 90 mg
de isoflavonas diminuiu os niveis do colesterol de LDL e VLDL e aumentou o nivel
de HDL em mulheres em idade pds-menopausa e com hipercolesterolemia. Outra
descoberta de estudos de Powell e Kroon (1994) foi o fato de que apds a ingestdao de

isoflavonas ocorre a regulacdo do receptor LDL hepético.

Crouse et al. (1999) sugeriram que a diminui¢do do colesterol pela proteina
de soja depende do teor de isoflavonas. Em seus estudos, homens e mulheres com
moderada hipercolesterolemia consumiram bebidas com 3, 27, 37 ou 62 mg por dia
de isoflavonas durante 9 semanas. As pessoas que ingeriram 3 e 27 mg ndo sofreram
efeitos no plasma. Ja as que ingeriram 37 mg apresentaram 8% de diminui¢do do
teor de LDL e as que ingeriram 62 mg tiveram redugdo de 6%. Teixeira et al. (2000)
fizeram um teste similar demonstrando que a ingestdo de 38 mg de isoflavonas
reduziu o teor de colesterol total em 2% e a soma de LDL e VLDL em 3% para
homens com teores moderados de colesterol. A ingestao de 57, 76 ou 95 mg de

isoflavonas, diminuiu o teor de LDL e VLDL juntos em 3, 2 e 5% respectivamente.
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Resultados contraditérios também sdo relatados. Por exemplo, Sanders et al.
(2002) concluiram que a dieta com 56 mg/dia de isoflavonas aumentou o colesterol
HDL, mas nao influenciou no colesterol LDL. O estudo de Anderson et al. (1995)
relatou diminui¢@o no valor de colesterol total, colesterol LDL e triacilglicerideo em

9%, 13% e 11% respectivamente, mas ndo houve alteracao no teor de HDL.

Lichtenstein (1998) e Kerckhoffs et al. (2002) sugeriram que as isoflavonas
reduzem a concentracdo de colesterol sanguineo devido a sua propriedade
estrogenica que aumenta a excrecdo de acidos biliares, a atividade pelo receptor
LDL e o hormo6nio estimulador de tiroxina e tirdide e supressdao da absor¢do do
colesterol, que tem como conseqiiéncia reducdo da susceptibilidade do LDL a
oxidagdo e aumento da complacéncia arterial (Tabela 2). Messina (2000) concluiu as
isoflavonas exibem propriedades antioxidantes porque possuem efeitos favordveis

no complexo arterial.

Tabela 2: Mecanismo do efeito benéfico da proteina de soja na diminui¢ao do

risco de doengas cardiovasculares (Lichtenstein,1998)

1) | Taxa do colesterol plasmatico
T Excrecdo de 4cidos biliares
T Atividade do receptor de LDL
T Horménio estimuladora da tiroxina e tiréide
1 Absorcio do colesterol
2) | Susceptibilidade do LDL a oxidacdo
3) T Complacéncia arterial (elasticidade arterial)
4) Atividade estrogénica da isoflavonas de soja
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2.2.3. Prevencao da osteoporose

A especulacao inicial de que a soja poderia trazer beneficio a condi¢do dssea
foram baseadas na propriedade estrogénica de isoflavonas, a baixa incidéncia de
osteoporose e o risco de fratura em mulheres orientais em estudos comparativos com
mulheres ocidentais pés-menopausa. Setchell (1998) relatou que as isoflavonas t€ém
o potencial de minimizar a perda de massa dssea durante o periodo da menopausa,
pois o principal remédio usado para combater a osteoporose, ipriflavona, é um

sintético de isoflavona.

Setchell (1998) cita trabalhos de Komm et al. (1988) e Eriksen et al. (1988)
que descobriram a presenca de receptores estrogénicos em células osteoblastos e a
importancia do estrégeno na diminui¢do da atividade de osteoclastos, limitando a
reabsorcao 6ssea. Em mamiferos roedores, o isolado de isoflavonas retarda a perda
de ossos sempre como efetividade estrogénica (Messina, 2000). Estudos com
animais e humanos indicam que as isoflavonas podem estimular a formagao de ossos
e inibir a reabsorcao destes. Uesugi et al. (2002) determinaram o efeito da isoflavona
de soja com atividade estrogénica no metabolismo do osso e o nivel de lipideos,
utilizando um grupo de 23 mulheres sauddveis. As pessoas foram divididas dois sub-
grupos: um que recebeu isoflavonas e outro, placebo. O sub-grupo que recebeu
isoflavonas ingeriu diariamente uma cédpsula com extrato de isoflavonas contendo
61,8 mg de isoflavonas, por um periodo de 4 semanas. A excre¢do de isoflavonas e
seus metabdlitos na urina foi medida em 0, 2 e 4 semanas. Os niveis de colesterol,
triglicerideos e fragdes de colesterol foram medidos em 0 e 4 semanas. Os autores
concluiram que a suplementagdo de dieta com 61,8 mg de isoflavonas didrias por 4
semanas mostrou um beneficio potencial no metabolismo 6sseo € no nivel de
lipideos em mulheres. Estes efeitos poderiam reduzir o risco de osteoporose e de

doengas cardiovasculares em mulheres. Ohta et al. (2002) fizeram um experimento
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com 32 ratos utilizando frutooligossacarideos (FOS) e isoflavonas. Os ratos foram
divididos em quatro grupos: o primeiro ingeriu a dieta controle, o segundo teve a
dieta controle suplementada de 5% de FOS, o terceiro teve suplemento de 0,5% de
isoflavonas e o udltimo uma dieta com suplemento de 5% de FOS e 0,5% de
isoflavonas durante 6 semanas. Seus resultados sugeriram que 0s
frutooligossacarideos estimulam o crescimento de bifidobactérias, que por sua vez
hidrolisam as isoflavonas glicosiladas, e conseqiientemente aumentam a
biodisponibilidade de isoflavonas agliconas mostrando um beneficio na prevencgao

de osteoporose em ratos.

2.2.4. Efeito anti-carcinogénico

A dieta asidtica € rica em alimentos fermentados de soja, portanto hd maior consumo
de isoflavonas agliconas em comparacao a dieta americana. A populacdo americana
consome 20 a 50 vezes menos produtos a base de soja per capita que a populacdo
asidtica (Kim et al.,, 1998). Este fato pode ser a causa da baixa incidéncia e
mortalidade de cincer de mama ou prdstata nos japoneses em relacdo aos
americanos (Coward et al., 1993). Persky e Horn (1995) também admitiram através
de observacdes epidemioldgicas, que o consumo de soja € efetivo na protecdo contra
a incidéncia de cancer. Entretanto, 0os mesmos autores sugeriram que, para
caracterizacao do efeito da soja no processo cancerigeno, bem como a adequacao de
dietas preventivas ao cincer, mais estudos deveriam ser conduzidos, considerando-
se outros fatores como o baixo teor de gorduras da dieta oriental ou a alta ingestao

de fibras.
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Os efeitos das isoflavonas sobre varios tipos de cancer podem ser visualizados
na Tabela 3 (Herman et al., 1995). Miyazawa et al. (1999) concluiram que daidzeina
e genisteina agem como compostos antimutagénicos quando em contato com
reagentes quimicos mutagénicos. Em outro trabalho, Onozawa et al. (1998)
demonstraram que a isoflavona aglicona genisteina possui maior poder de inibi¢do
contra o crescimento de células cancerigenas do que as outras isoflavonas
glicosiladas. Tendo como base o estudo anterior, Ohta et al. (2000) testaram leite
fermentado de soja em ratos induzidos com cincer mamaério e atribuiram as
isoflavonas agliconas a diminuicdo no tamanho do tumor. A genisteina € um
inibidor especifico da tirosina quinase (associada ao cancer de mama), DNA
topoisomerase I e II e histidina quinase que sdo enzimas associadas com a
proliferacdo celular e formagdao de tumores (Herman et al., 1995; Setchell, 1998;
Kim, 1998). Deve-se ressaltar, todavia, que uma alta dosagem de genisteina, em

torno de 20 umol/L, € requerida para inibir tirosina quinase (Williams et al., 1998).

Coghlan (citado por Harborne e Williams, 2000) sugere que a genisteina é
capaz de inibir o crescimento de cancer e angiogénese porque bloqueia a agcdo do
fator de transcri¢do celular conhecido com CCAAT. Outros estudos confirmam a
atividade anticancerigena da genisteina em cancer de prdstata (Peterson e Barnes,

1993) e cancer de colon (Steele et al., 1995).
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Tabela 3: Possiveis efeitos anticarcinogénico de isoflavonas contidas em produtos de soja

Tipo de Cancer

Composto ou Alimento

Grupo Etnico ou Tecido
Estudado

Efeito ou Resultado

Referéncia

Mama
Mama

Mama

Prostata
Mama
Leucemia

Mama

Leucemia
Leucemia
Mama

Leucemia

Genisteina
Dieta de suplementagdo

Dieta de suplementagdo

Produtos de soja
Daidzeina
Genisteina

Produtos de soja

Genisteina
Genisteina
Genisteina, Biocanina A
Genisteina

Células MCF-7
Mulheres americanas e
japonesas

Mulheres

Ancestrais de japoneses
Linfécitos humanos
Células humanas HL-60
e K562

Mulheres da Singapura

Células ML-1, HL-60
Células MO7E

Células MCF-7 e outras
Células humanas
MOLT-4 e HL-60

Competi¢do com estradiol
Baixa excrecdo de urina em
mulheres de alto risco
Baixa excre¢do de urina em
cancer de mama

Menos risco

Inibicao da proliferagdo
Diferenciacio

Alta ingestao associada com
menor risco

Diferenciacao

Inibicao da proliferagdo
Inibicao da proliferagdo
Inibicao do ciclo celular,
progressdo e crescimento

Martin et al. (1978)
Adlercreutz et al. (1986)

Adlercreutz et al. (1988b)

Severson et al. (1989)
Hirano et al. (1989a)
Constantinous et al. (1990)

Lee et al. (1991)

Makishima et al. (1991)
Kiriu et al. (1991)
Peterson e Barnes (1991)
Traganos et al. (1992)

Tumores pedidtricos Genisteina Neuroblastoma, células  Inibi¢do da proliferagdo Schweigerer et al. (1992)

s6lidos sarcoma

Células endoteliais  Genisteina Células endoteliais Inibi¢do da angiogénese Fotsis et al. (1993)

Leucemia Daidzeina Células HL-60 Dferenciacdo Jing et al. (1993)

Gaéstrico Genisteina Células HGC-27 Inibicao do crescimento Matsukawa et al. (1993)

Figado Genisteina Células HepG2 Inibi¢do da proliferacao Mousavi e Adlercreutz
(1993)

Colon Soja Japoneses (as) Redugdo do risco Watanabe e Koessel (1993)

Fonte: (Herman et al.,1995).
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O estrogénio, hormodnio sintetizado nos ovérios e testiculos, € um potente
estimulador do crescimento de células dos tecidos da mama, ovério, Utero e prostata.
Quanto mais as células se dividem maior o risco de proliferacdo descontrolada de
células tumorais (Vines, 1994). As isoflavonas sdo hormonios vegetais, conhecidos
como fitoestrogénios, que se comportam como estrogénicos fracos e competem com
os hormonios esterdides por enzimas (Adlercreutz et al., 1993) e receptores
(Adlercreutz et al., 1992). Pesquisas “in vitro” t€ém sido realizadas para descobrir a
acdo inibitoria de isoflavonas sobre as células cancerigenas, mas aparentemente o
mecanismo de acdo pode ndo ser apenas hormonal (Barnes, 1995; Kim, 1998).
Peterson e Barnes (1991) sugeriram que a genisteina € um agente anticancerigeno
potente, semelhante a droga anti-estrogénica tamoxifeno, utilizada na terapia de

cancer de mama.

2.2.5. Efeito antioxidante

As isoflavonas podem atuar como antioxidantes, devido a estrutura polifendlica
protegendo os alimentos da deterioracao oxidativa dos lipideos (Hammerschmidt e
Pratt, 1978). Em 1976, Naim et al. analisaram a atividade antioxidante de
isoflavonas medindo a inibi¢do da enzima lipoxigenase em eritrocitos de ovelhas. As
isoflavonas agliconas genisteina, daidzeina e gliciteina apresentam atividade
antioxidante superior a das suas respectivas formas glicosidicas devido a posicao das
hidroxilas e do grau de hidroxilagdo. Dessa forma o efeito antioxidante € da seguinte
ordem decrescente: genisteina > genistina > daidzeina > daidzina > gliciteina >
glicitina (Aurora et al., 1998; Pratt et al., 1979). Esaki et al. (1998) isolaram potentes
antioxidantes utilizando Aspergillus saitoi em fermentacdo a base de soja, e os
identificaram como 8-hidroxidaidzeina e 8-hidroxigenisteina. Em 1999b, Esaki et al.

isolaram outro potente antioxidante e o identificaram como 6-hidroxidaidzeina de
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Aspergilllus oryzae. Estes antioxidantes potentes sao formados através da daidzina
e genistina contidas na soja pela a¢do da enzima [-glicosidase do microrganismo.
Sao liberadas daidzeina e genisteina, que sofrem hidroxilagdo durante a incubacdo.
Comparando os produtos ndo fermentados de soja com os fermentados, os autores
concluiram que esses ultimos, por terem sido inoculados com microrganismos

tiveram suas propriedades antioxidantes aumentadas (Esaki et al., 1999a).

2.2.6. Outros efeitos

As isoflavonas tém sido também descritas pela sua acdo anti-flingica. Naim et
al. (1974) observaram que as isoflavonas glicosiladas ndo s3o capazes de inibir o
crescimento de fungos patogé€nicos, enquanto que as agliconas podem inibir o
crescimento de fungos como Trichoderma lignorum, Pythium spp., Fusarium
oxysporum, Rhizopus spp., Sclerotium rolfsii e Rhizoctonia solani, respectivamente,

em ordem decrescente de inibi¢do, que foi em torno de 50% em relagdo ao controle.

Em 1976, Naim et al. fizeram teste anti-hemolitico “in vitro” e reportaram que

as isoflavonas tém atividade anti-hemolitica em eritrocitos de ovelhas.
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2.3. BIODISPONIBILIDADE DAS ISOFLAVONAS

Pesquisas de absor¢do de isoflavonas utilizando ratos foram realizadas, como
o trabalho de Uehara et al. (2001) que utilizaram uma dieta de frutooligossacarideos
com isoflavonas e verificaram um aumento no teor de genisteina no sangue e um
aumento do teor de frutooligossacarideo e isoflavonas na urina. King et al. (1996),
também concluiram que a genisteina demonstrou ser mais biodisponivel na sua
forma aglicona. Hutchins et al. (1995) mostraram que daidzeina e genisteina sdo
mais biodisponiveis em “tempeh” com 30-60% de isoflavona aglicona do que em
grdo de soja, com 10-15% de aglicona. Outro experimento com ratos realizados por
Andlauer et al. (2000) mostrou que as isoflavonas de tofu sdo absorvidas e
metabolisadas no intestino delgado. King et al. (1998) concluiram que a

biodisponibilidade das isoflavonas de soja em humanos e ratos sdo semelhantes.

I Equol ‘
O OH
OH

O-desmetilangolensina

Figura 5: Metabolismo da daidzeina nos humanos (Heinonen et al., 1999).
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Intimeras pesquisas estdo sendo realizadas com humanos para verificar a
biodisponibilidade das isoflavonas. Arditi et al. (2000) afirmaram que a
biodisponibilidade de isoflavonas em humanos depende da capacidade de agdo da
flora intestinal em degradar a isoflavona glicosilada, e € influenciada pela dose
ingerida na dieta. A alta ingestdo de carboidratos pode causar o aumento da
fermentacdo intestinal, e conseqiientemente excessiva biotransformacdo das
isoflavonas. A absor¢do, excre¢do e concentracdo de isoflavonas no plasma

dependem da dose ingerida e da flora microbiana intestinal (Xu et al., 1995).

Atkinson et al. (2002) verificaram a relagdo entre ingestdo e excrecdo de
isoflavonas na populacdo ocidental, medindo teores de genisteina, daidzeina, o-
desmetilangolensina e equol, sendo estes dois ultimos metabolitos das isoflavonas.
Mulheres que consumiam soja pelo menos uma vez por semana apresentaram maior
excre¢dao de isoflavonas do que as que ndo consumiam. Adlercreutz et al. (1991)
chegaram a mesma conclusio correlacionando a alta ingestdo de produtos a base de
soja com o alto teor de isoflavonas excretado na urina do grupo estudado. Heinonen
et al. (1999) elucidaram o metabolismo de daidzina nos humanos (Figura 5) por

cromatografia gasosa e espectrometria de massa.

Zhang et al. (1999) compararam o metabolismo de gliciteina com outras
isoflavonas para entender o efeito destes compostos. Foram testadas isoflavonas de
leite de soja com dosagem de 4,5 pmol/kg corporeo (rico em genisteina e daidzeina)
e germe de soja (rico de daidzeina e gliciteina). A biodisponibilidade da daidzeina e
genisteina foi similar tanto em homens como nas mulheres. A alta dosagem de
gliciteina depois de 24 horas teve uma modesta diferenga na concentracdo da mesma

no plasma sanguineo.

Izumi et al. (2000) investigaram a diferenca na absor¢do das formas
glicosiladas e agliconas em humanos e verificaram que o grupo que ingeriu

isoflavona agliconas resultou na absor¢ao mais rapida e em maior quantidade do que
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o grupo que ingeriu as glicosiladas, e, além disso, a concentragdo no plasma de
genisteina foi significativamente mais alta que daidzeina. Os autores concluiram que
produtos ricos em isoflavonas agliconas podem ser mais efetivos que produtos ricos

em glicosilados na prevenc¢ao de doengas cronicas como doengas corondrias.

Estudos mostram a importancia em se assegurar a qualidade e a padronizacao
dos produtos, como o realizado por Setchell et al. (2001) que compararam a cinética
no plasma de padrdes de daidzeina, genisteina e seus B-glicosideos. Este estudo foi
realizado dividindo em 4 grupos, cada um consumindo daidzeina, genisteina,
daidzina e genistina respectivamente. A concentra¢do no plasma de genisteina foi
maior que daidzeina. O tempo médio do pico no plasma de genisteina e daidzeina
foi de 5,2 e 6,6 horas e para genisteina e daidzeina nos grupos que ingeriram 0s
glicosilados foram, 9,3 e 9 horas, respectivamente. Peterson e Dwyer (2000) citam

que o pico da presenca de isoflavondides no plasma foi de 6,5 horas apds a ingestao.

Em relagdo a trabalhos sobre a absor¢do intestinal, estes tém mostrado que as
1soflavonas glicosiladas (daidzina e genistina) ndo sdo absorvidas pelo intestino e
sua biodisponibilidade requer inicialmente a quebra da ligagdo com o agucar pela
enzima PB-glicosidase intestinal (Setchell et al., 2002). Xu et al. (1995) concluiram
que as isoflavonas glicosiladas ndo sdo absorvidas diretamente, devido
principalmente ao acucar unido através da ligacdo beta. Somente isoflavonas sem a

molécula de agtcar (agliconas), sdo capazes de passar através da parede do intestino.
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24. B-GLICOSIDASE

E importante que sejam desenvolvidas investigacdes da producio da enzima B-
glicosidase, pois trabalhos indicam que a mesma retira a molécula de glicose das
1soflavonas glicosiladas aumentando assim o teor de isoflavonas agliconas (Setchell
et al.,, 2002; Xu et al, 1995) e conseqiientemente aumentando a sua

biodisponibilidade.

E sabido que a B-glicosidase € uma enzima do complexo celulolitico
responsavel pela quebra da ligacdo glicosidica B-1,4 de celooligossacarideos,
resultando na liberagdo de glicose, no processo de degradagdo da celulose. Essa
enzima pode ser produzida por microrganismos ou ser extraida de frutas e

leguminosas (Grébnitz e Staudenbauer 1988).

2.4.1. B-GLICOSIDASE VEGETAL

Virios autores tém indicado que a enzima [-glicosidase de soja pode
converter isoflavonas glicosiladas em isoflavonas agliconas (Matsuura et al., 1989;
Ha et al., 1992). Murphy (1982) pesquisou a concentracdo de isoflavona em broto de
soja e em “tofu”, e constatou que a concentracdo de genisteina aumentou
significativamente durante a maceracdo da soja em 4gua. Aradjo et al. (1997)
concluiram que a [-glicosidase é responsdvel pela liberagdo de daidzeina e
genisteina em graos de soja imersos em agua. Ikeda et al. (1995) verificaram a
variacdo da quantidade de isoflavona e a atividade [-glicosidase durante a

fermentacdo de soja desengordurada. Pandjaitan et al. (2000a) avaliaram a
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efetividade da [-glicosidase na conversdo de genistina a genisteina durante a
preparacdo do concentrado protéico de soja com alta concentracdo de genisteina,
encontrando como parametros 6timos da reagaopH 5,0 a 50°C utilizando 2 unidades

de enzima/g de farinha de soja por 1 hora de reacdo.

Matsuura et al. (1989) relataram que a presenca da P-glicosidase estd
relacionada com a producdo de daidzeina e genisteina, que sdo responsdveis pelo
gosto residual do leite de soja; também se detectou o aumento destas substancias
durante a maceracdo do grao de soja que teve como conseqii€éncia o aumento da
intensidade do sabor desagraddvel no extrato soluvel de soja. Por isso o ideal seria o
uso das agliconas em forma de cdpsulas. Sabe-se que a variedade da espécie de soja
e o ano de cultivo afetam a concentragdo de isoflavonas presentes (Aradjo et al.,
1997), mas a atividade enzimdtica nao estd relacionada com a concentracdo de

isoflavonas glicolisadas em soja crua (Carrao-Panizzi et al., 2000).

A producdo maxima de agliconas de soja ocorreu a 50°C em pH 6,0 para
Matsuura et al., 1989 e Ha et al., 1992. Matsuura e Obata (1993) isolaram trés [3-
glicosidases do cotilédone da soja separadas com CM — Sephadex C-50, Sephadex
G-150 encontrando como 6timo o pH 5,0 a 45°C. Com a enzima parcialmente
purificada fizeram teste preliminar utilizando leite de soja e verificaram que a
genistina era mais facilmente hidrolisada que a daidzina. No trabalho subseqiiente
em 1995, Matsuura et al. purificaram e estimaram o peso molecular da enzima em
81000 e 36000 por gel de filtracdo e eletroforese SDS-PAGE, respectivamente. O
ponto isoelétrico foi estimado em 6,68 e a atividade enzimética méxima ocorreu em
pH 4,5 a 45°C. Neste trabalho os autores verificaram a porcentagem de hidrélise de
véarios substratos (Tabela 4) que foi de 100% para pNPG (para-nitrofenil(-
glicosideo), 38% para daidzina e 12% para genistina. Outra enzima foi parcialmente
purificada de soja por Hsieh e Graham (2001) apresentando pH 6timo de 6,0 a 30°C.

Esses autores fizeram um interessante trabalho verificando o km da enzima para
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diversos substratos incluindo pNPG, genistina, daidzina, malonil genistina e malonil
daidzina que podem ser visualizados na mesma tabela. Pislewska et al. (2002)
purificaram B-glicosidase de tremogo (Lupinus albus L.) e calcularam também o km
da enzima (Tabela 4). Banerjee (1992) relatou que temperaturas acima a 60°C

inativaram a enzima B-glicosidase.

Tabela 4: Porcentagem relativa de hidrélise e valores de km para diversos substratos

de B-glicosidase

Substratos Porcentagem relativa Km Km
de hidrélise (%)* (mM)** | (mM)***

pNPG (para-nitrofenil-glicosideo) 100 1,3 0,14

Genistina 12 0,33 0,44

Malonilgenistina 0,054

Daidzina 38 0,091

Malonildaidzina 0,12

* Atividade relativa foi medida para enzima purificada de soja contendo 1mM de substrato (Matsuura et al.,
1995).

** Reacdo com enzima parcialmente purificada de soja com reacdo a pH 5,0 a 40°C por 30 minutos (Hsieh e
Graham, 2001).

*** Reacdo com enzima parcialmente purificada de tremocgo com reagdo a pH 5,0 a 50°C (Hsieh e Graham,
2001).

Os trabalhos que relacionam [B-glicosidase com isoflavonas utilizaram soja
como descrito anteriormente. O Brasil possui uma grande variedade de vegetais que
podem constituir fontes desta enzima. Assim, este trabalho teve como objetivo
extrair e selecionar B-glicosidase de fontes vegetais que possuam maior atividade
enzimdtica que a enzima de soja. As publicacdes mostram a purificagdo e
caracterizagdo de [-glicosidase utilizando vegetais ou frutas. Pelos trabalhos,
observa-se que a [B-glicosidase é uma enzima catidnica com cargas negativas, de
peso molecular em torno de 60 kDa. O método de purificacio empregado pelos

autores é cromatografia de troca idnica em coluna aberta utilizando resinas. O pH
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6timo da enzima fica em torno de 5,5 e a temperatura 6tima de 50°C. Itoh-Nashida
et al. (1987) purificaram e caracterizaram [-glicosidase (linamarase) a partir do
feijao fava, Phaseolus lunatus. A enzima foi extraida com tampao fosfato de sodio
0,05M pH 6,0, precipitada com sulfato de amdnio, tratada com acetona, e depois
purificada em colunas com resina CM-Sephadex, DEAE-Sephadex e Sephadex G-
200. A purificacdo foi confirmada por eletroforese de gel poliacrilamida e SDS-gel
poliacrilamida encontrando o peso molecular de 59000 + 2400. Apds a purificacdo
foi encontrado pH 6timo de 5,9 utilizando pNPG (para nitrofenil § glicosideo) como

substrato. A enzima mostrou-se bastante estavel ao pH nos valores de 4,0 a 8,1.

Esen (1992) utilizando milho germinado por 5 a 6 dias purificou B-
glicosidase em coluna de Acell-CM, confirmou por eletroforese SDS-PAGE e
estimou o peso molecular em torno de 60 kDa. A enzima purificada apresentou o pH
otimo semelhante a enzima de feijao fava no valor de 5,8 e temperatura 6tima de
50°C. Este autor calculou também o ponto isoelétrico de 5,2. Os valores 6timos para
a enzima extraida de cenoura (Konno et al., 1996), que foi purificada utilizando CM-
Sepharose CL-6B, Con A-Sepharose e SDS-PAGE, apresentaram valores diferentes
dos trabalhos anteriores: o valor obtido foi pl 8,2, pH 6timo de 4,6 a 5,2 e 0 peso
molecular menor, entre 48000 a 52000. No entanto a temperatura 6tima foi de 50°C,
semelhante a trabalhos anteriores. Sue et al. (2000) fizeram a purificagdo e
caracterizagdo de P-glicosidase utilizando o mesmo método de Esen (1992),
extraindo a enzima do trigo germinado por dois dias. O peso molecular foi estimado

em 60 a 58 kDa e a atividade enzimética maxima encontrada foi a pH 5,5.

Alguns autores extrairam a enzima de frutas, que apresentam pesos
moleculares bem distintos. Hartmann-Schreier e Schreier (1986) fizeram a
purificacdo (utilizando Phenyl-Sepharose CL-4B e Sephacryl S-200) e
caracterizagdo parcial de B-glicosidase isolada da polpa do mamao, encontrando pl

de 5,2; pH 6timo de 5,0 e a temperatura 6tima de 50°C. Esses autores encontraram
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valores diferentes do peso molecular para essa enzima, que por gel de filtragdo foi
de 54000 e por SDS-PAGE de 27000 com duas subunidades. Lecas et al. (1991)
fizeram extragdo de B-glicosidase a partir da uva madura. A purificacdo foi feita
usando cromatografia com Ultrogel AcA 44 e DEAE-Sepharose CL-6B,
encontrando dois picos distintos de B-glicosidase, uma com peso molecular de
98000 e outra 50000. Os dois picos ndo apresentaram distingdo nas caracteristicas
bioquimicas. Em ambas foi encontrado um valor 6timo em pH 5,0 e a 45°C. A
enzima mostrou-se estivel na faixa de pH entre 6,0 a 8,0. Gerardi et al. (2001)
mediram a atividade enzimdtica extraida de cereja em varios estdgios de maturagdo,
purificando por precipitagdo com sulfato de amo6nio, cromatografia de troca iOnica

seguida da exclusdo molecular. O peso molecular obtido foi em torno de 68 kDa.

2.4.2. B-GLICOSIDASE MICROBIANA

Existem muitos produtos fermentados a base de soja, principalmente no
continente asidtico, como o misd, natto, tempeh e shoyu. No Brasil, a soja vem
sendo consumida como substituinte protéico em embutidos, achocolatados, bebidas
lacticas, bolos, biscoitos e outros produtos. As isoflavonas agliconas e 3-glicosidicas
sd0 muito estdveis a alta temperatura, podendo ser adicionadas durante o

processamento de alimentos (Setchell et al., 1998).

Em produtos a base de soja, foi reportado que os alimentos nao fermentados
(extrato hidrosoluvel, tofu, farinha e concentrados) apresentam maior quantidade de
conjugados glicosidicos, enquanto que os alimentos fermentados tradicionais

“miso”, “tempeh”) apresentaram concentragcdes mais altas de agliconas (Coward et

al., 1993; Kiyosawa et al., 1995; Fukutake et al., 1996; Chiou e Cheng, 2001). No
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entanto, produtos fermentados como “natto”, leite de soja e “shoyu” apresentaram
alto teor de glicosilados. Isto pode ser explicado por Kiyosawa et al. (1995) que
concluiram que determinados microrganismos como Bacillus natto e bactérias
dcidas lacticas ndo produzem a enzima [3-glicosidase responsdvel por essa
biotransformacdo. J4 no “shoyu” € possivel que tenha ocorrido a remog¢do da
isoflavona aglicona durante o seu processamento. Ha controvérsia com Matsuda et
al. (1992) que mostra varias espécies de Lactobacillus hidrolisando soja durante o
processamento de natto. Em 1994, Matsuda et al. encontraram uma linhagem de
Lactotobacillus casei (bactéria lactica) com significativa atividade hidrolitica das
isoflavonas glicolisadas pela B-glicosidase. Murphy (1982) encontrou em amostras
de tofu valores altos de agliconas, entretanto, a causa poderia ter sido contaminacdo

por microrganismos depois da abertura do produto.

As isoflavonas agliconas mostraram maior atividade biolégica que as
glicosiladas (Esaki et al., 1999ab; Matsuura et al., 1995; Pandjaitan et al., 2000b).
Varios outros trabalhos publicados relacionam a existéncia da enzima -glicosidase
em produtos fermentados de soja. Gyorgy (1964); Ebata et al. (1972) fizeram
trabalhos similares, provando que a hidrdlise das isoflavonas glicosiladas em
agliconas no processamento de “tempeh” ocorre por agdo de B-glicosidases isoladas
de Rhizopus oryzae e Rhizopus oligosporus, respectivamente. Esaki et al. (1999a)
fermentaram a soja com Aspergillus saitoi e concluiram que a daidzina e a genistina
sdo convertidas em daidzeina e genisteina respectivamente, devido a presenca da
enzima [-glicosidase. Park et al. (2001) chegaram a mesma conclusdo utilizando a
enzima produzida por Aspergillus oryzae isolada de “miso”. Hur et al. (2000)
identificaram a bacteria intestinal Escherichia coli como a responsavel pela

conversao de daidzina e genistina em daidzeina e genisteina nos humanos.

Segundo Spagna et al. (2002) a principal caracteristica de B-glicosidase de

Aspergillus spp € o peso molecular em torno de 120 kDa e ponto isoelétrico de 4,2.
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Especificamente para Aspergillus niger, o peso molecular € em torno de 61 kDa e pl
3,5. Peshin e Mathur (1999) purificaram enzima [-glicosidase de Aspergillus niger e
estimaram em 64 kDa por eletroforese em gel SDS, apresentando como 6timo em
pH 5,5 a 50°C. Traon-Masson e Pellerin (1998) purificaram a enzima de Aspergillus
niger para converter produtos glicosilados durante o processamento de frutas.
Utilizando enzima comercial de A. niger, purificaram por precipitagdo com sulfato
de amonio, e depois com vdrias colunas de cromatografia, encontrando duas
enzimas P-glicosidases de 118 kDa e 109 kDa. A primeira enzima apresentou
atividade 3 vezes maior que a segunda enzima. Foi feita a caracteriza¢do bioquimica
das enzimas purificadas, encontrando 60°C e 70°C em pH 4,0 e 3,0 como parametros
otimos, respectivamente. Em relagdo a termoestabilidade a segunda mostrou-se mais
resistente, mas com atividade enzimatica menor. Ambas apresentaram estabilidade

ao pH semelhante, sendo resistentes na faixa de pH entre 2,0 e 9,0.

As enzimas purificadas de microrganismos possuem caracteristicas
bioquimicas e pesos moleculares bem variadas. Goyal et al. (2001) purificaram [3-
glicosidase de Thermotoga maritima hiper termofilica capaz de crescer acima de
90°C. A enzima tem 81 kDa com temperatura 6tima a 85°C e pH 5,0. Pitson et al.
(1997) purificaram B-glicosidase extracelular do fungo filamentoso Acremonium
persicinum por meio submerso e precipitacio com sulfato de amonio, seguido de
cromatografia por troca idnica utilizando Fast Protein Liquid Chromatography
(FPLC) com coluna Mono Q e gel de filtragdo. O purificado foi analisado por
eletroforese SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel eletropheretic)
encontrando uma enzima com peso molecular estimada em 128 kDa. A enzima é

uma proteina monomérica com ponto isoelétrico de 4,3 e pH 6timo 5,5.

Alguns autores purificaram mais de uma enzima [-glicosidase de um tnico
microrganismo. Como Lymar et al. (1995) que purificaram trés [B-glicosidases

extracelulares de Phanerochaete chrysosporium com peso moleculares de 96000,
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98000 e 114000, utilizando cromatografia com resina DEAE-Sephadex e Sephacryl
S-200 seguido de FPLC com coluna Mono Q. Takashima et al. (1996) encontraram

seis B-glicosidases do fungo termofilico Humicola grisea com peso moleculares de
46000 até 115000 por eletroforese SDS-PAGE. O pH 6timo foi de 5,0 a 7,0 e a

temperatura 6tima de 50°C a 70°C.
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2.5. FEIJAO FAVA (Phaseolus lunatus)

Figura 6: Foto do feijao fava (Phaseoulus lunatus)

Feijao fava (Phaseolus lunatus) cuja foto pode ser visualizada na Figura 6,
também € conhecido como feijao de lima, fava de lima ou simplesmente fava. E
encontrada mais de cem nomes do cultivar de feijao fava. Em inglés por ser
encontrado com “lima bean”, “sieva bean”, “butter bean”, “Madagascar bean”,

“sugar bean”, etc (Vieira, 1978).

Segundo Mackie (1943) € origindrio da Guatemala, onde sdo encontradas
formas silvestres que sdo perenes, trepadeiras, possuindo sementes pequenas (5 - 14
g cada 100 graos). O feijao fava teria sido introduzido no Brasil através das Antilhas.
Erickson et al. (1967) em expedicdo de coletas de favas, encontraram no Nordeste,
onde a cultura € comum, principalmente sementes pequenas e redondas. No vale
amazOnico, entretanto, encontraram sementes muito grandes com até 32 mm de

comprimento.
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Seu valor nutritivo é semelhante ao do feijio comum. Apresenta certo
conteddo de um glicosideo cianogénico, que produz acido cianidrico (HCN) por
hidrélise, o qual ndo € prejudicial ao homem, quando em pequena quantidade.
Algumas pessoas s@o sensiveis a pequena quantidade do glicosideo cianogénico e
ndo podem ingeri-lo. A coc¢do remove a maior parte de toxicidade do composto.
Esse glicosideo, comum a todas as variedades, confere ao feijado fava sabor
caracteristico, ausente em outras espécies de feijdo. Andlise de variedades da
California, EUA, acusaram baixos teores desse veneno, variando de 25 a 55 ppm de

HCN, bem aquém das doses perigosas ao homem (Vieira, 1989).

O feijao fava € ingerido normalmente descascado, fervido em forma de sopa,
ensopado e como salada fria. No Japao, o feijdo € fermentado para produzir “tempeh

2

kara”.

2.6. O FUNGO Aspergillus niger

Figura 7: Foto do fungo Aspergillus niger
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Aspergillus niger € um membro do género Aspergillus que € definida como
fungo saprofitico assexual, embora possuam todas as formas de reproducdo sexuada
(Raper e Fennell, 1965). O fungo Aspergillus niger da Figura 7 € encontrado pelo
mundo inteiro devido a sua capacidade de crescer em vérios substratos, como por
exemplo, produtos de padaria e confeitaria, frutas, vegetais, grdaos estocados,
algodao cru, folhas mortas, adubos e vegetacdo em deterioragdo. Produzem esporos

e estes sdo freqlientemente encontrados em materiais organicos e no solo.

O fungo Aspergillus niger tem sido utilizado principalmente para producao
de enzimas e dcido organicos por fermentacdo. Na industria de alimentos as enzimas
sdo utilizadas durante o processamento dos alimentos. Algumas das enzimas
produzidas sdo alfa-amilase, amiloglicosidase, celulase, lactase, invertase, pectinase
e proteases dcidas (Bennett, 1985; Ward, 1989). A producdo diaria de enzimas pode
ser de mais de 100.000 litros (Finkelsten et al., 1989). O fungo também € utilizado
para produzir acidos organicos, como o acido citrico e o 4cido gluconico. A
producdo anual de acido citrico por fermentacdo é de aproximadamente 350.000
toneladas, usando o fungo A. niger ou a levedura Cdndida sp. O &cido citrico
produzido comercialmente por A. niger pode ser obtido por fermentacdo em meio

semi-sélido ou em meio submerso (Ward, 1989).

O crescimento de Aspergillus no tecido humano responsavel pela respiracao,
como os bronquios e cavidades pulmonares, pode causar a aspergillose (Bennet,
1979). Outra doenga € a otomicose quando o A. niger inflama as cavidades do
ouvido (Austwick, 1965). O fungo ao ser inalado por pessoas hiper sensiveis pode
causar alergias como asma e espirros (Edwars e Alzubaidy, 1977). No entanto, estas

doencas sdo raras.

A resolucado do dia 1 de setembro de 1994, registro federal (59FR 45526) do
EPA (Environmental Protection Agency) disse que: “O risco de doencas causado

pelo A. niger € baixo. Os humanos estdo continuamente expostos aos €sporos € a
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forma vegetativa do A. niger que estdo nos alimentos e no ar. Enquanto o A. niger
tem sido associado na producdo de micotoxinas, as indudstrias t€ém utilizado espécies
de A. niger para produzir uma variedade de produtos hd vérios anos sem relatar
efeitos toxicos, pois a maioria das espécies ndo tem sido documentada em causar
sérias doengas patog€nicas nos humanos, animais ou plantas. Portanto, o uso da
espécie deste fungo na fermentacdo comercial ndo apresenta nenhum risco adicional

para a saide humana ou para o meio ambiente.”

2.7. ANALISE DE FLAVONOIDES POR CROMATOGRAFIA

A cromatografia de alta eficiéncia (CLAE) foi usada pela primeira vez para
determinar flavondides em 1976 por Fisher e Wheaton (Merken e Beecher, 2000).
Normalmente as colunas utilizadas para as andlises sdo de fase reversa de 100 a 300
mm de comprimento € com 4,6 mm de diametro interno. A eluicdo utilizada ¢é
bindria: o solvente A € composto de um solvente polar acidificado, por 4cido
acético, perclorico, fosférico ou férmico e o solvente B por um solvente menos polar
como metanol ou acetonitrila. O fluxo normalmente utilizado varia de 1,0 ou 1,5
mL/min e o volume de injecdo de 1 a 100 uL.. O composto fenol absorve na regidao
UV (ultravioleta) e ha duas regides de absor¢do dos flavonédides: Banda II com o
maximo de absor¢ao entre 240-285 nm devido ao anel A e a Banda I com o mdximo

de absor¢ao 300-550 nm, presumivelmente pelo anel B (Merken e Becher, 2000).

As 1soflavonas sdo detectadas em varios comprimentos de ondas diferentes
como a 236 nm (Graham, 1991), 260 nm (Garrett et al., 1999), 262 nm (Barnes et
al., 1994) e 280 nm (Kinoshita et al., 1997). Wang et al. (1990) usaram detecc¢do a

254 nm e deteccao fluorescente a 365 nm para excitacdo com filtro de emissdo a 418
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nm. Detec¢des por arranjo de diodos e por colorimetria foram usadas
simultaneamente para quantificar isoflavonas em produtos de soja (Franke et al.,

1998).

O método para quantificacdo de isoflavonas tem sido variado. As maiorias dos
métodos utilizam CLAE ou cromatografia gasosa com espectrometria de massa (CG
— MS). Satterfield et al. (2001) melhoraram o método de deteccao de isoflavonas
agliconas, daidzeina e genisteina, utilizando microextracao em fase-s6lida, CLAE e
espectrometria de massa com ionizacdo eletro-spray analisando urina apds o
consumo de bebida contendo soja. Hutabarat et al. (1998) desenvolveram e
validaram o método de CLAE na condi¢do isocrdtica para quantificacdo de
isoflavonas como daidzeina, genisteina e biocanina A em grao de soja. Griffith e
Collison (2001) melhoraram o método de andlise de isoflavonas em produtos
contendo soja e suplementos nutricionais por CLAE em fase reversa, durante a
andlise foram detectados pequenos picos da forma malonil e acetil nos extratos de
proteinas de soja e nos padroes de isoflavonas, que por cromatografia liquida e
espectrometria de massa III foram identificados com 6”-0-malonil e 6”-0-acetil.
Heinonen et al. (1999) identificaram metabdlitos da ingestdo de genisteina e
daidzeina na urina utilizando cromatografia gasosa e espectrometria de massa.
Aramendia et al. (1995) quantificaram isoflavonas usando eletroforese capilar em
combinacdo com espetrometria de massa. Barnes et al. (1998) analisaram
isoflavondides utilizando CLAE e espectrometria de massa na urina € no sangue.
Liggins et al. (1998) desenvolveram um método de quantificagdo de isoflavonas
agliconas (daidzeina e genisteina) utilizando cromatografia gasosa e espectrometria
de massa com padronizacao interna das isoflavonas glicosidicas sintéticas (daidzina

e genistina).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

3.1.1. LEGUMINOSAS

Foram coletadas no comércio da cidade de Campinas amostras de
leguminosas como do feijdo fava, feijao carioca, feijao branco, feijao preto, feijao
vermelho, lentilha, grdo de bico e ervilha. E doadas pelas instituicdes como a CATI
(Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integral - Campinas) amostras de arroz e
milho, pelo TAC (Instituto Agronémico de Campinas) amostras de soja e tremogo e
pela EPAMIG (Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais Vigosa)

amostras de feijao fava vermelha. E outra amostra de soja pela industria Tozan.

3.1.2. REAGENTES E MATERIAIS ESPECIFICOS

Meios de cultura:
PDA (Agar-batata-dextrose)

Meio liquido (g/L): NaNO; (2), K,HPO, (1), KCI (2), MgS0,.7H,0 (0,5), NH4,NO;
(1) NH4H,PO, (1), extrato de levedura (0,5) e sacarose (5)

Reagentes Quimicos:

Acetona, etanol, metanol, hexano, hidroxido de sédio, acido cloridrico, cloreto de
soédio, acido citrico, fosfato de s6dio bibdasico, glicina, boérax, tris (hidroximetil)

aminometano
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Outros Materiais:
L3 de vidro (Ecibra - SP)
Filtros Millipore 0,22um (Millipore do Brasil)

Membrana de ultrafiltracdo Diaflo Amicon (Membrana de PM10; PM-30; PM-50)

3.2. METODOS

3.2.1. B-GLICOSIDASE VEGETAL

3.2.1.1. COLETA DE AMOSTRAS

Foram extraidas B-glicosidases de vegetais, de leguminosas comercializadas
no Brasil, como a soja (Glycine max), grao de bico (Cicer arietinum), fava
(Phaseolus lunatus) e (Vicia faba L.), ervilha (Pisum sativum), feijao (Phaseolus
vulgaris), tremoco (Lupinus albus L.), milho (Zea mays L.), arroz (Oryza sativa L.) e

lentilha (Lens esculenta Moench.).

3.2.1.2. EXTRACAO DA ENZIMA

A extragdo de P-glicosidase foi realizada tomando-se 10 gramas de grdos
triturados e peneirados (mesh 16) foram pesados em balanga eletronica digital Marte
(modelo AS 1000) em um tubo de centrifuga de 50 mL. 100 mL de tampao citrato-
fosfato 0,05 M (pH 5,0 — medidor Marte MB-10) foram adicionados e a mistura
agitada lentamente num agitador magnético Fisatom, durante 1 hora, a temperatura

ambiente (cerca de 24°C). A suspensao foi centrifugada numa centrifuga refrigerada
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(Beckman modelo J2-21) a 8000 rpm durante 15 minutos. O sobrenadante foi

utilizado como extrato bruto enzimético para andlise da atividade enzimética.

3.2.2. B-GLICOSIDASE MICROBIANA

3.2.2.1. MICRORGANISMOS

Os microrganismos utilizados foram aqueles isolados do solo e alimentos
pela equipe do professor Dr. Yong Kun Park do Laboratério de Bioquimica de
Alimentos da Universidade Estadual de Campinas, previamente identificados como:
Aspergillus oryzae ATTCC 22786 (American Type Culture Colletion), Aspergilllus
oryzae (solo), Aspergillus niger (solo), Aspergillus awamori NRRL 3112 (ndmero
de registro no Departamento de Agricultura dos Estados Unidos — USDA -

Agricultural Research Service Culture Collection).

3.2.22. PRODUCAO DE B-GLICOSIDASE MICROBIANA POR
FERMENTACAO EM MEIO SEMI-SOLIDO (FMSS)

Para a fermentacdo foram utilizados frascos do tipo erlenmeyer de 250 mL
contendo 10 g de farelo de trigo (umidade 60%). Os frascos com o meio foram
esterilizados em autoclave vertical Phoenix (Equipamentos Cientificos, SP Mod.
AV50), inoculados com a suspensdo de esporos de aproximadamente 10’
esporos/mL do microrganismo e incubados em estufa Fanen (modelo 002CB) a
30°C. O tempo de incubagdo foi otimizado. Apds a fermentagio foram adicionados

100 mL de 4gua destilada em cada frasco e o meio de cultura foi triturado com
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auxilio de bastdo de vidro. A suspensao foi filtrada em 1a de vidro para obten¢ao do

extrato enzimatico bruto. O filtrado foi mantido em congelador a -12°C.

3.2.2.3. PRODUCAO DE B-GLICOSIDASE MICROBIANA POR
FERMENTACAO SUBMERSA (FS)

Para a fermentacdo foram utilizados frascos de 500 mL contendo meio
liquido de composi¢cdo (em g/L): NaNO; (2), K,HPO, (1), KCI (2), MgS0O,.7H,0
(0,5), NH4NO; (1) NH4H,PO, (1), extrato de levedura (0,5) e sacarose (5), ajustado
para pH 6,0. Os meios foram inoculados com a suspensdo de esporos de
aproximadamente 10’ esporos/mL do microrganismo e incubados em incubadora
com sistema de agitacdo New Brunswick Scientific Co. Inc. (Series 25) a 30°C sob
agitacdo de 150 rpm. Foram retiradas amostras didrias do meio fermentado e
filtradas em 1a de vidro para obtenc¢do do extrato enzimatico bruto. O filtrado foi

mantido em congelador a —12°C.

3.2.3. ATIVIDADE DE B-GLICOSIDASE

A atividade de B-glicosidase foi determinada como descrito por Matsuura et
al (1995). A mistura de 2 mL de solu¢do ImM de para-nitrofenil-B-glicosideo
(pNPG) em tampdo fosfato-citrato 0,1M pH 5,0 foi incubada a 40°C em banhos de
agua (Polyscience) por 5 minutos. Apds a adi¢ao de 0,5 mL de solugdo de enzima, a
mistura foi incubada a 40°C por 20 minutos. A reagdo foi interrompida pela adigdo
de 2,5 mL de carbonato de sodio 0,1M. A absorbancia da solu¢do foi medida a 420
nm (Espectrofotometro Beckman Coulter DU-640). A quantidade de para-nitrofenol
liberada foi determinada usando curva padrao preparada da mesma maneira com 5 a

300 wmol de p-nitrofenol. Uma unidade da atividade enzimaética foi definida com a
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quantidade de enzima necessdria para liberar 1iumol de p-nitrofenol por minuto sob

as condicdes padronizadas.

O principio da a¢do enzimdtica procede da seguinte forma: a B-glicosidase
age sobre o substrato sintético pNPG, liberando p-nitrofenol como um dos produtos
de reacdo. O nitrofenol produz uma cor amarela intensa em solu¢do alcalina acima

de pH 8,0 e pode ser quantitativamente medido a 420 nm.

3.2.4. DETERMINACAO DAS CONDICOES OTIMAS DA ATIVIDADE
ENZIMATICA (Analise Univarigvel)

Foram avaliadas as condi¢bes 6timas de [-glicosidase do extrato bruto
vegetal e microbiano, como temperatura e pH O6timos, estabilidade térmica e

estabilidade em funcdo do pH.

3.2.4.1. EFEITO DA TEMPERATURA

O efeito da temperatura sobre a atividade enzimdtica foi determinado
incubando-se a enzima em solu¢des contendo substrato, em temperaturas de 30°C a

90°C conforme condicdes de ensaios enziméticos definidas no item 3.2.3.

3.24.2. EFEITO DO PH

O efeito do pH sobre a atividade enzimadtica foi determinado incubando-se a
enzima obtida em solu¢des tampao citrato-fosfato (pH 2,5 a 7,0); tampao fosfato
(pH 6,5 a 8,0); tampao borato (pH 8,0 a 10,0) contendo o substrato. Os ensaios de

atividade foram realizados conforme definidas anteriormente no item 3.2.3.
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3.24.3. EFEITO DA TEMPERATURA NA ESTABILIDADE DA
ATIVIDADE ENZIMATICA

O efeito da temperatura na estabilidade da atividade enzimaética foi
determinado incubando-se a enzima, sem o seu substrato, em vérias temperaturas
variando também o tempo de incubagdo. Apds o tempo determinado de incubacdo a
atividade residual foi medida incubando-se a enzima tratada, conforme condi¢des de

ensaios enzimaticos definidas no item 3.2.3.

3.2.44. EFEITO DO PH NA ESTABILIDADE DA ATIVIDADE
ENZIMATICA

O efeito do pH na estabilidade da atividade enzimdtica foi determinado
incubando-se a enzima, sem o seu substrato, em solucdes tampdo de diferentes
valores de pH. O tratamento foi de 20 horas a temperatura ambiente. A atividade
residual, apds o tratamento, foi medida incubando-se a enzima tratada conforme

definido anteriormente no item 3.2.3.

3.2.5. PLANEJAMENTO FATORIAL PARA DETERMINACAO DAS
CONDICOES OTIMAS DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A anélise univaridvel ou o estudo de uma varidvel por vez mantendo as outras
constantes, dificulta muito a discussdo dos resultados, além do tempo gasto, material
e principalmente a falta de uma conclusdo baseada em uma metodologia cientifica.
A maior falta de informac@o no estudo univaridvel relaciona se hd efeito sinérgico

ou antagdnico entre as varidveis, que s6 podem ser obtidas pela determinacdo dos
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efeitos de interacdo entre as varidveis através de um planejamento fatorial. Uma
nova vantagem do planejamento fatorial é a possibilidade de otimizar vérias

respostas ao mesmo tempo.

Para se aplicar o método de andlise de superficie de resposta é necessario
primeiramente programar ensaios através de um planejamento fatorial. Este método
consiste na selecao de um nimero fixo de niveis de cada um dos fatores ou varidveis
de entrada e entdo executar experimentos com todas as possiveis combinagdes

(Barros Neto et al., 2001).

3.2.5.1. PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO

O objetivo do planejamento fatorial completo foi verificar os efeitos de
interacdo entre as varidveis de pH e temperatura 6timas da atividade enzimatica,
cujos niveis das varidveis estudadas estdo apresentados na Tabela 5 e os nimeros de
ensaios na Tabela 6. As condi¢des de incubagdo e andlise de ensaios foram as

mesmas citadas no item 3.2.3.

Tabela 5: Nivel das varidveis do planejamento fatorial completo 2> com

pontos centrais e axiais para andlise da atividade enzimatica.

Nivel Temperatura pH

-1,41 40 4,0
-1 44 4,4
0 55 5,5
+1 66 6,6

+1,41 70 7,0
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Tabela 6: Numeros de ensaios do planejamento fatorial completo 2 para

analise da atividade enzimatica.

Ensaio Xq Xy X X5
T pH

1 -1 -1 44 4.4
2 +1 -1 66 4.4
3 -1 +1 44 6,6
4 +1 +1 66 6,6
5 0 0 55 5,5
6 0 0 55 5,5
7 0 0 55 5,5
8 -1,41 0 40 5,5
9 +1,41 0 70 5,5
10 0 -1,41 55 4,0
11 0 +1,41 55 7,0

3.2.6. PURIFICACAO DAS B-GLICOSIDASES

As PB-glicosidases brutas obtidas conforme item 3.2.1.2 ¢ 3.2.2.2 foram
precipitadas com etanol 70% (v/v) e purificadas através de cromatografia em coluna
CM - Sephadex C-50 para enzima microbiana e CM-Sepharose para enzima vegetal
(Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA), de acordo com Silva et al. (1994,

modificado).

3.2.6.1. PRECIPITACAO COM ETANOL (70% V/V)

Foram testados vérios métodos de concentragdo das proteinas, sendo que o

melhor método foi por precipitacdo com etanol a 70% (v/v), sob agitacdo lenta e
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constante a 10°C, com descanso de 20 h. O precipitado de proteina foi retirado por
centrifugacdo a 10000 rpm durante 10 minutos e dissolvido em tampdo citrato-
fosfato 0,05M (pH 5,0 para Aspergillus niger e pH 5,5 para feijao fava, Phaseolus

lunatus) e em seguida dialisado utilizando o mesmo tampao.

3.2.6.2. CROMATOGRAFIA EM COLUNA ABERTA CM - SEPHADEX C-50
(A. niger)

A resina CM — Sephadex C-50 foi equilibrada em tampdo citrato-fosfato
0,05M no pH 5,0 e empacotada em coluna de 56 cm de comprimento por 2,5 cm de

diametro.

O concentrado enzimdtico, obtido de acordo com o item 3.2.6.1, foi aplicado
a coluna de CM — Sephadex C —50, sendo coletadas fragdes (coletor Merkle Korff
Gear) de 5 mL a cada 30 minutos. Em seguida, a coluna foi eluida com gradiente

linear de NaCl, de 0,1 a 1 M no tampao de equilibrio.

O curso de eluicdo das proteinas foi acompanhado através da medida da
absorbancia a 280 nm. A quantidade de proteinas foi determinada pela metodologia
de Lowry (modificado por Hartree, 1972) usando soro albumina bovino como

padrao (Sigma Co.) e a atividade de -glicosidase conforme item 3.2.3.

As fracoes contendo picos de maior atividade enzimdtica, foram reunidas e
submetidas a didlise contra tampao citrato-fosfato 0,05M no pH 5,0 durante 24 horas,
sendo, em seguida, concentradas através de sistema de ultrafiltracio em membrana

de 10 kDa (modelo TCF2A Amicon Co.) e por ultimo liofilizadas (FTS-Systems).
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3.2.6.3. CROMATOGRAFIA DA ENZIMA DE FEIJAO FAVA (Phaseolus

lunatus)

O concentrado enzimatico obtido de acordo com o item 3.2.6.1. foi liofilizado
e 100 mg (Balanga analitica Ohaus modelo Adventurer) foi re-dissolvido em 10 mL
de tampao citrato-fosfato 0,05M no pH 5,5 e finalmente filtrado em membranas de

0,22 pum.

O filtrado foi aplicado a coluna CM Sepharose e utilizado equipamento FPLC
(Fast Protein Liquid Chromatography) Pharmacia, com coluna de 1 mL de
capacidade. A proteina eluida com tampao citrato-fosfato 0,05M no pH 5,5 num

gradiente linear de NaCl de 0 a 1 M, num fluxo de 1 mL/min.

As fracdes coletadas contendo picos de maior atividade enzimética foram
reunidas e submetidas a didlise e liofilizadas. A quantificacdo de proteinas foi
determinada pela metodologia de Lowry (modificado por Hartree, 1972) e a

atividade de B-glicosidase, de acordo com o item 3.2.3.

3.2.6.4. ELETROFORESE SDS-PAGE

A eletroforese foi realizada de acordo com Laemmli (1970). A amostra foi
fervida com 1% de duodecil sulfato de sédio (SDS) e 2% (v/v) de 2-mercaptoetanol,
e submetida a eletroforese em gel de acrilamida com SDS (SDS-PAGE) a 12%, em
equipamento Pharmacia Biotech SE250 Phastsystem. O gel foi corado com

Coomassie Blue R-250.

A mistura padrio de proteinas continha a «-lactoalbumina (14.400), o
inibidor tripsina de soja (20.100), a anidrase carbonica (30.000), a ovoalbumina

(45.000), o soro albumina bovino (66.000) e a fosforilase b (97.000).
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3.2.7. EXTRACAO DE ISOFLAVONAS

Para a producdo dos extratos metandlicos de isoflavonas de soja foram

utilizadas diferentes variedades brasileiras.

As isoflavonas de soja foram extraidas de acordo com o método descrito por
Fukutake et al. (1996, modificado). A massa de grdos de soja, aproximadamente
500g, foi triturada e peneirada de mesh 20 (abertura 0,84 mm). Em seguida a
amostra foi desengordurada com 1000 mL de n-hexano por 30 minutos a
temperatura ambiente (cerca de 24°C) com agita¢do constante (Agitador magnético
Fisatom). A seguir a amostra foi centrifugada e o residuo foi seco a temperatura
ambiente. Amostras de 10g de farinha de soja desengordurada, foram extraidas com
100 mL de metanol a 80% (melhor método por Park et al, 2001b; Genovese e Lajolo,
2001; Barnes et al, 1994), durante 60 minutos. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 8000 rpm e o sobrenadante foi concentrado em sistema evaporativo
a vacuo, empregando rota-evaporador Bucler (LabConco Co., EUA). O concentrado
obtido foi mantido sob refrigeracdo a —12°C e foi considerado substrato para as

andlises de conversao enzimadtica das isoflavonas glicosiladas.

3.2.8. DETERMINACAO DE ISOFLAVONAS POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA EM FASE REVERSA (CLAE)

As andlises dos extratos metandlicos de soja por CLAE em fase reversa,
foram feitas de acordo com o método descrito por Koo et al. (2000) e modificado
por Park et al. (2001a). Aliquotas de 20 pL foram injetadas em um cromatégrafo
liquido, equipado com coluna YMC PACK ODS-A C-18, S-5um, 120A; 4,60 - 250
mm e com detector de arranjo de diodos (SPD-M10A, Shimadzu Co., Kyoto, Japao).

Um gradiente linear de dgua acidificada (solvente A; 19:1 v/v) e metanol (solvente
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B), comecou com 20% de B (0-15 min), aumentou até 80% (75-95min) e decresceu
até 20% de B (95-105 min) com um fluxo de 0,5 mL/min. A coluna foi re-
equilibrada com 20% de B por 15 minutos entre as corridas. A detec¢do foi feita
pela absorcdo a 254 nm, a identificacdo por comparacdo do tempo de retencao e
espectro de absor¢cdo a 200-300 nm dos padroes e das amostras. A andlise
quantitativa de daidzina, genistina, daidzeina e genisteina foram calculadas por
comparacao com os padroes auténticos. Como Kudou et al. (1991) demonstraram
que os coeficientes de extingdo molar das formas conjugadas malonil e acetil
aproximam-se aos de daidzina e genistina, respectivamente, as concentracdoes dos
malonil e acetil conjugados foram calculadas pela curvas-padrdo correspondente.
Glicitina e seus conjugados foram calculados usando o padrdo de daidzina (Barnes
et al, 1994; Coward et al., 1998). Os valores foram normalizados considerando-se as
diferencas de peso molecular das formas glicosiladas, multiplicando-se a massa de
cada derivado pela razdo entre o peso molecular da forma glicosilada (Song et al.,

1998; Hoeck et al., 2000).

3.29. CONVERSAO DE ISOFLAVONA GLICOSILADA EM
ISOFLAVONA AGLICONA POR B-GLICOSIDASE VEGETAL E
MICROBIANA

A hidrélise do extrato metandlico de soja foi realizada usando [3-glicosidases
de vegetal (Phaseollus lunatus) e fingica (Aspergillus niger). A mistura de 10 mL
de isoflavona, obtidas de acordo com o item 3.2.7 e 1 mL de solucdo de B-
glicosidase foi incubada durante 30 minutos a 40°C. A mistura foi filtrada através de

membrana de 0,22 um (Millipore do Brasil, SP) para a andlise das isoflavonas
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agliconas por CLAE. Foram utilizados os padrdes da forma aglicona: daidzeina e
genisteina e, as glicosiladas: daidzina e genistina (Sigma Chemical Co., St Louis,

EUA).

3.2.9.1. PERFIL DO SUBSTRATO

Duas variedades de soja foram analisadas utilizando 100 mg do substrato
(extrato metandlico item 3.2.7) de soja do IAC e soja Tozan a 40°C por 30 minutos
com extrato bruto de feijao fava (19,3 UI/mL). Apds a reagdo, a amostra foi
liofilizada, re-suspendida em solu¢do de metanol 80% e analisada por CLAE (item

3.2.8).

3.2.9.2. EFEITO DA CONCENTRACAO DO SUBSTRATO

Para avaliar o efeito da concentragdo do substrato foi variado a quantidade do
extrato metandlico de soja em 50, 100, 150 e 200 mg na reagdo de conversdo de
isoflavonas utilizando enzima parcialmente purificada de feijao fava (0,2 Ul/mL) a
40°C por 30 minutos. Apds a reacdo, a amostra foi liofilizada, re-suspendida em

solucao de metanol 80% e analisada por CLAE (item 3.2.8).

3.2.9.3. EFEITO DO TEMPO DE REACAO

Para o efeito do tempo de reacdo foi utilizado 50 mg de substrato e variado o
tempo de reacdo em 30, 60 e 90 minutos a 40°C utilizando enzima parcialmente
purificada de feijao fava e Aspergillus niger, ambos com a mesma atividade

enzimatica.
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3.294. COMPARACAO DAS CONVERSOES DAS ENZIMAS
OBTIDAS

Foram feitas uma comparacgao da eficiéncia hidrolitica obtidas pelos extratos
brutos e pelas enzimas parcialmente purificadas de Phaseolus lunatus e Aspergillus
niger na conversdo de isoflavonas glicosiladas em agliconas. Utilizando 50 mg do
substrato a reacdo foi a 40°C por 30 minutos utilizando as enzimas com a mesma

atividade enzimatica.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. B-GLICOSIDASE VEGETAL
4.1.1. EXTRACAO E SELECAO DA B-GLICOSIDASE VEGETAL

Foram coletadas no comércio da cidade de Campinas amostras de
leguminosas e fornecidas pelas instituicdes citados na metodologia. A Figura 8
apresenta os valores das atividades enzimaticas de enzimas B-glicosidases extraidas
de diferentes leguminosas. Dentre as amostras analisadas, nota-se que a Fava 1
(Phaseolus lunatus) apresentou maior atividade enzimdtica com 0,71 Ul/mL, sendo
escolhida para as etapas subseqiientes. As outras leguminosas apresentaram
atividade em torno de 0,01UI/mL. A enzima extraida de soja apresentou atividade
muito baixa (0,02 UI/mL). Vérios autores (Murphy, 1982; Aratjo et al., 1997; Ikeda
et al., 1995) comentaram sobre a conversao da isoflavona glicosilada em aglicona
pela enzima de soja. Como a atividade enzimatica da fava mostrou-se 44 vezes
maior do que da soja, € possivel que seja também mais eficiente na conversao dos

mesmos.

0,8 -
] Fal- feijdo fava FeB- feijdo branco Le- lentilha
0,6 b FaV- fava vermelha FeP- feijdo preto Mi- milho
= Gr - grdo de bico FeV - feijao vermelho Er - ervilha
] 04 - Vi - Vicia faba Fe - feijao carioca Ar - arroz
= ’ Tr - Tremogo So - soja
=
0,2 -
0,0 \H\D\D\D\:‘\:‘\:‘\=\=\=\_\_\ ]
Fal FavV Gr Vi Tr FeBFePFeV Fe So Le Mi Er Ar
Amostras

Figura 8: Atividades de B-glicosidases extraidas de leguminosas. A enzima
foi extraida com tampao citrato-fosfato 0,05M pH 5,0.
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4.1.2. DETERMINACAO DAS CONDICOES OTIMAS DA
ATIVIDADE ENZIMATICA DO EXTRATO BRUTO DE
FEILJAO FAVA (Phaseolus lunatus)

4.1.2.1.CARACTERIZACAO BIOQUIMICA (Anilise Univarigvel)
4.1.2.1.1. EFEITO DA TEMPERATURA

O efeito da temperatura sobre a atividade enzimdtica no filtrado bruto foi

verificado de acordo com o item 3.2.4.1.

Em relacdo ao efeito da temperatura, pode-se notar pela Figura 9 que a
atividade hidrolitica foi maior a 60°C. Essa temperatura é superior as temperaturas
6timas das B-glicosidases do milho, cenoura e mamao (50°C) (Esen, 1992; Konno et
al., 1996; Hartmann-Schreier e Schreier, 1986) e de soja, tremogo e uva (45°C)
(Matsuura e Obata, 1993; Pislewska et al., 2002; Lecas et al.,1991).

1,60 7
1,40 7
1,20 1

1,00 1

Ul/mL

0,80

0,60 -

0,40

0,20 -

O’OO T T T T T T T T T T T T T T T - T T T
0 20 40 60 80 100
Temperatura (2C)

Figura 9: Efeito da temperatura na 3-glicosidase bruta extraida de Phaseolus

lunatus.
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4.1.2.1.2. EFEITO DO PH

O efeito do pH sobre a atividade enzimatica no filtrado bruto foi verificado
incubando-se o extrato enzimdtico contendo o substrato em solug¢des tampdes de

varios pHs, de acordo com o item 3.2.4.2.

Pela Figura 10 nota-se o efeito do extrato bruto em relacdo ao pH. O extrato
bruto extraido de feijao-fava apresentou um pico de alta atividade enzimatica no pH
5,5. Pela revisdo bibliogréfica foi encontrado valor semelhante de pH 6timo, como
por exemplo, o valor de 5,9 para a enzima [B-glicosidase purificada de feijao-fava,
Phaseolus lunatus, utilizando o mesmo substrato (Itoh-Nashida et al., 1987), e de
pH 5,8 para milho (Esen, 1992). Konno et al. (1996) purificaram a enzima de
cenoura que apresentou uma faixa de 4,6 a 5,2 como 6timo. Sue et al. (2000)
fizeram a purificagdo e caracterizagdo de [B-glicosidase extraida do trigo germinado
por dois dias e encontraram o maximo da atividade da enzima em pH 5,5. Em [-
glicosidase extraida de soja (Matsuura e Obata, 1993), tremoco (Pislewska et al.,
2002), polpa de mamao (Hartmann-Schreier e Schreier,1986) e uva (Lecas et al.,

1991) o valor 6timo foi em pH 35,0.

80 7
70 1
60
50
40
30 7
20
10

Ul/mL

pH

Figura 10: Efeito do pH na B-glicosidase bruta extraida de Phaseolus lunatus. Tampao
citrato-fosfato (pH 2,5 a 7,0); tampao fosfato (pH 6,5 a 8,0); tampdo borato (pH 8,0 a 10,0).
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4.1.2.1.3. EFEITO DE TEMPERATURA NA ESTABILIDADE
DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A estabilidade térmica da atividade enzimadtica bruta foi verificada seguindo o
procedimento descrito no item 3.2.4.3. O resultado apresentado na Figura 11 mostra
que a enzima bruta é bastante termo resistente mantendo até 76% da sua atividade
enzimética depois de 4 horas de incuba¢do numa temperatura de 55°C. Numa
temperatura de 40°C e 50°C o extrato bruto reteve 100% da sua atividade enzimatica
e foi perdendo sua atividade retendo 90% depois de 4 horas de incubacao. A 60°C o
extrato bruto reteve 27% da sua atividade enzimética quando incubada por uma hora
e perdeu totalmente sua atividade depois de 4 horas de incubacdo. Essa enzima
mostrou-se mais estdvel que a enzima purificada de milho (Esen 1992) que reteve
60% de atividade enzimatica depois de 1 hora de incubagdo a 40°C. E apresentou
resultados similares a enzima de feijao fava de Itoh-Nashida et al., 1987 quando

incubada a 50°C e 60°C por uma hora.

100
80 -
60 -
40 -

20 -

Atividade relativa (%,

0 50 100 150 200 250

Tempo (minutos)

——40°C —=—50°C 55°C ——60°C

Figura 11: Determinagdo da termo estabilidade da B-glicosidase bruta extraida de

Phaseolus lunatus.
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4.1.2.1.4. EFEITO DO PH NA ESTABILIDADE DA
ATIVIDADE ENZIMATICA

O pH de estabilidade da atividade enzimdtica bruta foi verificado seguindo o
procedimento descrito no item 3.2.4.4. O resultado apresentado na Figura 12 mostra
que a enzima bruta de Phaseolus lunatus € estdvel a uma grande faixa de pH. A
atividade enzimadtica do extrato bruto apresentou-se 100% de estabilidade ao pH 6,0.
Reteve 90% da atividade em pH 5,0 a 9,0. No entanto, o extrato bruto perdeu
totalmente sua atividade enzimdtica em pH 4cido de 2,5 a 3,5. A enzima purificada
por Itoh-Nashida et al. (1987) extraida de feijao fava apresentou 100% de atividade
enzimdtica em pH 6,0. Para Lecas et al., (1991) a enzima parcialmente purificada de
uva apresentou estabilidade entre pH 6,0 a 8,0. O perfil da enzima modifica quando

a mesma € purificada.
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Figura 12: Determina¢do do pH na estabilidade da B-glicosidase bruta extraida de
Phaseolus lunatus. Tampao citrato-fosfato (pH 2,5 a 7,0); tampao fosfato (pH 6,5 a
8,0); tampao borato (pH 8,0 a 10,0).
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4.1.2.2. DETERMINACAO DA FAIXA OTIMA DE PH E
TEMPERATURA POR PLANEJAMENTO ESTATISTICO

Para a determinacdo da faixa 6tima de temperatura e pH do extrato bruto de
feijdo fava foi feita por planejamento estatistico. Neste experimento foi utilizado
planejamento fatorial completo 2> cujos niveis utilizados encontra-se na
metodologia (item 3.2.5.1). A tabela 7 mostra o valor da atividade enzimédtica das
varidveis analisadas. Pelo cdlculo da ANOVA (Tabela 8) nota-se que o F calculado
da regressdo (24,74) € maior que o Ftabelado (4,53) e o valor do coeficiente de
determinacdo (R) possui um valor de 0,97 bem préximo de 1,0 indicando que os
valores preditivos estdo bem préximos dos valores experimentais, portanto o modelo
¢ valido e preditivo para valores dentro da faixa estudada. Portanto neste
experimento, pode-se tirar a superficie de resposta e drea de contorno (Figuras 13 e
14), pelas figuras citadas pode-se afirmar que a faixa 6tima de atividade enzimética
para o extrato bruto de feijao fava estd em pH 4,5 a 6,4 quando a temperatura de
incubagao for de 45°C a 60°C, esses valores inclui o ponto 6timo obtido pela andlise

univariavel que foi em pH 5,5 a 60°C.
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Tabela 7: Numeros de ensaios do planejamento fatorial completo com pontos

centrais e axiais e resultado da atividade enzimatica

Ensaio X4 X X, X5 UI/ML
T pH

1 -1 -1 42 4,2 44,67
2 +1 -1 68 4,2 22,11
3 -1 +1 42 6,8 40,13
4 +1 +1 68 6,8 11,75
5 0 0 55 5,5 123,23
6 0 0 55 5,5 122,80
7 0 0 55 5,5 122,84
8 -1,15 0 40 5,5 63,98
9 +1,15 0 70 5,5 7,28
10 0 -1,15 55 4,0 49,51
11 0 +1,15 55 7,0 49,00

Tabela 8: Calculo da ANOVA a 95% de nivel de confianca (R = 0.97).

Fonte de

variacio SQ GL MQ FCAL F tab
Regressio 18207,51 4,00 4551,88 0,95/4/6
Residuos 1103,84 6,00 183,97 24,74 4,53
F. ajuste 1103,72 4,00 275,93

Erro Puro 0,11 2,00 0,06

Total 19311,35 10,00
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Figura 13: Superficie de resposta para tempo e temperatura
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Figura 14: Area de contorno

O modelo predito é:
= -1513,89+33,188*X;+276,8*X»-0,31*X,%-25,33*X,’

Onde, Y:valor predito em Ul/mL; X;:valor da temperatura em?C; X,: valor do pH. Dentro dos
parédmetros analisados.
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4.1.3 PURIFICACAO PARCIAL DA B-GLICOSIDASE VEGETAL

O extrato bruto de feijao fava (Phaseolus lunatus) foi testado em
vérias resinas e a que melhor se adequou foi CM Sepharose e por isso foi
parcialmente purificado de acordo com item 3.2.6.3 utilizando equipamento
de FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography). O perfil do extrato bruto
observado na Figura 15 tem pelo menos trés proteinas e pela andlise da
atividade enzimatica de [3-glicosidase, o extrato bruto apresentou um pico de

alta atividade enzimdtica. As fracdes contendo este pico foram dialisadas e

liofilizadas.
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25 | 11
— 2 108
E —
S - =
KE5+ 1065
-~ ©
g° 2
< 1L 4 0,4
05 | 10,2
0 o 0

i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

nameros de tubos
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Figura 15: Perfil de eluicdo da B-glicosidase de Phaseolus lunatus. Coluna
CM - Sepharose (1 mL), equilibrada com solu¢ao tampao citrato-fostato 0,05
M pH 5,5. A enzima foi eluida com gradiente de NaCl (0 a 1M) com fluxo de
I'mL/min, coletando fragdes de 2mL/tubo.
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Tabela 9: Purificagdo parcial da B-glicosidase de feijao fava.

Atividade| Atividade
Etapa Volume | Proteina Total | Total |Especifica|Recuperacido| Fator de
(mL) (mg) U) (U/mg) (%) purificagdo
Extrato Bruto 490 9633,4 436,1 0,045 100,00 1,0
Precipitagdo com etanol
a 70% viv 1400 9058 378 0,042 86,68 0,9
CM Sepharose 16800 1848 336 0,182 77,05 4,0

A Tabela 9 apresenta o sumadrio dos processos utilizados na purificacdo
parcial da B-glicosidase de Phaseolus lunatus. A B-glicosidase foi purificada 4 vezes,
apos a passagem pelo FPLC em coluna de CM — Sepharose, com 77,05% de

recuperacao e atividade especifica de 0,182 unidades/mg proteina.

4.1.3.1. ELETROFORESE SDS-PAGE DA ENZIMA DE FEIJAO
FAVA

A Figura 16 mostra o gel de eletroforese das etapas para a [-glicosidase
parcialmente purificada de feijao fava corada com Comassie Blue de acordo com o
item 3.2.6.4. Pode-se observar que o extrato bruto (b) e o concentrado apds a
precipitacdo com etanol (c) apresentaram mesmo nimero de bandas. Na figura (d)

apos o extrato passar pela coluna CM — Sepharose visualiza-se 5 bandas de proteinas.
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Figura 16: Gel de eletroforese SDS-PAGE de B-glicosidase parcialmente purificada de
feijao fava corada com Comassie Blue

a) Mistura de padrdes de peso moleculares; A:fosforilase b (97000); B: soro albumina
bovino (66000); C: ovoalbumina (45000); D: anidrase carbonica (30000); E:
inibidor tripsina (20100); F: o-lactoalbumina (14400);

b) Extrato bruto de feijao fava

c) Extrato precipitado com etanol 70% (v/v)

d) Enzima parcialmente purificada apds a passagem pela coluna CM Sepharose
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4.2. B-GLICOSIDASE MICROBIANA

4.2.1. PRODUCAO DE B-GLICOSIDASE POR
FERMENTACAO SEMI-SOLIDA

Procedeu-se a fermentagdo semi-sélida de acordo com o item 6.2.2.3.,
utilizando farelo de trigo com fonte de carbono e retirando-se uma amostra a cada
dia. A atividade enzimatica foi calculada como no item 3.2.3. Pela Figura 17 nota-se
que a linhagem Aspergillus niger apresentou atividade enzimdética bem superior a
das outras linhagens. O valor obtido foi de 0,77 Ul/mL no 5° dia de fermentagdo,
100% maior que a linhagem A. oryzae ATTCC 22786 e A. oryzae (solo). A
linhagem A. awamori NRRL 3112 apresentou atividade em torno de 0,3 UI/mL

desde o 3° dia de cultivo.
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Figura 17: Producgdo de B-glicosidase por fermentacdo semi-sélida utilizando fungos.
A fermentacdo procedeu-se em frascos de 250 mL contendo 10 g de farelo de trigo
(umidade 60%) incubados a 30°C.
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4.2.2. PRODUCAO DE B-GLICOSIDASE POR
FERMENTACAO SUBMERSA

A fermentacdo submersa utilizou os sais citados no item 3.2.2.3, foram
retiradas aliquotas didrias do mesmo frasco, obedecendo ao critério de retirar até
10% do volume total. O célculo da atividade enzimdtica foi feito de acordo com o
item 3.2.3. Nota-se pela Figura 18, que a fermentacdo submersa ndo produz alta
atividade da enzima. A linhagem que apresentou maior atividade enzimética foi o A.
oryzae (ATTCC 22786), com 0,27 Ul/mL, 150% maior que A. oryzae (solo) no 6°
dia de fermentacdo. As linhagens A. awamori (NRRL 3112) e A. niger comecaram a

apresentar atividade enzimdtica no 7° dia de cultivo.
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Figura 18: Produgdo de B-glicosidase por fermentagdo submersa utilizando fungos.
A fermentacdo procedeu-se em frascos de 500 mL contendo meio liquido de
composicdao (em g/L): NaNO; (2), K,HPO, (1), KCI (2), MgS0O,.7H,O (0,5),
NH4NO; (1) NH4H,PO, (1), extrato de levedura (0,5) e sacarose (5), ajustado para
pH 6,0. Os meios foram inoculados com microrganismos produtor de -glicosidase
e incubados em shaker a 30°C sob agitagdo de 150 rpm.
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Comparando-se os resultados dos experimentos do meio semi-solido e
submerso, verificou-se a superioridade do meio semi-sélido para produgdo das
enzimas [-glicosidases em relagdo ao meio submerso. A linhagem A. oryzae
(ATTCC 22786), por exemplo, no terceiro dia de cultivo pelo meio semi-sélido
apresentou uma atividade enzimética de mesmo valor que do 6° dia da fermentacdo
submersa. Além disso, a fermentacdo semi-sOlida tem sido usada desde a
antiguidade pelos paises asidticos devido a sua simplicidade, e é viavel
economicamente porque nao utiliza varios sais e nao necessita de agitacao durante o

seu crescimento.

A linhagem A. niger inoculada por fermentacdo semi-sélida foi selecionada
para testes subseqiientes por apresentar maior produgdo enzimadtica de B-glicosidase.
O fungo Aspergillus € utilizado em fermentagdes industriais principalmente na
forma semi-s6lida para producdo de vdrias enzimas como a O-amilase,

amiloglicosidase, celulase, lactase, invertase, pectinase e protease acida (Bennett

1985; Ward, 1989).

4.2.3. DETERMINACAO DAS CONDICOES OTIMAS DA
ATIVIDADE ENZIMATICA DO EXTRATO BRUTO DE
Aspergillus niger

4.2.3.1. CARACTERIZACAO BIOQUIMICA UNIVARIAVEL

4.2.3.1.1. EFEITO DA TEMPERATURA

O efeito da temperatura sobre a atividade enzimadtica no filtrado bruto foi

verificado de acordo com o item 3.2.4.1.
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Em relacdo ao efeito da temperatura, pode-se notar pela Figura 19 que a
temperatura de maior atividade hidrolitica foi a 60°C, mesma temperatura obtida
para a enzima vegetal, para Traon-Masson e Pellerin (1998) utilizando A. niger e
Humicola grisea (Takashima et al., 1996). No entanto para Peshin e Mathur (1999)

encontraram 50°C como 6timo utilizando também A. niger.
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Figura 19: Efeito da temperatura na B-glicosidase bruta de Aspergillus niger.

4.2.3.1.2. EFEITO DO PH

O efeito do pH sobre a atividade enzimdtica no filtrado bruto foi verificado
incubando-se o extrato enzimdtico contendo o substrato em solug¢des tampdes de

varios pHs, de acordo com o item 3.2.4.2.
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Pela Figura 20 nota-se o efeito do extrato bruto em relacdo ao pH. O extrato
bruto extraido de Aspergillus niger apresentou um pico de alta atividade enzimatica
no pH 5,0. Pela revisdo bibliogréfica, outros autores também encontraram valores
semelhantes de pH 6timo, como por exemplo, 0 mesmo valor para Humicola grisea
(Takashima et al., 1996) e para Thermotoga maritima (Goyal et al., 2001). Pitson et
al. (1997) e Peshin e Mathur (1999) encontraram o pH 5,5 como 6timo, para a
enzima [-glicosidase purificada Acremonium persicinum e Aspergillus niger,

respectivamente.

Atividade (Ul/mL)
N

Figura 20: Efeito do pH na [-glicosidase bruta de Aspergillus niger. Tampao citrato-
fosfato (pH 2,5 a 7,0); tampao fosfato (pH 6,5 a 8,0); tampao borato (pH 8,0 a 10,0).
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4.2.3.1.3. EFEITO DA TEMPERATURA NA ESTABILIDADE
ENZIMATICA

A estabilidade térmica da atividade enzimética bruta foi verificada seguindo
o procedimento descrito no item 3.2.4.3. O resultado apresentado na Figura 21
mostra que a enzima bruta bastante termo resistente mantendo 100% da sua
atividade enzimética depois de 2 horas de incubag¢do a 40°C, retendo 94% da
atividade enzimadtica a 50°C e 87% a 55°C. A 60°C o extrato bruto reteve metade da
sua atividade enzimadtica quando incubada por uma hora e 22% depois de 2 horas de
incubacdo. No entanto a 65°C a enzima perdeu sua atividade a meia hora de
incubacdo. Essa enzima mostrou-se com caracteristicas semelhantes a enzima

vegetal de Phaseolus lunatus.
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Figura 21: Determinagéo da termoestabilidade da -glicosidase bruta de Aspergillus niger.
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4.2.3.1.4. EFEITO DO PH NA ESTABILIDADE ENZIMATICA

O pH de estabilidade da atividade enzimdtica bruta foi verificado seguindo o
procedimento descrito no item 3.2.4.4. O resultado apresentado na Figura 22 mostra
que a enzima bruta de Aspergillus niger é estivel a uma faixa ampla de pH. O
extrato bruto apresentou-se semelhante ao do feijdo fava. A atividade enzimatica
apresentou 90% de estabilidade entre o pH 4,0 a 9,0. O resultado coincide com
alguns autores, como, Traon-Masson e Pellerin (1998) purificaram A. niger que
mostrou uma faixa ampla de estabilidade do pH 2,0 ao 9,0 e Silva (1992) encontrou
uma faixa ampla de estabilidade em fungdo do pH para a enzima [B-glicosidase do

extrato bruto produzida por Humicola sp.
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Figura 22: Determinagdo do pH na estabilidade da [-glicosidase bruta de
Aspergillus niger. Tampao citrato-fosfato (pH 2,5 a 7,0); tampao fosfato (pH 6,5 a
8,0); tampao borato (pH 8,0 a 10,0).
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4.2.3.2. DETERMINACAO DA FAIXA OTIMA DE PH E
TEMPERATURA POR PLANEJAMENTO ESTATISTICO

Para a caracterizacdo bioquimica de [-glicosidase microbiano por
planejamento estatistico foi verificada, a faixa 6tima de temperatura e pH do extrato
bruto de Aspergillus niger. Neste experimento foi utilizado planejamento fatorial
completo 2* cujos niveis utilizados encontra-se na metodologia (item 3.2.5.1). A
Tabela 10 mostra o valor da atividade enzimdtica das varidveis analisadas. Pelo
célculo da ANOVA (Tabela 11) nota-se que o F calculado da regressdao (13,92) é
maior que o Ftabelado (5,05), e o valor do coeficiente de determinagdo (R) possui
um valor de 0,96 bem préximo de 1,0 indicando que os valores preditos estdo bem
proximos dos valores experimentais, portanto o modelo € valido e preditivo dentro
da faixa analisada. Portanto neste exemplo, pode-se tirar a superficie de resposta e
de contorno (Figuras 23 e 24), pelas figuras ndo se pode visualizar a faixa 6tima de
atividade para o extrato bruto de Aspergillus niger, no entanto temos uma idéia de
que a faixa 6tima estarda em pH abaixo de 5,0 quando a temperatura de incubacao for
superior a 62°C. Este resultado ndo inclui o ponto 6timo obtido pela andlise
univaridvel que foi em pH 5,0 a 60°C mostrando a importancia do planejamento

estatistico.
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Tabela 10: Nimeros de ensaios do planejamento fatorial completo com pontos

centrais e axiais da atividade enzimatica

Ensaio X1 x2 X1 X2 UI/ML
T pH
1 -1 -1 44 4.4 0,93
2 1 -1 66 4.4 2,35
3 -1 1 44 6,6 0,40
4 1 1 66 6,6 0,28
5 0 0 55 5,5 1,53
6 0 0 55 5,5 1,56
7 0 0 55 5,5 1,52
8 -1,41 0 40 5,5 0,61
9 1,41 0 70 5,5 1,57
10 0 -1,41 55 4,0 1,16
11 0 1,41 55 7,0 0,40

Tabela 11: Célculo da ANOVA a 95% de nivel de confianca (R=0,96).

Fonte de
variacao SQ GL MQ FCAL F tab
Regressao 3,99 5,00 0,80 0,95/5/5
Residuos 0,29 5,00 0,06 13,92 5,05
F. ajuste 0,29 3,00 0,10
Erro Puro 0,00 2,00 0,00
Total 4,28 10,00
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Figura 23: Superficie de resposta para tempo e temperatura
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Figura 24: Area de contorno

O modelo predito para os parametros analisados:

Y=-22,14+0,4*X,+4,75 *XZ-O*X12-0,31*X22-0,03 *X %X,
Onde, Y: valor predito em Ul/mL; X;: valor da temperatura em°C; X,: valor
do pH.
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4.2.3. PURIFICACAO PARCIAL DA B-GLICOSIDASE MICROBIANA

O extrato bruto de Aspergillus niger foi purificado de acordo com item
3.2.6.2 utilizando cromatografia de coluna aberta com CM-Sephadex C-50.
Pela Figura 25 observamos pela leitura no espectrofotdmetro a 280 nm que o
extrato bruto possui inimeras proteinas e pela anélise da atividade enzimatica
de B-glicosidase que o extrato bruto apresentou dois picos de alta atividade
enzimética. O primeiro pico foi eluido antes do gradiente da solugcdo de NaCl,
mostrando que o mesmo nao aderiu a resina cationica. As fracdes contendo o

segundo pico foram dialisadas e liofilizadas.
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Figura 25: Perfil de elui¢do da B-glicosidase de Aspergillus niger, em coluna
CM - SephadexC-50. A coluna 2,5 x 50 cm foi equilibrada com solugdo
tampao citrato-fosfato 0,05 M pH 5,0. A enzima foi eluida com gradiente de

NaCl (0 a 1M) com fluxo de 30mL/h, coletando fragdes de 6mL/tubo.
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Tabela 12: Purificacdo parcial da B-glicosidase de Aspergillus niger

Proteina |Atividade| Atividade
Etapa Total Total | Especifica [Recuperacdo| Fator de
Volume (mL)| (mg) U) (U/mg) (%) purificacio

Extrato Bruto 2670 1655,4 | 2029,2 1,23 100,00 1,0
Precipitagdo com etanol

a 70% viv 150 178,5 1053 5,90 51,89 4,8
CM Sephadex C-50 87 2,61 44,37 17,00 2,19 13,8
Ultrafiltracdo de 10kDa 28 1,96 34,44 17,57 1,70 14,3

A Tabela 12 apresenta o sumério dos processos utilizados na purificacdo da
B-glicosidase de Aspergillus niger. Pelos resultados obtidos podemos observar que a
fracdo contém a enzima B-glicosidase e que foi purificada 14 vezes, apés a
cromatografia em coluna de CM — Sephadex C-50, com 2,2% de recuperacdo e
atividade especifica de 17 unidades/mg proteina. Na ultrafiltracio aumentou a
atividade especifica em 17,6 unidades/mg proteina e diminuiu a taxa de recuperacao

em 1,7%.

4.2.3.1. ELETROFORESE SDS-PAGE DA ENZIMA DE Aspergillus niger

A Figura 26 mostra o gel de eletroforese das etapas para a B-glicosidase
parcialmente purificada de Aspergillus niger corada com Comassie Blue de acordo
com o item 3.2.6.4. Pode-se observar que o extrato bruto (d) e o concentrado apds a
precipitagdo com etanol (c) apresentaram o mesmo nimero de bandas que o extrato
bruto. Na Figura (b) apds o extrato passar pela coluna CM- Sephadex C-50

visualiza-se 4 bandas de proteinas.
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Figura 26: Gel de eletroforese SDS-PAGE de B3-glicosidase parcialmente purificada de
Aspergillus niger

a) Mistura de padrdes de peso moleculares; A:fosforilase b (97000); B: soro albumina
bovino (66000); C: ovoalbumina (45000); D: anidrase carbonica (30000); E:
inibidor tripsina (20100); F: a-lactoalbumina (14400);

b) Enzima parcialmente purificada apds a passagem pela coluna CM Sephadex C-50

¢) Extrato precipitado com etanol 70% (v/v)

d) Extrato bruto de Aspergillus niger ap6s 5 dias de fermentacdo semi-solida
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4.3. CONVERSAO DE ISOFLAVONA GLICOSILADA EM
ISOFLAVONA AGLICONA POR B-GLICOSIDASES

Para verificar a conversdo de isoflavonas glicosiladas em agliconas por [3-
glicosidase foram realizados experimentos como para verificar o perfil de
isoflavonas contido no substrato, efeito da concentracdo do substrato, efeito do
tempo de reacdo e comparacdo da conversao de isoflavonas pelos extratos brutos e
pelas enzimas parcialmente purificadas. As andlises foram realizadas de acordo com

oitem 3.2.9.

4.3.1. PERFIL DO SUBSTRATO

De acordo com Carrdo-Panizi, 1996 a forma quimica de isoflavonas em soja
pode variar conforme as condi¢des ambientais € a variedade do cultivar. Neste
experimento foram analisadas duas amostras de soja, uma doada pelo IAC (Instituto
Agrondmico de Campinas) e outra doada pela industria Tozan. Na Figura 27 nota-se
os perfis cromatograficos dos extratos metandlicos das duas amostras de soja apds a
reagdo com extrato bruto de feijdo fava (19,3UI/mL) a 40°C durante 30 minutos.
Para melhor interpretacdo dos resultados obtidos fez-se a representacdo grafica da
conversdo de isoflavonas das duas amostras de soja (Figura 28). A Figura 28a
mostra o perfil de isoflavonas da soja do IAC, nota-se por essa figura, maior
quantidade de isoflavonas malonil glicosidicas que a soja Tozan (Figura 28b). Pode-
se observar também na Figura 28a que a enzima utilizada converteu todo teor de
isoflavona glicosilada (daidzina, glicitina e genistina) em agliconas (daidzeina,
gliciteina e genisteina). Em relacdo ao teor de malonil glicosideos observa-se a
conversao total de malonil genistina, houve pouca conversdao de malonil daidzina e

nao houve conversdo de malonil glicitina.
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Na Figura 28b nota-se que o perfil de isoflavonas de soja Tozan possui altos
teores de isoflavonas glicosiladas e pouco teor da forma malonil, mostrando a
possibilidade da soja ter sido pré-tratada termicamente. Observa-se que a enzima
converteu totalmente o teor de daidzina e glicitina, no entanto as formas malonil ndo
sofreram alteracdo, possivelmente devido a sua forma quimica dificultar a conversao
e também pela quantidade dos mesmos ser pouca em relacdo as glicosiladas. Como
o objetivo do trabalho € verificar a acdo da enzima sobre as isoflavonas glicosiladas,

a soja Tozan foi entdo utilizada nos testes subseqiientes.
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Figura 27: Perfis cromatograficos de isoflavonas de duas variedades de soja reagindo com o
extrato bruto de feijdo fava. A atividade da enzima foi de 19,3UI/mL. Al: controle do
extrato metandlico de soja IAC; A2: reacdo do extrato metandlico de soja IAC; Bl:
controle do extrato metandlico de soja Tozan; B2: reacdo do extrato metandlico de soja
Tozan; 1:daidzina; 2:glicitina; 3:genistina; 4:malonil daidzina; 5:malonil glicitina; 6:

malonil genistina; 7:daidzeina; 8:gliciteina; 9:genisteina.
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Figura 28: Representagdo grifica da conversao de isoflavonas de duas variedades de
soja. A reacdo foi realizada a 40°C por 30 minutos utilizando extrato enzimético

bruto de feijao fava (19,3UI/mL) e 100 mg extrato metandlico.

97



98



4.3.2. EFEITO DA CONCENTRACAO DE SUBSTRATO

Foi feito um estudo para verificar se a quantidade de substrato utilizado
poderia influenciar na taxa de conversdo de isoflavonas. Verifica-se pela Figura 29
os perfis cromatogrificos em diferentes concentracdes do substrato (extrato
metandlico de soja Tozan) utilizando a enzima parcialmente purificada de feijao
fava (0,2UI/mL) para a conversdao de isoflavonas, nesta figura nota-se o aumento
gradual das isoflavonas glicosiladas sem aumento proporcional das isoflavonas
agliconas. A Figura 30 mostra a curva de conversao de isoflavonas glicosiladas e
agliconas em relacdao a 50, 100, 150 e 200 mg de substrato. Nota-se que a reacdo
contendo 50 mg de substrato teve maiores conversdes de glicosilados em agliconas.
A reagdo com 100 mg, 150 mg e 200 mg de substrato apresentou maiores
quantidades de genistina e daidzina sem o aumento das respectivas agliconas
(genisteina e daidzeina) mostrando que a atividade enzimaética utilizada ou o tempo

de reacgdo foi insuficiente para a conversao.
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Figura 29: Perfis cromatograficos da conversdao de isoflavonas em fungdo da concentragdo do
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substrato (extrato metandlico de soja Tozan) reagindo com enzima parcialmente purificada de feijao
fava (0,2UI/mL). Al: controle com 50 mg do substrato; A2: reacdo com 50 mg do substrato; B1:
controle com 100 mg do substrato; B2: reacdo com 100 mg do substrato; C1: controle com 150 mg
do substrato; C2: reagdo com 150 mg do substrato; D1: controle com 200 mg do substrato; D2:
reacdo com 200 mg do substrato; 1:daidzina; 2:genistina; 3: daidzeina; 4: genisteina.
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Figura 30: Curvas de conversdao de isoflavonas em fung¢do da concentracdo do
substrato. O substrato foi o extrato metandlico de soja Tozan. A reacao foi realizada
a 40°C por 30 minutos utilizando a enzima de feijao fava parcialmente purificada

(0,2 UI/mL).
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4.3.3. EFEITO DO TEMPO DE REACAO

Foi feito um estudo para verificar a conversdo de isoflavonas em relacdo ao
tempo de reacdo com a enzima de feijao fava e de Aspergillus niger. Em ambos a
atividade enzimadtica foi de 0,05 UI/mL. Na Figura 31 observam-se os perfis
cromatograficos das isoflavonas em relacdo ao tempo de reacdo (30, 60 e 90
minutos) utilizando enzima parcialmente purificada de feijao fava e Aspergilus niger.
Na Figura 32, para melhor entendimento, foi feito o cdlculo em porcentagem da
quantidade de diminui¢ao ou aumento de isoflavonas glicosiladas em agliconas para
(a) vegetal e (b) microbiana em relacdo ao controle. Pela Figura 32a nota-se que
quanto maior o tempo de reacdo, maior a diminui¢do das isoflavonas glicosiladas e
conseqiientemente maior a quantidade das agliconas. A 90 minutos de reacdo, houve

um aumento de aproximadamente 30% na quantidade do teor de genisteina.

A enzima fungica (Figura 32b) foi mais eficiente para a conversio de
isoflavonas. Para a daidzeina, por exemplo, ap6s 30 minutos de reacdo houve um
aumento de 30% permanecendo o mesmo valor apdés 90 minutos de reacdo
utilizando mesmo valor de atividade enzimética. Em relacdo a quantidade de
genisteina nota-se um aumento de 30% apds 30 minutos de reacdo, e de 40% apds
60 e 90 minutos. Como foram utilizados mesmo substrato e mesma atividade
enzimaética, verifica-se a preferéncia pela enzima fungica, pois esta pode converter

as i1soflavonas num tempo menor e em maior quantidade.
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Figura 31: Perfis cromatograficos da conversdo de isoflavonas em funcdo do tempo de
reacdo. Foram utilizadas as enzimas parcialmente purificadas de feijao fava e Aspergillus
niger, ambos com 0,05UI/mL. Al: controle da reagdo a 30 minutos de incubagdo; A2:
reacdo da enzima parcialmente purificada de feijao fava; A3: reacdo da enzima
parcialmente purificada de Aspergillus niger; B1: controle da reagdo a 60 minutos de
incubacdo; B2: reacdo da enzima parcialmente purificada de feijao fava; B3: reacdo da
enzima parcialmente purificada de Aspergillus niger; C1: controle da reacdo a 90 minutos
de incubacgdo; C2: reacdo da enzima parcialmente purificada de feijao fava; C3: reacdo da
enzima parcialmente purificada de Aspergillus niger; 1:daidzina; 2:genistina; 3: daidzeina;
4: genisteina.
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Enzima vegetal (Fig 32 a)
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Figura 32: Representagdo gréfica da conversdo de isoflavonas em fun¢do do tempo
de reacdo. A reacao foi realizada a 40°C em diferentes tempo de reacdo (30, 60 e 90
minutos) utilizando enzima parcialmente purificada de feijao fava (32a) e de

Aspergillus niger (32b) ambos com 0,05UI/mL.
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434. COMPARACAO DA CONVERSAO DAS ISOFLAVONAS
UTILIZANDO ENZIMAS BRUTAS E PARCIALMENTE PURIFICADAS

Foi feito um experimento para verificar a eficiéncia das enzimas brutas e
parcialmente purificada de feijdo fava e Aspergillus niger sobre o extrato
metandlicos de soja para a conversao de isoflavonas. A Figura 33 mostra os perfis
cromatograficos das isoflavonas utilizando diferentes enzimas e pela Figura 34
pode-se observar a representacdo grafica da conversao de isoflavonas glicosiladas
em agliconas (%). Nota-se por esta Figura que o extrato bruto de feijao fava pode
conter enzimas ou compostos que podem inibir ou dificultar a conversdo de
isoflavonas glicosiladas em agliconas pois houve um aumento de cerca de 20% de
daidzeina e de genisteina em relacdo ao tempo zero utilizando a mesma atividade
enzimética que as outras enzimas. Em relacdo a enzima parcialmente purificada de
feijdo fava houve um aumento de 32% na quantidade de genisteina e daidzeina, ou
seja, 12% a mais que a enzima bruta. O extrato bruto e a parcialmente purificada de
Aspergillus niger apresentaram praticamente as mesmas taxas de conversdo de
daidzeina que foi um aumento de aproximadamente 32% em relacdo ao tempo zero.
Houve uma pequena diferenca na quantidade de conversao de genisteina que foi um
aumento de 33% e 30% para enzima bruta e parcialmente purificada,

respectivamente.
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Figura 33: Perfis cromatograficos da conversdo de isoflavonas utilizando diferentes enzimas. Al:
controle do extrato bruto de feijdo fava; A2: reacdo do extrato bruto de feijdo fava; B1: controle da
enzima parcialmente purificada de feijdo fava; B2: reacdo da enzima parcialmente purificada de
feijao fava; Cl: controle do extrato bruto de Aspergillus niger; C2: reagdo do extrato bruto de
Aspergillus niger; D1: controle da enzima parcialmente purificada de Aspergillus niger; D2: reacio
da enzima parcialmente purificada de Aspergillus niger; Todos com atividade enzimatica de 0,162
Ul/mL; 1:daidzina; 2:genistina; 3: daidzeina; 4: genisteina.
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Figura 34: Representacdo grifica da conversdo de isoflavonas utilizando diferentes
enzimas. A reacao foi realizada a 40°C por 30 minutos onde: FaB (extrato bruto de
feijdo fava), Fapp (enzima parcialmente purificada de feijdo fava), AnB (extrato
bruto de Aspergillus niger) e Anpp (enzima parcialmente purificada de Aspergillus

niger) todos com 0,16Ul/mL.
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5. CONCLUSOES GERAIS

O extrato bruto de feijao fava tem atividade enzimdtica de [B-glicosidase
superior as amostras de leguminosas: soja, feijdo, tremocgo, e outros. Tendo o feijao
fava 44 vezes mais atividade enzimadtica que a variedade de soja analisada utilizando

pNPG com substrato.

Pela caracteriza¢do bioquimica de B-glicosidase para feijao fava univariavel
encontrou-se como 6timo pH 5,5 a 60°C e pelo planejamento estatistico uma faixa

em pH 4,5 a 6,4 quando temperatura de incubagao for de 45°C a 60°C.

O extrato bruto de feijdo fava mostrou-se termoestivel a 40°C e a 50°C por 4
horas e também se mostrou estdvel a uma faixa ampla de pH entre 5,0 a 9,0 podendo

ser utilizado durante o processamento de alimentos.

A PB-glicosidase de feijao fava foi purificada 4 vezes com 77,05% de
recuperacdo e atividade especifica de 0,18 U/mg de proteina. Apresentando na

eletroforese SDS-PAGE 5 bandas de proteinas.

A fermentacdo semi-solida mostrou-se mais eficiente que a fermentacao
submersa na obtengdo da atividade enzimdtica maior de B-glicosidase para os fungos
analisados: Aspergillus oryzae ATTCC 22786, Aspergillus oryzae (solo),
Aspergillus niger (solo) e Aspergillus awamori NRRL 3112.

O fungo Aspergillus niger apresentou maior atividade enzimdtica de [3-
glicosidase que os outros fungos analisados. E foi selecionado para as etapas

posteriores.

O extrato bruto de Apergillus niger apresentou como 6timo em pH 5,0 a 60°C
e pelo planejamento estatistico, observa-se que a enzima possui a faixa 6tima em pH

abaixo de 5,0 quanto a temperatura de incubacdo for superior a 62°C. Mostrou-se

117



termoestavel a temperatura de 40°C a 55°C e estavel em pH entre 4,0 a 9,0, podendo

ser utilizado em processamento de alimentos.

A B-glicosidase microbiana de A. niger foi purificada 14 vezes com 2,2% de
recuperacao e atividade especifica de 17 U/mg de proteina. Apresentando 4 bandas

de proteinas na eletroforese SDS-PAGE.

Pela andlise dos extratos metandlicos de soja por CLAE reagindo
enzimaticamente com o extrato bruto e enzima parcialmente purificada de:
Phaseolus lunatus e Aspergillus niger, podem converter as isoflavonas glicosiladas
em isoflavonas agliconas. O que mostra a importdncia do uso da enzima -
glicosidase para aumentar a biodisponibilidade de agliconas e conseqiientemente a

eficiéncia na prevengdo de doengas cronicas.

O perfil cromatografico das isoflavonas pode variar com a variedade ou

espécie de soja.

O tipo de substrato, a quantidade de substrato, tempo de reacdo, tipo de
enzima e quantidade de enzima pode influenciar na conversdo de isoflavonas

glicosiladas em agliconas.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Testar outras linhagens microbianas para verificar se as mesmas produzem [3-

glicosidase.

Purificar a B-glicosidase de feijao fava e de Aspergillus niger até obter apenas

uma banda de proteina. E testar as mesmas na conversao enzimdtica das isoflavonas.

Otimizar a conversao de isoflavonas glicosiladas em agliconas, encontrando
os parametros de quantidade de substrato, tempo de reacdo, tipo e quantidade de

enzima.

Desenvolver produtos utilizando as isoflavonas agliconas (genisteina e

daidzeina) hidrolisada pela B-glicosidase.
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