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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade de ligagao in vitro a
bactérias enteropatogénicas (Salmonella sp.) dos extratos nativos e
quimiotransformados isolados de farelo de soja. Para obtencdo dos extratos foram
adotadas cinco estratégias de extracao: estratégia 1 para obtencdo de extratos
nativos; estratégias 2 e 4 para obtencdo de extratos quimiotransformados e
estratégias 3 e 5 como controles das estratégias 2 e 4. Na estratégia 1 o farelo de
soja foi submetido a extragbes aquosas sequenciais (25 °C e 80 °C; 4 h). Nas
estratégias 2 e 3, uma solugao de farelo de soja teve seu pH ajustado para 2,0 e 7,0,
respectivamente, e foi submetida a autoclavagao (121 °C, 1 atm, 1 h). Apds filtragéo,
neutralizacdo e centrifugacdo o sobrenadante obtido foi submetido a um novo
processo de autoclavagdo (121 °C, 1 atm, 15 min). Nas estratégias 4 e 5, uma
solugao de farelo de soja teve seu pH ajustado para 2,0 e 7,0, respectivamente, e foi
submetida a autoclavagdo (121 °C, 1 atm, 1 h). Apos filtragdo, neutralizagéo e
centrifugacdo o sobrenadante obtido foi submetido a um novo processo de
autoclavagéo (121 °C, 1 atm, 15 min). A solugao final foi ent&o tratada com TCA 80%
(p/v) e em seguida os polissacarideos foram precipitados com etanol. As extragcbes
aquosas a 25 e 80 °C (Estratégia 1) ndo foram eficientes para a extragdo de
polissacarideos. As fragdes obtidas a partir desta estratégia sdo compostas por alto
teor de proteinas (66,0 — 87,2%) e baixos teores de carboidratos (3,6 — 8,2%), com
excegao da fragdo FS-1, a qual apresentou o maior teor de carboidratos (42,5%),
sendo estes oligossacarideos, majoritariamente sacarose. A estratégia 2 originou um
polissacarideo quimiotransformado, inédito na natureza, uma [3-galactana, composta
principalmente por unidades de B-D-Galp-(1—4)-ligadas. Os polimeros extraidos
com as estratégias 3 e 5, estratégias controle, sdo constituidos de um polissacarideo
do tipo pectina com unidades de a-D-GalpA-(1—4)-ligadas e cadeias laterais de a-L-
Araf-(1—5)-ligadas e pB-D-Galp-(1—4)-ligadas, confirmando que a condigdo de
extragdo utilizada para estratégia 2 € capaz que quimiotransformar a estrutura
polissacaridica nativa. As fracdes obtidas da estratégia 4 apresentam alto conteudo
de acido galacturénico, galactose, xilose, arabinose e ramnose, o que sugere a
presenca de pectinas. Os diversos extratos obtidos das diferentes estratégias de
extragdo foram avaliados quanto a sua capacidade de ligagdo a bactérias
enteropatogénicas (Salmonella sp.). Os resultados obtidos foram comparados aos
do produto comercial hoje existente (BioMos®). Os extratos nativos (estratégia 1)
diferenciaram-se significativamente do produto comercial, apresentando resultados
até 3000% maiores. As fragbes obtidas das estratégias 2 e 3 apresentaram
capacidade de ligagao semelhante ao produto comercial, mostrando-se como
potenciais substitutos. A capacidade de ligagdo evidenciada para soja € dita
comumente como resultado da presenga de manose e sua respectiva ligagao as
lectinas da bactéria. No entanto os teores de manose determinados no presente
trabalho séo baixos (0 — 2,3%) o que pode indicar que as proteinas também possam
estar envolvidas no processo de ligacdo. Estes resultados demonstram o potencial
uso biotecnoldgico do farelo de soja.

Palavras-chave: Farelo de soja. Polissacarideos de soja. Enterobactérias.
Capacidade de ligagao.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the capability of native and chemotransformed extracts
from soybean meal to selectively bind in vitro enteropathogenic bacteria (Salmonella
sp.). Five strategies were adopted in order to obtain the extracts: strategy 1 for
obtaining native extracts; strategies 2 and 4 to obtain chemotransformed extracts and
strategie 3 and 5 as control method for strategies 2 and 4. In strategy 1 the soybean
meal was subjected to sequential aqueous extractions (25 °C and 80 °C; 4 h). In
strategies 2 and 3, soybean meal solution had its pH adjusted to 2.0 and 7.0,
respectively, and was subjected to autoclaving (121 °C, 1 atm, 1 h). After filtration,
neutralization and centrifugation, the supernatant was subjected to a new process of
autoclaving (121 °C, 1 atm, 15 min). In strategies 2 and 3, soybean meal solution had
its pH adjusted to 2.0 and 7.0, respectively, and was subjected to autoclaving (121
°C, 1 atm, 1 h). After filtration, neutralization and centrifugation, the supernatant was
subjected to a new process of autoclaving (121 °C, 1 atm, 15 min). The final solution
was then treated with 80% TCA (w/v) and then the polysaccharides were precipitated
with ethanol. The aqueous extractions at 25 and 80 °C (Strategy 1) were not efficient
for polysaccharides extraction. Fractions obtained from this strategy are composed of
high protein content (66,7 - 87.2%) and low carbohydrates content (3.6 — 8.2%), with
the exception of fraction FS-1, which had the highest carbohydrate content (42.5%),
as oligosaccharides, mainly sucrose. Strategy 2 resulted in a chemotransformed
polysaccharide, not found in nature, a B-galactan, mainly composed by B-D-Galp-
(1—>4)-linked units. The polymers extracted with strategies 3 and 5, control
strategies, are made up of a pectin-type polysaccharide with (1—4)-linked-a-D-GalpA
units as main chain and (1—5)-linked-a-L-Araf and (1—4)-linked-B-D-Galp side
chains, confirming that the extraction condition used for strategy 2 is able to
chemotransform this polysaccharide structure. The fractions obtained from the
strategy 4 have a high content of galacturonic acid, galactose, xylose, arabinose and
rhamnose, which suggests the presence of pectins. The various extracts from
different extraction strategies were evaluated for their ability to bind to
enteropathogenic bacteria (Salmonella sp.). The results were compared to those of
current commercial product (BioMos®). The native extracts (Strategy 1) differed
significantly from the commercial product, with results up to 3000% higher. Fractions
obtained from strategies 2 and 3 showed similar binding capacity to the commercial
product, appearing as potential replacements. The binding capacity shown for
soybeans is commonly said as a result of the presence of mannose and their
respective binding to bacteria surface lectins. However the levels of mannose
determined in this study are low (0 - 2.3%) which may indicate that the proteins may
also be involved in the binding process. These results demonstrate the
biotechnological potential use of soybean meal.

Key words: Soybean meal; Soybean polysaccharide; Enterobacteria; Binding
capacity.
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1 INTRODUGAO

O Brasil € mundialmente o segundo maior produtor de soja (Glycine max (L.)
Merrill) (EMBRAPA, 2011a). No ano de 2010 estima-se que o “Complexo Soja”
(gréos, farelo e sementes de soja) injetou na economia, somente com exportagoes,
mais de 17 bilhdes de reais (ABIOVE, 2011).

A soja € um grao altamente versatil, originando produtos e subprodutos
utilizados pela agroindustria, industria quimica e de alimentos. Seu uso mais
conhecido € como oleo refinado, obtido a partir do 6leo bruto (EMBRAPA, 2011a). O
produto resultante da extragdo mecanica e/ou quimica do 6leo dos graos de soja é
conhecido por farelo de soja que, muitas vezes, ndo é aproveitado pelas empresas
(HUISMAN; SCHOLS; VORAGEN, 1998).

O elevado teor em proteinas em sua composicédo (aproximadamente 50%)
faz do farelo de soja a principal matéria prima na fabricacdo de racbes para
alimentacgao de animais. Quase 70% do farelo protéico das ra¢des que alimentam os
animais domésticos vém da soja (EMBRAPA, 2011b). Embora grande parte deste
residuo seja destinada a ragdes animais, diversas pesquisas e processos tém sido
desenvolvidos com o intuito de obter produtos refinados, com um maior valor
agregado (STROHER, 2010).

Carboidratos de soja sdo o segundo maior componente depois das proteinas
indicando um importante valor econdmico para a industria da soja (BAINY et al.,
2008). Polissacarideos de diversas origens podem atuar como agentes anti-adeséo
de enterobactérias (OFEK; HASTY; SHARON, 2003), traduzindo-se como uma
alternativa ao exaustivo uso de antibidticos na agropecuaria. A exemplo disso,
trabalhos envolvendo leite e seus componentes (MARTIN; MARTIN-SOSA; HUESO,
2002; MARTIN-SOSA; MARTIN; HUESO, 2002), soja (KIERS et al., 2002; BECKER
et al., 2007; BECKER; GALLETTI, 2008), oxicoco (cranberry) (BURGUER et al.,
2000), cenoura, café, manga (BECKER et al., 2007; BECKER; GALLETTI, 2008)
demonstram, através de experimentos in vitro, a capacidade destes alimentos em
adsorver enterobactérias evitando o processo de colonizag&o bacteriana.

Dentro dessa perspectiva, existe um crescente interesse comercial focando
o farelo de soja para usos biolégicos, devido a sua grande disponibilidade e baixo

custo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SOJA

2.1.1 Origem e Difuséo da Cultura da Soja

O centro de origem da soja [Glycine max (L.) Merrilll € a China, onde é
cultivada ha mais de cinco mil anos, desempenhando papel importante na
estabilidade do desenvolvimento e nutricdo do povo chinés (EMBRAPA, 2011c;
JOHNSON; WHITE; GALLOWAY, 2008; LIU, 1999).

A partir da China, a soja se expandiu para outros paises do Oriente, e depois
Ocidente, sendo introduzida na Europa apenas em 1712. Data de 1804 o primeiro
relato da cultura da soja na América, porém seu cultivo em larga escala iniciou-se,
nos Estados Unidos da América (EUA), apenas por volta de 1920 (LIU, 1999;
ALMEIDA, 2010).

No Brasil, a soja foi introduzida na Bahia, em 1882, quando os primeiros
estudos de avaliagdo de cultivares foram realizados. Nessa época a soja era
estudada principalmente com o objetivo de uma cultura forrageira, e ndao como
planta produtora de gréos para a industria de farelos e oleos vegetais (EMBRAPA,
2011c).

Alguns anos mais tarde, em 1900 e 1901, o Instituto Agrondmico de
Campinas (IAC) localizado em Sao Paulo (SP), promoveu aos produtores paulistas a
primeira distribuicdo de sementes de soja. Tém-se registros, por volta desta mesma
data, do primeiro plantio de soja no Rio Grande do Sul (RS), onde a cultura
encontrou semelhangas climaticas do ecossistema de origem dos materiais
genéticos (EUA) para se desenvolver e expandir (EMBRAPA, 2011c; ASSUMPCAO,
2008). Em 1914, no RS, comecgou a ser produzida como cultura de verao nas areas
de cultivo de trigo (EMBRAPA, 2011c).

Em meados dos anos 50, intensificaram-se as pesquisas e as exportagdes,
devido ao grande sucesso que a cultura teve no sul do pais. Esse sucesso é

decorréncia da soja ser a melhor alternativa de verdo em sucesséao ao trigo plantado
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no inverno, tanto do ponto de vista técnico quanto econdmico, tendo mercado de
exportacao assegurado pelo fato da colheita coincidir com a entressafra dos estados
norte-americanos (EMBRAPA, 2011a).

Inicialmente a produgdo estava concentrada na regido Sul e através de
pesquisas realizadas pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA). Nas décadas de 70 e 80, a cultura foi expandida para as regides do
Brasil Central, gracas ao desenvolvimento de cultivares adaptadas a regiao
(OLIVEIRA, 2009; EMBRAPA, 2011c). Hoje a soja ja € absorvida em grande parte
do Brasil, como pode ser observado na Figura 1 (AGNOL, 2011).

FIGURA 1 - DIFUSAO DA SOJA NO BRASIL
FONTE: AGNOL (2011)

2.1.2 A Soja e a Economia

A soja é amplamente cultivada em varios paises do mundo, sendo
responsavel pelo rendimento de US$ 215 bilhdes/ano (WYSMIERSKI; VELLO,

2010). Os principais produtores mundiais sao os Estados Unidos com uma producéao
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de 91 milhdes de toneladas na safra 2010, seguido pelo Brasil e Argentina, que na
mesma safra, produziram 69 e 54 milhdes de toneladas, respectivamente (USDA,
2011; EMBRAPA, 2011a; IBGE, 2011). Os trés paises sao responsaveis por mais de
80% da produgédo mundial (Figura 2).
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FIGURA 2 - EVOLUGAO DA PRODUCAO DE SOJA NO MUNDO
FONTE: AGNOL (2011)

Os maiores produtores de soja no Brasil sdo os estados do Mato Grosso e
Parana com produgdes, em 2010, de 20,4 e 154 milhdes de toneladas,
respectivamente (EMBRAPA, 2011b).

A soja brasileira é destinada a producao de graos, farelo, 6leo e sementes,
formando o chamado “Complexo Soja”, responsavel por 8,5% do total das
exportacdes, onde em 2010 injetou US$ 17,1 bilhdes na economia brasileira apenas
como resultado das exportagdes, onde US$ 4,1 bilhdes foram com farelo de soja
(ABIOVE, 2011; MDIC, 2011; EMBRAPA, 2011c). Segundo dados da Associagao
Brasileira das Industrias de Oleos Vegetais (ABIOVE) a estimativa para a préxima
safra € de que o volume total de soja e derivados que sera exportado ultrapasse 44
milhdes de toneladas, conforme demonstrado na Tabela 1 e ilustrado na Figura 3
(ABIOVE, 2011).



TABELA 1 - EXPORTAGOES DO COMPLEXO SOJA, PREVISAO PARA A SAFRA DE 2009/2010

2011 (Previsao) Volume Valor Vallor~
(1000 ton) (US$/ton) (US$ milhoes)
Soja em Grao 29073 380 11043
Farelo de Soja 13669 345 4719
Oleo de Soja 1564 865 1352
Total 44306 17115

FONTE: ADAPTADO DE ABIOVE (2011)
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FIGURA 3 - RECEITAS DO COMPLEXO SOJA E PARTICIPACAO DO COMPLEXO SOJA NAS

RECEITAS
FONTE: ADAPTADO DE ABIOVE (2011)

2.1.3 Composigao da Soja

A soja, € uma espécie herbacea, cuja posi¢cao taxondémica se insere na

subdivisdo Angiospermae, classe Dicotyledoneae, divisdo Magnoliophyta classe

Magnoliopsida, subclasse Rosidae, ordem Fabales, familia Fabaceae, subfamilia

Faboideae e ao género Glycine, que compreende varias espécies, sendo a
comercial a Glycine max (L.) Merrill (CARLSON, 1973 apud MAGALHAES, 2002;

CARUSO, 1997 apud BORRMANN, 2009).

A composicdo média em base seca do grao de soja esta demonstrada na

Tabela 2. O teor dos compostos sofrem influéncia de fatores tais como cultivar,

época do plantio, localizagdo geografica e estresse ambiental, o0 que os tornam

bastante variaveis (LIU, 1999).
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TABELA 2 - COMPOSICAO APROXIMADA DO GRAO DE SOJA

Parte do % do Composigdo Quimica (% peso seco)
Grao grﬁo Proteinas Lipidios Carboidratos Outros*
Casca 8 9 1 86 4,3
Hipocotilo 2 41 11 43 4,4
Cotilédone 90 43 23 29 5,0
Total 100 40 20 35 5,0

* Minerais, vitaminas, fitatos e isoflavonas.
FONTE: LIU (1999)

A soja contém em média, 40% de proteinas e 20% de lipideos o que a torna
a cultura com o maior teor protéico e o segundo maior teor de gordura, superado
somente pelo amendoim que possui 48% de lipideos. A proteina da soja contém
todos os aminoacidos essenciais. O 6leo de soja contém uma alta proporgéo de
acidos graxos insaturados (80% do total de lipideos) das séries w-3 e ®-6, tais como
acido linoléico e linolénico (LIU, 1999; APROSOJA, 2010).

A soja possui em torno de 35% de carboidratos, sendo 2% deste valor
encontrado sob a forma de amido. A parede celular da soja € composta de
aproximadamente 30% pectinas, 50% hemicelulose e 20% celulose (LIU, 1999).
Cerca de apenas 11% do total de carboidratos da soja corresponde a carboidratos
soluveis (MAUGHAN; MAROOF; BUSS, 2000), sendo encontrados tragos de
monossacarideos, como glucose e arabinose, e quantidades mensuraveis de di- e
oligossacarideos, como a sacarose (40 — 68% do total de carboidratos soluveis),
estaquiose e rafinose (LIU, 1999; JOHNSON; WHITE; GALLOWAY, 2008).

A soja também contém, em menor quantidade, diversas outras substancias,
conhecidas como fitoquimicos, que tém sido correlacionadas nos ultimos anos com
beneficios unicos a saude (LIU, 1999; MESSINA, 1999).

2.1.4 Usos da Soja

A soja € um grao altamente versatil o qual origina produtos e subprodutos
utilizados pela agroindustria, industria quimica e de alimentos. Ela entra na
composigdo de alguns embutidos, chocolates e temperos. E também usada pela
industria de nutrientes, alimentagcdo animal, adubos, formulador de espumas,

fabricagcdo de fibra. Sua proteina € base de ingredientes de padaria, massas,



27

produtos de carne, cereais, misturas preparadas, bebidas, alimentacao para bebés e
alimentos dietéticos (EMBRAPA, 2011a).

No entanto, seu uso mais conhecido € como 6leo refinado, obtido a partir do
Oleo bruto. Nesse processo, também é produzida a lecitina, um agente emulsificante
usado na fabricacdo de salsichas, maioneses e achocolatados. Recentemente, a
soja vem crescendo como fonte alternativa de combustivel. O biodiesel de soja vem
sendo testado por instituicdes de pesquisa, como a EMBRAPA (EMBRAPA, 2011a).

A soja também vem sendo estudada por seus beneficios na prevengao e no
tratamento de doencgas cronico-degenerativas. Estudos sugerem que o consumo
regular de derivados de soja reduz a incidéncia de cancer de préstata (ZHOU et al.,
1999). Também ¢é utilizada no tratamento de osteoporose (MESSINA, 1999) e
sintomas associados a menopausa (FERRARI; DEMIATE, 2001), ja que apresenta
uma molécula com estrutura quimica semelhante ao estradiol (principal horménio
feminino). O consumo da proteina da soja também tem sido associado com a
reducdo da hipercolesterolemia e do risco de complica¢gdes cardiacas (FUKUDA et
al., 2006; SONG et al., 2007).

Jimenez-Escrig et al. (2008) demonstraram em seu trabalho o uso de
residuos, obtidos durante a extragdo do leite de soja, que possuem efeitos pré-
bidticos e com alta capacidade antioxidante. Um estudo realizado por Plewa et al.
(1999) demonstrou que o extrato alcodlico obtido de um subproduto do
processamento da soja foi capaz de reprimir danos induzidos no DNA e mutacgbes
em células de mamiferos, sugerindo que os produtos e subprodutos comerciais da

soja podem ser importantes fontes de novos quimioprotetores.

2.2 FARELO DE SOJA

Pichat (1995 apud RIBEIRO, 2006) define a palavra residuo (do latim
residum) como toda substancia que o produtor abandona ou que se encontra
forcado a abandonar. Constantemente estudos s&o divulgados sobre as varias
maneiras da utilizacdo de residuos agroindustriais, nos quais ao serem descartados,

do processamento industrial de vegetais e beneficiamento de cereais, séo
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descartadas também porgdes potencialmente nutritivas, a exemplo do farelo de soja,
que é rico em proteinas e carboidratos.

Dos residuos de produtos industrializados a base de soja consumidos nos
paises asiaticos poucos sao reaproveitados ou transformados. Ja nos EUA,
praticamente todo o residuo de derivados da soja € processado, tornando-os
subprodutos. Alimento a base de soja contém uma mistura complexa de compostos
bioativos que agem por si s6 ou pela interagcdo com outros compostos ou moléculas
do organismo do individuo (LIMA, 2008).

Entende-se por farelo de soja o subproduto resultante da extragdo mecanica
e/ou quimica do 6leo dos graos de soja (Glycine max (L.) Merrill) que, muitas vezes,
nao €& aproveitado por empresas (HUISMAN; SCHOLS; VORAGEN, 1998). Seu
preco varia em torno de R$ 600/ton de farelo de soja, entre industrias e cooperativas
no Brasil. E um produto relativamente barato com grande potencial de uso como
suplemento, fonte de nitrogénio, proteina, polissacarideos ou substrato em
processos biotecnoldgicos. A variagdo do prego € decorrente da disponibilidade e
tipo de farelo (porcentagem de proteina) (ABIOVE, 2011).

O farelo representa em torno de 70% da semente de soja. Sua composigao
pode variar sendo aproximadamente 50% proteinas, 40% de carboidratos e 10% de
cinzas e outros componentes (BAINY et al., 2008). A fragcdo de carboidratos inclui
agucares simples (monossacarideos e dissacarideos), oligossacarideos e
polissacarideos (celulose, hemicelulose, pectina e amido) (LIU, 1999). A composigao
quimica do farelo de soja pode apresentar variagdes devido a diferengas nas
condigdes ambientais, variedades genéticas e condigbes de processamento
(umidade, tempo e temperatura de secagem, tostagem) (STROHER, 2010).

O elevado teor em proteinas faz do farelo de soja a principal matéria prima
na fabricacédo de racdes para alimentagcao de animais. Quase 70% do farelo protéico
das rag¢des que alimentam os animais domésticos vém da soja (EMBRAPA, 2011c).
Embora grande parte deste residuo seja destinada a ragdes animais, diversas
pesquisas e processos tém sido desenvolvidos com o intuito de obter produtos
refinados, com um valor agregado, destinados diretamente ao consumo humano ou
a produgéo de ingredientes protéicos (STROHER, 2010).
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2.3 POLISSACARIDEOS DE SOJA

Os polissacarideos sdo as biomoléculas mais abundantes da Terra, pois
exercem varias fungdes em todos os seres vivos, sendo a principal prover energia.
Polissacarideos consistem em polimeros com mais de 20 unidades
monossacaridicas, cujas cadeias podem ser lineares ou ramificadas (STRYER,
1996; NELSON; COX, 2006).

Os polissacarideos, também chamados glicanas, diferem entre si na
identidade das unidades monossacaridicas, nos tipos de ligagdo que as unem, no
comprimento das cadeias, ou no grau de ramificagdo dessas cadeias.
Homopolissacarideos (amido, glicogénio, celulose, por exemplo) sdo formados por
apenas um tipo de monossacarideo, enquanto heteropolissacarideos
(peptidioglicanos, por exemplo) sdo formados por mais de um tipo de
monossacarideo (STRYER, 1996; NELSON; COX, 2006).

Carboidratos de soja sdo o segundo maior componente depois das proteinas
indicando um importante valor econdmico para a industria de soja (BAINY et al.,
2008). Discrepancias entre valores encontrados dos monossacarideos obtidos a
partir da soja sdo devido a diferenga nos bioprodutos estudados e na variacéo da
composicao entre as variedades de soja (MATEOS-APARICIO et al., 2010).

Segundo Aspinall (1988) os polissacarideos da soja podem ser separados
em uma maior fracdo ndo-celulésica e uma menor fragao celuldsica, sendo a fragao
nao-celuldsica constituida de polissacarideos acidos, arabinogalactanas e cadeias
de arabinanas ou galactanas. Segundo Aspinall et al. (1967a), o principal agucar
acido presente na soja é o acido galacturdnico. Esses polissacarideos acidos
possuem entdo acido D-galacturdnico e L-ramnose na cadeia principal com cadeias
laterais constituidas principalmente de unidades de galactose e arabinose
(HUISMAN; SCHOLS; VORAGEN, 1998; FURUTA et al., 1998).

Varios artigos demonstram a extragcao de polissacarideos de soja. Alguns
reportam a extragdo de polissacarideos neutros com agentes quelantes
(KAWAMURA; NARASAKI, 1961), extracdo alcalina a quente (LABAVITCH,;
FREEMAN; ALBERSHEIM, 1976), extragao aquosa a quente (MORITA, 1965), ou
ainda extracdo acida a quente (FURUTA et al., 1998). Em comum todos sugerem

que os polissacarideos de soja sdo compostos de arabinose, galactose e acido
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galacturdnico. A presenga desses monossacarideos indicam uma consideravel
quantidade de pectinas (HUISMAN; SCHOLS; VORAGEN, 1998).

Bainy et al. (2008) encontrou teores de 45% de carboidratos para farelo de
soja, sendo a galactose, arabinose e acidos urdnicos 0os monossacarideos mais
presentes. Glucose se encontrou em quantidades baixas, o que esta em acordo com
o trabalho de Huisman, Schols e Voragen (1998). Furuta et al. (1998), além de
galactose, arabinose e acidos urénicos encontraram a presenca de manose em suas
fragdes, o que € um indicativo de remogao incompleta das cascas da soja, uma vez
que esta consiste em grandes extensdes de galactomananas (WHISTLER;
SAARNIO, 1957).

Dentre os polissacarideos obtidos da soja, as arabinogalactanas tém sido
estudadas intensamente (ASPINALL et al, 1967a; ASPINALL et al., 1967b;
MORITA, 1965; LABAVITCH; FREEMAN; ALBERSHEIM, 1976) e mostrado conter
cadeias principais de (1—4)-B-D-Galp, onde algumas unidades carregam em C-3
uma cadeia lateral de L-arabinofuranose (1—5)-ligada. No entanto, uma grande
variagao esta presente no grau de ramificagdo e na distribuicdo dos substituintes na
cadeia (HUISMAN; SCHOLS; VORAGEN, 1998). Aspinall e Cottrell (1971) isolaram
uma arabinana altamente ramificada, contendo arabinofuranose (1—3) e (1—595)-
ligada.

Liao et al. (2001) encontraram polissacarideos de soja com caracteristicas
de a-D-glucanas. Sua cadeia central era formada por (1—6)-a-D-Glcp, com unidades
de galactose e arabinose (1—3)- ou (1—4)-ligadas substituidas em C-3 ou C-4 nas
unidades de glucose.

Fransen et al. (2000) isolam arabinogalactanas de farelo de soja com
cadeias laterais substituidas em O-4 por residuos de ramnose. Sua estrutura é
formada por uma cadeia principal de galactanas f-(1—4)-ligada altamente
ramificada com cadeias de arabinana. Em média, a cadeia de arabinogalactana
contém 29 unidades de galactose e 25 unidades de arabinose.

Nakamura et al. (2001) isolaram, a partir de cotilédones de soja
deslipidificados e desproteinizados, um polissacarideo denominado pelos autores de
Polissacarideo Soluvel da Soja (SSPS). A estrutura detalhada do SSPS foi
determinada por degradacdo enzimatica (Figura 4). As moléculas sé&o

polissacarideos acidos contendo 18% de acido galacturénico (NAKAMURA et al.,
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2002b). A cadeia principal consiste em galacturonana (GN), composta de [—»4)-a-D-
GalA-(1—] e ramnogalacturonana (RG), composta de unidades repetidas de
diglicosil [—4)-a-D-GalA-(1—>2)-a-L-Rha(1—]. O grau de polimerizacdo de GN é
estimado em cerca de 4-10 residuos de GalA, com 15, 28 e 100 de unidades de
repeticdo de GalA-Rha (NAKAMURA et al.,, 2001; NAKAMURA et al.,, 2002b). As
cadeias laterais de (1—4)-B-galactanas, cujo grau de polimerizacdo é estimado em
cerca de 43-47, sdo ramificadas com residuos de fucose e arabinose; e as cadeias
laterais de (1—-3) e (1—>5)-a-arabinanas, estdo ligadas ao C-4 dos residuos de
ramnose nas regides RG. Alguns acidos galacturdnicos sdo modificados em C-3 por
oligossacarideos xilosil (grau de polimerizagdo = 4 ou 7), que sdo compostos de
xilose B-1,4- e 3-1,2-ligada (NAKAMURA et al., 2002a).
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FIGURA 4 - MODELO DE ESTRUTURA QUIMICA DO SSPS
FONTE: NAKAMURA et al. (2002b)

Yamaguchi, Otab e Hatanaka (1996), isolaram de okara (subproduto
resultante da extracdo do leite de soja) polissacarideos pécticos que compreendem
regides de galacturonana e ramnogalacturonana com cadeias laterais compostas
principalmente por arabinanas e galactanas. As regides de galacturanana sao

distribuidas nas extremidades redutoras e n&o redutoras do polimero.
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Huisman et al. (2000), através de extragcao alcalina, extrairam fracdes
polissacaridicas de farelo de soja contendo xiloglucanas. As xiloglucanas
encontradas sao fucosiladas e sdo compostas por unidades XXXG, similar a outras

xiloglucanas originarias de outras plantas (Figura 5).

Ha@@m

- n
FIGURA 5 - ESTRUTURA DO POLISSACARIDEO OBTIDO DE EXTRAGCAO ALCALINA DE FARELO

DE SOJA
FONTE: HUISMAN et al. (2000)

Whistler e Saarnio (1957) isolaram galactomananas da casca da soja.
Andlises desses polissacarideos extraidos indicaram uma cadeia (1—4)-D-
manopiranose com unidades de D-galactopiranosil ligadas a algumas unidades de D-
manose por ligagdes (1—6) (Figura 6). Aspinall, Hunt e Morrison (1966) apds
sucessivas extragdes da casca de soja, encontraram em adigao as galactomananas,
uma xilana. Esta xilana é insoluvel em agua, constituida por liga¢des glicosidicas do
tipo B-(1—4)-ligadas caracterizada por conter baixa propor¢cédo de cadeias laterais.

Xilanas com esta estrutura estdo associadas com celulose em tecidos lignificados.
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FIGURA 6 - ESTRUTURA DAS GALACTOMANANAS ISOLADAS DA CASCA DA SOJA
FONTE: WHISTLER; SAARNIO (1957)

Cipriani et al. (2009) isolaram a partir de farelo de soja uma
arabinogalactana do tipo | (Figura 7). Sua cadeia principal € composta de B-D-Galp

(1—>4)-ligada, substituida em O-3 por unidades a-L-Araf, que por sua vez, sao
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substituidas em O-5, O-3,5 e 0-2,5. Esta estrutura esta provavelmente ligada em O-
4 de algumas unidades ramnosil de ramnogalacturonanas tipo |, formada pela

repeticdo de grupos (1— 4)-a-D-GalpA-(1— 2)-a-L-Rhap.

—34)-B-D-Galp-(1-34)-B-D-Galp-(1—4)-B-D-Galp-(1—4)-

—4)-0-D-GalpA-(1—-2)-0-L-Rhap-(1—

a-L-Araf~(1—-2)-

a-L-Araf~(1—-3)-

—5)-0t-L-Araf~( 1 —5)-ot-L-Araf~( 1 —=3)-c-L-Araf~(1—3

FIGURA 7 - MODELO DE ESTRUTURA DA ARABINOGALACTANA TIPO | ISOLADA DE FARELO
DE SOJA
FONTE: CIPRIANI et al. (2009)

2.4 ATIVIDADES BIOLOGICAS DE POLISSACARIDEOS DE SOJA

Polissacarideos de diversas origens (plantas; bactérias — proteoglicano de
membrana, exopolissacarideos, lipopolissacarideos da parede celular; e fungos —
polissacarideos derivados da parede celular, citoplasma de reserva) podem atuar
como modificadores de resposta biolégica. A estrutura destes polissacarideos é
bastante diversificada, podendo ser constituidos por diferentes unidades
monossacaridicas, e apresentar grupos fosfato, acetil, carboxilicos, sulfatos,
peptideos e lipideos. As ligagdes glicosidicas podem ser a-, B-, (1-2), (1-3), (1>4)
ou (1—6) (LEUNG et al., 2004).

Koga e Kikuchi (1993) isolaram do farelo de soja uma fracdo de

polissacarideos capaz de aumentar a glicélise, a produgéo de interleucinas 1 pelos
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macrofagos e a proliferagdo de esplendcitos. Liao et al. (2001) isolaram
polissacarideos de soja preta, com caracteristicas de (1—6)-a-D-glucana, capazes
de estimular macrofagos e linfocitos T, sugerindo entdo que estes polissacarideos
podem inibir proliferacdo e induzir a diferenciagdo de células leucémicas U397,
resultando em resposta biolégica modificadora e efeito imunopotencializador. Em
estudos posteriores, Liao, Chen e Yang (2005) concluiram que além das atividades
ja descritas, os polissacarideos extraidos da soja preta, além de restaurar a
contagem de leucdcitos também reforgavam a formagdo de células da medula
ossea.

Chen et al. (2010) testaram os efeitos de oligossacarideos de soja sobre
niveis de lipidios séricos, glucose e estresse oxidativo em ratos gordos. Resultados
mostraram uma redugdo dos niveis de glucose no sangue, lipideos séricos e
estresse oxidativo nas doses de 150, 300 e 450 mg/kg indicando capacidade para
reverter doengas cardio-cerebrovascular.

Cipriani et al. (2009) isolaram do farelo de soja uma arabinogalactana do tipo
| capaz de inibir lesbes gastricas induzidas por etanol em ratos, indicando um
potencial efeito gastroprotetor. Os possiveis mecanismos descritos para este tipo de
atividade dos polissacarideos estdao nas habilidades de ligagdo a superficie da
mucosa agindo como uma camada protetora; diminuir atividade secretoria de acido e
pepsina e proteger a mucosa pelo aumento da sintese de muco e/ou radicais de
limpeza (MATSUMOTO; MORIGUCHI; YAMADA, 1993; NERGARD et al., 2005;
YAMADA, 1994).

Mateos-Aparicio et al. (2010) isolaram de okara (subproduto resultante da
extragdo do leite de soja) polissacarideos pécticos com potencial atividade
antioxidante.

Tsai et al. (1983) testaram os efeitos da ingestado de polissacarideos de soja
nas fungdes gastrointestinais, balango nutricional, excre¢cado de esteroides, tolerancia
a glucose, niveis de lipideos séricos e parametros do sangue em humanos. Apos 0s
17 dias de suplementagdo com os polissacarideos de soja, ndo houve mudangas
significativas nos parametros de sangue e niveis de lipideos séricos. No entanto os
estudos revelaram um significativo aumento do peso do conteudo fecal e seu teor de
agua, e mostraram ainda uma potencial capacidade hipoglicemiante. Takahashi et

al. (1999) em seu trabalho demonstraram que polissacarideos de soja soluveis em
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agua possuem a capacidade de reduzir o tempo de transito gastrointestinal devido a
elevada presenca de fibras em sua composicao.

Neeser, Koellreutter e Wuersch (1986), Kiers et al. (2002), Kiers et al.
(2003), Becker et al. (2007) e Becker e Galletti (2008) demostraram em seus
trabalhos a capacidade da soja em adsorver enterobactérias como Salmonella sp. e
Escherichia coli de modo a evitar a colonizagao subsequente do patégeno. A teoria
mais aceita sobre o mecanismo de adsorgdo dessas bactérias € a de que as
fimbrias do tipo | reconhecem os carboidratos, ligando-se a eles, ja que estes
estariam mais facilmente disponiveis do que os carboidratos existentes na superficie
da mucosa intestinal (OFEK; HASTY; SHARON, 2003).

2.4.1 CAPACIDADE DE ADSORCAO DE BACTERIAS ENTEROPATOGENICAS

Existe uma grande necessidade por parte das industrias de alimentos/ra¢des
e da medicina humana e animal em criar métodos de defesa contra doencas
causadas por enterobactérias, uma vez que infecgdes entéricas sdo uma das causas
globais de mortalidade, chegando a mais de dois milhées de mortes/ano (WILSON
et al., 2002; PATON; MORONA; PATON, 2006; RASKO; SPERANDIO, 2010;
GANNER et al., 2010).

As enterobactérias sdo bactérias gram-negativas causadoras principalmente
de doencgas gastrointestinais. Estdo entre os principais géneros: Escherichia,
Salmonella, Clostridium e Helicobacter.

O Centro de Controle e Prevencao de Doencas (CDC), em 2011, divulgou
alguns dados sobre a problematica das doencgas transmitidas por alimentos (DTA)
nos Estados Unidos. A cada ano, um em cada seis americanos fica doente através
da ingestao de alimentos contaminados, o que representa um total de 48 milhdes de
americanos doentes e 3000 mortos por ano. O CDC aponta uma redugao pela
metade no numero de infecgdes causadas por E. coli O157 nos ultimos 15 anos.
Entretanto isso ndo acontece com as infecgdes causadas por Salmonella sp., elas
continuam crescendo, sendo hoje responsaveis por 365 milhdes de ddlares em
despesas médicas (CDC, 2011).
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A Secretaria de Vigilancia em Saude divulgou no ano de 2011 - uma
pesquisa contendo os dados epidemiolégicos da salmonelose no Brasil. Entre os
anos 2000 e 2011 houveram 1660 surtos causados por Salmonella sp, sendo 19
surtos no ano de 2011 (SVS, 2011).

A salmonelose é transmitida principalmente através de aves, carne de porco,
carne bovina (Figura 8). Juntas essas fontes s&o responsaveis por
aproximadamente 70% da cadeia de contaminagcdo (CDC, 2011). Esses dados
refletem que, além de um problema de saude humana, as doencgas entéricas sdao um
dos maiores problemas na pecuaria (PATON; MORONA; PATON, 2006).
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FIGURA 8 - FONTES DE CONTAMINAGCAO DE SALMONELOSE
FONTE: ADAPTADO DE CDC (2011)

Na pecuaria os antibidticos promotores de crescimento (AGP — Growth-
Promoting Antibiotics) tém sido usados com frequéncia nas ultimas décadas com
finalidade de controlar patdgenos intestinais (reduzindo mortalidade) e como
promotores de performance ou saude animal (BOROWSKY, 2009; GANNER, 2011;
FERKET, 2011). Uma das reagdes mais importantes derivadas do uso prolongado
desses antibidticos foi o surgimento de bactérias resistentes a este tipo de
tratamento (SHARON; OFEK, 2000; SPRING; PRIVULESCU, 2012; HAJATI;
REZAEI, 2010; GANNER, 2011). Consequentemente, pesquisas com alternativas ao
uso de antibidticos tém sido intensificadas (SHARON; OFEK, 2000; BIGGS;
PARSONS; FAHEY, 2007; GANNER, 2011). Alternativas naturais como oleos
essenciais, leveduras, prebioticos, probioticos, oligossacarideos, polissacarideos,
glicoconjugados sao os focos de interesse e cada vez mais tém sido estudados
(MORAN, 2011; GANNER, 2011).
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Atualmente uma das alternativas ao uso de antibidticos com atividade
comprovada, vendido comercialmente desde 1993, é o BioMos® da Alltech
(SPEARMAN, 2004). Esse produto consiste em parede celular da levedura
Saccharomyces cerevisiae. A parede celular das leveduras é composta,
predominantemente por p-glucanas (35-55%) e manoproteinas (30-50%) (KLIS;
BOORSMA; GROOT, 2006; KOGAN; KOCHER, 2007).

Atividades imunomoduladoras sdo descritas constantemente para (-
glucanas (BOHN; BeMILLER, 1995; KOGAN; KOCHER, 2007; BUSSIERE, 2010) e
as manoproteinas estao sendo correlacionadas a atividades de adsorcédo bacteriana
(OFEK; HASTY; SHARON, 2003; MORAN, 2011). Desta forma a caracteristica do
BioMos® em aumentar a resisténcia do animal, contra doencgas entéricas, e
promover o crescimento € dada devido sua capacidade de: inibir a colonizacdo de
patdogenos entéricos, bloqueando a adesdo bacteriana (OFEK; HASTY; SHARON,
2003; SPRING; PIVUULESCU, 2012; MORAN, 2011); aumentar a imunidade
(FERKET, 2011); e aumentar a barreira de muco no lumen intestinal, através de
producdo de imunoglobulina A — IgA (MCKAY; PERDUE, 1993; BIGGS; PARSONS;
FAHEY, 2007).

Pesquisas com outras alternativas ao uso de antibioticos estdo sendo
divulgadas na ultima década. Parede celular de Trichosporon mycotoxinivorans
aderiram enterobactérias in vitro (GANNER et al., 2010). Lactobacillus johnsonii foi
capaz de competir pelos mesmos receptores que bactérias enteropatogénicas
(NEESER et al., 2000). Lactobacillus acidophilus interferiu com o processo de
adesao de Salmonella sp. (NAKAZATO et al., 2011). Polissacarideos sulfatados de
microalgas inibiram o processo de citoadesdo por Helicobacter pylori (GUZMAN-
MURILLO; ASCENCIO, 2000). Leite e seus componentes (MARTIN-SOSA; MARTIN;
HUESO, 2002; MARTIN; MARTIN-SOSA; HUESO, 2002), oxicoco (cranberry)
(BURGUER et al., 2000), cenoura, café, manga (BECKER et al., 2007; BECKER,;
GALLETTI, 2008) foram capazes de adsorver enterobactérias in vitro.

Propriedades anti-adesdo da soja vém sendo estudadas. Neeser,
Koellreutter e Wuersch (1986) testaram oligo-, polissacarideos e glicopeptideos, de
soja, contendo manose, quanto ao potencial inibitério de aderéncia bacteriana
mediada por fimbrias tipo 1 de E. coli. Resultados demostraram que pequenos
glicopeptideos contendo altos conteudos de manose foram capazes de inibir

hemaglutinagédo em eritrocitos de porcos e a adesdo bacteriana em células bucais
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humanas. Kiers et al. (2002) investigaram os efeitos inibitérios do tempeh sobre
Escherichia coli (ETEC) K88. Tempeh é um alimento fermentado feito a partir de
graos de soja cozidos inoculados com fungo, normalmente do género Rhizopus.
Extratos de tempeh e extratos de grédos de soja cozido inibiram in vitro
hemaglutinagdo em eritrécitos de hamster induzidas pela bactéria Escherichia coli
(ETEC) K88. Esta atividade € dada como resposta a presenga de componentes que
agregam e/ou adesinas analogas e/ou receptores analogos. Becker et al. (2007) e
Becker e Galletti (2008) investigaram o tempeh e sua capacidade de ligagéo in vitro
a diferentes espécies de bactérias (Salmonella sp., E. coli, Lactobacillus spp.). Bons
resultados de capacidade de ligagao do tempeh foram identificados para as espécies
E. coli K88, E. coli ATCC 25922 e S. enterica CIDC 510.

2.4.1.1 Mecanismo de adsorcao de enterobactérias

2.4.1.1.1 Processo de adesao

Adeséao de patogenos a superficie do epitélio do intestino (colonizagéo) é a
primeira etapa critica do processo de infec¢do (OFEK; MIRELMAN; SHARON, 1977,
LINDHORST; KIEBURG; WENZEL, 1998; WILSON et al.,, 2002; OFEK; HASTY;
SHARON, 2003; MORAN, 2011). Ela € mediada por fatores de aderéncia microbiana
chamados de adesinas. Essas adesinas podem ser proteinas ou carboidratos.

Existem trés tipos principais de interacbes adesinas-receptor: lectinas-
carboidratos; proteinas-proteinas e hidrofobinas-proteinas (OFEK; HASTY; DOYLE,
2003). O primeiro tipo de interacdo € a ligacdo de lectinas com carboidratos. As
lectinas sao proteinas de ligacado especifica a carboidratos, presentes na superficie
das bactérias patogénicas, mais especificamente nas fimbrias ou na superficie da
célula hospedeira (LINDHORST; KIEBURG; WENZEL, 1998). O segundo tipo de
interacdo envolve o reconhecimento entre proteinas bacterianas e proteinas
complementares localizadas na superficie da mucosa. O terceiro tipo é caracterizado
pela interacao entre proteinas e lipideos (OFEK; HASTY; DOYLE, 2003).
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As interagdes lectinas-carboidratos estdo difundidas na maioria dos
patdgenos, por isso tem sido extensivamente estudadas (OFEK; HASTY; DOYLE,
2003). Elas sao importantes para comunicacao célula-célula em diversos processos
fisioloégicos e possuem papel crucial no evento patogénico (LINDHORST; KIEBURG;
WENZEL, 1998; OFEK; DOYLE, 2003). As lectinas, em bactérias gram negativas,
estdo localizadas nas fimbrias, sendo capazes de reconhecer e se ligar a
carboidratos complementares disponiveis sobre a superficie do tecido gastro-
intestinal do hospedeiro, iniciando desta forma o processo de adesdo bacteriana
(LINDHORST; KIEBURG; WENZEL, 1998; MORAN, 2011).

2.4.1.1.1.1 Fimbrias

As fimbrias sao filamentos proteicos que se projetam da superficie da
bactéria e possuem capacidade de adesdo devido a presenca de lectinas. As
fimbrias sao classificadas de acordo com as lectinas presentes e consequente
especificidade aos carboidratos (LINDHORST; KIEBURG; WENZEL, 1998) e
caracteristica hemaglutinante: manose-sensiveis (MS) que tém a sua aglutinagéo
com eritrécitos inibida pela manose; e fimbrias manose-resistentes (MR) que néao
apresentam hemaglutinagao inibida pela manose (EVANS JR; EVANS; DUPONT,
1979; QUADRI et al., 1994).

As enterobactérias possuem de modo geral fimbrias do tipo |, fazem parte do
grupo MS, onde ha lectinas manose especificas. Essas lectinas reconhecem
glicoproteinas, ricas em manose, localizadas sobre a superficie intestinal
(LINDHORST; KIEBURG; WENZEL, 1998; SPRING et al., 2000; SPEARMAN, 2004;
OFEK; HASTY; SHARON, 2003).

A patogénese de infecgbes por Salmonella enterica requer adesao a varias
superficies celulares do hospedeiro, e um largo numero de estruturas adesivas
podem ser encontradas. Dependendo do serotipo (sorovar), genes para varios tipos
de adesinas fimbriais sdo identificadas (WAGNER; HENSEL, 2011).

Para a Salmonella enterica sorovar typhimurium sao descritos os operons
Lpf (long polar fimbriae) que codificam fimbrias que se ligam as células M nas placas

de peyer, o Pef (plasmid enconded fimbriae) que esta envolvido na ligacdo ao
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epitélio intestinal, o Fim que codifica a fimbria tipo | e, recentemente, foi descrito o
gene Tafi/Agf (thin aggregative fimbriae) que esta envolvido na sintese de um fino
agregado de fimbrias denominado “curl” (ASTEN; DJIK, 2005; BOROWSKI, 2008;
FRONZES; REMAUT; WAKSMAN, 2008; WAGNER; HENSEL, 2011). Outros genes
que codificam adesinas fimbriais também ja foram descritos para Salmonella
typhimurium, sao eles: Bcf, Saf, Stb, Stc, Stf, Sth, Sti e Stj. Embora as fungbes de
muitas adesinas ndo sejam completamente compreendidas, estudos recentes tém
sido publicados a fim de mostrar as propriedades especificas estruturais e funcionais
de adesinas de Salmonella a fim de compreender suas agdes em conjunto com
outros determinantes de viruléncia (WAGNER; HENSEL, 2011).

Como pode-se observar, diferentes tipos de fimbrias ja foram descritas para
S. typhimurium, porém, somente as fimbrias de tipo 1, comprovadamente contribuem
para a fixagdo em enterdcitos e para a colonizagdo no intestino (BOROWSKI, 2008,
FRONZES; REMAUT; WAKSMAN, 2008; MORAN 2011). A fimbria tipo 1 é
composta primariamente por subunidades proteicas denominadas FimA (98%),
codificada pelo gene fimA (SOKURENKO et al., 1994; JONES et al., 1995).
Entretanto, é outra subunidade, denominada FimH, que representa a lectina fimbrial,
indispensavel pela ligagédo ao epitélio. FimH é altamente especifica para residuos de
manose e estéo localizadas nas laterais e extremidades das fimbrias (SOKURENKO
et al.,, 1994; LINDHORST; KIEBURG; WENZEL, 1998; WEISSMAN et al., 2003;
GRZYMAJTO et al., 2010; WAGNER; HENSEL, 2011).

2.4.1.1.2 Mecanismo anti-adesao

A capacidade de bloquear a adeséo bacteriana representa uma estratégia
ideal para combater a patogénese bacteriana devido a sua importancia no inicio do
processo infeccioso. E também adequada para aplicagdo como uma estratégia
profilatica para evitar a infeccdo, uma vez que impedindo a colonizacdo de
patdogenos no intestino humano e animal se reduz o numero de infecgbes
gastrointestinais e o risco de transmissédo pela cadeia alimentar (BECKER, 2005;
BECKER et al., 2007; GANNER, 2011; GANNER et al., 2010).
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A principal desvantagem da terapia anti-adesédo esta em que a maioria dos
patdogenos possui genes que codificam mais de um tipo de adesina, de modo que
durante o processo infeccioso, mais de uma destas adesinas possam ser expressas
pela populacédo de patdgenos. A adesao pode também envolver outros fatores além
de adesinas-receptores, tais como interacdes hidrofébicas ou outras interacdes nao-
especificas. Para a terapia anti-adesdo ser completamente efetiva, € necessario o
uso de multiplos agentes que inibem especificamente cada tipo de adesina do
patégeno infectante ou um simples agente com amplo espectro de atividade anti-
adesdo (BECKER; GALLETTI, 2008).

Na tentativa de reduzir o numero de doencgas entéricas e baseado nesses
conceitos de terapia anti-adesdo, muitos produtores estdo incluindo materiais ricos
em manose nas dietas animais (MOLIST et al., 2011). O mecanismo anti-adeséo
nao esta totalmente elucidado (SPRING; PRIVULESCU, 2012; HAJATI; REZAEI,
2010), no entanto algumas teorias sdo descritas (Figura 9). A mais difundida é
evidenciada com o uso de receptores analogos, onde a enterobactéria (p.e.
Salmonella sp.), através das lectinas localizadas nas fimbrias, se ligara a manose
livre (fendbmeno de adsorgdo) devido a sua alta disponibilidade e concentragao,
evitando consequentemente o processo de adeséo e infeccdo (Figura 9B) (OFEK;
MIRELMAN; SHARON, 1977; MORAN, 2011). A bactéria ligada ao material rico em
manose sera entdo ‘lavada” pelo intestino. Este mecanismo é conhecido como
“Oligosaccharide Decoy Mechanism”, ou seja, mecanismo de armadilha dos
oligossacarideos (FIRON et al., 1987; MORAN, 2011).

Outra teoria a respeito das terapias anti-adesdo € baseada no uso de
adesinas analogas (Figura 9C). Essas moléculas de adesinas isoladas se ligam aos
receptores e competitivamente bloqueiam a adesédo bacteriana (OFEK; HASTY;
DOYLE, 2003). No entanto o uso analogos de adesina para terapia anti-adesao
pode ser impraticavel, pois elas sdo tipicamente macromoléculas que ndo estéo
prontamente disponiveis além de ser necessario emprega-las em altas
concentragdes. Além disso, uma cuidadosa consideragdo deve ser dada a sua
toxicidade e imunogenicidade (BEACHEY, 1981; OFEK; HASTY; SHARON, 2003).

Cabe destacar que informagdes sobre polissacarideos e suas fontes de
obtencao, acessibilidade, concentracdo e possiveis estruturas dos receptores para
adesdo bacteriana ainda nao estao explicitas. Mais estudos sao necessarios para
elucidar tais informacdes (BECKER; GALLETTI, 2008).
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FIGURA 9 - MECANISMOS ANTI-ADESAO. LI: ADESINA (LECTINAS). m: CARBOIDRATOS. A)
MECANISMO NORMAL DE ADESAO: AS ADESINAS DA BACTERIA RECONHECEM
CARBOIDRATOS NA SUPERFICIE DA MUCOSA O QUE RESULTA EM ADESAO. B) USO DE
RECEPTORES ANALOGOS (P.E. MANOOLIGOSSACARIDEOS - MOS): OS RECEPTORES
ANALOGOS SE LIGAM NAS LECTINAS DA BACTERIA IMPEDINDO A ADESAO. C) USO DE
ADESINAS ANALOGAS: AS ADESINAS ANALOGAS RECONHECEM OS CARBOIDRATOS NA
SUPERFICIE DA MUCOSA E SE LIGAM IMPEDINDO A ADESAO

FONTE: ADAPTADO DE BEACHEY (1981)

—

2.4.1.2 Ensaios in vitro de adsorgcao de enterobactérias

Uma consideravel quantidade de pesquisas tém sido realizadas a fim de
esclarecer como as bactérias se aderem a superficie celular. Similarmente diferentes
agentes capazes de bloquear a adesdo de bactérias nas superficies tém sido
desenvolvidos. Embora a adesao seja a base da patogénese, um pequeno numero
de técnicas podem ser usadas para medi-la (VESTERLUND et al., 2005).

A deteccgéo é realizada principalmente por avaliagcdo visual ou automatica da
aglutinacao ou ligacéo bacteriana (VESTERLUND et al., 2005). Neste ultimo caso, a
percepcao de bactérias é facilitada pela marcacado de fluorescéncia ou coloracéo
(VESTERLUND et al., 2005), por biotina-rotulagem, por marcacdo radioativa
(VESTERLUND et al., 2005; NEESER et al., 2000), pela medicdo da atividade
metabdlica (urease em caso de Helicobacter) (BURGER et al., 2000), por meio de
anticorpos (SOKURENKO; McMACKIN; HASTY, 1995), por determinagdo de
unidades formadoras de colénias (NAUGHTON; MIKKELSEN; JENSEN, 2001), ou
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por determinacdo de um ponto de crescimento bacteriano através de sua densidade
optica e sua correlagdo com a contagem de colénias (UFC/mL) (SOKURENKO;
McMACKIN; HASTY, 1995; BECKER et al., 2007; GANNER et al., 2010). Esta ultima
sera a metodologia utilizada no presente trabalho para avaliar a atividade anti-

adeséo das fragbes isoladas de farelo de soja.
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3 JUSTIFICATIVA

O Brasil € mundialmente o segundo maior produtor de soja. Embora seja um
grao com aplicagéo bastante versatil, seu uso mais conhecido é como dleo refinado,
obtido a partir do 6leo bruto. Esse processo de extragado do 6leo bruto da soja gera
altas quantidades de um subproduto conhecido como farelo de soja.

O farelo representa em torno de 70% da semente de soja, portanto, a cada
tonelada de grdo de soja que € destinada para extragao de 6leo, 700 kg de farelo de
soja sédo gerados. A previsdo para o ano de 2011 € de que sejam produzidos no
Brasil 52,5 milhdes de toneladas de farelo de soja, sendo 10,7 milhdes no estado do
Parana. A maior parte desse farelo de soja € destinada a produgao de racao animal
ou é descartada pelas industrias. Sua composi¢cao nutricional inclui alto teor de
proteinas e carboidratos, indicando ser uma fonte com potencial de utilizagdo para
fins biotecnoldgicos.

Existem poucos estudos sobre a atividade bioldgica de polissacarideos
obtidos do farelo de soja. A pesquisa por novas moléculas como alternativas ao uso
de antibidticos torna-se de alta relevancia, tanto para a area da saude quanto a
industria e para o préprio setor agricola, uma vez que permite o conhecimento de
novas fontes com potencial biolégico provenientes de um residuo de baixo custo e
alta disponibilidade no Brasil. Sendo assim, busca-se entdo estudar os
polissacarideos nativos e quimiotransformados do farelo de soja, quanto a sua

estrutura fina e capacidade de adsorgao a bactérias enteropatogénicas.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar a capacidade de ligagcao
in vitro a bactérias enteropatogénicas (Salmonella sp.) dos extratos nativos e

quimiotransformados isolados do farelo de soja.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obter extratos aquosos utilizando condi¢ées brandas (Extratos nativos) e
fortes (Extratos quimiotransformados) do farelo de soja;

- Determinar, por métodos quimicos e espectroscopicos, a composi¢cao e
estrutura quimica dos extratos nativos e quimiotransformados;

- Determinar a capacidade de ligacdo in vitro dos extratos nativos e
quimiotranformados;

— Comparar a capacidade de ligagdo in vitro entre os extratos nativos e
quimiotranformados;

- Comparar a capacidade de ligagdo in vitro entre os extratos

nativos/quimiotranformados ao BioMos®.



46

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 MATERIAL

Amostras de farelo de soja, provenientes da IMCOPA (Importacao e
Comeércio Parana), foram cedidas pela empresa BlIO4 — Solugdes Biotecnoldgicas.
Este farelo de soja € o produto resultante do esmagamento dos grdos de soja

destinados a extragao de 6leo de soja contendo 5% de lipideos residuais.

5.2 EXTRAGCAO DOS POLISSACARIDEOS

Foram adotadas cinco estratégias diferentes para extracdo de
polissacarideos do farelo de soja, denominadas estratégias 1 até 5; sendo a
estratégia 1 destinada a obtengdo de extratos nativos, as estratégias 2 e 4
destinadas a obtencdo de extratos quimiotransformados (polissacarideos
quimiotransformados) e as 3 e 5 sendo os respectivos controles das estratégias 2 e
4.

FARELO DE SOJA

[ EXTRATOS NATIVOS ] EXTRATOS
QUIMIOTRANSFORMADOS

estrarécia 3 [N ESTRATEGIAS |

FIGURA 10 - ESTRATEGIAS DE EXTRAGAO
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5.2.1 Estratégia 1

O farelo de soja foi submetido a extragdes aquosas sequenciais numa
concentragdo de 11,4 g%, em temperatura ambiente, sob agitagdo mecanica
constante durante 4 h. Este processo de extracao a frio foi realizado duas vezes, e o
residuo obtido foi submetido a duas extragdes aquosas a quente (80 °C), por 4 h,
sob agitagdo mecanica. Entre uma extracdo e outra a amostra foi filtrada em um
tecido fino para remogédo da maior parte do residuo e o extrato obtido centrifugado
(8000 rpm, 10 °C, 15 min). Os residuos obtidos na filtragdo e centrifugagédo foram
agrupados e submetidos a proxima extragdo. Em ambos os processos de extragao,
a frio e a quente, os sobrenadantes obtidos, apds a centrifugagéo, tiveram seu
volume reduzido, até uma terga parte, em rota-evaporador e foram tratados com trés
volumes de etanol 95%, permanecendo em repouso overnight, sob uma temperatura
entre 2-8 °C. Os precipitados foram separados por centrifugagdo (8000 rpm, 5 °C, 15
min), ressolubilizados em agua destilada (qsp solubilizacdo do material),
concentrados e liofilizados, originando as fragbes obtidas da extragdo aquosa a frio
(FS-1 e FS-2) e a quente (FS-3 e FS-4). Os sobrenadantes etandlicos foram
concentrados, ressolubilizados em &agua destilada e liofilizados, originando as
fragbes obtidas do sobrenadante etandlico (FS-E1, FS-E2, FS-E3 e FS-E4). O
esquema geral de obtencdo dos extratos aquosos do farelo de soja esta

apresentado na Figura 11.
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FARELO DE SOJA

12EXTRAGAO AQUOSA A FRIO

- Agua destilada (11,4 g/%), TA, 4 h.

- Filtragao.

- Centrifugacdo (8000 rpm, 10 °C, 15 min).
- Concentracdo.

S0B PPT

22 EXTRAQEOAQUOSAA FRIO

-Agua destilada (11,4 g/%), TA, 4 h.

- Filtragdo.

- Centrifugagao (8000 rpm, 10 °C, 15 min).

soB PPT

1° EXTRA(;AO AQUOSA A QUENTE
- Agua destilada (11,4 g/%), 80 °C, 4 h.

- Concentracdo.

|

- Precipitagdo (etanol 85% - 3V).
- Centrifugacdo (8000 rpm, 10 °C, 15 min).

I

= - Filtragao.
“Concentragag. - Centrifugacdo (8000 rpm, 10 °C, 15 min).
20E PPT
SOB PPT 22 EXTRACAO AQUOSA A QUENTE
- Agua destilada (11,4 g/%), 80 °C, 4 h.
- Concentragao. -Ressolubilizagdo. e - Filtracdo.
- Ressolubilizacao. -Concentragdo. §a0. - Centrifugagdo (8000 rpm, 10 °C, 15 min).
- Liofilizagdo. - Liofilizagdo. SOB RES

- Liofilizagdo.

FIGURA 11 - ESTRATEGIA 1 UTILIZADA PARA OBTENCAO DOS EXTRATOS NATIVOS DO
FARELO DE SOJA
RES: Residuo; SOB: Sobrenadante; PPT: Precipitado

+— m

5.2.2 Estratégia 2

O farelo de soja apds serdiluido em agua destilada (15 g%) teve seu pH
ajustado para 2,0 com HCI 1 M, e foi submetido a uma pressao relativa de 1 atm,
121 °C por 1 h (processo de autoclavagéo). Apds este tratamento o material foi
fitrado com auxilio de um coador de pano; o retido foi liofilizado e o filtrado foi
neutralizado com NaOH 0,5 M e centrifugado (8000 rpm, 10 °C, 15 min). O
precipitado obtido foi ressuspenso em agua destilada, dialisado contra agua
destilada, em membranas de 12-14 kDa, e liofilizado, dando origem a fracdo EAF-
AP. O sobrenadante foi novamente submetido ao processo de autoclavacdo por
mais 15 min, em seguida foi dialisado contra agua destilada, em membranas de 12-
14 kDa, liofilizado e denominado de EAF-A. A retirada do sal em excesso nas
didlises foi monitorada com o teste do AgNO3; (ASSUMPCAO, MORITA, 1968), que
indica a presenga dos ions CI. O esquema geral de obtengdo dos polissacarideos

quimiotransformados do farelo de soja (Estratégia 2) esta apresentado na Figura 12.



49

- Agua destilada (15 g/%).

- Ajuste pH (2,0 — HCI 1 M).

- Autoclavacao (121 °C, 1 atm, 1 h).
- Filtracao.

! l

RES SOB

- Liofilizagdo. - Neutralizagdo (NaOH 0,5 M).
- Centrifugacdo (8000 rpm, 10 °C, 15 min).

SOB PPT
J—Autoclavagéo (121 °C, 1 atm, 15 min). l

- Didlise.
- Liofilizagao.

- Didlise.
- Liofilizagdo.

FIGURA 12 - ESTRATEGIA 2 UTILIZADA PARA OBTENCAO DOS POLISSACARIDEOS
QUIMIOTRANSFORMADOS DO FARELO DE SOJA
RES: Residuo; SOB: Sobrenadante; PPT: Precipitado

5.2.3 Estratégia 3

Esta estratégia permite avaliar o efeito do pH acido na estratégia 2 (controle
da estratégia 2). O farelo de soja apds suspensao em agua destilada (15 g%) teve
seu pH ajustado para 7,0 com NaOH 0,5 M, e foi submetido a uma pressao relativa
de 1 atm, 121 °C por 1 h (processo de autoclavagio). Apos este tratamento o
material foi filtrado com auxilio de um coador de pano; o retido foi liofilizado e o
filtrado foi neutralizado com NaOH 0,5 M e centrifugado (8000 rpm, 10 °C, 15 min). O
precipitado obtido foi ressuspenso em agua destilada, dialisado contra agua
destilada, em membranas de 12-14 kDa, e liofilizado, dando origem a fragdo EAF-
NP. O sobrenadante foi novamente submetido ao processo de autoclavagao por
mais 15 min, em seguida foi dialisado contra agua destilada, em membranas de 12-
14 kDa, liofilizado e denominado de EAF-N. O esquema geral de obtencdo dos
polissacarideos quimiotransformados do farelo de soja (Estratégia 3) esta

apresentado na Figura 13.
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ARELO D LA

- Agua dastilada (15 g/%).

- Neutralizacdo (NaDHQ,5 M)
-Aautoclavacao (121 °C 1 atm, 1 h).
- Filtracdo.

| |

RES SOB
l- Liofilizacao. -Verificacao pb, n2utralizacho se necassario.
- Centrifugagdo (8000 rpm, 10 *C, 15 min).

v

SOB PPT
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FIGURA 13 - ESTRATEGIA 3 UTILIZADA PARA OBTENCAO DOS POLISSACARIDEOS
QUIMIOTRANSFORMADOS DO FARELO DE SOJA
RES: Residuo; SOB: Sobrenadante; PPT: Precipitado

5.2.4 Estratégia 4

O farelo de soja apds suspensédo em agua destilada (15 g%) teve seu pH
ajustado para 2,0 com HCI 1 M, e foi submetido a uma presséao relativa de 1 atm,
121 °C por 1 h (processo de autoclavagéo). Apos este tratamento, o material foi
filtrado com auxilio de um coador de pano; o filtrado foi neutralizado com NaOH 0,5
M e centrifugado (8000 rpm, 10 °C, 15 min). O precipitado obtido foi reunido ao
material retido anteriormente na filtracdo e submetidos a mais um ciclo de extragao.
Os sobrenadantes foram novamente submetidos ao processo de autoclavagao por
mais 15 min, e em seguida concentrados até 30% do seu volume original. Uma
solugao de TCA (80% p/v) foi entdo adicionada numa proporgcao de 1:6 (uma parte
de TCA para seis partes da solugdo de amostra) para precipitacdo de proteinas. As
misturas foram homogeneizadas durante 10 min e centrifugadas (10000 rpm, 5 °C,
10 min). Os precipitados foram ressolubilizados em agua destilada, neutralizados,
dialisados contra agua destilada, em membranas de 6-8 kDa, e liofilizados,
originando os extratos precipitados com TCA (EAF-A1Tp e EAF-A2Tp). Aos

sobrenadantes foram adicionadas trés partes de etanol (96 °GL; 4 °C, 18 h). Apos
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centrifugagéo (10000 rpm, 5 °C, 10 min) os precipitados obtidos foram ressuspensos
em agua, neutralizados, dialisados contra agua destilada, em membranas de 6-8
kDa, e liofilizados, dando origem as fragdes obtidas a partir dos precipitados
etandlicos (EAF-A1Ep e EAF-A2Ep). Os sobrenadantes apds terem seus volumes
reduzidos, foram também ressuspensos em agua, neutralizados, dialisados contra
agua destilada em membranas de 6-8 kDa, e liofilizados, dando origem as fragdes
obtidas a partir do sobrenadante etandlico (EAF-A1Es e EAF-A2Es). A retirada do
sal em excesso nas diadlises foram monitoradas com o teste do AgNO;
(ASSUMPCAO, MORITA, 1968). O esquema geral de obtencéo dos polissacarideos

quimiotransformados do farelo de soja (Estratégia 4) esta apresentado na Figura 14.

'FARELODESOJA

- Agua destilada (15 g/L).

- Ajuste pH (2,0 —HCI 1 M).

- Autoclavacgdo (121 °C, 1 atm, 1 h).
- Filtragao.

v

RES <+— SOB
- Liofilizacio - Neutralizacido (NaOH 0,5 M).
v gae, |= Centrifugacdo 8000 rpm, 10 °C, 15 min.
———— PPT SOB
l - Autoclavacgdo (121 °C, 1 atm, 15 min}
SOoB
- Concentragdo.
- - Processo acontece - TCA 80% p/v (1:6).
somente no segundo -Homogeneizacdo (10 min).
ciclo de extragdo. - Centrifugacdo (10000 rpm, 5 °C, 10 min).
SOB PPT
- Precipitacdo (etanol 95% - 3V). - Neutralizacdo.
- Centrifugacdo (10000 rpm, 5°C, 10 min). - Dialise.
l - Liofilizacio.

SOB PPT A-A
- Neutralizacdo. A-A2Tp
- Concentracao. - Neutralizacdo.
- Dialise. - Didlise.
- Liofilizagao. - Liofilizagdo.

EA-A2Es EA-A2Ep

FIGURA 14 - ESTRATEGIA 4 UTILIZADA PARA OBTENCAO DOS POLISSACARIDEOS
QUIMIOTRANSFORMADOS DO FARELO DE SOJA
RES: Residuo; SOB: Sobrenadante; PPT: Precipitado
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5.2.5 Estratégia 5

Controle da Estratégia 4. O farelo de soja apdés suspensao em agua
destilada (15 g%) teve seu pH ajustado para 7,0 com NaOH 0,5 M, e foi submetido a
uma pressao relativa de 1 atm, 121°C por 1 h (processo de autoclavagdo). Apos este
tratamento, o material foi filtrado com auxilio de um coador de pano e centrifugado
(8000 rpm, 10 °C, 15 min). O precipitado obtido foi reunido ao material retido
anteriormente na filtragdo e submetidos a mais um ciclo de extragdo. Os
sobrenadantes foram novamente submetidos ao processo de autoclavagado por mais
15 min, e em seguida concentrados até 30% do seu volume original. Uma solugéo
de TCA (80% p/v) foi entdo adicionada numa proporc¢ao de 1:6 (uma parte de TCA
para seis partes da solugdo de amostra) para precipitagcado de proteinas. As misturas
foram homogeneizadas durante 10 min e centrifugadas (10000 rpm, 5 °C, 10 min).
Os precipitados foram ressolubilizados em agua destilada, neutralizados, dialisados
contra agua destilada, em membranas de 6-8 kDa, e liofilizados, originando os
extratos precipitados com TCA (EAF-N1Tp e EAF-N2Tp). Aos sobrenadantes foram
adicionadas trés partes de etanol (96 °GL; 4 °C, 18 h). Apos centrifugacéo (10000
rom, 5 °C, 10 min) os precipitados obtidos foram ressuspensos em &agua,
neutralizados, dialisados contra agua destilada, em membranas de 6-8 kDa, e
liofilizados, dando origem as fragcées obtidas a partir dos precipitados etandlicos
(EAF-N1Ep e EAF-N2Ep). Os sobrenadantes apds terem seus volumes reduzidos,
foram também ressuspensos em agua, neutralizados, dialisados contra agua
destilada em membranas de 6-8 kDa, e liofilizados, dando origem as fragdes obtidas
a partir do sobrenadante etandlico (EAF-N1Es e EAF-N2Es). O esquema geral de
obtencdo dos polissacarideos quimiotransformados do farelo de soja (Estratégia 5)

esta apresentado na Figura 15.
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FIGURA 15 - ESTRATEGIA 5 UTILIZADA PARA OBTENCAO DOS POLISSACARIDEOS
QUIMIOTRANSFORMADOS DO FARELO DE SOJA
RES: Residuo; SOB: Sobrenadante; PPT: Precipitado

5.3 PURIFICACAO E FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS

5.3.1 Dialise fechada

A fracdo FS-1 foi submetida a uma didlise fechada, com o objetivo de
eliminar moléculas de baixa massa molecular. A didlise foi realizada contra agua
destilada em sistema fechado, sob agitacdo, em recipientes de aproximadamente
500 mL até teste de fenol — acido sulfurico negativo (DUBOIS et al., 1956) na agua

de dialise. Foi utilizada membrana de dialise capaz de reter moléculas com massa
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molecular maior ou igual a 2 kDa. A fracédo retida na membrana foi denominada de
FS-1d.

5.3.2 Tratamento com TCA

O tratamento com TCA se deu a partir de uma adaptacéo da metodologia de
Lima (2008). As fracbes FS-1, EAF-A e EAF-N foram ressolubilizadas em agua
destilada (10% p/v) e adicionadas de uma solucdo de TCA (80% p/v) numa
proporgcao de 1:6 (uma parte de TCA para seis partes da solugdo de amostra) sob
agitacdo por 10 min. A centrifugacdo (10000 rpm, 5 °C, 10 min) dos extratos
polissacaridicos tratados originou precipitados e sobrenadantes, os quais foram
ressolubilizados em agua destilada, neutralizados, dialisados contra agua destilada,
em membranas de 12-14 kDa, e liofilizados. Sendo assim, o tratamento com TCA
originou fragdes obtidas a partir dos sobrenadantes (FS-1Tp, EAF-ATp e EAF-NTp)
e precipitados (FS-1Tp, EAF-ATp e EAF-NTp).

5.3.3 Tratamento enzimatico

As fracdes FS-1d, EAF-A e EAF-N, que apresentarem conteudo significativo
de proteinas foram também tratadas com enzima Pronase E (protease obtida de
Streptomyces griseus, Sigma-Aldrich, codigo: P5147), com o objetivo de hidrolisar as
proteinas presentes, resultando num aumento no teor de carboidratos. Para tanto as
amostras foram dissolvidas (2,5% p/v) em tampéo fosfato 50 mM, pH 7,0 e enzima
(1% p/p) foi adicionada. As misturas foram entao incubadas a 37 °C, por 24 h. Apos
o periodo de incubagdo, a enzima foi inativada (80 °C, 20 min), a suspenséao foi
centrifugada e os sobrenadantes foram dialisados contra agua destilada, em
membranas de 12-14 kDa, e liofilizados, resultando nas fragdes FS-1te, EAF-Ate e

EAF-Nte, respectivamente.
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5.3.4 Tratamento com CaCl,

Com o objetivo de precipitar o polimero contendo acidos urénicos, a fragéo
EAF-A1Ep foi submetida ao tratamento com CaCl,. Para tanto a amostra foi
solubilizada em agua destilada e adicionada de uma solu¢do de CaCl, 1 M até que a
concentracao final atingisse 0,25 M. Esta solugdo permaneceu sob agitacéo
magnética overnight. A centrifugagdo (10000 rpm, 5 °C, 10 min) originou
sobrenadante e precipitado que foram dialisados contra agua destilada, em
membranas de 6-8 kDa, e liofilizados, denominados respectivamente de EAF-A1Cs
e EAF-A1Cp.

5.3.5 Cromatografia de Troca Anidnica

A fragdo EAF-A1 foi submetida a cromatografia de troca aniénica em coluna
de vidro (8 cm x 2 cm d.i.) contendo DEAE-Sephacel (Cl-). A amostra foi eluida com
agua destilada e solu¢gdes de NaCl em concentragdes crescentes (0,50; 1,0; 1,5 M
de NaCl). As eluigdes foram monitoradas pelo teste fenol - acido sulfurico (DUBOIS
et al., 1956).

As amostras recuperadas do fracionamento por troca aniénica, apos dialise
contra agua destilada até ClI” negativo (teste do AgNO3; — ASSUMPCAO, MORITA,
1968) foram liofilizadas e denominadas EAF-A1-w, para a fragao eluida com agua e
EAF-A1-0,5, EAF-A1-1,0 e EAF-A1-1,5 para as fragbes eluidas com solugdes de
NaCl 0,50; 1,0 e 1,5 M respectivamente.

5.3.6 Cromatografia de Exclusao

A fracdo EAF-A1 foi submetida a cromatografia de exclusdo em coluna de

vidro (82 cm x 3 cm d.i.) contendo 500 mL de Sepharose 6B (faixa de fracionamento
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de 1 x 10* a 4 x 10° Da). A eluigdo foi realizada com agua destilada com um fluxo de
aproximadamente 1 mL.min™.

Apés aplicagdo da amostra na coluna, o volume morto foi coletado (~30% do
volume do gel) numa proveta, e usando um coletor de fragdes, o restante do volume
total da coluna foi coletado, agrupando fragbes de 5 mL/tubo. A deteccdo de
carboidratos foi feita pelo teste colorimétrico do fenol — acido sulfurico (DUBOIS et
al., 1956) e das proteinas através da leitura das absorbancias em comprimento de
onda de 280 nm.

5.4 METODOS ANALITICOS GERAIS PARA CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS
BRUTOS E DAS FRACOES

5.4.1 Métodos Colorimétricos

5.4.1.1 Dosagem de Acgucares Totais

As dosagens de agucares totais foram realizadas pelo método do fenol -
acido sulfurico (DUBOIS et al., 1956), que possui intervalo linear entre 10 - 85 ug de
galactose. O principio desta técnica baseia-se na ag¢ao do acido sulfurico sobre o
agucar, que perde duas moléculas de agua para formar o derivado
hidroximetilfurfural (para as hexoses) ou furfural (para as pentoses). Estes reagem
com o fenol formando um composto colorido que absorve no comprimento de onda
de 490 nm. A curva padrao foi montada a cada dosagem utilizando como padrao
galactose (1 mg/mL) ou uma mistura 1:1 de galactose e acido galacturdnico (1

mg/mL).
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5.4.1.2 Dosagem de Proteinas

As dosagens de proteinas foram realizadas pelo método de Lowry et al.,
(1951), que possui intervalo linear entre 5 - 100 pg de proteina. O principio do
método baseia-se na reagao das proteinas com uma solugdo de cobre alcalino e
reagente de Folin-Ciocalteau. O desenvolvimento de um composto com coloragao
azul intensa acontece em duas etapas: a reagao entre proteinas e cobre em meio
alcalino, e a subsequente redugdo do reagente de Folin-Ciocalteau. A coloragao é
medida em espectrofotdbmetro, no comprimento de onda de 660 nm. A curva padrao
foi montada a cada dosagem utilizando como padrdo soro-albumina bovina

cristalizada (1 mg/mL).

5.4.1.3 Dosagem de Acidos Urénicos

As dosagens de acidos urbnicos foram realizadas pelo método do m-
hidroxibifenil, descrito por Filizetti-Cozzi e Carpita (1991), que possui intervalo linear
entre 0,97 — 38,8 ug de acidos urbnicos. Neste método os agucares sao tratados
com acido sulfurico concentrado a fim de gerar produtos que reagem com o
reagente de cor m-hidroxibifenil, formando um composto colorido que absorve no
comprimento de onda de 525 nm. A curva padrdo foi montadas a cada dosagem

utilizando como padrao acido galacturénico (0,1 mg/mL).

5.4.2 Determinagdo da Composi¢cao Monossacaridica

A composi¢cdo monossacaridica dos polissacarideos foi determinada através
da hidrolise acida total seguida de derivatizagdo até acetatos de alditois.
Aproximadamente 2 mg das fragdes obtidas nas extragdes foram hidrolisadas com
1,0 mlde TFA 2 N, durante 6 h a 100°C (LIAO et al., 2001). Apés hidrdlise o acido foi

removido por evaporagao até secura total. Os produtos de hidrolise foram
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ressuspendidos em H;O e reduzidos com NaBH; overnight. Apés a etapa de
reducdo, o excesso de borohidreto foi transformado em acido bodrico pelo
abaixamento do pH através da adi¢cao de acido acético até pH 5,0. O acido bdrico
formado foi eliminado por co-evaporacdo com metanol, na forma de borato de
trimetila. Os alditois formados foram acetilados (anidrido acético, 120 °C, 1 h),
extraidos em cloroférmio, e lavados com bicarbonato de sédio e agua para retirada
dos acidos e sais formados. Apds evaporagao do cloroféormio os monossacarideos

na forma de acetatos de alditéis foram analisados por CLG.

5.4.3 Métodos Cromatograficos

5.4.3.1 Cromatografia Liquido-Gasosa (CLG)

As analises por cromatografia liquido-gasosa foram realizadas em
cromatégrafo a gas VARIAN, com detector de ionizagdo de chama, sendo utilizado
nitrogénio como gas de arraste (fluxo de 1,0 mL/min) e coluna capilar de silica
fundida (30 m x 0,25 mm d.i.), revestida internamente com DB-225 (0,25 um). As
analises cromatograficas para acetatos de alditéis foram realizadas a 220 °C, com o

injetor a 250 °C e detector de ionizagdo de chama a 300 °C.

5.4.3.2 Cromatografia de Exclusao Estérica de Alta Pressédo acoplada a detector de
indice de Refracdo Diferencial e Espalhamento de Luz em Multidangulos (HPSEC-
MALLS/RID)

Para as analises de homogeneidade e de determinagdo da massa molecular
ponderal media (Mw) as amostras foram solubilizadas em nitrito de so6dio (NaNO; 0,1
M) e azida sédica (NaNs 200 ppm) numa concentragdo de 1 mg/mL, sendo filtradas
em membrana Millipore (éster de celulose ou acetato de celulose) com porosidade
de 0,22 pm.
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Os ensaios de homogeneidade e a determinagdo da massa molar das
amostras foram realizados em cromatégrafo de exclusdo estérica de alta presséo
(HPSEC) WATERS, equipado com um detector de indice de refracdo (RID)
diferencial WATERS modelo 2410 e com detector de espalhamento de luz em
multiangulos (MALLS) WYATT TECHNOLOGY, modelo DAWN DSP com 18 canais,
acoplados em série, dispostos ao redor da fotocélula em diferentes angulos.

Utilizaram-se quatro colunas de gel permeacdo WATERS Ultrahydrogel™

dispostas
de forma sequencial e apresentando diferentes limites de exclusdo: 7x10° (coluna
2000); 4x10° (coluna 500); 8x10* (coluna 250) e 5x10° (coluna 120). O eluente
utilizado foi uma solugdo de nitrito de sédio (NaNO2 0,1 M) contendo azida sddica
(NaN3 200 ppm), com fluxo de 0,6 mL.min"', monitorado através de bomba
peristaltica WATERS 515.

A taxa de variagao do indice de refragdo com relagao a concentragao (dn/dc)
foi determinada para amostras homogéneas, utilizando solugdes de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8
e 1,0 mg das amostras em 1 mL de nitrito de sédio (NaNO, 0,1 M) e azida sddica
(NaN3 200 ppm). As massas molares foram determinadas a partir do perfil de eluicao

e valores de dn/dc. Os calculos foram efetuados pelo software ASTRA.

5.4.4 Método Espectroscopico

5.4.4.1 Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de ressonadncia magnética nuclear foram obtidos em
espectroscopio da marca BRUKER, modelo DRX 400, série Avance, em sonda
(widebore probe) para tubos de 5 mm de didmetro externo, utilizando agua
deuterada (D,0) 99% e temperaturas entre 50 a 70 °C. Os deslocamentos quimicos
foram expressos em ppm, utilizando acetona como padrao interno (30,2 e 2,224 ppm
para °C e "H, respectivamente).

Os espectros desacoplados de RMN de '*C foram obtidos na frequéncia

base de 100,61 MHz, com intervalo de aquisi¢cao de sinal de 0,6 s, sendo feitas entre
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4000 e 70000 aquisicdes, utilizando-se um intervalo de 0,1 s entre os pulsos. As

amostras foram dissolvidas em D20, em uma concentragdo de ~40 mg/mL.

5.5 ESTUDOS BIOLOGICOS In Vitro

5.5.1 Ensaios de capacidade de ligagao

Os ensaios de capacidade de ligagdo foram realizados segundo as
metodologias propostas por Becker et al. (2007) e Ganner et al. (2010). Estas
metodologias determinam in vifro a capacidade de ligacdo a bactérias
enteropatogénicas através da relacdo densidade ¢dptica (OD) x  unidades

formadoras de colénias (UFC)/mL.

5.5.1.1 Bactérias

Os testes foram realizados com a enterobactéria Salmonella typhimurium,
cedida pelo Centro de Diagndstico Marcos Enrietti (Departamento de Fiscalizagéo e
de Defesa Agropecuaria da Secretaria de Estado da Agricultura e do Abastecimento

do Parana).

5.5.1.2 Curva padrao

A primeira etapa do protocolo consiste em confeccionar um grafico log UFC
(Unidades Formadoras de Coldnias) x tempo de detecgdo. O tempo de deteccao
corresponde ao tempo necessario para alcangar a densidade 6ptica de 0,1 quando

do crescimento bacteriano.
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Para tal, as bactérias foram cultivadas em meio BHI (Brain Heart Infusion)
durante 24 h, a 37 °C. A suspensio bacteriana teve sua densidade éptica ajustada
para 0,1. A partir dessa suspensao, foram realizadas diluigdes sucessivas em PBS
(tampao fosfato de sédio 10 mM, NaCl 0,15 M, pH 7,0). De cada diluigao, 0,1 mL foi
utilizado para plagueamento e 0,1 mL para a leitura da densidade o6ptica. O
plaqueamento foi realizado com as diluicdes 10°, 107, 10®, em triplicata, em BHI-
Agar por profundidade, seguido de incubacédo a 37 °C e posterior contagem das
UFC.

Para as leituras das densidades Opticas, foram utilizadas placas de
poliestireno de alta aderéncia (Corning — Costar 3590), previamente bloqueadas com
BSA, preenchidas com 200 uL de meio TSB (Tryptic Soy Broth), incubadas a 37 °C,
por 8 h em leitor de microplacas TECAN Infinite M200, fornecendo leituras das
densidades 6pticas em 690 nm a cada 15 min. O bloqueio dos pocgos se deu através
da incubagéo de 300 yL de uma solugdo de BSA 1% por 1 h a 4 °C, seguida da
lavagem com 300 ul de PBS por 3 vezes. Cada diluicdo foi plaqueda em
quintuplicata.

Ao final uma curva foi plotada, onde log UFC se encontra no eixo das

ordenadas e tempo de deteccdo no eixo das abcissas.

5.5.1.3 Amostras

Solugdes das amostras numa concentracédo de 1% foram dissolvidas em
PBS, agitadas em vortex e homogeneizadas em banho de ultrassom por 30 s por
trés vezes. Em seguida 300 pL dessa suspensao foram transferidos em quintuplicata
aos pocgos da placa de poliestireno de alta aderéncia (Corning — Costar 3590). Apos
incubacgdo a 4 °C durante 16-18 h, a placa foi lavada trés vezes com 300 ul de PBS
por pogo.

O bloqueamento dos espagos ndo ocupados pelo produto e a prevencao de
ligagdes inespecificas se deu com 300 pl de BSA 1%, 4 °C, durante 1 h, seguida de
lavagem com 300 pl de PBS por trés vezes. Apos crescimento da bactéria e devida
diluicao, foram adicionados aos poc¢os 300 pl da suspensao bacteriana, a qual foram

incubados durante 60 min a 37 °C para permitir sua ligagdo ao produto testado. Apos
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lavagem por seis vezes com 300 yl de PBS, para retirar as bactérias que nao se
ligaram ao produto, foi adicionado 200 pl de TSB, e uma gota de 6leo de parafina,
para que nao haja evaporacao do meio. Assim a placa foi incubada em leitor de
microplacas TECAN Infinite M200 a 37 °C com leituras a cada 15 min a 690 nm, por
16 h.

O controle de ligagdo consistiu em pogos contendo apenas o bloqueio com
BSA e a bactéria sem adicionar o produto a ser testado. O controle de crescimento
consistiu em pogos previamente bloqueados com BSA, contendo uma solugcéo de
bactérias em meio TSB, de modo que se possa acompanhar algum problema
durante o crescimento das bactérias. Brancos de cada amostra também foram
plaqueados, estes consistiram em pogos previamente bloqueados com BSA,
contendo o produto a ser testado sem adicdo de bactérias. O produto comercial
BioMos® da Alltech foi utilizado como um controle comercial. O esquema geral do

ensaio do teste de ligagao € apresentado na Figura 16.

5.5.1.4 Analise Estatistica

A comparacao entre os produtos foi realizada por meio da transformacéao do
tempo necessario para alcancar a densidade optica de 0,1 e a quantidade de
bactérias ligadas. Os resultados foram submetidos também a andlise de variancia
ANOVA (fator duplo ou fator unico) e teste de Tukey, para comparagao das médias.
Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo de no minimo dois
experimentos em quintuplicatas. Foram considerados estatisticamente significativos

os valores comparados ao nivel de significancia de p< 0,05.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 OBTENGCAO E ANALISE DOS EXTRATOS AQUOSOS DO FARELO DE SOJA

Cinco estratégias de extracao do farelo da soja foram adotadas. A primeira
envolveu extragdes aquosas a frio (temperatura ambiente) e a quente (80 °C) de
onde obteve-se os extratos nativos do farelo de soja. As outras extragées também
foram aquosas sendo realizadas sob temperatura e pressao relativa controladas
dando origem a polissacarideos quimiotransformados em relagdo ao nativo. Desta
forma, a fim de facilitar o entendimento, os resultados serdo apresentados em
grupos: primeiramente os obtidos a partir da extragdo de extratos nativos - estratégia
1, seguido dos resultados obtidos a partir das extragcbes de polissacarideos
quimiotransformados - estratégias 2 e 3, e por fim os resultados obtidos das

estratégias 4 e 5.

6.1.1 Estratégia 1 — Extratos Nativos

6.1.1.1 Extracdo e Obtengao dos Extratos

Para obtencao de polissacarideos nativos o farelo de soja foi submetido a
uma primeira extragdo aquosa em temperatura ambiente, sob agitacdo mecanica (4
h). O conjunto resultante foi filtrado em um tecido fino (tecido voil liso) para remogao
da maior parte do residuo e o extrato liquido obtido foi centrifugado. Apods
centrifugacdo o sobrenadante (cujo volume foi reduzido, até uma terga parte, por
evaporagdo sob pressdo reduzida) foi tratado com etanol (trés volumes),
precipitando os polissacarideos soluveis a temperatura ambiente. O precipitado foi
recolhido, solubilizado em agua e liofilizado gerando a fragdo FS-1 (10,3% de
rendimento em relagdo a massa seca de farelo de soja). O farelo de soja residual

resultante da filtragcdo e centrifugagao foi submetido a uma segunda extragdo aquosa



65

a temperatura ambiente, sendo tratado de maneira idéntica ao descrito
anteriormente. Esta segunda extracdo aquosa gerou a fragdo FS-2 (4,9% de
rendimento em relagdo a massa seca de farelo de soja).

Sequencialmente, o farelo de soja residual foi submetido a duas extragoes
aquosas consecutivas a quente (80 °C, 4 h, agitagdo mecanica). Apos a filtragédo
com o tecido fino, o sobrenadante foi tratado de maneira idéntica a descrita
anteriormente para o sobrenadante da extracao a frio. As fragdes obtidas a partir da
primeira e segunda extragdo a quente foram denominadas FS-3 e FS-4
(respectivamente 6,6 e 3,3% de rendimento em relacdo a massa seca de farelo de
soja), respectivamente. O rendimento total dos extratos precipitados com etanol em
relacao ao peso seco do farelo de soja foi de 25,1%.

Os sobrenadantes etandlicos de todas as extragdes foram concentrados,
ressolubilizados em agua e liofilizados, originando as fra¢gdes FS-E1, FS-E2, FS-E3
e FS-E4 (respectivamente 9,5; 2,7; 0,9 e 0,4% de rendimento em relagdo a massa

seca de farelo de soja).

6.1.1.2 Analise Quimicas e de Composi¢cao Monossacaridica

Todas as fragbes obtidas foram analisadas comparativamente (Tabela 3)
quanto a rendimento, teor de proteinas, teor de carboidratos totais, agucares neutros
e acidos uroénicos.

Os rendimentos das extragdes variaram entre 3,4 — 13,3%, sendo as fracoes
FS-3 e FS-1 as que apresentaram maior rendimento. Pode-se observar, que as
fracdes apresentaram teor de carboidratos, variando entre 3,6 — 56,0%. As fracbes
FS-1 e FS-E1 apresentaram os maiores teores de carboidratos 42,5 % e 56,0%,
respectivamente, valores comparaveis aos descritos em literatura que se encontram
proximos a 40% (BAINY et al., 2008; GIANNOCCARO; WANG; CHEN, 2006). A
extragdo sequencial dos carboidratos indicou que grande parte é extraida no
primeiro ciclo da extracido, os teores de carboidratos dos ciclos subsequentes séo

bem inferiores ao do primeiro.
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TABELA 3 - ANALISES QUIMICAS E COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DOS EXTRATOS
NATIVOS OBTIDOS

Fragdo Rendimaento p'n\l]) Carbo_idratczs Composigdo Monossacaridica (mol%)*
(%) (%)" | Totais (%) | Rha | Fuc | Ara | Xyl |Man | Gal | Glc | UA®
FS-1 10,3 31,5 42,5 Tr | Tr | 80 | Tr | 3,0 {50,2(31,3| 75
FS-2 9,7 66,0 8,2 1,5 | Tr |242| 38 | 96 [23,4|10,7|26,8
FS-3 13,3 87,0 4,0 22|12 (30418 |266|17,8(10,1|10,0
FS-4 3,4 87,2 3,6 23 | 1,7 (174 | 35| 6,6 | 16,2 |27,3|25,0
FS-E1 9,5 7,4 56,0 Tr | Tr [ 31| Tr | 40 | 27,8 (49,2|159

PTN: Proteinas; UA: Acidos Urénicos; Rha: Ramnose; Fuc: Fucose; Ara: Arabinose; Xyl: Xilose; Man:
Manose; Gal: Galactose; Glc: Glucose; FS-1, FS-2: Fragbes obtidas por extragdes aquosas a 25°C;
FS-3, FS-4: Fragbes obtidas por extragdes aquosas a 80°C; FS-E1: Fragéo etanolica obtida por
extragdo aquosa a 25°C; ® Rendimento em relagdo a massa seca de farelo de soja inicial; ® LOWRY
et al. (1951); ° DUBOIS et al. (1956); 4 Monossacarideos neutros quantificados na forma de acetatos
de alditois por CLG; ® FILIZETTI-COZZI; CARPITA (1991); Tr: Trago (<1%).

Todas as fracbes apresentaram alto teor de proteinas, variando entre 31,5 —
87,2%. Observa-se que as fragbes obtidas a partir de extragdes a quente (80 °C) -
FS-3 e FS-4 - possuem altos teores de proteinas (87,0 e 87,2%, respectivamente) e
baixos teores de carboidratos (4,0 e 3,6%, respectivamente), o que indica que a
temperatura pode vir a facilitar a extracdo desse tipo de molécula.

As composigdes monossacaridicas das fragdes nativas extraidas a frio e a
quente (FS-1, FS-2 e FS-4) apresentaram-se heterogéneas, com predominancia de
arabinose, galactose e glucose na maioria das fragdes. A fracdo FS-3, extraida a
quente, apresentou-se com predominancia de arabinose, manose e galactose. O
extrato etandlico FS-E1 apresentou como agucares principais a galactose e glucose.

E possivel observar em todas as fracdes um alto teor de acidos urdnicos,
representando totais entre 7,5 — 26,8% dos carboidratos. No presente trabalho nao
foi determinado o tipo de acgucar acido, Aspinall et. al (1967a) relata que o principal

agucar acido presente na soja é do tipo acido galacturénico.

6.1.1.3 Analises de Ressonancia Magnética Nuclear

A analise comparativa entre FS-1, FS-2, FS-3 e FS-4 também foi realizada
por RMN ™C (Figura 17). Observa-se, entre FS-1 a FS-4, um aumento na
intensidade dos sinais caracteristicos de proteinas: 10 a 55, 130, 170 a 180 ppm,

correspondentes a cadeias laterais e ligagées peptidicas, dupla ligagdo e grupos
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carboxilicos de proteinas, respectivamente (ZERI et al., 1996). E observada também
a diminuigdo na intensidade dos sinais na regido caracteristica de carboidratos (60 a
110 ppm), sendo que nos espectros das fracbes FS-3 e FS-4 sinais referentes a
carboidratos praticamente nao sao visualizados. Desta maneira, a fragao FS-1, que
contém menor teor de proteinas (31,5%) e maior teor de carboidratos (42,5%)
quando comparada com as outras fragdes obtidas, foi escolhida para realizacdo das

analises subsequentes dos polissacarideos nativos.
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FIGURA 17 - ESPECTROS DE RMN "°C DOS EXTRATOS NATIVOS OBTIDOS DA ESTRATEGIA 1 DE EXTRACAO DO FARELO DE SOJA
Solvente: D,O (70 °C); acetona como padrao interno (30,2 ppm)
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A analise de RMN indicou na fragao FS-1 a presenca de sacarose (Figura 18).
A sacarose (Figura 19) € um dissacarideo bastante comum entre as espécies
vegetais (FERREIRA; SILVA; PERRONE, 2001), formado por a-D-glcp - (1—2) - B-D-
fruf (NELSON; COX, 2006). Desta forma a regiao anomérica (90 - 110 ppm) mostra
deslocamentos quimicos em 92,1 e 103,7 ppm , referentes ao C-1 das unidades de
a-D-glcp e ao C2 das unidades de B-D-fruf, respectivamente. Deslocamentos em
71,2; 73,0; 69,6 e 61,2 ppm correspondem ao C-2, C-3/C-5, C-4 e C-6 das unidades
a-D-glcp, respectivamente. Os sinais correspondentes aos C-1, C-3, C-4, C-5 e C-6
das unidades de B-D-fruf ressonaram em 62,5; 77,1; 74,5; 81,4 e 62,1 ppm,
respectivamente. Os carbonos do tipo -CH; foram assinalados com base no espectro
de RMN DEPT 135 cujos sinais de tais carbonos aparecem invertidos (Figura 18 -
detalhe).

FS-1
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D DB PG O o o=
© 00O © ©w©
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Sacarose

103.7
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FIGURA 18 - AMPLIACAO DA REGIAO DE CARBOIDRATOS (110 — 55 PPM) DOS ESPECTROS
DE RMN C DA FRAGAO FS-1 OBTIDA NA ESTRATEGIA 1 DE EXTRAGAO DO FARELO DE
SOJA E DO PADRAO DE SACAROSE. EM DETALHE, REGIOES DE —CH, DO ESPECTRO DE
DEPT 135

Solvente: D,O (70 °C); acetona como padrao interno (30,2 ppm)
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a-D-Glucopiranose B-D-Frutofuranose

FIGURA 19 - ESTRUTURA DA SACAROSE
FONTE: O AUTOR

O espectro de ressonancia magnética nuclear da fracdo FS-E1 (Figura 20)
apresentou-se bastante semelhante ao da fragcdo FS-1, mostrando sinais que
comprovam novamente a presenca de sacarose. Estes dados corroboram com as
composi¢cdes monossacaridicas ja descritas, uma vez que a glucose esta entre os
acUcares majoritarios dessas fragdes. E importante destacar, que, nas condigdes de
hidrolise utilizadas, as unidades de frutose sao degradadas, ndo sendo detectadas
por CLG. A presenca da sacarose em ambas as fragcbes sugere que houve a
coprecipitacdo deste dissacarideo durante a precipitacdo de macromoléculas com
etanol. Isto pode ter acontecido em decorréncia de uma solugdo altamente
concentrada, de modo que o etanol nao foi eficiente na separacdo dos

polissacarideos e oligossacarideos.
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FIGURA 20 - ESPECTROS DE RMN 3C DAS FRAGOES FS-1 E FS-E1 OBTIDAS DA ESTRATEGIA
1 DE EXTRAGCAO DO FARELO DE SOJA
Solvente: D,O (70 °C); acetona como padrao interno (30,2 ppm)

6.1.1.4 Purificagédo da fragao FS-1

6.1.1.4.1 Tratamento com TCA

Com o objetivo de purificar os polissacarideos brutos, a fragdo FS-1 foi
submetida ao tratamento com acido tricloroacético (TCA), com o intuito de provocar
a precipitacao das proteinas.

Ap0s solubilizagdo de aproximadamente 10 g da fragédo FS-1 em 100 mL de
agua destilada, esta foi adicionada de 16,7 mL de uma solugao de TCA (80% p/v).
As misturas foram entdo homogeneizadas e, na sequéncia, centrifugadas. Os
sobrenadantes e precipitados obtidos foram neutralizados, dialisados e liofilizados,
originando as fragdes FS-1Ts (9,3% de rendimento em relagcdo a massa seca
recuperada no tratamento) e FS-1Tp (90,7% de rendimento em relagdo a massa

seca recuperada no tratamento), respectivamente (Tabela 4). Notou-se também que
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compostos de baixa massa molecular e sacarose presentes na fracdo mae foram
eliminados durante o processo de dialise, apenas 30% do peso inicial da massa
submetida ao tratamento foi recuperada. Esta baixa taxa de recuperagao esta de
acordo com o elevado teor de sacarose presente no extrato que foi eliminado no

processo de dialise.

TABELA 4 - ANALISES QUIMICAS E COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRAGOES
NATIVAS E APOS TRATAMENTO COM TCA

Fracdo Rendimaento p'n\l]) Carbo.idratc:s Composigio Monossacaridica (mol%)*
(%) (%)” | Totais (%)” | Rha | Fuc | Ara | Xyl | Man| Gal | Glc | UA®
FS-1 10,3 31,5 42,5 Tr | Tr | 80| Tr | 3,0 |50,2|313| 75
FS-1Ts 9,3 25,7 13,7 136| 50 | 34 | 50 | 8,7 | 11,8 19,6 |32,8
FS-1Tp 90,7 84,2 5,0 - - - - - - - -

PTN: Proteinas; UA: Acidos Urdnicos; Rha: Ramnose; Fuc: Fucose; Ara: Arabinose; Xyl: Xilose; Man:
Manose; Gal: Galactose; Glc: Glucose; FS-1: Fragdo obtida por extracdo aquosa a 25°C; FS-1Ts:
Fragéo soluvel obtida apos tratamento de FS-1 com TCA 80% (p/v); FS-1Tp: Fracao insoldvel obtida
apos tratamento de FS-1 com TCA 80% (p/v); ® Rendimento em relacdo a massa seca de farelo de
soja inicial; ® LOWRY et al. (1951); © DUBOIS et al. (1956); 4 Monossacarideos neutros quantificados
na forma de acetatos de alditois por CLG; ° FILIZETTI-COZZI; CARPITA (1991); Tr: Traco (£1%); -:
Nao determinado.

Como pode ser observado na tabela acima, o teor de proteinas foi reduzido
de 31,5% (FS-1) para 25,7% (FS-1Ts). A fragédo FS-1Tp concentrou um alto teor de
proteinas, 84,2%, indicando que o tratamento com TCA foi capaz de precipita-las.
Porém, além do tratamento com TCA, nao ter reduzido significativamente o teor de
proteinas, como era o objetivo inicial, as caracteristicas de solubilidade da amostra
foram alteradas, em decorréncia do tratamento, tornando-a bastante insoluvel. Esta
insolubilidade dificultou as analises quimicas e de composicdo monossacaridica,
portanto estes resultados devem ser considerados com parciménia. Em relacédo a
composi¢cao monossacaridica nota-se que o teor de glucose se reduziu, confirmando
a hipotese de que a sacarose foi eliminada durante a dialise.

Desta forma foi necessario testar outras técnicas para conseguir purificar a
fragdo FS-1.
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6.1.1.4.2 Dialise em sistema fechado

Visto que a sacarose era eliminada durante a dialise no tratamento com
TCA, optou-se por submeter a fracdo FS-1 a didlise em sistema fechado, contra
agua destilada, em membrana com tamanho de poro de 2000 Da.

Apos dissolver a amostra (500 mg/5 mL de agua destilada), esta foi
submetida a dialise contra agua destilada, em membrana de 2000 Da, em sistema
fechado. As trocas de agua foram realizadas em média a cada 4 h por trés vezes.
Apos a didlise a fragao retida foi liofilizada e denominada de FS-1d (33,0% de
rendimento em relagdo a massa seca inicial ao tratamento). A fragdo eluida na agua
da dialise foi concentrada e liofilizada a fim de observar se apenas a sacarose e
compostos de baixa massa foram eliminados.

Observa-se através da Tabela 5 que a fracdo FS-1d, devido a eliminacao da
sacarose, reduz seu teor de carboidratos totais, passando de 42,5% (FS-1) para
13,4%. Esse resultado indica que a sacarose era um dos componentes majoritarios
na fragdo anterior ao processo de didlise. Outra informacdo que vem a confirmar
esta hipétese é o teor de glucose, que é reduzido de 31,3 mol% (FS-1) para 8,7
mol% (FS-1d).

TABELA 5 - ANALISES QUIMICAS E DE COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DA FRACAO
NATIVA E APOS DIALISE

Fracio Rendimaento p-n\l]) Carbo_idratc:s Composigio Monossacaridica (mol%)*
(%) (%) | Totais (%)” | Rha | Fuc | Ara | Xyl |Man | Gal | Glc | UA®

FS-1 10,3 31,5 42,5 Tr | Tr | 80 | Tr | 3,0 |50,2(313| 75

FS-1d 33,0 86,6 13,4 78 |25 |168| 3,2 |17,5|18,7| 8,7 | 24,9

PTN: Proteinas; UA: Acidos Urdnicos; Rha: Ramnose; Fuc: Fucose; Ara: Arabinose; Xyl: Xilose; Man:
Manose; Gal: Galactose; Glc: Glucose; FS-1: Fragéo obtida por extragdo aquosa a 25°C; FS-1d:
Fragdo retida apds dialise de FS-1 em membrana de 2kDa; ° Rendimento em relagdo & massa seca
de farelo de a inicial; ® LOWRY et al. (1951); ° DUBOIS et al. (1956); ° Monossacarideos neutros
quantificados na forma de acetatos de alditéis por CLG; ® FILIZETTI-COZZI; CARPITA (1991); Tr:
Trago (£1%).

Devido a eliminagdo da sacarose e compostos de baixa massa, o teor de
proteinas aumentou significativamente, passando de 31,5% (FS-1) para 86,6% (FS-
1d). Estes dados podem ser confirmados através do espectro de RMN de 3C destas

fragdes (Figura 21), onde é possivel observar que houve a eliminacdo da sacarose e



74

compostos de baixa massa, através do espectro da agua da diadlise de FS-1d, e a

concentracao de proteinas através no espectro da fracdo FS-1d.

FS-1
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FS-1d

Agua da dialise
FS-1d

—_—
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170 160 150 140 130 120 110 100 920 80 70 60 50 40 30 20 ppm

FIGURA 21 - ESPECTROS DE RMN "°C DAS FRACOES FS-1, FS-1d E AGUA DA DIALISE DE FS-
1d
Solvente: D,O (70 °C); acetona como padrao interno (30,2 ppm)

6.1.1.4.3 Tratamento enzimatico

A fragado FS-1d apresentou alto conteudo de proteinas, como ja comentado
anteriormente (Tabela 5). Com o objetivo de purificar esta fracdo, eliminando as
proteinas, e consequentemente, aumentando o teor de carboidratos, esta foi tratada
com uma protease (Pronase E). Para tanto a amostra (100 mg) foi dissolvida em
tampao fosfato e apds periodo de incubacgao foi dialisada contra agua destilada, em
membrana de 2000 Da, e liofilizada, resultando na fragdo FS-1te (23,8% de
rendimento em relagdo a massa seca inicial ao tratamento). Devido a baixa
solubilidade e baixo rendimento, esta fragédo foi reservada para os testes biologicos,

nao sendo realizadas outras analises.
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6.1.1.5 Analise por HPSEC-MALLS-RID

A fracdo FS-1 e suas derivadas FS-1Ts e FS-1d foram submetidas a analise
de homogeneidade em cromatografia de exclusdo estérica, acoplada a detectores
de espalhamento de luz e de indice de refragdo (HPSEC-MALLS-RID).

Através do detector de indice de refragdo € possivel visualizar que as
fragbes FS-1 (Figura 22) e FS-1d (Figura 23) mostraram perfil cromatografico
heterogéneo, indicando a presenga de massas moleculares diferentes, eluindo apés
os 55 min. Pode-se observar também que o detector de espalhamento de luz nao
detectou moléculas de elevada massa molar. Isso indica a presenca apenas de
moléculas de baixa massa molar, ndo detectaveis pelos detectores multiangulos,
fato este que ja era presumido considerando a eluigdo ter acontecido apos os 55
min.

Na Figura 24 sao apresentados os perfis de eluicdo das fragdes FS-1 e FS-
1d comparadas ao padrdo de sacarose. De acordo com o detector de indice de
refracdo, o tempo de retengdo do padrao de sacarose é = 65 min. A sacarose elui no
mesmo tempo de retencdo que um dos picos da fracdo FS-1, o que ndo ocorre com
a fracdo FS-1d, indicando desta forma a presenca de sacarose na fracdo nativa e
comprovando sua eliminagao na fragao dialisada.

Na Figura 25 é apresentado o perfil de eluicdo da fracdo FS-1Ts. O pico
centrado em = 39 min foi detectado pelo detector de espalhamento de luz indicando
que este é constituido por moléculas de alta massa molar, porém encontra-se em
baixa concentragcdo, motivo este pelo qual ndo € detectado pelo detector de indice
de refragdo. Pode se observar = 60 min um pico refrente a absor¢ao em UV (280
nm), indicando a eluicdo das proteinas detectadas analiticamente (25,7% - Tabela
4). Estas proteinas podem estar livres e/ou ligadas aos carboidratos na forma de
glicoproteinas e/ou proteoglicanos. Os picos centrados entre 60 e 65 min foram
detectados apenas pelo detector de indice de refracdo, indicando a presenca de

moléculas com relativamente baixa massa molar.
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FIGURA 22 - CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO ESTERICA (HPSEC-MALLS-RID) DA FRAGAO
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FIGURA 23 - CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO ESTERICA (HPSEC-MALLS-RID) DA FRAGAO
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FIGURA 24 - PERFIL DE ELUICAO EM HPSEC COM DETECTOR DE INDICE DE REFRAGAO DAS
FRACOES FS-1, FS-1d EM COMPARACAO COM PADRAO DE SACAROSE
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FIGURA 25 - CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO ESTERICA (HPSEC-MALLS-RID) DA FRAGAO
FS-1Ts

6.1.2 Estratégia 2 e 3 — Polissacarideos Quimiotransformados

6.1.2.1 Extracdo e Obtengao dos Polissacarideos
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A estratégia 2 para extragcdo teve como objetivo a modificagdo quimica dos
polissacarideos (quimiotransformagéo). O farelo de soja foi pesado e diluido em
agua destilada numa concentragédo de 15 g%. O pH inicial da solugdo (6,5) foi
ajustado a pH 2,0 com adi¢ao de HCL 1 M e a solugao foi submetida a uma presséao
relativa de 1 atm, 121 °C por 1 h (processo de autoclavagdo). Apos o tratamento o
material foi filtrado rendendo uma fragao retida e uma filtrada. A fragao retida foi
liofilizada gerando a fragao EAF-AR (26,4% de rendimento em relagédo a massa seca
de farelo de soja). A fracédo filtrada foi neutralizada, centrifugada e novamente
submetida ao processo de autoclavacao por mais 15 min. Apds dialisada e liofilizada
originou a fracdo EAF-A (13,4% de rendimento em relagdo a massa seca de farelo
de soja). O material retido durante a filtracao foi dialisado e originou a fracdo EAF-
AP (14,1% de rendimento em relagdo a massa seca de farelo de soja).

A fim de variar as condigbes da estratégia 2 estabeleceu-se uma terceira
estratégia. O farelo de soja foi pesado e diluido em agua destilada numa
concentragdo de 15 g%. O pH inicial da solugao (6,5) foi ajustado a pH 7,0 com
adicdo de NaOH 0,5 M e a solugao foi submetida a uma presséo relativa de 1 atm,
121 °C por 1 h (processo de autoclavagéo). Apds o tratamento o material foi filtrado
rendendo uma fragdo retida e uma filtrada. A fragéo retida foi liofilizada gerando a
fragdo EAF-NR (57,8% de rendimento em relagédo a massa seca de farelo de soja).
A fracao filtrada foi neutralizada, centrifugada e novamente submetida ao processo
de autoclavagao por mais 15 min. Apds dialisada e liofilizada originou a fragao EAF-
N (14,0% de rendimento em relagdo a massa seca de farelo de soja). O material
retido durante a filtracdo foi dialisado e originou a fragdo EAF-NP (1,5% de

rendimento em relacdo a massa seca de farelo de soja).

6.1.2.2 Analises Quimicas e de Composicdo Monossacaridica das fracdes obtidas

Todas as fragbes obtidas foram analisadas comparativamente (Tabela 6)
quanto a rendimento, teor de proteinas, teor de carboidratos totais e composig¢ao

monossacaridica.



79

TABELA 6 - ANALISES QUIMICAS E DE COMPOSIGAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOES
OBTIDAS DAS ESTRATEGIAS 2 E 3

Fracio Rendimaento p'n\l]) Carbo_idratczs Composigido Monossacaridica (mol%)*
(%) (%)”| Totais (%)” | Rha | Fuc | Ara | Xyl |Man | Gal | Glc | UA®
Estratégia 2
EAF-A 13,4 59,8 30,8 35|12 (19862 | 12 |31,7| 55 |30,8
EAF-AP 14,1 77,7 11,3 3313|149 59 (11,0194 (123|319
Estratégia 3
EAF-N 14,0 57,2 16,5 28 | 1,133,745 | 35 |190| 64 | 29,1
EAF-NP 1,5 55,3 18,3 1,5 | Tr |285| 6,4 | 56 |20,0[325]| 55

PTN: Proteinas; UA: Acidos Urdnicos; Rha: Ramnose; Fuc: Fucose; Ara: Arabinose; Xyl: Xilose; Man:
Manose; Gal: Galactose; Glc: Glucose; EAF-A: Fragdo soluvel obtida a partir da Estratégia 2
(extracdo acida); EAF-AP: Fracao insoluvel obtida a partir da Estratégia 2; EAF-N: Fragéo solivel
obtida a partir da Estratégia 3 (extragdo neutra); EAF-NP: Fragdo insoliuvel obtida a partir da
Estratégia 3; ® Rendimento em relagdo & massa seca de farelo de soja inicial; ® LOWRY et al. (1951);
°DUBOIS et al. (1956); ¢ Monossacarideos neutros quantificados na forma de acetatos de alditois por
GLC; °® FILIZETTI-COZZI; CARPITA (1991); Tr: Trago (£1%).

Os rendimentos das extracdes variaram entre 1,5 — 14,1%, sendo as fra¢des
EAF-AP e EAF-N as que apresentaram maior rendimento. Pode-se observar, pela
tabela acima, que as fragdes apresentaram teor de carboidratos, variando entre 11,3
— 30,8%. A fracdo EAF-A foi a que apresentou o maior teor, 30,8%, valor este
comparavel ao descrito por Bainy et al. (2008) e Giannoccaro, Wang e Chen (2006)
para farelo de soja que se encontra proximo a 40%. Possivelmente essa alta
variagao entre as amostras quanto ao teor de carboidratos ocorre devido as
diferencas nas estratégias de extragdo, podendo estas facilitar ou ndo a extragao de
carboidratos. As fragdes apresentaram alto teor de proteinas, variando entre 55,3 —
77,7%. Segundo Bainy et al. (2008) o teor de proteinas do farelo de soja bruto se
encontra em torno de 50%, portanto resultados altos encontrados ja eram
esperados.

As composigdes monossacaridicas da maioria das fragdes obtidas
apresentaram arabinose, galactose e acidos urbnicos como constituintes
monossacaridicos maijoritarios, o que sugere a presenga de pectinas no farelo de
soja. Em algumas das fragdes a glucose aparece em quantidades significativas.
Outros monossacarideos s&o encontrados em menores quantidades (Tabela 6).

As fragbes EAF-A, EAF-AP e EAF-N apresentam como principais
monossacarideos neutros arabinose e galactose. A fracdo EAF-NP, além da
arabinose e galactose, apresentou teor elevado de glucose. A fracdo EAF-AP, além

de galactose e arabinose, apresentou alto teor de glucose e manose.
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E possivel observar em todas as fracdes um alto teor de acidos urdnicos,

representando totais entre 5,5 — 30,8% dos carboidratos.

6.1.2.3 Analises de Ressonancia Magnética Nuclear

Comparando-se os espectros de RMN °C entre EAF-A e EAF-AP (Figura
26), confirma-se uma similaridade de sinais. E possivel visualizar sinais
caracteristicos de carboidratos (110 — 60 ppm) e proteinas (10 a 55, 130, 170 a 180
ppm) como os observados nos espectros dos extratos nativos obtidos a partir do
farelo de soja (Item 6.1.1.3). Em razao da fracdo EAF-A apresentar um conteudo de
carboidratos superior a EAF-AP (30,8 e 11,3%, respectivamente), esta foi escolhida
para realizagao das analises subsequentes dos polissacarideos
quimiotransformados.

Da mesma forma, as fragcbes EAF-N e EAF-NP foram comparadas através
de seus espectros de RMN "*C (Figura 27). E possivel visualizar, novamente, sinais
caracteristicos de proteinas, assim como os observados nos espectros anteriores,
bem como sinais caracteristicos de presenca de carboidratos. A fragdo EAF-N
apresentou um rendimento superior a EAF-NP (14,0 e 1,5%, respectivamente), por
esta razdo também foi escolhida para realizagdo das analises subsequentes dos

polissacarideos quimiotransformados.
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FIGURA 26 - ESPECTROS DE RMN °C DAS FRACOES OBTIDAS DA ESTRATEGIA 2 DE
EXTRACAO DO FARELO DE SOJA
Solvente: D,O (70 °C); acetona como padrao interno (30,2 ppm)
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FIGURA 27 - ESPECTROS DE RMN C DAS FRACOES OBTIDAS DA ESTRATEGIA 3 DE
EXTRAGCAO DO FARELO DE SOJA
Solvente: D,O (70 °C); acetona como padrao interno (30,2 ppm)

Na Figura 28 sdo comparados os espectros de RMN °C das fragdes EAF-A

e EAF-N. A regidao anomérica (110 — 90 ppm) apresenta dois sinais principais em
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107,6 e 104,4-104,3 ppm. O sinal em 107,6 ppm pode ser atribuido ao C-1 das
unidades de a-L-Araf (FRANSEN et al., 2000; CIPRIANI et al., 2004; CAPEK et al.,
2010; GOLLNER; BLASCHEK; CLASSEN, 2010). Os sinais em 104,3 e 104,4 ppm
referem-se ao C-1 das unidades de B-D-Galp (FRANSEN et al., 2000; CIPRIANI et
al., 2004; LIMA, 2008). Sao observados sinais em 77,6; 74,5; 73,5; 72,1; 60,9 ppm,
correspondentes ao C-4, C-5, C-3, C-2 e C-6, respectivamente, das unidades de [3-
D-Galp (1—4)-ligadas (GORIN; MAZUREK, 1975; FRANSEN et al., 2000; LIMA,
2008; CIPRIANI et al., 2009). Sinais em 82,3; 81,4; 81,0 ppm podem ser atribuidos a
C-2, C-3 ou C-4, das unidades de a-L-Araf e em 67,0 ppm ao C-5 substituido das
unidades de a-L-Araf (1—5) ligadas (FRANSEN et al., 2000; CAPEK et al., 2010).
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FIGURA 28 - ESPECTROS DE RMN 13C DAS FRACOES EAF-A e EAF-N
Solvente: D20 (70 °C); acetona como padrao interno (30,2 ppm)

Através do espectro de *C dessas duas fracdes, pode-se observar sinais
mais intensos, correspondentes a unidades a-L-Araf, na fragcdo EAF-N, isto pode ser
explicado devido a labilidade dessas unidades em pHs baixos. Para obtencdo da

fragdo EAF-A, o pH foi reduzido até pH 2,0, o que facilita a hidrélise das unidades
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furanosidicas de arabinose. Desta forma quando a extragao é feita a pH 7,0 (EAF-
N), as unidades ndo sdo quebradas e consequentemente aparecem em maiores
proporgdes. Estes resultados confirmam que as condigdes utilizadas na estratégia 2
modificaram a estrutura dos polissacarideos isolados do farelo de soja.

Cabe destacar ainda a importadncia do processo de autoclavacdo para a
extragdo de polissacarideos. Na estratégia 1, onde foi realizado extragdo aquosa a
80 °C e pH neutro, polissacarideos ndo foram extraidos, diferentemente do que
ocorreu na estratégia 3, onde a extragido aquosa foi realizada a 121 °C, 1 atm, pH
neutro. Desta forma é possivel afirmar que a autoclavagéo (121 °C, 1 atm) facilita a

extracao de polissacarideos em pH neutro.

6.1.2.4 Purificagédo das fracbes EAF-A e EAF-N

6.1.2.4.1 Tratamento com TCA

Com o objetivo de purificar os polissacarideos brutos, as fracbes EAF-A e
EAF-N foram submetidas ao tratamento com acido tricloroacético (TCA), com o
intuito de provocar a precipitacdo das proteinas. Apds solubilizagdo de
aproximadamente 10 g das fragbes em agua destilada, estas foram adicionadas de
uma solugédo de TCA (80% p/v). As misturas foram entdo homogeneizadas e
centrifugadas. Os sobrenadantes e precipitados obtidos foram neutralizados,
dialisados e liofilizados. Originando as fracbes EAF-ATs e EAF-NTs,
correspondentes aos sobrenadantes, e as fragcbes EAF-ATp e EAF-NTp
correspondentes aos precipitados (Tabela 7).

Para a fragdo EAF-A, da massa total submetida ao tratamento, 62,8% foram
recuperadas, ja para a fragdo EAF-N este valor foi de 89,3%. As taxas de
recuperacao indicam que pode ter havido hidrolise da molécula, gerando fragmentos
de baixa massa que podem ter sido eliminados durante o processo de dialise.

Como pode ser observado na Tabela 7, o teor de proteinas foi reduzido de
59,8% (EAF-A) para 35,3% (EAF-ATs). Para a fragcdo EAF-N o teor de proteinas foi
reduzido de 57,2% para 25,0% (EAF-NTs). As fragdes EAF-ATp e EAF-NTp
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concentraram alto teor de proteinas 95,0 e 89,3%, respectivamente, indicando que
o tratamento com TCA foi eficaz na precipitagcao das proteinas, mas nao suficiente

para desproteinizar as fragdes sobrenadantes.

TABELA 7 - ANALISES QUIMICAS E DE COMPOSIGAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOES
OBTIDAS NAS ESTRATEGIAS 2 E 3 E APOS TRATAMENTO COM TCA

Fragéo Rendimaento p-|-Nb Carbo_idratczs Composigdo Monossacaridica (mol%)*
(%) (%)" | Totais (%) | Rha | Fuc | Ara | Xyl |Man | Gal | Glc | UA®
Estratégia 2
EAF-A 13,4 59,8 30,8 3512|198 6,2 | 12 |31,7| 55 |30,8
EAF-ATs 53,4 35,3 52,5 1,9 105 |50|51|06|59]07 /802
EAF-ATp 46,6 95,0 7,0 - - - - - - - 1389
Estratégia 3
EAF-N 14,0 57,2 16,5 28 | 1,133,745 | 35 |190| 6,4 | 29,1
EAF-NTs 18,1 25,0 57,2 25|13 /269| 50|20 |169| 1,0 [44.2
EAF-NTp 81,9 89,3 6,1 - - - - - - - | 164

PTN: Proteinas; UA: Acidos Urdnicos; Rha: Ramnose; Fuc: Fucose; Ara: Arabinose; Xyl: Xilose; Man:
Manose; Gal: Galactose; Glc: Glucose; EAF-A: Fragdo soluvel obtida a partir da Estratégia 2
(extragcao acida); EAF-ATs: Fracdo soluvel obtida apos tratamento de EAF-A com TCA 80% (p/v);
EAF-ATp: Fragéo insoluvel obtida apds tratamento de EAF-A com TCA 80% (p/v); EAF-N: Fragéo
soluvel obtida a partir da Estratégia 3 (extragdo neutra); EAF-NTs: Fragdo solivel obtida apds
tratamento de EAF-N com TCA 80% (p/v); EAF-NTp: Fracdo insoluvel obtida apds tratamento de
EAF-N com TCA 80% (p/v); * Rendimento em relagido & massa seca de farelo de soja inicial; °
LOWRY et. al. (1951); ¢ Determinado pelo método de DUBOIS et. al. (1956); ¢ Monossacarideos
neutros quantificados na forma de acetatos de alditéis por GLC; ® FILIZETTI-COZZI e CARPITA
(1991); -: Nao determinado.

Em relagdo a composicdo monossacaridica nota-se que o teor de acidos
urbnicos na fracdo EAF-ATs aumentou significativamente, passando de 30,8%
(EAF-A) para 80,2%. Em consequéncia, os monossacarideos neutros apresentaram-
se diminuidos. A proporgdo de UA:Ara:Gal passou de 1,6:1:1,6 para 16:1:1,2,
indicando uma diminuigdo nos teores de arabinose e galactose, e consequente
aumento relativo dos acidos urdnicos. Esses dados podem demonstrar novamente
que pode ter havido hidrélise da cadeia polissacaridica. A composigao
monossacaridica da fragdo EAF-NTs mostrou-se bastante semelhante a sua matriz,
onde a galactose e a arabinose sdo os monossacarideos majoritarios.

A fragdo EAF-ATs foi também submetida a analise de RMN (Figura 29) e
comparada a sua fragdo mae EAF-A. Destaca-se a reducao do sinal em 104,4 ppm
referente as unidades de B-D-Galp (FRANSEN et al., 2000; CIPRIANI et al., 2004;
LIMA, 2008); e sinais mais evidentes em 106,4 e 107,6 ppm atribuidos as unidades
de a-L-Araf (FRANSEN et al.,, 2000; CIPRIANI et al., 2004; CAPEK et al., 2010;
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GOLLNER; BLASCHEK; CLASSEN, 2010). Também ¢é possivel identificar o
surgimento de sinais correspondentes a unidades de o-D-GalpA (100,1 e 99,2 ppm,
respectivos ao C-1 das unidades esterificadas e ndo esterificadas) (WANG; LIU;
FANG, 2005; COZZOLINO et al., 2006; VRIESMANN, 2008) e unidades de p-D-Xylp
(103,5 e 65,2 ppm respectivos ao C-1 e C-5) (SIMAS et al., 2004; USQOV; BILAN;
SHASHKOV, 2007). Foi possivel observar também sinal em 173,5 ppm referente aos
grupamentos —COOH do acido galacturénico (DELGOBO et al., 1999; CIPRIANI et
al., 2004). Esses dados corroboram com os dados de composicdo monossacaridica,
onde os teores de acidos urbnicos aumentaram, sugerindo a presenga de uma

galacturonana substituida por unidades de arabinose, galactose e xilose.
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FIGURA 29 - ESPECTROS DE RMN "°C DAS FRAGOES EAF-A E EAF-ATs
Solvente: D,O (70 °C); acetona como padrao interno (30,2 ppm)

A fragdo EAF-NTs foi também submetida a analise de RMN (Figura 30) e
comparada a sua fracdo mae EAF-N. A fragdo com tratada com TCA mostrou-se
similar a sua original, porém o espectro apresentou uma maior resolugéo. Podem ser
visualizados sinais bem definidos correspondentes ao C-1 das unidades de a-L-Araf
(107,6; 107,1 e 106,4 ppm), B-D-Galp (104,4 ppm) e a-D-GalpA (100,1 e 99,0 ppm)
(FRANSEN et al., 2000; CIPRIANI et al., 2004; WANG; LIU; FANG, 2005;
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COZZOLINO et al., 2006; VRIESMANN, 2008; LIMA, 2008; CAPEK et al., 2010;
GOLLNER; BLASCHEK; CLASSEN, 2010). Foi possivel observar também o sinal
referente ao grupamento —COOH do acido galacturénico em 173,5 ppm (DELGOBO
et al., 1999; CIPRIANI et al., 2004).

EAF-N

EAF-NTs

o,

[
175 ppm

T T T T T T T T T T T 1
105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 ppm

FIGURA 30 - ESPECTROS DE RMN "°C DAS FRAGOES EAF-N E EAF-NTs
Solvente: D,O (70 °C); acetona como padrao interno (30,2 ppm)

Considerando que as amostras tratadas com TCA ainda apresentam altos
teores de proteinas foi necessario testar outras técnicas para conseguir

desproteinizar as fracbes EAF-A e EAF-N.

6.1.2.4.2 Tratamento Enzimatico

As fragbes EAF-A e EAF-N apresentam alto conteudo de proteinas (Tabela
6), e o tratamento com TCA n&o foi suficientemente efetivo. Com o objetivo de
purificar estas fracdes, eliminando as proteinas e, consequentemente, aumentando
o teor de carboidratos, estas foram tratadas com uma protease (Pronase E). Para

tanto as amostras (100 mg) foram dissolvidas em tampéao fosfato e apds periodo de
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incubagdo com Pronase E, seguida de inativagao térmica, foram dialisadas contra
agua destilada (membrana de 2 kDa), e liofilizadas, resultando nas fragbes EAF-Ate
e EAF-Nte (32,1 e 25,5% de rendimento em relagdo a massa seca inicial ao

tratamento, respectivamente — Tabela 8).

TABELA 8 - ANALISES QUIMICAS E DE COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOES
OBTIDAS NAS ESTRATEGIAS 2 E 3 E APOS TRATAMENTO ENZIMATICO

Fragdo Rendimaento p'n\l]) Carbo_idrat?:s Composigio Monossacaridica (mol%)*
(%) (%)” | Totais (%)° | Rha | Fuc | Ara | Xyl |[Man| Gal | Glc | UA®
Estratégia 2
EAF-A 13,4 59,8 30,8 35112198 6,2 | 12 |31,7| 55 |30,8
EAF-Ate 32,1 8,8 65,5 46 11049 |51|09 (254]| 06 |575
Estratégia 3
EAF-N 14,0 57,2 16,5 28 | 1,1 |33,7| 45| 35 19,0 6,4 |29,
EAF-Nte 25,5 31,4 36,2 27108 |86 |26 |16 |46 | 1,7 |7722

PTN: Proteinas; UA: Acidos Urdnicos; Rha: Ramnose; Fuc: Fucose; Ara: Arabinose; Xyl: Xilose; Man:
Manose; Gal: Galactose; Glc: Glucose; EAF-A: Fragdo soluvel obtida a partir da Estratégia 2
(extracdo acida); EAF-Ate: Fragao obtida apds tratamento de EAF-A com Pronase E; EAF-N: Fragao
soluvel obtida a partir da Estratégia 3 (extragao neutra); EAF-Nte: Fragao obtida apos tratamento de
EAF-N com Pronase E; # Rendimento em relagdo a massa seca de farelo de soja inicial; ® LOWRY et
al. (1951); °DUBOIS et al. (1956); ¢ Monossacarideos neutros quantificados na forma de acetatos de
alditéis por GLC; ° FILIZETTI-COZZI; CARPITA (1991); Tr: Trago (£1%).

O teor inicial de proteinas foi reduzido, apés tratamento enzimatico, de
59,8% (EAF-A) para 8,8% na fragdo EAF-Ate e de 57,2% (EAF-N) para 31,4% na
fracdo EAF-Nte. Em consequéncia da reducdo na concentracdo de proteinas, o
percentual de carboidratos dobrou, passando de 30,8 para 65,5% e 16,5 para 36,2%
nas fragdes tratadas, EAF-Ate e EAF-Nte, respectivamente.

Comparando-se a composigcdo monossacaridica da fracdo EAF-Ate com a
fragdo EAF-A que a originou destaca-se uma reducdo da arabinose (4,9 mol%) e
galactose (25,4 mol%) aumento de e ramnose (4,6 mol%). Alteragcbes mais
significativas ocorreram na fragdo EAF-Nte, devido ao grande aumento no conteudo
de acido urdnico, que passou de 29,1 para 77,2%. Os agucares neutros tornaram-se
uma pequena parte da fracdo, mantendo a galactose e arabinose como
monossacarideos majoritarios.

O espectro de RMN de ®C da fracdo EAF-Ate (Figura 31), mostra perfil
semelhante ao da fragcdo EAF-A. Na regido anomérica (110 - 90 ppm) é possivel

visualizar um sinal intenso em 104,4 ppm referente as unidades de B-D-Galp
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(FRANSEN et al., 2000; CIPRIANI et al., 2004; LIMA, 2008). Sao observados
também deslocamentos quimicos em 77,6; 74,5, 73,5, 72,1, 60,9 ppm,
correspondentes ao C-4, C-5, C-3, C-2 e C-6, respectivamente, das unidades de -
D-Galp (1—4)-ligadas (GORIN; MAZUREK, 1975; FRANSEN et al., 2000; LIMA,
2008; CIPRIANI et al., 2009). E interessante destacar também a existéncia de sinais
com baixa intensidade que ressonam em 100,1 e 99,2 ppm correspondentes a
unidades de a-D-GalpA (WANG; LIU; FANG, 2005; COZZOLINO et al., 2006;
VRIESMANN, 2008). O espectro de 3C apresenta também em campo mais alto
deslocamentos quimicos em 16,9 e 20,2 ppm referentes ao —CH3 das unidades de
ramnose e grupamento acetil, respectivamente (WANG; LIU; FANG, 2005;
COZZOLINO et al., 2006). Os grupos metil-éster dos grupos carboxilicos ressonam
em 52,8 ppm (COZZOLINO et al., 2006; VRIESMANN, 2008).

Na fragdo EAF-Nte, é possivel observar através do espectro de RMN de *C
(Figura 32) a presenga de deslocamentos quimicos correspondentes a acido
galacturdnico. Destaca o sinal em 99,2 ppm correspondente ao C-1 de unidades
nao-esterificadas, e o sinal em campo muito baixo a 174,5 ppm correspondentes aos
grupos carboxilicos livres (WANG; LIU; FANG, 2005; COZZOLINO et al., 2006;
VRIESMANN, 2008). Sinais alargados podem ser visualizados na regido entre 80 —
60 ppm, que ndo foram atribuidos a nenhum monossacarideo devido a baixa
resolucdo dos picos. E possivel ainda visualizar sinais correspondentes a proteinas

na regiao entre 40 — 10 ppm, o que ja havia sido evidenciado nas analises quimicas.
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FIGURA 31 - ESPECTROS DE RMN "°C DAS FRAGOES EAF-A E EAF-Ate
Solvente: D,O (70 °C); acetona como padrao interno (30,2 ppm)
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FIGURA 32 - ESPECTROS DE RMN "°C DAS FRAGCOES EAF-N E EAF-Nte
Solvente: D,O (70 °C); acetona como padrao interno (30,2 ppm)

Com bases nessas anadlises € possivel afirmar que o tratamento enzimatico

foi efetivo para purificacdo da fragcdo EAF-A quanto ao teor de proteina, sem causar



90

hidrolise ao polissacarideo e mantendo as caracteristicas originais da fracdo mae.
Para a fragdo EAF-N observou-se apds o tratamento enzimatico uma reducdo de
aproximadamente 50% das proteinas. Esta disparidade entre os resultados do
tratamento enzimatico pode ser decorréncia da diferengca entre as condigbes de
extragao utilizadas para obtengdo dessas fragdes. A estratégia 2, onde a extragao é
realizada em pH acido e alta temperatura, alterou a estrutura do polissacarideo de
forma que o ataque da enzima nas unidades de proteinas foi facilitado ou as
proteinas presentes ja haviam sido degradadas parcialmente durante o processo de
extracao.

E interessante destacar ainda que o tratamento enzimatico na fragdo EAF-N
gerou uma fragdo EAF-Nte bastante diferente, onde o acido galacturénico é o agucar
majoritario. E possivel que isto seja decorréncia da acdo da enzima, de forma que
ao clivar as proteinas, polissacarideos de menor massa foram gerados e eliminados

durante o processo de dialise alterando a composicado monossacaridica.

6.1.2.5 Analise por HPSEC-MALLS-RID

As fracdes EAF-A e EAF-N e suas derivadas EAF-ATs, EAF-Ate e EAF-NTs
foram submetidas a analise de homogeneidade em cromatografia de exclusao
estérica, acoplada a detectores de espalhamento de luz e de indice de refracao
(HPSEC-MALLS-RID).

Através do detector de indice de refracdo € possivel visualizar que as
fragbes EAF-A, EAF-ATs e EAF-Ate (Figura 33) mostraram perfis cromatograficos
heterogéneos, polidispersos, indicando a presenga de massas moleculares
diferentes, eluindo apdés os 40 min. Alguns picos foram detectados apenas pelo
detector de indice de refragdo, indicando alta concentragdo, porém baixa massa
molecular.

Da mesma forma, as fragdes EAF-N e EAF-NTs (Figura 34) mostraram
perfis cromatograficos heterogéneos, polidispersos, indicando a presenca de

massas moleculares diferentes, eluindo apds os 35 min.
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FIGURA 33 - CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO ESTERICA (HPSEC-MALLS-RID) DA FRAGAO
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FIGURA 34 - CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO ESTERICA (HPSEC-MALLS-RID) DA FRAGAO
EAF-N E EAF-NTs

6.1.3 Estratégia 4 e 5 — Polissacarideos Quimiotransformados

6.1.3.1 Extracdo e Obtengado dos Polissacarideos

Visto que as fragdes obtidas a partir das estratégias 2 e 3 apresentaram alto

teor de proteinas, duas novas estratégias foram tragadas (estratégias 4 e 5), na
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tentativa de precipitar proteinas e ao final manter-se com moléculas de alta massa
molecular. Com objetivo de melhorar o rendimento das fracbes as estratégias 4 e 5
sofreram dois ciclos sequenciais de extracdo onde os numero 1 e 2 no nome das
fragcbes designam se elas foram obtidas a partir do primeiro ou segundo ciclo de
extracao, respectivamente.

A estratégia 4 é oriunda da estratégia 2. Nesta o farelo de soja foi pesado e
diluido em agua destilada numa concentragcao de 15 g%. O pH inicial da solugéo se
encontrava em 6,5, apos seu devido ajuste até pH 2,0 com adicdo de HCL 1 M a
solugao foi submetida a uma pressao relativa de 1 atm, 121 °C por 1 h (processo de
autoclavacéo). Apos este tratamento o material foi filtrado com auxilio de um coador
de pano; o filtrado foi neutralizado com NaOH 0,5 M e centrifugado. O precipitado
obtido foi reunido ao material retido anteriormente na filtragcdo e submetidos a mais
um ciclo de extragdo. Os sobrenadantes foram novamente submetidos ao processo
de autoclavacdo por mais 15 min, e apds reducdo de seus volumes foram
adicionados de uma solugéo de TCA (80% p/v) para precipitacdo das proteinas. As
misturas foram entdo homogeneizadas e centrifugadas. Os precipitados com TCA
obtidos foram neutralizados, dialisados e liofilizados, originando as fracdes EAF-
A1Tp e EAF-A2Tp (11,1 e 7,1% de rendimento em relacdo a massa seca de farelo
de soja, respectivamente). Aos sobrenadantes foram adicionadas trés partes de
etanol para precipitacdo de polissacarideos e apods centrifugacdo os precipitados
etandlicos obtidos foram neutralizados, dialisados e liofilizados, originando as
fragbes EAF-A1Ep e EAF-A2Ep (1,9 e 0,5% de rendimento em relacdo a massa
seca de farelo de soja, respectivamente). Os sobrenadantes foram neutralizados e
apos terem seus volumes reduzidos, foram dialisados e liofilizados, dando origem as
fracbes EAF-A1Es e EAF-A2Es (1,5 e 0,3% de rendimento em relagdo a massa seca
de farelo de soja, respectivamente).

A estratégia 5 é oriunda a partir da estratégia 3. Nesta o farelo de soja foi
pesado e diluido em agua destilada numa concentragéo de 15 g%. O pH inicial da
solugao se encontrava em 6,5, apds seu devido ajuste até pH 7,0 com NaOH 0,5 M,
a solugao foi submetida a uma presséo relativa de 1 atm, 121 °C por 1 h (processo
de autoclavacédo). Apos este tratamento o material foi filtrado com auxilio de um
coador de pano; o filtrado foi neutralizado com NaOH 0,5 M e centrifugado. O
precipitado obtido foi reunido ao material retido anteriormente na filtracdo e

submetidos a mais um ciclo de extragdo. Os sobrenadantes foram novamente
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submetidos ao processo de autoclavagao por mais 15 min, e apos reducio de seus
volumes foram adicionados de uma solugéo de TCA (80% p/v) para precipitagao das
proteinas. As misturas foram entdo homogeneizadas e centrifugadas. Os
precipitados com TCA obtidos foram neutralizados, dialisados e liofilizados,
originando as fracbes EAF-N1Tp e EAF-N2Tp (16,4 e 17,0% de rendimento em
relacdo a massa seca de farelo de soja, respectivamente). Aos sobrenadantes foram
adicionadas trés partes de etanol para precipitacdo de polissacarideos e apods
centrifugacdo os precipitados etanodlicos obtidos foram neutralizados, dialisados e
liofilizados, originando as fragdes EAF-N1Ep e EAF-N2Ep (2,7 e 2,1% de rendimento
em relagcdo a massa seca de farelo de soja, respectivamente). Os sobrenadantes
foram neutralizados e apds terem seus volumes reduzidos, foram dialisados e
liofilizados, dando origem as fragbes EAF-N1Es e EAF-N2Es (10,6 e 0,4% de

rendimento em relacdo a massa seca de farelo de soja, respectivamente).

6.1.3.2 Analises Quimicas e de Composi¢cao Monossacaridica

As fragdes oriundas das estratégias 4 e 5 apresentaram baixos rendimentos
(Tabela 9), isso é decorrente do fato de terem sofrido uma etapa de purificagao
adentro ao processo de extragao, obtendo-se, por fim, fragbes de baixo rendimento
porém com alto teor de pureza. A tentativa de melhorar o rendimento nessas
mesmas estratégias, submetendo o farelo de soja a dois ciclos sequenciais de
extragdes se mostrou pouco efetivo para a estratégia 4 - onde as fragdes obtidas do
segundo ciclo de extragdo representaram um aumento médio de apenas 23% no
rendimento total - e efetivo para a estratégia 5 - onde as fragdes apresentaram
rendimentos bastante similares em ambos os ciclos de extracéo, representando um

aumento médio de 77% no rendimento total.
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TABELA 9 - ANALISES QUIMICAS E DE COMPOSIGAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOES
OBTIDAS DAS ESTRATEGIAS 4 E 5

Fragdo Rendimaento p-|-Nb Carbo_idratcgs Composigdo Monossacaridica (mol%)*
(%) (%)°| Totais (%)° |Rha| Fuc | Ara | Xyl |Man| Gal | Glc | uA®
Estratégia 4
EAF-A1Ep 1,9 4,7 93,9 66 | 1,1 |88 [10,9| 1,7 | 22,4 | 4,0 [444
EAF-A2Ep 0,5 8,2 89,2 56 | Tr | 0,9 |122] 0,9 (153 | 3,4 | 61,6
EAF-A1Es 1,5 40,5 58,6 13,0 Tr | 10| 88 | 1,4 | 88 | 2,6 | 64,4
EAF-A2Es 0,3 37,5 50,2 139 Tr | 22 [10,1] 23 | 95 | 6,4 | 555
Estratégia 5
EAF-N1Ep 2,7 3,9 79,0 59 |21 |21,2| 87 | 25 (273 | 2,4 |30,2
EAF-N2Ep 2,0 3,4 73,7 43122 (29852 | Tr |309| Tr | 27,7
EAF-N1Es 0,5 46,5 36,1 136| 53 |79 |75 [10,0]13,9|16,4 | 255
EAF-N2Es 0,4 43,4 33,9 124 3,9 | 45 [145]10,9|16,1 | 14,0 | 23,7

PTN: Proteinas; UA: Acidos Urdnicos; Rha: Ramnose; Fuc: Fucose; Ara: Arabinose; Xyl: Xilose; Man:
Manose; Gal: Galactose; Glc: Glucose; EAF-A1Ep, EAF-A2Ep: Fracbes polissacaridicas obtidas a
partir da Estratégia 4 (extragdo acida seguida de precipitacdo com TCA e etanol); EAF-A1Es, EAF-
A2Es: Fragbes etandlicas obtidas a partir da Estratégia 4; EAF-N1Ep, EAF-N2Ep: Fragdes
polissacaridicas obtidas a partir da Estratégia 5 (extragdo neutra seguida de precipitagdo com TCA e
etanol); EAF-N1Es, EAF-N2Es: Fragdes etanolicas obtidas a partir da Estratégia 5; * Rendimento em
relagdo 4 massa seca de farelo de soja inicial; ° LOWRY et al. (1951); © DUBOIS et al. (1956); °
Monossacarideos neutros quantificados na forma de acetatos de alditéis por GLC; © FILIZETTI-
COZZI; CARPITA (1991); Tr: Trago (<1%).

As fragbes obtidas a partir das estratégias 4 e 5 apresentaram alto teor de
carboidratos, entre 33,9 — 93,9%. O elevado teor de carboidratos & decorrente do
tratamento com TCA que estas fragdes sofreram. As proteinas foram precipitadas
concentrando os carboidratos. Nota-se que as fragdes correspondentes aos
precipitados etandlicos apresentam teores superiores aos sobrenadantes etandlicos.
Os teores de proteinas variaram entre 3,4 e 46,5%, onde as fragdes
correspondentes aos precipitados etandlicos apresentam teores inferiores aos
sobrenadantes etandlicos. Nao houve diferenca nos teores de carboidratos e
proteinas entre os ciclos de extragdes das fragbes correspondentes.

As fracoes EAF-A1Ep, EAF-N1Ep e EAF-N2Ep apresentam como principais
constituintes a arabinose e a galactose. Todas as fracbes obtidas a partir das
estratégias 4 e 5 apresentaram alto teor de xilose e galactose. As fragdes EAF-
A1Es, EAF-A2Es, EAF-N1Es, EAF-N2Es apresentaram teores consideraveis de
ramnose.

E possivel observar em todas as fragbes um alto teor de acidos urénicos,

representando totais entre 23,7 — 64,4% dos carboidratos. Estes resultados aliado
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aos dados de composigdo monossacaridica, sugerem presenga de pectina em todas
as fragdes obtidas da estratégia 4.

As fragdes precipitadas com TCA (EAF-A1Tp; EAF-A2Tp; EAF-N1Tp e EAF-
N2Tp) oriundas das estratégias 4 e 5 apresentaram altos rendimentos, porém por
possuirem alto teor de proteinas (66,3 — 90,6%) e baixo teor de carboidratos (2,1 —
7,5%) néo sao fragbes de interesse, estando demonstradas na Tabela 10 apenas
para comprovar a eficiéncia do tratamento com TCA + etanol para precipitacdo de

proteinas.

TABELA 10 - ANALISES QUIMICAS DAS FRACOES OBTIDAS DAS ESTRATEGIAS 4 E 5

Fragio | Rendimento (%)® |PTN (%)°| Carboidratos Totais (%)°
Estratégia 4
EAF-A1Tp 11,2 84,7 4.4
EAF-A2Tp 7,13 90,6 2,1
Estratégia 5
EAF-N1Tp 16,6 68,1 7,5
EAF-N2Tp 17,0 66,3 4,0

PTN: Proteinas; EAF-A1Tp, EAF-A2Tp: Fragdes insollveis obtidas apds tratamento com TCA na
Estratégia 4; EAF-N1Tp, EAF-N2Tp: Fragbes insoluveis obtidas apds tratamento com TCA na
Estratégia 5; * Rendimento em relagdo & massa seca de farelo de soja inicial; > LOWRY et al. (1951);
°DUBOIS et al. (1956).

6.1.3.3 Analises de Ressonancia Magnética Nuclear

Comparando-se os espectros de RMN '°C das fracdes EAF-A, EAF-A1 e
EAF-A2 (Figura 35), pode-se observar diferencas entre os produtos obtidos das
diferentes estratégias de extragcéo. A partir da fragdo EAF-A (Estratégia 2), foi obtido
um polissacarideo composto principalmente por unidades de B-D-Galp (1—4)-
ligadas, uma galactana, como ja foi discutido anteriormente (6.1.2.3).

As fracbes EAF-A1Ep e EAF-A2Ep apresentam espectros de RMN '*C
semelhantes entre elas, mas com uma importante diferenca em relacdo a fragcéo
EAF-A. Embora apresentem o0s deslocamentos quimicos correspondentes a
unidades de B-D-Galp (1—4)-ligadas (104,4; 77,6; 74,5; 73,5; 72,1; 60,9 ppm
correspondentes ao C-1, C-4, C-5, C-3, C-2 e C-6, respectivamente) também é

possivel observar sinais intensos correspondentes as unidades de acido
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galacturdnico, sinais estes praticamente n&o detectaveis no espectro da fracado EAF-
A. Deslocamentos quimicos em 100,0 e 99,1 ppm, sao respectivos ao C-1 de
unidade de o-D-GalpA esterificadas e nao esterificadas no C-6 (WANG; LIU; FANG,
2005; COZZOLINO et al., 2006; VRIESMANN, 2008) e em 98,4 ppm correspondem
ao C-1 das unidades de a-L-Rhap (CIPRIANI et al., 2004; RENARD et al., 1998).
Destacam-se também os sinais em 174,0 e 170,7 ppm referentes aos grupos
carboxilicos livres e metil-esterificados do acido galacturdnico (C-6), respectivamente
(DELGOBO et al., 1999; CIPRIANI et al., 2004; COZZOLINO et al., 2006).

O espectro de RMN de '*C apresenta ainda, em campo mais alto,
deslocamentos quimicos em 16,8 e 20,2 ppm referentes ao —CH3 das unidades de
ramnose (C-6) e grupamento acetil, respectivamente (WANG; LIU; FANG, 2005;
COZZOLINO et al., 2006). Os grupos metil-éster dos grupos carboxilicos ressonam
em 52,8 ppm (COZZOLINO et al., 2006; VRIESMANN, 2008).

EAF-A

R i,

EAF-A1Ep
EAF-A2Ep
T T /7 T T T T T T T T T // T T

T T T
175 105 100 95 920 85 80 75 70 65 60 55 20  ppm

FIGURA 35 - COMPARAGAO ENTRE OS ESPECTROS DE RMN "°C DAS FRAGOES EAF-A, EAF-

A1Ep e EAF-A2Ep
Solvente: D,O (70 °C); acetona como padrao interno (30,2 ppm)

Da mesma forma, as fracbes EAF-A1Es e EAF-A2Es também foram

comparadas através de seus espectros de RMN '*C (Figura 36). E possivel
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visualizar sinais caracteristicos de proteinas, 10-55, 120-130, 170-180 ppm,
correspondentes a cadeias laterais e ligagées peptidicas, dupla ligagdo e grupos
carboxilicos, respectivamente (ZERI et al., 1996), uma vez que estas fragdes
possuem alto percentual de proteinas (37,5 e 40,5% - Tabela 9).

Na regido anomérica (110 — 90 ppm) destacam-se sinais em 100,1 e 99,3,
respectivos ao C-1 esterificado e ndo esterificado das unidades de o-D-GalpA
(WANG; LIU; FANG, 2005; COZZOLINO et al., 2006; VRIESMANN, 2008). Nesta
mesma regido € possivel visualizar um sinal em 103,5 ppm, respectivo ao C-1 das
unidades de B-D-Xylp (SIMAS et al., 2004; USOV; BILAN; SHASHKOV, 2007) e em
98,4 ppm do C-1 das unidades de a-L-Rhap (CIPRIANI et al., 2004; RENARD et al.,
1998). Estes dados juntamente com os dados de composicdo monossacaridica

corroboram a existéncia de pectina nestas fragdes.

EAF-A1Es
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FIGURA 36 - ESPECTROS DE RMN "°C DAS FRACOES EAF-A1Es e EAF-A2Es
Solvente: D,O (70°C); acetona como padrao interno (30,2 ppm)

Da mesma forma, as fragcbes EAF-N, EAF-N1 e EAF-N2 foram comparadas
através de seus espectros de RMN *C (Figura 37). E observada uma grande

similaridade entre os sinais. Novamente € possivel visualizar deslocamentos
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quimicos correspondentes a B-D-Galp (1—4)-ligadas (104,4; 77,6; 74,5; 73,5; 72,1;
60,9 ppm correspondentes ao C-4, C-5, C-3, C-2 e C-6, respectivamente). Destaca-
se sinal pouco intenso em 99,1 ppm, respectivo ao C-1 nao esterificado das
unidades de a-D-GalpA (WANG; LIU; FANG, 2005; COZZOLINO et al., 2006;
VRIESMANN, 2008).

Os sinais em 107,6; 107,1 e 106,5 ppm podem ser atribuidos ao C-1 das
unidades de a-L-Araf (DELGOBO et al., 1999; SIMS; FURNEAUX, 2003). Na regiao
de carbono substituido, os sinais em 85,1; 84,1; 82,3; 81,5 e 81,1 ppm podem ser
atribuidos a C-2, C-3 ou C-4, das unidades de a-L-Araf e em 67,0 ppm ao C-5
substituido das unidades de a-L-Araf (1—55) ligadas (FRANSEN et al., 2000; SIMAS,
2008; CAPEK et al., 2010).

EAF-N

EAF-N1Ep

EAF-N2Ep
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FIGURA 37 - COMPARACAO ENTRE OS ESPECTROS DE RMN "®C DAS FRACOES EAF-N, EAF-
N1Ep e EAF-N2Ep
Solvente: D,O (70°C); acetona como padrao interno (30,2 ppm)

Comparando-se os espectros de RMN de '°C entre EAF-N1Es e EAF-N2Es
(Figura 38), fracbes estas obtidas a partir do sobrenadante etandlico, é possivel

visualizar, novamente, sinais caracteristicos de proteinas, assim como o0s
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observados nos espectros anteriores, bem como sinais caracteristicos de presenca
de carboidratos.

Os espectros tém baixa resolugédo devido a alta insolubilidade das amostras
e apresentam picos alargados e sobrepostos, o que dificulta o assinalamento dos
deslocamentos quimicos. Ainda assim, € possivel fazer algumas observagdes em
relagcdo aos espectros: nota-se na regido anomérica sinais em 100,0; 99,1 e 98,1
ppm, respectivos ao C-1 das unidades de a-D-GalpA (esterificado e néo esterificado)
e a-L-Rhap (WANG; LIU; FANG, 2005; COZZOLINO et al., 2006; VRIESMANN,
2008; CIPRIANI et al., 2004; RENARD et al., 1998).

EAF-N1Es
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FIGURA 38 - ESPECTROS DE RMN "°C DAS FRAGOES EAF-N1Es e EAF-N2Es
Solvente: D,O (70 °C); acetona como padrao interno (30,2 ppm)

6.1.3.4 Analise por HPSEC-MALLS-RID

As fragcbes EAF-A1Ep, EAF-A2Ep, EAF-N1Ep e EAF-N2Ep foram

submetidas a analise de homogeneidade em cromatografia de exclusdo estérica,
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acoplada a detectores de espalhamento de luz e de indice de refragdo (HPSEC-
MALLS-RID).

E possivel visualizar que a fragdo EAF-A1Ep (Figura 39) mostrou perfil
cromatografico heterogéneo, polidisperso, indicando a presengca de massas
moleculares diferentes, eluindo apos os 40 min. O pico centrado em =45 min foi
detectado pelos detectores de indice de refracdo e espalhamento de luz indicando
que é constituido por moléculas de alta massa molar. Picos detectados pelo detector
de indice de refracao eluindo em 58 e 62 min nao foram detectados pelo detector de
espalhamento de luz, indicando alta concentragao, porém baixa massa molecular.

Na Figura 40 é possivel visualizar que a fragdo EAF-A2Ep também mostrou
um perfil cromatografico heterogéneo, polidisperso, indicando a presenca de massas
moleculares diferentes, O detector de espalhamento de luz ndo detectou nenhum
desses picos, indicando a presenca de moléculas de baixa massa molar. Observa-

se a presenca dos mesmos picos, detectados pelo RID, presentes na fracdo EAF-

A1Ep, eluindo apés os 40 min, porém com intensidades diferentes.

018

0295
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FIGURA 39 - CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO ESTERICA (HPSEC-MALLS-RID) DA FRACAO
EAF-A1Ep
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FIGURA 40 - CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO ESTERICA (HPSEC-MALLS-RID) DA FRACAO
EAF-A2Ep

E possivel visualizar que a fracdo EAF-N1Ep (Figura 41) mostrou perfil
cromatografico heterogéneo. O pico centrado em =43 min foi detectado pelos
detectores de indice de refragdo e espalhamento de luz indicando que é constituido
por moléculas de alta massa molar. E interessante destacar que este pico, detectado
pelo espalhamento de luz, apresenta um ombro a esquerda, indicando a presenca
de compostos de alta massa e baixa concentragdo. O pico invertido, detectado pelo
detector de indice de refragdo, apds os 65 min indica presenga de agua na amostra.

Analisando a Figura 42 verifica-se que a fragdo EAF-N2Ep foi eluida com um
pico simétrico, indicando assim que a mesma encontra-se homogénea quanto a sua
massa. O valor de dn/dc (taxa de variagdo do indice de refragdo com relagdo a
concentragdo) calculado em 0,128 foi utilizado para a determinacdo da massa

molecular ponderal média (M) da fragcdo EAF-N2Ep, que foi de 936,6 kDa.
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FIGURA 41 - CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO ESTERICA (HPSEC-MALLS-RID) DA FRAGCAO
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FIGURA 42 - CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO ESTERICA (HPSEC-MALLS-RID) DA FRACAO
EAF-N2Ep

6.1.3.5 Purificagéo e fracionamento da fragcdo EAF-A1Ep
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6.1.3.5.1 Tratamento com CaCl,

Com o objetivo de determinar se os acidos urénicos e os agucares neutros
(Rha, Ara, Xyl e Gal, Tabela 9) formavam parte da mesma estrutura polissacaridica,
a fracdo EAF-A1Ep foi submetida a tratamento com CaCl,. Para tanto a amostra foi
solubilizada em agua destilada e adicionada de uma solugdo de CaCl,. Apds
agitacao esta foi centrifugada, dialisada e liofilizada gerando as fracbes EAF-A1Cs
(83,3% de rendimento em relagdo a massa seca inicial ao tratamento) e EAF-A1Cp
(16,7% de rendimento em relacdo a massa seca inicial ao tratamento),
correspondentes ao sobrenadante e precipitado, respectivamente.

Sabe-se que, nas pectinas de baixo grau de esterificagao (abaixo de 50%), a
geleificagdo é provocada pela formacéo de ligagdes entre ions carboxilicos e ions de
calcio, ou outro metal bi ou trivalente, os quais atuam como pontes entre pares de
grupos carboxilicos de diferentes cadeias de pectinas, formando zonas de juncéo
(Figura 43). Um excesso de ions calcio pode induzir a formagao dessas zonas com
respectiva precipitacdo de pectato de calcio (RINAUDO, 1996; THAKUR et al., 1997,
NIELSEN, 2010).

FIGURA 43 - MECANISMOS DE LIGAQAO CRUZADA DE MOLECULAS DE PECTINAS DE BAIXA
ESTERIFICAGAO NA PRESENCA DE CALCIO
FONTE: ADAPTADO DE RINAUDO (1996)
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Baseado neste conceito, esperava-se que a pectina sob forma de pectato de
calcio precipitasse e, caso um ou mais dos acucares neutros presentes nao
formassem parte da pectina, estes permaneceriam em solugéo.

A fracdo EAF-A1Cs foi submetida a andlise de RMN (Figura 44) e
comparada a sua fracdo mae, EAF-A1Ep. Destaca-se a reducéo do sinal em 104,3
ppm referente as unidades de B-D-Galp (FRANSEN et al., 2000; CIPRIANI et al.,
2004; LIMA, 2008). Ha sinais intensos em 100,0 e 99,0 ppm e um sinal menos
definido em 98,3 ppm, respectivos ao C-1 das unidades de a-D-GalpA esterificada e
nao esterificada e C-1 das unidades de a-L-Rhap (WANG; LIU; FANG, 2005;
COZZOLINO et al., 2006; VRIESMANN, 2008; CIPRIANI et al., 2004; RENARD et
al., 1998). Destacam-se ainda deslocamentos quimicos em 103,4 e 65,1 ppm
respectivos ao C-1 e C-5 das unidades de B-D-Xylp (SIMAS et al., 2004; USOQOV,
BILAN; SHASHKOV, 2007).

Em campo mais baixo os sinais em 174,9 e 170,6 ppm referem-se aos
grupos carboxilicos (C-6) livres e metil-esterificados do &acido galacturénico,
respectivamente (DELGOBO et al., 1999; CIPRIANI et al., 2004; COZZOLINO et al.,
2006). Os grupos metil-éster dos grupos carboxilicos ressonaram em 52,8 ppm
(COZZOLINO et al., 2006; VRIESMANN, 2008). Em campo mais alto, é possivel
verificar ainda deslocamentos quimicos em 16,6 e 20,2 ppm referentes ao —CH3 das
unidades de ramnose e grupamento acetil, respectivamente (WANG; LIU; FANG,
2005; COZZOLINO et al., 2006).

A fragdo EAF-A1Cp, fragdo de menor rendimento, ndo foi analisada por
RMN, devido a alta insolubilidade em agua deuterada, NaOHd e DMSOd, no entanto

deduz-se que os agucares neutros estejam presentes nesta fragao.
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FIGURA 44 - ESPECTROS DE RMN "°C DAS FRACOES EAF-A1Ep e EAF-A1Cs
Solvente: D,O (70 °C); acetona como padrao interno (30,2 ppm)

6.1.3.5.2 Fracionamento por Cromatografia de Troca Aninica

Numa nova tentativa para verificar se os agucares acidos e neutros, estavam
presentes na mesma estrutura ou em polissacarideos diferentes, a fracéo
heterogénea EAF-A1Ep (45 mq) foi submetida a cromatografia de troca aniénica em
DEAE-Sephacel (Cl-). A amostra foi eluida com agua destilada e solugdes de cloreto
de sddio em concentragdes crescentes, sendo as eluigdes monitoradas pelo teste do
fenol - acido sulfurico (DUBOIS et al., 1956).

As amostras recuperadas do fracionamento por troca aniénica, apos dialise
em agua destilada foram liofilizadas e nominadas: EAF-A1-w (eluida com agua) e
EAF-A1-0,5, EAF-A1-1,0 e EAF-A1-1,5 (eluidas com solugdes de NaCl 0,5; 1,0e 1,5

M respectivamente) (Figura 45).
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FIGURA 45 - FRACIONAMENTO DA FRAGAO EAF-A1Ep POR CROMATOGRAFIA DE TROCA
ANIONICA

A andlise de RMN de 'C foi realizada com a fracdo de maior rendimento
EAF-A1-0,5 (Figura 46). Através deste espectro é possivel afirmar que a
cromatografia de troca anidnica nao foi eficiente para separagao desta fracdo, uma
vez que existe alta semelhanca entre os espectros da fracdo mae EAF-A1Ep e sua
derivada EAF-A1-0,5. Este resultado sugere que os agucares neutros e acidos estéao
ligados numa mesma molécula ou hum mesmo polissacarideo do tipo pectina, o que

justifica a eluicdo conjunta dos mesmos.
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FIGURA 46 - ESPECTROS DE RMN °C DAS FRACOES EAF-A1Ep e EAF-A1-0,5
Solvente: D,O (70 °C); acetona como padrao interno (30,2 ppm)

6.1.3.5.3 Fracionamento por Cromatografia de Exclusao

A partir da hipétese de que os agucares neutros e acidos estdo ligados, a
fragdo EAF-A1Ep (99,4 mg) foi submetida a cromatografia de exclusdo em
Sepharose 6B (faixa de fracionamento de 1 x 10* a 4 x 10° Da) tendo como eluente
agua destilada.

A Figura 47 apresenta o perfil cromatografico obtido apds fracionamento de
EAF-A1Ep em Sepharose 6B, o qual tem inicio de eluigdo no volume morto do gel,
sendo assim o ideal seria submeter esta fracdo a uma nova cromatografia em
Sepharose 4B (limite de exclusdo de 2 x 107 Da). Porém como o objetivo principal do
experimento foi verificar se a cromatografia de exclusdo seria eficiente para
determinar se os acgucares acidos e o0s neutros formavam parte do mesmo
polissacarideo, decidiu-se analisar essas fragdes por RMN e HPSEC-MALLS-RID, a

fim de verificar se este objetivo tinha sido atingido.
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FIGURA 47 - CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO DE EAF-A1Ep EM SEPHAROSE 6B

Observa-se através do perfil cromatografico que a fragdo EAF-A1Ep era
constituida por carboidratos de varios tamanhos. O perfil cromatografico permitiu a
formacao de quatro novas fragdes, conforme indicado na Figura 45 (EAF-A1EpA:
18,2%; EAF-A1EpB: 30,6%; EAF-A1EpC: 34,9%; EAF-A1EpD: 9,5%). O restante
das fracdes foi reunido apenas para verificar o percentual de recuperacéo da fragao
nesta coluna (75,3% de recuperagao total).

E interessante observar que as subfragcbes EAF-A1EpA, EAF-A1EpB e EAF-
A1EpC formaram, no perfil de eluicdo da cromatografia de exclusdo, um pico
bastante alargado, sugerindo a presenga de um mesmo polissacarideo com massas
diferentes. Analises de RMN de *C dessas fracdes (Figura 48) comprovam esta
hipétese, devido a elevada semelhanca entre os espectros. E possivel observar
também alta semelhanca entre o espectro da fracdo mae EAF-A1Ep e suas
derivadas EAF-A1EpA, EAF-A1EpB e EAF-A1EpC demonstrando que este

polissacarideo € o componente maijoritario da fragdo EAF-A1Ep.
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Observam-se deslocamentos quimicos em 104,3; 77,6; 74,5; 73,4; 60,8 ppm
atribuidos a B-D-Galp (1—4)-ligadas correspondentes ao C-4, C-5, C-3 e C-6,
respectivamente. Ha sinais intensos em 100,0 e 99,0 ppm e um sinal menos definido
em 98,2 ppm, respectivos ao C-1 das unidades de a-D-GalpA esterificadas e nao
esterificadas e C-1 das unidades de a-L-Rhap (WANG; LIU; FANG, 2005;
COZZOLINO et al., 2006; VRIESMANN, 2008; CIPRIANI et al., 2004; RENARD et
al., 1998). Destacam-se ainda deslocamentos quimicos em 103,4 e 65,1 ppm
respectivos ao C-1 e C-5 das unidades de B-D-Xylp (SIMAS et al., 2004; USOQV;
BILAN; SHASHKOV, 2007).

Em campo mais baixo os sinais em 174,9 e 170,7 ppm referem-se aos
carboxilicos livres e metil-esterificados do &acido galacturdnico, respectivamente
(DELGOBO et al., 1999; CIPRIANI et al., 2004; COZZOLINO et al., 2006). Os grupos
metil-éster dos grupos carboxilicos ressonaram em 52,8 ppm (COZZOLINO et al.,
2006; VRIESMANN, 2008). Em campo mais alto, é possivel verificar ainda
deslocamentos quimicos em 16,5 e 20,2 ppm referentes ao —CH3 das unidades de
ramnose e grupamento acetil, respectivamente (WANG; LIU; FANG, 2005;
COZZOLINO et al., 2006).

A fragcdo EAF-A1EpD, eluiu em um pico alargado, proximo ao volume total
da coluna, separadamente das outras fracbes e apresentou o menor rendimento,
indicando que € um componente minoritario. Apresentou espectro de RMN de *C
diferente das outras fragdes. Na regido anomérica (110 - 90 ppm) é possivel
visualizar um sinal intenso em 104,4 ppm referente as unidades de B-D-Galp
(FRANSEN et al., 2000; CIPRIANI et al., 2004; LIMA, 2008). Sao observados
também deslocamentos quimicos em 77,6; 74,5, 73,5, 72,1, 60,9 ppm,
correspondentes ao C-4, C-5, C-3, C-2 e C-6, respectivamente, das unidades de -
D-Galp (1—4)-ligadas (GORIN; MAZUREK, 1975; FRANSEN et al., 2000; LIMA,
2008; CIPRIANI et al., 2009). E interessante destacar também a existéncia de um
sinal com baixa intensidade que ressonou em 99,8 ppm correspondentes ao C-1 das
unidades de a-D-GalpA nado esterificadas. Esta fragdo mostra-se semelhante a
fragdo EAF-A obtida a partir da estratégia 2.

As fragcbes EAF-A1EpA, EAF-A1EpB, EAF-A1EpC e EAF-A1EpD foram
submetidas a analise de homogeneidade em cromatografia de exclusdo estérica,

acoplada a detectores de espalhamento de luz e de indice de refragcdo (HPSEC-
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heterogéneos,

possivel visualizar perfis cromatograficos
todas as fracdes, indicando a presenca de massas moleculares

polidispersos em
diferentes, eluindo apés os 35 min (Figuras 49, 50, 51 e 52).
As fracbes EAF-A1EpA, EAF-A1EpB e EAF-A1EpC apresentam perfis

cromatograficos bastante semelhantes, o que ja foi visualizado em seus espectros

de RMN de "®C. Em todas as fragdes é possivel observar um pico centrado em =38

min, detectado apenas pelo MALLS, devido a baixa concentragdo. Foram detectados
picos por ambos detectores (indice de refragcdo e espalhamento de luz) em =45 min,
0 que indica a alta concentracdo de moléculas de alta massa molecular. Picos

eluindo em =50 min foram detectados apenas pelo RID, refletindo a presencga de

moléculas

de baixa massa molecular.
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FIGURA 49 - CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO ESTERICA (HPSEC-MALLS-RID) DA FRAGAO

EAF-A1EpA
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FIGURA 50 - CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO ESTERICA (HPSEC-MALLS-RID) DA FRAGAO
EAF-A1EpB
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FIGURA 51 - CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO ESTERICA (HPSEC-MALLS-RID) DA FRACAO
EAF-A1EpC

A fracdo EAF-A1EpD apresentou perfil cromatografico distinto das demais
fragdes, o que corrobora os dados de RMN de '®C. E possivel observar um pico
centrado em =38 min, detectado apenas pelo MALLS, devido a baixa concentragao.

Em =45 min, observa-se um pico de baixa intensidade detectado por ambos
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detectores (indice de refragdo e espalhamento de luz), indicando uma baixa
concentragdo de moléculas de alta massa molecular e sugerindo que estas sejam as
mesmas moléculas que estdo presentes nas outras fragdes obtidas da
cromatrografia de exclusdo. O pico eluindo em =50 min foi detectado apenas pelo
RID, refletindo a presenga de um polimero de baixa massa molecular que poderia
representar a galactana, principal constituinte desta fragdo. O pico centrado em =68
mim (volume total do sistema cromatografico) indica a presenga de tracos de sal na

amostra.
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FIGURA 52 - CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO ESTERICA (HPSEC-MALLS-RID) DA FRAGAO
EAF-A1EpD

Na Figura 53 sdo apresentados os perfis de eluicdo das fragbes EAF-
A1EpA-D comparadas com a fragado de origem EAF-A1Ep. De acordo com o detector
de indice de refracdo, € possivel observar alta semelhanca entre as fragdes, com
excecao da fragcdo EAF-A1EpD. Desta forma, juntamente com os dados de RMN
(Figura 46), sugere-se que os dois picos que eluiram entre 40 e 54 min sao
referentes a moléculas de pectinas.

Com base nos resultados acima descritos € possivel afirmar que a
cromatografia de exclusdo em Sepharose 6B foi eficiente para permitir a separagao
de subfracdes constituidas principalmente por polissacarideos de elevada massa
molar, caracterizados como pectinas (subfracbes A-C) e uma subfragdo que

apresenta uma galactana de relativa baixa massa molar (subfragao D).
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FIGURA 53 - PERFIL DE ELUICAO EM HPSEC COM DETECTOR DE iNDICE DE REFRAGAO DAS
FRACOES OBTIDAS DA CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO (EAF-A1EpA, EAF-A1EpB, EAF-
A1EpC, EAF-A1EpD) EM COMPARACAO COM A FRACAO EAF-A1Ep

Embora n&o foi possivel determinar a estrutura quimica fina de todas as
moléculas isoladas, com apenas as analises aqui empregadas, o presente trabalho
esbogou varias caracteristicas gerais dos polimeros nativos e quimiotransformados
obtidos a partir de cada uma das diferentes estratégias de extragao utilizadas. Estas
fragbes obtidas a partir do farelo de soja foram avaliadas quanto a sua capacidade
de ligacao a bactérias enteropatogénicas (Salmonella sp.) e os resultados sao

apresentados a seguir.

6.2 ESTUDOS BIOLOGICOS In Vitro

6.2.1 Ensaios de capacidade de ligagao

Os ensaios de capacidade de ligagao a bactérias enteropatogénicas foram
realizados segundo as metodologias propostas por Becker et. al (2007) e Ganner et
al. (2010), onde a quantidade de bactéria aderida as fragbes testadas € mensurada

através da densidade Optica das solucdes, o que indica o crescimento das bactérias
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aderidas. A taxa de crescimento €, portanto, dependente do numero de bactérias
que aderiram. Um alto numero de ligagdes resulta em um crescimento mais rapido e
desta forma as bactérias entram mais cedo na fase exponencial de crescimento.

Este ensaio compreende quatro etapas principais: incubagdo das amostras
de interesse; bloqueio dos espacos ndo ocupados pelas amostras e prevencao de
ligacdes inespecificas com BSA; incubacéo da bactéria e, por fim, adicdo de meio de
cultura e leitura das densidades o6pticas. Em todas as placas foram utilizados
controles em triplicata que consistiram em: controle de ligacdo, controle de
crescimento, branco da amostra e controle do meio de cultura.

O controle de ligagao consistiu de BSA e bactéria sem adigdo das moléculas
de interesse a fim de eliminar os sitios de ligagao inespecificos. Por ser um produto
proteinaceo puro, o BSA se difere da tipica matriz de adesao aos carboidratos. No
entanto ndo se pode esperar que ele se comporte de maneira inerte perante a
bactéria (BECKER; GALLETTI, 2008). Desta forma, espera-se apenas um
crescimento mais lento quando comparado a todas as fragcdes testadas. Nos ensaios
com BSA, ndo ocorreu crescimento antes de bactérias antes de 5 h.

O controle de crescimento consistiu de uma suspensdo de bactérias
(Salmonella sp.) com OD 0,01 adicionada a pogos, previamente bloqueados com
BSA, apenas na quarta etapa do processo. Através desse controle foi possivel
identificar eventuais problemas ocorridos durante todo o processo de crescimento
bacteriano.

O branco da amostra consistiu de amostra e BSA sem adicdo de células
bacterianas, incluindo todas as etapas do teste, a fim de identificar possiveis
contaminagdes da amostra com outras bactérias. O controle do meio de cultura
consistiu em BSA e meio, nao havendo crescimento antes de 10 h.

A concentragao de carboidratos requerida para efetiva inibicado de adesao in
vitro é alta, porque a afinidade de sacarideos para lectinas bacterianas € baixa
(OFEK; HASTY; SHARON, 2003). Desta forma a concentragdo escolhida para a
realizagdo dos ensaios foi de 1%, ou seja, 3 mg/pogo.

Um detalhe importante a ser destacado € o uso das placas com superficie
de poliestireno de alta ligagado que possibilitam a ligagdo de moléculas. Isso se deve
ao fato do poliestireno ter sido modificado para um estado elevado de ligacédo pelo
uso de radiagdo. A radiagao incorpora efetivamente acido carboxilico sobre os

carbonos acessiveis do anel de benzeno "quebrado". A superficie resultante é



117

essencialmente hidrofébica com intermitentes grupos carboxilicos capazes de
interagbes iGnicas com grupos carregados positivamente em biomoléculas. O
mecanismo de imobilizacdo € passivo de adsor¢cdo através de interagdes
hidrofdbicas e ibnicas (CORNING, 2012). Como matrizes alternativas de adesao ao
intestino consistem principalmente de compostos glicosilados, desta forma placas de
poliestireno de alta ligagdo medeiam ligagao de produtos via ligagdes de hidrogénio
(BECKER et al., 2007).

6.2.1.1 Curva Padrao

O primeiro passo realizado para que o capacidade de adesao fosse
determinada foi a construcdo de uma curva de calibracdo. Para tanto, uma
suspensao de Salmonella typhimurium com densidade 6ptica de 0,1 foi submetida a
diluicao seriada. Apds o periodo de incubagao (18 h) e obtengao das suas respetivas
densidades Opticas, curvas de crescimento foram plotadas (Grafico 1). Uma
regressao linear foi entdo compilada plotando UFC.mL™" contra o tempo de detecgao
das diluicbes em série quando o crescimento bacteriano atinge densidade éptica de
0,1 (Grafico 2). Usando a equacéao da regressao linear, a quantidade desconhecida
de bactérias ligada é calculada de acordo com o tempo de detecgdo. Em um
intervalo linear, foi possivel a deteccdo das densidades celulares entre 4,8 x 10* e
4,8 x 10°UFC.mL™" .

E possivel confirmar através dos Graficos 1 e 2 a relagdo densidade celular
e tempo. Quanto menor for a densidade celular da solugdo, maior sera o tempo para
que o crescimento bacteriano atinja densidade éptica de 0,1, o inverso também é
verdadeiro. Isto estd completamente relacionado a capacidade de ligagdo com as
moléculas de interesse a serem testadas. Quanto maior o numero de bactérias
aderidas, mais rapido acontecera o crescimento bacteriano e o tempo para que OD

0,1 seja atingida sera menor.
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GRAFICO 1 - CONTROLES DE CRESCIMENTO, DILUIGAO EM SERIE DE Salmonella typhimurium
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6.2.1.2 Amostras

Devido ao alto numero de fragdes disponiveis para serem testadas quanto a
capacidade de ligacdo a Salmonella typhimurium, optou-se primeiramente realizar
um screening inicial (Figura 54). Neste screening diferentes fragdes foram testadas e

comparadas ao produto comercial BioMos® (Alltech). As fracdes que apresentaram
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resultados melhores ou semelhantes ao produto comercial foram analisadas

novamente.
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FIGURA 54 - SCREENING INICIAL DAS AMOSTRAS UTILIZADO PARA O TESTE DE
CAPACIDADE DE LIGAGAO. FRACOES QUE APRESENTAM “* EM SUA NOMENCLATURA
INDICAM QUE PROCESSO DE SONICAGAO FOI EXCLUIDO A FIM DE VERIFICAR A
IMPORTANCIA DESTA ETAPA

Os resultados obtidos deste screening inicial podem ser observados sob
duas formas: UFC.mL" (Grafico 3) e percentagem de ligagdo em relagdo ao
BioMos® (Grafico 4). O numero de bactérias aderidas, em todas as fragdes, foi
determinado através da regressao linear, descrita no item anterior (6.2.1.1).

Comparando-se o numero médio de bactérias aderidas de cada uma das
fragdes ao produto comercial (Grafico 3) foi possivel verificar algumas informacdes
preliminares importantes. Todas as fragdes que nao foram sonicadas (FS-1*, EAF-A*
e EAF-N*), durante a primeira etapa do teste de capacidade de ligacao,
apresentaram resultados inferiores se comparadas as mesmas fragdes quando
estas sofreram o processo de sonicacdo. Fracbes brutas, sem tratamentos de

purificacdo, tendem a possuir melhor capacidade de ligagao do que fragdes tratadas.
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Isso pode ser observado claramente nas fragdes obtidas a partir da estratégia 1 e 3.
As fragbes FS-1 e EAF-N apresentaram capacidade de ligagao superior ao BioMos®,
diferentemente de suas derivadas FS-1te e EAF-Nte, que sofreram tratamento
enzimatico para eliminacao de proteinas, apresentam atividade inferior a das fragdes
que as originaram. As fragcdes oriundas das estratégias 4 e 5 apresentaram
capacidade de ligacéo inferiores ao produto comercial e as demais fragcbes. As
fragbes nativas FS-1, FS-1d, FS-2, FS-3 e FS-4, provindas da estratégia 1,
apresentaram capacidade de ligagcdo bem superior ao BioMos®, e superior as
demais fragdes. O farelo de soja bruto também foi testado. Seu resultado indica uma
capacidade de ligagao igual ao produto comercial.

Estabelecendo o produto comercial (BioMos®) como 100% de ligacdo e
comparando com os resultados de cada uma das fragdes (Grafico 4), &€ possivel
verificar com maior clareza as fracbes que se destacaram. Cada fracdo foi
comparada ao produto comercial da sua placa. A fracdo FS-1d apresentou
capacidade de ligagcao 3000% maior que o produto comercial. Novamente as fragcdes
nativas FS-1, FS-2, FS-3 e FS-4 apresentaram-se melhores que o produto comercial
com percentuais variando entre 140 a 300%. As fragbes decorrentes das estratégias
2 e 3, apresentam de modo geral, capacidade de ligacdo semelhante ao BioMos®.
As fragdes oriundas das estratégias 4 e 5 demonstraram capacidade de ligagdo bem
inferior ao produto comercial.

A capacidade de ligacao das fragbes que se destacaram serdao abordadas

mais profundamente no proximo sub-item (6.2.1.2.1).
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6.2.1.2.1 Curvas de crescimento

As fragbes que se destacaram no screening inicial foram analisadas em mais
um, dois ou trés ensaios, dependendo da quantidade de amostra disponivel. Em
cada ensaio as amostras foram testadas em quintuplicata. O coeficiente de variagao
intra e inter ensaios foi de aproximadamente 5%, valor este semelhantes a Ganner,
et. al (2010). Para minimizar ainda mais o coeficiente de variacao, todos os ensaios
deveriam ser realizadas com o mesmo lote de in6culo. No entanto, isto € discutivel,
uma vez que esta variacdo pode ser decorrente da quantidade de produto
imobilizado na placa (primeira etapa do ensaio), fator este desconhecido neste teste
automatizado (BECKER et al., 2007).

A quantidade de numeros de adesdo (UFC/3mg) entre bactérias e amostras
de interesse esta listada na Tabela 11. Elas foram calculadas baseadas na
regressao linear apresentada anteriormente. As curvas de crescimento de cada uma
das fragdes testadas estdo apresentadas no Grafico 5, e estdo organizadas de
acordo com as estratégias de extragdo que as originou.

As fragdes nativas (estratégia de extragao 1) destacaram-se entre as demais
fragbes. A fracdo FS-1d, apresentou a maior quantidade de células ligadas/3 mg
(massa da fracdo testada por poco da placa), 1,11 x 10® UFC; seguida pelas fragdes
FS-1, FS-2, FS-3, FS-4 e FS-1te que apresentaram quantidades de células
bacterianas ligadas entre 5,74 x 10” e 7,15 x 10° UFC (Grafico 5A).

A fragdo FS-1d é originaria da fragao FS-1, e sofreu apenas uma dialise em
membrana de 2 kDa contra agua destilada. Apds didlise esta fragdo mostrou-se com
alta capacidade de ligagdo. Analises quimicas identificaram alto teor de proteinas e
baixo teor de carboidratos apdés o processo de dialise. Outra importante mudanca
entre a fracdo méae e sua derivada € a eliminacdo da sacarose, comprovada através
de espectroscopia de RMN de *C. Ao realizar o tratamento enzimatico, observa-se
uma reducgao significativa nesta capacidade de ligacao. Isto pode ter acontecido em
decorréncia de possiveis quebras na biomolécula, e unidade protéicas importantes
terem sido eliminadas, razdo esta da diminuicdo da atividade apds este tratamento.
Esses dados, juntamente com os dados de capacidade de ligagcdo podem indicar

que as proteinas sao estruturas importantes para que a ligagao ocorra, uma vez que
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ja foi descrito na literatura que as bactérias podem expressar mais de um tipo de
adesina (OFEK; HASTY; SHARON, 2003).

As fragcbes FS-1, FS-2, FS-3 e FS-4 também apresentaram alta capacidade
de ligagdo. Observa-se que esta capacidade é maior em FS-1 e é reduzida
gradativamente nas outras fracdes, variando de 5,74 x 10" na fracdo FS-1 até 1,16 x
10" na fracdo FS-4. Estas fracdes foram extraidas sequencialmente em agua
destilada variando a temperatura: 25 °C nas duas primeiras extragdes e a 80 °C nas
duas posteriores. Analises quimicas demonstraram que o teor de carboidratos
diminui sequencialmente nessas fracbes, bem como o teor de proteinas aumenta.
Observa-se, portanto um padrao, quanto maior o teor de carboidratos maior foi a

capacidade de ligagao.

TABELA 11 - QUANTIDADE DE BACTERIA LIGADA POR 3 MG DA FRACAO TESTADA

Fracoes UFC/3mg
FS-1d 1,11 x 108"
FS-1 5,74 x 10"
FS-2 3,79x 10"
FS-3 2,02 x 107
FS-4 1,16 x 10" *®
FS-1te 7,15 x 10°
EAF-A 4,67 x 10°
EAF-N 3,48 x 10°
EAF-Ate 3,24 x 10°
BioMos® 1,78 x 10°°B
Farelo de Soja 1,88 x 10°
EAF-Nte 1,1 x 10°

FS-1d: Fragao retida apés dialise de FS-1 em membrana de 2kDa; FS-1, FS-2: Fragdes obtidas por
extragdes aquosas a 25°C; FS-3, FS-4: Fragdes obtidas por extragdes aquosas a 80°C; FS-1te:
Fracao obtida apos tratamento de FS-1 com Pronase E; EAF-A: Fragdo soluvel obtida a partir da
Estratégia 2 (extragéo acida); EAF-N: Fragao soluvel obtida a partir da Estratégia 3 (extragdo neutra);
EAF-Ate: Fragdo obtida apos tratamento de EAF-A com Pronase E; EAF-Nte: Fragdo obtida apos
tratamento de EAF-N com Pronase E; * ® Médias seguidas de letras diferentes indicam diferencga
singnificativa (Teste de Tukey: P<0,05). » ® Médias seguidas de letras diferentes indicam diferenca
singnificativa (Teste de Tukey: P<0,001).
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Spring et al. (2000) sugerem, baseados em testes de inibicdo de
aglutinacao, que a frutose seja um agente bloqueador para S. typhimurum, porém
menos efetivo que unidades de manose. Como foi observado através de RMN de
3C e HPSEC, a fracdo FS-1 contém sacarose. A sacarose € um dissacarideo nao
redutor formado por a-D-glucopiranose - (1—2) - B-D-frutofuranose (NELSON; COX,
2006). Bactérias ndao reconhecem apenas terminais redutores de carboidratos, os
reconhecem também em ligagdes internas (SHARON; OFEK, 2000), desta forma é
possivel que a frutose, pertencente a unidade de sacarose, esteja auxiliando neste
bloqueio da enterobactéria.

As fragdes EAF-A e EAF-Ate (estratégia 2) apresentaram quantidades de
bactérias ligadas de 4,67 x 10° e 3,24 x 10° UFC (Grafico 5B). Esses resultaram néo
mostraram diferenga significativa ao BioMos®, porém se mostram importantes, uma
vez que apresentaram resultados estatisticamente equiparaveis a capacidade de
ligacdo do produto comercial testado. Estas fragcdes sdo semelhantes, tendo a
galactose como agucar majoritario, mesmo apés o tratamento enzimatico. O fato do
teor de proteinas ter sido reduzido de aproximadamente 60% (EAF-A) para 9%
(EAF-Ate) nao afetou a capacidade de ligagcdo desta fracdo, sugerindo que as
proteinas e carboidratos envolvidos no mecanismo de ligagdo permaneceram na
fragdo apos o tratamento.

Da mesma forma as fracdbes EAF-N e EAF-Nte (estratégia 3) também
apresentaram resultados importantes, porém nao diferentemente significativos
quando comparados ao produto comercial. Essas fragcbes demonstraram capacidade
de aderir 3,24 x 10° (EAF-N) e 1,1 x 10° (EAF-Nte) (Grafico 5C). A fragdo EAF-N
ap6s o tratamento enzimatico gerou a fracdo EAF-Nte, fragdo esta bastante
diferente, onde o &cido galacturénico é o agucar majoritario. E possivel que a
clivagem das proteinas pela enzima tenha gerado polissacarideos e proteinas de
menor massa que foram eliminados durante o processo de diadlise. Esses
polissacarideos e proteinas eliminados poderiam estar envolvidos no processo de
ligacdo a bactéria, fato este que estaria ligado a diminuicdo da capacidade de
ligacao da fragdo mae apos este tratamento.

A fim de verificar a importancia da sonicagao para as fragcdes FS-1, EAF-A e
EAF-N, fracbes estas que apresentaram resultados importantes de capacidade de
ligacao, foram realizados ensaios eliminando esta etapa do processo. Espectros de

RMN de "*C foram realizados com estas fragdes adicionando a etapa de sonicacéo
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antes da realizacdo do experimento. Através das curvas de crescimento € possivel
observar que todas as fragbes que ndo foram sonicadas (FS-1*, EAF-A*, EAF-N¥)
necessitaram de maior tempo para atingir sua fase exponencial que as fragdes
sonicadas. Através de espectroscopia de RMN de C nzo foi possivel observar
nenhuma diferenca entre os espectros das fragdes sonicadas e ndo sonicadas.
Cabe lembrar que o experimento de RMN foi realizado com a amostra solubilizada
em agua deuterada, e as amostras nos ensaios de capacidade de ligacao foram
solubilizadas em solugao tampao, desta forma, o processo de sonicagao pode estar
apenas melhorando a solubilizagdo das estruturas insoluveis em agua, porém
soluveis em solugdo salina. Outras metodologias de analise devem ser aplicadas
para se tentar averiguar as mudangas que o0 processo de sonicagao esta
ocasionando na estrutura dessas amostras e consequentemente em sua capacidade
de ligagao.

As fragdes EAF-A1Ep, EAF-A1Cs, EAF-A2Ep, EAF-N1Ep, EAF-N2Ep
(Estratégia 4 e 5) ndo foram analisadas estatisticamente, pois foram rejeitadas
durante a fase do screening inicial por apresentarem capacidade de ligagdo bastante
inferior ao produto comercial existente. No entanto, da mesma forma que para as
outras fragdes, curvas de crescimento foram plotadas a fim de observar o
crescimento das bactérias nessas moléculas (Grafico 5D e 5E). E possivel observar
através dessas curvas que as amostras oriundas da estratégia 4 apresentaram um
perfil de crescimento semelhante ao controle de ligagdo, que consiste apenas de
BSA e bactéria. As amostras oriundas da estratégia 5, apresentaram um perfil de
crescimento pior que o controle de ligagdo. Essas informagdes sugerem que né&o
houve ligagdo detectavel com a bactéria S. typhimurum. Becker et al. (2007)
sugerem que as curvas que aparecem muito mais tarde que as curvas de adeséao de
todas as outras fracbes podem corresponder a contaminagdes, uma vez que se
trabalha com amostras n&o estéreis.

O farelo de soja bruto também foi analisado. O numero de bactérias aderidas
foi de 1,88 x 10° UFC, resultado este semelhante ao produto comercial que foi de
1,78 x 10° UFC (Gréfico 5F). Para o ensaio, o farelo foi solubilizado a 1% em PBS,
porém ele € bastante insoluvel. Testes devem ser realizados a fim de detectar quais
biomoléculas ficaram soluveis em solugdo salina e estdo ocasionando uma boa

capacidade de ligagao.
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6.2.1.2.2 Mecanismos de ligagéo

Sacarideos sao ideais como agentes anti-adesdo de bactérias patogénicas,
pois sdo atoxicos, ndo mutagénicos e ndo sao bactericidas, evitando-se o risco de
resisténcia (SHARON; OFEK, 2000).

Neeser, Koellreutter e Wuersch (1986), Kiers et al. (2002), Kiers et al.
(2003), Becker et. al. (2007) e Becker e Galletti (2008) ja demonstraram em seus
trabalhos a capacidade da soja em adsorver enterobactérias como Salmonella sp. e
Escherichia coli de modo a evitar a colonizagdo subsequente do patdogeno. A teoria
mais difundida para explicar esta interacdo é a dos receptores analogos, onde a
enterobactéria (p.e. Salmonella sp.), através das lectinas localizadas nas fimbrias,
se ligara a manose livre (fendbmeno de adsorg&o) devido a sua alta disponibilidade e
concentracdo, evitando o processo de adesdao ao tecido do hospedeiro e
consequentemente a infeccdo (OFEK; MIRELMAN; SHARON, 1977; OFEK; HASTY;
SHARON, 2003; MORAN, 2011).

Becker et al. (2007) e Becker e Galletti (2008) realizaram experimentos com
Salmonella typhimurium. A capacidade de ligagao evidenciada para soja, assim
como para diversos outros produtos, € dita como decorrente da presenca de manose
nesses extratos e sua respectiva ligacado as lectinas da bactéria. As pesquisas base
para a afirmagao de presenga de manose na soja foram feitas por Whistler e Saarnio
(1957) que isolaram galactomananas da casca da soja, numa proporgao de 2% de
rendimento, tendo uma relacdo 2:3 de unidades de galactose e manose; e Hsiao,
Anderson e Dalet (2006) que isolaram de farelo de soja, f-mananas em teores
variando entre 1,26 - 1,61%.

Com base nesta hipétese, de que a manose é o fator determinante para que
haja ligagdo entre a bactéria e carboidratos, a Tabela 12 compila os dados de
composicao monossacaridica das fracdes testadas a fim de observar os teores de
manose presentes.

Observa-se que as fragbes possuem, em maioria, acido urénico e galactose
como componentes majoritarios. Outros agucares se fazem presentes em menores
quantidades. Os teores absolutos de variaram entre 0 — 2,3%.

A fragdo FS-1d apresentou o maior numero de bactérias aderidas € o maior

teor absoluto de manose (2,3%), indicando que a manose disponivel pode estar
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funcionando como um receptor para as adesinas da S. typhimurium. Outras fragcoes
que se diferenciaram significativamente do produto comercial foram FS-1, FS-2, FS-
3 e FS-4. Estas fragdes apresentaram teores absolutos de manose variando entre
0,2 e 1,3%. Todas estas fragbes apresentaram teores elevados de proteinas (31,5 —
87,2%). E possivel que essas proteinas, além da manose, possam estar envolvidas
no processo de adesdo (OFEK; HASTY; DOYLE, 2003), uma vez que as bactérias
podem expressar mais de um tipo de adesina durante este processo (OFEK;
HASTY; SHARON, 2003).

TABELA 12 - ANALISES QUIMICAS, COMPOSIGAO MONOSSACARIDICA E NUMERO DE
BACTERIAS ADERIDAS DAS FRACOES TESTADAS QUANTO A SUA CAPACIDADE DE LIGACAO

Fracdo F:,TNb TC<)|:aci)s Composigio Monossacaridica (mol%)® abs-orfu(::) 4o | UFC/3mg
(%) | "(o)c |Rha|Fuc| Ara | Xyl |Man | Gal | Glc | UA® | manose (%)'
Estratégia 1
FS-1 315 425 | Tr | Tr | 80| Tr | 3,0 |50,2|31,3| 7,5 1,3 5,74 x 10’
FS-1d 86,6 | 134 (78 |25|16,8| 3,2 |17,5|18,7| 8,7 | 24,9 2,3 1,11 x 10®
FS-2 66,0 | 8,2 1,5 | Tr |24,2] 3,8 | 9,6 |23,4]|10,7 | 26,8 0,8 3,79 x 107
FS-3 87,0 4,0 22112(304| 1,8 |26,6 (17,8]10,1|10,0 1,1 2,02 x 107
FS-4 87,2 3,6 23|17 (17435 | 6,6 [16,2|27,3|25,0 0,2 1,16 x 10’
Estratégia 2
EAF-A 59,8 30,8 | 35(12(198(6,2| 1,2 (31,7| 55 |30,8 0,4 4,67 x 10°
EAF-Ate 8,8 655 (46110149 |51 |09 |254]| 0,6 |57,5 0,6 3,24 x 10°
Estratégia 3
EAF-N 572 | 16,5 [ 2,8 |1,1133,7|1 4,5 | 3,5 |19,0]| 6,4 | 291 0,6 3,48 x 10°
EAF-Nte 314 | 36,2 27108 |86 |26 |16 |46 |17 |77,2 0,6 1,1x10°
Estratégia 4
EAF-A1Ep | 4,7 939 |66 |1,1]|88 (10,9]| 1,7 |22,4| 4,0 (444 1,6 -
EAF-A2Ep | 82 | 89,2 | 56 | Tr | 0,9 [12,2| 0,9 |153| 3,4 | 61,6 0,8 -
Estratégia 5
EAF-N1Ep | 3,9 790 [ 591|121 1|21,2| 8,7 | 25 |27,3| 2,4 | 30,2 2,0 -
EAF-N2Ep | 3,4 73,7 431221298 52 | Tr |30,9| Tr |27,7 0 -

PTN: Proteinas; CHO: Carboidratos; UA: Acidos Urénicos; Rha: Ramnose; Fuc: Fucose; Ara:
Arabinose; Xyl: Xilose; Man: Manose; Gal: Galactose; Glc: Glucose; FS-1, FS-2: Fra¢des obtidas por
extragdes aquosas a 25°C; FS-3, FS-4: Fragdes obtidas por extragdes aquosas a 80°C; FS-1d:
Fracao retida apds didlise de FS-1 em membrana de 2kDa; EAF-A: Fragao soluvel obtida a partir da
Estratégia 2 (extracdo acida); EAF-Ate: Fragado obtida apds tratamento de EAF-A com Pronase E;
EAF-N: Fracao soluvel obtida a partir da Estratégia 3 (extragédo neutra); EAF-Nte: Fragédo obtida apos
tratamento de EAF-N com Pronase E; EAF-A1Ep, EAF-A2Ep: Fragbes polissacaridicas obtidas a
partir da Estratégia 4 (extragdo acida seguida de precipitagdo com TCA e etanol); EAF-N1Ep, EAF-
N2Ep: Fragbes polissacaridicas obtidas a partir da Estratégia 5 (extragdo neutra seguida de
precipitacdo com TCA e etanol); # Rendimento em relagdo 4 massa seca de farelo de soja inicial; b
LOWRY et al. (1951); ° DUBOIS et al. (1956); 4 Monossacarideos neutrosquantificados na forma de
acetatos de alditois por GLC; © FILIZETTI-COZZI; CARPITA (1991); " Valor determinado a partir dos
teores de carboidratos totais e manose; Tr: Trago (£1%); -: Nao determinado.
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As fragdes EAF-A, EAF-Ate e EAF-N obtiveram resultados semelhantemente
importantes, apresentando um bom numero de bactérias aderidas, equiparando-se
ao produto comercial, como ja comentado anteriormente (6.2.1.2.1). Pode-se
observar que os teores absolutos de manose nas fragdbes EAF-A e EAF-N séao
semelhantes (0,4 e 0,6%, respectivamente), fato que pode estar relacionado com a
semelhancga entre os resultados de capacidade de ligagdo. Os teores absolutos de
manose duplicam apds a fragdo EAF-A sofrer o tratamento enzimatico, no entanto
sua capacidade de ligacdo nado é aumentada. Isto pode indicar que outras
biomoléculas podem estar envolvidas no processo de adeséo.
E possivel observar também que as fracdes EAF-A1Ep, EAF-A2Ep, EAF-
N1Ep e EAF-N2Ep que ndo apresentaram ligagdes detectaveis com a bactéria S.
typhimurum apresentam-se com teores absolutos de manose variando entre 0 —
2,0% (valores absolutos), semelhantemente a outras fragbes. Baseado nisso, é
possivel evidenciar que a presenca de manose nao € o unico fator responsavel pela
ligacdo da bactéria a molécula de interesse, outros fatores/biomoléculas podem
estar participando deste processo.
Hipoteses podem ser langadas a respeito do mecanismo de adesao da S.
typhimurium, tais como: a manose mesmo em pequenos teores funciona como
receptor analogo aos carboidratos reconhecidos pelas lectinas das fimbrias do tipo |,
outros tipos de fimbrias ja descritas para a Salmonella podem estar envolvidos de
alguma forma no processo de adesao; a soja € um potente fornecedor de proteinas,
essas proteinas podem estar relacionadas com o processo de adesio; a presenca
de biomoléculas especificas pode estar inibindo/dificultando o processo de ligagao.
Diante de todos esses resultados é importante dar destaque para algumas
informacdes:
— 0 mecanismo anti-adesao nao esta totalmente elucidado, o que se tém
sdo hipdteses e evidéncias (SPRING; PRIVULESCU, 2012; HAJATI,
REZAEI, 2010);

— a Salmonella typhimurium apresenta uma série de adesinas, porém a
funcdo de muitas delas ndo foram completamente compreendidas
(WAGNER; HENSEL, 2011);

— informagdes sobre polissacarideos e suas fontes de obtencao,

acessibilidade, concentracdo e possiveis estruturas dos receptores
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para adesdo bacteriana ainda n&o estdo explicitas (BECKER;
GALLETTI, 2008).

E com base nesses detalhes, que estudos sobre carboidratos e sua possivel
funcao de receptores analogos em terapias anti-adesdo, ganham evidéncia. Mais
estudos sao necessarios, a fim de tentar elucidar as informacdes acima e poder
afirmar com certeza como acontece a ligagado entre os receptores e as bactérias e

consequentemente poder definir qual € a melhor molécula para esta aplicagao.
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7. CONCLUSAO

Ap0os analise dos resultados obtidos nesta pesquisa, pode-se concluir que:
— As extracdes aquosas a 25 e 80 °C (Estratégia 1) nédo foram eficientes para a
extragcdo de polissacarideos. As fragdes nativas, obtidas a partir desta estratégia,
sao compostas por alto teor de proteinas e baixos teores de carboidratos, com
excecao da fracao FS-1, a qual apresentou o maior teor de carboidratos entre as
fragdes nativas, sendo estes oligossacarideos, majoritariamente sacarose;
- A estratégia 2 originou um polissacarideo quimiotransformado, composto
principalmente por unidades de -D-Galp-(1—4)-ligadas;
- A estratégia 3 foi a mais eficiente na extracdo dos polissacarideos. Nestas
condicdes foi isolado um polissacarideo do tipo pectina, com unidades de o-D-
GalpA-(1—4)-ligadas e cadeias laterais de a-L-Araf-(1—5)-ligadas e B-D-Galp-(1—4)-
ligadas. Essas fragdes também apresentaram altos teores de proteinas. Os
resultados das estratégias 2 e 3 indicam que a pectina isolada com temperatura (121
°C), foi parcialmente despolimerizada nas condigdes da estratégia 2 (pH 2 e 121 °C)
gerando a p-galactana descrita acima. Esta condigdo de extragdo gerou um
polissacarideo inédito na natureza;
- O tratamento enzimatico com pronase E, mostrou-se o método mais efetivo
para purificacdo dos polissacarideos e eliminacdo das proteinas sem hidrolisar as
moléculas de interesse;
- As estratégias 4 e 5 de quimiotranformacao geraram fragdes com alto teor de
carboidratos e baixo teor de proteinas, diferentemente das outras estratégias de
extragdo. As fragcdes da estratégia 4 apresentam alto conteudo de acido
galacturdnico, galactose, xilose, arabinose e ramnose, 0 que confirma a presencga de
pectinas. As fracbes da estratégia 5 apresentam carboidratos com estruturas
bastante similares aos obtidos na estratégia 3;
- As fragcdes nativas se diferenciaram significativamente na capacidade de
ligacdo a bactérias enteropatogénicas em relagdo ao produto comercial BioMos®. A
fracdo FS-1d foi a fragdo de maior destaque, apresentando uma capacidade de

ligacdo 3000% maior que o produto comercial.
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- A fracdo quimiotransformada, EAF-A, e a nativa, EAF-N, apresentaram uma
capacidade de ligacdo semelhante ao produto comercial. Os produtos obtidos a
partir destes processos apresentam potencial como substitutos do produto comercial
hoje existente, principalmente considerando que a matéria-prima de extragdo, o
farelo de soja, possui alta disponibilidade no Brasil;

— O processo de sonicagao, durante o preparo das amostras, mostrou-se de
suma importancia para a atividade de ligagdo, uma vez que, ao suprimir esta etapa,
as fragdes apresentaram menor atividade;

— A capacidade de ligagdo evidenciada para soja, por outros autores, € dita
como decorrente da presenca de manose nesses extratos e sua respectiva ligagcéo
as lectinas da bactéria. No entanto os teores de manose determinados no presente
trabalho séo baixos (0 — 2,3%) o que pode indicar que as proteinas também possam

estar envolvidas no processo de ligagao.
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