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RESUMO

O melaco de soja € um residuo obtido no processo de geracdo do concentrado
proteico. E um residuo pouco aproveitado em aplicagdes biotecnolégicas, mesmo
dispondo de substancias bioativas, como as isoflavonas, e presenca de altas
guantidades de carboidratos, em especial os oligossacarideos de rafinose (RO).
Este material apresenta grande potencial para atender demandas das industrias
alimenticias e farmacéuticas. Assim, este trabalho tem como objetivo estudar a
conversdo dos compostos de isoflavonas (formas glicosidicas) em formas agliconas
por bioconversdo com o uso de enzimas presentes no extrato enzimatico. Foram
utilizados trés diferentes solventes extratores de isoflavonas (metanol, etanol e
agua), e bioconversdes dos extratos utilizando o planejamento experimental 2° com
variaveis independentes (agitacdo, razdo de extrato enzimatico e tempo). Foram
utilizadas membranas de ultrafiltracdo com diferentes porosidades para obtencao
dos carboidratos livres de sujidades e posterior bioconversdo das formas RO em
formas monossacaridicas e dissacaridicas, bem como estabelecer um protocolo
eficiente para obtencdo e aplicacdo industrial. O extrato enzimatico obtido do
Aspergillus niger contém enzimas B-glicosidase e a-galactosidase obtidas por
fermentacdo em estado semissolido apds incubacédo por 96 h. A caracterizacao
bioquimica da enzima B-glicosidase presente no extrato (Gli) foi avaliada pelo pH e
temperatura Otimas, valores 4,9 e 56,5 °C, respectivamente, e estabilidade
enzimatica na faixa de pH entre 3,5 a 5,5 e temperatura de 50 e 55 °C. O uso da
técnica Api-Zym® possibilitou um avanco em relacéo & presenca de outras enzimas,
antes desconhecidas, presentes no extrato enzimatico. Testes de atividade
antimicrobiana sobre o fungo Myrothecium verrucaria foram realizados com
concentracdo de 0,2 mg/uL de isoflavonas bioconvertidas, com a obtencdo de
resultados satisfatorios em relagdo ao crescimento do micro-organismo nas
proximidades do halo. Os valores da composicao centesimal do melaco de soja
apresentaram baixos teores proteicos e alto teor de carboidratos digeriveis (24,5%)
e formas nao digeriveis RO (19,5%). A ultrafiltracdo de compostos de isoflavonas
totais possibilitou a obtencdo de teores distintos (101,8 e 82,8 ug/g). No entanto,
para os teores de carboidratos totais o maior valor foi de 104,0 mg/g e o menor 39,4
mg/g. Os resultados de bioconversao, utilizando a enzima a-Gal sobre os compostos
de carboidratos foram satisfatorios, com observacéo da redugéo dos valores de RO
de 75,2% e 70%. O meétodo adotado para bioconversdo sobre os compostos de
isoflavonas extraidos a partir dos solventes metanol, etanol e agua, empregando a
enzima B-Gli, foi satisfatério, especialmente em relacdo ao etanol. Ainda neste
trabalho, a validagdo da metodologia de quantificagdo dos compostos de isoflavonas
com obtencéo das curvas de calibracdo e ajustes dentro de valores significativos a
nivel de (p<0,05), com utilizacdo da analise de variancia. Entretanto, para os teores
de fendlicos totais, os resultados obtidos foram considerados coerentes por se tratar
de um residuo a base de soja, com valores variando entre 26,8 GAE/100g de extrato
metandlico (80%) e 59,8 mg GAE/100g de extrato etandlico (90% v/v).

Palavras-chave: Extrato enzimatico. Bioconversao. Rendimento.



ABSTRACT

Soybean molasses is a residue obtained during the process of generating protein
concentrate. It has hardly been tapped in biotechnological applications even
providing bioactive substances such as isoflavones and the presence of high levels
of carbohydrates, especially raffinose oligosaccharides (RO). This material has great
potential to meet the demands of food and pharmaceutical industries. Thus, this
paper aims to study the conversion of isoflavone compounds (glycoside forms) into
aglycone forms through bioconversion using enzymes from the enzyme extract.
Three different isoflavone extractor solvents (methanol, ethanol, and water) were
used as well as extract bioconversions using the experimental design 2° with
independent variables (agitation, enzyme extract rate, and time). Ultrafiltration
membranes were used with different porosity to obtain carbohydrates free of
impurities and subsequent bioconversion of RO forms into monosaccharide and
disaccharide forms, as well as establish an efficient protocol for industrial application.
The enzyme extract obtained from Aspergillus niger has B-glucosidase and a-
galactosidase enzymes obtained through semisolid state fermentation after
incubation for 96 h. Biochemical characterization of the enzyme (-glucosidase
present in the extract (Gli) was evaluated by pH and temperature conditions, values
4.9 and 56.5 € respectively. Enzymatic stability showed pH ranging from 3.5 to 5.5
and temperature of 50 and 55 °C. The use of the technique Api-Zym® enabled the
improvement concerning the presence of previously unknown enzymes in the
enzyme extract. Tests of antimicrobial activity against the fungus Myrothecium
verrucaria were performed with 0.2 mg/uL of converted isoflavones. Results were
satisfactory in relation to the growing of microorganisms near the halo. Proximate
composition values of soybean molasses showed low levels of protein and high
levels of digestible carbohydrates (24.5%) and non digestible RO forms (19.5%). The
infiltration of total isoflavone compounds made it possible to get distinct
concentrations (101.8 and 82.8 ug/g). However, for total carbohydrate levels the
highest value was 104.0 mg/g and the lowest 39.4 mg/g. Bioconversion results using
the enzyme a-Gal on carbohydrate compounds were satisfactory and the reduction of
RO values of 75.2% and 70% were observed. The method adopted for bioconversion
on isoflavone compounds extracted from the solvents methanol, ethanol, and water
using the enzyme B-Gli was satisfactory, especially with regards to ethanol. Also, the
methodology for quantifying isoflavone compounds was validated and calibration
curves and adjustments were obtained within significant levels at (p<0.05) using the
variance analysis. However, the results for total phenolic levels were considered
consistent since it is a soybean-based residue with values ranging from 26.8
GAE/100g of methanol extract (80%) and 59.8 mg GAE/100g of ethanol extract (90%
v/v).

Key words: Enzyme extract. Bioconversion. Yield.
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1 INTRODUCAO

A soja Glicine Max (L.) Merril € uma planta de grande diversidade genética e
morfoldgica e apresenta-se na natureza com tamanhos de grao, cores e Composi¢ao
guimica variada, dependendo do cultivar plantado e fatores climaticos (HOECK et
al., 2000). A area cultivada com soja € de 27,6 milhdes de hectares, a maior entre
todas as grandes culturas produzidas no Brasil, com uma producdo estimada de
aproximadamente 82 milhdes de toneladas para a safra 2012/2103 (CONAB, 2013).
Grande parte desta producdo é destinada a fabricacdo do farelo de soja para
incorporacdo como ingrediente majoritario na alimentacdo animal, gerando 29
milhdes de toneladas deste produto entre 2011/2012, bem como o desenvolvimento
de derivados especiais com altas concentracdes proteicas (MAPA, 2012).

A receita gerada com os derivados da soja faz com que as industrias
invistam em pesquisas e desenvolvimento de novos produtos, transformando o
farelo de soja, que possui 48% de proteina, em concentrado proteico de soja (CPS)
elevando os teores de proteinas para 60 a 70% (IMCOPA, 2013). O subproduto
melaco de soja é resultante da producdo do farelo de soja, que resulta na obtencao
de 750 kg de CPS e 250 kg do melago de soja. Siqueira et al. (2007) estimaram uma
producdo nacional de aproximadamente 100.000 toneladas de melaco de soja no
ano de 2007.

O melaco de soja € considerado um subproduto com grande potencial de
mercado, visado para obtencdo de alimentos funcionais, especialmente pela
presenca dos compostos bioativos. Dentre estes destacam-se as isoflavonas e seus
efeitos fisiologicos benéficos para saude humana, como atividade estrogénica,
antiestrogénica, capacidade antioxidante e antimicrobiana (NIELSEN e
WILLIAMSON, 2007; OMONI e ALUKO, 2005). No entanto, um fator negativo do
melaco de soja é a presenca dos compostos antinutricionais, como os RO, os quais
se consumidos provocam sintomas como nauseas, gases, diarréias, alergias entre
outros disturbios a satde humana (NIELSEN, 1996).

O estudo da composi¢cdo quimica do melaco de soja, descrita por Barnes et
al. (1994), apresentou valores de 34,6% de carboidratos, 3,2% de proteinas, 3,1%
de gordura, 4,2% de minerais e aproximadamente 2 g/L de isoflavonas. Neste

contexto, um fator importante com relacdo as isoflavonas € sua biodisponibilidade.
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Ilzumi et al. (2000) destacaram que as isoflavonas glicosidicas ndo sédo absorvidas
diretamente pelo organismo humano por apresentarem em sua COmMpOSICA0 a
estrutura da glicose em ligacéo beta. Assim, as isoflavonas encontradas no melaco
de soja, sem qualquer processo de biotransformacdo, sdo compostas pelas formas
glicosidicas (daidzina, genistina e glicetina), ndo assimilaveis pelo organismo, bem
como pela presenca dos RO em sua composicdo. O processo de biotransformacéo
utilizando a hidrélise enziméatica com a enzima [B-Gli estd relacionada com as
transformacdes bioquimicas benéficas a partir dos compostos glicosidicos (daidzina,
genistina e glicitina) transformados em compostos agliconas (daidzeina, genisteina e
gliciteina), facilmente absorvidos pelo organismo humano sem a formacdo de
compostos indesejaveis (PARK et al., 2001). H4& uma grande diversidade de
processos fermentativos voltados a obtencdo de compostos agliconas, provindos de
derivados da soja como tempeh, extrato de soja, miso e natto (CHUN et al., 2008;
YAMABE et al., 2007).

A biotransformacé&o sobre os RO presentes no melago de soja ocorre com o
uso da enzima a-Gal transformando em compostos digeriveis como sacarose,
frutose e glicose, processo enzimatico necessario para que 0os compostos obtidos
sejam consumidos sem qualquer problema de desconforto intestinal (LUMEN, 1992;
VIANA et al., 2007).

Enzimas como as [B-Gli e a-Gal podem ser obtidas a partir dos micro-
organismos filamentosos como o Aspergillus niger e Aspergillus oryzae, destaques
no aproveitamento de subprodutos agroindustriais utilizados como substratos na
fermentacao, especialmente na fermentacdo em estado sdlido (FES) e fermentacéo
semissdlida (FSS) (COUTO e SANROMAN, 2005).

Diante deste cenério, processos que envolvam a hidrélise enzimatica
juntamente com aplicacdes voltadas a recuperacdo de substancias com o uso do
processo de separacao por membranas (PSM) tém despertado o interesse cientifico
e industrial, pela ndo degradacao das substancias ativas e simplicidade operacional.

O interesse pelo melaco de soja € voltado ao reaproveitamento industrial por
conter valores médios de 23% de RO e teores de isoflavonas glicosidicas néo
absorvidas pelo organismo. No entanto, a bioconversdo enzimatica utilizando as
enzimas a-Gal e B-Gli tornam atrativa para aproveitamento do subproduto citado

devido ao baixo custo operacional e estrutural demandado.
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1.1. OBJETIVOS

1.1.2 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho objetivou realizar a bioconversdo dos RO com o uso da
enzima a-galactosidase para converter em compostos monossacarideos e
dissacarideos, uso da enzima p-glicosidase na bioconversdo de compostos

glicosidicos para converter em compostos agliconas.

1.1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Obter o perfil fisico-quimico do melaco de soja, composi¢cao centesimal e mineral,

» Quantificar isoflavonas e carboidratos totais por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), presentes no melago de soja integral;

= Obter diferentes extratos de isoflavonas com o uso de solventes metanol 80%,
etanol 90% e agua, todos em meio aquoso e quantificar os compostos fendlicos
totais presentes nos diferentes extratos de isoflavonas;

= Obter fracdes concentradas de carboidratos, utilizando o processo de separacao
por membranas, aplicando a ultrafiltracdo (unidade piloto da MILLIPORE Labscale
TFF,

»= Obter enzimas B-Gli e a- Gal por fermentacdo em estado semissdlida (FSS) na

forma de extrato enzimatico e realizar a quantificacdo enzimatica;

= Caracterizar bioquimicamente os extratos da enzima B-Gli em relacdo a

temperatura, pH, estabilidade térmica e estabilidade em funcéo do pH;
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= Estudar a bioconversdo enzimatica sobre os compostos de isoflavonas
glicosidicas em compostos agliconas, para os diferentes processos de extracdes
com o uso das variaveis (agitacao, razdo do extrato enzimatico e tempo) e aplicacéo

do planejamento de experimentos;

= |dentificar enzimas contidas no extrato enzimatico utilizando o sistema Api-zym®.



24

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 GRAO DE SOJA

O grao de soja é um alimento nutricional, contendo em sua composi¢ao
cerca de 20% de Oleo, 40% de carboidratos, 35% de proteinas e presenca de
minerais como magnésio, fésforo, ferro, cobre entre outros. As principais vitaminas
presentes no grao de soja sédo A, D, E, K e Bi, entre outros compostos vitaminicos
(MONTEIRO et al., 2004). Os teores proteicos da soja sao aplicados em sua grande
maioria na nutricdo animal, na forma de farelo de soja concentrado obtido pela
extragdo do Oleo. No entanto, o 6leo é utilizado na alimentagdo humana, na animal e
nas indastrias produtoras de margarina e de agentes emulsificantes, entre outras
funcionalidades industriais (OETTERER, REGITANO-d’ARCE e SPOTO, 2006).

O destaque do grdo de soja ocorre pela presenca de estruturas quimicas,
tais como os flavonoides, que conferem efeitos benéficos para saude humana, por
atuarem no combate preventivo e terapéutico sobre os sintomas voltados a doencas
cardiovasculares, controle de céancer, e sintomas voltados a perda natural de
horménios, especialmente para mulheres (GENOVESE et al., 2003; HASLER 1998;
MORAES e COLLA 2006; SETCHELL, 1999).

2.1.1 Melaco de soja

O melago de soja foi apresentado como um residuo agroindustrial obtido do
processamento do grdo de soja na producdo de (farindceos protéicos) alimentos
utilizados especialmente para a alimentacdo humana (SIQUEIRA et al., 2007). O
processo consiste no uso da extracdo hidroalcoodlica (60 a 70% de etanol) dos
carboidratos a partir do farelo de soja desengordurado para a obtencdo de um
concentrado rico em carboidratos e com a presenca de isoflavonas com valores
meédios de 60% e 2g/L do total de sdlidos soluveis na forma de xarope marrom
escuro (BARNES et al.,, 2004; JOHNSON et al., 1992). Apenas 34,8% dos
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carboidratos presentes no melaco de soja sao formas digeriveis pelo organismo dos
monogastricos (humano, frango, suino) por conterem em sua composi¢ao sacarose,
glicose, frutose e galactose. No entanto, 25,2% sao formas nao digeriveis utilizadas
na alimentacdo de ruminantes (bovino, caprinos entre outros), representadas pelas
formas RO (QUERSHI et al., 2001).

Das formas RO quando utilizadas na alimentacdo dos monogastricos, nao
apresentam degradacdo de seus compostos, e sdo conduzidas até o intestino
grosso entrando em contato com bactérias anaerdbicas que possuem sistemas
necessarios para fermentacdo desses carboidratos, resultando na liberacdo de
grandes quantidades de gases como CO,, H, e CH4, fenbmeno conhecido como
flatuléncia intestinal associada a colicas e diarréias entre outros sintomas (SUAREZ
et al., 1999).

O descarte de parte dos residuos (melaco de soja) ricos em carboidratos e
compostos de celulose pode gerar problemas ambientais, especialmente em rios e
lagoas (YANG et al., 2009). Além da necessidade ambiental verifica-se atualmente
uma oportunidade de negdcios na utilizacdo de residuos agroindustriais, tais como
alimentos para animais e ainda na transform¢do aos compostos bioativos e
carboidratos totais do melaco de soja com tecnologias simples e eficientes
(VENDRUSCOLDO et al., 2008; SAID e PIETRO, 2004).

O uso da enzima a-Gal na industria alimenticia é de fundamental
importancia, uma vez que atuam em diferentes processos de hidrolises sobre os
carboidratos por conter residuos de galactose. A a-Gal é utilizada especialmente no
processo de hidrolise em produtos derivados da soja, beterraba e mel de abelhas na
quebra dos carboidratos RO, em carboidratos digeriveis (frutose, glicose entre
outros) e inibicAo completa dos compostos RO causadores de flatuléncia
(KOBAYASHI e SUZUKI, 1972; PORTER et al., 1991). No entanto, o uso da enzima
B-Gli sobre os residuos agroindustriais, em especial o0 melaco de soja, proporciona a
retirada da molécula de glicose presentes nos compostos de isoflavonas formas
daidzina, genistina e glicitina biotransformadas em isoflavonas nas formas
daidzeina, gliciteina, genisteina, as quais sdo formas facilmente absorvidas pelo
organismo (SETCHELL et al., 2002; XU et al., 1995).
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2.2 ENZIMAS DESTINADAS AO CONSUMO HUMANO CONFORME LEGISLACAO
BRASILEIRA E INTERNACIONAL

A adicdo de enzimas para uso em alimentos destinados ao consumo
humano, aqui no Brasil € regulamentada pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) seguindo as determinacdes descritas na Resolucdo RDC n°
205/2006 (BRASIL, 2006). E internacionalmente os micro-organimos utilizados para
tais procedimentos devem atender os requisitos exigidos pela Generally Recognized
As Safe (GRAS) que regulamenta como alimentos seguros. Neste sentido, a
resolucao define o limite de adicdo como a quantidade suficiente para obtencao do
efeito desejado sobre o alimento, organizada por trés diferentes grupos enzimaticos
(animal, vegetal, e microbiana). As enzimas B-Gli e a-Gal pertencem ao grupo
microbiano e podem ser aplicadas em diferentes formas sobre os alimentos, desde
que sejam produzidas pelos seguintes micro-organismos Aspergillus niger,
Mortierella vinacea e Trichoderma longibrachiatum.

A biodiversidade na producdo de enzimas € inestimada, porém existem
enzimas especificas para atuacdo na clivagem de terminais de uma série de
substratos. As enzimas a-galactosidases pertencem a classe das hidrolases (a-D-
galactosideo galactohidrolase E.C. 3.2.1.22) sdo um exemplo de distribuicdo na
natureza, encontradas em plantas e micro-organismos (MANZANARES et al., 1998).

A enzima a-Gal é facilmente obtida por meios fermentativos FES e FSS,
com vantagem de ser obtido com grande rendimento. Os principais micro-
organismos utilizados para essas aplicacdes biotecnologicas sdo 0s géneros
Aspergillus, Trichoderma, Penicillium e Streptomyces (MANZANARES et al., 1998).
O setor biotecnoldgico tem realizado pesquisas continuas voltadas ao uso de
enzimas estaveis em determinados substratos, e principalmente pela diminuicdo de
custos no isolamento e purificagdo bem como, enzimas com maior potencial de
estabilidade em pH e temperatura, buscando maiores rendimentos na bioconversao
quando equiparado ao uso de enzimas purificadas.

A a-Gal atua especificamente nos terminais a-1,6 galactosil unidos por
residuos de galactose, sacarose, rafinose e estaquiose e ligagbes B-1,2
responsaveis pela unido da frutose a glicose, encontrados em uma série de

substratos especialmente nas formas RO lineares e ramificados, polissacarideos e
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substratos sintéticos como o para-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo (para-NPaGal)
(ADERMAK et al., 2001). A hidrdlise realizada pela enzima a-Gal e presenca de
invertase (B-D-fructofuranosideo fructohidrolase, E.C. 3.2.126) atuam diretamente
sobre 0os compostos oligossacarideos do melaco de soja, formando compostos de
interesse industrial como a galactose e sacarose obtidos pela clivagem realizada
pela ligacdo a-1,6 e formacdo dos compostos melibiose e frutose ou glicose e
frutose obtidas pela clivagem realizada nas ligagcbes 3-1,2 sobre os compostos RO
causadores de flatuléncia (GUIMARAES et al., 2001; FALKOSKI et al. 2006).

A estrutura dos compostos causadores de flatuléncia, rafinose e estaquiose
€ formada por um trissacarideo composto por trés moléculas de hexoses (a-
galactose + a-glicose + B-frutose). Entretanto, a estaquiose é um tetrassacarideo
composto por quatro moléculas de hexoses (a-galactose + a-galactose + a-glicose +
B-frutose), (LEHNINGER, 2007). A degradacdo dos compostos oligossacarideos €&
representada pela acédo da enzima a-Gal e podendo ser complementada pela acao

da invertase, conforme Figura 1.

I (L - galactosidase I I invertase |
|
Galactose Galactose Glicose | Frutose
|
|
HO-CH, CH, CH, =
~0 0 L1 % L.
HO 0o [o) |1 © 0
&
OH OH OH 0 X
HO CH;OH
OH OH OH HO
[ 0-1,6 I | 0-1,6 ] | B-1,2 I
s -
=T -
Sacarose
(.
g
Rafinose
| i
~—~

Estaquiose

Figura 1 — Sitios de clivagem formados pela atuacédo das enzimas a-Gal e invertase
sobre os compostos de rafinose e estaquiose (LEBLANC et al. 2004).
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2.2.1 O Aspergillus niger

O uso de fungos filamentosos especialmente do género Aspergillus é de
grande importancia para industria de alimentos e bebidas incluindo os farmacos nas
Gltimas décadas. Para Bon et al. (2008) a vasta gama de enzimas extracelulares
aplicadas industrialmente, entre elas (catalases, amilases, celulases, xilases,
peroxidases, invertases entre outras) tornou-se realidade com o avanco da
bioquimica genética. A Figura 2 respresenta a morfologia do micro-organismo

Aspergillus niger.

Figura 2 — Aspergillus niger

O género Aspergillus é caracterizado por possuir conidios geralmente negros,
estdo presentes no mundo todo gracas a sua facil adaptabilidade. Sado saprofitos e
degradam moléculas complexas especialmente derivados celulosicos vegetais,
hospedeiros de uma grande variedade de espécies vegetais, incluindo as espécies
utilizadas no consumo humano como trigo, milho, soja, café entre outros (DE VRIES;
VISSER, 2001).

Seguindo a decisédo aplicada pela Environmental Protection Agency (EPA)
no dia 1 de setembo de 1994, sob a concesséao do registro federal (59FR 45526) os
relatos de pauta afirmaram que o risco de doencas causada pelo Aspergillus niger é
baixo (EPA 2007). No entanto, humanos estdo continuamente expostos aos esporos
e a forma vegetativa do Aspergillus niger presentes nos alimentos e no ar (BON et
al. (2008).

A producdo de micotoxinas produzidas por Aspergillus niger vem sendo

comentada mesmo sem relatar efeitos toxicos durante o processo fermentativo para
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obtencdo de enzimas e produtos alimenticios. Neste sentido, o uso da espécie
Aspergillus niger na fermentacdo comercial ndo apresenta nenhum risco adicional
para a saude humana ou para o meio ambiente.

A producdo enzimatica ocorre com a inoculacédo de fungos filamentosos na
maioria das vezes utilizando as técnicas FES e FSS com obtencdo de enzimas
extracelulares, diferenciadas especialmente pela quantidade de agua livre disposta
ao meio. Neste sentido, a producédo de enzimas microbianas B-Gli e a-Gal utilizando
0s processos fermentativos, além de contribuir na producdo de enzimas de baixo

custo podem ser estendidas para uma producao em grande escala (LIN et al. 2006).

2.2.1 Atuacédo da enzima B-glicosidase

Uma das principais enzimas empregadas nos processos industriais voltados
a area alimenticia, farmacéutica e bebidas em geral é a enzima (B-D-glicosideo-
glicosil-hidrolase EC 3.2.1.21). Dentre as principais aplicacbes destacam-se a
hidrolise enzimética sobre os compostos glicosidicos (WALLECHA e MISHRA,
2003), a producdo de biocombustivel a partir de residuos agricolas, a producdo de
compostos aromaticos conhecidos como terpenos e o0 melhoramento do aroma em
sucos de frutas e agentes livres de contaminantes (HESSLER et al., 1997).

As [B-Gli sdo formadas por um grupo bem diversificado de enzimas que
compreendem partes das familias 1 e 3 das glicosil-hidrolases (FENNEMA et al.,
2010). Tal diversidade das B-Gli deve-se ao fato de que esse grupo provém de
diversas fontes presentes na natureza, totalizando mais de 57 familias em todos os
reinos que representam a vida (HENRISSAT e BAIROCH, 1996).

Entre os principais fungos filamentosos produtores de metabdlitos, os
géneros Aspergillus e Trichoderma sédo conhecidos como eficientes produtores de
enzimas que compreendem as formas endo-1,4-B-glucanases, celobiohidrolases,
exo-1,4-B-Gli e B-Gli (RUEGGER e TAUK-TORNISIELO, 2004). Enzimas produzidas
por estes e outros micro-organismos termofilicos apresentam atividade 6tima entre
60 e 80 °C, com caracteristicas muito bem aceitas em termos de estabilidade
térmica na faixa de pHs, levando ao aumento dos estudos voltados a producéo de
enzimas (VIEILLE e ZEIKUS, 2001).
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As principais transformacdes biotecnoldgicas ocorrem sobre os compostos
de isoflavonas nas formas glicosidicas presentes no grdo de soja, a partir do
rompimento da ligacdo glicosidica B-1,4 resultando na liberacdo da glicose e
formacdo dos compostos agliconas (GENOVESE e LAJOLO, 2001; HARBORNE,
1993). O mecanismo de bioconversdo enzimatica sobre 0s compostos de
isoflavonas formas glicosidicas em isoflavonas agliconas € apresentado na Figura 2.

CH,OH

OH

o
H
H
HO OH
H
H,0
HO

p-Glucosidase
OH

Figura 3 - Mecanismo de bioconversao enzimatica, realizado pela enzima B-Gli
sobre os compostos glicosidicos (PARK et al., 2001).

No entanto, compostos de isoflavonas contidos no residuo agroindustrial
(melaco de soja) sdo utilizados no processo de bioconversdo enzimatica com
presenca da enzima B-Gli no extrato enzimatico, com obten¢cdo de bioconverséo
proxima de 100% sobre os compostos de isoflavonas glicosidicos (MANTOVANI et
al., 2011). Na Tabela 1 sdo apresentadas as principais conversdes ocorridas sobre
os compostos fendlicos com o uso de alguns micro-organismos produtores da

enzima B-Gli.

Tabela 1 - Transformacfes ocorridas pela adicdo da enzima B-Gli microbiana aos
compostos de flavonoides.

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

Fonte: Harbone (1993).
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2.3 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos sao divididos em dois grandes grupos: flavondides e
nao flavonodides, gerados a partir do metabolismo secundario das plantas e
distribuidos amplamente no reino vegetal em mais de 2.000 espécies nas mais
diversas familias, atuando de forma benéfica com funcdes fisioldégicas e
morfologicas (HARBORNE, 1993).

Os flavonéides apresentam estrutura quimica constituida na forma de (C6-
C3-C6) com 15 atomos de carbonos com anéis benzénicos apresentados na forma

(A e B), conforme apresentado na Figura 4.

Figura 4 — Estrutura de flavonoides (ARAUJO, 2008).

O anel benzénico representado com a letra B, na Figura 4 é a posicdo que
ird distinguir a classe dos flavondides. No entanto, as posi¢cfes 2 e 3 presentes na
estrutura do anel heterociclico sdo responsaveis pela formacéo das subclasses dos
isoflavonadides.

Os flavondides conhecidos como compostos glicosidicos, contém na sua
composicao a presenca de carboidratos e nos compostos agliconas sdo encontradas
as hidroxilas, ambas nos carbonos numerados 4, 5 e 7 (ARAUJO, 2008).

Os compostos glicosidicos (daidzina, genistina e glicitina) estdo presentes
em grande quantidade no gréo de soja, e quando comparados as formas agliconas
(daidzeina, genisteina e gliciteina) sdo encontrados em menor quantidade, porém
apresentam uma alta taxa de atividade biologica (PARK et al., 2001; SONG et al.,
1998). No entanto, a estrutura do flavondide é responsavel pela combinagdo na
formacdo de flavonoides classificados como: flavona, flavonol, diidroflavonol,
flavanona e isoflavondides (ROOS e KASUME, 2002). A solubilidade dos compostos

fendlicos € bastante variada em relacdo aos compostos glicosidicos e agliconas



32

pertencentes ao grupo dos isoflavondis, ambas as estruturas sao sollveis em
solventes organicos apolares (ANTOLOVICH et al., 2002; ROBARDS et al., 1999).

2.3.1 Atuacéo das isoflavonas no organismo

A ingestédo diaria de isoflavonas nas formas agliconas (daidzeina, genisteina
e gliciteina) de compostos fendlicos, tais como os isoflavondides garante efeitos
benéficos atribuidos aos seguintes fatores: atividade antioxidante, anti-inflamatoria,
antimicrobiana e anticarcinogénica (BEER et al., 2005; DELMAS, JANNIN e
LATRUFFE, 2005). O orgéo fiscalizador Food and Drug Administration (FDA, 1999)
concedeu o certificado Generally Recognized as Safe (GRAS) as isoflavonas obtidas
de fontes naturais.

As isoflavonas fazem parte de uma ampla variedade de compostos fendlicos
pertencente ao grupo dos flavondides de baixa massa molar, denominados
metabdlitos secundarios, as quais sao produzidas pelas leguminosas em teores que
variam de 0,1 a 0,5 mg/g (COWARD et al., 1993; GENOVESE e LAJOLO, 2001). A
Figura 5 apresenta as estruturas das isoflavonas da soja nas formas glicosidicas
(daidzina, genistina e glicitina) e agliconas (daidzeina, genisteina e gliciteina), sendo
gue as primeiras estao presentes em maiores concentracdes no grao de soja, porém
apresentam menor atividade biolégica em relacdo as formas nao glicosidicas (PARK
et al., 2001; SONG et al., 1998).

Isoflavonas glicosiladas

)
CH-OH
R1 R2 Composto 0
H H Daidzina HO N
OH H Genistina o

H OCHgs; Glicitina
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Isoflavonas agliconas
(I1)
R1 R2 Composto
H H Daidzeina
OH H Genisteina
H OCHjs Gliciteina

Figura 5 — Estrutura das isoflavonas glicosiladas (I) e ndo glicosiladas (ll) presentes
no melaco de soja (SONG et al., 1998).

2.3.2 Estudos clinicos dirigidos ao uso de isoflavonas na alimentagdo humana

Estudos clinicos conduzidos por Bakhit et al. (1994) e Cassidy et al. (1994)
no sentido de verificar o efeito das isoflavonas na reducéo do colesterol formado
pelas lipoproteinas de alta densidade (HDL), foi conduzido para uma populacao
masculina, com dose diaria de 45 mg de isoflavonas equivalente a 25 g de proteina
de soja, obtendo-se como resultado final a redugdo do nivel de HDL em 6%.
Segundo O’Keefe et al. (1996), o efeito hipocolesterolemiante das isoflavonas tem
como causa sua capacidade de se ligarem aos receptores de estrogénio (ER) de
modo semelhante ao estradiol, influenciando o metabolismo do colesterol e das

lipoproteinas.

2.3.3 Atuacéo das isoflavonas como antioxidante

Produtos fermentados de soja apresentam valores expressivos de atividade
antioxidante (REN et al., 2006), embora menores do que os valores observados
pelos produtos ndo fermentados, como é o caso do melagco de soja. A atividade
antioxidante da soja é conferido principalmente pelos compostos de baixa massa
molar, dentre as quais se destacam flavonoides (isoflavonas), saponinas e

tocoferdis. O melaco de soja € um material com grande potencial de aproveitamento
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biotecnolégico, uma vez que é uma fracdo concentrada de compostos de baixa
massa molar presentes na soja. A fragcdo de baixa massa molar (isoflavonas, RO,
entre outros) pode ser recuperada com sucesso a partir de processos de separacao
por membranas. O melaco de soja, aléem de ser uma fonte importante de compostos
com atividade estrogénica, também apresenta compostos com pronunciado efeito
antioxidante e ainda compostos que podem ser utilizados como edulcorantes, como

€ o0 caso dos RO.

2.3.4 Variag0Oes dos teores de isoflavonas

As isoflavonas estdo presentes especialmente nos vegetais representadas
pela leguminosa (soja) com mais de 98% de sua composicdo na forma de
compostos glicosidicos (LIGGINS et al., 2000). A soja representa uma das principais
cadeias produtivas do Brasil, e seus derivados sdo fontes dos mais diversos
mercados, em especial pela presenca de isoflavonas. Hoeck et al. (2000) relataram
sobre as variacbes dos teores de isoflavonas relacionados aos fatores: cultivar
utilizado, local de plantio, clima e tipo de solo, concluindo que os teores de
isoflavonas presentes no grao de soja sofrem influéncia direta destes fatores.

Li-jun et al. (2004) e Wang e Murphy (1994) estudaram 0s processos que
levam as perdas dos teores de isoflavonas nos derivados de soja, destacando:
tempo de processo na obtengdo dos derivados, processo de extracdo de proteinas,
formulacdo, preparo de produtos, hidrélise enzimatica e fermentativa, com
observacédo de diferencas consideraveis nos teores e distribuicdo de isoflavonas em

ambos 0s processos.

2.4 PROCESSO DE SEPARACAO POR MEMBRANAS (PSM)

Os principais processos que envolvem a PSM, enquadram-se a ultrafiltracéo,
a nanofiltracéo, entre outros processos responsaveis pela separacao de carboidratos

de diferentes fontes provindas de plantas, sementes, frutos, xaropes e outros
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compostos (MATSUBARA et al., 1996). No entanto, para alimentos a base de soja
sdo encontrados compostos majoritarios e bioativos como os carboidratos, proteinas
e isoflavonas, compostos de interesse alimentar que visam a concentracdo e/ou
fracionamento para obter maior rendimento e qualidade nutricional do produto final
(ALIBHAI et al., 2006).

A formacdo de barreiras seletivas nos processos de separagao por
membranas (PSM) ocorre exclusivamente pela presenca das membranas utilizadas.
A separacao ocorre pelo tamanho da particula: se o tamanho do poro da membrana
for pequeno, ela sera retida, se for grande, ela sera filtrada, processo denominado
de retido (concentrado) e permeado (filtrado). As membranas atuam de forma fisica,
quimica e estruturais controlando o transporte e a passagem dos compostos entre
as duas fases, fazendo com que ocorra a seletividade e passagem dos compostos
de interesse (HABERT, BORGES e NOBREGA et al., 2006). Desta forma, a principal
funcdo da PSM é realizar o fracionamento dos solutos dissolvidos em correntes
liquidas. Segundo Baker (2004), a maioria dos PSM usa o escoamento tangencial
cross flow, uma particularidade que as distingue da filtragdo convencional, na qual
promove a separacao de particulas sélidas em suspensao de correntes liquidas em
escoamento frontal.

As principais caracteristicas das membranas séo suas resisténcias quimicas
e mecanicas, que dependem dos materiais envolvidos durante sua fabricacdo. Os
principais componentes utilizados para a producdo das membranas séo: polisulfona,
polietersulfona, acetato de celulose, celulose regenerada, poliamidas, polifluoreto de
vinilideno e poliacrilonitrila (CHERYAN, 1986). A Figura 6 apresenta o

funcionamento do sistema de PSM tangencial.
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Figura 6 - Representacdo esquematica de uma membrana com escoamento
tangencial.

Habert, Borges e Nobrega (2006) relacionaram os fatores envolvidos para o
transporte das moléculas por membranas, entre eles: a sorcdo das moléculas na
superficie da membrana, a difusdo a partir do material que constitui a membrana e,
por ultimo, a dessorcao das moléculas no lado do permeado.

Entretanto, o uso das membranas sob os mais variados compostos faz com
que ocorra uma diminuicdo do tempo de vida da membrana, baixa seletividade ou
baixo fluxo do permeado por formar colmatagem (entupimento) gerando perdas de
rendimento e paradas para limpeza. Paralelamente ao uso das PSM séo realizados
estudos para melhoramento do processo e viabilidade econdmica para aplicacéo

desta tecnologia em escalas industriais (MARCOS et al., 2009).

2.5 CONSIDERACOES

A revisdo da literatura destacou o melagco de soja como um subproduto
agricola com uma composi¢cdo quimica rica em carboidratos divididos basicamente
em trés grandes grupos RO, dissacarideos e monossacarideos com porcentagens
variadas, bem como, presenca de compostos de isoflavonas nas formas glicosidicas
e agliconas. No entanto, 0s compostos presentes no melago de soja podem tornar-
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se biodisponiveis apds o processo de bioconversdao enzimética, elevando a
valorizagdo comercial. O processo de bioconversdo envolve o uso de reacdes
enzimaticas com pouca exigéncia de temperatura, pH, substrato e processos de
purificacdo que sdo os principais fatores da inviabilidade comercial de alguns
subprodutos submetidos aos processos de bioconversdo enzimatica.

Dentro deste conceito, este trabalho abordarou o processo de bioconversao
enzimatica com o0 uso das variaveis agitacdo, razao extrato enzimatico e tempo,
utilizando as enzimas a-Gal e B-Gli produzidas a partir da FSS com inoculacédo do
micro-organismo Aspergillus niger isolado do solo e caracterizado pela técnica da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). A bioconverséo realizada sobre o melago
de soja apresenta como vantagens a obtencdo de carboidratos formados por
dissacarideos, monossacarideos e compostos de isoflavonas agliconas puros, sem
a presenca de tragos do &cido desoxirribonucléico (DNA) microbiano. Todos o0s
compostos obtidos pela bioconversdo sdo formas assimilaveis pelo organismo
humano e animal sem qualquer prejuizo a saude. Neste sentido, para aumentar o
rendimento de extracdo dos compostos presentes no melaco de soja antes da
bioconversédo, optou-se pelo processo de recuperacdo dos RO, dissacarideos e
monossacarideos, utilizando o sistema de PSM e extracdo dos compostos de
isoflavonas com o uso de trés diferentes solventes metanol 80%, etanol 90% e agua

todos em meio.
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3. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo apresentadas as especificagcbes dos materiais, com
descricdo dos procedimentos e metodologias utilizadas para obtencdo dos dados
experimentais como caracterizacdo bioquimica da enzima B-Gli, crescimento
microbiano utilizando os extratos obtidos apds a bioconversdo enziméatica sobre os
compostos de isoflavonas, analise de composicdo centesimal e conteudo de
carboidratos totais. Além dos procedimentos ja citados foram realizadas
caracterizagfes e quantificacdes dos teores de isoflavonas ap0s a passagem por
ultrafiltracdo sobre os extratos obtidos com metanol 80%, etanol 90% e agua bem
como, teores de carboidratos totais e isoflavonas ap0s a passagem pela
ultrafiltracdo. As bioconversdes referentes aos compostos RO e isoflavonas
glicosidicas foram realizadas com o uso de planejamentos experimentais para
obtencdo de compostos assimilaveis pelo organismo como carboidratos
monossacarideos e dissacarideos e compostos de isoflavonas agliconas. A
quantificacdo das isoflavonas totais presentes no melaco de soja e seus extratos
obtidos foram realizados conforme metodologia de validagcdo utilizando a
cromatografia liquida de alta eficiéncia. A Figura 7 apresenta a estrutura do trabalho.
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Figura 7 — Estrutura do trabalho por etapas.
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3.1 MELACO DE SOJA E FARELO DE TRIGO

O melaco de soja foi doado pela empresa IMCOPA - Importacéo, Exportacéao
e Industria de Oleos Ltda, localizada na cidade de Araucaria - Parana. O farelo de
trigo utilizado como substrato durante a FSS foi adquirido da empresa Nutribom

Alimentos, localizada na cidade de Maringa - Parana.

3.1.1 Micro-organismos

O fungo filamentoso Aspergillus niger foi coletado e isolado nas seguintes
coordenadas (-25.42 e -54.58) no terreno pertencente a Usina Binacional de Itaipu,
gue contém um solo catalogado como latossolo, predominante da regido de Foz do
Iguacu (PR), Brasil (MANTOVANI, 2010). O micro-organismo foi coletado, e
posteriormente isolado apds seu crescimento e plagueado em meio aos nutrientes
Sabouraud misturado com Agar dextrose batata (BDA) e armazenado sob
refrigeracdo a 7 °C, com repicagem a cada 45 dias para manter suas células ativas

por um periodo indeterminado.

3.1.2 Descrigéo dos reagentes utilizados

= A 4gua utilizada para o preparo das fases moveis foi purificada pelo sistema
Milli-Q da Millipore (Bedford, USA) e filtrada por membranas de 0,22 pum nylon
(Alltech, Deerfield, IL);

= A contagem dos esporos foi realizada em camara de Neubauer, com a adi¢cao
do Tween 80® (Synth, Brasil);

= A mistura contendo sais utilizados para auxiliar no crescimento microbiano foi
composta pelos reagentes sulfato de amoénio, sulfato de magnésio hepta-
hidratado e Nitrato de amdnia (Synth, Brasil) ambos com pureza proximas a
98%;
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A atividade enzimética da B-Gli e a-Gal foi determinada com o uso de acetato
de sédio (Synth, Brasil) 99,0% de pureza com pH tamponado. Os substratos
utilizados foram: para-nitrofenol (para-NP), para-nitrofenil B-D-glicopiranosideo
(para-NPBGIi) e para-nitrofenil a-D-galactopiranosideo (para-NPaGal)
adquiridos da Sigma Chemicals Co.® (St. Louis, EUA);

A anadlise referente a proteina total foi realizada com o uso do reagente
coomassie brilliant blue BG-250 e albumina bovina com pureza de 99,9%
adquiridos da empresa Sigma Chemicals Co (St. Louis, EUA);

Membranas filtrantes Pellicon XL dimensfes: 0,22 ym, 300 e 5 kDa adquiridas
da MILLIPORE® Billerica (EUA);

Hexano P.A (Vetec, Brasil) com pureza de 99,5% utilizado na extracdo dos
lipideos presentes no melaco de soja;

Etanol P.A (Vetec, Brasil) com pureza de 95% e acido acético (Merck, Brasil)
com alto padrédo de pureza 99,0% utilizado na extracdo de isoflavonas totais
presentes no melaco de soja;

Acido cloridrico P.A (Synth, Brasil) com 37% de pureza utilizado para limpeza
de resina catibnica;

Hidréxido de sodio P.A (Synth, Brasil) com 98% de pureza utilizado para
limpeza de resina anidnica e limpeza das membranas de ultrafiltraco;

Cloreto de sédio P.A (Synth, Brasil) com 99,9% de pureza utilizado para
limpeza das resinas catidnica e anionica;

Carbonato de sédio P.A (Synth, Brasil) com 99,0% de pureza utilizado para
paralizar a reagéo enzimatica;

Metanol e acetonitrila padrdo HPLC (J.T.Backer®) como fase mével para uso
na cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

Os padrées com grau analitico cromatografico daidzina, glicitina, genistina,
dadzeina, gliciteina e genisteina foram adquiridos do Instituto de Tecnologia
do Parana (Tecpar, Curitiba, Brasil);

Os padrées com grau analitico cromatografico frutose, glicose, sacarose,
galactose, lactose, melibiose, rafinose e estaquiose foram adquiridos da
Sigma Chemicals Co.® (St. Louis, EUA).
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3.1.3 Identificacao de fungo filamentoso

A identificacdo da espécie e género do micro-organismo foi realizado pelo
Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas Bioldgicas e Agricolas (CPQBA) da
Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), localizado na Cidade de
Paulinia/SP, sob o registro CPQBA 327/12 DRM.

A amostra foi enviada conforme check in solicitado pelo CPQBA para obter

total integridade fisica do material identificado.

3.2 OBTENQAO DAS ENZIMAS B-GLI E o-GAL POR FERMENTACAO
SEMISSOLIDA

O farelo de trigo, substrato utilizado na obtencdo enzimética, foi devidamente
lavado com agua destilada e seco em estufa a 55 °C por 36 h. Posteriormente, o
material foi acondicionado em frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 10 g de
substrato umedecido com 40 mL de solug¢édo nutriente. A composi¢cédo da solucéao de
nutrientes foi composta por sulfato de aménio 0,1% (m/v), sulfato de magnésio
hepta-hidratado 0,1% (m/v) e nitrato de amonia 0,1% (m/v), esterilizada a 121 °C por
15 minutos em autoclave vertical (Phoenix equipamentos cientificos SP, modelo AV
30). Apds atingir a temperatura ambiente, o material foi inoculado com o Aspergillus
niger com aproximadamente 10’ esporos/mL, contabilizado em camera de Neubauer
com transferéncia de 1 mL desta suspensao. No entanto, a fermentagédo do micro-
organismo ocorreu em temperatura controlada de 28 °C por um periodo de 96 h de

fermentacdo em incubadora (Fanen B.O.D, modelo 347F).

3.2.1 Manutenc¢édo do micro-organismo

ApoOs a utilizacdo do Aspergillus niger nos processos fermentativos foi

realizado o acondicionamento de suas células em tubos de ensaio inclinados com
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nutrientes Sabouraud misturado com BDA e armazenamento sob refrigeracdo a 7
°C. A repicagem foi realizada a cada 45 dias para evitar perdas celulares do micro-

organismo.
3.2.2 Extrag&o enzimatica

O procedimento da extracdo enzimatica seguiu a metodologia descrita por
MATSUURA et al. 1995). Neste sentido, ao término do periodo de 96 h de
fermentacdo por FSS, o material inoculado recebeu a adicdo de 100 mL de agua
formando um extrato aquoso denominado de extrato enzimatico o qual foi mantido
por 45 minutos em incubadora refrigerada (Tecnal, modelo TE 422) sob agitacédo de
80 rpm. Em seguida, o material passou por uma pré-filtracao utilizando 1a de vidro e
posterior centrifugacdo a 7.000 x g por 20 minutos em centrifuga Jouan (modelo BR
4i) com temperatura de 4 °C. Andlises de atividade enzimatica foram realizadas no
sobrenadante contendo (enzimas B-Gli e a-Gal) e proteina total. Ao final deste
processo, o extrato enzimatico foi armazenado em freezer sob temperatura de - 12
°C por 30 dias para evitar perdas de concentracéo da atividade enzimatica. A Figura

8 apresenta o fluxograma de obtencéo do extrato enzimatico.

.
Fermentagao por FSS‘ ' "- Adicande Agia - .
i simples filtragéo r_.«-

Centrifuga
Camara Amostra
iaands sedimentando =
[ ] - Substrato da enzima B-Gli para-NPBRGili ;

Extrato enzimatico

- Substrato da enzima a-Gal para-NPaGal.

4

Obtencgéo dos valores
enzimaticos da B-Gli e a-Gal
1 l T — em atividade enzimatica (U)

vacuo L :
Descarte microbianas ‘

L

refrigeragao

Congelamento em freezer

—

Figura 8 - Fluxograma descritivo referente a obtencdo do extrato enzimatico.
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3.2.3 Determinacgédo da atividade enzimética da enzima B-Gli

A atividade enzimatica da enzima [-Gli presente no extrato foi determinada
conforme método adaptado, descrito por Matsuura et al. (1995). O volume total da
mistura foi de 2,55 mL, composta do tampéo acetato de sédio 0,1 M, pH 5,0 com
adicdo de 250 yL do tampéo e substrato para-NPBGIli com concentracdo de 4 mM
incubado a uma temperatura de 50 °C em banho ultratermostatico (Quimis, modelo
Q214S) por 5 minutos. Em seguida, adicionou-se 50 uL do extrato enzimatico e
manteve-se a reacdo por 10 minutos. A reacdo enzimatica foi interrompida com a
adicdo de 2 mL de carbonato de sddio 2 M e medi¢do da absorbancia a 420 nm em
espectrofotometro (Varian, modelo UV visible Cary 50 scan). A quantidade de para-
NP liberada foi determinada utilizando a curva de calibracdo preparada na
concentracdo de 0 a 350 (UM de para-NP), obtendo-se uma equacao linear expressa
por y = 0,049x, e R® = 0,9971, para determinacédo das atividades da B-Gli e a-Gal
conforme Apéndice A. Desta forma, uma unidade (U) de atividade é a quantidade de
enzima que catalisa a transformacédo de 1 uM de substrato, ou a formacéo de 1 uM
de produto por minuto nas condi¢Ges de ensaio (temperatura, pH, concentracao de
substrato entre outros). Os resultados foram expressos como unidade (U) de
atividade da B-Gli (UM de para-NP min) liberada.

3.2.4 Determinacao da atividade enzimatica da enzima a-Gal

A atividade enzimatica da enzima a-Gal presente no extrato foi determinada
conforme método adaptado, descrito por Kuo et al. (1997). O volume total da mistura
foi de 2,55 mL, composta do tampao acetato de sodio 0,1 M, pH 5,0 com adicao de
250 L do tampéo acetato de sodio e substrato para-NPaGal com concentracao de 2
mM incubando a uma temperatura de 55 °C em em banho ultratermostatico por 5
minutos. Em seguida, adicionou-se 50 pyL do extrato enzimatico e manteve-se a
reacdo por 10 minutos. A reacdo foi interrompida com a adicdo de 2 mL de

carbonato de sbédio 0,5 M e medicdo da absorbancia a 420 nm em
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espectrofotometro. Os resultados foram expressos como unidade (U) de atividade da
a-Gal (UM de para-NP min) liberada seguindo o mesmo procedimento do Item 3.2.3.

3.2.5 Determinagao do teor de proteinas totais

A determinacdo das proteinas totais que compdem as estruturas das
enzimas utilizadas foi quantificada utilizando o método de Bradford (1976), em
absorbéancia de 595 nm em espectrofotometro. A curva de calibracao foi preparada
com albumina bovina na concentracdo de 5 a 200 mg/mL, obtendo-se uma equacéo
linear expressa por y = 0,0112x, e R*= 0,99042. Os teores das amostras analisadas

foram expressas em teores de proteina totais por (mg/mL) conforme Apéndice A.

3.3 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DO EXTRATO ENZIMATICO DA B-Gli

As variaveis adotadas: temperatura, pH, estabilidade térmica e estabilidade
em funcdo do pH, foram utilizadas para obter as caracteristicas bioquimicas
referentes ao extrato enzimatico com enzima B-Gli, produzidas com posteriores

condigbes experimentais para realizagéo dos testes de bioconversoes.

3.3.1 Efeito da temperatura

A estabilidade térmica na atividade enzimatica da B-Gli foi determinada com
a incubacdo do extrato enzimatico bruto, e insercdo do substrato, para-NPBGIi com
concentracdo de 4 mM em temperaturas variando de 40 a 90 °C de acordo com a

metodologia descrita no item 3.2.3.
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3.3.2 Efeito do pH

O efeito do pH na atividade enzimatica da B-Gli foi determinado com a
incubacdo do extrato enzimatico bruto, e insercdo do substrato para-NPBGIli com
concentracdo de 4 mM em solugdo tampao de acetato de sodio (pH 2,5 a 7,0) e
solucédo tampéao Mcllvaine (pH 2,5 a 8,0). Apds o periodo de incubacao, a atividade

foi determinada conforme metodologia descrita no item 3.2.3.

3.3.3 Efeito da temperatura na estabilidade enziméatica

A termoestabilidade na atividade enzimatica da [B-Gli foi determinada
incubando o extrato enzimatico bruto, e insercdo do substrato para-NPBGIli com
concentracdo de 4 mM em diferentes temperaturas variando de (40, 50, 55, 60 e 65
°C) durante um intervalo de tempo (0 a 180 min). Ap6s o periodo de incubacéo, os
tubos foram colocados em banho de gelo por 5 minutos e analise de atividade
determinada conforme metodologia descrita no item 3.2.3.

3.3.4 Efeito do pH na estabilidade enzimatica

A estabilidade na atividade enzimatica da B-Gli foi determinada incubando o
extrato enzimatico bruto, com a insercdo do substrato para-NPBRGIi, com
concentracdo de 4 mM por um periodo de incubacdo de 24 h em temperatura
controlada a 25 °C utilizando os tampdes descritos no item 4.3.2 e metodologia de

incubacédo sobre a atividade conforme descri¢cdo no item 3.2.3.
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3.3.5 Identificacdo das enzimas provindas do extrato enzimatico bruto pelo sistema
Api-Zym®

Apls a obtencdo do extrato enzimatico bruto provindo da fermentagéo
semissolida por um periodo de 96 h com inoculacdo do Aspergillus niger CPQBA
327/12 DRM, e quantificacdo das atividades enzimaticas B-Gli e a-Gal, foi realizado
um procedimento para identificacdo do poll enzimatico presente no extrato
enzimético. Trata-se de uma metodologia com testes semi-qualitativos, conforme

apresentado na Figura 9.

Figura 9 -. Sistema Api-Zym®.

Desta forma, os orificios do sistema Api-Zym® foram inoculados com a
adicdo de 65 pL da enzima e incubacido por 4 h em temperatura de 37 °C em
incubadora. ApGs esse periodo, foi adicionada uma gota do reagente Zym A (2,5 de
Trysma base, 1,1 mL de &cido cloridrico 37%, 1,0 g de lauril sulfato de sodio e 10
mL de agua destilada esterelizada), e Zym B (0,03 g de “Fast blue BB” e 10 mL de
metoxietanol) a cada poco contendo substrato especifico.

A partir da estabilizacdo das coloracdes (tempo de 10 minutos) foi efetuada
a leitura anotando-se os resultados, escala de 0 a 5 conforme a intensidade da cor
de cada orificio.

3.3.6 Determinacdo do potencial antimicrobiano em relacdo aos extratos de
isoflavonas obtidas por solventes

Utensilios como placas de Petri e discos de papel foram esterelizados a 121
°C por 15 minutos, em autoclave vertical. Apds resfriadas, as placas foram
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preenchidas com o nutriente BDA e distribuicdo da cultura Myrothecium verrucaria
com aproximadamente 10’ esporos/mL, contabilizado em camera de Neubauer com
transferéncia de 1 mL desta suspenséo.

Os discos de papel esterelizados foram dispostos no centro de cada placa
de Petri, com a adicdo de 100 pL dos compostos de isoflavonas bioconvertidas. A
incubagcdo do micro-organismo Myrothecium verrucaria incubado a 28 °C com

acompanhamento inicial das primeiras 24 h de cultivo e final com 96 h.

3.4 ANALISE DA COMPOSICAO CENTESIMAL E MINERAL DO MELACO DE
SOJA

A composicdo centesimal, referente ao melaco de soja foi analisada
conforme metodologia oficial do IAL (2004). No entanto, as analises referentes aos
teores de minerais presentes no melaco de soja: calcio, cobre e chumbo foram
determinados pela metodologia da AOAC (2005).

3.4.1 Determinagéo do teor de umidade

A determinacdo do conteudo de umidade foi conduzida em triplicata, pelo
método 12/IV do IAL (2004) utilizando estufa com circulacdo de ar forcado em

temperatura de 105 °C.

3.4.2 Determinacéo do teor de proteinas

O teor de nitrogénio foi determinado, em triplicata pelo método 36/1V do IAL
(2004) relacionado ao método de Kjeldahl classico. Para o calculo da conversao do

nitrogénio em proteina foi utilizado o fator 6,25.
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3.4.3 Determinagao do teor lipidico

O teor de lipideos foi determinado, em triplicata pelo método de 32/IV

utilizando o aparelho extrator Soxhlet, com refluxo por 24 h.

3.4.4 Determinacao do conteudo de cinzas

A determinacdo do conteudo de cinzas foi conduzida em triplicata pelo

método 044/IV do IAL (2004) por calcinagdo da amostra a 550 °C em mufla.

3.4.5 Determinacao do teor de carboidratos totais

O teor de carboidratos foi determinado por diferenca percentual,
considerando os teores de umidade, proteinas, lipideos, cinzas e fibras.

3.4.6 Determinagéo do teor de fibras

O teor de fibra bruta foi conduzido em triplicata e determinado pelo método
044/1V do IAL (2004) considerado especifico para a determinagdo dos contetdos
referentes a celulose, lignina e pentosanas, estruturas responsaveis pela

composicao da fibra bruta.
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3.4.7 Determinagao do teor de minerais

Os teores de minerais célcio, cobre e chumbo foram conduzidos em triplicata
e determinados pelos seguintes métodos 984.27 e 985.35 conforme descricdo da
AOAC (2005).

3.5 PROCESSO DE RETIRADA DE SUJIDADES DO MELACO DE SOJA

Grandes quantidades de sujidades fazem parte do melaco de soja, entre
elas cascas de soja, pedacos de grdo de soja, caule entre outros residuos retirados
conforme apresentado na Figura 10 no formato de fluxograma.

Massa de 300 g de Melago de Soja completada
para 3 L de agua °Brix de 6,3 e pH 5,4

v

Pré limpeza em triplica‘ﬁa em peneira de 600 pm

Pré limpeza em triplicada peneira de 300 um

|

Pré limpeza em triplicada peneira de 0,074 um

v

Finalizando com passagem em peneira de 500 kDa

Figura 10 - Fluxograma do processo de limpeza do melacgo de soja.

AplOs a passagem nas peneiras de pré limpeza 600, 300 e 0,074 um e
peneira de 500 kDa obtendo o seguinte perfil do produto, conforme apresentado na

Figura 11.
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Figura 11 - Perfil do produto ap0s a passagem em peneiras de pré limpeza.

Posterior a etapa de pré limpeza foi realizado um “polimento” para retirada
total das particulas retidas referente ao procedimento anterior. Desta forma, foi
montado um sistema composto de um reservatério contendo o melago de soja 1,
succionado com auxilio de uma bomba sanitaria & vacuo (Wilden, modelo FDA) livre
de residuos que possam contaminar o produto, ligada a um compreensor a vacuo
para dar succdo na solucdo de melaco de soja 2, passando por um sistema de
cartuchos de algoddo com 5 e 0,5 um etapa 3 e finalizando com a saida da solucdo
melaco de soja limpido 4 em tanque de aco inoxidavel, conforme apresentado na
Figura 12.

Figura 12 - Sistema montado para “polimento” da solugédo de melaco de soja.
O volume inicial do melaco de soja foi de 3 L, antes da passagem em

peneiras de pré limpeza e cartuchos de algoddo. E volume final de 2 L conforme
apresentado na Figura 13.
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=

Figura 13 - Produto final, apés a passagem da solucdo de melaco de soja em
sistema de pré limpeza e “polimento”.

3.5.1 Processo de separacdo por membranas aplicada na recuperacdo dos
carboidratos totais e isoflavonas

O PSM possibilita a recuperacdo dos compostos com diferentes massas
molares. Neste tipo de experimento foram utilizadas membranas de ultrafiltracdo
(polietersulfona) com area de filtracdo de 0,005 m? e cortes (cut off) de 0,22 ym, 300
kDa e 5 kDa, para se obter fracbes recuperadas dos compostos formados por
carboidratos monossacarideos, dissacarideos e RO, isoflavonas glicosidicas e
agliconas conforme Apéndice C.

O equipamento utilizado foi a unidade piloto da (Millipore, Labscale TFF),
constituida de um reservatério de acrilico com capacidade de 500 mL acoplado com
bomba de diafragma, com controlador de velocidade, namb6metros de entrada e
saida da membrana e valvula para controle da pressao transmembrana, conforme

apresentado na Figura 14.
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Figura 14 - Unidade experimental piloto da Millipore modelo Labscale TFF.

3.5.2 Fluxo do permeado (J)

O controle do fluxo do permeado (J), € um dos fatores mais importantes para
controle de operacao por membranas. Esse parametro permite avaliar a quantidade
da espécie (em volume ou massa) que permeia na membrana por unidade de tempo
e por unidade de area da membrana.

O fluxo do permeado (J) foi determinado pela massa, conforme a equagao (1).

J=_Vp_ 1)
t*A
J = fluxo permeado, L/h.m?
V, = volume de permeado recolhido num determinado tempo, L.
t = tempo volume de permeado recolhido h.

A = area da membrana filtrante m?.
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3.5.3 Percentual de entupimento nas membranas

O fouling formado na membrana € expresso em percentual de reducdo da
permeabilidade com agua, o que determina o percentual de entupimento ou taxa de
fouling para cada condi¢céao de processamento (ALICIEO, 2006).

O fluxo do permeado foi determinado com o uso da agua deionizada a 25 °C
com presséo de entrada da membrana de 20 psi e presséo de saida O psi antes e

depois de cada corrida, conforme equagéao (2).

(% Entupimento) =

(2)

(J membrana limpa—J] membrana suja)] 100
J membrana limpa

3.5.4 Procedimento operacional

O processo de ultrafiltracdo utilizando o aparato (Millipore, modelo Labscale
TFF) foi realizado com volume de 500 mL, para cada batelada conforme descricéo

abaixo:

1. Uso de agua deionizada, com medicdo do fluxo de permeado pela diferenca de
massa, em temperatura ambiente e tubo do retido conectado ao reservatério de
alimentacéo (com reciclo). O ajuste foi realizado com presséo de entrada em 20 psi
(1,4 bar) e pressao de saida igual a zero (valvula de controle de pressao na saida
totalmente aberta). O valor do fluxo corrigido foi calculado com a aplicagédo da
Equacéo 1.

2. As mesmas condi¢des de pressdo descritas no item 3.5.3, bem como o uso da
agitacdo, determinaram o fluxo da solucédo filtrada, permeado com variagcdo do
tempo por periodos: tempo O e coletas de amostras a cada 5 minutos com volume
conhecido até atingir 1 h. Analises de °Brix foram realizadas em refratdmetro de mao
(Sinotech, modelo RHB-32ATC) para obter o valor do fluxo em relacdo ao permeado

por diferenca de massa.
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3. Com o auxilio da valvula de controle de pressao, ajustou-se a pressdo de saida
em 10 psi e pressdo de entrada em 30 psi, com auxilio de agitagdo para a

recirculacéo do rejeito.

3.5.5 Procedimento de limpeza das membranas

Apés cada passagem das fragdes de melago de soja 0,22 ym, 300 e 5 kDa,
foi realizada a limpeza e sanitizacdo das respectivas membranas. A limpeza
objetivou eliminar a camada formante como gel e a colmatagem, que acabam
contribuindo com o entupimento da membrana e perdas de fluxo do permeado. No
entanto, a sanitizacdo visa eliminar ou reduzir os micro-organismos presentes na
membrana utilizada.

O procedimento de limpeza das membranas utilizadas nas diferentes fracdes
seguiu as especificacdes do fabricante com adaptacdes. O processo de limpeza foi

realizado conforme descri¢cdo abaixo:

- Drenagem da solucéo residual presente no sistema,;

- Enxague com agua deionizada e descarte pelas saidas do permeado e retido;

- Determinacéo do fluxo de agua nas condicdes de referéncia do sistema;

- Limpeza alcalina: circulagdo com solucdo de hidréxido de sodio 1% em
temperatura ambiente, por 40 a 50 minutos. E adicdo de um detergente n&o-idnico
com (0,1%) a solucéo de hidroxido de sédio;

- O enxague do sistema foi realizado com agua deionizada até atingir o pH neutro na
saida do permeado e aplicacdo da Equacéao 2;

- Foi verificado o fluxo de agua e, caso fosse necessario, era realizado uma limpeza
acida;

- A limpeza &cida foi realizada com circulagdo em solucdo de acido citrico 1% em

temperatura ambiente por 40 minutos.
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3.6 EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO DAS ISOFLAVONAS

O melaco de soja (70 a 72 °Brix) foi utilizado no processo de bioconversao.
Trés amostras de 300 g (Gehaka modelo, BK 8000) foram submetidas a um
processo de desengorduramento utilizando hexano (1:4 m/v), sob agitacao
magnética (IKA modelo HS 7) por 30 minutos, em temperatura de 25 °C e
centrifugacdo a 7.000 x g por 20 minutos. O precipitado desengordurado foi
submetido a secagem em rotaevaporador (IKA, modelo RV 10 Control), com
temperatura de banho controlada em 40 °C e temperatura de 8 °C na circulacdo
interna, trocador de calor acoplada em banho ultratermostatico até a obtencdo de
uma massa seca.

As extracOes das isoflavonas presentes no melagco de soja foram realizadas
primeiramente com metanol 80% (v/v) na relacdo (1:10) amostra/solvente (m/v)
(Fukutake et al. 1996), com etanol 90% (v/v) com a adicéo de 0,1% de acido acético
relacdo (1:20) amostra/solvente (m/v) (King et al. 1996) e agua utilizando relacao
(1:10) amostra/solvente (m/v) sem descricdo na literatura.

As fragOes obtidas pelos respectivos solventes metanol 80%, etanol 90% e
dgua foram destinadas a agitacdo em agitador magnético por 2 horas em
temperatura de 25 °C, com nova centrifugacdo a 7.000 x g por 20 minutos, para
obtencdo de duas fracdes, o0 sobrenadante e precipitado. O precipitado foi
descartado, e o sobrenadante foi coletado e submetido ao processo de secagem por
rotaevaporacdo conforme procedimento descrito no 4.6. Os valores obtidos em °Brix
apos as extracOes foram 12, 9 e 18, para cada uma das fracdes iniciais. A Figura 15

apresenta o fluxograma de obtenc&o dos extratos de isoflavonas.
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Centrifuga

Cémara Amostra
blindada  Sedimentande

9 l
“fe i'Q 2 m
g 4 N o %
O r;etago de soja ﬁ g S
5 E)(tl'a(;-é() da gOl’dUl’a Centnfugagao 7000 x g Extrato sem Ret”—ada da é ua
70a 72 °Brix. com hexano gordura e -

- etanol 90%;
-agua

solvente
Obtencdo dos extratos
usando:
-metanol 80%;

Melago de soja seco

Figura 15 - Fluxograma de obtencdo dos extratos de isoflavonas.

Os sobrenadantes foram filtrados em microfiltros de PTFE com porosidade
0,22 ym (Millipore, Sao Paulo, Brasil) e os filtrados foram armazenados em freezer a
- 16 °C até a realizacdo das andlises de identificacdo e quantificacdo por CLAE. A
Figura 16 apresenta o fluxograma dos extratos de isoflavonas obtidos e suas

respectivas massas secas ap0s o0 processo de rotaevaporacao.

Centrifuga

Cémara Am
blindada sedlmentando

Ml

A B c
metanol 80% etanol 90% agua

refrigeragéo vacuo

Descarte

Centrifugacdo 7000 x g

Armazenagem em F”trg%azo PIFE  ndiiseHpiG
freezer 22N

Retirada do solvente

Figura 16 - Fluxograma da obtencdo de massa seca dos extratos de isoflavonas
apoés a rotaevaporacao.
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3.6.1 Efeito do pH e temperatura sobre a atividade enzimética do extrato

A Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) foi utilizada para analisar
os efeitos do pH e temperatura sobre a atividade enzimatica da B-Gli presente no
extrato.

Um planejamento fatorial 2> completo com pontos centrais e rotatividade (o =
\2) foram elaborados apresentandos nas seguintes codificacdes: -v2, -1, 0, +1, /2.
O software StatSoft® Statistica (versao 8, 2007) foi utilizado nas avaliagbes dos
dados. Na Tabela 2 sdo apresentadas as varidveis (ou fatores) e combinacdes de
cinco niveis utilizados. A atividade enzimatica foi tomada como resposta do

planejamento, com nivel de significancia estatistica de (p<0,05).

Tabela 2 - Fatores e niveis que compdem o planejamento fatorial 2° completo com
pontos centrais e rotatividade (a = V2).

Fatores Unidades Niveis
V2 -1 0 1 V2
Temperatura T 39,5 44 55 66 70,5
pH 3,95 4.4 5,5 6,6 7,05

O planejamento consistiu em 11 experimentos conforme apresentado na
Tabela 3.

Tabela 3 - Planejamento fatorial 2° para andlise de atividade enzimética do extrato.

Corridas Fatores
pH Temperatura (C)

01 4,4 (-1) 44 (-1)
02 4,4 (-1) 66 (+1)
03 6,6 (+1) 44 (-1)
04 6,6 (+1) 66 (+1)
05 3,9 (-V2) 55 (0)
06 7,0 (+V2) 55 (0)
07 5,5 (0) 39,4 (-2)
08 5,5 (0) 70,6 (+2)

09 (C) 5,5 (0) 55 (0)

10 (C) 5,5(0) 55 (0)

11 (©) 5,5 (0) 55 (0)

Ponto Central (C); Rotatividade (a =v/2).
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3.6.2 Determinagé&o do processo de bioconverséo

O percentual de bioconversdo enzimatica foi determinado sobre os
compostos de isoflavonas glicosidicas em agliconas obtidas com solventes metanol
80%, etanol 90% e agua, bem como a bioconversado enzimatica dos carboidratos RO
obtidos a partir da fracéo de 5 kDa.

Os experimentos foram conduzidos por um microrreator de mistrura, volume
total de 200 mL, com camisa externa para circulacdo de agua conectada a um
banho ultratermostatico para controle de temperatura, e agitador magnético,

conforme representado na Figura 17. Utilizou-se um volume reacional de 60 mL.

8

Figura 17 - Esquema da reacao de hidrolise enzimatica proposta pelo estudo. 1 -
banho ultratermostatico; 2 - agitador magnético; 3 - reator encamisado.

As variaveis utilizadas no decorrer dos procedimentos foram: agitacao (rpm),
razdo do extrato enzimatico e tempo (h). Os seguintes valores foram fixados para a
temperatura, atividade enzimatica e pH em: 55 °C, 6,5 U e pH 5,0 a 5,5. Aliquotas de
5 mL foram retiradas do microrreator em intervalos de tempos 0, 2, 4, 6 e 8 h e
posterior andlise cromatogréfica por CLAE.

A MSR foi elaborada por um Unico planejamento fatorial 2° completo com
pontos centrais, e nivel de significancia estatistica de (p<0,05), conforme

apresentadas nas Tabelas 4 e 5.
O processo de bioconversao € explicado conforme equacéao (3).

Bioconverséo (%) = C;— C, x 100 (3)
Co
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C: = Condicao final da reagdo envolvendo a produtividade dos compostos
bioconvertidos na forma de isoflavonas agliconas e compostos monossacarideos e
dissacarideos com o uso da razao de extrato enzimatico, enzimas B-Gli e a-Gal;

Co, = Condicéo inicial (branco) ndo ocorre reacdo referente a produtividade dos

compostos de isoflavonas agliconas e compostos monossacarideos e dissacarideos.

Tabela 4 - Fatores e niveis que compdem o planejamento fatorial 2% completo com
pontos centrais utilizados nas analises de bioconversao das isoflavonas.

. Niveis
Fatores Unidades =) ) )
Agitacao rpm 60 90 120
Raz3o de extrato enzimatico ~ 0,125 0,368 0,748
Tempo h 2 5 8

'E a razdo entre as quantidades de extrato enzimatico e a quantidade de produto
(rico em isoflavonas) obtido do melaco de soja.

Tabela 5 - Fatores e niveis que compdem o planejamento fatorial 2° completo com
pontos centrais utilizados nas analises de bioconversdo dos carboidratos.

. Niveis
Fatores Unidades
(-1 Q) 1)
Agitacdo rpm 60 90 120
Raz&o de extrato enzimatico’ 0,49 0,85 2,03
Tempo h 2 5 8

'E a razdo entre as quantidades de extrato enzimatico e a quantidade de produto
(rico em carboidratos) obtido do melago de soja.

3.6.3 Resina de troca ibnica Dowex

Apo6s o processo de bioconversdo conforme o item 4.6, verificou-se, na
fracdo de permeado obtida a 5 kDa, a presenca de um contaminante, o acetado de
sédio 0,1 M, pH 5,0, utilizado para manter a estabilidade do pH da solucdo
enzimatica com a-Gal e evitar perdas de atividade enzimatica durante o processo de
bioconverséao.

O contaminante acetato de sodio foi detectado durante as analises
cromatograficas especialmente do RO (rafinose) por apresentar o mesmo tempo de
retencdo sobrepondo os cromatogramas em um Unico pico, elevando o teor de

rafinose de forma errbnea. Desta forma, foi montado uma coluna com recheio de
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Dowex 50W com 15 cm de comprimento e 2 cm de diametro, previamente ativada
com acido cloridrico 7% (v/v), e lavada com agua deionizada até atingir o pH 3,0. O
tempo de passagem pela coluna foi de 30 minutos, com vazdo média de 1 mL.min™
obtendo como meta, a auséncia dos idns que formam o acetado de sodio
confirmado com a analise em CLAE. O precipitado foi submetido ao processo de
rotaevaporacgéo para obtencdo da massa seca conforme o item 3.6.

3.7 ANALISES DOS TEORES DE CARBOIDRATOS TOTAIS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

O perfil e teores dos carboidratos obtidos pela passagem em sistema de
PSM 0,22 um com obtencdo de retido e permeados 0,22 um, 300 e 5 kDa. As
fracOes foram pesadas com massa de 5,0 g em balanca (Gehaka, modelo AG 200),
e submetidas ao processo de secagem por rotaevaporacao conforme procedimento
descrito no item 3.6.

As fracdes dos carboidratos totais massa seca, foram pesadas e dissolvidas
em fase movel formada pelos reagentes acetonitrila/agua relacdo (80:20 v/v) e
passagem por 10 min em ultrassom (Unique, modelo USC - 1450) para dissolucao
dos carboidratos.

A técnica cromatografica utilizada para quantificacdo dos compostos
formados por carboidratos foi a CLAE, Marca Gilson controlada pelo software Born,
equipado com injetor manual Rheodyne, volume de injecdo de 10 pL, bomba
isocratica (Gilson, modelo 307) e detector de indice de refracdo (Gilson, modelo
133). A analise foi conduzida utilizando como fase movel (acetonitrila/agua relacéo
80:20 v/v) e coluna NH; Lichorosorb com dimensdes (5um, 150 x 4,6 D.l) e vazao de
1 mL.min™* com fase mével e temperatura de coluna em forno de 35 °C.

As amostras dos carboidratos totais presentes nas diferentes fragbes foram
identificadas e quantificadas a partir da comparacdo dos diferentes tempos de
retencdo de cada composto analisado, em comparacdo com as mesmas condicdes
analiticas, referente aos padrbes de sacarose, frutose, glicose, galactose, lactose,
melibiose, rafinose e estaquiose. Desta forma, a quantificacdo foi realizada por

padronizacdo externa, utilizando cinco niveis de concentracdo 100, 80, 60, 40 e 20
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ng/mL dos respectivos carboidratos citados, com cada ponto representado pela

média de trés determinacdes.

3.7.1 Andlise cromatografica dos teores de isoflavonas

As amostras contendo os compostos de isoflavonas formas glicosidicas e
agliconas, apds a obtencdo de trés diferentes extratos provindas do uso com
solventes (metanol 80%, etanol 90% e agua), foram pesadas em balanc¢a analitica,
massa de 3,0 g, e submetidas ao processo de secagem em rotaevaporador
conforme descri¢cdo do item 3.6.

A técnica cromatografica utilizada para quantificacdo dos compostos de
isoflavonas foi a CLAE, equipamento composto por bomba quaternéaria (Shimadzu,
modelo LC-10ADVP), controlador de sistema (Shimadzu, modelo SCL-10AVP),
detector Uv-Vis (Shimadzu, modelo SPD-10AV) monitorado em 254 nm, equipado
com injetor manual Rheodyne volume de injecdo de 10 pL, degaseificador
(Shimadzu, modelo DGU-14A) e software Shimadzu CLASS-VP® Release (Versdo
6.14 SP1). A andlise foi conduzida utilizando como fase mével A: agua ultrapura +
0,1% de &cido acético e B: acetonitrila + 0,1% de acido acético e vazao constante ao
longo da corrida com 1 mL.min™ e coluna (ODS Hypersil, 5 pm, 4,6 x 250 mm) com
fase movel e temperatura de coluna em forno (Shimadzu, modelo CTO-10AS) a 30
°C.

O sistema referente ao gradiente formado para mistura da fase movel é

apresentada na Tabela 6.
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Tabela 6 - Gradiente formado para passagem dos compostos de isoflavonas por
CLAE.

Tempo (min) S1 S2
0 86 14

8 86 14

25 50 50

30 50 50

33 86 14

35 86 14

S1- Solucéo de Agua Ultrapura + 0,1% de &cido acético e S2 - Solucdo de Acetonitrila + 0,1% de
acido acético.

As amostras de isoflavonas foram identificadas e quantificadas a partir da
comparacao dos diferentes tempos de retencdo de cada composto analisado, em
comparacdo as mesmas condi¢cdes analiticas, referentes aos padrdoes de Daidzina,
Glicitina, Genistina, Daidzeina, Gliciteina e Genisteina. Desta forma, a quantificacdo
foi realizada por padronizacdo externa, utilizando seis niveis de concentragcdo em
mg/mL, com teores variados para cada composto representados pela média de trés
determinacdoes. A Tabela 7 apresenta as respectivas concentracbes pg/mL,

utilizadas em cada composto.

Tabela 7 - Mistura dos padrdes de isoflavonas pug/mL

Padrbes isoflavonas Mix1 Mix2 Mix3 Mix4d Mix5 Mix6
Daidzina (Glicosidica) 200 100 40 30 8 4
Glicitina (Glicosidica) 100 50 20 10 4 2
Genistina (Glicosidica) 50 25 10 5 2 1
Daidzeina (Aglicona) 200 100 40 20 8 4
Gliciteina (Aglicona) 200 100 40 20 8 4
Genisteina (Aglicona) 200 100 40 20 8 4

3.8 METODO DE EXTRACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos formados por flavondides foram extraidos a partir do
desengorduramento conforme descri¢ao do item 3.6.

A metodologia de extracao liquido-liquido seguiu a recomendacao de Pereira
et al. (2007) com modificacdes. Pesou-se em balanca analitica 1,5 g do extrato de

melaco de soja desengordurado utilizando os seguintes solventes: metanol 80%,
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etanol 90% e agua. Na sequéncia foi utilizado uma aliquota de 30 mL relacionada a
cada extragcdo respectivamente, em seguida as amostras foram misturadas aos seus
respectivos solventes e conduzidas ao equipamento de ultrassom (Unique, modelo
USC - 1450) por 15 minutos, com posterior centrifugacéo por 10 minutos a 4.000 x g,

finalizando com uma filtragdo em papel filtro.

3.8.1 Método de quantificacdo dos compostos fendlicos

Os compostos fendlicos totais foram quantificados conforme metodologia
descrita por Dewato et al. (2002) com a adicdo de 125 pL e adi¢cdo de 0,5 mL de
agua ultra pura e 125 pL do reagente de Folin Ciocalteau 2 N. A mistura foi mantida
em repouso por 10 minutos, com posterior adicdo de 1,25 mL de carbonato de sédio
7% (m/v) e adicdo de agua ultra pura para ajuste do volume em 3 mL. ApOs o tempo
de 90 min, foi realizada a leitura das amostras em absorbancia de 760 nm. A curva
de calibracdo foi construida com o padrdo de &cido gélico nas concentracdes: 0 a
200 pg/mL, obtendo-se uma equacao linear expressa por y = 0,0075x, e R?=0,9986.
Os teores das amostras analisadas foram expressos em teores de fenois totais em
mg de &cido galico por grama de extrato de melagco de soja (mg GAE/g) conforme
Apéndice B.

3.9 RESINAS DE TROCA IONICA

A fracdo acucarada bioconvertida enzimaticamente do permeado de 5 kDa
foi submetida a passagem em resinas especificas para retirada da cor (amarela para
incolor), fenbmeno conhecido como adsorgdo composto por duas resinas (Amberlite
252Na) para troca i6nica acida e resina (Amberlite IRA96SB) troca catibnica basica
da Rohm e Haas. O sistema foi montado em duas colunas distintas de vidro com 15
cm altura e 1,5 cm de diametro. A catidnica (coluna 1) é formada de resina acida e a
anibnica (coluna 2) é formada de resina bésica. Desta forma, a regeneragcédo de cada
coluna seguiu as especificagbes do fabricante. Na coluna catiénica foi usada a
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solugéo de é&cido cloridrico com concentracdo de 10% e para a coluna anidnica
usou-se a solugéo de hidroxido de s6dio com concentragéo de 10%.

A regeneracdo das resinas foi realizada a cada 500 mL de solucéo tratada
para um leito de 50 mL de resina, com vazdo de percolacdo média de 3,3 mL.min*
em temperatura de 25 °C. O sistema resinas de troca i6nica estd apresentado na
Figura 18.

’;.'f_'.: =1 I t'tlia
Coluna BV1 Coluna BV2

Figura 18 - Colunas recheadas com resinas de troca i6nica BV1 catidnica e BV2
aniodnica.

3.10 Validacdo do método de quantificacdo dos padrbes de isoflavonas

O procedimento voltado a validacdo do método de quantificacdo dos
compostos de isoflavonas foi escolhido por apresentar contribuicdo académica,
baseada nos teores de isoflavonas glicosidicas e agliconas posterior ao uso dos
solventes extratores metanol 80%, etanol 90% e agua, bem como, bioconverséo
enzimatica. O procedimento de validacdo deve estar relacionado aos seguintes
requisitos: resolucdo dos picos, simetria, largura das bases dos picos e tempos de
retencdo. Neste sentido, seguindo as determinagbes brasileiras em relagcdo as
atribuicbes designadas pelos 6rgdos de competéncia nacional credenciados por
aplicar recomendacdes relacionadas a validacdes e normalizacdes aos laboratorios

analiticos, as amostras obtidas apds o0s ensaios realizados foram direcionados
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conforme diretrizes das normativas relacionadas a ANVISA RE n° 899/2003 da
ANVISA intitulada na Validacdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos (BRASIL,
2003) e INMETRO DOQ-CGCRE - 008/2003 intitulado nas Orientacbes sobre
Validacdo de Métodos de Ensaios Quimicos (INMETRO, 2003).

3.10.1 Preparo das curvas de calibracdo dos compostos de isoflavonas

As construgbes das trés curvas de calibragao referentes aos trés dias de
injecdo cromatografica foram realizadas separadamente no formato de solucéo
estoque. Pesou-se em balanca analitica um valor aproximado de 10 mg de cada
padrdao de isoflavona (Daidzina, Glicitina, Genistina, Daidzeina, Gliciteina e
Genisteina) com adicdo de 1 mL de DMSO.

A partir da solucéo estoque, foi obtido a “solucdo mée” padronizada de cada
composto de isoflavona, o volume foi ajustado em baldo volumétrico calibrado com
concentracgéo inicial de 0,2 mg/mL. As isoflavonas foram dissolvidas em fase mével,
metanol:dgua (80:20 v/v) e filtrada por microfiltros de PTFE com porosidade 0,22
pm. A partir desta relacéo, foram obtidas as demais concentracdes na ordem de 0,2
a 0,001 mg/mL.

O cromatograma representado pela Figura 19 é formado pela solugéo
estoque de isoflavonas (mix), identificadas pelo tempo de retencdo de cada
composto daidzina, glicitina, genistina, daidzeina, gliciteina e genisteina numerados

de 1 a 6 respectivamente.
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Figura 19 - Cromatograma dos padrdes de isoflavonas.

3.10.2 Intervalo
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inferior. As principais caracteristicas sédo: exatidao, preciséo e linearidade.

3.10.3 Linearidade
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O intervalo foi determinado a partir dos limites de quantificacdo superior e

A linearidade foi avaliada mediante a construcdo da curva de calibracdo

relacionada para cada padréo preparado. Desta forma, para demonstrar a presenca

da linearidade para cada um dos compostos analisados, utilizou-se a equacéao linear

com o objetivo de obter um coeficiente de correlagao (r) igual ou maior que 0,99.
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3.10.4 Limite de deteccao (LD)

O limite de deteccdo (LD) estimado baseado com base na relacdo de 3
vezes o ruido da linha de base, em relacdo a menor concentracdo detectavel do

analito.

LD =DPax3
IC
Onde:

LD: limite de detecgéo;
DPa = desvio padréo do intercepto com o eixo y;
IC = inclinacéo da curva;

3 =relacao sinal-ruido.

3.10.5 Limite de quantificacdo (LQ)

A partir da curva de linearidade foi determinada pela menor concentracao,
com valores de coeficiente de correlacao (r) igual ou maior que 0,99. Desta forma,
os limites de quantificacdo (LQ) foram determinados a partir das curvas da

linearidade.

LQ = DPa x 10
IC

Onde:

LQ: limite de quantificacao;

Dpa = desvio padrao do intercepto com o eixo vy,
IC = inclinag&o da curva;

10 = relacao sinal-ruido.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos no presente trabalho
referente & descri¢cdo dos procedimentos e metodologias utilizadas para obtencéo de
dados experimentais como identificagdo microbiana, caracterizada com 100% de
similaridade para a espécie Aspergillus niger e caracterizacao bioquimica da enzima
B-Gli, para obtencao de valores relacionados a atividade enzimatica em relacdo aos
parametros temperatura e pH 6timos, bem como, estabilidade enzimatica em relacao
a temperatura e pH. Diante dos resultados obtidos da caracterizacdo bioquimica
decidiu-se utilizar a temperatura de 55 °C e pH 5,0 com tampé&o de acetato de sddio.
A finalizagéo da caracterizacdo enzimatica ocorreu com o uso do sistema Api-Zym"
sobre o extrato enzimatico obtido apds a fermentacdo por FSS, obtendo-se como
resultado final grande concentracédo das enzimas a-Gal e B-Gli. O estudo voltado ao
potencial de redugdao microbiana com o uso das isoflavonas obtidas a partir dos
solventes metanol 80%, etanol 90% e agua apds a bioconversdo enzimatica foi
positiva pois, reduziu a carga microbiana do micro-organismo Myrothecium
verrucaria. A microscopia realizada sobre as fragdes do retido 0,22 um e permeados
0,22 um, 300 kDa e 5 kDa contendo carboidratos apresentaram diferencas visuais
especialmente pela superficie rugosa observada no retido de 5 kDa. No entanto, os
extratos contendo as isoflavonas provindas das extracbes com solventes metanol
80%, etanol 90% e agua apresentaram superficie rugosa com maior intensidade no
solvente etanol 90%. Realizou-se a andlise referente a composi¢cdo centesimal e
quantificacdo de carboidratos totais do melago de soja, com obtencdo de valores
dispares para a proteina, lipideo e RO, valores considerados normais por se tratar
de um subproduto agricola. Apdos a obtencdo dos extratos com presenca de
isoflavonas foi utilizado o processo de passagem por ultrafiltracdo para obtencéo do
teor de isoflavonas totais obtidos apés a passagem por membranas de 0,22 pum, 300
kDa e 5 kDa, divididas em retido de 0,22 um e permeados de 0,22 um, 300 kDa e 5
kDa, o interesse deste estudo foi avaliar os teores de isoflavonas obtidas em cada
fracdo analisada, e observou-se maiores teores de isoflavonas no retido da
membrana de 0,22 um e menores teores para a membrana de 300 kDa. No entanto,
o mesmo procedimento foi aplicado para obtencdo das fracdes de carboidratos e

observou-se menores teores de carboidratos para a fracdo retido de 0,22 um e
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maiores teores para a fracdo de 300 kDa. A atividade enzimatica obtida pela enzima
B-Gli foi determinada com o uso de um planejamento de experimentos com
combinacdo entre pH e temperatura, com os valores obtidos foram dados
sequéncias para realizacdo dos processos de bioconvesao enzimatica como pH 4,9
e temperatura 56,5 °C. A bioconversdo dos compostos de carboidratos foi realizada
com o uso da fragdo de 5 kDa e uso da enzima a-Gal utilizando um planejamento
padrdao em todos os processos de bioconversdo deste estudo com planejamento
fatorial 2° com o uso das variaveis agitacdo (rpm), fracdo de extrato enzimatico bruto
e tempo (h) os valores obtidos apds a bioconvesao foram satisfatérios pois, ocorreu
a reducdo dos RO com 75,2 e 70% e aumento significativo de compostos
monossacarideos e dissacarideos na ordem de 72%. No entanto, a bioconversao
dos compostos de isoflavonas extraidas a partir dos solventes etanol 90%, metanol
80% e &gua apresentaram distor¢cdes de teores em relacdo a formacdo dos
compostos agliconas, com maiores teores de bioconversdo sobre os compostos
extraidos a partir do etanol 90%, metanol 80% e agua. A analise dos compostos de
isoflavonas totais foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
posterior validacdo da metodologia conforme parametros descritos pela normativa
RE n°® 899/2003. A finalizacdo do estudo foi efetivada pela quantificacdo do teor de
compostos fendlicos totais presentes nos extratos obtidos a partir do uso dos

solventes estudados focando os teores obtidos em cada extrato.

4.1 ldentificacdo do género e espécie

O uso de micro-organismos isolados em ambientes internos e externos traz
consigo a entrada de inimeras outras espécies microbianas, conforme procedimento
descrito no item 3.1.3. Neste sentido, foi necessario realizar a identificacédo
microbiana de género e espécie por PCR, o resultado final foi expresso com 100%
de similaridade referente as sequéncias aplicadas no desenvolvimento da
metodologia, concluindo que a presente amostra enviada ao CPQBA, identificada
pelo nimero do processo CPQBA 327/12 DRM, trata-se da espécie Aspergillus
niger conforme apresentado no Anexo A.
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4.2 VALORES DE ATIVIDADE ENZIMATICA DO EXTRATO

O extrato enzimatico bruto foi obtido com a realizacdo da FSS conforme o
item 3.2. Os valores de atividade enzimatica, proteina total e atividade especifica
referente a enzima B-Gli foram conduzidas em triplicada e os resultados estao

apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Valor da atividade enzimatica total obtida do extrato enzimatico.

Micro-organismo Volume  Ativ. Total Proteina Total Ativ. Especifica
(mL) V) (mg) (U/mg)
Aspergillus niger 400 68381 633,9 107,8

A partir dos valores observados na Tabela 8 especialmente valores de
atividade enzimatica presentes no respectivo extrato enziméatico 68381U foram
realizados condi¢cdes voltadas a caracterizacdo bioquimica do presente extrato. A
avaliacdo bioquimica proporciona uma melhor visdo em relacdo as condicbes de
perdas de atividade enziméticas envolvidas em processos de bioconversdo como
temperatura, pH e suas interagbes com o tempo de reacdo (DECKER et al., 2001). A
partir destes fendmenos foram avaliados as condi¢fes in loco do comportamento da
enzima em relacdo a atividade enzimatica propiciam o tempo de reacdo com o
substrato utilizado para obtengdo dos compostos esperados (SARRY e GUNATA,
2004).

4.3 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DO EXTRATO ENZIMATICO

Procedeu-se a caracterizacdo bioquimica com referéncia aos valores de
atividade enzimatica da enzima B-Gli em duas condicfes distintas. Na primeira foi
avaliado as condi¢Ges experimentais dos itens 4.3.1 e 4.3.2.

A segunda parte experimental buscou encontrar as melhores condi¢cdes de
analise relacionadas aos itens 4.3.3 e 4.3.4, com obtencado de valores em atividade
relativa que € expressa em porcentagem maxima no tempo zero de incubacgao valor
de 100%.
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4.3.1 Determinagdo da temperatura 6tima

A andlise referente a determinacdo da temperatura foi realizada conforme
descrito no item 3.3.1 (Figura 20). A melhor condicdo de atividade hidrolitica
encontrada neste estudo foi com 65 °C durante a incubagéo da enzima B-Gli. No
entanto Peshin e Mathur (1999) encontram a melhor condi¢cdo a 50 °C ao avaliar o
extrato enzimatico produzido pelo Aspergillus niger. Neste contexto, é necessaria a
utilizacdo da estabilidade térmica para obter a melhor condicdo da temperatura
utilizada em processos de bioconversédo sobre compostos por longos periodos, pois
as enzimas sao estruturas frageis e sofrem alteracbes com perda de atividade se

expostas em condicdes extremas.

"— ¥+

600 . i

500 ] / i
|
400 -/ -

/S |
o |
100-‘ / \ L

Valores (Atividade Enzimatica)

L}
—m

30

40

50

60

70

80

90

Temperatura °C

Figura 20 - Efeito da temperatura sobre a atividade enzimética.

4.3.2 Determinagédo do pH 6timo

A analise do efeito do pH na atividade enzimatica foi realizada conforme
descrito no item 3.3.2. Fez-se esta andlise para a obtencdo das faixas de pHs étimas

em relagdo aos valores da atividade enzimatica, com estudo dos tampdes
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Macllvaine e acetato de sédio e escolha do melhor tamp&o a ser aplicado durante os
processos de biovonversao sobre os compostos de isoflavonas e RO. Na Figura 21
esta apresentado o efeito do pH sobre a atividade enziméatica, e os melhores valores
de pHs encontrados estdo na faixa de 5,5 e 4,8, para os tampdes Macllvaine e
acetato de sddio. Valores de pH 5,5 foram citados em estudos realizados por Pitson
et al. (1997); Peshin e Mathur (1999) como 6timo para a enzima B-Gli produzida pelo

Aspergillus niger.
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Figura 21 - Efeito do pH sobre os valores de atividade enzimatica em tampéao
Macllvaine (*2,5 a 8,0) e tampéao de acetato de sédio (3,6 a 5,8).

4.3.3 Estabilidade térmica

Determinacdo da temperatura

A andlise referente a determinacéo da temperatura foi realizada conforme
descricdo no item 3.3.3. Primeiramente, realizou-se uma pré-incubagédo enzimatica
com intervalos de temperaturas (60 e 65 °C consideradas criticas) por 5 min para
avaliar a estabilidade enzimatica neste intervalo de tempo. No entanto, os valores
obtidos para esse pequeno intervalo de reacdo 5 min n&o influenciou na perda de
atividade. As perdas das atividades somente foram observadas quando mantidas as
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temperaturas de 60 e 65 °C durante um intervalo de até 180 min, com reducéo das
atividades enzimaticas para 30 e 2% conforme representado na Figura 22.
Entretanto, ao se utilizar temperaturas de 50 a 55 °C, o extrato manteve-se
resistente com valores de atividade de 90% para ambos os tratamentos.

As enzimas B-Gli sdo produzidas por diversos micro-organismos, 0s mais
estudados sdo A. phoenicis, A. niger, A. oryzae e A. carbonarius entre outros, por
apresentar estabilidade térmica em até 50 °C com valores 87 a 53% de atividade e
grandes perdas de atividade em temperatura de 70 °C (JAGER et al. 2001). No
entanto, a producdo da B-Gli pelo Aspergillus niger mantém maior estabilidade

enzimatica em temperaturas abaixo de 60 °C (YAN e LIAU, 1998).
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Figura 22 - Determinacao da termoestabilidade da enzima (-Gli com pré-incubacgéo
em (*) 50 °C, (&) 55 °C, (&) 60 °C e (x) 65 °C.

4.3.4 Estabilidade em pH

Determinacao do pH

A andlise referente a determinacdo do pH foi realizada conforme descrito no
item 3.3.4 com o objetivo de representar a estabilidade enzimética do extrato. A

Figura 23 representa uma baixa faixa de estabilidade sobre os tampdes utilizados,
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com valores na atividade enzimatica variando de 88 a 100% no tampéo Macllvaine,
faixa de pH 3,5 a 5,5 e para o tampéo acetato de sédio variando de 100 a 92% na
faixa de pH 4,4 a 5,8.

De forma semelhante ao realizado neste estudo, Lima (2003) estudou a
estabilidade enzimatica do extrato encontrando estabilidade de 100% no pH 6,0 e

perda de atividade em pH é&cido de 2,5 a 3,5.
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Figura 23 - Determinacdo do pH na estabilidade da enzima [B-Gli, em tampéao
Macllvaine (*2,5 a 8,0) e tampéao de acetato de sédio (3,6 a 5,8).

4.3.5 Identificacdo de enzimas pelo sistema Api-Zym®

O sistema Api-Zym® é um método considerado semi-qualitativo para
verificacdo de atividades enzimaticas. E aplicado de forma direta aos tecidos,
células, liquidos bioldgicos, micro-organismos diversos, solo, entre outras
aplicacoes, permitindo uma analise rapida e simultanea de dezenove atividades
enzimaticas. O uso do sistema Api-Zym® segundo Humble et al. (1977) foi
introduzido gracas a facil aplicacAo de seus reagentes, praticidade,
interpretabilidade, repetibilidade e resultado simultaneo. De acordo com Zanette

(2010) e Hesami et al. (2008) o sistema Api-Zym® ndo foi desenvolvido para
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substituir metodologias tradicionais como as espectrofotométricas e/ou
eletroforéticas, mas no uso diario na aplicacdo de “screening” para obtencao de
amplo espectro nas determinacdes enzimaticas.

O sistema Api-Zym® é um procedimento simples, de facil aplicacdo para a
micologia, especialmente na pesquisa voltada a producdo enzimatica por fungos
filamentosos (MANCIANTI et al., 2000). O sistema Api-Zym® é formado por
dezenove “pocos” contendo diferentes substratos enzimaticos utilizados para
identificacdo rapida dos mais diferentes grupos enzimaticos produzidos durante uma

fermentacao, conforme representado na Figura 24.

Figura 24 -. Inoculacdo das enzimas produzidas pelo Aspergillus niger, uso do
sistema Api-Zym®.

Os “pocos” do kit foram preenchidos com 65 pL do extrato enzimatico,
deixando incubado por um periodo de 4 h em temperatura de 25 °C. Apds o periodo
exigido, adicionou-se conforme a sequéncia numérica dos “pocos” 1 a 20 a
guantidade de uma gota do reagente Zym A e Zym B e deixou-se reagir até a
estabilidade da cor, por 10 min.

As interpretacdes das leituras obtidas pelo método variam de “07,
correspondendo a uma reacdo negativa, até “5”, correspondendo a reacdo maxima
conforme representacéo na Tabela 9. Os valores sdo obtidos pela intensidade da cor
e convertidos em nanomoles (nmol) de substrato hidrolizado apdés a reacédo
enzimatica: 1 = 5 nmol, 2 = 10 nmol, 3 = 20 nmol, 4 = 30 nmol e 5 = 40 nmol. As
leituras foram realizadas em triplicada e os resultados referentes a reacao

enzimética sdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Relacéo das enzimas avaliadas pelo sistema Api-Zym®

Orificio Kit  Enzimas avaliadas Substratos Reacdo positiva (cor)
1 Controle sem substrato Incolor
2 Fosfatase alcalina 2-naftil fosfato Violeta
3 Esterase (C4) 2-natftil butirato Violeta
4 Esterase lipase (C8) 2-naftil caprilato Violeta
5 Lipase (C14) 2-naftil miristato Incolor
6 Leucina arilamidase L-Leucil-2-naftalimida Incolor
7 Valina arilamidase L-Leucil-2-naftalimida Incolor
8 Cistina arilamidase L-cistil-2-naftalimida Incolor
9 Tripsina N-benzoil-DL-arginil-2- Incolor

naftalimida
10 Quimiotripsina N-glutaril-fenilalanina-2- Incolor
naftalimida
11 Fosfatase acida 2-naftil fosfato Violeta
12 Naphthol-AS-BI- Naftol-AS-Bl-fosfato Azul
Fosfohidrolase
13 a-galactosidase 6-Br-2-natftil-aD- Violeta
galactopiranosida
14 B-galactosidase 2-natfil-Bd-galactopiranosida Violeta
15 B-glucuronidase Naftil-AS-BI-BD-glucuronida Incolor
16 a-glucosidase 2-naftil-aD-glucopiranosida Violeta
17 B-glucosidase 6-Br-2naftil-gDglucosaminida Violeta
18 N-acetyl-B- 1-naftil-N-aD-mannopiranosida Castanho
glucosaminidase
19 a-mannosidase 6-Br-2-naftil-aD- Incolor
mannopiranosida
20 a-fucosidase 2-naftil-alL-fucopiranosida Incolor

*Resultado incolor = rea¢do negativa.

A analise referente a metodologia tradicional

por espectrofotbmetria,

conforme o Item 3.3.5, foi realizada para determinar a atividade enzimatica dos

substratos de interesse, enzimas B-Gli e a-Gal com valores de 10,2 e 8,4 U. No

entanto, a andlise realizada com o sistema Api-Zym® possibilitou um maior

conhecimento das enzimas presentes no extrato enzimético obtido durante a

fermentacao por FSS, demonstrando a presenca de enzimas antes desconhecidas:

Esterase (C,), Esterase Lipase (Cg) e a-glucosidase com menor expressao. E maior

expressao para Fosfatase acida, Naphthol-AS-BI-Fosfohidrolase, B-Gli, a-Gli, B-Gal

e a-Gal.
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4 .3.6 Atividade antimicrobiana dos extratos de isoflavonas

No trabalho realizado por Aguiar (2004) verificou-se a atividade
antimicrobiana com o uso do micro-organismo Staphylococcus aureus ATCC 25923,
coagulase positiva com a adicdo de isoflavonas concentradas provindas de extrato
de soja. Os resultados obtidos por Aguiar (2004) foram discutidos em relacdo a
formacdo de halo ao redor dos discos, e verificagdo da inibicdo parcial do
crescimento da bactéria testada.

O interesse do nosso estudo foi aplicar os extratos obtidos a partir da agua,
etanol 90% e metanol 80% apo6s o0 processo de bioconversdo dos compostos de
isoflavonas formas glicosidicas em agliconas sobre 0 micro-organismo Myrothecium
verrucaria, fungo esse que afeta diretamente as culturas economicamente
importantes, dentre as quais, cereais, plantas ornamentais e madeiras (WALKER e
TILLEY, 1997). Esse fungo € um produtor de toxinas que comprometem a qualidade
de racOes e alimentos (REDDY e AHMED, 1998).

Diante deste cenario, preparou-se halos com 100 pL de extrato de
isoflavonas com concentragdo de 0,2 mg de isoflavonas bioconvertidas
enzimaticamente, inseridos no centro das placas de Petri contendo o micro-
organismo do estudo. Entretanto, a amostra descrita como controle contém a
mesma concentragdo de isoflavonas 0,2 mg porém, sem bioconversdo enzimatica.

A Figura 25 representada pelas letras A, B, C e D formando o experimento
realizado conforme condi¢des descritas acima.

Controle Extrato Agua Extrato Etanol Extrato Metanol
100% 90% 80%

Figura 25 - Testes de atividade antimicrobiana com extratos de isoflavonas
bioconvertidas.
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Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram o recuo do
crescimento microbiano na regido do halo enriqguecido com isoflavonas
bioconvertidas enzimaticamente conforme o item 3.6.2 e extraidas com o0 uso dos
solventes representados pela Figura 19 (B), (C) e (D) em agua, etanol 90% e
metanol 80%. No entanto, observou-se na amostra controle Figura 19 (A) sem
bioconversado enzimatica um crescimento completo na regido do halo. Neste sentido,
os resultados obtidos apontam para a reducdo da capacidade microbiana com a
presenca dos compostos de isoflavonas formas agliconas. Segundo Cook e
Samman (1996) os micro-organismos que recebem a adicdo dos compostos de
isoflavonas formas agliconas ndo conseguem crescer nesta regido principalmente
pela estrutura quimica do composto aglicona que contém um grupamento hidroxila

responsavel pelo efeito antimicrobiano.

4.4 VALORES DA COMPOSICAO CENTESIMAL DO MELACO DE SOJA

A composicdo centesimal do melago de soja foi determinada em relacdo aos
compostos: umidade, proteina bruta, extrato etéreo, residuo mineral, carboidratos e
fibras, valores observados na Tabela 10. Os valores obtidos neste estudo
apresentaram-se distantes dos encontrados na literatura (Siqueira et al., 2008). Essa
oscilagdo da composicdo centesimal do melagco de soja é considerada normal,
principalmente pela sua forma de obtencdo que provém da concentracdo das
proteinas presentes no farelo de soja, as quais sao responsaveis pela producao de
dois extratos distintos: concentrado proteico de soja (composto majoritario) e o
melaco de soja (IMCOPA, 2013).

Os valores dispares encontrados nas andlises de composigdo centesimal no
melaco de soja foram o lipideo e proteina, isso se deve pelo processo industrial de
extracdo do grao de soja (SIQUEIRA 2006; KARP 2007; SILVA 2010). No entanto,
na comparagcdo aos teores de minerias presentes no grao de soja e minerais
presentes no melago de soja, ocorre grande perda de seus teores especialmente

para o composto calcio e cobre (RIAZ, 2006).
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Tabela 10 - Valores da composi¢ao centesimal e mineral do melaco de soja

Parametros Unidades Este Trabalho Valores Literatura

Umidade % 26,3

Proteina bruta % 4,6 9,4
Extrato etéreo % 2,8 21,2
Residuo mineral fixo % 12,5 6,3
Carboidratos totais* % 53,2 57,3
Fibras % 0,11 6,3
Célcio mg/100g 56,4 230,0
Cobre mg/100g 6,3 0,1

Fonte: (SIQUEIRA 2006; KARP 2007 e RIAZ, 2006).
Média aritmética de trés repeticées *Calculado por diferenca = 100 — (umidade + proteina bruta +
lipideos + cinzas + fibras).

4.4.1 Quantificacdo dos teores de carboidratos sem passagem por ultrafiltracao

Os teores de carboidratos encontrados no melaco de soja apresentaram
grande porcentagem na composi¢cao centesimal, conforme apresentada na Tabela
11. No entanto, a presenca de carboidratos com estruturas RO compromete o seu
uso na nutricdo animal, especialmente na alimentacdo de monogastricos, uma vez
que geram flatuléncias por apresentarem compostos que dificultam a absorcéo
intestinal (SUAREZ et al., 1999).

Siqueira (2006) e Karp (2007) realizaram analises referentes aos teores de
carboidratos presentes no melaco de soja, para as formas dissacaridicas e
monossacaridicas, encontrando valores de 28,8%, ja para as formas RO os valores
foram de 28,2%. Qureshi et al. (2001), ao estudarem os compostos agucarados
provenientes do grdo de soja, relataram que 0s compostos, monossacaridicos e
dissacaridicos apresentam 65% do total de carboidratos presentes na soja, as
demais presencas sao atribuidas aos RO. Desta forma, ao estudar a amostra de
melago de soja utilizada no presente trabalho, foram encontrados teores de
carboidratos compostos nas formas dissacaridicas e monossacaridicas na ordem de
27,1% e para os RO com teores de 19,5%.

Os teores obtidos para os carboidratos presentes no melaco de soja
apresentaram-se proximos aos resultados encontrados na literatura por (Siqueira et
al., 2008; CEGLA, 2005; VELDMAN et al., 1993).
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Tabela 11 - Teores de carboidratos totais do melaco de soja

Parametros Este Trabalho Valores Literatura
Glicose 0,3% 0,25%
Frutose 0,8% 0,15%
Galactose 1,5% 0,25%
Sacarose 24,5% 28,4%
Rafinose 6,5% 9,7%
Estaquiose 13,0% 18,6%

Fonte: (SIQUEIRA et al., 2008).

4.4.2 Passagem da fracédo de 5 kDa por resinas de troca ionica

O produto agucarado obtido da fracdo de permeado de 5 kDa apds o
processo de bioconversdo, com presenca majoritaria dos compostos
monossacarideos e dissacarideos, foi submetido ao processo de passagem por
resina de troca ibnica para retirada da cor. O produto passou da cor amarela a

incolor conforme procedimento realizado no Item 3.9 e apresentado na Figura 26.

T
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Antes da passagem Apods a passagem

Figura 26 - Obtencao de um produto agucarado sem a presenca de cor.

Durante a passagem da solucdo de permeado de 5 kDa pelo sistema de
coluna BV; e BV, para que néo houvesse perdas em relagdo ao volume da solucdo
foram realizadas leituras com o uso de refratbmetro de méo até obter leitura com

valor minimo de 0,3 °Brix indicando o final processo.
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4.4.3 Teores de isoflavonas obtidos por separacdo por membranas

ApoOs a limpeza do extrato aquoso de melaco de soja, conforme o item 3.5, o
extrato foi submetido ao processo de extracdo das isoflavonas com utilizacdo dos
solventes descritos no item 3.6 e posterior passagem dos respectivos extratos pelo
processo de separacao por membranas (PSM) com o objetivo de obter extratos com
maior limpidez e presenca dos compostos de isoflavonas formas glicosidicas e
agliconas.

Para manter a estabilidade dos compostos de isoflavonas durante o
processo de PSM foi controlado o valor do pH em 5,5 seguindo a faixa recomendada
de (3,0 a 9,0) conforme procedimento descrito (TORREZAN e CRISTIANINI, 2005).

O processo de PSM foi iniciado primeiramente com o uso de uma membrana
de maior abertura com 0,22 ym para evitar possiveis entupimentos nas membranas
de menor abertura (300 e 5 kDa). Desta forma, todos os experimentos conduzidos
sobre os extratos mencionados anteriormente foram determinados neste formato. Ao
utilizar o processo de PSM com abertura da membrana de 0,22 ym, foram obtidas
duas fra¢cBes diferenciadas: a primeira é composta pelo retido, ou seja, material que
nao passou pela membrana de 0,22 ym por conter em sua cOmposiCA0 maior massa
molar em relacdo a membrana utilizada neste processo. Neste sentido, concluiu-se
em nao utilizar a presente fracdo (retido) em processos posteriores. A segunda
fracdo denominada permeado foi conduzida para futuras obtencbes (300 e 5 kDa).
Assim, optou-se pela realizacdo de analises referentes aos teores de isoflavonas
totais para obter o teor presente neste composto, conforme apresentados nas
Tabelas 12, 13, 14 e 15.

Na Tabela 12 pode ser observado os teores de isoflavonas totais
encontrados para a condigdo de material retido em membrana de 0,22 ym, valores
superiores quando relacionados ao extrato metanolico 80% com valor maximo 101,8

+ 2,5 ng/g seguidos pelos extratos obtidos com etanol 90%.



Tabela 12 - Analise dos teores de isoflavonas presentes no retido de 0,22 pm.
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Fatores Aplicados

Isoflavonas Extracdo agua Extrac&o etanol Extracdo metanol
90 80
na/g Ha/g na/g
Daidzina 345+1,1° 28,2 +0,2° 37,2+ 1,2°
Glicitina 32+21° 2,5+ 0,5° 3,8+1,6°
Genistina 24,3+0,9° 19,4 + 0,4° 28,1+ 1,42
*Total Glicosidicas 62,0 +0,8° 50,1 +0,1° 69,0 + 3,72
Daidzeina 16,9 + 3,3° 16,4 +0,8° 21,2 +2,0°
Gliciteina 70+1,2° 6,4 +0,3° 8,0+1,2°
Genisteina 1,6 +0,9° 30+1,1° 3,5+0,9°
**Total Agliconas 25,5 +4,1° 25,7 +0,2° 32,7 +4,1°
Total isoflavonas 87,5+ 1,0° 75,9 + 0,4° 101,8 + 2,5°

Amostras analisadas em ftriplicata com desvio-padrdo. Letras diferentes em uma mesma linha
apresentam diferenca estatistica entre si, teste de Tukey (p<0,05). *Tratamento estatistico realizado
para compostos glicosidicos; **Tratamento estatistico realizado para compostos agliconas.

A fracdo permeado obtida durante a passagem em membrana de 0,22 um
contém compostos de isoflavonas quantificados, conforme valores apresentados na
Tabela 13. Além da quantificacdo dos compostos de isoflavonas obtidos pela
passagem em membrana de 0,22 pm foi destinado a realizacdo de novos
procedimentos de passagem por membranas de menor abertura (300 e 5 kDa).

Os teores de isoflavonas totais presentes nesta fragéo extraida com solvente
metandlico 80%, em que o valor maximo de 94,4 + 0,1 ug/g foi observado, maiores

gue os comparados entre as fracdes obtidas em 300 e 5 KDa.



Tabela 13 - Analise dos teores de isoflavonas presentes no permeado de 0,22 pm.

Fatores Aplicados

Isoflavonas Extracdo agua Extrac&o etanol Extracdo metanol
90 80
Ha/g na/g na/g

Daidzina 37,8 +0,4° 25,9 + 1,2 39,4 + 1,0
Glicitina 3,6 + 2,92 2,1+1,4° 3,6 +0,9°
Genistina 25,9 + 1,0 14,1 +0,5° 25,5+ 0,9°
*Total Glicosidicas 67,3 +0,3° 42,1 +1,1° 68,5 +0,1%
Daidzeina 17,6 + 0,2° 9,2+0,3° 17,1 +1,3?
Gliciteina 7,2 +1,28 3,6 +2,6° 7.4 +15°
Genisteina 1,6 +1,1° 0,5+0,8° 1,4+1,2°
**Total Agliconas 26,4 + 3,4% 13,3+1,3° 25,9 + 0,5%
Total isoflavonas 93,7+0,7° 55,4 +1,1° 94,4 +0,1%

Amostras analisadas em ftriplicata com desvio-padrdo. Letras diferentes em uma mesma linha
apresentam diferenca estatistica entre si, teste de Tukey (p<0,05). *Tratamento estatistico realizado
para compostos glicosidicos; **Tratamento estatistico realizado para compostos agliconas.

Na Tabela 14 sdo apresentados os teores dos compostos de isoflavonas
totais, presentes no permeado obtido pela passagem em membrana de 300 kDa.
Assim como no procedimento anterior, 80% do volume do permeado obtido foi
destinado a realiza¢do de um novo procedimento com passagem pela membrana de
menor abertura 5 kDa. Os teores de isoflavonas totais presentes nesta fracao
extraida com solvente metandlico 80% apresentaram valores maximos de 85,8 + 0,6

Hg/g, valor superior a fragdo obtida em 5 kDa.

Tabela 14 - Andlise dos teores de isoflavonas presentes no permeado de 300 kDa.

Fatores Aplicados

Isoflavonas Extracdo agua Extracéo etanol Extracdo metanol
90 80
Ha/g Ho/g Ho/g
Daidzina 31,1+1,0° 26,8 +1,1° 38,2 +0,9°
Glicitina 2,7+0,9° 2,2+0,9° 3,4+0,6°
Genistina 19,0 + 0,6° 16,6 + 0,6° 22,8 +1,1°
“Total Glicosidicas 52,8 +1,7° 456 +1,7° 64,4 +1,4°
Daidzeina 10,7 + 0,5° 10,4 + 0,6° 14,5 + 0,72
Gliciteina 3,8+0,3° 4,6 +0,2° 5,9 + 1,22
Genisteina 0,53 +0,4° 1,3+0,9° 0,98 + 1,5°
**Total Agliconas 15,0 + 0,6° 16,3 +2,3° 21,4 + 3,9°
Total isoflavonas 67,8 +1,1° 61,9 + 0,5° 85,8 + 0,6°

Amostras analisadas em ftriplicata com desvio-padrdo. Letras diferentes em uma mesma linha
apresentam diferenca estatistica entre si, teste de Tukey (p<0,05). *Tratamento estatistico realizado
para compostos glicosidicos; **Tratamento estatistico realizado para compostos agliconas.
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Os teores de isoflavonas totais obtidos na passagem por membranas, fragao
de 5 kDa apresentaram os menores valores 82,9 + 0,2 upg/g, em relacdo as
passagens realizadas anteriormente, conforme apresentado na Tabela 15. No
entanto, foi observado no fluxo do permeado de 5 kDa um comportamento tipico
para esse processo, especialmente no envolvimento dos fendmenos de polarizacao
por concentracdo e fouling da membrana, levando a uma reducdo gradual deste
fluxo. Entretanto, observou-se durante as passagens realizadas nas membranas de
ultrafiltracdo a concentracdo dos teores de isoflavonas totais, quantificados em dois
grupos formas glicosidicas e agliconas, possibilitando a certeza de ndo haver perdas

referentes aos teores de isoflavonas com o uso da técnica de ultrafiltracéo.

Tabela 15 - Analise dos teores de isoflavonas presentes no permeado de 5 kDa.

Fatores Aplicados

Isoflavonas Extracdo agua Extracéo etanol Extracdo metanol
90 80
Ha/g Ha/g Ha/g
Daidzina 32,9+0,4° 28,2 +0,2° 38,4 +0,2°
Glicitina 2,8+0,3° 2,3+0,9° 3,3+0,3?
Genistina 19,7 + 0,9° 16,8 + 0,2° 22,9 +0,1°
“Total Glicosidicas 55,4 +0,3° 47,3 +0,1° 64,6 +0,2°
Daidzeina 9,2 +1,4° 8,6 +1,4° 12,3 +0,7°
Gliciteina 3,7+15° 2,8+0,7° 53+ 1,6°
Genisteina 0,3+0,8° 0,4 +0,9° 0,7 +0,3°
**Total Agliconas 13,2 +2,4° 11,8 + 1,0° 18,3 + 1,42
Total isoflavonas 68,6 + 0,4° 59,1 +0,1° 82,9 +0,2°

Amostras analisadas em triplicata com desvio-padrdo Letras diferentes em uma mesma linha
apresentam diferenca estatistica entre si, teste de Tukey (p<0,05). *Tratamento estatistico realizado
para compostos glicosidicos; **Tratamento estatistico realizado para compostos agliconas.

4.4.4 Teores de carboidratos totais presentes nas fragdes obtidas por PSM

O fracionamento do melago de soja aquoso foi realizado conforme o item
3.5.4, com posterior passagem por PSM, comecando com a membrana de maior
abertura de 0,22 um, 300 e 5 kDa. O processo para obtencdo dos carboidratos totais
iniciou-se com o uso da membrana de 0,22 ym e obtencdo das fracdes retido e
permeado. A fracdo permeado da membrana de 0,22 um foi utilizada para obter as

demais fracdes de 300 e 5 kDa. No entanto, os teores de carboidratos totais 39,4 +
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0,2 presentes no retido apos a passagem da membrana de 0,22 ym foram menores
em relacdo as outras fracdes aplicadas de menor abertura (300 e 5 kDa).

A fracdo de 300 kDa apresentou maior valor de carboidratos totais com 104,0
+ 0,2 mg/g. Entretanto, o uso da membrana de 5 kDa é necessaria para reduzir o
namero de contaminantes presentes no extrato aquoso de melago de soja,
diretamente responséveis pela redugdo na atividade enzimética e perdas durante a
bioconversdo de compostos de interesse comercial, conforme apresentado na
Tabela 16.

Tabela 16 - Analise dos teores de carboidratos totais presentes nas fracdes obtidas
por ultrafiltragéo.

Membranas Utilizadas

Carboidratos Retido Permeado Permeado Permeado
0,22 pm 0,22 pm 300 kDa 5 kDa
mg/g mg/g mg/g mg/g
Frutose 2,0+0,6° 4,7+0,1° 5,2 +0,3° 5,0 + 0,22
Glicose 1,9 + 0,4¢ 4,3+0,3° 4,8 +0,4° 4,5 +0,3°
Galactose 1,9 +0,3¢ 4,3+0,1° 4,8 +0,3° 4,5+0,1°
Sacarose 18,7 + 0,3¢ 43,9 +0,3° 51,6 + 0,2° 47,2 +0,4°
Total 24,5 +0,1° 52,9 +0,1° 66,4 +0,3° 61,2 +0,3°
Rafinose 3,8 +0,4¢ 13,6 + 0,6° 14,2 + 0,42 12,5+ 0,5°
Estaquiose 11,1 +0,3° 17,8 + 0,5° 23,4 +0,4° 22,4 + 0,32
Total 14,9 + 0,1¢ 31,4+0,1° 37,6 +0,1° 34,9+0,2°
Total Carboidratos 39,4 +0,2° 84,3+0,3° 104,0 + 0,22 96,1 + 0,2°

Amostras analisadas em ftriplicata com desvio-padrdo. Letras diferentes em uma mesma linha
apresentam diferenca estatistica entre si, teste de Tukey (p<0,05). *Tratamento estatistico realizado
para compostos monossacarideos e dissacarideos; **Tratamento estatistico realizado para os RO.

4.5 DE'I:ERMINA(;AO DA FAIXA OTIMA DO pH E TEMPERATURA NO EXTRATO
ENZIMATICO BRUTO

A Tabela 17 apresenta os valores das atividades enzimaticas obtidas com a

utilizac@o do extrato enzimatico, e variaveis analisadas.
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Tabela 17 - Planejamento fatorial 2° e a influéncia da combinacdo entre pH e
temperatura em relacdo a atividade enzimatica.

Corridas Fatores _R_esposta
pH Temperatura (C) Atividades (U)
01 4,4 (-1) 44 (-1) 849,8
02 4,4 (-1) 66 (+1) 1049,4
03 6,6 (+1) 44 (-1) 186,4
04 6,6 (+1) 66 (+1) 56,74
05 3,9 (-2) 55 (0) 1135,1
06 7,0 (+/2) 55 (0) 191,0
07 5,5 (0) 39,4 (-2) 448,4
08 5,5 (0) 70,6 (+ V2) 7445
09 (C) 5,5 (0) 55 (0) 1307,7
10 (C) 5,5 (0) 55 (0) 1318,6
11 (©) 5,5 (0) 55 (0) 1316,7

Ponto Central (C); Rotatividade (a =v2).
As andlises de variancia (ANOVA) para a atividade enzimética do extrato

estdo descritas na Tabela 18.

Tabela 18 - Dados da ANOVA atividade enzimatica do extrato relativo ao
planejamento fatorial 2> completo com pontos centrais e rotatividade (a = \2).

A Soma dos Grau de Média dos
Parametros Quadrados liberdade Quadrados Valorde F  Valor de P
pH* 1118388 1 1118388 32540,31 0,000031
pH?* 688507 1 688507 20032,63 0,000050
T* 29857 1 29857 868,70 0,001149
T2 826200 1 826200 24038,90 0,000042
pH x T* 27116 1 27116 788,97 0,001265
Falta de ajuste 45835 3 15278 444,54 0,002245
Erro puro 69 2 34
Total 2393739 10

*Parametros estatisticamente significativos (p<0,05).

Os valores representados nas analises da ANOVA verificaram-se, dentro
dos intervalos de confianca de 95%, e valores (p<0,05) para todas as variaveis
independentes estudadas pH e temperatura. O baixo valor de P para o parametro,
falta de ajuste € um indicativo referente ao modelo quadréatico adotado com ajuste
significativo dentro dos intervalos de confianca de 95%, e valores (p>0,05). O ajuste
do modelo aos dados experimentais também pode ser enfatizado pelo valor do
coeficiente de correlacdo multipla R2 = 98,0% e ajuste Rzadj = 96,1%.

A Figura 27 apresenta a estimativa dos efeitos e a interacdo com as
variaveis independentes no nivel de 95% de confianga. A linha vermelha pontilhada
a direita representa os efeitos das varidveis analisadas como significativas para pH e
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P=,05  Efeito estimado (Valor Absoluto)

Figura 27 - Grafico de Pareto e os efeitos das variaveis independentes estudadas no
planejamento fatorial 2 para a atividade enzimatica.

Atividade (U) = 1747 + 3208 pH - 288 pH? + 390 T - 3,16T2 - 6,8 pH* T

A Figura 28 apresenta a superficie de resposta da atividade enzimatica total
referente ao extrato dentro dos limites de pH e temperatura estudados. Os circulos
abertos indicam os dados experimentais. O valor maximo de atividade enzimatica no
extrato predito pelo software foi 1421,9 U, obtido na combinacdo de pH proximo a

4,9 e temperatura de 56,5 °C.
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Figura 28 - Superficie de resposta da atividade enzimética do extrato em funcéo do
pH e temperatura.

4.6 BIOCONVERSAO DOS RO A PARTIR DA FRACAO DE 5 kDa

O procedimento de bioconversao dos RO em compostos monossacarideos e
dissacarideos provindos da fracdo de 5 kDa, foi definido conforme o item 3.6.2.
Desta forma, foi utilizado o planejamento fatorial 2° com triplicada dos pontos
centrais, avaliacdo das variaveis independentes agitacdo, razdo de extrato
enzimatico e tempo na bioconversdo dos carboidratos. A Tabela 19 apresenta os

valores obtidos durante os experimentos.

Tabela 19 - Bioconversdao dos RO obtidos pelo uso da fracdo de 5 kDa utilizando o
planejamento fatorial 2°.

Fatores Resposta
Corridas Agitacao Razaode extrato Tempo (h)  Bioconverséao (%)
(rpm) enzimatico
01 60 0,49 2 13,7
02 120 0,49 2 54,4
03 60 2,03 2 0,00
04 120 2,03 2 47,3
05 60 0,49 8 13,7
06 120 0,49 8 0,89
07 60 2,03 8 0,00
08 120 2,03 8 6,70
09 (C) 90 (0) 0,85 (0) 5(0) 15,9
10 (C) 90 (0) 0,85 (0) 5(0) 16,2
11 (C) 90 (0) 0,85 (0) 5 (0) 16,0

Ponto Central (C).



89

As anadlises de variancia (ANOVA) relacionadas aos valores das
bioconversées dos RO em percentual de monossacarideos e dissacarideos estao

apresentados na Tabela 20.

Tabela 20 - Dados da ANOVA sobre a bioconversdo dos RO com o uso do fatorial 23
em fracdo de 5 kDa.
Parametros Soma dos Grau de Média dos  Valor de F Valor de P
Quadrados liberdade Quadrados
(1)Agitacao* 837,632 1 837,632 35898,53 0,000028

(2) ES* 103,968 1 103,968 4455,78 0,000224
(3) Tempo* 1109,676 1 1109,676 47557,54 0,000021
1x2* 86,067 1 86,067 3688,59 0,000271
1x3* 1109,676 1 1109,676 47557,54 0,000021
2 X 3* 20,866 1 20,866 894,25 0,001116
1*2*3* 20,866 1 20,866

Erro Puro 0,047 2 0,023

Total 3291,363 10

*Parametros estatisticamente significativos (p<0,05).

A analise de bioconversdo sobre os RO e transformacdo em compostos
monossacarideos e dissacarideos presentes no melaco de soja sao representadas
pelos resultados da ANOVA, e verificam-se dentro dos intervalos de confianca de
95%, valores (p<0,05) sobre as variaveis estudadas agitacdo, razdo de extrato
enziméatico e tempo. O ajuste do modelo proposto com relagdo aos dados
experimentais pode ser visualizado pelo valor do coeficiente de correlagcdo mdultipla
R? = 99,9% e ajuste R%j = 99,9%.

Na Figura 29 a linha vermelha pontilhada a direita representa os efeitos das
variaveis analisadas dentro dos intervalos de confianca de 95% para (A) agitacdo
(ES) razédo extrato enzimatico e (t) tempo de reacdo, com obtencdo da mesma

significancia estatistica na interacao das variaveis propostas.
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(3) Tempo (h) //// I I I I 218,07

Efeito combinado (173) ///// 218,07

(1) Agitacéo rpm //// 189,4691

(2) Razdo extrato enzimatico /// -66,7516

Efeito combinado (172) /// 60,7338

Efeito combinado (172*3) //’//// 2990399

Efeito combinado (2*3) //// 2990399

Curvatr. //// -27,9836

p=,05 Valor estimado (Valor Absoluto)

Figura 29 - Gréafico de Pareto e os efeitos das variaveis independentes estudadas no
planejamento fatorial 2° na fracdo de 5 kDa.

A equacdo (5) gerada pelo planejamento fatorial é:

Carboidratos (%) = - 35,0871 - 0,3875* ES + 0,9521* AG + 10,2224* t + 0,0094*
AG* ES-0,1703* AG*t- 0,0517* ES* t + 0,00086* AG* ES* t (5)

Onde: ES =razao de extrato enzimatico; AG = Agitacdo (rpm) t = Relacao tempo (h).

A enzima a-Gal presente no extrato enzimatico foi utilizada para hidrolisar os
RO presentes no melaco de soja obtendo um efeito positivo para esse tratamento ao
formar compostos de interesse: frutose, glicose, galactose e sacarose. O melhor
valor de bioconverséo foi obtido na condicdo com 120 rpm e menor quantidade de
razao de extrato enzimatico com 0,49 e tempo de 2 h gerando valor de bioconversao
de 54,4%. No entanto, a formacdo dos compostos de galactose e sacarose,
carboidratos hidrolizados e facilmente absorvidos pelo nosso organismo, € foco de
estudos sobre os alimentos que possuem altas taxas de carboidratos em sua
composicdo para serem hidrolisados e absorvidos (GUIMARAES et al., 2001). Neste

sentido, 0 melago de soja, por ser um produto de baixo valor comercial e conter altos
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teores de carboidratos, € vislumbrado como um excelente substituto de carboidratos
provindos de outros processos industriais.

A Figura 30 apresenta os valores de carboidratos totais sem o uso da
bioconversdo. E observada neste caso a presenca de compostos majoritarios como
sacarose e RO, bem como a presenca dos compostos minoritarios frutose, glicose e

galactose.
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Figura 30 - Teores de carboidratos totais em pg/mg sem o processo de bioconversao
fracdo de 5 kDa.

ApOs o0 processo de bioconversdo enzimatica, utilizando o planejamento
experimental 2° variaveis (agitacdo, razdo extrato enzimatico e tempo) a Figura 31
apresenta a inversdo dos teores referentes aos compostos frutose, glicose e
galactose, com aumento significativo de 72,7, 72,5 e 72,5% ocorrido pela acdo da
clivagem realizada nas ligacbes a-1,6 e -1,2 com reducédo de 67,2% do composto
sacarose e aumento significativo para os compostos lactose e melibiose. Entretanto,
observou-se a redugdo dos compostos RO causadores de flatuléncia de grande
interesse comercial para 75,2 e 70,0% respectivamente.

Os processos de bioconversdo dos compostos RO sédo de grande importancia
para as industrias alimenticias especialmente por ndo ocorrer a clivagem destes
compostos durante a aplicacdo de tratamentos com calor. Neste sentido, estudos
realizados por Said e Pietro, (2004) e Mulimani et al. (1997) reportaram o uso de
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farinha de soja com a aplicagdo da enzima a-galactosidase na forma de extrato
enzimatico reduzindo o conteddo dos compostos RO em até 90,4% e 91,9%.
Entretanto, a reducdo dos compostos RO presentes no melaco de soja foram
estudadas por Viana et al. (2006) com reacdes enzimaticas de 4 h utilizando a
enzima a-galactosidase provinda do Debaryomyces hansenii UFV1 obtendo reducéo
dos compostos RO em 100% e 50%.
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Figura 31 - Teores de carboidratos totais em pg/mg bioconvertidos fracdo 5 de kDa.

O fator agitacdo foi predominante nas condi¢cfes voltadas a bioconversao
dos RO em compostos monossacarideos e dissacarideos, conforme valores obtidos
pela superficie de resposta apresentada pela Figura 32 letra A, B e C. Na condicao
inicial (letra A) com agitacdo de 60 rpm séo observados os melhores valores de
bioconversdo na razdo extrato enzimatico com 0,49 e intervalo de tempo de 8 h.

Ao estudar a condicdo de agitacdo com 90 rpm (ponto central) letra B, €
observado valor da razéo extrato enzimatico com 0,49 e tempo de 2 h para obtencéo
dos melhores resultados de bioconversdo. Essa condicdo de aumento da
bioconversédo é explicada pela interagdo enzima substrato ocorrida pela velocidade
de agitacao, influenciando de forma significativa os resultados obtidos. Entretanto,
ao ser analisada, a variavel agitacdo a 90 rpm apés 4 h de bioconverséao deixa de

ser significativa, ocorrendo perdas de bioconverséo.
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Na superficie de resposta representada pela letra C, a razdo extrato
enzimatico com 2,03 foi pouco influenciada pelos valores de bioconversdo. Ou seja,
a concentracdo da razdo extrato enzimatico poderia ter concentracdo de 0,49 e os
resultados da bioconversdo seriam superiores aos valores obtidos. Ja para a
variavel agitacdo a 120 rpm foi significativa até as primeiras 4 h, conforme

observado na letra B e apés esse intervalo ocorre a perda de bioconversao.
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Figura 32 - Graficos das superficies de respostas gerados a partir da fracdo obtida
do permeado 5 kDa, em fungdo do tempo e razdo de extrato enzimatico: (A) 60 rpm,
(B) 90 rpm e (C) 120 rpm.

4.7 BIOCONVERSAO DOS COMPOSTOS DE ISOFLAVONAS
4.7.1 Bioconversao dos extratos obtidos com o uso do solvente metanol 80%

O procedimento de bioconversdo dos extratos de melaco de soja obtidos
com o uso dos solventes metanol 80%, etanol 90% e agua sobre os compostos de
isoflavonas formas glicosidicas em agliconas, foi definido conforme o item 3.6.2.
Desta forma, foi utilizado o planejamento fatorial 2° com triplicada dos pontos
centrais, e avaliagdo das variaveis independentes agitacdo, razdo de extrato

enzimatico e tempo na bioconversao dos compostos de isoflavonas. A Tabela 21
apresenta os valores obtidos durante os experimentos.

94
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Tabela 21 - Bioconversdo dos compostos de isoflavonas obtidas pelo solvente
metanol 80% utilizando o planejamento fatorial 2°.
Fatores

Resposta

Corridas Agitacao Razéo de extrato Tempo (h)  Bioconverséao (%)
(rpm) enzimatico bruto
01 60 0,125 2 60,6
02 120 0,125 2 39,5
03 60 0,748 2 99,9
04 120 0,748 2 79,0
05 60 0,125 8 110,4
06 120 0,125 8 85,4
07 60 0,748 8 145,3
08 120 0,748 8 76,7
09 (C) 90 (0) 0,368 (0) 5(0) 89,1
10 (C) 90 (0) 0,368 (0) 5(0) 86,9
11 (©) 90 (0) 0,368 (0) 5 (0) 88,2

Ponto Central (C).

As analises de variancia (ANOVA) relacionadas aos valores de bioconverséo
dos compostos de isoflavonas glicosidicas em agliconas estdo apresentadas na
Tabela 22.

Tabela 22 - Dados da ANOVA sobre os compostos de isoflavonas obtidas pelo
solvente metanol 80% utilizando o planejamento fatorial 22,

Parametros  Soma dos Grau de Média dos  Valor de F Valor de P
Quadrados liberdade Quadrados

(1) Agitacao*  2295,709 1 2295,709 1876,601 0,000532
(2) ES* 1376,550 1 1376,550 1125,246 0,000888
(3) Tempo* 2408,180 1 2408,180 1968,540 0,000508
1x2* 235,011 1 235,011 192,107 0,005165
1x3* 331,531 1 331,531 271,006 0,003670
2 X 3* 346,371 1 346,371 283,137 0,003513
1*2*3* 238,711 1 238,711

Erro Puro 2,447 2 1,223
Total 7236,294 10

*Parametros estatisticamente significativos (p<0,05).

A anadlise de bioconversdo sobre os compostos de isoflavonas glicosidicas
em agliconas presentes no melaco de soja é representada pelos resultados da
ANOVA, verificando-se dentro dos intervalos de confianca de 95%, e valores
(p<0,05) sobre as variaveis estudadas agitacdo, razdo de extrato enzimatico e

tempo. O ajuste do modelo proposto, com relagdo aos dados experimentais pode ser
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visualizado pelo valor do coeficiente de correlacéo mltipla R* = 99,9% e ajuste Rzad,-
= 99,8%.

Na Figura 33 a linha vermelha pontilhada a direita representa os efeitos das
variaveis analisadas como significativas no nivel de 95% de confianca para (A)
agitacdo (ES) razdo extrato enzimatico e (t) tempo de reacdo, com obtencdo da

mesma significAncia estatistica na interagdo das variaveis propostas.

% 1‘,‘3:25’7495

44,368

{3) Tempo (h)

(1) Agitac&do rpm =43,31948

(2) Razdo extrato enzimatico 33,54468

Efeito combinado (2%3) -16,8267

Efeito combinado (1%3) -16,4623

Efeito combinado (1727%3) -13,969

Efeito combinado (172) -13,8603

Curvatr.

p=05 Efeito estimado (Valor Absoluta)

Figura 33 - Grafico de Pareto e os efeitos das variaveis estudadas no planejamento
fatorial 2° no extrato obtido em solvente metanol 80%.

A equacdo (6) gerada pelo planejamento fatorial é:

Bioconversédo (%) = 54,7020 + 0,8224* ES - 0,415* AG + 6,6594* t + 0,0077* AG*
ES + 0,0317* AG* t + 0,2063* ES* t - 0,0038* AG* ES* t (6)

Onde: ES =razao de extrato enzimatico; AG = Agitacdo (rpm) t = Relacao tempo (h).

Da Silva (2009), ao estudar a influéncia das condi¢des de fermentacao sobre
as porcentagens de isoflavonas glicosidicas e formacao de agliconas, obteve valores
superiores a 77% na formacéo de compostos agliconas durante a incubacdo de 36
h. Entretanto, para valores de bioconversdo dos compostos agliconas propostos
para este estudo foram obtidas oscila¢cées de valores entre 39,5% na condi¢éo de
120 rpm e 60,6% para a condi¢cdo 60 rpm com razdo de extrato enzimético de 0,125

em 2 h, e com o uso da condicdo 120 e 60 rpm na razdo de extrato enzimatico com
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0,748 em 8 h o rendimento passou a ser 79,0 e 145,3%. A Figura 34 apresenta 0s
valores obtidos antes e depois da bioconversdo dos compostos de isoflavonas. Os

cromatogramas estdo apresentados nos Apéndices (D) — (G).

Média

Daidzina Glicitina Genistina Daidzeina Gliciteina Genisteina

Total de isoflavonas Micrograma/grama

Figura 34 - Teores de isoflavonas totais em pg/g sem o processo de bioconverséao no
extrato obtido em solvente metanol 80%.

A Dbioconversdao dos compostos glicosidicos em agliconas ocorre
especialmente pela acdo da enzima B-Gli, responsavel pela quebra da ligagdo da
molécula de glicose ligada a estrutura das isoflavonas glicosidicas transformadas em
agliconas (SETCHELL et al.,, 2002). A maior parte dos trabalhos voltados a
bioconverséo dos compostos de isoflavonas ocorre durante a FES, com inoculacao
microbiana por um periodo médio de 48 a 96 h em temperatura controlada (AGUIAR
et al., 2003; COWARD et al., 1993; CHIOU e CHENG, 2001; MATSUURA et al.,
1989).

Os valores percentuais de bioconversdo com relacdo a reducdo dos
compostos glicosidicos formas daidzina, glicitina e genistina, chegaram a 76,0, 32,9
e 62,0%. No entanto, o aumento dos valores percentuais para 0S compostos
glicosidicos daidzeina, gliciteina e genisteina chegaram a 46,7, 31,2 e 55,3%
conforme apresentado na Figura 35.

O rendimento de bioconversao é explicado por Faber (2004) ao descrever a

influéncia dos fatores relacionados a solubilidade do substrato, atividade enzimatica,
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complexidade da extracdo dos compostos, controles como temperatura, pH,

agitacéo entre outros fatores.

T T T T
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Daidzina Glicitina Genistina Daidzeina Gliciteina Genisteina

Total de isoflavonas Micrograma/grama

Figura 35 - Teores de isoflavonas totais em pg/g com o processo de bioconverséao no
extrato obtido em solvente metanol 80%.

Os valores das bioconversées dos compostos de isoflavonas em agliconas e
os efeitos das variaveis aplicadas sdo comentados pelos graficos obtidos no estudo
das superficies de respostas apresentadas na Figura 36 letras A, B e C.

A bioconversédo obtida com o uso do solvente metanol 80% letra A teve seu
resultado de bioconversdo maximo influenciado positivamente pela razdo extrato
enzimético com 0,748, tempo de reacdo enzimatica de 8 h e valor de agitacdo de 60
rpom. Entretanto, para a condigcdo com 90 rpm (ponto central) letra B, foi observado
um aumento do potencial de bioconverséo a partir do intervalo de tempo de 6 a 8 h
de reacdo com a razdo extrato enzimatico na concentracdo maxima 0,748, porém,
foram observados valores de bioconversdo menores, ao serem comparados aos
resultados obtidos na primeira condicéao letra A.

Ao estudar a condicdo de agitacdo 120 rpm letra C, o valor da bioconversao
diminui quando comparado as outras condi¢des de agitacdo estudadas 60 e 90 rpm.
A reducdo da bioconversdo é um fendmeno explicado pelo excesso de agitagéo,
comprometendo a interagdo da atividade enzimética com o substrato.
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Figura 36 - Graficos das superficies de respostas gerados a partir do extrato obtido
do solvente metanol 80%, em func&o do tempo e razdo de extrato enzimatico: (A) 60
rpm, (B) 90 rpm e (C) 120 rpm.

4.7.2 Bioconversao dos extratos obtidos com o uso do solvente etanol 90%

O procedimento de bioconversdo dos extratos de melaco de soja obtidos

com o uso do solvente etanol 90%, sobre os compostos de isoflavonas formas
glicosidicas em agliconas, foi definido conforme o item 3.6.2.

A Tabela 23 apresenta os valores em porcentagem da bioconversdo dos
compostos de isoflavonas.
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Tabela 23 - Bioconversédo dos compostos de isoflavonas obtidas pelo solvente etanol
90% utilizando o planejamento fatorial 2°.

Fatores Resposta
Corridas Agitacao Razéo de extrato Tempo (h)  Bioconverséao (%)
(rpm) enzimatico bruto
01 60 0,125 2 91,0
02 120 0,125 2 80,6
03 60 0,748 2 15,6
04 120 0,748 2 128,7
05 60 0,125 8 131,5
06 120 0,125 8 108,6
07 60 0,748 8 115,8
08 120 0,748 8 96,3
09 (C) 90 (0) 0,368 (0) 5(0) 110,3
10 (C) 90 (0) 0,368 (0) 5(0) 108,6
11 (©) 90 (0) 0,368 (0) 5 (0) 104,2

Ponto Central (C).

As analises de variancia (ANOVA) relacionadas aos valores de bioconverséo

dos compostos de isoflavonas glicosidicas em agliconas estdo apresentadas na

Tabela 24.

Tabela 24 - Dados da ANOVA sobre os compostos de isoflavonas obtidas pelo
solvente etanol 90% utilizando o planejamento fatorial 2°.

Parametros Coef. Erro Somados G.L Médiados ValorF Valor P
Regressdo Padrdo Quadrados Quadrados

(1) Agitacdo - 0,3589 0,1171 110,410 1 110,410 11,1413 0,079235
(2) ES -0,5941 0,3554 151,380 1 151,380 15,2755 0,059665
(3) Tempo*  8,8339 1,9062 267,267 1 267,267 26,9694 0,035136
1x2 0,0229 0,0037 170,570 1 170,570 17,2120 0,053481
1x3* -0,0053 0,0200 378,400 1 378,400 38,1837 0,025203
2x3* -0,0011 0,0609 1027,404 1 1027,404 103,6735 0,009508
1*2*3 -0,0026 0,0006 113,101 1 113,101 11,4128 0,077564
Erro Puro 19,820 2 0,336
Total 2238,68 10

*Parametros estatisticamente significativos (p<0,05).

As andlises de bioconversao sobre os compostos de isoflavonas glicosidicas

em agliconas presentes no melaco de soja, utilizando o extrato obtido do solvente

etanol 90% sé&o representadas pelos resultados da ANOVA. Foi observado a falta de

ajuste em relacdo aos intervalos de confianca de 95% e valores (p<0,05) para as
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variaveis independentes agitacédo, razdo de extrato enzimatico e intera¢gdes: agitacdo
versus razdo de extrato enzimatico e a relagdo entre as trés variaveis citadas. O
ajuste do modelo proposto em relacdo aos dados experimentais pode ser
visualizado pelo valor do coeficiente de correlacéo multipla R* = 99,1% e ajuste Rzad,-
=95,5.

A equacao (7) gerada pelo planejamento fatorial é:

Bioconverséo (%) = 90,4481 - 0,5941* ES - 0,36*AG + 8,833* t + 0,023* AG* ES -
0,0053* AG*t- 0,0011* ES* t- 0,0026* AG* ES* t (7)

Onde: ES =razao de extrato enzimatico; AG = Agitacdo (rpm) t = Relacao tempo (h).

Desta forma, optou-se por realizar um modelo otimizado sobre as variaveis
significativas obtidas pelos dados da ANOVA. O modelo descrito apresenta variancia
de 83,3% e R? = 95,5 conforme equacéo (12).

Bioconverséo (%) = AO0+Al*t+A2*AG*ES+A3*AG*ES*t (8)

Modelo otimizado relacionado aos valores de bioconversdo dos compostos

de isoflavonas glicosidicas em agliconas estao apresentadas na Tabela 25.

Tabela 25 - Modelo otimizado para o extrato obtido pelo solvente etanol 90%.

Parametros Estimativa Erro Padréo P
Bioconverséo 60,66399 8,622910 0,000205
Tempo 8,45182 1,496816 0,000777
AG X ES 0,01530 0,002942 0,001253
AG XES x t - 0,00269 0,000505 0,001087

O modelo otimizado fez os ajustes sobre as variaveis que antes nao
estavam ajustadas ao modelo da ANOVA. Esse ajuste é voltado entre as interacdes
com a agitacao versus razao extrato enzimatico e a relacao entre as trés variaveis
citadas, com significancia estatistica dentro dos intervalos de confianga de 95%.

Desta forma, os valores de isoflavonas totais extraidas com o uso do solvente etanol



103

90% sao apresentadas pela Figura 37. Os cromatogramas estdo apresentados nos

Apéndices (D) — (G).
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Figura 37 - Teores de isoflavonas totais em pg/g sem o processo de bioconverséao no
extrato obtido em solvente etanol 90%.

Na literatura ndo € comum a descricdo de um procedimento voltado a

extracdo de isoflavonas totais com o uso do etanol 90%. Portanto, ao estudar trés

solventes foram obtidos diferentes valores de

isoflavonas totais com maior

concentracdo para o etanol 90%, superior aos demais solventes utilizados metanol

80% e agua. Pereira et al. (2002) estudaram o uso de solventes para extracao de

isoflavonas considerados tradicionais, como metanol 80% e acetonitrila em meio

acido, e ao relacionarem o etanol 90% como solvente, observaram sua eficiéncia em

comparacao ao teor de isoflavonas totais obtidas. Esse aumento dos valores de

isoflavonas em etanol 90% se deve pela eliminacdo de grande parte dos

contaminantes, incluindo os carboidratos presentes no melaco de soja.

A porcentagem de bioconversdo sobre as formas glicosidicas daidzina,

glicitina e genistina chegou a reducdo de 95,8, 55,0 e 83,7% com aumento

representativo de 50,0, 43,0 e 62,2% para as formas agliconas daidzeina, gliciteina

e genisteina, conforme apresentado na Figura 38. Os valores percentuais obtidos

para esses experimentos foram considerados acima do esperado com 0 uso

solvente etanol 90%, em relacdo ao solvente metanol 80%, que € o solvente mais
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indicado na extracdo de isoflavonas com posterior quantificacdo (BARNES et al.,
1994; MANTOVANI et al., 2009; PARK et al., 2001).
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Figura 38 - Teores de isoflavonas totais em pg/gcom o processo de bioconversédo no
extrato obtido em solvente etanol 90%.

Os valores da bioconversdao com o uso do solvente etanol 90% Figura 39
letra A resultaram na maxima bioconversao, com 0,125 da raz&o extrato enzimatico
relacionada ao tempo de reacdo para obtencédo de resultados significativos iniciado
em 6 h e valor maximo em 8 h na condi¢do de agitacdo em 60 rpm. Ao estudar a
superficie de resposta letra B, € observado um novo efeito relacionado a
bioconversdo, com maiores valores de bioconversao obtidos com a agitacao 90 rpm
(ponto central) influenciando significativamente o tempo de reacdo enzimatica na
faixa entre 7 e 8 h para obtencdo de melhores resultados. No entanto, ao estudar a
condicdo conforme apresentado pela letra C é observado a forte influéncia da
agitacao a 120 rpm, pois os valores formados durante a bioconversédo ocorreram em
menor tempo de reacdo enzimatica na faixa entre 1 a 2 h e valor da razdo extrato
enzimatico com 0,748. Desta forma, podemos concluir ainda que o valor da razao
extrato enzimatico com 0,125 é capaz de obter bons resultados de bioconversao,

mas com valor de tempo de reacéo estendido para 8 h.
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Figura 39 - Graficos das superficies de respostas gerados a partir do extrato obtido

do solvente etanol 90%, em funcédo do tempo e razdo de extrato enzimatico: (A) 60
rpm, (B) 90 rpm e (C) 120 rpm.

4.7.3 Bioconversao dos extratos obtidos com o uso do solvente agua

O procedimento de bioconversao dos extratos de melaco de soja obtidos
com o uso do solvente agua sobre os compostos de isoflavonas formas glicosidicas
em agliconas foi definido conforme o item 3.6.2.

A Tabela 26 apresenta os valores em porcentagem da bioconversdo dos
compostos de isoflavonas.
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Tabela 26 - Bioconversao dos compostos de isoflavonas obtidas pelo solvente agua
utilizando o planejamento fatorial 2°.

Fatores Resposta
Corridas Agitacao Razéo de extrato Tempo (h)  Bioconverséao (%)
(rpm) enzimatico
01 60 0,125 2 9,34
02 120 0,125 2 10,93
03 60 0,748 2 0,00
04 120 0,748 2 33,03
05 60 0,125 8 48,83
06 120 0,125 8 5,24
07 60 0,748 8 79,15
08 120 0,748 8 88,46
09 (C) 90 (0) 0,368 (0) 5(0) 34,70
10 (C) 90 (0) 0,368 (0) 5(0) 36,30
11 (©) 90 (0) 0,368 (0) 5 (0) 35,10

Ponto Central (C).

As analises de variancia (ANOVA) relacionadas aos valores de bioconverséo
dos compostos de isoflavonas glicosidicas em agliconas estdo apresentadas na
Tabela 27.

Tabela 27 - Dados da ANOVA sobre os compostos de isoflavonas obtidas pelo
solvente agua utilizando o planejamento fatorial 23,

Parametros Soma dos Grau de Média dos Valorde F  Valorde P
Quadrados liberdade Quadrados

(1) Agitagéo 0,014 1 0,014 0,021 0,898446
(2) ES* 1993,961 1 1993,961 2875,906 0,000348
(3) Tempo* 3543,978 1 3543,978 5111,507 0,000196
1x2* 889,154 1 889,154 1282,434 0,000779
1x3* 593,401 1 593,401 855,867 0,001166
2 x3* 1269,576 1 1269,576 1831,119 0,000546
1*2*3* 57,566 1 57,566 83,029 0,011831
Erro Puro 1,387 2 0,693
Total 8351,195 10

*Parametros estatisticamente significativos (p<0,05).

Para a andlise de bioconversdo sobre os compostos de isoflavonas
glicosidicas em agliconas presentes no melaco de soja, utilizando o extrato obtido do
solvente agua sao representadas pelos resultados da ANOVA. Para este
procedimento foi observada a falta de ajuste em relacdo aos intervalos de confianca

de 95% e valores (p<0,05) para a variavel independente agitacdo. O ajuste do
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modelo proposto, em relacdo aos dados experimentais, pode ser visualizado pelo
valor do coeficiente de correlacdo mltipla R = 99,9% e ajuste Rzad,- = 99,9%.

Na Figura 40 a linha vermelha pontilhada a direita representa os efeitos das
variaveis analisadas como significativas no nivel de 95% de confianca para (ES)
raz8o extrato enzimatico e (t) tempo de reacdo, com obtencdo da mesma

significancia estatistica na interacdo das variaveis propostas.

(3) Tempo (h) ; 71,494

(2) Raz&o extrato enzimatico . 5362747

Efeito combinado (2%3) . 4279158

Efeito combinado (172) ; 35,61108

Efeito combinado (173) : =29,2552

Efeito combinada (172*3) 9111999
; ¥
Curvatr. % %%49

(1) Agitacao rpm 1443653

p=,05 Efeito estimado (Valor Absoluto)

Figura 40 - Grafico de Pareto e os efeitos das variaveis estudadas no planejamento
fatorial 2% no extrato obtido em solvente agua.

A equacdao (9) gerada pelo planejamento fatorial é:

Bioconverséo (%) = - 4,0496 - 1,4782* ES + 13,0482* t + 0,1355* AG + 0,0127*
AG* ES - 0,1463* AG*t + 0,09571* ES* t + 0,0018* AG* ES* t 9

Onde: ES =razdo de extrato enzimético; AG = Agitacdo (rpm) t = Relacéo tempo (h).

O uso da agua como solvente extrator sobre os compostos de isoflavonas
ndo € relatado na literatura. Entretanto, o estudo proposto objetivou sua utilizacéo
para realizar testes de confronto com os resultados obtidos para os solventes ja
utilizados por outras pesquisas como metanol 80% e etanol 90%. E observado de
forma clara que os teores de isoflavonas extraidos do melaco de soja por agua sao

bem inferiores, essa caracteristica é definida pela grande presenca de carboidratos
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sollveis em agua que migraram juntamente com a isoflavonas, formando um extrato
com 18 °Brix e valores de isoflavonas extraidos sem bioconversdo apresentados na

Figura 41. Os cromatogramas estao apresentados nos Apéndices (D) — (G).
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Figura 41 - Teores de isoflavonas totais em pg/g sem o processo de bioconversédo no
extrato obtido em solvente agua.

Os valores de bioconversao sobre os compostos glicosidicos formas
daidzina, glicitina e genistina, chegaram a reducéao de 4,3, 0,0 e 0,0%. Entretanto, os
valores bioconvertidos para as formas agliconas daidzeina, gliciteina e genisteina
foram de 28,2, 10,7 e 29,8 conforme apresentado na Figura 42. Os valores obtidos
para esse experimento demonstram a falta de interacdo do extrato de isoflavonas

obtido com o uso do solvente agua no processo de bioconverséao.
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Figura 42 - Teores de isoflavonas totais em pg/g com o processo de bioconverséao no
extrato obtido em solvente agua.

As bioconversbes realizadas sobre o extrato obtido do solvente agua
demonstradas na Figura 43 letras A, resultou na maxima bioconversdo dos
compostos de isoflavonas com a adicédo entre o valor minimo de 0,125 e maximo
0,748 razdo extrato enzimatico relacionada ao tempo de reacdo para obtencédo de
resultados significativos, iniciado em 7 h e méximo em 8 h na condi¢cao de agitacdo
em 60 rpm. Entretanto, na superficie de resposta letra B € observada uma nova
condicdo na bioconversdo, nas quais as variaveis independentes foram eficientes
nas condicdes maximas da razdo extrato enzimatico e tempo de reacdo de 8 h. E ao
estudar a superficie de resposta letra C é observado uma condi¢cdo semelhante a
letra B, com uso da variavel razdo extrato enzimatico e intervalo do tempo de reacéo

variando entre 6 e 8 h.
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Figura 43 - Graficos das superficies de respostas gerados a partir do extrato obtido
do solvente agua, em fungédo do tempo e razdo de extrato enzimatico: (A) 60 rpm,
(B) 90 rpm e (C) 120 rpm.

4.8 VALIDACAO CROMATOGRAFICA DOS PADROES DE ISOFLAVONAS

4.8.1 Linearidade versus curva de calibracéo

A linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica na busca de
resultados (variavel dependente y) diretamente proporcional a concentragdo do
analito (variavel independente x) dentro de um intervalo especifico (BRASIL, 2003).
Desta forma, foi utilizado como suporte de validagdo metodoldgica a RE n° 899/2003
gue descreve como critério minimo aceitavel (r) com valor maior ou igual a 0,99. O
valor de (r) determina a estimativa da qualidade da curva, e quanto mais proximo de

1,0 menor sera a dispersdo dos pontos experimentais com menor incerteza dos

coeficientes de regressao (RIBANI et al. 2004).

O método utilizado ajustou-se a linearidade, coeficiente de correlacdo (r)
maior que 0,99 em todas as concentracfes testadas, conforme apresentado na

Tabela 28. Entretanto, a Figura 46 apresenta os valores obtidos pela regressao

linear sobre os padrdes de isoflavonas.



Tabela 28 - Curvas dos padrbes de isoflavonas versus concentracao.
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Daidzina mg/mL

Concentragao 0,2 0,1 0,04 0,03 0,008 0,004
Média 1851757 937794 351704 180307 71543 38274
dp 22722 9234 6228 1483 519 959
CV % 1,2 1,0 1,8 0,8 0,7 2,5
Glicitina mg/mL
Concentragao 0,1 0,05 0,02 0,01 0,004 0,002
Média 860524 436781 155799 75785 28951 14398
dp 11558 5189 3210 1010 330 215
CV % 1,3 1,2 2,1 1,3 1,1 1,5
Genistina mg/mL
Concentragao 0,05 0,025 0,01 0,005 0,002 0,001
Média 608688 294316 114774 55190 21509 10593
dp 4808 4122 1216 942 354 308
CV % 0,8 1,4 1,1 1,7 1,6 2,9
Daidzeina mg/mL
Concentragao 0,2 0,1 0,04 0,02 0,008 0,004
Média 3595803 1772467 704286 340822 134972 70280
dp 40357 25815 11421 5077 1176 983
CV % 1,1 1,5 1,6 1,5 0,9 1,4
Gliciteina mg/mL
Concentracao 0,2 0,1 0,04 0,02 0,008 0,004
Média 860012 422581 167366 81826 35103 16639
dp 8750 6913 3100 1486 1113 674
CV % 1,0 1,6 1,9 1,8 3,2 4,1
Genisteina mg/mL
Concentragao 0,2 0,1 0,04 0,02 0,008 0,004
Média 3564636 1715278 684581 346514 153779 76541
dp 33466 39693 13292 5778 357 865
CV % 0,9 2,3 1,9 1,7 0,2 1,1
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Figura 44 - Curva de linearidade versus equacéao linear.

E observado na descri¢do acima que os valores obtidos se ajustaram bem a

linearidade, mas a garantia da reducdo do erro contido na analise, somente é

observado com o uso da variancia que busca fornecer resultados menos

tendenciosos (BARROS NETO et al., 2007).

A andlise de variancia foi aplicada para todas as curvas de calibragédo

referentes aos compostos de isoflavonas, conforme apresentado na Tabela 29,
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apresenta o valor P do modelo bem inferior (p<0,05) com significancia estatistica. Os
outros parametros obtidos na analise de variancia apenas corroboram com a

robustez estatistica do modelo matematico proposto.

Tabela 29 - Analise de variancia.

Daidzina
SS df MS F P
Modelo 29007,54 1 29007,54 13718,42 0,00
Residuo 8,457984 4 2,114496
Glicitina
SS df MS F P
Modelo 7249,857 1 7249,857 6999,061 0,00
Residuo 4,143331 4 1,035833
Genistina
SS df MS F P
Modelo 1813,409 1 1813,409 79743,14 0,00
Residuo 0,090963 4 0,022741
Daidzeina
SS df MS F P
Modelo 29014,21 1 29014,21 64956,47 0,00
Residuo 1,786687 4 0,446672
Gliciteina
SS df MS F P
Modelo 29007,54 1 29007,54 13718,42 0,00
Residuo 8,457984 4 2,114496
Genisteina
SS df MS F P
Modelo 29014,52 1 29014,52 78492,12 0,00
Residuo 1,478595 4 0,369649

SS = (Soma quadrética dos quadrados) df = (Grau de liberdade), MS = (Média dos quadrados).

4.8.2 Limite de deteccao e quantificacédo

O limite de dectecdo (LD) € determinado como a menor concentracdo do
analito, podendo ser diferenciada do ruido do sistema com seguranca (LANCAS,
2004). No entanto, o limite de quantificacdo (LQ) é a menor concentracdo do analito
determinado pela preciséo e exatiddo em condi¢des estabelecidas. O uso dos limites
LD e LQ direcionam aos parametros exatiddo, precisdo e linearidade (BRASIL,
2003).
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A obtencdo dos valores referentes ao uso das equacgbes LD e LQ foram
baseadas pelas equagdes lineares, e desvio padréo intercepto y e a inclinacéo da
reta, referente as curvas das isoflavonas, conforme apresentado na Tabela 30.

As concentracdes dos intervalos estudados foram 0,2 e 0,001 mg/mL

representando linearidade, exatidao e precisao.

Tabela 30 - Limites de deteccéo e quantificacao.

Isoflavonas LD (mg/mL) LQ (mg/mL)
Daidzina 0,90 3,01
Glicitina 0,20 0,66
Genistina 0,47 1,59
Daidzeina 1,24 4,14
Gliciteina 0,89 2,98
Genisteina 1,39 4,64

4.9 TEORES DE FENOLICOS TOTAIS PRESENTES EM AMOSTRAS DE
ISOFLAVONAS BIOCONVERTIDAS

O grao de soja, assim como seus derivados, apresentam teores variados de
compostos fendlicos totais. Barbosa et al. (2006), realizaram analises referentes aos
compostos farinaceos de soja, tais como farinha desengordurada de soja, farinha
integral, isolado proteico, concentrado proteico com valores de 222, 101 e 148 mg
GAE/100g e gréaos de soja com 200 mg GAE/100g.

Ja os teores fendlicos totais encontrados nas fracdes referentes aos extratos
de metanol 80%, etanol 90% e agua provenientes dos tratamentos enzimaticos
realizados para obtencdo de compostos de isoflavonas agliconas apresentaram
resultados baixos quando relacionados aos compostos fenélicos totais provindos de
amostras farinaceas e grao de soja, conforme apresentado na Tabela 31.

As concentracfes de isoflavonas nos graos de soja, fermentados de soja,
farinAceos de soja entre outros produtos obtidos a partir do grdo de soja,
apresentam variagées com relacdo aos teores de isoflavonas encontrados em sua
composi¢cdo (TSUKAMOTO et al., 1995). Fatores esses ja explicados por (Carréao-
Panizzi et al., 1998) relacionados ao clima, solo e processos inddstriais as quais 0s

compostos formados por isoflavonas sao envolvidos.



Tabela 31 - Teores dos Compostos Fendlicos Totais extratos utilizados na extracéo

das isoflavonas valores expressos em mg GAE/100g.

Ensaios Metanol 80% Etanol 90% Agua
120/0,78/2 h 26,8 + 3,6° 59,8 + 2,3? 35,6 + 1,0°
120/0,78/8 h 32,8 +2,7° 53,5 + 2,52 40,6 +0,7°
60/0,125/2 h 33,8+1,9° 28,3+ 3,1° 58,7 + 1,2°
60/0,125/8 h 354 +2,3° 30,9 +2,3° 59,0 + 2,2°
90/0,368/2,5 h 45,7 +1,9° 58,4 +1,7° 27,6 +1,9°
90/0,368/5 h 40,6 +1,3° 55,9 + 0,9° 30,8 +1,2°

Amostras analisadas em ftriplicata com desvio-padrdo. Letras diferentes em uma mesma linha
apresentam diferenca estatistica entre si, teste de Tukey (p< 0,05).

4.10 CONSIDERACOES GERAIS

Esse final de capitulo visa discutir os métodos e técnicas abordadas durante
a confeccao deste estudo, dando segmento aos resultados e discussdes. O cultivo
de espécies isoladas do solo € de grande interesse comercial porém, cuidados como
identificacdo do micro-organismos sdo necessarios, pois a normativa RDC n°
205/2006 enfatiza o uso dos micro-organismos Aspergillus niger, Mortierella vinacea
e Trichoderma longibrachiatum para obtencdo de enzimas alimentares como a a-Gal
e B-Gli. Desta forma, pensando no atendimento da presente norma foi realizado a
caracterizacao do micro-organismo via PCR com o principal objetivo de identificar a
espécie estudada.

A caracterizacdo bioquimica da enzima B-Gli foi estudada para abordar as
melhores condi¢cdes de pH, temperatura e fatores de estabilidade enzimética por
periodos prolongados durante o estudo da bioconversao.

O processo fermentativo FSS utilizado neste estudo visou obter um pool
enzimatico com grandes concentracdes enzimaticas especialmente das enzimas a-
Gal e B-Gli. No entanto, a presenca de outras formas enzimaticas podem prejudicar
a bioconversao, e havendo a necessidade de obter um melhor perfil enzimatico foi
utilizado o sistema Api-Zym" que apresenta 20 diferentes substratos capazes de
reagir com o extrato enzimético.

O estudo focado na reducéo do crescimento microbiano utilizando diferentes
extratos de isoflavonas bioconvertidas sobre o micro-organismo Myrothecium

verrucaria vislumbra um grande interesse comercial com relacdo ao controle
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microbiano em plantas e alimentos, levando a redugcéo de perdas e aumento de
custos.

As micrografias dos compostos de carboidratos fragdes obtidas com o uso
das membranas 0,22 pum, 300 kDa e 5 kDa e micrografias dos extratos com 0 uso
dos solventes metanol 80%, etanol 90% e agua foram importantes para obter um
perfil especialmente dos substratos, considerado um dos principais problemas
enfrentados durante o processo de bioconversdo pela falta de afinidade entre o
substrato utilizado e a enzima.

Os resultados referentes aos teores obtidos de carboidratos presentes no
melaco de soja indicaram grandes quantidades destes compostos, considerados de
extrema relevancia nutricional na alimentacdo animal, pois caso venham a ser
consumidos com a presenca dos RO sintomas como flatuléncias e perda de peso
serao facilmente identificados.

Os valores referentes a atividade enzimatica da enzima (3-Gli foram obtidos
com o uso do planejamento de experimentos 22 utilizando as variaveis pH e
temperatura relacionados a faixa Otima. Desta forma, a contribuicdo deste
procedimento foi a obtenc&o de dados ajustados dentro de um intervalo de confianca
de (p<0,05) e valores de referéncia utilizados no processo de bioconversdo das
isoflavonas.

A bioconversdo enzimatica foi aplicada nos carboidratos presentes no
melaco de soja ap0s a passagem destes compostos pelo sistema de ultrafiltracéo
com obtencé&o das fragbes do retido de 0,22 um e permeados de 0,22 um, 300 kDa e
5 kDa. Apds a passagem destes compostos pelo sistema de ultrafiltracdo foi
possibilitado a escolha de uma unica fracdo para a realizacdo do processo de
bioconverséo, fracdo de 5 kDa. As demais fracdes obtidas permeados de 0,22 um e
300 kDa néo foram utilizadas no processo de bioconversdo por ndo haver a
justificativa de seu uso, pois os valores obtidos referentes aos teores de carboidratos
totais de cada fracédo obtida ficaram com seus teores muito proximos.

Os valores obtidos apds as bioconversdes realizadas sobre os extratos
obtidos a partir dos solventes etanol 90%, metanol 80% e &gua apresentaram
distor¢Oes de teores em relacdo a formacao dos compostos agliconas, com maiores
teores de bioconversdo sobre os compostos extraidos a partir do etanol 90%,

metanol 80% e agua. Desta forma, as principais distorcdes observadas para 0s
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valores obtidos ap0s o processo de bioconversdo sédo justificadas pela interagédo
substrato enzima.

A validacdo metodoldgica utilizada para quantificar os teores de isoflavonas
totais foi aplicada para obtencdo de resultados seguros, pois grande parte dos
compostos analisados com o uso da técnica cromatografica CLAE publicados na
literatura, ndo fazem qualquer mencdo com relacdo a validacdo metodoldgica
utilizada.

A anélise em relacdo aos teores de compostos fendlicos totais representa a
guantidade dos mais diversos compostos fendlicos presentes no extrato. Desta
forma, os compostos estudados como as isoflavonas totais fazem parte deste grupo

e devem ser inclusos aos teores quantificados.
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5 CONCLUSOES

No presente trabalho foi realizado um estudo direcionado para a
bioconversdo dos RO em compostos monossacarideos e dissacarideos bem como,
bioconversdo dos compostos de isoflavonas formas glicosidicas em agliconas. Para
aplicacao desta metodologia, foi necessario produzir enzimas capazes de realizar o
processo de bioconversdao com o uso do micro-organismo Aspergillus niger (isolado
do solo) que foi capaz de produzir um extrato enzimatico com presenca das enzimas
B-glicosidase e a-galactosidase com alto valor de atividade enzimatica, ambas
utilizadas na bioconversao sobre os compostos de isoflavonas e carboidratos totais.

A passagem do melaco de soja pelo processo de ultrafiltracdo por diferentes
porosidades fracionou os compostos de carboidratos totais em diferentes
concentracbes maior 104,0 mg/g e menor 39,4 mg/g bem como, obtencdo de
compostos limpidos de impurezas destinados aos experimentos de bioconverséo
para reducdo dos RO na ordem de 75,2 e 70,0% e aumento significativo dos
compostos frutose, glicose e galactose.

Na bioconversao sobre os compostos de isoflavonas formas glicosidicas em
agliconas, a extragéo realizada com o etanol 90% obteve os melhores valores de
bioconverséao, seguidas pelo metanol 80% e agua.

O uso das variaveis de processo (agitacdo, razao extrato enzimatico e
tempo) estudadas durante o processo de bioconversao enzimatica atuaram com
efeitos estatisticamente significativos a nivel de (p<0,05) na redu¢éo dos RO obtidos
da fracdo de 5 kDa e conversao dos compostos glicosidicos em agliconas obtidos
pela extracdo com os solventes metanol 80%, etanol 90% e agua.

A atividade antimicrobiana sobre o fungo Myrothecium verrucaria com
concentracdo de 0,2 mg/pL de isoflavonas bioconvertidas levou a obtencdo de
resultados satisfatorios em relacédo a falta de crescimento microbiano ao redor do
halo.

Os resultados obtidos durante a quantificacdo dos compostos de isoflavonas
totais, ilustram claramente o desenvolvimento e a validagdo do método proposto por
apresentar significancia a nivel de (p<0,05) para todas as classes de compostos

analisadas.
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Os teores de fendlicos totais quantificados nos diferentes extratos de
isoflavonas apresentaram valores expressos mg GAE/100g coerentes quando
comparados aos teores de residuos agroindustriais provindos do grédo de soja.

Os compostos monossacarideos e dissacarideos obtidos apdés a
bioconversdo enzimatica sdo de total aproveitamento para a nutricdo humana e/ou

animal por apresentarem baixos teores de RO.

5.1 Sugestdes para trabalhos futuros

O crescente momento visando a reutilizacado de subprodutos agricolas como
caroco de algodao, bagaco de laranja, melago de soja entre outros, sdo alvos de
estudos especialmente focando o setor da biotecnologia alimentar. Pois, o0s
compostos quimicos presentes nestes subprodutos como carboidratos, flavondides,
terpenos, compostos fendlicos totais entre outras substancias podem ser inseridas
na alimentacdo humana e animal apos a aplicacdo dos processos fermentativos de
baixo custo utilizando as técnicas fermentativas, FES e FSS para a producdo de
enzimas especificas e responsaveis por hidrolises especialmente sobre os
compostos formados por carboidratos e flavonoides. Neste sentido, novas sugestdes
de trabalhos futuros podem ser delineadas:

. Estudar uma melhor condi¢do para reduzir o tempo necessario em relacao a
bioconversédo dos compostos de isoflavonas;
. Estudar novos solventes para extracdo de isoflavonas utilizando

concentracdes variadas;

. Estudar novas alternativas voltadas na reducgéo dos RO;
. Quantificar a atividade antioxidante sobre os extratos de isoflavonas;
. Aplicar procedimentos alternativos de pré limpeza sobre o melaco de soja

para evitar problemas relacionados a presenca de impurezas e reducéo do potencial

de bioconversao.



122

REFERENCIAS

AGUIAR, C. L.; SUZUKI, C. N.; PAREDES-GUZMAN, J. F.; ALENCAR, S. M.; PARK,
Y. K. Transformacion de las B-glicosil isoflavonas por fermentacion semi- solida de
harina de soja. Ciencia y Tecnologia Alimentaria , v.4, p. 115-121, 2003.

AGUIAR, L. C. Transformacdes fisica e bioquimica de isoflavonas c onjugadas
de soja (Glycine max L.) e o efeito na atividade bi  oldgica in vitro. 313 f. Tese
(Doutorado em Ciéncia de Alimentos) — Faculdade de Engenharia de Alimentos,
Universidade Estadual de Campinas, 2004.

ALIBHAI, Z.; MONDOR, M.; MORESOLI, C.; IPPERSIEL, D.; LAMARCHE, F.
Production of soy protein concentrates/isolates: traditional and membrane
technologies. Desalination , v.191, p. 351-358, 2006.

ALICIEO, T. V. R. Aplicacao de processos com membranas na clarificaca o de
cerveja. 134 f. Tese (Doutorado Engenharia Quimica) — Programa de Pos-
Graduacao em Engenharia Quimica, Universidade Estadual de Maringa, 2006.

ANTOLOVICH, M.; PRENZLER, P. D.; PATSALIDES, E.; McDONALD, S.,
ROBARDS, K. Methods for testing antioxidant activity. Analyst , v. 127, p. 183 — 198,
2002.

AOAC. Official methods of analysis of the Association of Official Analytical
Chemists ; 18th ed. AOAC: Gaithersburg, Maryland, 2005. Chapter 50, methods,
985.35 and 984.27, 15-18p.

ARAUJO, J. M. A. Quimica de Alimentos : Teoria e Pratica. 4° ed., Editora UFV,
Vigcosa/MG, 2008.

BAKER, R. W. Membrane Technology and Applications . John Wiley & Sons,
2004.

BAKHIT, R. M.; KLEIN, B. P.; ESSEX-SORLIE, D. HAM, J. O.; ERDMAN, J. W. J. R;;
POTTER, S. M. Intake of 25 g soybean protein with or without soybean fiber alters
plasma lipids in men with elevated cholesterol concentrations. The Journal of
Nutrition , v. 124, p. 213-222, 1994.



123

BARNES, S.; KIRK, M.; COWARD, L. Isoflavones and their conjugates in soy foods -
extraction conditions and analysis by HPLC Mass-Spectrometry. Journal of
Agriculture and Food Chemistry , Easton, v. 42, p. 2466-2474, 1994.

BARBOSA, A. C. L.; HASSIMOTTO, N. M. A.; LAJOLO, F. M.; GENOVESE, M. I.
Teores de isoflavonas e capacidade antioxidanteda soja e produtos derivados.
Revista Ciéncia e Tecnologia de Alimentos , v. 26, (4): 921-926, out/dez. 2006.

BARROS NETO, B.; SCARMINIO, I. S.; BRUNS, E. R. Como fazer experimentos
3° Ed., Editora Unicamp, Campinas/SP, 2007.

BEER, D.; JOUBERT, E.; WENTZEL, C. A. G.; MANLEY, M. Antioxidant activity of
South African red and white cultivar wines: Free radical scavenging. Food
Chemistry , v. 90, p. 569-577, 2005.

BON, E. P. S.; FERRARA, M. A.; CORVO, M. L.; VERMELHO, A. B.; PAIVA, C. L.
A.; ALENCASTRO, R. B.; COELHO, R. R. R. Enzimas em biotecnologia:
producao, aplicacbes e mercado . Editora Interciéncia, Rio de Janeiro RJ, 2008.

BRADFORD, M. A rapid and sensitive method for quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical
Biochemistry , v.72, p. 248-254, 1976.

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Guia para validacdo de métodos
analiticos e bioanaliticos. Resolugéo - RE n° 899, de 29 de maio de 2003. Ministério
da Saude, 2003.

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Aprova a lista de enzimas
permitidas para uso em alimentos destinados ao consumo humano conforme a sua
origem. Resolugéo - RDC n° 205, de 14 de novembro de 2006. Ministério da Saude,
2006.

CASSIDY, K. D. R. A. Dietary isoflavones: biological effects and relevance to human
health. Journal of Nutrition , v. 129, p. 758S-767S, 1999.

CEGLA, U.G.; SHUSTER, M. Process for the production of soybean sugars and
the product produced thereof . United States Patent. 6,913,771, July 5, 2005.

COUTO, S. R.; SANROMAN, M. A. Application of solid-state fermentation to food
industry — A review. Journal of Food Engineering , v.76, p. 291-302, 2005.



124

CONAB (Companhia Nacional de Abastecimento). Acompanhamento da safra
brasileira degréos2012/2013<http://www.conab.gov.br/OladaCMS/uploads/arquivos/
13 03 07_10 39 19 levantamento_safras_graos_6.pdf.Abr.2013>. Acesso em:
10/04/2013.

COOK, N. S.; SAMMAN, S. Flavonoids — chemistry, metabolism, cadioprotective
effect and dietary sources. The Journal of Nutritional Biochemistry , v. 7, p. 66-76,
1996.

COWARD, L.; BARNES, N. C.; SETCHELL, K. D. R.; BARNES, S. Genistein,
daidzein, and their b-glycoside conjugates: antitumor isoflavones in soybean foods
from American and Asian diets. Journal of Agricultural and Food Chemistry , v.
41, p. 1961-1967, 1993.

CHIOU, R. Y. Y.; CHENG, S. L. Isoflavone transformation during soybean koji
preparation and subsequent miso fermentation supplemented with ethanol and NacCl.
Journal of Agricultural and Food Chemistry  , v. 49, p. 3656-3660, 2001.

CHUN, J.; KIM, J. S.; KIM, J. H. Enrichment of isoflavone aglycones in soymilk by
fermentation with single and mixed cultures of Streptococcus infantarius 12 and
Weissella sp. 4. Food Chemistry , v.109, p. 278-284, 2008.

DA SILVA, H. L. Efeito da fermentacédo utilizando aspergillus oryzae sobre as
caracteristicas funcionais, tecnoldgicas e fisico-q uimicas da farinha de soja
integral e aplicacdo em pao de forma funcional . 214 f. Tese (Doutorado em
Tecnologia em Alimentos) — Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade
Estadual de Campinas, 2009.

DECKER, C. H.; VISSER, J.; SHREIER, P. B-Glucosidase multiplicity from
Aspergillus tubingensis CBS 643.92: purification and characterization of four (-
Glucosidase and their differentiation with respect to substrate specificity, glucose
inhibition and acid tolerance. Applied Microbiology and Biotechnology , New York,
v. 55, p. 157-163, 2001.

DELMAS, D.; JANNIN, B.; LATRUFFE, N. Resveratrol: Preventing properties against
vascular alterations and ageing. Molecular Nutrition Food Research |, v. 49, p. 377-
395, 2005.

DE VRIES, R. P.; VISSER, J. Aspergillus enzymes involved in degradation of plant
cell wall polysaccharides. Microbiology and Molecular Biology Reviews , v. 65, p.
497-522, 2001.



125

EPA (Environmental Protection Agency) Aspergillus niger tsca section 5(h)(4)
exemption: final decision document<http://www.epa.gov/biotech_rule/pubs/fra/fd006.
htm>. Acesso em: 12/06/2013.

FALKOSKI, D. L.; GUIMARAES, V. M.; CALLEGARI, C. M.; REIS, A. P.; DE
REZENDE, S. T. Processing of soybean products by semipurified plant and microbial
alpha-galactosidases. Journal of Agricultural And Food Chemistry , v. 27, p.
10184-10190, 2006.

FDA Isoflavone research. U.S. Food and Drug Administration . Federal Register: v.
64, 206, otcober 26, 1999.

FENNEMA, O. R.; DAMODARAN, S.; PARKIN, K. L. Quimica de Alimentos de
Fennema. 4 Ed., Editora Artmed, Porto Alegre, 2010.

FUKUTAKE, M.; TAKAHASHI, M.; KANAMURA, H.; SUGIMURA, T,
WAKABAYASHI, K. Quantification of genistein and genistin in soybeans and
soybean products. Food and Chemical Toxicology , v. 34, p. 457-461, 1996.

GENOVESE M. |.; LAJOLO, M. F. Determinacédo de isoflavonas em derivados de
soja. Revista Ciéncia e tecnologia de alimentos , v. 21, p. 3-5, jan/abr, 2001.

GENOVESE, M. I.; PINTO, M. S.; BARBOSA, A. C. L.; LAJOLO, F. M. Avaliagéo do
teor de isoflavonas de “suplimentos nutricionais a base de soja”. Revista Brasileira
de Ciéncias farmacéuticas , v. 39, p. 159-167, 2003.

CHERYAN, M. Ultrafiltration Handbook . Lancaster, Pensylvania: Technomic
Publishing, 1986.

CARRAO-PANIZZI, M. C.; KITAMURA, K.; BELEIA, A. D. P.; OLIVEIRA, M. C. N.
Influence of growth locations on isoflavone contents in Brazilian soybean cultivars.
Breeding Science, v. 48, p. 409-413, 1998.

GUIMARAES, V. M.; DE REZENDE, S. T.; MOREIRA, M.A.; BARROS, E.G.; FELIZ,
C.R. Characterization of a-galactosidases from germinating soybean seed and their
use for hydrolysis of oligosaccharides. Phytochemistry , v. 58, p. 67-73, 2001.
HABERT, A. C.; BORGES, C. P.; NOBREGA, R. Processos de Separa¢do com
Membranas . Rio de Janeiro: E-papers Servigos Editoriais Ltda, 2006.



126

HARBORNE, J. B. The flavonoids : advances in research since 1986. Chapman and
Hall, p. 543, 1993.

HASLER, C. M. Functional Foods: Their Role in Disease Prevention and Health
Promotion. Food Technology , v.52, p. 63-70, 1998.

HENRISSAT, B.; BAIROCH, A. Updating the sequence-based classification of
glycosyl hydrolases. Journal Biochemistry , v. 316, p. 695-696, 1996.

HESAMI, S.; ALLEN, K. J.; METCALF, D.; OSTLAND, V. E. MACINNES, J. I.
LUMSDEN, J.S. Phenotypic and genotypic analysis of Flavobacterium psychrophilum
isolates from Ontario salmonids with bacterial coldwater disease. Canadian Journal
Microbiology , Ottawa, v. 54, p. 619-629, 2008.

HESSLER, P. E.; LARSEN, P. E.; CONSTANTINOU, A. I.; SCHRAM, K. H.; WEBER,
J. M. Isolation of isoflavones from soy-based fermentations of the erythromycin-
producing bacterium Saccharopolyspora erythraea. Application Microbiology
Biotechnology , v. 47, p. 398-404, 1997.

HOECK, J. A.; FEHR, W. R.; MUHRPHY, P. A.; WELKE, G. A. Influence of genotype
and environment on isoflavone contents of soybean. Crop Science , v. 40, p. 48-51,
2000.

HUMBLE, M. V.; KING, M. W.; PHILIPS, I. Api Zym: a simple rapid system for the
detection of bacterial enzymes. Journal of Clinical Pathology, v. 30, p. 275-277,
1977.

IMCOPA, Producao do melaco de soja . Disponivel em:
<http://www.imcopa.com.br>. Acesso em: 02/05/2013.

Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO),
Orientacdes sobre Validacdo de Métodos de Ensaios Quimicos, DOQ-CGCRE-008,
2003.

INSTITUTO ADOLFO LUTZ. Métodos fisico-quimicos para analise de alimentos
IV Ed., Sao Paulo, 2004.

IZUMI, T.; PISKULA M. K.; OSAWA, S.; OBATA, A.; TOBE, K.; SAITO, M,
KATAOKA, S.; KUBOTA, Y.; KIKUCHI, M. Soy isoflavone aglycones are absorbed



127

faster and in higher amounts than their glucosides in humans. The Journal of
Nutrition , v. 130, p. 1695-1699, 2000.

JAGER, S.; BRUMBAUER, A.; FEHER, E.; RECZEY, K.; KISS, L. Production and
characterization of B-Glucosidases from diferent Aspergillus strains. World Journal
of Microbiology & Biotechnology , v. 17, p. 455-461, 2001.

JOHNSON, L. A.; MYERS, D. J.; BURDEN, D. J. Soy Protein’s History, Prospectis in
Food, Feed. Inform , v. 3, p. 429-444, 1992.

KARP, S. G. Production of L-lactic acid from the soybean vinasse. Master
dissertation, Federal University of Parana/Universities of Provence and of the
Mediterranean Sea, Brazil/France, 2007.

KOBAYASHI, H.; SUZUKI H. Studies on the decomposition of raffinose by a-
galactosidase of mold. Il. Formation of mold pellet and its enzyme activity. Journal
Fermentation Technology , v. 50, p. 625-632, 1972.

KING, R. A.; BROADBENT, J. L.; HEAD, R. J. Absorption and excretion of the soy
isoflavone genistein in rats. Journal Nutrition , v. 126, p. 176-82, 1996.

LANCAS, F. M. Validacdo de métodos cromatograficos de analise . Editora Rima,
Sao Carlos, 2004

KUO, T. M.; LOWELL, C. A.; SMITH, P. T. Changes in soluble carbohydrates and
activities in maturing soybean seed tissues. Plant Science , Amsterdam, v.125, p.1-
11, 1997.

LEBLANC, J. G.; SILVESTRONI, A.; CONNES, C.; JUILLARD, V.; GIORI, G. S,
PIARD, J. C; SESMA, F. Reduction of non-digestible oligosaccharides in soymilk:
application of engineered lactic acid bacteria that produce alpha-galactosidase.
Genetics and Molecular Research . v. 3, p. 432-440, 2004.

LEHNINGER, A. L. Bioquimica . 4° ed., Editora Edgard Blucher, Sdo Paulo/SP,
2007.

LI-JUN, Y.; LI-TE, L.; ZAI-GUI, L.; TATSUMI, E.; SAITO, M. Changes in isoflavone
contents and composition of sufu (fermented tofu) during manufaturing. Food
Chemistry , v. 87, p. 587-592, 2004.



128

LIGGINS, J.; BLUCK, L. J. C.; RUNSWICK, S.; ATKIN SON, C.; COWARD, W. A;;
BINGHAM, S. A. Daidzein and genistein contento of fruits and nuts. Journal of
Nutrition Biochemistry , v. 11, p. 326-331, 2000.

LIMA, F. A. Producéo e caracterizagdo de [(-glicosidase vegetal e microbiana e
sua aplicagcdo para conversao de isoflavonas glicosi ladas em isoflavonas
agliconas . 137 f. Dissertacdo (Mestre em Ciéncia de Alimentos) — Faculdade de
Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas, 2003.

Lin E. S.; Wang C. C.; Sung S. C. Cultivating conditions influence lipase production
by the edible Basidiomycete Antrodia cinnemamomea in submerged culture.
Enzyme and Microbial Technology , v.39, p. 98-102, 2006.

LUMEN, B. O. Molecular strategies to improve protein quality and reduced flatulence
in legumes: A review. Food Structure , v. 11, p. 33-46, 1992.

MANCIANTI, F.; RUM, A.; NARDONI, S.; CORAZZA M. Extracellular enzymatic
activity of Malassezia spp. isolates. Mycopathologia , v. 149, p. 131-135, 2000.

MANTOVANI, D.; CARDOZO, F. L.; SANTOS, C. L., DE SOUZA, F. L. V;
WATANABE, S. C. Chromatographic Quantification of Isoflavone Content from Soy
Derivates Using HPLC Technique. Journal Chromatography Science , v. 47. 766-
769 2009.

MANTOVANI, D. Bioconversdo de isoflavonas glicosidicas em isoflav onas
agliconas do melaco de soja . 74 f. Dissertacdo (Mestre em Agronomia) —
Programa de Pdés-Graduagdo em Agronomia, Universidade Estadual de Maringa,
2010.

MANTOVANI, D.; Cardozo F. L.; Corazza, M.L.; ZANIN, G. M.; TAZINAFO, N. M;
COSTA, S. C.. Presenca de isoflavonas glicosidicas em residuo industrial e sua
bioconversdo enzimética para transformacdo em compostos isoflavonas agliconas.
Revista Brasileira de Tecnologia Agroindustrial , V.5, p. 606-617, 2011.

MAPA (Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento)
<http://www.agricultura.gov.br/arg_editor/file/Ministerio/gestao/projecao/ Projecoes%
20d0%20Agronegocio%20Brasil%202011-20012%20a%202021-022%20%282%29
%281%29.pdf>. Acesso em: 10/04/2013.



129

MARCOS, B.; MORESOLI, C.; SKOREPOVAB, J.; VAUGHAN, B. C. F. D. Modeling
of a transient hollow fiber ultrafiltration system for protein concentration. Journal of
Membrane Science , v. 337, p. 136-144, 2009.

MATSUBARA, Y., IWASAKI, K., NAKAJIMA, M., NABETANI, H.; NAKAO, S.
Recovery of oligosaccharides from steamed soybean waste water in Tofu processing
by reverse osmosis and nanofiltration membranes. Bioscience , Biotechnology , and
Biochemistry , v. 60, p. 421-428, 1996.

MATSUURA, M.; SASAKI, J.; MURAO, S. Studies on B-glucosidases from soybeans
that hydrolise daidzin and genistin: isolation and characterization of an isozyme.
Bioscience, Biotechnology and Biochemistry , V. 59, p. 1623-1627, 1995.

MATSUURA, M.; OBATA, A.; FUKUSHIMA, D. Objectionable flavor of soy milk
developed during the soaking of soybeans and its control. Journal of Food Science
v. 54, p. 602-605, 1989.

MANZANARES, P.; GRAAFF, L. H.; VISSER, J. Characterization of galactosidases
from Aspergillus niger: purification of a novel a-galactosidase activity. Enzyme and
Microbial Technology , v. 22, p. 383-390, 1998.

MONTEIRO, M. R. P.; COSTA, N. M. B.; OLIVEIRA, M. G. A.; PIRES, C. V,
MOREIRA, M. A. Qualidade protéica de linhagens de soja com auséncia do inibidor
de tripsina e das isoenzimas lipoxigenases. Revista de Nutricdo , v. 17, p. 195-205,
2004.

MORAES, F. P.; COLLA, L. M. Alimentos funcionais e nutracéuticos: defini¢oes,
legislacdo e beneficios a saude. Revista Eletronica de Farmacia , v. 3, p. 109-122,
2006.

MULIMANI, V. H.; THIPPESWAMY, S.; RAMALINGAM, E. Enzymatic degradation of
oligosaccharides in soybean flours. Food Chemistry , v. 59, p. 279-282, 1997.

NIELSEN, N. C. Soybean seed composition. In: Verma, D.P.S., Shoemaker, R.C.
(eds). Soybean: Genetics, Molecular Biology and Biotechnol ogy. CAB
International, Wallingford, p. 127-164, 1996.

NIELSEN, I. L.; WILLIAMSON, G. Review of the factors affecting bioavailability of soy
isoflavones in humans. Nutrition and Cancer-An International Journal , v. 57, p. 1-
10, 2007.



130

OETTERER, M.; REGITANO-d’ARCE, M. A. B.; SPOTO, F. M. H. Fundamentos de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos . Editora Malone, Baueri SP, 2006.

O'KEEFE, J. H.; NELSON, J.; HARRIS, W. B. Life-style change for coronary artery
disease. Postgraduate Medicinal , v.99, n.2, p.89-106, 1996.

OMONI, A. O.; ALUKO, R. E. Soybean foods and their benefits: Potential
mechanisms of action. Nutrition Reviews , v. 63, p. 272-283, 2005.

PARK, Y. K.; ALENCAR, S. M.; NERY, I. A.; AGUIAR, C. L.; PACHECO, T. A. R. C.
Enrichment of isoflavone aglycones in extracted soybean isoflavones by heat and
fungal B-glucosidase. Food and Science Industry , v. 34, p. 14-19, 2001.

PEREIRA, I. R. O.; DAMASCENO, N. R. T.; PEREIRA, E. C.; TAVARES, L. C;;
ABDALLA, D. S. P. Avaliacdo das concentracdes plasmatica e urindria de
isoflavonas purificadas de soja. Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences , v.
38, jul/set, 2002.

PEREIRA, M. C.; GULARTE, J. P.; VIZZOTTO, M. Otimizacdo do processo de
extracdo de compostos fendlicos antioxidantes de amora-preta (Rubus sp.). In: XVI
Congresso de Iniciacao Cientifica da UFPEL , 2007, Pelotas.

PESHIN, A.; MATHUR, J. M. S. Purification and characterization of B-glucosidase
from Aspergillus niger strain 322. Letters in Applied Microbiology , v. 28, p. 401-
404, 1999.

PITSON, M. S.; SEVIOUR R. J.; MCDOUGALL, B. M. Purification and
characterization of an extracellular B-glicosidase from the filamentous fungus
Acremontium persicinum and its probable role in B-glucan degradation. Enzyme and
Microbial Technology , v. 21, p. 182-190, 1997.

PORTER, J. E.; LADSCH, M. E.; HERRMANN, K. M. Biotechnology and
Bioengineering , v. 37, p. 356-363, 1991.

QURESHI, N.; LOLAS, A.; BLASCHEK, H. P. Soy molasses as fermentation
substrate for production of butanol using Clostridium beijerinckii BA101. Journal of
Industrial Microbiology and Biotechnology , V. 26, p. 290-295, 2001.

REDDY, P.; AHMED, M. N. Hematological studies in bullocks in natural out-breaks of
myrothecio toxicosis. Indian Veterinary Journal, v. 75, p. 416-418, 1998.



131

REN, H.; LIU, H.; ENDO, H.; TAKAGI, Y.; HAYASHI, T. Antimutagenic and
antioxidative activities found in chinese traditional soybean fermented products furu.
Food Chemistry , v. 95, p. 71-76, 2006.

RIAZ, M.N. Soy Applications in Food . 12 Edi¢cdo, London, Ed Taylor e Francis,
2006.

RIBANI, M.; BOTTOLI, C. B. G.; COLLINS, C. H.; JARDIM, I. C. S. F.; MELO, L. F.
C. Validacdo em métodos cromatograficos e eletroforéticos. Quimica Nova , v. 27, p.
771- 780, 2004.

ROBARDS, K.; PRENZLER, P. D.; TUCKER, G.; STWATSITANG, P.; GLOVER, W.
Phenolic compounds and their role in oxidative processes in fruits. Food Chemistry ,
Kidlington, v. 66, p. 401-436, 1999.

ROSS, J. A.; KASUME, C. M. Dietary Flavonoids: Bioavailability, Metabolic Effects,
and Safety. Annual Review Nutrition .v.22, p. 19-34, 2002.

RUEGGER, M. J. S.; TAUK-TORNISIELO, S. M. Atividade da celulase de fungos
isolados do solo da Estacédo Ecologica de Juréia-Itatins, Sdo Paulo, Brasil. Revista
brasileira de Botanica , v. 27, p. 205-211, 2004.

SAID, S.; PIETRO, R. C. L. R. Enzimas como agentes biotecnolégicos . Ribeirdo
Preto: Legis Summa, 2004.

SARRY, J. E.; GUNATA, Z. Plant and microbial glycoside hydrolases: volatile release
from glycosidic aroma precursors. Food Chemistry , v. 87, p. 509-521, 2004.

SETCHELL, K. D. R.; BROWN, N. M.; ZIMMER-NECHEMIAS, L.; BRASHEAR, W.
T.; WOLFE, B. E.; KIRSCHNER, A. S.; HEUBI, J. E. Evidence for lack of absorption
of soy isoflavone glycosides in humans, supporting the crucial role of intestinal
metabolism for bioavailability. The American Journal of Clinical Nutrition  , v. 76, p.
447-453, 2002.

SIQUEIRA, P. F. Production of bio-ethanol from soybean molasses by
Saccharomyces cerevisiae. Master dissertation. Federal University of
Parané/Universities of Provence and of the Mediterranean Sea, Brazil/France, 2006.

SIQUEIRA, P. F.; KARP, S. G.; IGASHIYAMA, A. H.; WIETZIKOSKI, F. G,
MEDEIROS, A. B. P.; SOCCOL, C. R. Production of Bio-ethanol from Soybean



132

Molasses by Saccharomyces cerevisiae : Process Scale-up. In: XVI Simpdsio
Nacional de Bioprocessos, Anais Sinaferm 2007, GRAFFIT, v. CD. p. 1-1, Curitiba,
2007.

SIQUEIRA, P. F.; KARP, S.G.; CARVALHO, J. C.; RODRIGUEZ-LEON, J. A;;
THOLOZAN, J. L.; SINGHANIA, R. R.; PANDEY, A.; SOCCOL, C. R. Production of
bio-ethanol from soybean molasses by Saccharomyces cerevisiae at laboratory, pilot
and industrial scales. Bioresource Technology, V. 99, p. 8156-8163, 2008.

SILVA, R. C. Remocdo de Galactooligossacarideos em Melaco de Soja para
Obtencao de Produtos de Interesse Industrial. 73 f. Tese (Doutorado em Bioquimica
Agricola) — Universidade Federal de Vigosa, 2010.

SONG, T.; BARUA, K.; BUSEMAN, G.; MURPHY, P. A. Soy isoflavones analysis:
guality control and a new internal standard. The American Journal of Clinical
Nutrition , v. 68, p. 1474S-1479S, 1998.

SUAREZ, F. L.; SPRINGFIELD, J.; FURNE, J. K.; LOHRMANN, T. T.; KERR, P. S,
LEVITT, M. D. Gas production in humans ingesting a soybean flour derived from
beans naturally low in oligosaccharides. American Journal of Clinical Nutrition , v.
69, p. 135-139, 1999.

STRATHMANN, H. Synthetic membranes and their preparation. In: PORTER, M.C.
Handbook of Industrial Membrane Technology. Nova Jersey: Noyes Publications,
1990.

STATSOFT. STATISTICA" 8.0 from Statsoft Inc. Tulsa, USA: Statsoft.

TORREZAN, R.; CRISTIANINI, M. Reviséo: efeito do tratamento sob alta presséo
sobre as propriedades funcionais da proteina de soja e interagdo proteina-
polissacaridios. Boletim CEPPA , v. 23, p. 201-220, 2005.

TSUKAMOTO, C.; SHIMADA, S.; IGITA, K.; KUDOU, S.; KOKUBUN, M.; OKUBO,
K.; KITAMURA, K. Factors affecting isoflavones content in soybean seeds: changes
in isoflavones, saponins and composition of fatty acids at different temperatures
during seed development. Journal of Agriculture and Food Chemistry , v. 43, p.
1184-1192, 1995.

VELDMAN, A.; VEEN, W. A. G.; BARUG, D.; VAN PARIDON, P. A. Effect of a-
galactosides and a-galactosidase in feed on ileal piglet digestive physiology. Journal
of Animal Physiology and Animal Nutrition  , v. 69, p. 57-65, 1993.



133

VENDRUSCOLO, F. P. M.; ALBUQUERQUE, F. Streit, Apple pomace: a versatile
substrate for biotechnological applications, Critical Reviews in Biotechnology , v.
28, p. 1-12, 2008.

VIANA, P.; REZENDE, S.; MARQUES, V.; TREVIZANO, L.; PASSOS, F.; OLIVEIRA,
M.; BEMQUERER, M.; OLIVEIRA, J.;: GUIMARAES, V. Extracellular a-Galactosidase
from Debaryomyces hansenii UFV-1 and Its Use in the Hydrolysis of Raffinose
Oligosaccharides. Journal Agriculture Food Chemistry , v. 54, p. 2385-2391, 2006.

VIANA, P. A.; DE REZENDE, S. T., FALKOSKI, D. L.; LEITE, T. A.; JOSE, I. C.;
MOREIRA, M. A.; GUIMARAES, V. M. Hidrolysis of oligosaccharides in soybean
products by Debaryomyces hanseni UFV-1 a-galactosidases. Food Chemistry , v.
103, p. 331-337, 2007.

VIEILLE, C.; ZEIKUS, G. J. Hyperthermophilic enzymes: sources, uses, and
molecular mechanisms for thermostability. Microbiology and Molecular Biology
Reviews, v. 65, p.1-43, 2001.

WALKER, H. L.; TILLEY, A. M. Evolution of an isolate of Myrothecium verrucaria
from Sicklepood (Senna obstusifolia) as a potential mycoherbicide agent. Biological
Control , v. 10, p. 104-112, 1997.

WALLECHA, A.; MISHRA, S. Purification and characterization of two B-glucosidases
from a thermo-tolereant yeast Pichia etchellsii. Biochimica et Biophysica Acta ,
Amsterdam, v. 1649, p. 74-84, 2003.

WANG, H.; MURPHY, P. A. Isoflavone composition of American and Japanese
soybeans in lowa. Effects of variety, crop year, and location. Journal of Agricultural
and Food Chemistry , v. 42, p. 1674-1677, 1994.

XU, X.; HARRIS, K. S.; WANG, H.; MURPHY, P. A.; HENDRICH, S. Bioavailability of
soybean isoflavones depends upon gut microflora in women. The Journal of
Nutrition , v. 125, p. 2307-2315, 1995.

YAN, T. R.; LIAU, J. C. Synthesis of cello-oligosaccharides from cellobiose with [3-
glucosidase Il from Aspergillus niger. Biotechnology Letters, Dordrecht , v. 20, p.
591-594, 1998.

YANG, Q.; PENG, X.; YANG, L.; HAN, J.; YANG, Y.; WU, G. The utilisation of
vinegar waste. Journal Shanxi Agricultural Science.  v.37, p. 44-46, 2009.



134

YAMABE, S.; KOBAYASHI-HATTORI, K.; KANEKO, K.; ENDO, H.; TAKITA, T. Effect
of soybean varieties on the content and composition of isoflavone in rice-koji miso.
Food Chemistry , v. 100, p. 369-374, 2007.

ZANETTE, R. A. Variagbes no perfil enzimatico de isolados do oociceto Pythium
insidiosum. 55 f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncia Veterinaria) — Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncia Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
2010.



135

ANEXO A

Resultado referente a identificacdo da espécie e género do micro-organismo isolado
do solo realizado pelo Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas Biolégicas e
Agricolas (CPQBA).

s‘& UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS 5O 3..'14

=) Q3

a¥' CENTRO PLURIDISCIPLINAR DE PESQUISAS L
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FMQ-07 RELATORIO TECNICO Edigao/Revisao: 2/4
Emissdo: GGQ

NUMERO PROCESSO: CPQBA 327/12 DRM PAGINA: 4 de 5
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Figura 1. Arvore filogenética demonstrando as relagdes evolutivas entre as sequéncias parciais do gene da
calmodulina da amostra CPQBA 327-12 DRM 01 e sequéncias de linhagens de micro-organismos
relacionados presentes nas bases de dados CBS e Genbank. W
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APENDICE A

Curva de Calibracéo referente aos valores de atividade enzimatica das enzimas [3-
Gli e a-Gal
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APENDICE B

Curva de calibracdo do acido gélico.
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APENDICE C

Para cada passagem em membranas contendo tamanhos especificos
estudados 0,22um, 300 kDa e 30 kDa, foram realizados célculos relacionados a

recuperacéo de fluxo e fouling, valores demonstrados para cada fracao.

Processo de separacao por membranas (PSM), passagem com 0,22um
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Parametros Valores (%)
Fouling 99,7
Recuperacéo fluxo 75,1
°Brix do permeado 5,8

Processo de separacao por membranas (PSM), passagem com 300 kDa
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Parametros

Valores (%)

Fouling
Recuperacéo fluxo
°Brix do permeado

99,0
69,7
5,1

Processo de separacdo por membranas (PSM), passagem com 5 kDa
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Fouling 99,1
Recuperacao fluxo 68,9
°Brix do permeado 4,6
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APENDICE D

Os cromatogramas das Figuras A, B e C representam as condi¢des iniciais
dos extratos de isoflavonas obtidas dos extratores metanol 80%, etanol 90% e agua
antes da bioconversdo enzimética. Todos os compostos de isoflavonas séao
identificados pelos numeros: 1- daidzina, 2- glicitina, 3- genistina, 4- daidzeina, 5-
gliciteina e 6- genisteina.
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APENDICE E

As condigBes cromatograficas referentes aos extratos de isoflavonas obtidos
com o0 uso dos solventes metanol 80%, etanol 90% e agua foram realizadas
seguindo determinacdes dos 6rgdos de competéncia nacional credenciados por
aplicar recomendac0es relacionadas a validacdes e normalizagbes aos laboratorios
analiticos, ANVISA RE n° 899 de 29/05/2003 e INMETRO DOQ-CGCRE-008 de
03/2003. Neste sentido, todos os processos de bioconversdo referentes aos
compostos de isoflavonas formas glicosidicas e agliconas foram realizados por
planejamento de experimentos 2° utilizando variaveis independentes (agitacéo,
razdo extrato enzimatico e tempo), e conducado dos resultados em triplicada.

As amostras obtidas foram analisadas por cromatografia liqguida de alta
eficiéncia (CLAE) com repetibilidade intra e inter-ensaios. Os cromatogramas das
Figuras A, B e C representam as condi¢cdes em triplicata dos extratos de isoflavonas
obtidas dos extratores metanol 80% bioconvertidos com o uso da enzima (B-Gli.
Todos os compostos de isoflavonas séo identificados pelos niameros: 1- daidzina, 2-

glicitina, 3- genistina, 4- daidzeina, 5- gliciteina e 6- genisteina.
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Os cromatogramas das Figuras A, B e C representam as condigcbes em

triplicata dos extratos de

isoflavonas obtidas dos extratores etanol

90%

bioconvertidos com o uso da enzima B-Gli. Todos os compostos de isoflavonas sao

identificados pelos numeros: 1- daidzina, 2- glicitina, 3- genistina, 4- daidzeina, 5-

gliciteina e 6- genisteina.
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Os cromatogramas das Figuras A, B e C representam as condigcbes em

triplicata dos extratos de isoflavonas obtidas dos extratores agua bioconvertidos com

0 uso da enzima B-Gli. Todos os compostos de isoflavonas séo identificados pelos

nameros: 1- daidzina, 2- glicitina, 3- genistina, 4- daidzeina, 5- gliciteina e 6-

genisteina.
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