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HANDA, Cintia Ladeira. Fermentacao de farinha de soja com Aspergillus oryzae
ou Monascus purpureus para producao de enzimas com atividade de B-
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RESUMO

A fermentacdo em estado sélido (FES) de farinha de soja com diferentes fungos
pode ser utilizada para producdo de enzimas como a [3-glicosidase, que durante o
processo pode bioconverter as isoflavonas glicosidicas em agliconas. O objetivo
deste trabalho foi avaliar os parametros do processo de FES da farinha de soja
desengordurada (FSD) com Aspergillus oryzae 10C 3999/1998 ou Monascus
purpureus NRRL 1992. Foi utilizado o planejamento fatorial composto central
rotacional (PCCR) 2° para otimizar a producdo de enzima com atividade de B-
glicosidase e avaliar a bioconversdo das isoflavonas glicosidicas em agliconas das
FSD fermentadas. As variaveis investigadas foram o pH inicial da FSD, volume de
agua adicionada a 10 g de FSD e temperatura de incubacédo. A atividade de [3-
glicosidase foi medida utilizando o substrato sintético p-nitrofenil-B-D-
glucopiranosidio (p-NPG). A separacao e quantificacdo das diferentes formas
quimicas das isoflavonas foram realizadas por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia (CLUE). As condic¢des 6timas de FES de FSD com Aspergillus oryzae 10C
3999/1998 ou Monascus purpureus NRRL 1992 para a maxima producdo de enzima
com atividade de B-glicosidase ocorreram com adicdao de 10 mL de agua a FDS,
incubacgédo a 30°C e pH inicial da FDS de 6,0, sendoque para o Aspergillus oryzae
IOC 3999/1998 o efeito de pH foi independente no intervalo de 5,2 e 6,8. Nas
mesmas condicdes de fermentacao, o Aspergillus oryzae 10C 3999/1998 produziu
atividade de B-glicosidase de 10,7 vezes superior ao Monascus purpureus NRRL
1992. Entretanto, a fermentacdo da FSD com Monascus purpureus NRRL 1992 foi
mais eficiente para bioconverter as isoflavonas glicosidicas em agliconas. A FES da
FSD com Aspergillus oryzae 10C 3999/1998 ou Monascus purpureus NRRL 1992
promoveu aumento no teor de isoflavonas agliconas.

Palavras-chave: Fermentacdo em estado sélido. Isoflavonas. Farinha de soja. B-
glicosidase. Planejamento composto central rotacional. Aspergillus oryzae.
Monascus purpureus.



HANDA, Cintia Ladeira. Fermentation of soy flour with Aspergillus oryzae or
Monascus purpureus for production of enzyme with B-glucosidase activity and
bioconversion of isoflavones in aglycones. 2013. 87 p. Dissertation (Master’s
Degree in Food Science) — State University of Londrina. Londrina, 2013

ABSTRACT

The solid state fermentation (SSF) of soybean flour by fungi can be used to produce
enzymes such as [-glucosidase, which during the process may to convert
isoflavones glycosides to aglycones. The aim of this study was to evaluate the
parameters of the process of SSF of defatted soybean flour (DSF) with Aspergillus
oryzae |0C 3999/1998 or Monascus purpureus NRRL 1992. For this purpose was
used the Rotation Central Composite Design (RCCD) 2°to optimize the production of
enzyme with B-glucosidase activity and to avaluate the bioconversion of glycosidic
isoflavones in aglycones of fermented DSF. The variables investigated were initial pH
of DSF, volume of water added to 10 g of DSF and incubation temperature. The [3-
glucosidase activity was measured using the synthetic substrate p-nitrophenyl-3-D-
glucoside (p-NPG). The separation and quantification of different chemical forms of
isoflavones was conducted by Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC).
The optimal conditions of SSF of DSF with Aspergillus oryzae 10C 3999/1998 or
Monascus purpureus NRRL 1992 to highest the production of enzyme with B-
glucosidase activity occurred with addition of 10 mL water the DSF, incubating at 30
°C and 6.0 as initial pH of DSF. To Aspergillus oryzae 10C 3999/1998, the effect of
pH was independent in the range of 5.2 to 6.8. Using the same conditions of
fermentation, Aspergillus oryzae 10C 3999/1998 presented B-glucosidase activity
10.7 times higher than Monascus purpureus NRRL 1992. However, the fermentation
of DSF was more efficient in convert glycosidic isoflavones in aglycones using
Monascus purpureus NRRL 1992. The SSF of DSF with Aspergillus oryzae 10C
3999/1998 or 1992 Monascus purpureus NRRL promoted increase in isoflavones
aglycones under evaluated conditions.

Key words: Solid state fermentation. Isoflavones. Soybean flour. B-glucosidase.
Rotational central composite design. Aspergillus oryzae. Monascus purpureus.
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1 INTRODUCAO

Uma ampla variedade de compostos tem sido sugerida como
antioxidantes in vivo e em alimentos (HALLIWELL et al., 1995). Os flavondides sao
compostos polifendlicos que apresentam atividade antihepatotdxica, anti-
inflamatéria, antialérgica, antiosteoporética e anticancerigena, cujos efeitos estdo
associados com a atividade antioxidante (SILVA et al., 2002). Dentre estes, as
isoflavonas da soja tem sido amplamente investigadas devido a capacidade de
reduzir os riscos de doencas cardiovasculares, inibir o crescimento de células
cancerigenas, prevenir doengas como osteoporose e amenizar sintomas da
menopausa. Esta capacidade das isoflavonas & fortemente influenciada pela sua
estrutura quimica (VILLARES et al.,, 2011). Além das isoflavonas, a soja contem
outros compostos de interesses com atividade biolégica que incluem os fitoesterdis,
inibidores de protease e saponinas (SUGANO, 2006). Na soja as isoflavonas
ocorrem em quatro formas quimicas distintas denominadas de: agliconas (daidzeina,
genisteina e gliciteina), B-glicosidicas (daidzina, genistina e glicitina), acetil
glicosidicas  conjugadas  (6”-O-acetildaidzina, = 67-O-acetilgenistina,  6”-O-
acetilglicitina) e malonil glicosidicas conjugadas (6”-O-malonildaidzina, 6”-O-
malonilgenistina e 6”-O- malonilglicitina) que totalizam doze diferentes formas. As
formas B-glicosidicas possuem uma molécula de glicose ligada na posicao 7 do anel
benzeno e as formas conjugadas sao esterificadas no carbono 6 da molécula de
glicose (LIU, 1997). Na soja as principais isoflavonas encontradas estdo nas formas
glicosidicas que constituem de 50 a 90% das isoflavonas totais. No entanto, as
isoflavonas agliconas estdo presentes em menor quantidade, porém, apresentam
maior atividade bioldgica (IZUMI et al., 2000; PYO; LEE; LEE, 2005). Em produtos
de soja o contetudo e composi¢cao de isoflavonas dependem das condi¢des e tipo de
processamento como tratamento térmico, cozimento, fermentacdo e hidrélise com
enzima (WANG; MURPH, 1994).

O potencial bioativo e de absor¢do no intestino das isoflavonas
agliconas €& superior as suas formas glicosidicas correspondentes. Portanto, o
enriquecimento de produtos de soja com isoflavonas agliconas aumentou
consideravelmente e, em geral, utilizam processos que visam a conversdao de
isoflavonas glicosidicas em agliconas (IZUMI et al., 2000). Estes processos
envolvem a acdo de enzimas provenientes da fermentacdo microbiana (PHAM;
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SHAH, 2009) como bactérias (DONKOR; SHAH, 2008; CHIEN; HUANG; CHOU,
2006) ou fungos (PARK et al., 2001) ou de fontes vegetais e animais. A producéo
de enzima com atividade de pB-glicosidase de fonte microbiana produzida por
processo fermentativo apresenta maior vantagem, pois requer menos investimento e
pode ser produzida em grande escala (LANGSTON; SHEEHY; XU, 2006). A
conversao das diferentes formas quimicas de isoflavonas da soja depende do tipo
de micro-organismo e do potencial de hidrélise da enzima produzida (OTIENO;
ASHTON; SHAH, 2006). Além disso, a hidrolise das ligagdes glicosidicas das
isoflavonas pela B-glicosidase depende também do tempo e temperatura de
fermentacao (MATSURA; OBATA, 1993).

No processo de fermentacdo em estado semissoélido ou sélido (FES)
0S micro-organismos sao cultivados nas superficies de materiais sélidos com
limitada quantidade de agua e pode ser utilizado para obtencdo de enzimas
microbianas. Os meios de cultivo devem ser favoraveis e conter todos os nutrientes
necessarios para a sintese celular e formacao do produto desejado (WARD, 1991).
A eficiéncia do processo de FES depende das condicdes de fermentacdo (MARTINS
et al., 2011). A producgédo de enzima fangica com atividade de B-glicosidase por meio
de FES pode ser influenciada pelas condi¢des de pH inicial e umidade do substrato,
temperatura e tempo de incubacdo (QIAN et al., 2012). E para aumentar o
rendimento do processo de FES é importante otimizar as condi¢cdes de fermentacao
estabelecendo adequadamente os parametros fisicos e quimicos (FRANCIS et al.,
2003). Neste sentido, o uso de ferramentas estatisticas com planejamentos
experimentais adequados possibilita melhorar os processos de fermentacdo e
investigar as possiveis combinacdes entre multiplos fatores (SEN; SWAMINATHAN,
1997).

Os fungos filamentosos sdo mais adaptados para desenvolverem em
processo de FES devido as suas propriedades fisiolégicas e bioquimicas. O
Aspergillus oryzae é um fungo muito utilizado no Japado principalmente para
producao de produtos fermentados como molho de soja, saqué, temperos e vinagre.
Devido o potencial de producao de varias enzimas, este fungo € amplamente
utilizado na area da biotecnologia moderna (MACHIDA; YAMADA; GOMI, 2008),
além disso, as espécies de Aspergillus estao entre os fungos mais promissores para
a producao de B-glicosidase (SOLOVYEVA et al.,, 1997). Ja o fungo Monascus

purpureus € utilizado tradicionalmente no leste asiatico para a producdo de
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alimentos fermentados e também para a obtengéao de produtos secundarios que sao
utilizados como pigmento alimentar ou agente biolégico (LEE; YANG; MAU, 2008). A
utilizacdo deste fungo como produtor de B-glicosidase, somente foi avaliada por
Daroit et al. (2007).

Considerando o potencial de producao de enzimas que hidrolisam as
ligacbes B-glicosidicas, este trabalho teve como objetivo avaliar os pardmetros do
processo de FES da farinha de soja desengordurada (FSD) com Aspergillus oryzae
IOC 3999/1998 ou Monascus purpureus NRRL 1992 utilizando o planejamento
fatorial composto central rotacional (PCCR) para otimizar a producédo de enzima com
atividade de B-glicosidase e investigar a bioconversdo das isoflavonas glicosidicas

em agliconas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ASPECTOS GERAIS DA SOJA

A soja tem origem atribuida ao continente asiatico e ha 5 mil anos na
China foi considerada como uma das plantas sagradas (GOLBITZ; JORDAN, 2006).
Em 1882 foi introduzida no Brasil por Gustavo D utra no estado da Bahia. Em 1941
ha registro no Anuério Agricola do Rio Grande do Sul, onde instalou-se em Santa
Rosa, a primeira industria processadora de soja. Em 1949, o Brasil apareceu pela
primeira vez como produtor de soja nas estatisticas internacionais. Sendo que em
1942 os Estados Unidos ja ocupavam o primeiro lugar na producao mundial. No
Parana foi introduzida em 1936 e somente em 1955 comecou a ser cultivada
efetivamente apdés uma grande geada, quando seu cultivo foi recomendado para
minimizar as consequéncias desse fenémeno climatico nos cafezais (BONATO;
BONATO, 1987).

Na safra 2011/2012 o Brasil atingiu o recorde de area plantada com
25 milhdes de hectares, representado 50% de toda a area cultivada, no entanto,
devido a estiagem prolongada a safra foi 12% menor do que o ano anterior.
Entretanto, ha perspectivas de que na safra 2012/2013 o Brasil j4 assuma a
lideranca mundial no agronegécio da soja, tanto em producédo como em exportacao,
com expectativa de producao de 80 milhdes de toneladas. Além disso, o pais possui
maior capacidade de multiplicar a producao, tanto pelo aumento da produtividade
guanto pelo potencial de expansao da area cultivada (REETZ et al., 2012).

A soja é classificada como Glycine max (L.) pertence a classe
Dicotyledoneae, ordem Rosales, familia Leguminosae, subfamilia Papilionidae e ao
género Glycine L. Seus produtos sdo amplamente investigados devido ao valor
nutritivo, as suas propriedades funcionais na industria de alimentos e como alimento
funcional por meio de suas proteinas (CIABOTTI et al., 2006) e outros compostos
bioativos (SUGANO, 2006). A soja convencional possui composicdo quimica quase
completa, incluindo proteinas, lipideos, carboidratos e muitos minerais. E uma
leguminosa formada pelos cotilédones que constituem 90% da massa total do grao,
o hipocétilo representa 2-3% do total do gréo e a casca representa 6% da massa
total do grao (TSUKAMOTO et al., 2001). A composi¢ao quimica da soja depende da

cultivar, das condigbes de crescimento e regido de cultivo e contém em base umida,
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35% de proteina, 17% de lipideos, 31% de carboidratos e 4,4% de cinzas e minerais
(LIU, 1997).

A soja pode ser utilizada para fins alimenticios para humanos ou
animais, para produtos industrializados e matéria-prima para agroindustrias. A soja
pode ser fermentada ou processada, gerando o 6leo, farelo e farinha, seguidos de
concentrados e isolados proteicos e, ainda, estes podem ser adicionados em
produtos carneos, na panificacdo, em molhos, massas, bebidas, sopas e alimentos
dietéticos (PAN; TANGRATANAVALEE, 2003; BARNES, 2010). A fermentagcdo do
gréo de soja produz vérios tipos de alimentos tradicionalmente conhecidos como
misso, shoyu, natto e tempeh. Quando os graos de soja séo tratados termicamente
pode-se obter o extrato aquoso e o residuo denominado okara. O extrato aquoso
coagulado com alguns sais produz o tofu (BARNES, 2010). Além disso, a soja pode
ser consumida também como hortalica e nesse sentido a Embrapa tem realizado
estudos para verificar a predisposicao de variedades de soja para uso como brotos
de soja (moyashi), consumidos in natura, ou como soja verde, imatura do tipo
vegetal, cujo consumo pode ser similar a ervilha (REETZ et al., 2012). A soja
desenvolvida e colhida no estadio R6 pode ser consumida in natura ou processada
como soja tipo vegetal (CZAIKOSKI et al., 2013).

A farinha de soja pode ser utilizada como ingrediente para uma
variedade de produtos alimenticios incluindo sopas, bebidas, sobremesas, produtos
de padaria, cereais matinais e produtos carneos (HETTIRACHCHY; KALAPATH,
1997). A farinha desengordurada de soja é obtida por trituragdo fina de flocos de
soja desengordurados que, por sua vez, sao produzidos por esmagamento do grao
em moinho de rolo e o 6leo é extraido com solvente. Qualquer solvente restante é
removido do floco por evaporacdo. Desse modo, a farinha desengordurada de soja
tem maior teor de proteina em comparacao a farinha de soja integral. A farinha de
soja desengordura contém de 44 a 54% de proteinas, 0,5 a 1% de lipideos, 17 a
18% de fibra alimentar e 30 a 35% de carboidratos totais, além disso, apresenta
maior teor de isoflavonas do que o grao de soja ou produtos derivados (GOLBITZ;
JORDAN, 2006). Em relacdo as formas de isoflavonas a farinha desengordurada de
soja comercial apresenta predominancia de conjugados malonil glicosideos e [3-
glicosideos similar aos graos de soja (BARBOSA et al., 2006).

O consumo direto da soja na alimentagdo humana ainda é discreto,
no entanto, os seus efeitos benéficos sdo cada vez mais divulgados pelos meios de
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comunicacado, e produtos a base do grdao estdo sendo impulsionados para o
consumo (REETZ et al., 2012). A entrada de empresas de alimentos tradicionais no
mercado de alimentos de soja aumentou 0 acesso aos consumidores, de tal forma
que cerca de metade de todos os produtos de soja sdo comercializados em grandes
estabelecimentos de varejo do que em lojas especializadas (MESSINA, 2002). O
consumo de alimentos a base de soja em paises orientais tem sido relacionados
com as boas condicées de saude das populagdes por meio de comparacdes entre
as dietas, cujas constatacdes tém sido associadas a presenca de isoflavonas nesses
alimentos (FERRARI; DEMIATE, 2001). As isoflavonas tém sido investigadas por
apresentarem efeitos benéficos na diminuicdo do risco para a saude como cancer,
menopausa e doencas cardiovasculares (MCCUE; SHETTY, 2004). Diante do
potencial da soja, muitas pesquisas foram realizadas para determinar os
componentes ativos associados aos beneficios a saude (ISMAIL; HAYES, 2005).

A soja contém um amplo numero de compostos de interesse
biolégico, que incluem os fitoesterdis, os inibidores de protease e as saponinas, além
das isoflavonas que sao polifendis heterociclicos com estrutura difendlica similar ao
estrogénio (ROSTAGNO; ARAUJO; SANDI, 2002).

Os fitoestrégenos sdo compostos que apresentam dois grupos
principais: as isoflavonas e lignanas. Uma dieta pode apresentar um grande efeito
sobre o risco de doencas horménio-dependentes e, nesse sentido, os fitoestrogenos
tém sido implicados na diminuicao do risco de cancer. Esta constatacado deve-se ao
fato de que os niveis plasmaticos e urinarios de fitoestrégenos sdo mais elevados
em regides onde a incidéncia de cancer € baixa em comparacdo com regides onde a
incidéncia de céncer é elevada. A variacdo na microbiota intestinal também pode
estar relacionada com o risco de cancer conforme evidenciado pela incapacidade de
certos individuos produzirem fitoestrégenos ativos (MAGEE; ROWLAND, 2004)

Segundo Barnes (2010) a estrogenicidade da isoflavona ndo é o
unico mecanismo pelo qual estes compostos poderao ter bioatividade, uma vez que
as isoflavonas inibem a tirosina quinase, possuem atividade antioxidante, tem
capacidade de inibir as enzimas de biossintese de esterdides e inibir metastases.
Estas varias propriedades poderiam explicar a menor incidéncia de cancer de mama

em populacdes da Asia com relacado aos Norte-Americanos e Europeus.
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2.2 ESTRUTURA DE ISOFLAVONAS E SUAS FUNGOES

As isoflavonas sdo utilizadas como moléculas sinalizadoras em
plantas para o estabelecimento de relagbes simbidticas com as bactérias rizdbias
resultando na formacao de nddulos de fixagdo de nitrogénio nas raizes (NEWELL-
MCGLOUGHLIN, 2010). Além disso, tém fungdes na protecado contra a luz UV, na
defesa contra micro-organismos patogénicos ou pragas e na regulacdo do
crescimento e atividade de algumas enzimas (FORKMANN; MARTENS, 2001).

As isoflavonas estdo quimicamente relacionadas aos flavondides e
portanto sao incluidas neste grupo. Distinguem-se pelo numero de hidroxilas,
metoxilas e outros substituintes sobre os dois anéis benzeno (SCHWARTZ; ELBE;
GIUSTI, 2010). A estrutura basica dos flavonoides (Figura 1) é formada pelo nucleo
flavona, que é composto por 2 anéis benzeno (A e B) ligados por um anel
heterociclico pirano (C) (LIU, 1997).

Figura 1: Estrutura geral de flavonodide

7
6

Fonte: Liu (1997).

Embora categorizadas como polifendis, as isoflavonas sao
estudadas separadamente, pois constituem um subgrupo especial de flavonoides
que nao sao comumente encontrados em frutas e vegetais (COWARD et al., 1998).
Para a biossintese de isoflavona (Figura 2) a fenilalanina reage primeiro com a
malonil-CoA para produzir 4-hydroxycinnamoyl CoA. A chalcona sintase catalisa a
reacao de 4-hydroxycinnamoyl CoA com trés moléculas de malonil-CoA para formar
uma chalcona. A chalcona isomerase fecha o anel heterociclico e forma naringenina.

A isoflavona sintase introduz um grupo 2-hidroxil, que por sua vez € removido por
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uma isoflavona desidratase para produzir daidzeina (7,4 '-di-hidroxiisoflavona) e
genisteina (5,7,4 '-trihidroxiisoflavona), contudo, a biossintese de gliciteina (7,4 '-di-

hidroxi-6-metoxiisoflavona) ainda nao foi totalmente compreendida (BARNES, 2010).

Figura 2- Via de biossintese de isoflavona

L-phenylalanine

4-hydroxycinnamoyl-CoA

3 x malonylCoA
chalcone synthasa

l OH

isoflavone synthase

chalcone isomerase

Fonte: Barnes (2010).

As plantas leguminosas tais como soja e trevo vermelho (Trifolium
pratense) sao conhecidas como fontes de isoflavonas, que podem ser encontradas
sob as formas de agliconas ou glicosidica(TSAO; YANG; YOUNG, 2003, CHIEN;
HUANG; CHOU, 2006). Na soja as isoflavonas podem ocorrer em quatro estruturas
quimicas distintas: as agliconas (daidzeina, genisteina e gliciteina), as B-glicosidicas
(daidzina, genistina e glicitina), as acetil glicosidicas (6”-O-acetildaidzina, 6”-O-
acetilgenistina, 6”-O-acetilglicitina) e as malonil glicosidicas (6”-O-malonildaidzina,
6”-O-malonilgenistina e 6”-O- malonilglicitina) totalizando doze diferentes formas. As
formas B-glicosidicas possuem uma molécula de glicose ligada na posicao 7 do anel
benzeno e as formas conjugadas séao esterificadas no carbono 6 da molécula de
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glicose (LIU, 1997). A estrutura das principais isoflavonas da soja estédo
apresentadas na Figura 3 (LEE et al., 2005).

Figura 3: Estrutura quimica da genisteina, daidzeina, glicitina e alguns dos seus
conjugados glicosidicos e malonil
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Glicitina Malonil Glicitina

Fonte: Lee et al. (2005)

Alguns pesquisadores sugerem que as formas agliconas séo
absorvidas mais rapidamente e mais facilmente do que as glicosidicas (TSAO;
YANG; YOUNG, 2003; CHIEN; HUANG; CHOU, 2006). De acordo com Arditi et al.
(2000) a biodisponibilidade de isoflavonas ocorre através da acdo da flora intestinal
durante a degradacédo de compostos que € influenciada pela dose ingerida na dieta
e acao de enzimas bacterianas, especialmente a enzima [-glicosidase. Nesse
sentido, as isoflavonas glicosidicas, que ndo podem ser absorvidas, sao hidrolizadas
por acado dessas enzimas em suas formas agliconas.

A concentracdo de isoflavonas em produtos de soja depende de
fatores genéticos do grdo, do ambiente em que foi cultivado e do processamento

utilizado, sendo que os niveis de isoflavonas em soja cultivada no mesmo campo e
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no mesmo ano podem variar (RIAZ, 2006). Genovese, Hassimotto e Lajolo (2005)
estudaram o conteudo e o perfil de isoflavonas de 14 variedades de soja
desenvolvidas pela Embrapa e observaram que o conteudo variou significativamente
entre as variedades (57-188 mg de isoflavonas/100 g de grao de soja) sendo que 90
a 95% estavam na forma glicosidica.

Fatores como tempo de processamento, processo de extracao,
diluicdo com outros ingredientes, hidrélise enzimatica e fermentacao podem afetar o
conteudo e o perfil de isoflavonas nos alimentos (BARNES, 2010). Murphy (1982) e
Wang e Murphy (1994) relataram que, ao determinar os niveis de isoflavonas de soja
e produtos a base de soja, foram encontradas diferencas significativas no conteudo
e distribuicdo de isoflavonas, principalmente em produtos processados a base de
soja.

As isoflavonas exercem propriedades antioxidantes protegendo os
alimentos da deterioracao oxidativa dos lipideos (FRITZ et al., 2003). Como o
conteudo total e tipo de isoflavonas. Assim, o teor de fenélicos dos produtos de soja
dependem do processamento. A capacidade antioxidante desses produtos pode
variar significativamente e parece estar associada tanto aos teores de compostos
fendlicos totais, como a estrutura das agliconas e aos diferentes tipos de conjugacao
presentes (BARBOSA et al., 2006).

Todas as isoflavonas apresentam acado antioxidante, porém, esta
varia amplamente, conforme a estrutura. A genisteina, com grupos hidroxila nas
posicoes 5, 7 e 4, exibe maior poder antioxidante (ARORA; NAIR; STRASBRUG,
1998). Segundo Tsao, Yang e Young (2003) a atividade antioxidante das isoflavonas
ocorreu na seguinte ordem: genisteina > daidzeina = genistina = biochanina A =
daidzina > formononetina = ononina.

O centro ativo da atividade antioxidante das isoflavonas é o anel B,
que é o responsavel por sequestrar os radicais livres. Além disso, as isoflavonas
possuem a habilidade de quelar metais dependendo da posi¢cdo das hidroxilas
fendlicas (ZHANG; WANGB; SUNC, 2003). Outro mecanismo que poderia explicar a
atividade antioxidante das isoflavonas pode ser a capacidade de estabilizar as
membranas celulares, distribuindo-se no seu interior hidrofébico com diminuigédo
drastica da fluidez dessa regidao, podendo impedir estericamente a difusdo de
radicais livres e diminuir a cinética das reac¢des de oxidacdo (ARORA et al., 2000).
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2.3 BIOCONVERSAO DE ISOFLAVONAS GLICOSIDICAS EM AGLICONAS

As isoflavonas podem ser convertidas em diferentes formas de
conjugados com efeitos significativos na biodisponibilidade, sendo que as agliconas
sao absorvidas mais facilmente do que os conjugados glicosidicos devido o baixo
peso molecular que melhora a difusdo (XU et al., 2000). Assim, a conversao dos
glicosideos em agliconas é importante, uma vez que a biodisponibilidade e o
isoflavonas estdo fortemente
moleculares (Figura 4) (HUBERT et al., 2008).
possuem maior atividade biol6gica (LIN; WEI; CHOU, 2006) e, portanto, produtos

metabolismo das ligados as suas estruturas

Além disso as formas agliconas

ricos em isoflavonas agliconas podem apresentar maior atividade antioxidante e
consequentemente maior capacidade em diminuir o risco de doencas crénicas do

que as formas glicosidicas (IZUMI et al., 2000).

Figura 4: Estruturas quimicas das isoflavonas
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Fonte: Liu (1997).

Assim, tem sido relatadas investigacdes sobre a conversdo de
isoflavonas glicosidicas em agliconas por hidrélise quimica ou fermentacao
microbiana. A conversao quimica pode ser alcangada usando uma base e um acido.
A ligacao éster no grupo acetil e malonil do B-glicosideo é hidrolisada utilizando uma
base. Entdo, um acido pode ser aplicado para hidrolisar as ligagdes entre a glicose e
a isoflavonas para produzir agliconas. Esse processo quimico é normalmente
utilizado para anadlise de alimentos (PHAM; SHAH, 2009).
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Chen e Wei (2008) estudaram o perfil de isoflavonas na soja e em
diferentes produtos derivados de soja nao fermentados como o extrato aquoso, tofu,
e farelo de soja e fermentados como natto e sufu e verificaram que entre os nao
fermentados e soja, a concentracdo de isoflavonas variou entre 77,02 e 534,83 mg
por 100 g e que as isoflavonas glicosidicas compreenderam entre 81 e 98% do total
de isoflavonas. Para produtos fermentados as agliconas representavam entre 74 e
85% no sufu e 22-54% no natto. Este estudo confirmou que o conteldo total de
isoflavonas divergiu entre as variedades de soja e entre os produtos de soja, sendo
que, em geral, os produtos fermentados de soja continham maiores teores de
agliconas.

Duenas et al. (2012) investigaram as modificacdes nos compostos
fendlicos bioativos por fermentacdo com diferentes micro-organismos e concluiram
que o processo de fermentacdo causou alteragdes significativas na composicao
fendlica de sementes de soja, afetando os benéficios biolégicos associados a estes
componentes. Estas alteragcbes podem ser devido a producdo de enzimas pelos
micro-organismos utilizados no processo fermentacdo. Em geral, o processo de
fermentacao resultou em um aumento significativo nos niveis de acidos fendlicos e
flavondides, principalmente isoflavonas agliconas. Entretanto, segundo Chen e Wei
(2008) os produtos fermentados de soja apresentaram diferenca na composicao e
teor de isoflavonas dependendo do processo de fermentagao.

A atividade antioxidante de produtos fermentados de soja, tais como
tempeh e natto, inoculados com Rhizopus oligosporum e Bacillus natto,
respectivamente (WANG et al., 2006), ou com Bifidobacterium e Lactobacillus
(OTIENO; ASHTON; SHAH, 2006) demonstrou ser significativamente maior do que
nos produtos de soja nao fermentados. Bordignon et al. (2004) também relataram
que Bifidobacterium breve, Bifidobacterium bifidum e Lactobacillus casei subsp.
rhamnosus sao cepas que produziram alto teor de isoflavonas agliconas no extrato
aquoso de soja fermentado.

O extrato aquoso de soja fermentado a 37 °C por 48 h com culturas
mistas de diferentes Lactobacillus e Bifidobacterium apresentou aumento no
conteudo de agliconas, sendo que esta quantidade de 36% para um valor acima de
90% das isoflavonas totais. Além disso, verificou-se que a combinacdo de
Lactobacillus casei / Bifidobacterium longum apresentou o melhor potencial

hidrolitico de isoflavona e maior atividade da B-glicosidase ap6s 12 h de incubacao
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(CHEN; SU; WEI, 2010). Hubert et al. (2008) ao fermentarem o gérmen de soja com
misturas de bactérias acido lacticas, verificaram que apds 48 h de incubacéo as
isoflavonas agliconas representaram em média 71% das isoflavonas totais. Estes
resultados enfatizam a importancia do estudo de métodos de obtencao de formas
agliconas a partir de formas glicosidicas pelo tratamento direto da B-glicosidase ou
por processo fermentativo (OTIENO; ASHTON; SHAH, 2006).

As B-glicosidases formam uma classe de enzimas biologicamente
importante que desempenha diversas fungdes. Em condi¢des fisiologicas,
geralmente, catalisam a hidrélise de ligacdes B-glicosidicas. Apresentam grande
importancia biotecnoldgica devido as possiveis aplicacdes, entre elas, a liberagdo de
compostos fendlicos com atividade antioxidante a partir de residuos vegetais
(DAROQIT, 2007). Podem ser utilizadas também para melhorar o sabor de sucos de
frutas e vinhos pela liberagdao de compostos a partir dos precursores glucosidicos na

sacarificacdo de celulose para a producdo de glicose e obtencdo de etanol
(EYZAGUIRRE; HIDALGO; LESCHOQOT, 2005).

Sao encontradas naturalmente na soja ou sao produzidas por micro-
organismos inoculados para a obtencdo de produtos fermentados, podendo
hidrolisar as isoflavonas [-glicosidicas com producdo de glicose e agliconas
(CARRAO-PANIZZI; BORDIGNON, 2000; WANG; MURPHY, 1996).

A B-glicosidase esta inserida no grupo das celulases, embora, nao
ataque a celulose diretamente. A B-glicosidase (B-D-glicosideo glicohidrolase, EC
3.2.1.21) hidrolisa liga¢des B-glicosidicas entre dois residuos de glicose ou entre um
residuo de glicose e uma aglicona. A especificidade da B-glicosidase para diferentes
substratos varia dependendo de sua fonte. Esta enzima é amplamente distribuida na
natureza e pode ser encontrada em animais, plantas, bactérias e fungos. As B-
glicosidases possuem grande diversidade na especificidade de substrato e nédo é
reconhecido um padrao definitivo, de tal forma que cada B-glicosidase deve ser
analisada separadamente (EYZAGUIRRE; HIDALGO; LESCHQOT, 2005).

A hidrélise enzimatica para a conversao de forma B-glicosidica em
aglicona pode ocorrer via tratamento direto com a enzima, por meio de fermentacao
bacteriana (DONKOR; SHAH, 2008; CHIEN; HUANG; CHOU, 2006) ou fungica
(PARK et al., 2001) e tratamento hidrotérmico em que a prépria B-glicosidase da soja
€ responsavel pela hidrélise (SUTIL, 2006).
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O tratamento hidrotérmico a 60 °C por 60 min de gré de soja
aumentou consideravelmente o teor de isoflavonas agliconas, onde a genisteina de
1,2 mg/100g passou para 12 e 53 mg/100g, em duas variedades analisadas.
Entretanto, em temperatura de 85 °C houve reducao no teor das agliconas devido a
inativacao da enzima B-glicosidase (CARRAO-PANIZZI; GOES-FAVONI; KIKUCHI,
2004).

Em estudo realizado por Sutil (2006) verificou-se que a presenca de
B-glicosidase estava diretamente ligada ao aumento no teor de agliconas durante o
tratamento hidrotérmico. A acdo de B-glicosidase foi avaliada em farinha de soja
hidratada em pH 6,0, na presenca e auséncia do inibidor glucona-6-lactona. Nas
farinhas sem o inibidor o teor de agliconas, ap6és 16 h de incubacéo, foi de 54,27%
superior ao teor de agliconas quando se utilizou o inibidor.

Hsieh e Graham (2001) estudaram a [B-glicosidase das raizes da
soja germinada e verificaram que as condi¢des 6timas de pH e temperatura foram de
6,0 e 30 °C, respectivamente. Em adicdo, demonstramm que esta enzima esta
envolvida na liberacao de daidzeina e genisteina, as quais desempenham um papel
central na defesa de soja durante o ataque de patdégenos.

A especificidade da B-glicosidase para diferentes substratos varia
dependendo da sua fonte (animal, planta, bactéria ou fungos). E devido o seu
potencial biotecnoldogico, as [-glicosidases de varias fontes, particularmente
bactérias e fungos tem sido purificadas e caracterizadas (EYZAGUIRRE; HIDALGO;
LESCHOT, 2005). Langston, Sheehy e Xu (2006) relataram que entre as varias B-
glicosidases, as de fonte microbiana atraem cada vez mais atencdo por seu
potencial de aplicacao industrial. Em geral, a B-glicosidase microbiana tem vantagem
sobre a de plantas e animais uma vez que sua produgdo, por meio de processo
fermentativo, pode ser em grande escala e menor custo. As B-glicosidases fungicas
apresentaram diferencas nas propriedades como tamanho, especificidade de
substrato, resisténcia a inibidores e estabilidade e atividade em diferentes pHs e
temperaturas (EYZAGUIRRE; HIDALGO; LESCHOT, 2005).

A produgcdo de enzima com atividade de B-glicosidase por micro-
organismos depende de diversos fatores como: tempo de incubacédo, presenca de
compostos indutores no meio e um nivel intracelular adequado de nutrientes e
minerais (PALMA-FERNANDEZ; GOMES; DA SILVA, 2002). Otieno, Ashton e Shah
(2006) ressaltaram que a capacidade de hidrélise de isoflavonas B-glicosidicas varia
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entre 0s micro-organismos, levando a variagdo nas concentracéese perfil das
isoflavonas.

Um grande numero de micro-organismos, particularmente os fungos,
sdo intensivamente estudados por produzirem (-glicosidase durante seu
crescimento sob diferentes substratos, até mesmo em materiais sélidos naturais
provenientes da agroindustria (JABASINGH; VALLINACHIYAR, 2010), contudo as
espécies de Aspergillus estao entre os fungos mais promissores para a producao
desta enzima (SOLOVYEVA et al., 1997). Aspergillus oryzae € um fungo muito
utilizado em industrias de fermentacdo no Japao na producdo de molho de soja,
saqué, temperos e vinagre. E conhecido por apresentar grande potencial de
producdo de varias enzimas, sendo, portando, utilizado na producdo de enzimas
industriais na area da biotecnologia moderna (MACHIDA; YAMADA; GOMI, 2008).

Park et al. (2001) observaram que o Aspergillus oryzae, devido a
atividade de p-glicosidase, produziu alta taxa de conversdao de isoflavonas
glicosidicas de farinha desengordurada de soja em agliconas que, por sua vez,
mostraram elevada atividade antioxidante. Em outro trabalho, Horii et al. (2009)
demonstraram que a [-glicosidase pode ser produzida por Aspergillus oryzae
recombinante e que a enzima foi eficaz na obtencdo de isoflavonas agliconas.
Aguiar e Park (2004) também converteram as isoflavonas glicosidicas nas formas
daidzeina e genisteina via fermentacao semissolida utilizando o Aspergillus oryzae,
em substrato de farelo de soja e temperatura de 30 °C por 48 h obtendo 100% da
bioconverséao.

Duenas et al. (2012) obtiveram maior teor de isoflavonas agliconas
apos fermentacdo semissolida da farinha de soja com Aspergillus oryzae por 48h.
Este aumento no teor de agliconas apds o processo de fermentagéo foi associado a
diminuicdo das isoflavonas glicosidicas devido a atividade de [-glicosidase
produzida pelo fungo. O koji de soja preta teve o conteudo de isoflavonas agliconas
aumentado 5,3 vezes com a fermentacdo com Aspergillus oryzae, passando de 56
ug g para 297 pg g (LEE; CHOU, 2006). A FES de farinha de soja integral com
Aspergillus oryzae resultou em aumento de isoflavonas agliconas correspondendo a
75,51% do total de isoflavonas que predominaram apds 48 h de fermentacao,
enquanto que no controle e na farinha representavam 6,94 e 2,67%,
respectivamente (SILVA; CELEGHINI; CHANG, 2011).
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Lim et al. (2010) estudaram a composicdo de isoflavavonas
agliconas de extrato aquoso de soja obtido a partir de soja fermentada com
Monascus sp. e verificaram que ap6s 21 dias de incubacdo a maioria das
isoflavonas foram convertidas em seus correspondentes agliconas. Ainda,
observaram que a homogeneizagdo e a pasteurizacdo ndo causaram mudancgas
significativas na composicao das isoflavonas durante a producédo do extrato aquoso
de soja fermentada com Monascus sp. que também apresentou maior atividade
antioxidante com relacao ao controle.

Daroit et al. (2007) investigaram a producdo de p-glicosidase
extracelular por Monascus purpureus em cultivo submerso com diversos substratos
e verificaram que a combinacao de residuo de uva com peptona resultou em maior
producdo da enzima (1,68 U/mL). Entretanto, o farelo de soja adicionado de peptona
apresentou uma boa producdo de p-glicosidase (1,10 U/mL). Além disso,
observaram que a producdo da enzima parece ser induzivel e controlada por
repressao catabdlica (glicose) e que a B-glicosidase obtida apresentou ampla
especificidade hidrolisando grande variedade de substratos. Em adicao, os autores
ressaltaram a importancia do fungo Monascus como micro-organismo seguro ja
utiizado na producdo de pigmentos culindrios com potencial substituicdo de
pigmentos sintéticos.

O Monascus purpureus é um fungo utilizado tradicionalmente no
leste asiatico para a producao de alimentos fermentados e obtencdo de produtos
secundarios que s&o utilizados como pigmento alimentar ou agente biolégico (LEE;
YANG; MAU, 2008). A fermentacdo em estado sélido ndo permite o controle dos
parametros ambientais, mesmo assim, esse fungo normalmente é cultivado em
meios sélidos, como por exemplo, grios de arroz e pao (BLANC, 1998; DUFOSSE
et al., 2005; HAJJAJ et al., 2000).

2.4 FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

A fermentacdo é amplamente utilizada na industria de alimentos
para melhorar as caracteristicas sensoriais de um produto, eliminar certos
componentes indesejaveis, tornar os nutrientes mais acessiveis, preservando e até
mesmo melhorando as propriedades nutricionais (HUBERT et al., 2008). E um dos

métodos de processamento de alimento mais antigo e econdmico que leva
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frequentemente a uma melhoria no valor nutritivo pelo bio-enriquecimento (SANNI et
al., 1999).

O processo de fermentacdo pode ser dividido em dois sistemas:
fermentacao submersa (FS), em que o micro-organismo é cultivado em meio liquido
e fermentacdo em estado sélido (FES) no qual os micro-organismos sédo cultivados
nas superficies de materiais soélidos com limitada quantidade de agua. Os meios de
cultivo devem ser favoraveis e conter todos os nutrientes necessarios para a sintese
celular e formacao do produto desejado (WARD, 1991). A FES tem emergido como
uma tecnologia potencial para a produgéao de produtos microbianos, tais como racao,
combustivel, alimentos, produtos quimicos e farmacéuticos, com destaque para a
producdo de enzimas fungicas (PANDEY, 2003). Segundo Bhargav (2008), a
producdo de enzimas é uma das mais importantes aplicacbes da FES que possui
vantagens sobre fermentacdo submersa, tais como elevada produtividade, baixo
custo dos equipamentos envolvidos, melhor rendimento do produto, menor geracao
de lixo e menos tempo consumidos no processo (PANDEY, 2003; EMBRAPA, 2009).
As principais dificuldades sdo o acumulo de calor, contaminagdo bacteriana e
dificuldade de controlar o nivel de umidade (WARD, 1991).

A soja é uma matéria-prima de custo acessivel e apresenta em sua
composigdo proteinas, lipideos, carboidratos, minerais, vitaminas, fibras,
polissacarideos, lecitina, dentre outros que constituem como excelente meio nutritivo
para o crescimento e desenvolvimento de micro-organismos em processos de FES
(MONTOVANI, 2010).

Em geral, produtos compostos e heterogéneos da agricultura ou
subprodutos da agroindustria sdo substratos para FES que sao as fontes de carbono
e energia (agUcares, lipideos, acidos orgéanicos). Esta estrutura macromolecular
basica (celulose, amido, pectina lignocelulose, fibras etc) confere as propriedades de
um solido ao substrato que pode ser suplementado com nutrientes (nitrogénio,
fosforo, sais) e ter definindo o teor de umidade e pH iniciais (RAIMBAULT, 1998).
Dessa forma, a utilizacao de residuos agroindustriais como substratos em processos
de FES constitui uma via alternativa e de agregacao de valor a estes residuos os
quais, de outro modo, seriam sub ou nao utilizados (PANDEY, 2003). Sendo assim,
a FES desempenha um papel de destaque no aproveitamento de residuos sélidos
visando a sintese de diversos compostos de alto valor agregado e de grande
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interesse industrial, sendo aplicada na producdo de alimentos, biopesticidas e
substancias quimicas diversas (DANTAS; AQUINO, 2010).

As bactérias, leveduras e fungos podem crescer em substratos
sélidos, e encontram aplicacdo em processos de FES. No entanto, os fungos
filamentosos sdo os mais adaptados para esse tipo de fermentacédo devido a suas
propriedades fisiol6gicas e bioquimicas. A estrutura de hifas dos fungos e sua boa
tolerdncia a baixa atividade de agua (aw) e alta pressdo osmotica os tornam
eficientes e competitivos por recursos naturais para a bioconversdo de substratos
sélidos. As enzimas hidroliticas sdo excretadas na ponta das hifas, o que aumenta a
sua acao hidrolitica e permite a penetracdo no substrato deixando-as mais
eficientes. Essa penetracdo aumenta a acessibilidade aos nutrientes disponiveis
dentro de particulas (RAIMBAULT, 1998).

Na FES com fungos filamentosos, o aumento da area de contato e a
manutencdo de uma textura firme e manejavel podem influenciar diretamente a
velocidade de germinacdo dos esporos inoculados, a taxa de crescimento e a
sintese de enzimas extracelulares e outros metabdlitos secundarios (SANTOS et al.,
2006).

Para adequacdo do substrato as condicbes necessarias ao
crescimento e a producdao de metabdlitos pelo micro-organismo alguns pré-
tratamentos sado utilizados para a realizacdo do processo de FES, tais como:
esmagamento, quebra, moagem e peneiramento visando a adequacdo da
granulometria; suplementacao de nutrientes e corregcdo de pH; tratamento térmico
para pré-degradacdo da estrutura macromolecular, adicdo de agua para regular o
teor e umidade inicial do processo e esterilizacdo visando diminuir ou eliminar
possiveis contaminacoes (RAIMBAULT, 1998; SCHMIDELL et al., 2001). O processo
de FES compreende essencialmente as operacbées unitarias: preparacao do
substrato, preparacdo do indculo, fermentagcdo, separacdo e purificacdo dos
produtos que se deseja (SANTOS et al., 2006).

As condi¢Oes operacionais como temperatura, pH e teor de umidade
sdo muito importantes para o crescimento microbiano e para producdo de um
sistema enzimatico eficiente durante a FES (WEN; LIAO; CHEN, 2005). Qian et al.
(2012) verificaram que a producdo de enzima com atividade de B-glicosidase pode
ser influenciada pelo meio e condicbes de fermentacéo, tais como: pH inicial e
umidade do substrato, temperatura e tempo de incubacao.
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O teor de umidade do meio de cultivo é um dos principais
parametros que influencia a FES. Sendo que o grau de umidade do substrato é
determinado por sua natureza, pelas necessidades do micro-organismo utilizado e o
tipo de produto que se deseja obter (PARIS, 2008). Diferentes fungos requerem
diferentes teores de umidade étima e essa caracteristica também varia de acordo
com a natureza do substrato (GOWTHAMANA; CHUNDAKKADU; MOO-YOUN,
2001). Além disso, a producao de metabdlitos secundarios, como emzimas, depende
da atividade de agua, pois se verificou que existe uma relacdo direta entre a
quantidade de enzima produzida e atividade de agua (BHARGAV et al., 2008).
Desse modo, o preparo e a selecao do substrato devem considerar os niveis de
atividade de agua e umidade ideais, que podem ser alcancadas por adicdo de agua
ou solucao de nutrientes ao meio (SANTQOS, 2007).

A temperatura também afeta o desempenho da FES, pois o
crescimento e producdo de enzimas ou metabdlitos sdo geralmente sensiveis a este
fator. Apesar dos fungos terem a capacidade de crescer em ampla faixa de
temperatura, a temperatura 6tima para o crescimento pode ser diferente daquela
para a formacao do produto (YADAV, 1988).

O pH é outro fator importante para o cultivo em FES e pode variar
em resposta as atividades metabdlicas, por meio da secrecdo de acidos organicos
que promove a reducdo de pH. Por outro lado, a assimilacdo destes acidos
presentes em alguns meios ou a hidrélise de uréia resulta na alcalinizacdo do meio
(RAIMBAULT, 1998). O controle do pH em FES é praticamente impossivel devido a
heterogeneidade e consisténcia do material e a falta de equipamentos adequados
para determinar o pH em materiais so6lidos (LONSANE et al., 1992).

A eficiéncia do processo de FES depende dos efeitos das variaveis
como pré-tratamento, tamanho das particulas do substrato, suplementacéao do meio,
esterilizagdo, teor de umidade, atividade de &gua, quantidade de inéculo,
temperatura, pH, agitacao e aeracao (MARTINS et al., 2011). A producao de enzima
fungica com atividade de B-glicosidase por meio de FES pode ser influenciada pelas
condicdes de pH inicial e umidade do substrato, temperatura e tempo de incubacao
(QIAN et al., 2012). Entretanto, para aumentar o rendimento do processo de FES é
importante otimizar as condi¢cdes de fermentacao estabelecendo adequadamente os
parametros fisicos e quimicos (FRANCIS et al., 2003). Assim, o uso de ferramentas

estatisticas como planejamentos experimentais adequados possibilita melhorar os
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processos de fermentacao investigando as possiveis combinagdes entre os fatores,
para compreender melhor os mecanismos detalhados de alguns sistemas complexos
e as interacbes de multiplos fatores. Um planejamento adequado pode, ainda,
reduzir o tempo de analise e dos custos envolvidos (SEN; SWAMINATHAN, 1997).

O planejamento fatorial € uma ferramenta estatistica que € utilizada
quando se tem mais de duas varidveis independentes (fatores) e permite a
combinacdo de todas as variaveis em todos os niveis para medir os efeitos das
variaveis na resposta de um processo. O planejamento fatorial com dois niveis
supbe uma linearidade nos efeitos dos fatores, quando os termos de interacéao entre
os fatores sdo adicionados, 0 modelo é capaz de representar alguma torcéo
existente no plano e dependendo da curvatura desse plano, uma modelo quadratico
deve ser proposto e denominado de modelo de superficie de resposta de segunda
ordem (CALADO; MONTGOMERY, 2003).

Assim, quando a curvatura € importante, os valores independentes
dos parametros quadraticos devem ser determinados adicionando-se mais pontos,
aumentando-se o0 planejamento com pontos axiais (HAIR et al., 2006). Esse
planejamento € chamado composto central, no qual devem ser especificados a
distancia a a partir do centro do planejamento até os pontos axiais € 0 nimero de
pontos centrais. O a € denominado de rotabilidade, € importante para o modelo de
segunda ordem fornecer previsdes através da regiao de interesse que tenham uma
variancia razoavemente consistente e estavel nos pontos de interesse das variaveis
independentes (CALADO; MONTGOMERY, 2003). O modelo quadratico € utilizado
quando se deseja otimizar um processo e inclui os efeitos principais, interacéo e
quadraticos (HAIR et al., 2006).

Assim, a ferramenta de planejamento experimental e analise de
superficie de resposta foi aplicada nesta investigacao pois fornece uma relacéao
funcional existente entre a resposta e os fatores, sendo possivel investigar a
influéncia de determinadas variaveis em um processo e a forma de interagao entre
as mesmas, bem como obter o valor das variaveis que maximizem os resultados

esperados.
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3 OBJETIVO

Investigar os parametros do processo de FES da farinha de soja
desengordurada com Aspergillus oryzae ou Monascus purpureus aplicando o
planejamento fatorial composto central rotacional para producdo de enzima com
atividade de B-glicosidase e avaliar a bioconversao de isoflavonas glicosidicas em

agliconas.
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4 MATERIAL E METODOS

4 1 MATERIAL

Para FES foi utilizada como substrato a farinha de soja
desengordurada (FSD) da Industria Brasil Foods (Curitiba, Parana) que apresentou a
seguinte composicao quimica: 8,95% de umidade; 1,07% de lipideos, 48,96% de
proteinas (N x 6,25), 5,98% de cinzas e 35,04% de carboidratos por diferenca. O
fungo Aspergillus oryzae 10C 3999/1998 foi cedido pela Fundagdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz, RJ) e o fungo Monascus purpureus NRRL 1992 (GenBank: JQ614061.1) foi
proveniente do Laboratério de Bioquimica e Microbiologia Aplicada do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS, Brasil.

Para cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) foram utilizados
0s seguintes padroes de isoflavonas (B-glicosideos, malonil conjugados, acetil
conjugados e agliconas) e para determinacdo da atividade de B-glicosidase foi
utlizado o substrato p-nitrofenil-B-D-glicopiranosidio (p-NPG), ambos adquiridos da
Sigma Chemical (San Louis, USA). Os solventes utilizados para a extracdo das
isoflavonas foram de grau analitico e para quantificacdo por CLUE, de grau

cromatografico. Todos os demais reagentes foram de grau analitico.

4.2 METODOS

4.2.1 Reativacao dos Micro-organismos e Obtencao da Suspensao de Esporos

Os fungos Aspergillus oryzae 10C 3999/1998 ou Monascus
purpureus NRRL 1992 congelados foram colocados a temperatura ambiente,
ativados em caldo sabouraud e incubados a 30 °C por sete dias. Em seguida, foam
repicados em meio batata dextrose agar (BDA) inclinado e incubados nas mesmas
condigdes para posteriormente serem utilizados no processo de fermentagdo. Apos
a adicao de 5 mL de solucéo tween 20 a 2% aos tubos, os esporos da superficie do
meio foram suspensos com auxilio de bastao de vidro. A suspenséo obtida foi diluida
1:10 (v/v) para a contagem dos esporos utilizando a camara de Neubauer.
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422 FESdaFSD

As fermentagdes das FSD foram conduzidas em separado utilizando
o fungo Aspergillus oryzae 10C 3999/1998 ou Monascus purpureus NRRL 1992
conforme procedimento descrito por Georgetti et al. (2009) com algumas
modificagcdes (Figura 5). Assim, para cada ensaio de fermentacao foi utilizado 10 g
de FSD e o pH (Xj) ajustado conforme a tabela 1 do planejamento composto central
rotacional (PCCR). A quantidade de agua adicionada a FSD (X,) do PCCR (Tabela
1) para a FES foi previamente preparada utilizando agua destilada cujo pH foi
ajustado com adicao de aliquotas de acido cloridrico 1 M ou carbonato de s6dio 1 M
de tal forma que quando adicionada na FSD o pH (X;) seria igual ao estabelecido na
tabela 1. Apés a homogeneizagao das amostras, distribuicdo uniforme em frascos de
erlenmeyers de 250 mL e esterilizacdo em autoclave a 121 °C por 15 min foram
mantidos em temperatura ambiente. Uma suspensdo contento 10’ esporos foi
espalhada uniformemente sobre a superficie de cada amostra e incubada por 48 h
em diferentes temperaturas de incubagao (X3) conforme o PCCR (Tabela 1). Apés a
incubacao, as FSD devidamente fermentadas foram congeladas, liofilizadas, moidas
e armazenadas a 5 °C até o momento das analises (Fgura 5). Para cada ensaio
realizado, foi preparado um controle contendo FSD sem adicdo da suspensdo de

esporos dos fungos e utilizadas para acompanhamento da producdo de enzima

fungica com atividade de B-glicosidase.
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Figura 5- Fluxograma do processo de FES das FSD utilizando Aspergillus oryzae
IOC 3999/1998 ou Monascus purpureus NRRL 1992 para producdo da enzima com
atividade de B-glicosidase
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Onde: ya = UA de B-glicosidase de FSD fermentada com Aspergillus oryzae 10C 3999/1998
g' de amostra e yy = UA de B-glicosidase de FSD fermentada com Monascus purpureus
NRRL 1992 g™ de amostra.

4.2.3 Planejamento Fatorial Composto Central Rotacional (PCCR)

Para avaliar os efeitos das condi¢cdes de fermentacao das FSD com
Aspergillus oryzae 10C 3999/1998 ou Monascus purpureus NRRL 1992 sobre a
producdo de enzima com atividade de B-glicosidase fungica foi aplicado o PCCR
com trés fatores e repeticoes no ponto central. As varidveis independentes
investigadas foram: X; (pH inicial da FSD), X, (mL de agua adicionada em 10 g de
FSD) e X; (°Cde incubacdo). A tabela 1 apresenta as variaveis independentes
codificadas e nao codificadas com os niveis de variacdo. Cada variavel apresentou
cinco niveis de variagdo que foram estabelecidos conforme ensaios preliminares. O
PCCR foi realizado em 2 blocos (Tabela 2), sendo que para a modelagem
exploratéria foi realizado o bloco 1 com 11 ensaios aleatérios (9 pontos fatoriais e 3
pontos centrais) e para a modelagem de otimizacéo foi realizado o bloco 2 com 9
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ensaios aleatérios (6 pontos axiais € 3 pontos centrais), totalizando assim, 20
ensaios nos dois blocos.

Tabela 1 — Variaveis independentes e niveis de variacdo do PCCR

Variaveis independentes Niveis de variagao
-1,68 -1 0 1 1,68
X (pH inicial da FSD) 5,2 5,5 6 6,5 6,8
X, (mL de agua adicionada a FSD) 2 5 10 15 18
X3 (temperatura (°C) de incubagéo) 13 20 30 40 47
Tabela 2 - Planejamento fatorial central composto

rotacional para fermentagcdo das FSD com Aspergillus
oryzae 10C 3999/1998 ou Monascus purpureus NRRL

1992.
Ensaios (x1) X (X2) Xz (x3) Xa
1 1(5,5) -1(5) -1(20)
2 -1(5,5) -1(5) +1(40)
3 -1(5,5) +1(15) -1(20)
4 -1(5,5) +1(15) +1(40)
3 +1(6,5) -1(5) -1(20)
6 +1(6,5) -1(5) +1(40)
7 +1(6,5) +1(15) -1(20)
8 +1(6,5) +1(15) +1(40)
9 0(6,0) 0(10) 0(30)
10 0(6,0) 0(10) 0(30)
11 0(6,0) 0(10) 0(30)
12 1,68(5,2 0(10) 0(30)
13 +1,68(6,8) 0(10) 0(30)
14 0(6,0) -1,68(2) 0(30)
15 0(6,0) +1,68(18) 0(30)
16 0(6,0) 0(10) -1,68(13
17 0(6,0) 0(10) +1,68(47
18 0(6,0) 0(10) 0(30)
19 0(6,0) 0(10) 0(30)
20 0(6,0)

Onde: X; (pH inicial da FSD) ; X, (mL de agua adicionada a S
(°C de incubagao).

Na FES das FSD com Aspergillus oryzae 10C 3999/1998 ou
Monascus purpureus NRRL 1992 a producdo de enzima com atividades de B-
glicosidases fungicas foram avaliadas pelas funcbes respostas: Ya ou Yu (Ya = UA
de B-glicosidase de FSD fermentada com Aspergillus oryzae |OC 3999/1998 g de
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amostra e Yy = UA de B-glicosidase de FSD fermentada com Monascus purpureus
NRRL 1992 g de amostra), conforme o modelo da equagdo 1: Y=o + B + Bixy +
BoXo + BaXs + B11X12 + PooXo® + PasXs® + B1aX1Xa + B13X1Xa + PasXeXs + €; onde: Y (funcdo
resposta); X1, Xo € X3 (variaveis codificadas); B (coeficientes estimados para cada
termo do modelo de superficie de resposta); B; (coeficiente estimado do bloco para o
modelo de superficie resposta); e (erro puro).

A partir das avaliacbes das fungdes respostas (Ya ou Yy) foram
realizadas as analises de regressdao para avaliar os efeitos das variaveis
independentes (X1, X2 e X3) € suas interacdes. A andlise de variancia (ANOVA) da
regressao e coeficiente de determinagédo (R?) foram realizados para verificar o ajuste
do modelo aos dados experimentais. Os graficos de superficie de resposta e
parametros de desejabilidade foram gerados para cada funcao resposta (Ya ou Yy)
para avaliar as condicdes de producdo de enzima com maxima atividade de [3-
glicosidase na fermentacdo das FSD com Asperqillus oryzae 10C 3999/1998 ou
Monascus purpureus NRRL 1992. Todos os calculos, construcdo dos graficos das
superficies de resposta ou curvas de contorno e desejabilidade foram realizados
utilizando o programa STATISTICA 8.0 (StatSoft Inc, 2007).

4.2.4 Validacado do Modelo

A partir da observacao dos graficos de superficies de respostas ou
curvas de contorno da regido de maxima atividade de B-glicosidase e desejabilidade,
o modelo proposto foi validado realizando novos ensaios em triplicata. Os resultados
obtidos (Yexp.) foram comparados com a resposta estimada utilizando o teste t-
Student (p<0,05).

4.2.5 Bioconversdao de Isoflavonas Glicosidicas em Agliconas das FSD
Fermentadas com Aspergillus oryzae |OC 3999/1998 ou Monascus purpureus NRRL
1992

A bioconversao de isoflavonas glicosidicas em agliconas foi avaliada
a partir das FSD fermentadas com Aspergillus oryzae 10C 3999/1998 ou Monascus
purpureus NRRL 1992 nas condicdes de maxima producao de enzima com atividade

de B-glicosidase por meio de quantificagcdo das diferentes formas de isoflavonas por



39

cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE). Para acompanhar a bioconversao
na fermentacdo das FSD com os dois fungos foram utilizados controles passando
por todas as etapas da fermentacdo, exceto a adicdo da suspensdo de esporos dos
fungos. Os teores das diferentes formas de isoflavonas das FSD fermentadas com

diferentes fungos e controles foram comparados pelo teste de Tukey (p<0,05).
4.2.6 Extracdo e Determinacéo da Atividade de B-glicosidase

A extracao da enzima B-glicosidase produzida por Aspergillus oryzae
IOC 3999/1998 ou Monascus purpureus NRRL 1992 foi conduzida segundo a
metodologia descrita por Carrdo-Panizzi e Bordignon (2000). Neste procedimento, a
extracao foi realizada com 1 g da amostra liofilizada e moida e 15 mL de tampéo
fosfato citrato 0,05 M contendo 0,1 M de cloreto de sédio e pH 4,5, seguidos de
agitacdo a cada 15 min por 1 h a temperatura ambiente. Ap6s a centrifugacao
(Centrifuge 5804R — Eppendorf, Hamburg, GE) por 15 min a 2500 x ge 5 C, o
sobrenadante foi utilizado como extrato bruto para quantificacdo da atividade de B-
Glicosidase.

Para determinacdo da atividade da [-glicosidase foi utilizado o
substrato sintético p-nitrofenil-B-D-glucopiranosidio (p-NPG) em concentracdo de 1
mM conforme Matsuura e Obata (1993). Nesta determinagao foi utilizado 2 mL de
substrato (p-NPG 1 mM em tampéao citrato fosfato 0,1 M e pH 5,0) mantido a 30 °C
por 10 min. Em seguida, foi adicionado 0,5 mL do extrato e a mistura incubada a 30
°C por 30 min. A reacao foi interrompida com adi¢gdo de 2,5 mL de carbonato de
sédio 0,5 M. A absorbancia da solucdo de cor amarela foi medida em
espectrofotometro (Biochrom®, Cambridge, Reino Unido) a 420 nm. Uma unidade
de atividade (UA) de B-glicosidase foi definida como a quantidade de enzima que
liberou 1umol de p-nitrofenol (p-NP) por min nas condi¢des do ensaio. A atividade da
B-glicosidase foi expressa como UA de B-glicosidase de FSD fermentada e nao
fermentada g de amostra liofilizada. O teor de umidade das FSD fermentadas e nao
fermentadas foi estimado pela diferenca de pesagem antes e ap6s a liofilizacdo. As
funcdes respostas (Ya ou Yy) foram expressas pela diferenca entre UA de [3-
glicosidase de FSD fermentada e UA de B-glicosidase de FSD nao fermentada

(controle).
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4.2.7 Quantificacdo de Isoflavonas por CLUE

As FSD fermentadas, controles e FSD foram liofilizados, moidos,
desengordurados com hexano (1:10, m/v) por 30 min a temperatura ambiente com
agitacao rotativa continua e filtradas a vacuo. A extracdo de isoflavonas foi realizada
com uma mistura de solventes organicos contendo agua ultra pura, acetona e etanol
(1:1:1, v/v/v), conforme descrito por Yoshiara et al. (2012) A extracao foi realizada
em ftriplicata utilizando 0,3 g de FSD fermentada e nao fermentada (controle) com 6
mL de solvente extrator e agitagdo em vortex a cada 15 min por 1 h a temperatura
ambiente. Em seguida, foram colocadas em banho ultrassénico por 15 min a
temperatura ambiente, centrifugadas (2500 x g a 4 °C e 15 min) (Centrifuge 5804R —
Eppendorf, Hamburg, GE) e filtradas (Millex filter - LH (0,22 um). Aliquotas de 1,4 uL
em triplicata do filtrado foram injetadas automaticamente no cromatografo liquido
UPLC® Waters. A coluna foi de fase reversa (modelo ACQUITY — UPLC BEH C18,
Waters) com dimenséo de 2,1 mm x 50 mm e tamanho da particula de 1,7 um. A
eluicdo foi realizada com gradiente nao linear, utilizando fase mével A agua
acidificada em pH 3,0 ajustado com acido acético glacial e B acetonitrila com fluxo
de 0,7 mL min™ a 35 °C. O gradiente foi iniciado com 90% de eluene A e 10% de
eluente B e em 8 min de eluicdo, o gradiente atingiu proporcédo de 0% de A e 100%
de B e as condig¢des iniciais retornaram em 9 min. O tempo total de corrida foi de 10
min. O detector foi de arranjo de diodos (Waters) com comprimento de onda
ajustado para 260 nm. As solucdes padrao para a construgdo das curvas de
calibracao (area do pico x teor de isoflavonas) foram daidzina, genistina, glicitina,
malonil daidzina, malonil genistina, malonil glicitina, acetil daidzina, acetil genistina,
acetil glicitina, gliciteina e genisteina (0,1; 0,025; 0,006 e 0,002 mg mL™") e daidzeina
(0,1; 0,025; 0,006; 0,002 e 0,001 mg mL™). Os padrées em triplicata foram injetados
originando os cromatogramas correspondentes a cada forma quimica de isoflavonas
com respectivos tempos de retencao. Os picos de cada forma de isoflavona foram
identificados por comparacédo dos tempos de retencédo e espectros na regido do UV
dos respectivos padrdes de referéncia. O aplicativo acoplado no cromatografo gerou
as curvas de calibracdo e as concentragdes de isoflavonas foram calculadas e
expressas em pg de isoflavona por g de amostra (FSD; controle e FSD fermentada)
liofilizada.
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4.2.8 Composicao quimica da FSD

Foi determinado o teor de umidade, proteinas, lipidios, cinzas e
carboidratos por diferenca da FSD segundo metodologias descritas pelo Instituto
Adolfo Lutz (2008).

Todos os resultados provenientes deste trabalho sdo apresentados
no apéndice da presente Dissertacao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos estéo redigidos na forma de artigo cientifico.

5.1 ARTIGO: FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO DA FARINHA DE SOJA PARA PRODUGCAO DE
ENzIMA cOM ATIVIDADE DE B-GLICOSIDASE E BIOCONVERSAO EM AGLICONAS
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FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO DA FARINHA DE SOJA PARA
PRODUGAO DE ENZIMA COM ATIVIDADE DE B-GLICOSIDASE E
BIOCONVERSAO EM AGLICONAS

HANDA, C. L., COUTO, U. R., VICENSOTI, A. H., GEORGETTI, S. R., IDA, E. I.

Programa de Pés Graduacao em Ciéncia de Alimentos, Universidade Estadual de
Londrina, caixa postal 10.011, CEP 86.057-970, Londrina, Parana, Brasil.

RESUMO

O obijetivo deste trabalho foi avaliar os parametros do processo de fermentagdo em
estado soélido (FES) da farinha de soja desengordurada (FSD) com Aspergillus
oryzae 10C 3999/1998 ou Monascus purpureus NRRL 1992 utilizando o
planejamento fatorial composto central rotacional (PCCR) para otimizar a producao
de enzima com atividade de B-glicosidase e bioconverter as isoflavonas glicosidicas
em agliconas. As variaveis investigadas foram o pH inicial da FSD, volume de 4gua
adicionada a 10 g de FSD e temperatura de incubacao. A atividade de B-glicosidase
foi medida utilizando o substrato sintético p-nitrofenil-B-D-glucopiranosidio (p-NPG).
A separacao e quantificacdo das diferentes formas quimicas das isoflavonas foram
realizadas por cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE). A maxima producao
de enzima com atividade de B-glicosidase por FES de FSD com Aspergillus oryzae
IOC 3999/1998 ou Monascus purpureus NRRL 1992 ocorreu quando adicionou-se
10 mL de agua a FDS, incubacédo a 30 °C e pH inicialda FDS de 6,0, sendo que
para o Aspergillus oryzae 10C 3999/1998 o efeito de pH foi independente do
intervalo de 5,2 e 6,8. Nas mesmas condi¢des de fermentacdo o Aspergillus oryzae
IOC 3999/1998 produziu atividade de B-glicosidase de 10,7 vezes superior ao
Monascus purpureus NRRL 1992. Contudo, a fermentagdo da FSD com Monascus
purpureus NRRL 1992 foi mais eficiente para bioconverter as isoflavonas
glicosidicas em agliconas.
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Palavras chaves: Fermentacdo em estado sdélido. Isoflavonas. Farinha
desengordurada de soja. B-glicosidase. Planejamento composto central rotacional.

Aspergillus oryzae. Monascus purpureus.

1. Introducao

A soja contém varios compostos de interesse com atividade biolégica que
incluem os fitoesterdis, inibidores de protease, saponinas e isoflavonas. As
isoflavonas da soja tém atraido atencéo devido a capacidade de reduzir os riscos de
doencas cardiovasculares, promover a inibicdo do crescimento de células
cancerigenas, além de prevenir diversas doengas como a osteoporose e amenizar
os sintomas da menopausa. Os efeitos destas isoflavonas sao fortemente
influenciados pela estrutura quimica (Villares et al., 2011).

As isoflavonas podem ocorrer em quatro formas quimicas distintas e
denominadas de: agliconas (daidzeina, genisteina e gliciteina), B-glicosidicas
(daidzina, genistina e glicitina), acetil glicosidicas conjugadas (6”-O-acetildaidzina,
6”-O-acetilgenistina, 6”-O-acetilglicitina) e malonil glicosidicas conjugadas (6”-O-
malonildaidzina, 6”-O-malonilgenistina e 6”-O- malonilglicitina) que totalizam doze
diferentes formas. As formas B-glicosidicas possuem uma molécula de glicose ligada
na posicao 7 do anel benzeno e as formas conjugadas sao esterificadas no carbono
6 da molécula de glicose (Liu, 1997). Dentre essas, as formas glicosidicas sdo as
principais formas encontradas na soja, constituindo de 50 a 90% das isoflavonas. No
entanto, as formas agliconas, em menor quantidade, sdo as que possuem maior
atividade bioldgica (Izumi et al., 2000). O conteudo e composicao de isoflavonas em
produtos de soja dependem das condicoes e tipo de processamento, como
tratamento térmico, cozimento, hidrélise com enzima e fermentagéo (Wang & Murph,
1994).

As isoflavonas agliconas possuem maior potencial bioativo e absor¢cao no
intestino do que as suas formas glicosidicas correspondentes. Portanto, muitos
produtos de soja tém sido enriquecidos com agliconas obtidas a partir de diferentes
processos de conversdo das formas glicosidicas em agliconas (Izumi et al., 2000).
Estes processos podem ocorrer pela acdo de enzimas provenientes de fonte
microbiana (Pham & Shah, 2009) ou de fontes vegetais e animais, sendo que a B-
glicosidase de fonte microbiana obtida por processo fermentativo apresenta maior
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vantagem do que as demais, uma vez que tem menor custo e pode ser produzida
em grande escala (Langston, Sheehy & Xu, 2006). Contudo, a conversdao das
diferentes formas quimicas de isoflavonas depende do tipo de micro-organismo e do
potencial de hidrélise da enzima produzida (Otieno, Ashton & Shah 2006). Além
disso, a hidrélise das ligacoes glicosidicas das isoflavonas pela enzima também
depende do tempo e temperatura de fermentagdo (Matsura & Obata, 1993).

No processo de fermentacao em estado semisélido ou sélido (FES) os micro-
organismos sao cultivados nas superficies de materiais solidos com limitada
quantidade de agua e pode ser utilizado para obtencédo de enzimas microbianas. Os
meios de cultivo devem ser favoraveis e conter todos os nutrientes necessarios para
a sintese celular e formacado do produto desejado (Ward, 1991). A producao de
enzima fangica com atividade de B-glicosidase por meio de FES depende do pH e
umidade inicial do substrato, temperatura e tempo de incubacéo (Qian et al., 2012).
Assim, para aumentar o rendimento do processo de FES é importante otimizar as
condicoes de fermentacao estabelecendo adequadamente os parametros fisicos e
quimicos (Francis et al., 2003). Dessa forma, o uso de ferramentas estatisticas com
planejamentos adequados, possibilita melhorar os processos de fermentagdo e
compreender melhor os mecanismos detalhados de sistemas complexos e as
interacdes de multiplos fatores (Sen & Swaminathan, 1997).

Os fungos filamentosos sdo mais adaptados para crescer em processo de
FES devido as suas propriedades fisiolégicas e bioquimicas. O Aspergillus oryzae é
um fungo muito utilizado no Japao, principalmente para obtencdo de produtos
fermentados como molho de soja, saqué, temperos e vinagre. Devido o potencial de
producdo de varias enzimas, este fungo € amplamente utilizado na area da
biotecnologia moderna (Machida, Yamada & Gomi, 2008) As espécies de Aspergillus
estdo entre os fungos mais promissores para a producao de [-glicosidase
(Solovyeva et al., 1997). Na fermentacao semissélida de farinha de soja integral com
Aspergillus oryzae por 48h o teor de isoflavonas agliconas aumentou
significativamente de 6,94 para 75,51% (Silva et al., 2011). O Monascus purpureus €
um fungo utilizado tradicionalmente no leste asiatico para a produgédo de alimentos
fermentados e obtencdo de produtos secundarios que sao utilizados como pigmento
alimentar ou agente biolégico (Lee, Yang & Mau, 2008). Sua utilizacdo como
produtor de B-glicosidase foi avaliada somente por Daroit et al. (2007) que utilizaram

fermentacao submersa com residuos de uva e peptona como fontes de nitrogénio.
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Considerando o potencial de producdo de enzimas que hidrolisam as
ligacOes B-glicosidicas, este trabalho teve como objetivo avaliar os parametros do
processo de fermentacdo em estado sélido (FES) da farinha de soja
desengordurada (FSD) com Aspergillus oryzae 10C 3999/1998 ou Monascus
purpureus NRRL 1992 utilizando o planejamento fatorial composto central rotacional
(PCCR) para otimizar a producdo de enzima com atividade de B-glicosidase e

bioconverter as isoflavonas glicosidicas em agliconas.

2. Material e métodos

2.1. Material

Para FES foi utilizada como substrato a FSD da Industria Brasil Foods
(Curitiba, Parana) que apresentou a composicdao quimica de 8,95% de umidade;
1,07% de lipideos, 48,96% de proteinas (N x 6,25), 5,98% de cinzas e 35,04% de
carboidratos por diferenca. O fungo Aspergillus oryzae 10C 3999/1998 foi cedido
pela Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz, Rio de Janeiro, RJ) e o fungo Monascus
purpureus NRRL 1992 (GenBank: JQ614061.1) foi proveniente do Laboratério de
Bioguimica e Microbiologia Aplicada do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil.

Para cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) foram utilizados os
padroes de isoflavonas (B-glicosidicas, malonil conjugados, acetil conjugados e
agliconas) e para determinagéo da atividade de B-glicosidase foi utlizado o substrato
p-nitrofenil-B-D-glicopiranosidio (p-NPG), adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis,
Estados Unidos). Para quantificacao por CLUE foram utilizados reagentes de grau
cromatografico e todos os demais reagentes foram de grau analitico.

2.2. Reativagao dos Micro-organismos e Obtencao da Suspensao de Esporos

Os fungos Aspergillus oryzae 10C 3999/1998 ou Monascus purpureus NRRL
1992 congelados foram colocados a temperatura ambiente, ativados em caldo
sabouraud e incubados a 30 °C por sete dias. Em seguida, foram repicados em meio
batata dextrose agar (BDA) inclinado e incubados a 30 °C por sete dias e utilizados
para fermentagcédo. Para a contagem dos esporos e inoculacdo, foram adicionados 5
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mL de solucdo tween 20 a 2% (v/v). Os esporos da superficie do meio de cultura
foram suspensos com auxilio de bastdo de vidro. A suspenséo foi diluida 1:10 (v/v)

para contagem dos esporos realizada em camara de Neubauer.
2.3. Fermentacao em estado sélido da FSD

As fermentacdes das FSD foram conduzidas em separado utilizando o fungo
Aspergillus oryzae |0C 3999/1998 ou Monascus purpureus NRRL 1992 e realizadas
conforme Georgetti et al. (2009) com algumas modificagdes. Para cada ensaio de
FES foi utilizado 10 g de FSD e o pH inicial da FSD (X;) foi ajustado conforme
Tabela 1 do planejamento composto central rotacional (PCCR). A quantidade de
agua adicionada a FSD (X») foi previamente preparada utilizando agua destilada,
cujo pH foi ajustado com adic&o de acido cloridrico 1 M ou carbonato de s6dio 1M de
conferindo a FSD o pH (X;) igual ao estabelecido na tabela 1. Apds adicdo de agua
a FSD (X2) e homogeneizacao, o material foi distribuido uniformemente em frascos
de erlenmeyers de 250 mL e esterilizado em autoclave a 121 °C por 15 min. Ao
atingir a temperatura ambiente, uma suspensdo contento 10’ esporos foi espalhada
uniformemente sobre a superficie de cada amostra e incubada (Fanem, mod. 347F,
Sao Paulo, Brasil) por 48 h em diferentes temperaturas (X3) conforme o PCCR
(Tabela 1). Apds a incubacao, as FSD devidamente fermentadas foram congeladas,
liofilizadas, moidas e armazenadas a 5 °C até o momento da andlise. Para
acompanhamento dos ensaios (Tabela 2), objetivando a producdo de enzima
fungica com atividade da B-glicosidase, foi utilizado um controle para cada ensaio

sem adi¢do da suspensao de esporos dos fungos.

2.4. Planejamento Fatorial Composto Central Rotacional

Para avaliar os efeitos das condicbes de fermentacdo das FSD com
Aspergillus oryzae 10C 3999/1998 ou Monascus purpureus NRRL 1992 na producéo
enzima fungica com atividade de B-glicosidase foi aplicado o PCCR com trés fatores
e repeticées no ponto central (Tabela 2).

As variaveis independentes codificadas (X1, X2 € X3) € ndo codificadas (Xi =
pH inicial da FSD, X, = mL de agua adicionada em 10 g de FSD e X3 = °C de
incubacdo) com os cinco niveis de variagdo estdo apresentados na tabela 1. O
PCCR foi realizado em 2 blocos (Tabela 2), sendo que para a modelagem
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exploratéria foi realizado o bloco 1 com 11 ensaios aleatérios (9 pontos fatoriais e 3
pontos centrais) e para a modelagem de otimizacao foi realizado o bloco 2 com 9
ensaios aleatoérios (6 pontos axiais e 3 pontos centrais), totalizando assim 20 ensaios
nos dois blocos.

A producdo de enzimas fungicas com atividade de [B-glicosidases foram
avaliadas pelas funcbes respostas: Ya ou Yy (Ya = UA de B-glicosidase de FSD
fermentada com Aspergillus oryzae 10C 3999/1998 g ' de amostra e Yy = UA de B-
glicosidase de FSD fermentada com Monascus purpureus NRRL 1992 g de
amostra), conforme o modelo da equagéo: Y=Bo + Bj + B1X1 + BaX2 + BaXs + Brix¢Z +
BooXo® + PasXs® + PiaXiXe + BisXiXs + PasxoXs + € (Equacdo 1); onde: Y (funcdo
resposta); X1, X2 € X3 (variaveis codificadas); B (coeficientes estimados para cada
termo do modelo de superficie de resposta) ; B; (coeficiente estimado do bloco para
o modelo de superficie resposta); e (erro puro).

A partir das avaliagdes das funcdes respostas (Ya ou Yy) foram realizadas
as analises de regressao e analise de variancia (ANOVA) da regressdo. O modelo
da equacéao foi ajustado aos dados experimentais e obtido 0 modelo proposto. Os
graficos de superficie de resposta e parametros de desejabilidade foram gerados
para cada funcao resposta (Ya ou Yyu). Todas as analises executadas, superficies de
respostas e desejabilidade foram realizadas utilizando o programa STATISTICA 8.0
(StatSoft Inc, 2007).

Para validacdo do modelo proposto foram realizados novos ensaios em
triplicata apds analisar as superficies de respostas e graficos de desejabilidade de
maxima atividade de B-glicosidase. Os resultados obtidos (Yex.) foram comparados
com a resposta estimada aplicando o teste t-Student (p<0,05).

2.5. Bioconversao de isoflavonas glicosidicas em agliconas das FSD fermentadas
com Aspergillus oryzae 10C 3999/1998 ou Monascus purpureus NRRL 1992

A bioconversao de isoflavonas glicosidicas em agliconas das FSD
fermentadas com Aspergillus oryzae 10C 3999/1998 ou Monascus purpureus NRRL
1992 nas condi¢des de produgdo de enzima com maxima atividade de B-glicosidase
foi avaliada quantificando as diferentes formas de isoflavonas por cromatografia
liquida de ultra eficiéncia (CLUE). Foi utilizado um controle em paralelo a
fermentacao sem adi¢do da suspensao de esporos. O teor das diferentes formas de
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isoflavonas das FSD fermentadas com diferentes fungos e controles foram
comparados pelo teste de Tukey.

2.6. Extragéo e determinacdo da enzima com atividade da B-glicosidase

A extracdo da enzima com atividade de [-glicosidase produzida por
Aspergillus oryzae 10C 3999/1998 ou Monascus purpureus NRRL 1992 foi
conduzida segundo a metodologia descrita por Carrdo-Panizzi e Bordignon (2000). A
atividade da B-glicosidase foi medida conforme descricdo de Matsuura e Obata
(1998). Uma unidade de atividade (UA) de B-glicosidase foi definida como a
quantidade de enzima que liberou 1pmol de p-nitrofenol (p-NP) por min nas
condicbes do ensaio. A atividade da B-glicosidase foi expressa como UA de [3-
glicosidase g ' de FSD fermentada ou controle liofilizados. As fungdes respostas (Ya
ou Yy) foram expressas pela diferenca entre a atividade de B-glicosidase de FSD
fermentada e do controle.

2.7. Quantificagdo de isoflavonas por CLUE

As FSD fermentadas e controles foram liofilizadas, moidas, desengorduradas
com hexano (1:10, m/v) por 30 min a temperatura ambiente com agitacao rotativa
continua e filtradas a vacuo. A extracdo de isoflavonas foi realizada com uma
mistura de solventes extrator contendo agua ultra pura, acetona e etanol (1:1:1,
v/v/v), conforme descrito por Yoshiara et al. (2012). A extracdo foi realizada em
triplicata utilizando 0,3 g de FSD fermentada e nao fermentada (controle) com 6 mL
de solvente extrator e agitagdo em vortex a cada 15 min por 1 h a temperatura
ambiente. Em seguida, foram colocadas em banho ultrassénico por 15 min a
temperatura ambiente, centrifugadas (2500 xg a 4 °C e 15 min) (Centrifuge 5804R —
Eppendorf, Hamburg, GE) e filtradas (Millex filter - LH (0,22 um). Aliquotas de 1,4 L,
em ftriplicata, do filtrado foram injetadas automaticamente no cromatégrafo liquido
UPLC® Waters. A coluna foi de fase reversa (modelo ACQUITY — UPLC BEH C18,
Waters) com dimenséo de 2,1 mm x 50 mm e tamanho da particula de 1,7 um. A
eluicdo foi realizada com gradiente nao linear, utilizando fase mével A contendo
agua acidificada em pH 3,0 ajustado com &cido acético glacial e fase mével B
acetonitrila com fluxo de 0,7 mL min™ a 35 °C. O gradiente foi iniciado com 90% de
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eluente A e 10% de eluente B e em 8 min de eluigcdo o gradiente atingiu proporcéao
de 0% de A e 100% de B. As condig¢des iniciais retornaram ap6s 9 min e o tempo
total de corrida foi de 10 min. O detector foi de arranjo de diodos (Waters) com
comprimento de onda ajustado para 260 nm. As solucdes padrdo para a construcéao
das curvas de calibragdo (area do pico x teor de isoflavonas) foram daidzina,
genistina, glicitina, malonil daidzina, malonil genistina, malonil glicitina, acetil
daidzina, acetil genistina, acetil glicitina, gliciteina e genisteina (0,1; 0,025; 0,006 e
0,002 mg mL™") e daidzeina (0,1; 0,025; 0,006; 0,002 e 0,001 mg mL™). Os padrdes
em triplicata foram injetados originando os cromatogramas correspondentes de cada
forma quimica de isoflavonas com respectivos tempos de retencdo. Os picos de
cada forma de isoflavona das amostras foram identificados por comparacdo dos
tempos de retencdo e espectros na regido do UV dos respectivos padrdes de
referéncia. O aplicativo acoplado no cromatografo gerou as curvas de calibragcédo e
as concentracdes de isoflavonas foram calculadas e expressas em g de isoflavona

por g de amostra liofilizada de FSD; controle ou FSD fermentada.
3. Resultados e discussao

3.1. Efeito das condi¢cdes de fermentacao das FSD com Aspergillus oryzae |10C
3999/1998 sobre a producéo de enzima com atividade de 3-glicosidase

A partir da modelagem exploratéria do primeiro bloco do PCCR (Tabela 2),
analise de regressao e ANOVA, observou-se que os efeitos das variaveis X; (pH
inicial da FSD), X, (mL de agua adicionada em 10 g de FSD) e X3 (temperatura em
°C de incubacgéo) e todas as interagdes (X.Xo, X1.X3, Xo.X3 € X4.X2.X3) ndo foram
significativos e o coeficiente de determinagdo (R? foi de 0,01. Considerando a
curvatura e realizando uma nova analise de regressdo e ANOVA (Tabela 3)
verificou-se que somente a curvatura foi significativa (p<0,05) e R? elevado de 0,99.
Esta constatacdo indicou que o modelo linear nao foi adequado e suficiente para
explicar o efeito das trés variaveis (Xy, X2 € X3) sobre a funcao resposta Ya (UA de [3-
glicosidase de FSD fermentada com Aspergillus oryzae g de amostra liofilizada).

Assim, para ampliar os niveis das variaveis investigadas e otimizar o
processo, foram realizados os ensaios do bloco 2 contendo os 6 pontos axiais e 3
pontos centrais. A andlise de regressdo e ANOVA da funcéo resposta Ya (UA de B-
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glicosidase de FSD fermentada com Aspergillus oryzae g' de amostra liofilizada)
indicaram que as variaveis independentes X, (mL de agua adicionada a FSD) e Xs
(°C de incubacao) apresentaram efeitos quadraticos negativos e significativos. Estes
resultados foram esperados, uma vez que, durante a fermentacéo o teor de umidade
inicial do substrato geralmente varia de 35-75% e pode ser alterado devido a
evaporacdo e atividades metabdlicas (Nishio; Tai; Nagai, 1979). Em estudos
realizados por Yadav (1988) verificou-se que o teor de umidade e temperatura foram
considerados relevantes para o processo de FES. Durante a fermentacao o elevado
teor de umidade diminui a porosidade e difusdo do oxigénio, enquanto que o baixo
teor pode influenciar negativamente o crescimento do micro-organismo devido a
menor solubilidade dos nutrientes e rapida perda de agua por volatilizagdo. Além
disso, a temperatura de incubacao tem influéncia sobre a germinacao dos esporos,
crescimento dos micro-organismos, formacao do produto e esporulagdo (Lonsane et
al., 1985).

Na tabela 2 observa-se que a atividade da B-glicosidase foi maior no ensaio
12 (Ya de 3,641 UA de B-glicosidase de FSD fermentada com Aspergillus oryzae g
de amostra liofilizada), cujas condi¢des de fermentagédo foram: pH inicial da FSD de
5,2 (X4), 10 mL de agua adicionada a FSD (X;) e 30 °C de incubagao ().
Entretanto, o ensaio 13 e os pontos centrais do bloco 1 e bloco 2 também
apresentaram elevadas atividades de B-glicosidase, porém estes ensaios diferiram
apenas na variavel X; com pH inicial da FSD de 6,8 (ensaio 13) e pH de 6,0 (pontos
centrais blocos 1 e 2). Estas observacdes demonstraram que a producao de enzima
com atividade de B-glicosidase (Ya) foi independente do pH na faixa investigada e
confirmam que a variavel Xy (pH inicial da FSD) nao apresentou efeito significativo
sobre a producgao de enzima com atividade de B-glicosidase de FSD fermentada.

Assim, 0 modelo proposto (equacao 2) pode ser escrito como: ya = 2,68508" +
0,40114* — 0,87688x,° *— 1,15850xs>*, onde ya (UA de B-glicosidase de FSD
fermentada com Aspergillus oryzae g de amostra), x. (variavel codificada de X, =
mL de agua adicionada a FSD), x5 (variavel codificada de X3 = °C de incubacéo) e *
termos significativos (p<0,05). O modelo apresentou falta de ajuste nao significativo
(p>0,05) e R? de 0,91, indicando que 91% dos resultados experimentais ajustaram
adequadamente ao modelo proposto e, portanto, 0 modelo pode ser utilizado para
fins preditivos.
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Analisando o modelo matematico (equacao 2) da funcao resposta Ya (UA de
B-glicosidase de FSD fermentada g de amostra) e a superficie de resposta Fig. 1A,
observa-se que ha uma regiao onde a atividade de B-glicosidase é maior do que 2,0
UA de B-glicosidase de FSD fermentada com Aspergillus oryzae g"' de amostra, ou
seja, xo esta entre -0,8 e +0,8 ou X, entre 6,0 e 14,0 mL de agua adicionada a FSD
e X3 esta entre -0,8 e +0,8 ou X3 entre 22 e 38 °C de incubacdo. Pelos parametros
de desejabilidade (Fig. 2) a maxima producao de atividade da B-glicosidase prevista
é de ya = 3,0862 UA de B-glicosidase de FSD fermentada com Aspergillus oryzae g
de amostra e ocorreu quando x,=0 ou X>=10,0 mL de agua adicionada a FSD e x3 =
0 ou Xsz= 30 °C de incubacdo. O modelo foi validado com redizagdo de um ensaio
em triplicata utilizando X, (10 mL de agua adicionada a FSD) que correspondeu a
50% de umidade e X3 (30 °C de incubacgéo) e a variavel % (pH incial da FSD em
6,0) foi mantida constante. A atividade de -glicosidase média obtida
experimentalmente foi igual a Ya exp.=2,6347+ 0,2688 UA de B-glicosidase de FSD
fermentada com Aspergillus oryzae g de amostra. Este resultado ndo apresentou
diferenca significativa (p>0,05) pelo teste “t” do valor estimado, ou seja, ya = 3,0862
UA de B-glicosidase de FSD fermentada com Aspergillus oryzae g de amostra.

As espécies de Aspergillus estao entre os fungos mais promissores para a
producédo de enzima com atividade de B-glicosidase, porém, as diferentes condi¢des
de fermentagdo e diferentes cepas podem influenciar a producdo de enzima com
atividade de B-glicosidase (Solovyeva et al., 1997). Qian et al. (2012) verificaram que
a maxima producdo da enzima B-glicosidase em FES de farelo de trigo com
Apergillus niger ocorreu em pH 6,0; 70% de umidade por 72 h de incubacao a 28
°C, enquanto que baixa atividade de B-glicosidase foi observada entre 32 e 36 °C.
Entretanto, para FES de bagaco de sorgo com o mesmo fungo, as condi¢des de pH
5,0, 70% de umidade, 96 h de incubacéo a 30 °C produziram maxima atividade de [3-
glicosidase (Lavudi et al., 2013). Utilizando cultura mista de Trichoderma reesei e
Aspergillus oryzae na FES de casca de soja suplementada com farelo de trigo a
maxima atividade de B-glicosidase ocorreu nas condicoes de fermentacdo quando o
pH foi de 5,0; 70% de umidade e 96 h de incubacéo 30 °C (Brijwani, Oberoi, Vadlani,
2010).

A Ya exp- Na condicdo de maxima produgcéo de enzima com atividade de (-
glicosidase foi de 2,6347+ 0,26884 de UA de B-glicosidase de FSD fermentada com
Aspergillus oryzae g' de amostra liofilizada. Entretanto, considerando o volume
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inicial do extrato e FSD fermentada em base umida foi possivel converter o valor de
Ya exp- Para 0,0878 UA de B-glicosidase de FSD fermentada com Aspergillus oryzae
mL" de extrato bruto. Este resultado representou aproximadamente a metade da
atividade descrito por Aguiar et al. (2003) que obtiveram 0,18 UA de B-glicosidase de
FSD fermentada com Aspergillus oryzae mL™" e 0,15 UA de B-glicosidase de FSD
fermentada com Aspergillus awamori mL" apés a fermentacdo de FSD (1:1, m/v;
FSD/agua deionizada), porém com 96 h de incubacdo a 30 °C e com 10 esporos.
Entretanto, Georgetti et al. (2009) nas mesmas condicoes estudadas por Aguiar et
al. (2003), porém por 48 h de fermentacdo da FSD, observaram que a FES com os
fungos Aspergillus awamori ATCC 22342, Aspergillus niger e Aspergillus niveus
produziram atividade de B-glicosidase com diferentes atividades especificas.

Portanto, para obtencdo de maxima producao de enzima com atividade de B-
glicosidase por FES de FSD com Aspergillus oryzae 10C 3999/1998 recomenda-se
utilizar 10 mL de agua adicionada a 10 g de FSD (Xy), temperatura de incubacéo de
30 °C (%) e 0 pH (X4) entre 5,2 e 6,8.

3.2. Efeito das condi¢des de fermentacao da FSD com Monascus purpureus NRRL

1992 sobre a producéo de enzima com atividade de B-glicosidase

A partir da modelagem exploratéria do primeiro bloco do PCCR (Tabela 2),
analise de regressao e ANOVA, observou-se que os efeitos das variaveis X; (pH
inicial da FSD), Xo (mL de agua adicionada em 10g de FSD) e X3 (°C de incubacgéao)
e todas as interagdes (X1.Xz, X1.Xs, X2.X3 € X1.X2.X3) ndo foram significativos e o R?
foi de 0,56. Considerando a curvatura, foram realizadas nova analise de regressao e
ANOVA (Tabela 3) na qual verificou-se que a curvatura e os efeitos das variaveis X
(pH inicial da FSD), X> (mL de agua adicionada a FSD) e X3 (°C de incubacao) e
todas as interagdes X1.Xo, X1.X3 e X2.X3 foram significativos com R? de 0,99 (Tabela
3), indicando que o modelo linear nao foi adequado e suficiente para explicar o efeito
das trés variaveis (X1, X2 € X3) sobre a funcao resposta Yy (UA de B-glicosidase de
FSD fermentada com Monascus purpureus g de amostra liofilizada). Assim, para
ampliar os niveis das variaveis investigadas e otimizacdo do processo, foram
realizados os ensaios do bloco 2 contendo os 6 pontos axiais e 3 pontos centrais.

Pela analise de regressao da funcao resposta Yy as variaveis independentes X e X»
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apresentaram efeitos lineares e quadraticos significativos, enquanto que a variavel
X3 apresentou somente efeito quadratico significativo.

Observa-se (Tabela 2) que a atividade da B-glicosidase foi maior no ponto
central do segundo bloco (Yy =0,2585 UA de B-glicosidase de FSD fermentada com
Monascus purpureus g de amostra), ensaios 18, 19 e 20 com Xy (pH inicial da FSD
de 6,0), X2 (10 mL de agua adicionada a FSD) e X3 (30 °C de incubacao). Porém, as
trés condicoes de fermentagado (ensaios 3, 7 e 16) em que nao houve producédo de
enzima com atividade de B-glicosidase, ocorreram quando a variavel x3 estava em
seus niveis mais baixos (-1 ou -1,68), ou seja, X3 =20 °C ou 13 °C.

Considerando a elevada contribuicdo da interacao X».X3 no modelo proposto,
esta interacao foi mantida na equacao e os outros termos nao significativos foram
retirados do modelo. Portanto, o modelo proposto (Equacdo 3) pode ser escrito
como: Yu = 0,23064*+ 0,00894* — 0,03776x:* + 0,034508x,* — 0,035110x>* —
0,038388x,%* — 0,079504x5”* + 0,041666x2.x3 onde yu (UA de B-glicosidase de FSD
fermentada com Monascus purpureus g' de amostra), x; (variavel codificada de
Xi=pH inicial da FSD), x, (variavel codificada de X,= mL de agua adicionada a FSD),
X3 (variavel codificada de X3 = °C de incubacéo) e * significativo (p<0,05). O madelo
apresentou falta de ajuste ndo significativo e R? de 0,81 indicando que os resultados
experimentais apresentaram um bom ajuste ao modelo proposto e, portanto, o
modelo pode ser utilizado com fins preditivos.

Analisando o modelo proposto (Equacado 3) para Yy e superficies de
respostas Figuras 1B, 1C, 1D observa-se que ha regides onde ocorreu 0 maximo de
producédo de enzima com atividade de B-glicosidase (Yy) quando (Figura 1B) x; esta
entre -1,3 e +0,2, ou seja, X; com pH inicial da FSD entre 5,4 e 6,1 e x, esta entre -
0,3 e +1,2, ou seja, Xo entre 8,5 e 16 mL de agua adicionada a FSD e 30 °Cde
incubacéo; (Figura 1C) x4 esta entre -1,2 e +0,2, ou seja, X; com pH entre 5,4 e 6,1 e
X3 esta entre -0,4 e +0,3, ou seja, Xz entre 26 e 33 °C e 10 mL de 4gua adicionada a
FSD; (Figura 1D) x. esta entre -0,1 e +1,1, ou seja, X, entre 9,5 e 15,5 mL de agua
adicionada e x3 esta entre -0,3 e +0,5, ou seja, X3 entre 27 e 35°C com pH inicial da
FSD de 6,0. Destaca-se que nas regides onde ocorreu 0 maximo de Yy estao
incluidos os ensaios do ponto central.

Pelos paradmetros de desejabilidade (Figura 2) a condicdo 6tima para a
funcao-resposta Yy ocorreu quando xy=-1,682, -0,8409, 0 ou +0,84 (Xi=pH 5,2; 5,6;
6,0 ou 6,4), xo= -0,84; 0; +0,84 ou 1,68 (Xo= 5,8; 10,0; 14,2 ou 18,0 mL de agua
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adicionada a FSD) e x3 = 0 ou +0,84 (X3= 30 ou 38 °C). Assim, um ensaio em
triplicata, que coincidiu com o ponto central (Xi= pH 6,0, Xo=10 mL, e X3= 30 °C), foi
realizado experimentalmente e obteve-se Yu ex.=0,245468+0,002213 UA de B-
glicosidase de FSD fermentada com Monascus purpureus g' de amostra cujo
resultado nao diferiu pelo teste “t” (p>0,05) do ym = 0,24838 UA de B-glicosidase de
FSD fermentada com Monascus purpureus g de amostra, confirmando assim a
validade do modelo proposto.

A producdo de maior atividade de B-glicosidase de 2,78 UA mL™ apés 9 dias
de incubacdo a 27°C foi descrita por Daroit et al. (2007) que utilizaram a
fermentacdo com o mesmo fungo Monascus purpureus NRRL 1992 em meio
submerso, porém com residuo de uva (50 g/L) e peptona (20 g/L) como fontes de
nitrogénio.

Dessa forma, os resultados demonstraram que para se obter maxima
producdo de enzima com atividade de B-glicosidase por FES de FSD com Monascus
purpureus NRRL 1992, deve-se utilizar a seguinte condicdo de fermentacéo: X; (pH
inicial da FSD de 6,0); X> (10 mL de agua adicionada a FSD) e X3 (30 °C de
incubacao). Além disso, pode-se observar que essas condicbes de fermentacao
foram similares as encontradas com Aspergillus oryzae 10C 3999/1998 para
obtencdo de maxima producdo de enzima com atividade de B-glicosidase, exceto a
variavel Xy que ndo apresentou efeito significativo nos niveis investigados. Contudo,
comparando a maxima producao de enzima com atividade de B-glicosidase entre os
dois fungos, obtidas experimentalmente na validagdo dos modelos propostos,
verificou-se que o Aspergillus oryzae I0C 3999/1998 apresentou atividade de -
glicosidase de 10,7 vezes superior a do Monascus purpureus NRRL 1992.

3.3. Bioconversao de isoflavonas glicosidicas em agliconas das FSD fermentadas
com Aspergillus oryzae 10C 3999/1998 ou Monascus purpureus NRRL 1992.

As diferentes formas de isoflavonas da FSD foram quantificadas por CLUE,
cujos teores foram de 185,04 ug g de daidzina, 206,72 pg. g de genistina, 88,26
ug g’ de glicitina, 655,39 ug g' de malonil daidzina, 1535,14 pg g"' de malonil
genistina, 575,79 pg g de malonil glicitina, 107,71 pg g de acetil daidzina, 54,22
ug g de acetil genistina, 1,48 ug g de daidzeina e 135,67 ug g de genisteina. Na
FSD acetil glicitina e gliciteina ndo foram detectadas. A fermentagao, nas condigbes
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de maior producdo de enzima com atividade de B-glicosidase das FSD com
Aspergillus oryzae 10C 3999/1998 ou Monascus purpureus NRRL 1992, diminuiu o
conteudo total de isoflavonas em relagdo aos respectivos controles (Tabela 4). A
reducdo no teor de isoflavonas totais segundo Aguiar et al. (2003) esta reducao
também pode ser devido a outras reagcées que ocorreram durante a fermentacéo
semissélida.

O teor de isoflavonas conjugadas malonil daidzina e malonil genistina das
FSD fermentadas com os fungos nao apresentou diferencas significativas com
relacdo aos seus respectivos controles (Tabela 4). Estes resultados confirmaram as
observacodes de Park et al. (2001) que verificaram que a B-glicosidase de Aspergillus
oryzae nédo foi eficiente para hidrolisar as formas malonil glicosidicas, porém, foi
eficiente para hidrolisar as isoflavonas glicosidicas. A B-glicosidase extraida de
okara (residuo da producédo de extrato aquoso de soja) também nao apresentou
especificidade de atividade para as formas malonil, entretanto, foi efetiva para as
isoflavonas glicosidicas (Chiou et al., 2010).

Na FSD o teor de malonil glicitina foi de 575,79 pg g de amostra, enquanto
que nas FSD fermentadas e seus controles (Tabela 4) nao foi detectada, devido ao
tratamento térmico com autoclave para esterilizagdo do substrato. As isoflavonas
malonil-B-glicosidicas estdo em maior quantidade na soja e sdo termolébeis, sob
aquecimento sdo convertidas as suas formas glicosidicas (Coward et al., 1998). Park
et al. (2001) verificaram que a extracao de isoflavonas de FSD apéds tratamento
térmico a 121 °C promoveu reducgéo no teor de isoflavonas malonil.

A fermentacéo da FSD com o fungo Monascus purpureus NRRL 1992 reduziu
em maior proporc¢ao o teor das formas conjugadas acetil daidzina e acetil genistina
do que com Aspergillus oryzae 10C 3999/1998 (Tabela 4). Esta reducao pode ter
ocorrido devido a producdo de enzima com atividade de B-glicosidase com
especificidade para acetil glicosidica durante a fermentacao da FSD.

A fermentacao da FSD com os dois fungos produziu enzima com atividade de
B-glicosidase bioconvertendo as formas glicosidicas (daizina, genistina e glicitina)
em suas correspondentes formas agliconas (daidzeina e genisteina e auséncia de
gliciteina), obtendo assim, uma FSD fermentada rica em agliconas (Tabela 4). Desta
forma, o processo de FES com Aspergillus oryzae |0C 3999/1998 ou Monascus
purpureus NRRL 1992 pode ser uma opc¢ao para bioconversdao de isoflavonas
glicosidicas em agliconas que, segundo lzumi et al. (2000), apresentam maior
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potencial bioativo e absorcdo no intestino do que as suas formas glicosidicas
correspondentes.

A bioconversao das isoflavonas glicosidicas em agliconas foi de 5 e 1,8 vezes
nas FSD fermentadas com Monascus purupureus NRRL 1992 ou Aspergillus oryzae
IOC 3999/1998, respectivamente (Tabela 4). A FSD fermentada com Aspergillus
oryzae 10C 3999/1998 reduziu em 47,25; 30,20 e 25,58 % o0 teor de daidzina,
genistina e glicitina e aumentou em 193,90 e 72,51% o teor de agliconas daidzeina e
genisteina. A FSD fermentada com Monascus purupureus NRRL 1992 reduziu em
99,90%; 69,74 e 75,10% o teor de daidzina, genistina e glicitina e aumentou em
979,98 e 371,75% o teor de agliconas daidzeina e genisteina. Destaca-se que na
FSD fermentada com Monascus purpureus NRRL 1992 o teor das isoflavonas
agliconas (daidzeina e genisteina) aumentou de 3,86 vezes em relacdo a FSD
fermentada com Aspergillus oryzae 10C 3999/1998, embora o Aspergillus oryzae
IOC 3999/1998 tenha apresentado atividade de B-glicosidase de 10,7 vezes
superior ao do Monascus purpureus NRRL 1992. Esses resultados sugerem que a
enzima com atividade de B-glicosidase produzida pelo Monascus purpureus NRRL
1992 foi mais seletiva para bioconversdo das isoflavonas glicosidicas em agliconas
do que a produzida pelo Aspergillus oryzae |0C 3999/1998. Esses resultados estao
de acordo com Lee e Chou (2006) que observaram que a fermentacdo de kojis de
soja preta com diferentes fungos (Aspergillus awamori, Aspergillus oryzae,
Aspergillus sojae, Rhizopus azygosporus e Rhizopus sp.) a 30 °C e 72 h de
incubacgéao, reduziu o teor de isoflavonas glicosidicas (daidzina, genistina e glicitina)
e aumentou o teor de agliconas (daidzeina, genisteina e gliciteina) quando
comparado com o produto ndo fermentado. Além disso, o koji fermentado com
Rhizopus sp. apresentou menor atividade de B-glicosidase e maior bioconversao em
agliconas do que A. oryzae e A. sojae. Georgetti et al. (2009) compararam a
bioconversao de genistina em genisteina de FDS fermentada com Aspergillus niger,
Aspergillus niveus e Aspergillus awamori e observaram que o Aspergillus niveus
apresentou maior capacidade de bioconversdo com menor atividade de p-
glicosidase. Possivelmente, foi devido a algumas espécies de Aspergillus produziram
B-glicosidase com diferentes especificidades ou outras enzimas que também
hidrolisam as ligacdes glicosidicas. Contudo, Aguiar et al. (2003) observaram que
diferentes micro-organismos podem produzir enzimas com atividade de B-glicosidase

que atuam na hidrélise de ligacées glicosidicas de materiais celulésicos ou p-
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nitrofenil-B-glicopiranosidio (pPNPG), porém, ndo apresentam especificidades para a

ligacdo glicosidica das isoflavonas.
4. Conclusoes

Para maxima produgdo de enzima com atividade de B-glicosidase por
fementacdao em estado sélido de FSD com Aspergillus oryzae 10C 3999/1998 ou
Monascus purpureus NRRL 1992 deve-se utilizar 10 mL de 4gua adicionada a 10 g
FSD, temperatura de incubacao de 30 °C e pH inicialda FSD de 6,0, sendo que o
pH para Aspergillus oryzae 10C 3999/1998 foi independente no intervalo de pH
entre 5,2 e 6,8.

Nas mesmas condicdes de fementagcdo em estado solido de FSD o
Aspergillus oryzae 10C 3999/1998 produziu enzima com atividade de B-glicosidase
10,7 vezes superior ao Monascus purpureus NRRL 1992. Entretanto, a fermentacao
da FSD o Monascus purpureus NRRL 1992 foi mais eficiente na bioconversao de

isoflavonas glicosidicas em agliconas.
Agradecimentos

A Fundacdo Araucaria de Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico do
Parana / Fundagao Araucaria, Parana e Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnolégico pelo apoio financeiro do Projeto PRONEX/FA/CNPq. Handa,
C. agradece pela bolsa da Fundacdo CAPES/MEC e Ida, E. I. pela bolsa
produtividade PQ do CNPq.

Referéncias

1. AGUIAR, C.L., SUZUKI, C.N., PAREDES-GUZMAN, J.F., ALENCAR, S.M.,
PARK, Y.K. (2003). Tranformacion de las -glicosil isoflavonas por
fermentacién semi-sélida de harina de soja con Aspergillus oryzae. Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, 4 (2), 115-121.

2. BRIJWANIK., OBEROI, H. S., VADLANI, P. V. (2010). Production of a
cellulolytic enzyme system in mixed-culture solid-state fermentation of
soybean hulls supplemented with wheat bran. Process Biochemistry, 45, 120—
128.



67

. CARRAO-PANIZZI, M. C., BORDIGNON, J.R. (2000). Activity of beta-
glucosidase and levels of isoflavone glucosides in soybean cultivars affected
by the environment. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, 35, (5), 873-878.

. CHIOU, TAI-YING, LIN, YI-HSUAN, SU, NAN-WEI, LEE, MIN-HSIUNG
(2010). B-Glucosidase Isolated from Soybean Okara Shows Specificity toward
Glucosyl Isoflavones. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 58, 8872—
8878.

. COWARD, L., SMITH, M., KIRK M., BARNES, S. (1998). Chemical
modification of isoflavones in soyfoods during cooking and processing.
American Journal of Clinical Nutrition, 68 (6), 1486-1491.

. DAROIT, D., SILVEIRA, S.T.,HERTZ, P. F., BRANDELLI, A. (2007).
Production of extracellular B-glucosidase by Monascus purpureus on different
growth substrates. Process Biochemistry, 42, 904—908.

. FRANCIS, F., SABU, A. K., NAMPOOTHIRI, M., RAMACHANDRAN, S.,
GHOSH, S., SZAKACS, G., PANDEY, A. (2003). Use of response surface
methodology for optimizing process parameters for the production of a-
amylase by Aspergillus oryzae. Biochemical Engineering Journal, 15, 107—
115.

. GEORGETTI, S.R., VICENTINI, F.T.M.C., YOKOYAMA, C.Y., BORIN, M.F.,
SPADARO, A.C.C., FONSECA, M.J.V. (2009). Enhanced in vitro and in vivo
antioxidant activity and mobilization of free phenolic compounds of soybean
flour fermented with different b-glucosidase-producing fungi. Journal of
Applied Microbiology, 106, 459-466.

. 1ZUMI, T., PISKULA, M.K., OSAWA, S., OBATA, A., TOBE, K. (2000). Soy
isoflavone aglycones are absorbed faster and in higher amounts than their
glucosides in humans. Journal of Nutrition, 130, 1695-1699.

10. LANGSTON, J., SHEEHY, N., XU, F. (2006). Substrate specificity of

Aspergillus oryzae family 3 B-glucosidase. Biochimica et Biophysica Acta,
1764, 972-978.

11. LAVUDI, S., HARINDER, S. O., M.LAXIMI, N. (2003). Studies on cellulase

production by solid state fermentation using sweet sorghum bagasse. Helix,1,
261-266.



68

12. LEE, I-HSIN, CHOU, CHENG-CHUN. (2006). Distribution profiles of
isoflavone isomers in black bean kojis prepared with various filamentous fungi.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 54, 1309-1314.

13. LEE, YU-LING, YANG, JOAN-HWA, MAU, JENG-LEUN (2008). Antioxidant
properties of water extracts from Monascus fermented soybeans. Food
Chemistry, 106, 1128-1137.

14. LIU, K. (1997).Soybeans: chemistry, technology and utilization. IPT.

15. LONSANE, B. K., GHILDYAL, N. P., BUDIATMAN, S., RAMAKRISHNAT, S.
V. (1985). Engineering aspects of solid state fermentation. Enzyme and
Microbial Technology, 7, 258-265.

16. MACHIDA, M., YAMADA, O., GOMI, K. (2008). Genomics of Aspergillus
oryzae: learning from the history of koji mold and exploration of its future. DNA
Research, 15, 173-183.

17. MATSUURA, M., OBATA, A. B-glicosidases from soybeans hidrolyze daidzin
and genistin. Journal Food Science, 58(1), 144-147, 1993.

18. NISHIO, N., TAI, K. and NAGAI, S (1979). Hydrolase production by
Aspergillus niger in solid state cultivation. European Journal of Applied
Microbiology and Biotechnology, 8, 263-270.

19. OTIENO, D.O., ASHTON, J.F., SHAH, N.P. (2006). Evaluation of enzymic for
biotransformation of isoflavone phytoestrogen in soymilk by Bifidobacterium
animalis, Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus casei. Food Research
International, 39, 394—407.

20. PARK, Y.K., ALENCAR, S.M., NERY, |LLA., AGUIAR, C.L. E PACHECO,
T.A.R.C. (2001). Enrichment of isoflavone aglycones in extracted soybean
isoflavones by heat and fungal B-glucosidase. Food and Science Industry, 34,
14-19.

21. PHAM, T. T., SHAH, N. P. (2009). Hydrolysis of isoflavone glycosides in soy
milk by B-galactosidase and B-glucosidase. Journal of Food Biochemistry, 33,
38-60.

22. QIAN, LI-CHUN, FU, SHI-JUN, ZHOU, HONG-ME, SUN, JIAN-YI, WENG,
XIAO-YAN. (2012). Optimization of fermentation parameters for p-glucosidase
production by Aspergillus niger. Journal of Animal and Veterinary Advances,
11(5), 583-591.



69

23. SEN, R., SWAMINATHAN, T. (1997). Aplication of response-surface
methpdplpgy to evaluate the optimum environmental conditions for the
enchanced production of surfaction. Applied Microbiology and Biotechnology,
47, 358-363.

24. SILVA, L. H., CELEGHINI, R. M.S., CHANG, Y. K. (2011). Effect of the
fermentation of whole soybean flour on the conversion of isoflavones from
glycosides to aglycones. Food Chemistry, 128, 640—644.

25. SOLOVYEVA L.V., ANANJIN V.M., BOEV A.V, OKUNEV O.N. (1997). The
controlled biosynthesis of cellobiase by Aspergillus fungi. Process
Biochemistry. 32, 21-28.

26. VILLARES, A., ROSTAGNO, M. A., GARCIA-LAFUENTE, A., GUILLAMON,
E. J., MARTINEZ, A. (2011). Content and profile of isoflavones in soy-based
foods as a function of the production process. Food Bioprocess Technology, 4,
27-38.

27. WANG, H.-J., MURPHY, P. A. (1994). Isoflavone content in commercial
soybean foods. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 42, 1666—1673.

28. WARD, P. O. (1991). Biotecnologia de la fermentacion. Zaragoza, Acribia.

29. YADAV, J.S. (1988) SSF of wheat straw with alcaliphilic Coprinus.
Biotechnology and bioengineering, 31, 414—417.

30. YOSHIARA, L. Y., MADEIRA, T. B., DELAROZA, F., SILVA, J. B, IDA, E. |.
(2012). Optimization of soy isoflavone extraction with different solvents using
the simplex-centroid mixture design. International Journal of Food Sciences
and Nutrition, 9, 978-986.



70

Tabela 1
Variaveis independentes e niveis de variagdo do PCCR

Niveis de variacdo

Variaveis independentes

-1,68 -1 0 1 1,68
Xi=pH inicial da FSD 5.2 55 6 6,5 6,8
Xo=mL de agua adicionada a FSD 2 5 10 15 18

X3 = temperatura (°C ) de incubacao 13 20 30 40 47
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Tabela 2

Planejamento fatorial central composto rotacional para fermentacdo das FDS fermentadas
com Aspergillus oryzae I0C 3999/1998 ou Monascus purpureus NRRL 1992 e fungdes-
respostas Ya e Yy

Variaveis independentes

codificadas e nao codificadas Funcdes respostas
Ensaios X4 ( X1) X2( X2) X3( X3) YA YM

1 -1(5,5) -1(5) -1(20) 0,000 0,122
2 -1(5,5) -1(5) +1(40) 0,015 0,128
3 -1(5,5) +1(15) -1(20) 0,000 0,000
4 -1(5,5) +1(15) +1(40) 0,152 0,216
5 +1(6,5) -1(5) -1(20) 0,000 0,008
6 +1(6,5) -1(5) +1(40) 0,408 0,007
7 +1(6,5) +1(15) -1(20) 0,021 0,000
8 +1(6,5) +1(15) +1(40) 0,282 0,122
9 0(6,0) 0(10) 0(30) 2,496 0,200
10 0(6,0) 0(10) 0(30) 2,598 0,202
11 0(6,0) 0(10) 0(30) 2,867 0,209
12 -1,68(5,2) 0(10) 0(30) 3,641 0,187
13 +1,68(6,8) 0(10) 0(30) 3,142 0,075
14 0(6,0) -1,68(2) 0(30) 0,003 0,003
15 0(6,0) +1,68(18) 0(30) 1602 0,240
16 0(6,0) (10) -1,68(13) 0,005 0,000
17 0(6,0) 0(10) +1,68(47) 0,007 0,010
18 0(6,0) 0(10) 0(30) 2,321 0,281
19 0(6,0) 0(10) 0(30) 2,826 0,280
20 0(6,0) 0(10) 0(30) 2,717 0,214

Xy (pH inicial das FSD); X, (mL de &gua adicionada as FSD); X3 (°C de mcubagao) e Yaou Yy (Ya=UA
de B-glicosidase de FSD fermentada com Aspergillus oryzae 10C 3999/1998 g de amostra ou Yy =
UA de B-glicosidase de FSD fermentada com Monascus purpureus NRRL 1992 g’ ' de amostra).
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Tabela 3
ANOVA para atividade de B-glicosidase produzida por Aspergillus oryzae 10C
3999/1998 ou Monascus purpureus NRRL 1992 - Bloco exploratério

Fonte de F .
Variacao SQ GL QM alculade  PVAIOT
Curvatura 14,1218 1 14,1218 384,104 0,003
X4 0,0371 1 0,0371 1,009 0,421
Xo 0,0001 1 0,0001 0,003 0,959
X3 0,0874 1 0,0874 2,378 0,263
Y X1.Xo 0,0073 1 0,0073 0,198 0,700
X1.X3 0,0316 1 0,0316 0,859 0,452
X2.X3 0,0000 1 0,0000 0,000 0,987
X1.X2.X3 0,0100 1 0,0100 0,271 0,654
Residuo 0,0735 2 0,0368
Total 14,3688 10
Curvatura 0,0360 1 0,0360 1549,380 0,001
Xq 0,0135 1 0,0135 579,832 0,002
X2 0,0007 1 0,0007 28,726 0,033
X3 0,0147 1 0,0147 632,628 0,002
v X1.Xo 0,0025 1 0,0025 106,640 0,009
M X1.X3 0,0012 1 0,0012 53,323 0,018
X2.X3 0,0139 1 0,0139 597,787 0,002
X1.X2.X3 0,0010 1 0,0010 41,613 0,023
Residuo 0,0000 2 0,0000
Total 0,0834 10

R2,= 0,99; R%,=0,99

* significativo (p<0,05) xy= pH inicial da FSD; x,= agua adicionada a FSD (mL); Xs=
temperatura de incubagédo (°C), (Ya = UA de B-glicosidase de FSD fermentada com
Aspergillus oryzae 10C 3999/1998 g de amostra ou Yy = UA de B-glicosidase de FSD
fermentada com Monascus purpureus NRRL 1992 g'1 de amostra), R?: coeficiente de
determinacéo.
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Teor de isoflavonas das FSD fermentadas com Aspergillus oryzae 10C 3999/1998 ou Monascus
purpureus NRRL 1992 e controles

Isoflavonas Monascus purpureus Aspergillus oryzae
(H9/g) Controle FSD ferm. Controle FSD ferm.
Daidzina 284,603 + 3,407° 0,294+0,449° 270,608+18,673°  142,112+15,491°
Genistina 697,800 + 18,600° 211,176+8,460° 699,806+56,468°  488,444+34,337°
Glicitina 110,308 + 0,442%  27,474+0,047° 109,444+4,936° 87,142+3,316°

Malonil Daidzina
Malonil genistina
Acetil daidzina
Acetil genistina
Daidzeina
Genisteina
Agliconas totais

151,834 + 1,612
324,884 + 12,398
117,288 + 4,435°
132,156 + 2,230°
8,209 + 0,614°
147,064 + 1,484°
155,273+2,098°

162,955+8,438
374,005+28,376
ND®
54,069+2,887°
88,656+1,553?
693,517+11,2602
782,173+12,813%

200,859+7,799
483,384+23,624
112,953+4,3572
108,900+7,174%
14,432+1,827°
185,574+10,014°
200,006+11,841°

194,18349,971
475,640+31,267
90,096+6,535°
90,597+5,551°
42,416+4,884%
320,132+25,9382
362,548+30,82°%2

TOTAL 1974,147+45,222% 1617,072+61,978°
Média de trés repeticoes e desvio padrao + DP, liofilizada.
Letras minusculas diferentes representa diferenga significativa entre a FSD fermentada e seu respectivo

controle (p<0,05). Letras mailsculas diferentes para agliconas totais representa diferenca significativa entre
as FSD fermentadas (p<0,05). ND= nao detectado.

2185,958+134,872% 1930,762+137,289°
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Figura 1. Superficie de resposta: (A) UA de B-glicosidase de FSD fermentada com Aspergillus oryzae
IOC 3999/1998 g'1 de amostra, sendo X; (pH inicial da FSD) fixo em 6,0. (B, C e D) UA de B-
glicosidase da FSD fermentada com Monascus purpureus g'1 de amostra, sendo (B) X3 (temperatura

de incubacgéo) fixa em 30°C; (C) X (mL de agua adicionada a FSD) fixo em 10 mL e (D) X; (pH inicial
da FSD) fixo em 6,0.

74



75

bloco pH Aqua Temp *C Desirabilty
4.5000
4 =
I | ol o
KX 7 SERRRL EEEEs SEEEE B s e CEn BEF I CEPEEEEEE CEETEEEEEY (I TEFEEEEEE: TEEEEEEEE
1 1 1 1 1 T k3 "!' —
¥ @ 1 sl
i kL ¥ H ©
v : | “ 5 v & _
TA : =5 oy
v s ~_ 5]
i i .
£ A K L
1 1 Y wr s =
! I | ] M 2
by $ 4 & ; =
i i =
i i
3,550
4 2 -4 803 4 £0490 -4 02 n 4 £o40 -1 203 n 4 2040
40000 T
i i T
P Y7.CY. 3 SR S S B0 5 SRR N T S S S S S R &
" I's 1 | Ny T i
1 4 .k v L L —
rol [ | & L] 87 @
3 11 | 1 | | i 7 e
Y .. 1 1. 1 ! " : = o
o i i 1 ' = £
4 A by A -
g 3 E < S
i i T i
i i i i L =]
| | 1 | = o
L L ¥ 1 : S
¥ =
I
!
1
!
I
!
L
-.2000
- = o s e e e S —
LN “~, -1,00& 1L,O0I10 -1,00& L,ooIio -1,00& v, 1,010
-.8409 ;84089

Figura 2. Parametro de desejabilidade estimado na condicdo de maxima produg¢éo de enzima com
atividade de f-glicosidase (Y = UA de B-glicosidase de FSD fermentada com Aspergillus oryzae 10C
3999/1998 g'1 de amostra ou Yy = UA de B-glicosidase de FSD fermentada com Monascus purpureus
NRRL 1992 g de amostra).
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6 CONCLUSAO

Para maxima producdo de enzima com atividade de B-glicosidase
por fementagdo em estado sélido de FSD com Aspergillus oryzae 10C 3999/1998 ou
Monascus purpureus NRRL 1992 deve-se utilizar 10 mL de 4gua adicionada a 10 g
FSD, temperatura de incubacédo de 30 °C e pH inicialda FSD de 6,0, sendo que o
pH para Aspergillus oryzae 10C 3999/1998 foi independente no intervalo de pH
entre 5,2 e 6,8.

Nas mesmas condi¢cbes de fermentacdo em estado sélido de FSD o
Aspergillus oryzae |0C 3999/1998 produziu enzima com atividade de B-glicosidase
10,7 vezes superior ao Monascus purpureus NRRL 1992. Entretanto, a fermentacao
da FSD o Monascus purpureus NRRL 1992 foi mais eficiente na bioconversdo de
isoflavonas glicosidicas em agliconas.
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APENDICE A

Analise de regressdo do planejamento fatorial 2° para producéo de enzima com

atividade de B-glicosidase.

Analise de regressao - Modelo linear

78

Variavel Coeficiente de Erro Padrao t(9) p-valor *
Independente Regresséo
Média 0,804 0,656 1,225 0,308
X1 0,068 0,769 0,089 0,935
X2 0,004 0,769 0,005 0,996
X3 0,105 0,769 0,136 0,900
Ya X1.X2 -0,030 0,769 -0,039 0,971
X1.X3 0,063 0,769 0,082 0,940
X2.X3 -0,001 0,769 -0,002 0,999
X1.X2.X3 -0,035 0,769 -0,046 0,966
Média 0,110 0,033 3,341 0,044
X1 -0,041 0,039 -1,059 0,367
X2 0,009 0,039 0,236 0,829
X3 0,043 0,039 1,106 0,349
Yu X1.X2 0,018 0,039 0,454 0,681
X1.X3 -0,012 0,039 -0,321 0,769
X2.X3 0,042 0,039 1,075 0,361
X1.X2.X3 -0,011 0,039 -0,284 0,795

R2,= 0,01; R%,=0,56

* significativo (p<0,05) x4= pH inicial da FSD; x,= agua adicionada a FSD (mL); x3= temperatura
de incubacdo (°C), Ya = UA de B-glicosidase de FSD fermentada com Aspergillus oryzae 10C
3999/1998 g'1 de amostra ou Yy = UA de B-glicosidase de FSD fermentada com Monascus
purpureus NRRL 1992 g™ de amostra



APENDICE B

Analise de regressdo do planejamento fatorial 2° com efeito da curvatura para
producéo de enzima com atividade de B-glicosidase.

Analise de regressao com efeito da curvatura - Modelo linear

Variavel Coeficiente de

Independente Regressao Erro Padrao 1) p-valor
Média 0,110 0,068 1,620 0,247
Curvatura 2,544 0,130 19,599 0,003
X1 0,068 0,068 1,005 0,421
X2 0,004 0,068 0,058 0,959

Ya Xs 0,105 0,068 1,542 0,263
X1.Xa -0,030 0,068 -0,445 0,700
X1.Xs 0,063 0,068 0,927 0,452
Xo.X -0,001 0,068 -0,018 0,987
2-A3
X4.X2.X3 -0,035 0,068 -0,521 0,654
Média 0,075 0,002 44,242 0,001
Curvatura 0,128 0,003 39,362 0,001
X4 -0,041 0,002 -24,080 0,002
Xo 0,009 0,002 5,360 0,033

Yy Xs 0,043 0,002 25,152 0,002
X4.X 0,018 0,002 10,327 0,009
1-A2
X1.Xa -0,012 0,002 -7,302 0,018
Xp.X3 0,042 0,002 24,450 0,002
X1 Xo.X3 -0,011 0,002 -6,451 0,023

R2,= 0,99; R%,=0,99

* significativo (p<0,05) x4= pH inicial da FSD; x,= agua adicionada a FSD (mL); xs= temperatura
de incubacédo (°C), Ya = UA de B-glicosidase de FSD fermentada com Aspergillus oryzae 10C
3999/1998 g de amostra ou Yy = UA de B-glicosidase de FSD fermentada com Monascus
purpureus NRRL 1992 g'1 de amostra.
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APENDICE C
Anélise de variancia (ANOVA) do planejamento composto central rotacional 2° para

producdo de enzima com atividade de B-glicosidase.

ANOVA para produgdo de enzima com atividade de B-glicosidase produzida por
Aspergillus oryzae 10C 3999/1998 ou Monascus purpureus NRRL 1992 - Modelo
quadratico.

Fonte de Variagéo SQ GL QM F calculado p-valor*
Bloco 3,188 1 3,188 10,710 0,010
X4 0,006 1 0,006 0,021 0,887
X12 0,026 1 0,026 0,089 0,772
Xo 0,542 1 0,542 1,820 0,210
Xop 10,916 1 10,916 36,672 0,000

Vs X3 0,052 1 0,052 0,173 0,687
X3p 19,100 1 19,100 64,169 0,000
X1 X 0,007 1 0,007 0,024 0,879
X1 X3 0,032 1 0,032 0,106 0,752
Xo.X5 0,000 1 0,000 0,000 0,995
Residuo 2,679 9 0,298
Total 36,412 19
Bloco 0,002 1 0,002 0,567 0,471
X4 0,019 1 0,019 7,060 0,026
X1z 0,018 1 0,018 6,411 0,032
Xo 0,016 1 0,016 5,898 0,038
Yoo 0,021 1 0,021 7,664 0,022

v, X3 0,010 1 0,010 3,451 0,096
X3p 0,091 1 0,091 32,873 0,000
X1 X 0,002 1 0,002 0,898 0,368
X1 X3 0,000 1 0,001 0,449 0,520
Xo.Xs 0,014 1 0,014 5,036 0,051
Residuo 0,025 9 0,003
Total 0,205 19

R2,= 0,93; R%,=0,88

* significativo (p<0,05) x;= pH inicial da FSD; x,= agua adicionada a FSD (mL); x3= temperatura
de incubacado (°C), Ya = UA de B-glicosidase de FSD fermentada com Aspergillus oryzae |0C
3999/1998 g'1 de amostra ou Yy = UA de B-glicosidase de FSD fermentada com Monascus
purpureus NRRL 1992 g™ de amostra
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APENDICE D

Anélise de regressido do planejamento composto central rotacional 2° para producéo

de enzima com atividade de B-glicosidase.

Andlise de regressao para producao de enzima com atividade de B-glicosidase
produzida por Aspergillus oryzae I0C 3999/1998 ou Monascus purpureus NRRL 1992 -
Modelo quadratico.

Variavel Coeficiente de Erro
Independente Regresséo Padrao t(9) p-valor *
Média 2,650 0,223 11,901 0,000
Bloco 0,404 0,123 3,273 0,010
Xq -0,022 0,148 -0,146 0,887
X1 0,043 0,144 0,298 0,772
Xo 0,199 0,148 1,349 0,210
Yy Xo -0,872 0,144 -6,056 0,000
Xs 0,061 0,148 0,416 0,687
Xa2 -1,154 0,144 -8,011 0,000
X1.Xp -0,030 0,193 -0,156 0,879
X1.X3 0,063 0,193 0,326 0,752
X0.X3 -0,001 0,193 -0,006 0,995
Média 0,231 0,021 10,762 0,000
Bloco 0,009 0,012 0,753 0,471
X4 -0,038 0,014 -2,657 0,026
X1 -0,035 0,014 -2,532 0,032
Xo 0,035 0,014 2,428 0,038
Yy Xz -0,038 0,014 -2,768 0,022
X3 0,026 0,014 1,858 0,096
Xa2 -0,080 0,014 -5,734 0,000
X1.Xo 0,018 0,019 0,948 0,368
X1.X3 -0,012 0,019 -0,670 0,520
X0.X3 0,042 0,019 2,244 0,051

R?,= 0,99; R%,=0,99

* significativo (p<0,05) x4= pH inicial da FSD; x,= agua adicionada a FSD (mL); x3= temperatura
de incubacdo (°C), Ya = UA de B-glicosidase de FSD fermentada com Aspergillus oryzae 10C
3999/1998 g'1 de amostra ou Yy = UA de B-glicosidase de FSD fermentada com Monascus
purpureus NRRL 1992 g'1 de amostra.
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Resumos apresentados em congressos

RESUMO 1: XVI World Congress of Food Science and Technology, IUFoST.

SONICATION AND VORTEXING EXTRACTION OF SOY ISOFLAVONES
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Sonication and Vortexing Extraction of Soy Isoflavones
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Dept. of Food Science and Technology, Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Parand, Brazil. *elidat@uel br

I ntroduction

Twelve free and conjugated forms of isoflavones have been isolated from
different soybean samples. The isoflavone forms have a wide variation in
polarities, thus development of an adequate extraction procedure for all
isoflavones has been a challenging task. The objective of this study was
to compare vortexing and sonication extraction for soy isoflavones
determination
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M aterials and Methods

Deffated flour soybean were extracted with a mixture of solvents (water :
acetone : ethanol, 1:1:1, v/v/v) during 10, 30, 45 and 60 min at room
temperature by sonication and vortexing. The isoflavones separation and
quantification was performed using a Waters Acquity UPLC® system (reverse
phase column Acquity UPLC® BEH C18, 2.1 mm x 50.0 mm x 1.7 um particles)
and injections of 1.4 pL with a non-linear gradient and an initial phase of
90%/10% (A/B). Total run time was 12 min, the flow rate, 0.7 mL min and
temperature was 35°C. The results were compared by tukey test
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Results and Discussion

Table 1: Isoflavone content extracted by different methods
extraction for different times

Extraction

Extraction Time Isoflavones
Method (min) mg 100g!
Sonication 60 153,45 +0,77 °
Sonication 45 150,33 0,52 °
Sonication 30 147,52 +0,21 €
Sonication 10 147,46 +1,57 ¢
Vortexing 60 146,43 +0,63
Vortexing 30 145,05 +1,16 ¢
Vortexing 45 144,10 +0,69 %
Sonication 20 142,28 +0,81 ¢
Vortexing 10 138,37 +0,35f
Vortexing 20 135,32 +0,60 &

Different letters in the same column indicate significant
difference (p<0.05) by the Tukey test.

The extraction by vortexing for 30 min and 45 min did not
show difference (145.19 mg 100 g) as well as sonication for 30
min and 10 min and vortexing for 60 min (147.14 mg 100 g1)
(Table 1).

The lowest level was observed by vortexing for 10 min (138.37
mg 100 g1) and the highest content of total isoflavones extracted
(153.45 mg 100 gl) was obtained with extraction using
sonication bath for 60 min. However, the proportion of
isoflavones forms (glycosil, malonyl, acetyl and aglycones) did not
change for all procedures and extraction times (Table 2).

Table 2: Proportion of isoflavone forms extracted by different
methods for different times

% Isoflavone form

Extraction E)(El'rian“:iteion Malonyl  Acetyl

Method (min) Glycosidic glycosi(‘i’ic glycosi):iic Aglycone
Sonication 60 39.52 43,82 5,52 11,22
Sonication 45 39.28 44,02 5,62 11,22
Sonication 30 39,68 43,62 5,52 11,32
Sonication 10 39,08 43,92 5,5° 11,62
Vortexing 60 39,32 43,82 5,62 11,32
Vortexing 30 39,42 43,82 5,52 11,32
Vortexing 45 39,42 43,82 5,52 11,38
Sonication 20 39,12 43,92 5,52 11,52
Vortexing 10 39,12 43,72 5,52 11,72
Vortexing 20 39,62 43,42 5,582 11,58

Different letters in the same column indicate significant difference (p<0.05) by
the Tukey test.

Similar results were found by Rostagno et al. (2003) who
concluded that sonication is better than mix-stirring for isoflavone
extractions when investigated the efficiency in extracting four
isoflavone derivatives (daidzin, glycitin, genistin and malonyl
genistin) from freeze—dried ground soybeans comparing mix-
stirring extraction and ultrasound-assisted extraction, with
different solvents and extraction temperatures with both.

Conclusion

For the extraction of soy isoflavones, the sonication method proved to be more advantageous for extracting

more isoflavones and less time consuming
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RESUMO 2: XVI World Congress of Food Science and Technology, IUFoST.
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FERMENTATION OF DEFATTED SOYBEAN FLOUR WITH MoNAScuUs PURPUREUS

AS A BIOPROCESS TO ENHANCE AGLYCONE ISOFLAVONES CONTENT

Loth World Congress of Food Science and Technology = [LUFa5T ;
XVII Latin American Seminar of Food Science and Technology - ALACCTA &H
. FolT

Pl ol Lrmaliins

Fermentation of Defatted Soybean Flour with Monascus purpureus as a

Bioprocess to Enhance Aglycone Isoflavones Content

HANDA, C. L., YOSHIARA, L. Y., SILVA, J. B, COUTO, U. R, VICENSOT], A. H., PAULING, H. H., GEORGETTI, 5.R., |DA, E.1.
Gredigats Progrem i Food Science and Boimdapyol The Sefe Uiy of Londiee - LS. - Rod. Ceiso Geeda T Mo 280 — B Cade 2808 -950, Loadvne, 5. Brsl
it driimhecce et oo

¥ | I a = |
Introduction || Results and Discussion g
The soybean powdsar contens polyphendls such ss The resulis deronstreted that fie farmentation poosss of
isoflavonoids in different glucones and sglucones formns. the DSF induced B-glucosdase production by fungus and
The highest biobgica! activity and absompion of soybean showed sietistically sgnificant dfference  (p=0.05)
polyphenols ar= relsied b the presence of aglucones compared with DSF and contol (Tabke 1). The highest
forms. Fementeton process can be an ahemsatve for aglycones content was obsened n the fermented DSF
ghycoside isuﬁ.wune.s conversion 1'n.t|:| sglgncnfres_schiaue.d supggesting that fungus Bglucosidase might have
by the catalytic sction of B-glucosidese. The aim of this hydmlysed B-gucosdic linkages, mobilizing sglycones
work was ip nveshigaie the effiect of fermentation prooess forms (Figure 17
with Mona=ouz pumpureu 2 on defatted soybaan four [DSF) Table - sidz=s achviy 2nd pemansgeof sghoone isofisvanes
for the conwersion of isofevones from glycosides 1o s H ey T 1 " =

wivl, inital pH 6.0 and stedlized st 121°C for 20 min afier
being inocukted with Monasous purpureus (107 spores mr
). A contml wes prepeed without nocuum. The
bioprocess was monitoed by the Bglycosdase activity -
using p-MPG as substrete [MATSUURA, DBATA, 19893 8
For the anelysis of the =oflsvones (YOSHARA, et al, =
2012), the sampkes were defatied with hexane sohent for
30 min at mom terperatue and veouum fitered. The
extradion was realz=d with orgenic sohent comprising
water, acetone and acetonirnile (1:1:1, vy, The samples
werne placed in ultresonic bath with controlled tempersture 8
of 60°C for 10 mn and then centrfuged and filered
through Milex filer - LH (0.20 mm). The separstion and

quantificaton of the isofevonas were conduded in revarse = it it th pl:ifh it = e o U
ha § model ACQUITY - UPLCBEH C18 (Waters, igure 1- Chromaograghc the isoflavones :
215””';0”" Emﬂe e E"': e Siandsre A) DSF (5, Femened OSF (C) and Contral D) 1-
-1 mn x50 mm, partice size of 1.7 mb) with 2 non-insar Dabdzin; 2 GWGEn 3 Ganstn; & Achi doidin 5 AcSh Qo 6
gradent wih sn initial phase of 90%M0% scidfied Dadzan; 7- ST, & Acstiganstn and & Geasn
waterscetonitrile. Totel run time was 12 min, the flow rate,

0,7l min? and 35°C, usng a Ulre Perfomnance Lguid Eﬂnc’us[ﬂn
Chromaiograph UPLC {Weters ACQUITY) with sutomatic
injectors. For detecton wem used the diode amey detector
[Waters) with wevekngth of 260 nm. The i=ofevones werne
separsied end then guentfed sccomding to stendard

The fermentstion process resulted in an increase in the
levals of soflevone aghycones of spproximately 5.85 times
g5 compared o the DOSF Therfore, the fungus M
purpureus, by producing the enzyme Fglycosidase,

f !
pJEICTENTES promoted the tmnsformastion of isoflevone glycosde nio
References | e
P o e e e g SO s s, e Pl o # At e 18 | Acknowledgements

resrperation i Bgikal ovilarieng. Tuns pean J s | oFf Prurreacaories, s rad D b a8 g S
hls ey

BUTEILEL, B CRITL X Geolcaklasd Toow oyidden RidckTe didnie sed peelsn Sourrod Cend FUHMEM
et NPqg ARAUCARIA
oA L Y MO ERA T, B DR AROEA Pl S SR T S, L O i oy Mo e o ke

A ST SR AT LG ik LI -2 i ek Sdaigr. wir . Feed Rel Now BSVE B Fessa DO [ =7 s CAPES P S -
TR L BT RO + ymsingis s Ferpns

aghycones, :
f I )
| Methodology | | Fe ’““mf;‘?}”‘” ISOER0ZE 29EMI0F 242004
For fhe semisohd fermentation process (GEDORGETTI et I .
al., 2006), the DSF was dispersed with distilled water {1:1; | Aghpocone isoflavones B2.0E% AL A 1T24%




84

RESUMO 3: XXI Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica — EAIC

DETERMINAGAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DE PRODUTOS
COMERCIAIS DE SOJA

® 21° ENCONTRO ANUAL
DE INICIACAO CIENTIFICA

2° ENCONTRO ANUAL DE_INICIACKO
TECNOLOGICA E INOVACAO

DETERMINAGAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DE PRODUTOS
COMERCIAIS DE SOJA

Uenifer Rodrigues Couto "), Cintia Ladeira Handa®, Josemeyre Bonifacio da Silva®,
Elza louko Ida". E-mail: elida@uel.br

Graduando do 22 ano do curso de bacharelado em quimica, Universidade Estadual
de Londrina; ®Mestranda em Ciéncia de Alimentos, Departamento de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Estadual de
Londrina; ® Pés-doutoranda em Ciéncia de Alimentos, Departamento de Ciéncia e
Tecnolo?ia de Alimentos, Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Estadual de
Londrina; ¥ Prof2. Dra., Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Centro
de Ciéncias Agrarias, Universidade Estadual de Londrina.

Area e subarea: Ciéncias Agrarias/Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
Palavras-chave: Fendlicos, DPPH, ABTS™
RESUMO

O trabalho teve como objetivo avaliar o teor de compostos fendlicos e capacidade
antioxidante pelos métodos ABTS™ e DPPH de produtos comerciais de soja. O
Extrato Aquoso de Soja (EAS) apresentou o maior teor de compostos fendlicos e
atividade antioxidante pelo ensaio do ABTS" enquanto que a Soja Ervas Finas
(SEF), os menores teores de fendlicos e de capacidade antioxidante. A Proteina
Texturizada de Soja (PTS) apresentou a maior atividade antioxidante pelo método
de DPPH. Os resultados do presente trabalho sugerem que processamento da soja
pode proporcionar alteracées nas propriedades antioxidantes.

INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) tem origem atribuida ao continente asiatico, sendo o
Brasil o segundo maior produtor mundial. No passado, os graos de soja destinavam-
se principalmente a producédo de 6leo e de racao animal. Atualmente, os graos de
soja sao utilizados na producao de diversos alimentos como misso, natto, extrato
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soluvel, tofu, farinha de soja integral, proteina texturizada, concentrados e isolados
protéicos. A soja tem recebido especial atencdo devido a presenca de compostos
fendlicos que promovem efeitos benéficos a salde humana. Esses efeitos
benéficos, em grande parte, sao devido a sua capacidade antioxidante.
Antioxidantes sao substancias naturais ou sintéticas que agem no sentido de
prevenir ou retardar a oxidagdo de diversos substratos, evitando o inicio da reacao
em cadeia. A atividade antioxidante de compostos fendlicos se da por sua
capacidade de sequestrar radicais livres e/ou capturar ions metalicos, catalisadores
de reacao lipidica. Diferentes métodos de avaliacao sao necessarios para determinar
a capacidade antioxidante total, pois nem todos os antioxidantes se comportam da
mesma forma. Os ensaios de capacidade antioxidante podem ser classificados com
base nas reag¢des quimicas envolvidas, tais como os de transferéncia de elétrons
(TE) e os de transferéncia de atomo de hidrogénio (TAH). Assim, o presente trabalho
teve como objetivo avaliar o teor de compostos fendlicos e capacidade antioxidante
pelos métodos de DPPH (TAH) e ABTS™ (TE) de produtos comerciais de soja.

Materiais e métodos

Para as andlises foram adquiridos em supermercado local em Londrina/PR, os
seguintes produtos de soja: Soja Ervas Finas (SEF) da Macrovida Produtos Naturais;
Soja Grao (SG) da Macrovida Produtos Naturais; Soja Cozida a Vapor (SCV) da Yoki
Alimentos S.A.; Fibra e Gérmen de Soja (FGS) da Visoy; Farinha de Soja Integral
(FSI) da Visoy; Proteina de Soja Texturizada (PST) da Vitao e Extrato Aquoso de
Soja (EAS) da Yoki Alimentos S.A. Todos os reagentes utilizados foram de grau
analitico. Os compostos fendlicos foram determinados conforme descrito por Hung et
al., (2009) e quantificados pelo método de Folin-Ciocalteau de acordo com Swain e
Hillis (1959). Os resultados foram expressos como mg Equivalentes de Acido Gélico
por 100 g de amostra em base seca (mg EAG/100g b.s.). A capacidade doadora de
atomos de hidrogénio ao radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) foi determinada
segundo Casagrande et al., (2007). A mudancga na absorbancia foi medida ap6s 30
minutos de incubacédo a temperatura ambiente e os resultados foram expressos em
porcentagem (%) de atividade antioxidante. A capacidade sequestradora do radical
2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS™) foi determinada de
acordo com Sanchez-Gonzales et al., (2005). Os resultados foram expressos em
porcentagem (%) de atividade antioxidante. O teor de umidade foi determinado
conforme com os procedimentos analiticos da AOAC (1995). Todas as analises
foram realizadas em triplicata.

Resultados e Discussao

O Extrato Aquoso de Soja (EAS) apresentou maior teor de compostos fendlicos e
contetudo de umidade (92,40%) (Tabela 1). Enquanto que a Soja Ervas Finas (SEF)
mostrou o menor teor de fendlicos e atividade antioxidante tanto pelo método do
ABTS™ quanto pelo DPPH. A Soja Cozida a vapor (SCV) e Farinha de Soja Integral
(FSI) nao diferiram entre si quanto ao teor de fendlicos. A Proteina Texturizada de
Soja (PTS) apresentou maior capacidade antioxidante pelo método do DPPH e o
Extrato Aquoso de Soja (EAS), a maior capacidade antioxidante pelo ensaio de
ABTS™. Em ambos os métodos, a Soja Ervas Finas (SEF) apresentou a menor
atividade.
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Tabela 1 - Contetido de compostos fendlicos, capacidade antioxidante e umidade’.

Amostra Fendlicos DPPH ABTS"™ Umidade
(mg EAG/100g b.s) (% AA) (% AA) (%)
SEF 59,90 + 0,25 6,50+0,29° 1580+0,71¢ 2,66+0,33
SG 144,95 + 0,53 © 20,53+0,40°¢ 3553+0,51° 9,98+0,12
scV 182,02 + 1,39 ¢ 20,33+0,40° 61,02+2,08°% 66,27 +0,06
FGS 228,25 + 0,58 ° 28,44+155° 4521+159° 6,63+0,20
FSI 182,83 + 0,35 ¢ 26,77 +0,62° 44,64 +1,29° 540+0,20
PST 209,37 +1,69 ¢ 33,91+0,29% 47,96+0,62° 7,75+0,18
EAS 300,00 + 3,56 2 31,47 +0,51° 62,60+1,07% 92,40 + 0,03

'Resultados apresentados como média de 3 repetices + desvio padréo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 5% (p<0,05).

De acordo com a Figura 1, pode-se observar que a atividade antioxidante (método
ABTS™ e DPPH) nem sempre aumenta com o aumento do teor de compostos
fendlicos.
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Figura 1 — Atividade antioxidante (DPPH e ABTS - %AA) em relagdo ao teor de fendlicos (mg
EAG/100g b.s)

Conclusoes

O processamento da soja provoca alteracées no teor de fendlicos e na atividade
antioxidante.
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