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RIBEIRO, Mara Lucia L. Teor de isoflavonas e atividade de B-glucosidase em
graos de soja germinada e de diferentes grupos de maturacao. Purificacao e
caracterizacdo bioquimica parcial da B-glucosidase. 2006. 110f. Tese (Doutorado
em Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2006.

RESUMO

Isoflavonas da soja sdo compostos fendlicos classificados como agluconas, B-
glucosideos e pB-glucosideos conjugados com grupos malonil e acetil. A pB-
glucosidase (B-glucosideo glucohidrolase, EC 3.2.1.21) hidrolisa isoflavonas f-
glucosidicas com liberacdo de agluconas que possuem agédo benéfica na saude
humana. O objetivo deste trabalho foi determinar o teor de isoflavonas, atividade de
B-glucosidase e sua correlagdo em 18 cultivares de soja de diferentes dias de
maturagcdo semeados nas mesmas condicbes de cultivo. Experimentos foram
realizados para observar o comportamento destes componentes na germinagéo de
uma cultivar de soja (BRS 213), que apresentou a maior atividade da enzima, por 72
h a 25°C. Além disso, a B-glucosidase de cotilédones de soja foi purificada por
cromatografia com caracterizagdo bioquimica parcial. A analise de regressao nao foi
significativa entre numero de dias de maturagao e todas as formas de isoflavonas. A
correlacado n&o foi significativa entre dias de maturagdo e B-glucosideos e malonil-
glicosideos. Entretanto, a correlagdo foi significativa (P<0,08) entre dias de
maturacdo e agluconas. As analises de regressdao e correlagdo nédo foram
significativas entre atividade de B-glucosidase e cultivares de diferentes dias de
maturagao e atividade de B-glucosidase nao se correlacionou com o teor das formas
de isoflavonas (P<0,05). Em soja germinada, cultivar BRS 213, a atividade de f-
glucosidase aumentou 3,3 vezes nas radiculas e 2,3 vezes nos cotilédones. Nas
radiculas ocorreu reducao significativa no teor de isoflavonas totais (6,3 vezes)
enquanto que nos cotilédones houve aumento no teor de isoflavonas totais (2,4
vezes). A B-glucosidase foi purificada por cromatografia de troca ibnica com CM
Sephadex C-50 e filtragcado em gel com Sephadex G-100. A fragdo de B-glucosidase
denominada de F4, com caracterizagdo bioquimica parcial, apresentou condi¢coes
6timas de reacao de pH 5,0 e 30 minutos de incubacao a 45°C. A enzima foi estavel
a 25°C, enquanto que a 45°C a redugéo foi de 60% apds 1 h de incubagdo. Em
temperatura superior a 60°C, a enzima apresentou baixa estabilidade, com redugéo
95% de atividade, ap6s 5 min de incubacdo. O Km e Vmax da enzima com o
substrato p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo foi de 0,16 mM e 4,3 uM p-nitrofenol/min,
respectivamente. A enzima apresentou especificidade para os substratos derivados
de p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideos e também para substratos que possuem
ligantes na posigao para, ligagdes do tipo a ou 3 e do tipo 1—4 ou 1—6.

Palavras chave: Isoflavonas. Grupos de maturacédo da soja. -glucosidase da soja.
Germinacao. Purificagcdo e caracterizagao de p-glucosidase.



RIBEIRO, Mara Lucia L. Isoflavones content and B-glucosidase activity in
germinated soy and of different maturity groups. B-glucosidase purification
and partial biochemical characterization. 2006. 110f. Thesis (Doctorate in Food
Science) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2006.

ABSTRACT

Soy Isoflavones are phenolic compounds comprised of aglucones, B-glucosides and
B-glucosides conjugated with malonyl and acetyl groups. pB-glucosidase (B-glucoside
glucohydrolase, EC 3.2.1.21) hydrolyses B-glucosidic isoflavones releasing
aglucones that possess human health benefitial role. Thus the objective of this work
was to determine the isoflavone forms contents, B-glucosidase activity and their
correlation in 18 soybean cultivars of different maturity groups under the same
cultivation conditions. In addition an experiment was carried out in order to observe
the behavior of these components throughout germination of a soy cultivar (BRS 213)
that presented the highest enzyme activity for 72 h at 25°C. Furthermore soy
cotyledons p-glucosidase was chromatographically purified and biochemically
partially characterized. Regression analyses between number of days of maturity and
all isoflavone forms were not significant. The relationship between maturity days and
B-glucosides and malonyl-glucosides showed no correlation. However, a correlation
was observed between maturity days and aglucones (P<0.08). Regression analysis
and correlation between B-glucosidase activity and cultivars of different number of
days of maturity were not significant, and B-glucosidase activity did not correlate with
isoflavone forms contents (P<0.05). In the germinated soy cultivar BRS 213, the f3-
glucosidase activity increased 3.3-fold in the radicles and 2.3-fold in the cotyledons.
In the radicles there was a significant decrease in the total isoflavone content (6.3-
fold), while in the cotyledons there was an increase in total isoflavone content (2.4-
fold). B-glucosidase was purified by ion exchange chromatography on CM-Sephadex
C-50 and gel filtration on Sephadex G-100. A B-glucosidase fraction named F42 was
partially biochemically characterized presenting reactions optimum conditions of pH
at 5.0 under 30 min of incubation at 45°C. The enzyme was stable at 25°C while at
45°C the activity reduction was 60.0% after 1h of incubation. Finally, low stability was
found at temperature above 60°C reducing its enzyme activity of 95% after 5 min of
incubation. The enzyme Km and Vmax having p-nitrofenil-B-D-glucopiranoside as
substrate was 0.16 mM and 4.3 uM p-nitrofenol/min, respectively. Lastly, the enzyme
presented a specificity for p-nitrofenil-p-D-glycopiranosides derivatives and also for
substrates possessing ligants in para position and linkages of o or 3 type and finally
1—4 or 16 type.

Keywords: Isoflavones. Soy maturity groups. Soy B-glucosidase. Germination. -
glucosidase purification and characterization.
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1 INTRODUCAO

As isoflavonas sdo compostos fendlicos do grupo dos flavondides
presentes em leguminosas em teor de 0,1 a 0,5 mg/g (COWARD et al., 1993) e é
um dos substratos da pB-glucosidase. Podem ser encontradas nas formas -
glucosidicas apresentando uma glucose ligada ao anel benzeno (daidzina, genistina
e (licitina), suas respectivas agluconas (daidzeina, genisteina e gliciteina),
conjugada acetil-glucosidica (6”0O-acetil-daidzina, 6”°0O-acetil-genistina e 6”-O-acetil-
glicitina) e conjugada malonil-glucosidica (6”0O-malonil-daidzina, 6”O-malonil-
genistina e 6”0O-malonil-glicitina). Na soja madura, as formas agluconas sao
encontradas em quantidades trago (LIU, 1997). Segundo Park et al. (2001), as
isoflavonas sdo conhecidas por suas atividades biolégicas como estrogénica,
antifungica, antioxidante e antitumoral, sendo estas mais acentuadas nas formas
agluconas do que glucosiladas.

A B-glucosidase (pB-D-glucosideo glucohidrolase, EC. 3.2.1.21)
catalisa a hidrolise de terminais nao redutores de compostos contendo residuos de
B-D-glucose, com liberacédo de glucose. E produzida por microrganismos e também
encontrada em vegetais, onde participa de inumeras fungdes, tais como, hidrélise
de giberelinas conjugadas, conversao de citocininas de armazenagem em formas
ativas, em metabolismo de estresse, resisténcia a alguns fitopatégenos etc (ESEN,
1992).

Em humanos, a hidrélise de isoflavonas presentes na soja ocorre
pela acdo da B-glucosidase produzida pela microbiota intestinal (LIGGINS et al.,
1998). Setchell et al. (2001) observaram que em adultos, a concentragdo plasmatica
maxima de agluconas foi obtida de 4 a 7 horas apds sua ingestdo, sendo que sua
absorcao ocorreu rapidamente no estdmago, duodeno e porgéo inicial do jejuno.
Porém, apds a ingestdo de B-glucosideos, a concentragdo plasmatica maxima de
agluconas foi obtida entre 8 e 11 horas. Os B-glucosideos foram hidrolisados
previamente, para posteriormente serem absorvidos pelo intestino delgado distal.

Uma vez que as atividades biolégicas sdo mais acentuadas nas
isoflavonas agluconas, pesquisadores tém procurado alternativas de processos

enzimaticos de biotransformacéo das formas glucosiladas em agluconas (PARK et
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al., 2001). Durante a germinacao de graos ocorre a ativagao de enzimas, tais como
a B-glucosidase, aumentando o teor de isoflavonas agluconas (SANTOSH et al.,
1999). A B-glucosidade obtida de fontes microbianas (MATSUDA et al., 1992; PARK
et al., 2001) e de diferentes vegetais (ARAUJO et al., 1997) tem sido utilizada
também para a hidrolise de isoflavonas. A B-glucosidase da soja pode apresentar
um potencial de aplicagdo em seus produtos com obtencao de alimentos funcionais.

Segundo Morais (2001), o uso da soja como alimento funcional tem
aumentado nas ultimas décadas, principalmente em paises de primeiro mundo. A
populacdo destes paises passou a reconhecer a importancia da manutencdo da
saude e prevencao de doengas, utilizando uma alimentagao saudavel com atividade
fisica.

Considerando a importancia das isoflavonas agluconas da soja para
a saude humana e que a obtengdo desta forma de isoflavona é proveniente da
atividade da B-glucosidase, neste trabalho foi investigada a correlagdo entre as
isoflavonas e a atividade da B-glucosidase em cultivares de soja de diferentes
grupos de maturagao, selecionando a de maior atividade da enzima para avaliar
também o efeito da germinagao na atividade desta enzima, bem como sua extragéo,

purificacdo e caracterizacao bioquimica parcial.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a correlagao entre teor de isoflavonas e atividade de B-
glucosidase em graos de cultivares de soja de diferentes grupos de maturacéo e
também durante a germinacdo, para posterior purificacdo e caracterizagéo

bioquimica parcial da enzima.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar a correlagao entre o teor de isoflavonas e atividade de B-
glucosidase em graos de 18 cultivares de soja de diferentes grupos de maturagao
da safra 2002/2003.

Germinar a cultivar de soja com maior atividade de B-glucosidase e
verificar as correlagbes com o teor de isoflavonas e atividade de B-glucosidase nas
radiculas e cotilédones em diferentes tempos de germinacgéo.

Purificar e caracterizar parcialmente a B-glucosidase do cotilédone

da soja.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A soja (glycine max (L.) Merril), segundo historiadores, & originaria
do continente asiatico, na regido da Manchuria, atual China. Ha referéncias deste
grao no livro Materia Medica, escrito ao redor de 3.000 anos a.C., como sendo um
dos cinco graos sagrados. Sua importancia na alimentac&o da antiga civilizagao era
grande, e juntamente com o trigo, arroz, centeio e milheto, tinha direito a rituais
antes do semeadura e da colheita. Desta regido de origem, expandiu-se lentamente
para outras partes do planeta. O ocidente iniciou o seu cultivo a partir do século
dezoito. Os Estados Unidos iniciaram sua exploragdo comercial como forrageira e
depois como grados a partir da segunda década do século vinte. No Brasil sua
importancia comercial ocorreu a partir de 1914, quando foi introduzida no Rio
Grande do Sul. O Brasil é o segundo produtor mundial deste grdo com producao de
53 milhdes de toneladas na safra 2005/2006. No Parana, seu cultivo foi iniciado em
1954 e foi 0 segundo maior produtor no pais na safra 2005/2006, com 9,4 milhdes
de toneladas. Ainda, nesta safra, Mato Grosso e Rio Grande do Sul produziram 15,9

e 7,5 milhdes de toneladas, respectivamente (www.conab.com.br).

A cultura de soja apresenta inumeras vantagens para o pais.
Devido a extensédo territorial, topografia e clima favoraveis, a soja tornou-se a
principal cultura, ocupando aproximadamente 22 milhdes de hectares

(www.conab.com.br).

O complexo soja, constituido por grao, farelo, 6leo, margarina e lecitina, gera
empregos e € um excelente setor exportador nacional.

A soja, inicialmente cultivada para extragao de 6leo e ragéo animal,
teve seus produtos protéicos (farinha, concentrados e isolados protéicos) utilizados
em grande escala na industria de alimentos devido a suas caracteristicas
funcionais. Nos Estados Unidos, somente na década de 80, houve aumento no
consumo de produtos tradicionais de soja, como tofu e extrato aquoso de soja, e de
uma segunda geragao de produtos, tais como, salsichas, produtos lacteos similares

e molhos de soja (www.cnpso.embrapa.br).

O aumento do consumo de produtos de soja foi atribuido a fatores
econdmicos e de saude. O potencial da soja, bem como sua investigagao, estao

relacionados com varios estudos na prevencdo de cancer e outras doengas


http://www.conab.com.br/
http://www.conab.com.br/
http://www.cnpso.embrapa.br/
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cronicas (ADLERCREUTZ; MAZUR, 1997; ANDERSON; GARNER, 1997; LOVATI
et al., 2000; MESSINA, 1999; MESSINA; MESSINA, 1991; ROSELL et al., 2004;
zhang, 2003). No Brasil, os resultados de estudos sobre caracteristicas nutricionais
e nutracéuticas promoveram aumento no consumo via incorporacdo na dieta

alimentar da populacéao brasileira (www.cnpso.embrapa.br).

A composi¢cado do grdo de soja ou de suas estruturas individuais &
dependente de muitos fatores, tais como, cultivar, época de semeadura, localizagao
geografica e estresse ambiental. Em média, 6leo e proteinas constituem cerca de
60% da soja em base seca, com 40% de proteina e 20% de dleo, 31% de
carboidratos, 4% de cinzas e 5% de outros componentes. A soja é constituida de
aproximadamente 8% de casca, 90% de cotilédone e 2% de hipocdtilo. O cotilédone
apresenta o maior teor de proteinas e 6leo, enquanto que a casca apresenta teor de
carboidratos mais elevados. Em comparagao ao cotilédone, o hipocétilo apresenta
teor semelhante de proteinas e 50% do teor de lipideos. Além destes constituintes,
a soja apresenta fosfolipidios, vitaminas, minerais e outros compostos
biologicamente ativos como inibidores de ftripsina, fitatos, oligossacarideos e
isoflavonas (LIU, 1997).

A germinagao € uma alternativa de processamento para o consumo
de gréos. Assim, desde os tempos remotos, o broto de soja € consumido no Oriente
devido a sua textura crocante e sabor diferenciado com valor nutritivo elevado e
comparavel a soja verde (imatura) (LIU, 1997). Durante o processo de germinagao,
ocorre a ativacdo de varias enzimas presentes na soja, tais como proteases, o-
galactosidases e fitases (ABDULLAH et al., 1984; BAU; DEBRY, 1979; CHEN; PAN,
1977; KIM et al.,, 1973; MOSTAFA; RAHMA, 1987). Santosh et al. (1999)
observaram um aumento na atividade especifica de p-glucosidase em graos
germinados a 30°C de Trigonella foenum-graecum, Cicer arietinum e Vigna radiata.
Bau et al. (2000) descreveram que a germinacdo da soja aumentou
consideravelmente o teor de alguns constituintes quimicos e compostos
biologicamente ativos como lecitina, fitoesterdis, saponinas, compostos
estrogénicos etc. Consequentemente, a soja germinada pode ser incorporada na
dieta com beneficios a saude, com reducido do colesterol sérico e prevengao de
obesidade, doencgas cardiovasculares, cancer de mama e préstata. A soja
germinada pode ser utilizada como uma excelente alternativa de substituicdo da

proteina animal, com obtencdo de uma dieta nutricionalmente balanceada para
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paises industrializados e em desenvolvimento.

3.1 ISOFLAVONAS

A soja, por muitos anos, foi identificada em relagé&o ao elevado teor
de lipideos e proteinas. Entretanto, a partir da década de 90, os clinicos e
pesquisadores demonstraram interesse em alimentos de soja devido a fungao
potencial no tratamento e prevencao de doencas cronicas (LIU, 1997).

Segundo Brouns (2002) muitas pesquisas demonstraram que
mulheres asiaticas, consumidoras de sua dieta tradicional, apresentaram melhores
condigdes cardiovasculares e ésseas, quando comparadas com as ocidentais. Os
epidemiologistas em nutrigdo atribuiram estes resultados, em parte, a uma dieta rica
em soja, que € consumida ha mais de 5.000 anos pelos orientais enquanto que os
povos ocidentais ingerem pouca soja. A soja é particularmente rica em isoflavonas,
que sao os flavondides mais comuns encontrados em frutas e vegetais. Assim,
evidéncias indicaram que as isoflavonas da soja podem contribuir com estes
resultados. Atualmente, os ocidentais aumentaram o consumo de soja visando
melhorar a saude. Liu (1997) enfatizou a utilizacdo da soja e suas isoflavonas na
prevencao e tratamento de cancer e outras doengas crénicas.

As isoflavonas sao compostos fendlicos pertencentes ao grupo dos
flavonoides (Figura 1). Estas apresentam uma estrutura composta por dois anéis
benzeno ligados a um terceiro anel pelo carbono trés, sendo que as isoflavonas da
soja podem existir em quatro formas quimicas, ou seja, aglucona sem o respectivo
agucar (Figura 2 e Tabela 1), B-glucosidica com uma glucose ligada ao anel
benzeno (Figura 3) e conjugada com grupos malonil ou acetil (Tabela 2). Portanto,
ha 12 isbmeros de isoflavonas. As isoflavonas agluconas da soja sdo denominadas
de daidzeina, genisteina e gliciteina (Tabela 1). Podem ser glucosiladas por ligagao
B-glucosidica, transformando-se em daidzina, genistina e glicitina. Na forma
acetilglucosidica, as isoflavonas da soja sdo denominadas de 6”-O-acetildaidzina,
6”-O-acetilgenistina e 6”-O-acetilglicitina e na forma malonilglucosidica, os nomes
correspondentes s&o 6”-O-malonil-daidzina, 6”-O-malonil-genistina e 6”-O-malonil-
glicitina (LIU, 1997).
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Figura 1 — Estrutura geral dos flavonoides (fonte: Liu,
1997).

Ry ~NF
Fy L,

Figura 2 — Estrutura geral de uma isoflavona aglucona
(fonte: Liu, 1997).

0
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Figura 3 — Estrutura quimica geral das isoflavonas p-glucosidicas
(fonte: Liu, 1997).
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Tabela 1 — Estrutura quimica das isoflavonas agluconas presentes na soja.

Isoflavona Ri R2
Daidzeina (4,7-dihidroxiisoflavona) -H -H
Genisteina (4,5, 7-trihidroxiisoflavona) -OH -H
Gliciteina (4,7-dihidroxi-6-metoxiisoflavona) -H -OCH3

Tabela 2 — Estrutura quimica das isoflavonas p-glucosidicas e conjugadas
presentes na soja.

Isoflavona R4 Ro R3

Daidzina -H -H -H

Genistina -OH -H -H

Glicitina -H -OCHgs; -H
6”0O-Acetil-daidzina -H -H -COCH;
6”0O-Acetil-genistina -OH -H -COCHj3
6”0O-Acetil-glicitina -H - OCH3; -COCHjs
6”0O-Malonil-daidzina -H -H -COCH2COOH
6”’0O-Malonil-genistina  -OH -H -COCH,COOH
6”0O-Malonil-glicitina -H - OCH3 -COCH,COOH

A daidzina e genistina atuam como moléculas sinalizadoras para
bactérias simbiodticas fixadoras de nitrogénio em vegetais, resultando na producgao
de compostos aromaticos que podem influenciar geneticamente na atividade
indutora da formagao de ndédulos (COOPER et al., 1999; PHILLIPS, 1992). Estas
isoflavonas conjugadas podem ser utilizadas como reserva para liberagdo de
agluconas livres, as quais tém importante papel na interagdo planta-microrganismo
e em mecanismos de defesa contra patdgenos. A genisteina aglucona é toxica para
fungos patdégenos, como o Phytophthora sojae. As isoflavonas liberadas, por
exemplo, podem ser incorporadas na via biossintética das fitoalexinas ou podem
atuar como toxinas pré-formadas, denominadas de fitoanticipinas. As isoflavonas
livres também podem exercer funcdo de quimioatratores para patdégenos como

simbiontes ou como reguladores do gene de expressdo em Rhizobium spp.
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(GRAHAM; GRAHAM, 1999).

Embora os flavondides sejam encontrados em varias familias de
vegetais, em diferentes tecidos e participem de processos biossintéticos, as
isoflavonas estdo presentes em poucas familias, devido a distribuicdo limitada da
enzima chalcona isomerase, que converte 2(R)-naringineno, uma flavona
precursora em 2-hidroxidaidzeina (Coward et al., 1993). A soja € a unica fonte que
contém elevada quantidade de B-glucosideos conjugados, ou seja, acima de 300
mg/100g em peso seco. Os alimentos derivados de soja contem as mais elevadas
concentragdes de genistina e daidzina, seguido de outras leguminosas e vegetais.
Além destes, foi quantificado o teor de daidzeina e genisteina de frutas, améndoas
e uva passas (LIGGINS et al., 2000).

No grdo de soja, o teor e composicdo de isoflavonas variam
conforme o0s seus componentes, ou seja, casca, cotilédone e hipocétilo. A
concentracao de isoflavonas totais no hipocétilo € 5,5 a 6,0 vezes maior do que do
cotilédone, correspondendo de 10 a 20% do total de isoflavonas do grdo, embora
este corresponda a somente 2% do total do gréo. Entretanto, do total de isoflavonas
do grao, 80 a 90% estéo localizadas no cotilédone, devido aos cotilédones estarem
em maior proporcdo no grao (TSUKAMOTO et al.,, 1995). A (glicitina e seus
derivados estao presentes somente no hipocétilo, sendo que nao foram detectadas
isoflavonas nas cascas dos gréos de soja (KUDOU et al., 1991). O teor total de
isoflavonas em diferentes cultivares de soja testadas foi de 126,1 a 409,2 mg/100g
de grao (Araujo et al., 1997; Carrao-Panizzi et al., 1999; Eldridge; Kwolek, 1983;
Tsukamoto et al., 1995; Wang; MURPHY, 1994b). Segundo Liu (1997) é desejavel
uma selegéo de soja com elevado teor de isoflavonas para produgéo de alimentos.

A quantificagédo de isoflavonas realizada em diferentes cultivares de
soja indicou que o seu teor ndo depende somente de fatores genéticos, mas
também do ano da colheita, localizagdo e temperatura da cultura (Araujo et al.,
1997; Carrao-Panizzi et al., 1999; Eldridge; Kwolek, 1983; Tsukamoto et al., 1995;
Wang; MURPHY, 1994b;). Segundo Tsukamoto et al. (1995), as variagdes no teor
de isoflavonas n&o estdo restritas a uma ou duas isoflavonas. Além disto, embora o
hipocotilo possua concentragdo maior de isoflavonas, sua alteragdo € menos
pronunciada em relacdo ao grao inteiro. Os gréos de plantas que cresceram em
temperaturas elevadas apresentaram teor significativamente mais baixo de

isoflavonas do que os que cresceram em temperaturas mais baixas. A diferenca
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neste teor foi de 14 a 16 vezes no grao, enquanto que no hipocdtilo, esta foi de 3 a
6 vezes, em sete cultivares avaliadas. Estes resultados sugerem mecanismos que
permitem que o teor de isoflavonas seja mantido no hipocaétilo. Esta observacéo tem
implicagdo pratica importante, indicando que seu teor pode ser manipulado
independentemente. Assim, estes resultados indicam que o teor de isoflavonas no
grao depende da temperatura durante o desenvolvimento da semente e no
hipocotilo depende da temperatura e também da cultivar. Possivelmente, existe um
mecanismo para manter o teor elevado de isoflavonas no hipocétilo.

Assim, o teor de isoflavonas de alimentos a base de soja depende
primariamente da fonte de soja utilizada. Outros fatores interferem nesta
concentracdo, tais como, temperatura e tempo de processamento, processo de
extragcdo de proteina, diluicdo com outros ingredientes, hidrélise enzimatica e
fermentagcdo. Como exemplo, pode-se citar a farinha, extrato aquoso, “nuts”, soja
em poé e tofu, nos quais conjugados B-glucosidicos foram as principais formas
encontradas. Entretanto, em alimentos fermentados de soja, as isoflavonas
agluconas foram predominantes em produtos como o miso, tempeh etc (COWARD
et al., 1993; Wang; Murphy, 1994a; Wiseman et al., 2002).

As isoflavonas tém sido amplamente descritas devido a suas
atividades biologicas. Podem possuir atividade estrogénica (BROUNS, 2002;
LIGGINS et al., 2000; Rosell et al., 2004), antioxidante (BROUNS, 2002; PARK, et
al., 2001) e antitumoral (BARNES, 1995; FRITZ et al., 1998; LAMARTINIERE et al.,
1995; LIGGINS et al, 2000) com atuacdo em doengas crénicas como
cardiovasculares (ADLERCREUTZ; MAZUR, 1997; LIGGINS et al., 2000; Lovati et
al., 2000; Zhang, 2003) e osteoporose (LIGGINS et al., 2000). Estas atividades
biolégicas sdo mais acentuadas nas formas agluconas do que glucosiladas. Em
adultos, a concentragao plasmatica maxima apds a ingestao de agluconas da soja é
obtida de 4 a 7 horas. Sua absorg&o ocorre rapidamente no estdmago, duodeno e
por¢ao inicial do jejuno. Para os B-glucosideos, este tempo é de 8 a 11 horas. Estes
necessitam de hidrolise prévia, para posterior absorgéo pelo intestino delgado distal
(SETCHELL et al., 2001). A hidrolise ocorreu pela agado da B-glucosidase produzida
na microbiota intestinal (LIGGINS et al., 1998).

Segundo Brouns (2002) muitos estudos tém buscado estabelecer a
ingestao adequada de isoflavonas da soja com fortificagdo de alimentos para cada

situagdo. Assim, para aliviar os sintomas da menopausa, foi proposta a ingestdo de
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60 mg de agliconas, porém para o consumo de proteinas de soja com isoflavonas
nao houve recomendacdo especifica. Para melhorar a densidade Ossea, foi
sugerido o consumo de 60 a 100 mg de agluconas/dia, sem uso concomitante de
proteina de soja. Para reduzir o nivel de LDL colesterol, a ingestdo minima foi de
37 a 62 mg de agliconas/dia, dependendo das concentragdes iniciais de colesterol
(normais ou aumentadas), associado com 25 g de proteinas de soja/dia.

Uma questado chave em relagdo ao papel funcional de compostos
vegetais no corpo humano é a sua absorgdo pelo trato gastrointestinal,
metabolizagdo e acdo em tecidos alvo para atuar favoravelmente. Foram realizados
testes para determinar a concentragao de fitoestrégenos no sangue, urina e fezes,
bem como determinado o papel da circulagao enterohepatica de tais componentes.
As bactérias do trato gastrointestinal apresentam um importante papel no
metabolismo de isoflavonas e seus conjugados. Estudos in vivo e in vitro com j-
glucosideos e material fecal demonstraram que estes foram hidrolisados por
glucosidases das bactérias fecais, produzindo isoflavonas agluconas. Entretanto, a
biodisponibilidade das isoflavonas da soja em humanos depende de sua
capacidade de metabolismo, sendo relacionada a grupos étnicos, habitos
alimentares e microbiota intestinal. Estes fatores promoveram alteragées na
quantidade e atividade das [-glucosidases intestinais que hidrolisaram os -
glucosideos em agluconas (Ismail; Hayes, 2005). As agluconas, com menor massa
molecular, foram mais absorvidas e apresentaram maior atividade estrogénica do

que os B-glucosideos (Izumi et al., 2000; Brouns, 2002).

3.2 B-GLUCOSIDASE

A B-glucosidase (p-D-glucosideo glucohidrolase, EC. 3.2.1.21)
catalisa a hidrélise de ligagdes B-glucosidica de di e/ou oligossacarideos, ou outros
conjugados glucosidicos, com liberacdo de glucose. E produzida por
microrganismos e também encontrada em vegetais, onde participa de inumeras
fungdes, tais como, hidrolise de giberelinas conjugadas, conversao de citocininas de

armazenagem em formas ativas, em metabolismo de estresse e resisténcia a
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alguns fitopatdgenos etc (ESEN, 1992).

A presenca de isoflavonas agluconas em graos de soja esta
relacionada com a atividade de B-glucosidase presente no tecido vegetal. Os
extratos da parede celular do grdo de soja contém pelo menos duas enzimas com
atividade de B-glucosidase. Uma delas possui somente atividade de -glucosidase e
a outra, além desta, apresenta a de B-glucanase (CLINE; ALBERSHEIM, 1981).

Segundo Santosh et al. (1999), o desenvolvimento na purificagéo de
B-glucosidases e sua aplicagdo biotecnolégica em industria de alimentos
apresentaram um grande potencial e novos estudos estdo em progresso.
Entretanto, ha poucas informag¢des sobre a B-glucosidase da soja. Matssura e
Obata (1993) caracterizaram e purificaram parcialmente esta enzima de grédos de
soja. Foram separadas trés fragcées (A, B, C), sendo que as fracbes B e C
apresentaram atividade de hidrélise para genistina e daidzina. A massa molecular
da B-glucosidase B e C foi estimada em 52.000 Da, com atividade maxima a 45°C e
pH étimo de 5,5 e faixa entre 4,3 e 7,0. Em relacéo a estabilidade térmica, 80% da
atividade foi mantida a 55°C e quase inativada a 60°C. Em estudos posteriores,
Matssura et al. (1995) purificaram e caracterizaram a (3-glucosidase-C. Sua massa
molecular foi estimada em 81.000 e 36.000 Da, utilizando filtragcdo em gel. O ponto
isoelétrico foi estimado em 6,7 com atividade 6tima em pH 4,5 e 45°C, sendo que os
limites de pH foram de 3,5 a 7,0. A enzima foi estavel em pH entre 4,0 e 6,0 a 5°C.
Hsieh e Graham (2001) purificaram e caracterizaram parcialmente a p-glucosidase
com elevada especificidade para isoflavonas conjugadas (ICHG), extraida de raizes
de soja germinada por 7 a 9 dias e esta apresentou elevada atividade especifica de
B-glucosidase. A atividade em extratos brutos das raizes foi aproximadamente 800
vezes maior do que a do extrato do cotilédone. A massa molecular desta enzima,
em condi¢des nao redutoras foi de 165 kD, enquanto que em condigdes redutoras
foram observadas duas bandas, uma de 80 kD e outra de 75 kD. O pH é6timo para
esta enzima foi de 6,0 a 30°C e temperatura 6tima de 30°C. A enzima foi altamente
estavel ao calor e permaneceu com 87% de atividade apds 45 minutos a 50°C.

A conversao de isoflavonas conjugadas em agluconas ocorreu por
diferentes tratamentos, tais como o uso de p-glucosidase de origem fungica
(Aspergillus oryzae) (PARK et al., 2001), bacteriana (L. casei subsp. Rhamnosus
IFO 3425) (Matsuda et al., 1992) ou do proprio grao (Araujo et al., 1997).
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Considerando a importancia das isoflavonas agluconas da soja para
a saude humana e que a obtengdo desta forma de isoflavona é proveniente da
atividade da p-glucosidase, este trabalho investigou a correlagdo entre as
isoflavonas e a atividade da B-glucosidase em cultivares de soja de diferentes
grupos de maturacgao. Foi investigado também o efeito da germinagao na atividade
desta enzima, bem como sua extracdo, purificagdo e caracterizagdo bioquimica
parcial. A aplicacdo desta enzima em produtos alimentares com obtencdo de
alimentos funcionais podera melhorar o aspecto nutricional e agregar valor aos

produtos de soja.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Matéria-Prima

Foram utilizados graos de 18 cultivares de soja (glycine max (L.)
Merril) de diferentes grupos de maturagdo da safra 2002/2003, desenvolvidos na
Vitrine Tecnoldgica da Fazenda Experimental da Embrapa Soja, Londrina, Parana.
Esta regido esta situada a 585 m de altitude e latitude de 23°11’ S e a temperatura
média no periodo foi de 24°C. Estas cultivares cresceram nas mesmas condi¢coes
de cultivo e de temperatura. As cultivares recomendadas neste ano agricola e
utilizadas nesta investigagdo foram: BRS 132, BRS 133, BRS 134, BRS 154, BRS
156, BRS 183, BRS 184, BRS 185, BRS 212, BRS 213, BRS 214, BRS 215, BRS
216, BRS 230, BRS 231, BRS 232, BRS 233 e Embrapa 48.

A classificagdo em grupos de maturagdo precoce, semiprecoce e
médio foi realizada conforme o numero de dias da emergéncia do broto até a

colheita, ou seja, 100-110, 111-120 e 121-130 dias, respectivamente.

4.1.2 Reagentes

Os reagentes utilizados foram de grau analitico de diferentes

procedéncias.
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4.2 METODOS ANALITICOS

4.2.1 Preparo de Amostras para Selecéo de Cultivar

A partir de 100 g de graos de cada cultivar de soja foram retiradas
cerca de 30 g e formadas trés sub amostras para obtencdo de trés blocos. Assim,
foram constituidas 54 amostras para analises do teor de isoflavonas, suas formas
quimicas e de atividades de pB-glucosidase com obtengdo em triplicata dos
respectivos resultados medios. As sequéncias do preparo de amostras e analises
foram sorteadas para cada bloco contendo as 18 cultivares. As amostras foram
moidas para obtencdo de farinha de soja integral contendo casca, hipocétilo e

cotilédone, segundo recomendagdes de Carrdo-Panizzi e Bordingnon (2000).

4.2.2 Extracao de B-glucosidase para Determinacgéo de Atividade

A extragdo de B-glucosidase das amostras para determinagao de
sua atividade foi realizada em tubos de ensaio com 100 mg de farinha de soja
integral em 1,5 mL de tampao citrato 0,05 M, contendo NaCl 0,1 M e pH 4,5 por
uma hora a temperatura ambiente (Carrdo-Panizzi; Bordingnon, 2000) e agitados
em intervalos de 15 min. Em seguida, foram centrifugados e obtidos os

sobrenadantes ou extratos para determinacao da atividade da enzima.

4.2.3 Determinacédo de Atividade de B-glucosidase

Para determinacédo de atividade de B-glucosidase nos extratos de
soja e nas fases de extragao, fracionamento e purificagédo da enzima foi utilizado o

substrato sintético p-nitrofenil-p-D-glucopiranosideo (p-NPG) conforme
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procedimento descrito por Matsuura e Obata (1993). Neste procedimento foi
utilizado tubo de ensaio contendo 2 mL de p-NPG 1mM, em tampéo fosfato-citrato
0,1 M, pH 5,0 e mantido em banho-maria a 30°C por 10 min para pré-incubagao.
Decorrido este tempo, foram adicionados 0,5 mL do extrato e novamente colocados
em banho-maria a 30°C por 30 min para incubacdo. A reacéao foi interrompida pela
adicdo de 2,5 mL de carbonato de sédio 0,5 M. O p-nitrofenol (p-NP), de coloragao
amarela, liberado nesta reacao foi determinado por espectrofotometria a 420 nm.
Em paralelo, uma curva padréo foi preparada com p-NP (20-160 uM), para
determinacdo da atividade da enzima.

Uma unidade de atividade da enzima (UA) foi definida como a
quantidade de B-glucosidase que liberou 1 uM de p-NP min~', nas condigdes de
ensaio. Os resultados foram expressos como niveis de atividade de B-glucosidase,

ou seja, UA g' de farinha de soja integral em base seca.

4.2.4 Determinacdo de Proteinas Soluveis e Carboidratos Totais

O teor de proteinas soluveis dos extratos foi quantificado pelo
método de Lowry et al. (1951) utilizando solugdo padrao de albumina de soro bovino
(BSA).

O teor de carboidratos totais foi quantificado pelo método de fenol-

acido sulfurico (Dubois et al., 1956) utilizando solugédo padréao de D-glucose.

4.2.5 Determinacao de Atividade Especifica

A atividade especifica foi definida como relagdo entre unidades de

atividade da enzima (UA) e mg de proteinas, ou seja, UA mg™' de proteinas.



29

4.2.6 Extracao e Determinagé&o de Isoflavonas por HPLC

A andlise quantitativa de isoflavonas foi realizada por cromatografia
liquida de alta presséo (HPLC) segundo Berhow (2002). Aproximadamente 250 mg
de farinha de soja integral foram extraidas em tubos de ensaio com 3,0 mL da
mistura de dimetil sulfoxido (DMSOQO) : metanol (1:4 v/v) por 15 a 17 h em temperatura
ambiente. Em seguida foram centrifugadas e os sobrenadantes filtrados em filtros de
0,43 um e 20 uL foram utilizados para separagao e quantificagdo de isoflavonas em
cromatrografo (Shimadzu, modelo LC-10AT VP, Kyoto, Japdo) equipado com
detector de arranjo de fotodiodos (modelo SPD-M10AVP) e forno (CTO-10AS VP)
com temperatura controlada a 26°C. A eluicdo das isoflavonas foi realizada em
coluna de fase reversa em sistema de gradiente linear [CLC-ODS (M) C18,
Shimadzu, didmetro interno de 4,6 mm x 250 mm e particulas de 5 um]. O sistema
gradiente inicial consistiu de 100% de H;O (pH 3,0 ajustado com acido
trifluoroacético) e 0% de acetonitrila. Em 25 min de elui¢ao, foi atingida a proporgéo
de 45% de H20O (pH 3,0) e 55% de acetonitrila e as isoflavonas foram separadas e
detectadas a 260 nm. Em 27 min o gradiente ficou em 100% de acetonitrila,
retornando as condi¢des iniciais em 35 min. O tempo final de eluigédo foi de 40 min.
O fluxo do solvente foi de 1 mL min™.

A identificacdo e quantificagdo das isoflavonas foram feitas com
comparagdes das curvas padrao de genistina, daidzina e glicitina. As concentragdes
das formas quimicas malonil-glucosideos e agluconas foram calculadas a partir das
curvas padrao de seus B-glucosideos correspondentes, utilizando a semelhanga dos
coeficientes de extingdo molar de malonil-isoflavonas aos de seus conjugados
glucosilados (COWARD et al., 1998).

Os resultados do teor de isoflavonas foram expressos em mg/100 g
de amostra em base seca. As isoflavonas separadas e quantificadas foram as
agluconas genisteina e daidzeina, os pB-glucosideos genistina, daidzina e glicitina e
0s conjugados malonil-B-glucosideos  malonilgenistina, malonildaidzina e

malonilglicitina.
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4.3 Delineamento Experimental e Analise Estatistica para Cultivares de Soja de
Diferentes Grupos de Maturagéo

Para selecionar a cultivar com maior atividade de B-glucosidase foi
utilizado o delineamento experimental de blocos ao acaso, com os 18 cultivares e
trés blocos. A analise de variancia (ANOVA) foi realizada e quando os efeitos dos
tratamentos foram significativos ao minimo de 5% de probabilidade, as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05). Também foram realizadas as
analises de regressao e correlagéo entre niveis de atividade de B-glucosidase e teor
de isoflavonas (B-glucosideos, malonil-glucosideos e agluconas) dos 18 cultivares
de diferentes dias de maturagdo. Os dados foram analisados com os Sistemas de
Andlises Estatisticas SAS versdo 8.2 (SAS Inst.,, Cary, NC, U.S.A,, 1999) e
SANEST (Zonta et al., 1982).

Os resultados obtidos estdo publicados no Journal of Food
Composition and Analysis, v. 20, n.1, p. 19-24, 2007 e foram apresentados no IV
Congresso Brasileiro de Soja, 05 a 08 de junho de 2006, Londrina-PR e XIV EAIC —
Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica, 31 de agosto a 3 setembro de 2005,
UNICENTRO, Guarapuava-PR. A cépia do artigo cientifico completo e os
respectivos resumos dos trabalhos apresentados estdo no capitulo de Resultados e

Discussao nos itens 6.1, 6.4.2, 6.5.

4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA PARA GERMINACAO DE SOJA
BRS 213

Graos de soja BRS 213 foram escolhidos para estudos de
germinagao devido a elevada atividade de B-glucosidase comparado as outras
cultivares de soja semeadas em 2002/2003, conforme observado por Ribeiro et al.
(2007). Trés blocos com oito rolos de papel de germinagéo, para cada tempo de
germinagao, contendo cada um 50 gréos de soja BRS 213 foram aleatoriamente

colocados na camara de germinagdo a 25 °C + 1 °C, 100% de umidade e 10 h de
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iluminagao por 72 h. As amostras foram retiradas a cada 6 h de germinagao. Apés o
término de cada tempo de germinacéao, os cotilédones e radiculas foram separados,
moidos e determinados o teor de isoflavonas e atividade de B-glucosidase conforme
procedimentos anteriormente descritos nos itens 4.2.3 e 4.2.6. Partes de grédos nao
germinados foram utilizadas como controle. A germinagéo dos gréos de soja a 25 °C
e 100% de umidade foi viavel somente até 72 h, sendo que apds este tempo houve
acentuado crescimento do sistema radicular. A temperatura utilizada foi baseada em
recomendagdes da Embrapa Soja (2003).

ApoOs as determinacdes, foi aplicada a analise de variancia, teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (P<0,05) para comparagbes das meédias dos
tratamentos, analises de regressao para definicdo de modelos matematicos e
correlagdo entre niveis de atividade de B-glucosidase e teor de isoflavonas nos
tempos de germinagdo. Os dados foram analisados com os Sistemas de Analises
Estatisticas SAS versao 8.2 (SAS Inst., Cary, NC, U.S.A., 1999) e SANEST (Zonta
et al., 1982).

Os resultados obtidos foram publicados no Journal of Food
Biochemistry, v. 30, p. 453-465, 2006 e apresentados no 6° Simpodsio Latino
Americano de Ciéncia de Alimentos - SLACA, de 7 a 10 de novembro de 2005,
UNICAMP, Campinas-SP. As cépias do artigo cientifico completo e do resumo do

trabalho estdo no capitulo de Resultados e Discusséo nos itens 6.2 € 6.4.1.

4.5 PURIFICACAO DE B-GLUCOSIDASE DA SOJA

4.5.1 Extracao de B-glucosidase da Soja para Purificagéo

A cultivar de soja BRS 213 foi utilizada por apresentar maior
atividade de B-glucosidase comparado as outras cultivares de soja semeadas em
2002/2003, conforme observado por Ribeiro et al. (2007).

A extracdo da enzima foi realizada com farinha de cotilédones de

soja e tampao fosfato de sédio 0,1 M, pH 6,6, na proporcao de 1:10 (peso/volume),
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com agitacao lenta por 1 h a 4°C e posterior centrifugacéo (centrifuga refrigerada
Boeco, U-32R, Alemanha) a 4000 xg e 4°C por 15 min conforme Matsuura e Obata
(1993). O sobrenadante assim obtido foi acidificado com HCI 0,1 N até pH 5,0 e
novamente centrifugado nas mesmas condi¢cées. O sobrenadante ou extrato bruto
(EB) foi utilizado como fonte de enzima para fracionamento e purificacdo e o

fluxograma deste procedimento esta apresentado na Figura 4.

4.5.2 Precipitacao Fracionada com Sulfato de Amoénio

Para avaliacdo inicial da precipitacao fracionada, o extrato bruto foi
precipitado com (NH4),SO4 a 4°C de 0 até 20%, 20 até 40% e sucessivamente até
80% de saturagdo. Ao extrato bruto foi adicionado lentamente o
sulfato de aménio até atingir 20% de saturagdo e mantido em repouso a 4°C até
completa precipitagdo. O material foi centrifugado a 4000 xg por 15 min a 4°C. No
sobrenadante (Sp.20) foi adicionado sulfato de amoénio até 40% de saturagao,
mantido a 4°C e centrifugado conforme descrito. O mesmo procedimento foi
realizado até 60% e depois até 80% de saturagdo com (NH4).SO4. Os precipitados
(Po-20, P20-40, P4o-60 € Pa4o-80) foram ressuspensos em tampao fosfato citrato 0,05 M,
pH 5,0 e os sobrenadantes (So-20, S20-40, S40-60 € S40-80) foram dialisados no mesmo
tampéao por 14 h a 4°C. Apds a didlise foi determinada a atividade de B-glucosidase
(item 4.2.3) e teor de proteinas soluveis (item 4.2.4). A recuperacéo da enzima e o
grau de purificagcdo da precipitacdo fracionada foram calculados com base na

atividade da enzima (Tabela 3).
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Tabela 3 — Precipitagao fracionada do extrato bruto de p-glucosidase com

(N H4)ZSO4 a4°C.
Fases Proteinas Recuperacéao UA Recuperacéao UA/mg Purificacao
Totais (mg) Proteinas (%) Totais Atividade (%) Proteina*® (x)
EB 1236,97 100,00 1619,79 100,00 1,31 1,00
Po-20 49,94 4,04 106,99 6,61 2,14 1,64
P2o.40 549,91 44,46 226,75 14,00 0,41 0,31
P.0-60 223,60 18,08 637,95 39,38 2,85 2,18
Peo-s0 124,93 10,10 552,04 34,08 4,42 3,37

*Atividade especifica; EB: extrato bruto; UA: unidades de atividade

A maior atividade especifica de B-glucosidase foi obtida entre 40 e
60% e entre 60 e 80% de saturagdo com (NH4),SO,4 a 4°C, com recuperagéao total
de proteina de 28,18% e atividade de 73,46%. Portanto, o fracionamento da
proteina contendo maior atividade da enzima foi realizado com a precipitagao
fracionada com (NH4);SO4 de 0 a 40% de saturacdo a 4°C, desprezado o
precipitado e ao sobrenadante foi adicionado (NH4),SO, até atingir 85% de
saturacao a 4°C. O precipitado obtido (P4o.g5) foi ressuspenso em tampéo fosfato-
citrato 0,05M, pH 5,0 e dialisado contra 0 mesmo tampdo e utilizado para

purificacado da enzima.

4.5.3 Cromatografia de Troca lIonica com CM Sephadex C-50

A fracado Pyo.g5 dialisada foi aplicada em coluna (2,5 cm x 55 cm) de
troca ibnica com CM Sephadex C-50, equilibrada previamente com tampao fosfato-
citrato 0,05 M, pH 5,0 e fluxo de 27 mL/h. Apds a eluicdo da primeira fracédo
protéica, foram aplicados aproximadamente 900 mL de gradiente de NaCl 0-0,8 M
em tampao fosfato-citrato 0,05 M, pH 5,0. Foram coletadas fragdes de 3,5 mL por
tubo de ensaio e realizadas as leituras de absorvancia a 280 nm. As atividades de

B-glucosidase foram determinadas nas fragdes eluidas e foi tragado o perfil do
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cromatograma.

Na cromatografia de troca ibnica, quatro fragdes proteicas
denominadas de F4, F2, F3 e F4 foram separadas e os respectivos tubos de ensaio
foram combinados conforme ordem de eluicdo. A fracdo F, apresentou maior
atividade especifica de B-glucosidase, sendo liofilizada e dialisada em tampao
fosfato-citrato 0,1 M, pH 5,0 para aplicagdo em cromatografia de filtragao em gel
com Sephadex G-100.

4.5.4 Cromatografia de Filtracdo em Gel com Sephadex G-100

A fragao F4, liofilizada e dialisada, foi aplicada em coluna (2,3 cm x
100 cm) de filtracdo em gel com Sephadex G-100. A coluna foi equilibrada
previamente com tampao fosfato-citrato 0,1 M, pH 5,0 e fluxo de 17 mL/h. Foram
coletadas fragbes de 2,3 mL por tubo de ensaio, realizadas as leituras de
absorvancia a 280 nm. As atividades de B-glucosidase foram determinadas nas
fragbes eluidas e foi tragado o perfil do cromatograma.

Na cromatografia de filtracdo em gel, a fragdo F, foi separada em
trés fragcbes protéicas denominadas de F4¢, F42 € F43 € 0s respectivos tubos de
ensaio foram combinados conforme ordem de eluicdo. A fracdo F., apresentou
maior atividade especifica de B-glucosidase e foi utilizada para caracterizagao

bioquimica parcial.

4.6 CARACTERIZACAO BI10QUIMICA PARCIAL DA FRACAO F4;

4.6.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida

As fragdes separadas no processo de purificagdo da B-glucosidase

foram analisadas por eletroforese descontinua em gel de poliacrilamida 7,5%
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(PAGE) conforme procedimento descrito por Davis (1964) em condigbes nativas
utilizando tampao Tris-HCI 3,778 M, pH 8,9 e voltagem de 150 mV. Foram
preparadas placas de dimensdo de 101 mm x 106 mm x 1 mm com nove pogos e
aplicados de 30 a 70 ug de proteinas de cada fragdo. Apos a eletroforese, os géis
foram fixados com &cido tricloroacético (TCA) 10%, lavados com solucao de etanol
10% e acido acético 5% e depois com solugédo oxidante de dicromato de potassio
0,034 M em acido nitrico 0,032 N. Apds a fixacdo das bandas de proteinas, o
procedimento de coloragao e revelacao foi realizado conforme descricdo de Nielsen
e Brown (1984) que utilizou nitrato de prata 0,012 M para coloragdo e posterior
lavagem com agua destilada. Em seguida, a revelagao foi realizada com solugao
redutora de carbonato de sédio 0,28 M em formaldeido 0,37% até o
desenvolvimento das bandas e interrompida com acido acético 5%. As placas de
géis foram lavadas com agua destilada e secadas entre duas folhas de papel
celofane embebidas com glicerol : H,O (1:1, viv) e mantidas por quatro dias em
temperatura ambiente para secagem dos mesmos e registro por fotografia digital.

A fracédo F4, apresentou na eletroforese apenas uma banda corada
com prata e maior atividade especifica de p-glucosidase. Portanto, a caracterizagao

bioquimica parcial foi realizada conforme segue.

4.6.2 Efeito do Tempo de Incubacao sobre a Atividade da Enzima

O tempo 6timo de incubacgao da fracdo F4, para hidrélise de p-NPG
foi investigado de 0 a 480 min com intervalos iniciais entre 10 min até 60 min, de 20
min até 120 min e depois de 60 em 60 min até 480 min. A cada tubo de ensaio
foram adicionados 100 puL de amostra e 400 uL de p-NPG em tampé&o fosfato citrato
0,1 M, pH 5,0 e incubados a 30°C em banho maria. As rea¢des foram interrompidas
com 500 uL de carbonato de sddio 0,5M. O p-NP liberado foi determinado por
espectrofotometria a 420 nm. Previamente, uma curva padrao de p-NP (20-a 160
uM) foi preparada para determinagéo de atividade da enzima. A atividade de B-
glucosidase foi expressa como uM de p-NP liberado no respectivo tempo de

incubacdo. Os resultados foram apresentados graficamente com uM p-NP em
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funcao do tempo de incubagdo em minutos.

4.6.3 Efeito da Temperatura e pH de Incubacéo sobre a Atividade da Enzima

A temperatura 6tima da B-glucosidase presente na fragao F4, para
hidrolise de p-NPG foi determinada de 4 a 70°C, em intervalos de 10 °C, com
incubacao de 100 uL de amostra e 400 uL de p-NPG em tampao fosfato-citrato 0,1
M, pH 5,0 por 30 min. O pH ¢étimo foi determinado entre pH de 3 e 8, em intervalos
de 0,5 unidades de pH, na temperatura 6tima de 45°C. O tampao fosfato-citrato foi
utilizado para incubagao. Os resultados foram expressos em percentagem de

atividade de B-glucosidase em fungao da temperatura ou pH, respectivamente.

4.6.4 Estabilidade Térmica da Enzima

A estabilidade térmica da p-glucosidase da fracdo Fi, foi avaliada
com a pré-incubacao da enzima em temperaturas de 25 a 70°C em banho maria e
tempos variaveis de 5 min a 10 dias. Também foi avaliada a estabilidade de -
glucosidase apdés 4 descongelamentos sucessivos. Quando necessario, as
amostras foram resfriadas previamente e 100 uL da fragdo Fa2 pré-incubada foram
adicionados em 400 uL de p-NPG em tampao fosfato-citrato 0,1 M, pH 5,0 por 30
min a 45°C. Os resultados foram expressos em percentagem de atividade de j-

glucosidase em relagcédo ao controle e temperaturas de pré-incubagao da enzima.

4.6.5 Especificidade da Enzima com o Substrato p-NPG

O efeito da concentragdo de p-NPG de 0,1 mM a 20 mM na

atividade de B-glucosidase da fragdo F4, foi determinado nas condi¢cdes de reacgao
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de pH 5,0 e 30 min de incubacdo a 45°C. Os resultados foram expressos como
unidade de atividade de B-glucosidases (uM p-NP min™").
Os valores de Km e Vp.x foram determinados pelo método de

Lineweaver-Burk conforme descrito por Marzzoco e Torres (1999).

4.6.6 Especificidade da Enzima a Diferentes Substratos

A especificidade de atividade de B-glucosidase da fragdo F4 foi
investigada, nas condi¢cdes 6timas de reacdo da enzima de pH 5,0 e 30 min de
incubacdo a 45°C, utilizando os seguintes substratos na concentragdo de 1 mM:
derivados de B-D-glucosideos (daidzina, genistina, salicina, celobiose, gentiobiose,
amigdalina, esculina e metil-B-D-glucopiranosideo) e derivados de para ou orto-
nitrofenil (p-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo, p-nitrofenil-B-bD-manopiranosideo, p-
nitrofenil-a-D-manopiranosideo, o-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo). A atividade de j-
glucosidase foi determinada conforme descrito no item 4.2.3 e uma unidade de
atividade de B-glucosidase (UA) foi definida como a quantidade de enzima que
liberou 1 uM de p-NP min~', nas condi¢des de ensaio.

Para determinacdo da especificidade da atividade B-glucosidase
para daidzina e genistina para liberacdo das agluconas daidzeina e genisteina,
foram utilizados 400 uL de substrato 1 mM e 100 uL da fragdo Fs, e a reacéo
interrompida com 2000 puL de metanol (Matsuura; Obata, 1993), nas condicdes
6timas de reagao, pH 5,0 e 30 min de incubagao a 45°C. A analise quantitativa de
daidzeina e genisteina liberadas foi realizada por cromatografia liquida de alta
pressdo (HPLC) segundo Berhow (2002). Neste procedimento, as amostras foram
fitradas em filtros de 0,43 um e 20 uL foram utilizados para separagao e
quantificacdo em cromatrografo (Waters Serie 600) com injetor automatico de
amostras (Waters Serie 717) e detector de arranjo de fotodiodos (Waters Serie
996). A eluicao das isoflavonas foi realizada pelo uso do sistema de gradiente linear
binario em coluna de fase reversa do tipo ODS-C18 (Metachem, Torrance, CA) com
didmetro interno de 4,6 mm x 250 mm e particulas de 5 um. A coluna foi equilibrada

com 20% de metanol contendo 0,025% de acido trifluoroacético e 80% de H>O
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contendo 0,025% de acido trifluoroacético, com fluxo de 1 mL min™" e temperatura
controlada a 25°C. Apds a injegdo, a condi¢ao inicial foi mantida por 2 min e
atingindo 100% de metanol contendo 0,025% de acido trifluoroacético em 50 min.
Para deteccéo das isoflavonas foi utilizado o comprimento de onda de 260 nm e os
picos foram identificados por seu espectro e tempo de retencdo. As isoflavonas
foram quantificadas por padronizagdo externa (area dos picos) utilizando padrdes
como referéncia. Uma unidade de atividade da B-glucosidase (UA) foi definida como
a quantidade de enzima que liberou 1 uM de aglucona min~', nas condigdes do
ensaio.

A especificidade de atividade de p-glucosidase também foi
investigada para os substratos derivados de B-D-glucosideos: salicina, celobiose,
gentiobiose, amigdalina, esculina e metil-B-D-glucopiranosideo. A atividade de [-
glucosidase foi determinada utilizando o método de glucose oxidase com sistema
automatizado (Selectra 1, Vitalab/Merck). Neste procedimento, a glucose liberada
foi quantificada por espectrofotometria a 420 nm. Uma unidade de atividade da B-
glucosidase (UA) foi definida como a quantidade de enzima que liberou 1 uM de
glucose min~!, nas condigées do ensaio.

Para determinacéo da especificidade da atividade de B-glucosidase
utilizando os substratos derivados de para e orto-nitrofenil foi realizada a
comparagao com o substrato p-NPG, considerado neste estudo como 100% de
atividade. A determinacao da especificidade da atividade de B-glucosidase para os
substratos derivados de B-D-glucosideos, com atividade expressa em liberagdo de
uM de glucose foi comparada entre estes substratos, considerando 100% o
substrato com maior liberagcdo de glucose. Os resultados também foram
comparados com o p-NPG.

Os resultados obtidos foram descritos na forma de artigo cientifico
intitulado: Purificacdo e caracterizagdo bioquimica parcial de p-glucosidase de
cotilédones de soja e sera encaminhado ao periodico Food Science and
Technology. A cépia do artigo cientifico completo e as normas para publicagado

neste periddico estdo contidas no capitulo de Resultados e Discusséo no item 6.3.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos estdo redigidos na forma de trés artigos
cientificos e de resumos apresentados em eventos cientificos e de iniciacao

cientifica conforme segue.

5.1 ARTIGO CIENTIFICO 1

Isoflavone content and B-glucosidase activity in soybean cultivars of
different maturity groups. Journal of Food Composition and Analysis, v. 20, n. 1,
p. 19-24, 2007.
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Abstract

Soy isoflavones are phenolic compounds comprised of aglucones, f-glucosides and f-glucosides conjugated with malonyl and acetyl
groups. The f-glucosidases are a heterogencous group of enzymes which hydrolyse f-glucosidic links of oligosaccharides and other
glucosides conjugates releasing glucose. Thus the objective of this study was to determine the isoflavone forms content, f-glucosidase
activity and their correlation in 18 soybean cultivars of different maturity groups under the same cultivation conditions, The
predominant isoflavone forms were malonyldaidzin and malonylgenistin in all cultivars, corresponding to 67.0%, while f-glucoside and
aglucone forms corresponded to 31.0% and 2.0%, respectively, of the total isoflavones; the acetylated form was not detected. This
proportion among different forms was similar to all soybean cultivars studied. Regression analysis between number of days of maturity
and all isoflavone forms were not significant. The relationship between maturity days and f-glucosides and malonyl-glucosides showed
no correlation. However, a correlation was observed between maturity days and aglucones (P<=0.08). Regression analysis and
correlation between p-glucosidase activity and cultivars of different number of days of maturity were not significant, and f-glucosidase
activity did not correlate with isoflavone forms contents (P<0.05).

i) 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Glyeine max (L.) Merrill; Soybean; Cultivar; Isoflavone conjugates; Number of days of maturity

1. Introduction

The use of soybean as a food has increased because of
the importance of its nutritional properties and the
functional characteristics of the isoflavones compounds in
potentially preventing chronic disease (Messina and
Messina, 1991; Adlercreutz and Mazur, 1997; Anderson
and Garner, 1997; Liu, 1997; Messina, 1999). Isoflavones
are phenolic compounds that occur in soybean as
aglucones (daidzein, genistein and glycitein), f-glucosides
(genistin, daidzin and glycitin) and §-glucosides conjugated
with malonyl (6”-O-malonyldaidzin, 6”-0-malonylgenistin
and 6”-0-malonylglycitin) and acetyl groups (6”-O-acetyl-

*Corresponding author. Tel.ffax: + 554333714080,
E-mail address: elida@uel.br (E.L Ida).

0889-1575/% - see front matter @ 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jfca.2006.07.004

daidzin, 6"-O-acetylgenistin and 6”-O-acetylglycitin). In
general, isoflavone aglucones are found in soy in trace
quantities (Liu, 1997).

In soybean, the isoflavone concentration and composi-
tion vary according to the part of the seed in which it is
found (seed coat, cotyledon, axis). Several authors have
considered isoflavone as the main phenolic soybean
compounds and their concentration in different cultivars
may vary from 126.1 to 409.2mg/100 g of grains (Eldridge
and Kwolek, 1983; Coward et al., 1993; Wang and
Murphy, 1994; Tsukamoto et al., 1995; Aradjo et al,
1997; Carrdo-Panizzi et al., 1999). The isoflavone content
of different soybean cultivars depends on genetic factors,
sowing conditions, geographic location and temperature
during cultivation (Eldridge and Kwolek, 1983; Wang and
Murphy, 1994; Tsukamoto et al., 1995; Aradjo et al., 1997;
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Carrdo-Panizzi et al., 1999). According to Kudou et al.
(1991), accumulation of isoflavone in soybean seeds starts
35 days after lowering and Kitamura et al. (1991) reported
lower isoflavone contents in early cultivars compared to
those from late maturity group cultivars. However, so far,
to the best of our knowledge, no reports are available that
relate isoflavone forms to the number of days required for
the seeds to reach maturity.

Soybean isoflavones have been widely studied because of
their biological properties, which include oestrogenic
(Liggins et al., 2000; Brouns, 2002), antioxidant (Park
et al., 2001; Brouns, 2002) and antitumoral activities
(Barnes, 1995; Lamartiniere et al., 1995; Fritz et al.,
1998; Liggins et al., 2000). Additionally, there are claims
that isoflavones may prevent cardiovascular diseases
(Adlercreutz and Mazur, 1977; Liggins et al., 2000)
and osteoporosis (Liggins et al., 2000). These biological
properties are prevalent when the isoflavones are present
as aglucones rather than as f-glucosides (Liggins et al.,
2000).

The fi-glucosidases (ff-p-glucoside-o-glucohydrolase, EC.
3.2.1.21) form a heterogeneous group of enzymes, specific
to glucosides. They catalyze and hydrolyse the f-glucosidic
linkage of oligosaccharides and other glucoside conjugates
releasing glucose. These enzymes are widely distributed in
nature (Hsich and Graham, 2001) and they can also be
found in other legumes such as beans and chickpeas
(Santosh et al., 1999), as well as in cereals such as corn and
rye (Esen, 1992; Leah et al., 1995); in oranges and vanilla
(Cameron et al., 2001; Odoux et al., 2003); and finally in
micro-organism sources (Matsuda et al., 1992; Decker
et al.,, 2001; Park et al., 2001; Miura et al.,, 2002; Yang
et al., 2004). A technological application of f-glucosidase
can be forwarded for soybean products by producing
functional foods with high aglucone contents towards
human health benefits.

The objective of this study was to determine qualitatively
and quantitatively the contents of isoflavone forms, their
f-glucosidase activity and to investigate their correlation
with soybean cultivars of different maturity groups under
the same cultivation conditions.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Samples of 18 soybean (Glycine max (L.) Merrill)
cultivars from different maturity groups sown in the
2002/2003 season, in Londrina region, Parana State, south
of Brazil (585m altitude, 23°11'S latitude, 24 °C average
temperature) were analysed for isoflavone content and fi-
glucosidase activity. The classification of maturity groups
in early, semi-early and medium was made according to the
number of days the soybean required to reach maturity
(from emergence of sprout to harvest), ie. 100-110,
111-120 and 121-130 days, respectively.

2.2, Sample preparation

Samples of 30g were taken from 100g of seeds of each
cultivar and made into three blocks of replication. Sampling
sequences were randomized in each block of 18 cultivars.
The samples were ground to obtain whole soybean flour, as
proposed by Carrao-Panizzi and Bordignon (2000).

2.3. Isoflavone extraction and determination by HPLC

The isoflavone quantitative analysis was carried out
following procedures proposed by Berhow (2002). Ap-
proximately 250 mg of sample were extracted in test tubes
with 3.0mL of dimethyl sulfoxide (DMSO):methanol (1:4
v/v) for 15-17h at room temperature and then centrifuged.
Supernatants were filtered using 0.43 pm filters, and an
aliquot of 20 uL. was injected into a Shimadzu chromato-
grapher (LC-10AT VP), equipped with photodiode array
detector (SPD-M10A VP) and oven (CTO-10AS VP) kept
at 26°C. Analysis of isoflavones was performed with a
reverse-phase column (CLC-ODS (M) C,3, 4.6 mm internal
diameter % 250 mm, 5 pm particles) and eluted with a linear
gradient system composed of water (H»O, solvent 1) and
acetonitrile_(solvent 2). The initial gradient system con-
sisted of 100% H,O (pH 3.0 checked with trifluroacetic
acid) and 0% acetonitrile, changing to 45% of H,O and
55% of acetonitrile in 25 min of elution. The isoflavones
were detected at 260 nm. The gradient remained at 100%
acetonitrile for 2min and returned to the initial condition
within next 8 min. The final elution time was 40 min. The
solvent flow rate was 1mL/min. Quantitative data for
f-glucosides were obtained from comparison to known
standards of genistin, daidzin and glycitin. Molar extinc-
tion coefficients obtained from those standards were used
to determine the concentration of the malonyl-glucosides
and aglucones. The isoflavone contents were expressed in
mg/100 g of whole soybean flour on a dry weight basis.

2.4. Extraction and determination of p-glucosidase activity

The synthetic substrate p-nitrophenyl-f-p-glucopyrano-
side (p-NPG) was used to detect f-glucosidase activity,
according to procedure described by Matsuura et al.
(1995). p-glucosidases were extracted from a 100mg of
samples in a 1.5mL 0.05m citrate buffer, pH 4.5, contain-
ing 0.1 NaCl for 1h at room temperature (Carrio-
Panizzi and Bordignon, 2000). Sample was centrifuged and
the supernatant was analysed for enzyme activity by
transferring 2mL of 1mm p-NPG in 0.1 phosphate—
citrate buffer (pH 5.0) to test tubes; they were kept in a water
bath at 30°C for 10min. After that, 0.5mL supernatant
samples were added and placed in the water bath at 30 °C for
30min. The reaction was interrupted by the addition of
2.5mL 0.5M sodium carbonate. The p-nitrophenol released
in the reaction was determined by the yellow colour,
read in spectrophotometer at 420nm. A p-nitrophenol
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(20160 pm) calibration curve was previously prepared to
determine the enzyme activity. A unit of enzyme activity
(UA) was defined as the amount of f-glucosidases which
would liberate 1pm p-nitrophenol/min under the experi-
mental conditions. The results were expressed as UAfg
whole soybean flour on dry weight.

2.5. Experimental design and statistical analysis

A complete randomized block design with 18 cultivars
and three blocks was used. The analysis of wvariance
(ANOVA) was performed and if the effect of treatment
were significantly at minimal 5% of probability, means
were compared by Tukey test (P<0.05). Regression
analysis and correlation between f-glucosidase activity
and isoflavone content (f-glucosides, malonyl-glucosides
and aglucones) from 18 soybean cultivars of different
maturity days. All data analysis were performed by SAS
version 8.2 (SAS Institute, Cary, NC, USA) and SANEST
programme (Zonta et al., 1982).

3. Results and discussion

The total isoflavone content and f-glucosidase activity
(Table 1), malonyl-glucosides (Table 2) and f-glucosides
and aglucones contents (Table 3) were analysed in 18
soybean cultivars from different maturity groups. The total

Table 1
Total isoflavone content and f-ghucosidase activity levels of 18 soybean
cultivars (sown in the 2002/2003 scason, Londrina, PR)*

Cultivar Maturity Total f-ghucosidase
groups® isoflavone activity
(mg/100g) (UA/g)
BRS 213 Early 80,272 88.97°
BRS 132 Early 89.93%eh 81.61°%
BRS 183 Early 152.44%° 72.19%
BRS 212 Early 174.30° 66.29"h
BRS 230 Early 70114 63,4420
Emb rap a 48 Semi-carly 127.96% 80,3930
BRS 184 Semi-early 94,99°fshi 78390
BRS 216 Semi-carly 89 g7eiehis 75.28%%
BRS 156 Semi-carly 108.00°4* 72.89%"
BRS 231 Semi-early 79.14" 72.67°%
BRS 154 Semi-carly 110.64%% 71.16°
BRS 185 Semi-early 102.31%% 70.72°%
BRS 133 Semi-carly 106.66°%" 68.43h
BRS 214 Semi-carly 121.20%%* 67.71%%"
BRS 232 Semi-carly 61.83 61.10"
BRS 233 Medium 12826 86.22°°
BRS 215 Medium 80,5770 73,770
BRS 134 Medium 100.84%"¢h 71.374%f
cv 7.88 4.00

Table 2
Malony-glucosides content of 18 soybean cultivars (sown in the 2002/2003
season, Londrina, PR)®

CV: Coeflicients of variation.Mean value followed by the same letters in
the columns are not significantly different (Tukey P<0.05).

Results expressed in dry weight.

PClassification according to days from emergence o maturity in 2002
and 2003,

"Mean values of two blocks.

Cultivar Malonyl-glucosides (mg/100g)

Malonylgenistin -~ Malonyldaidzin Malonylglicitin
BRS 213 33,51 2163 Nd
BRS 132 37.16°0 23,419 Nd
BRS 183 69.86° 33,3100 Nd
BRS 212 81.44° 36.35%% Nd
BRS 230 30,5580 15.48% Nd
Embrapa 48  47.92° 35.26' Nd
BRS 184 35.94°7h 27.65%0<d=" Nd
BRS 216 28,97 25.487%0 3.64
BRS 156 38,67 333400 Nd
BRS 231 24.74' 18.43% 10.82
BRS 154 43 4500t 29.417bede Nd
BRS 185 36.23°Teh 31,6000 Nd
BRS 133 38,7241 33.8300 Nd
BRS 214 44.81°% 38.19* Nd
BRS 232 25.06' 15.32¢ Nd
BRS 233 4743 26,9804l 17.46
BRS 215 28.03%0 26,3154 Nd
BRS 134 47.700eh 3],20bede Nd
cv 8.05 12.41

CV: Coelfficients of variation. Nd: not detected.
Mean valwe followed by the same letters in thc columns are not
significantly different (Tukey P=<0.05).

“Results expressed in dry weight.

isoflavone content varied from 71.11 to 174.30 mg/100 g in
early cultivars; 61.83-127.96 mg/100¢g in semi-early culti-
vars and finally 80.57-128.26 mg/100g for the medium
maturity group. The analysis of variance showed that
there were significant differences (2.8 times) in the
total isoflavone content among cultivars. However, the
regression analysis was not significant between maturity
days and f-glucosides (R*=0.02), malonyl-glucosides
(R*=10.02) and aglucones (R*=0.19). The correlation
between maturity days and total isoflavone content
(r = —0.15), p-glucosides (r = —0.14) and malonyl-gluco-
sides (r=—0.15) was not significant, indicating that
maturity days did not influence in these variables. However
the correlation between maturity days and aglucones
(r = —0.43) was indeed significant (P <0.08) showing that
the aglucones content was possibly influenced by the
number of days of maturity. Unfortunately, the results of
this study have not been reported anywhere else under
similar conditions, thus no data comparison can be made
at this time. This type of experiment will need to include
samples (rom unsprouted seeds.

The highest total isoflavone content was observed in the
BRS 212 cultivar that belongs to the early maturity group,
and the lowest was in the BRS 232, a semi-early maturity
group cultivar, Therefore, differences in the total isoflavone
content, f-glucosides and malonyl-glucosides were inde-
pendent of the maturity groups. When analysing soybean
cultivars from the 1993/1994 growing season, at an average
temperature of 24°C, Carrdo-Panizzi (1996) obtained
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Table 3

P-glucosides and agluconcs content of 18 soybean cultivars (sown in the 2002/2003 scason, Londrina, PR}

Cultivar B-glucosides (mg/100g) Aglucones (mg/100g)
Genistin Daidzin Glicitin Genistein Daidzein

BRS 212 3271 16.17* 3.88¢ 217 1.58
BRS 183 27.06° 14.21%0 5.(40d 1.64° 1.3
BRS 132 13.71°% 9.00% 493 0.96%¢ 0.76°
BRS 230 13,351t 6,708 3.08¢ 0.90° 0.69°
BRS 213 11.5480 §.13°Eh 3.88¢ 0.81%" 0.59*
BRS 184 13.90%% 9,03 5.80°% 1.36° 1,31%
BRS 214 15955 13.83°0* 5.950bcd 1.13% 1.35%
Emb rap a 48 19.52¢ 14.45" 8.68%° 1.18% 0.95P
BRS 154 17.58% 1213 6.27°%4 1.04% (7328
BRS 185 14.31%% 11.95%4 6,380 0.83° L.o1™
BRS 133 13.66°% 13.44° 5.43bed 0.77%" 0.81°
BRS 216 12.76"" 9,979t 7.79%% 0.66" 0.60%
BRS 156 14.20%® 12.73% 7.73%¢ 0.6080 0.7
BRS 231 10.658" 7.521h 5.67°%4 0.658" 0.66°
BRS 232 10502 6.18" 3.67 0.61#" 0.494
BRS 134 13,360 10654 61330 077" 1.01%
BRS 215 977" 9,09 613704 0.447 0.80°
BRS 233 17.01°% 9.89%" 9.08°* 0.41° Na**
cv 7.92 7.88 20.47 1.72 16.80

CV: Cocfficicnts of variation. Nd: not detected.

Mean value followed by the same letters in the columns are not significantly different (Tukey P<0.05).

“Results expressed in dry weight.
*Mean values of two blocks.

similar results. This author observed that the total
isoflavone content in the early and semi-early maturity
groups cultivars was 35.82-121.38mg/100g, and in the
medium group, 9.58-121.72mg/100 g. Variability in total
isoflavone contents was also not related to the maturity
group, but it was related to the cultivar's genetic
characteristics.

Several investigations have reported that isoflavone
contents are affected by genetic diversity and environ-
mental conditions. Temperatures higher than 24°C
during seed development reduced the isoflavone content
(Kitamura et al., 1991; Carrdo-Panizzi and Kitamura,
1995; Tsukamoto et al., 1995; Carrdo-Panizzi, 1996;
Carriio-Panizzi et al., 1998; Carrao-Panizzi and Bordignon,
2000). Similar results were observed in this study for the
total isoflavone content of the 18 soybean cultivars from
different groups of maturity. However, Kitamura et al.
(1991) reported lower isoflavone contents in early cultivars
compared to those from late maturity group cultivars. In
Japan they are called “summer™ cullivars, and their seed
development occurs at higher temperatures. The isoflavone
content increases when the early cultivars are submitted to
the same conditions as late cultivars; they have an extended
development as well.

The predominant soybean isoflavone forms were mal-
onylgenistin and malonyldaidzin (Table 2) ranging from
24.74 to 81.44 and 15.32 to 38.19 mg/100 mg, respectively.
Malonylglycitin was detected only in the BRS 233, BRS
216 and BRS 231 cultivars. The f-glucosides, genistin,
daidzin and glycitin contents (Table 3) ranged from 9.77 to

32.71, 6.18 to 16.17 and 3.08 to 9.08 mg/100 g, respectively.
The aglucones, genistein and daidzein concentration were
0.41-2.17 and 0.49-1.58 mg/100 g. Neither daidzein in the
BRS 233 cultivar nor acetyl isoflavone conjugates were
detected in any cultivar tested here. Therefore the malonyl,
p-glucosides and aglucones forms corresponded to ap-
proximately 67.0%, 31.0% and 2.0% of the total
isoflavone content. According to Kudou et al. (1991), both
the malonylgenistin and malonyldaidzin fractions corre-
sponded to 66.0% of total isoflavone in soybean seeds;
these results were corroborated by other reports (Carrdo-
Panizzi, 1996; Aragjo et al., 1997; Toda et al., 2001).

The f-glucosidase activity (Table 1) for cultivars
of the early, semi-early and medium maturity groups
were 63.44-88.97, 61.10-80.39 and 71.37-86.22UA/p,
respectively. Analysis of variance showed significant
differences in the f-glucosidase activity among the 18
cultivars; regression analyses (R* = 0.001) and correlation
(r=—0.03) between maturity days and f-glucosidase
activity were not significant, indicating that maturity days
did not influence the enzyme activity. The BRS 213 (early
maturity group) and BRS 232 (semi-early maturity group)
cultivars presented, respectively, the highest (88.97 UA/g
FSI) and the lowest (61.10UA/g FSI) p-glucosidase
activity. Differences were also reported by Carrido-Panizzi
and Bordignon (2000); however the f-glucosidase
activity in their case ranged from 96.3 to 176.1 UA/g in
51 soybean cultivars (1993/1994 soybean season), sown in
Londrina, Brazil, corresponding to 1.8-fold difference.
Since all cultivars were grown under similar environmental
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conditions, the differences observed among the cultivars
(Table 1) indicate genetic differences. However, Toda et al.
(2001) did not observe significant differences in the
f-glucosidase activity of four soybean cultivars cultivated
in Japan in 1998, and the results varied from 0.02 to
0.03UA/g.

Variations of 2.8 times in the total isoflavone content
and of 1.4 times in the f-glucosidase activity of 18 soybean
cultivars suggested that the environmental conditions
affected the f-glucosidase activity less than total isoflavone
content. The f-glucosidase activity did not correlate
significantly with isoflavone content (r = 0.03), f-gluco-
sides (r = —0.0004), malonyl-glucosides (r =0.06) and
aglucones (r= —0.27) and similar results were reported
by Carrdo-Panizzi and Bordignon (2000).

In order to improve the relation of f-glucosidase:
isoflavone, the conditions for this reaction are needed.
For instance, the optimal conditions for soybean
B-glucosidase activity were reported by others as pH 5.5
at 45°C (Matsuura and Obata, 1993) or pH 6.0 at 30°C
(Hsieh and Graham, 2001). As has already been pointed
out, the soybean f-glucosidases show more activity during
seed germination (Ribeiro et al., 2006), and also during the
processing of soy products, such as hydrating and
fermentation processes (Murphy, 1982; Matsuura et al.,
1989; Coward et al., 1993; Santosh et al., 1999).

4. Conclusions

The results of this study showed that a significantly
higher amount of isoflavone aglucones in soybean seed was
obtained in early maturing groups. fi-glucosidase activity
and contents of f-glucosides, malonyl glucosides, did not
correlate significantly regardless of seed maturity group.
In order to find a soybean cultivar with higher aglucones
contents, further research should be carried out in
unsprouted soybean seeds.
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ABSTRACT

Seeds of BRS 213 soybean cultivar were germinated for 72 h at 25c.
Samples were collected and analyzed every 6 h during germination.
B-glucosidase activity increased 3.3-fold in radicles and 2.3-fold in cotyle-
dons. In the radicles, there was a significant decrease in total isoflavone
content (6.3-fold), while for malonyl forms, daidzin and glycitin, there was a
decrease of 5.0- to 10.0-fold. Daidzein did not vary significantly during ger-
mination, while genistein and glycitein were detected at some germination
times. In the cotyledons, there was an increase in total isoflavone content
(2.4-fold), malonylgenistin (2.6-fold) and 3.3-fold increases for malonyldaid-
zin. Genistin and daidzin did not vary significantly during germination and
genistein was only detected 0 and 6 h after incubation.

INTRODUCTION

Soybean consumption in Western countries has increased due to its nutri-
tional properties and functional characteristics of compounds, as isoflavones.
In soybean, the isoflavones can be found in different chemical forms such as
aglycones (genistein, daidzein and glycitein), B-glucosides (genistin, daidzin
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and glycitin), malonylglucosides (malonylgenistin, malonyldaidzin and malo-
nylglycitin) and acetylglucosides (acetylgenistin, acyteldaidzin and acetylgly-
citin). Soybean has a high content of B-glucosides and the aglycones are found
in trace quantities.

Soybean isoflavones were described by their biological propertics, pre-
venting chronic diseases acting as phytooestrogen, antioxidant and antitumoral
activity (Anderson and Garner 1997; Constantinou et al. 1998; Messina 1999;
Brouns 2002; Lai and Yen 2002). The bioavailability of soybean isoflavones in
humans depends on their metabolism capacity, which is related to ethnic
backgrounds, dietary habits and intestinal microflora that cause variations in the
amount as well as activity of the gut B-glucosidases. B-Glucosides are hydro-
lyzed by B-glucosidases of the intestinal microflora into aglycones (Ismail and
Hayes 2003). The B-glucosides have less estrogenic activity when compared to
their respective aglycone forms, because of hydrophilic capacity and lower
molecular weight, with better absorption (Izumi er al. 2000; Brouns 2002).

The B-glucosidases (B-D-glucoside glucohydrolase, E.C. 3.2.1.21) are a
heterogeneous group of enzymes, which hydrolyse B-glucosidic links of oli-
gosaccharides and other glucosides conjugates releasing glucose. These
enzymes are widely distributed in plant sources and have a high specificity for
isoflavones (Hsieh and Graham 2001). The presence of aglycone isoflavones in
soybean is related to B-glucosidase activity. During grain hydration, these
enzymes hydrolyze the B-glucosides, forming the aglycones daidzein and
genistein (Matsuura er al. 1989). It was reported that B-glucosidases from
microbial sources hydrolyze B-glucosides of soybean into aglycones (Matsuda
et al. 1992, 1994; Park et al. 2001; Miura er al. 2002; Tsangalis er al. 2002;
Wu et al. 2004).

During soybean seed germination, important biochemical alterations take
place such as enzyme activation, including B-glucosidase (Chen and Pan 1977;
Bau and Debry 1979; Murphy 1982; Abdullah er al. 1984; Mostafa and Rahma
1987; Santosh er al. 1999; Kuo er al. 2004). Germinated soybean could
therefore be an alternative to enhance isoflavone aglycones to obtain func-
tional products.

The objective of this study was to assess the B-glucosidase activity and to
estimate total isoflavone content and its chemical forms in germinated soybean
radicle and cotyledon.

MATERIALS AND METHODS

Raw Material

Seeds of soybean cultivar BRS 213 were selected because of its high
B-glucosidase activity compared to other soybean cultivars sown in the 2002/
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2003 growing season. The cultivar was supplied by the Embrapa-National
Center for Soybean Research, Londrina, Brazil.

Soybean Germination

Three blocks of eight germination paper rolls, for each of 13 germination
time, with 50 selected seeds (BRS 213 cultivar), were randomly placed in a
germination chamber at 25C (£1C) and 10 h of lighting, for 72 h. The samples
were removed every 6 h of germination, the radicles were separated from the
cotyledons, and the seed coat was discarded. Germinated seed parts were
frozen and freeze-dried. Parts of nongerminated seeds were used as control.
The samples were ground and stored at —20C for analysis.

Soybean seed germination at 25C and 100% moisture was viable only up
to 72 h, after which there was an accentuated root system growth and seedling
development. The temperature used is based on recommendations by the
Embrapa-Centro Nacional de Pesquisa De Soja (2005).

Extraction and Determination of B-Glucosidases Activities

The synthetic substrate p-nitrophenyl-B-D-glucopiranosideo (p-NPG)
was used to determine [-glucosidase activities, according to the procedure
described by Matsuura et al. (1995). B-Glucosidases were extracted from a
100-mg sample of whole soybean fiour with 1.5 mL of 0.05 M citrate buffer,
pH 4.5, containing 0.1 M NaCl for 1 h at room temperature (Carrdo-Panizzi
and Bordingnon 2000). The samples were centrifuged and the supernatant was
kept for enzyme activity analysis. Two milliliters of 1 mM p-NPG with 0.1 M
phosphate—citrate buffer (pH 5.0) was transferred to test tubes and kept in a
water bath at 30C for 10 min. Then, 0.5-mL supernatant samples were added
and test tubes were placed in the water bath at 30C for 30 min. The reaction
was interrupted by adding 2.5ml of 0.5M sodium carbonate. The
p-nitrophenol released in the reaction was read in a spectrophotometer at
420 nm. A p-nitrophenol (20—160 WM) calibration curve was previously pre-
pared to determine the enzyme activity.

One unit of enzyme activity (UA) was defined as the amount of
B-glucosidases liberated by 1 UM p-nitrophenol/min under the experimental
conditions. Results were expressed as B-glucosidases activity levels (UA/g of
sample on dry weight) and clustered according to germination time.

Isoflavone Extraction and High-Performance Liquid Chromatography
Analyses

Quantitative analysis of isoflavone was carried out following procedures
proposed by Berhow (2002). Approximately 250 mg of whole soybean flour
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was extracted in test tubes with 3.0 mL of dimethyl sulfoxide : methanol
(1:4 v/v). After 15-17 h at room temperature, the extracts were centrifuged
and supernatants were filtered in 0.43-um filters. For isoflavone analysis, a
20 L aliquot was injected into a Shimadzu chromatographer (LLC-10AT VP,
Shimadzu, Kyoto, Japan), equipped with photodiode array detector (SPD-
M10A VP) and oven (CTO-10AS VP) to maintain the samples at 26C tem-
perature. The analyses were developed in a reverse-phase column (CLC-ODS
[M] C18, 4.6 x 250-mm internal diameter, 5 um particles) and eluted with a
linear gradient system composed of water (H,O, solvent 1) and acetonitrile
(solvent 2). The initial gradient system consisted of 100% H,O (pH 3.0) and
0% acetonitrile, changing to 45% of H,O and 55% of acetonitrile, in 25 min
of elution. The isoflavones were detected at 260 nm. The gradient was main-
tained at 100% acetonitrile for 2 min and returned to the initial condition in
the next 8 min. Final elution time was 40 min and solvent flow rate was
1 mL/min.

The isoflavones were identified and quantified by comparing the standard
genistin, daidzin and glycitin curves. Concentration of the malonylglucosides
and aglycones were calculated from the standard curves of their corresponding
B-glucosides, using the similarity of the molar extinction coefficients of
malonyl-isoflavones and their B-glucosides (Coward er al. 1998). Isoflavone
contents were expressed in mg/100 g of sample on a dry weight basis and
clustered according to the germination time.

Experimental Design and Statistical Analyses

The experiment was conducted in a randomized complete block design,
replicated three times for the 13 germination times. Analysis of variance was
carried out and treatment mean effects were compared by the Tukey test
(p < 0.05). Regression analyses and correlation between B-glucosidase activity
level and isoflavone content were carried out. The data were analyzed by SAS
(SAS 1999) and Sistema de Analise Estatistica-SANEST (Zonta et al. 1982).

RESULTS AND DISCUSSION

B-Glucosidase Activity and Total Isoflavone Content in Soybean

The seeds of BRS 213 soybean cultivar were composed of 86.8% coty-
ledons, 3.2% radicle and 10% seed coat. Ninety-eight percent of B-glucosidase
activity was in the seed cotyledons, and it was 1.7-fold greater in the cotyle-
dons (127.16 UA/g) than in the radicle (75.67 UA/g). No B-glucosidase activ-
ity was detected in the seed coat.
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FIG. 1. B-GLUCOSIDASE ACTIVITY LEVELS AND TOTAL ISOFLAVONE CONTENT IN
BRS 213 SOYBEAN RADICLES GERMINATED FOR 72 h
Bars indicate SD of three determinations for the B-glucosidase activities and Lotal isoflavone in each
germination time.

The total isoflavone content in the radicle and cotyledons in BRS 213
soybean cultivar was 48.2 and 51.8%, respectively. However, when comparing
soybean seeds components, it was observed that the total isoflavone content in
the radicle (1071.63 mg/100 g) was 25.2-fold greater than that in the cotyle-
dons (42.50 mg/100 g). Kudou et al. (1991) observed that the total isoflavone
content in the soybean radicle was 5.5-fold greater than that in the cotyledon.
Isoflavones were not detected in the seed coat as also observed by Kudou et al.
(1991).

B-Glucosidase Activity and Isoflavone Content in Germinated
Soybean Radicle

B-Glucosidase activity levels and total isoflavone contents of the radicles
germinated for 72 h are shown in Fig. 1. Throughout the germination time, a
significant increase (p < 0.05) was observed in the [B-glucosidase activities
levels and a significant reduction (p < 0.05) was observed in the total isofla-
vone content. The regression analysis shows a good fit (R*=0.93 and 0.90)
to a quadratic polynomial model of B-glucosidase activity levels and total
isoflavone content (Fig. 1). Correlation between B-glucosidase activity levels
and isoflavone content in the germinated soybean radicle was negative; the
observed coefficient of determination () was —0.91. Thus, B-glucosidase
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GERMINATED FOR 72 h
Bars indicate SD of three determinations of malonylglucosides in each germination time.

activity in soybean radicles germinated for 72 h increased 3.3-fold and total
isoflavone content decrcased 6.3-fold, indicating enzyme action on isofla-
vones. In nongerminated seeds, Carrdo-Panizzi and Bordingnon (2000)
reported that soybean B-glucosidase activity and total isoflavone content do
not significantly correlate. It can be concluded therefore that the process of
soybean germination may be an alternative to obtain radicles with high
B-glucosidase activity and reduced total isoflavone content.

The malonylglucosides (malonyldaidzin, malonylgenistin and malo-
nylglycitin), B-glucosides (daidzin and glycitin) and aglycone (daidzein,
glicitein and genistein) contents in the soybean radicle germinated for 72 h
are shown in Figs.2 and 3 and Table 1. Acetylglucosides and the
B-glucoside genistein were not detected. The content of malonyl forms
(Fig. 2) decreased significantly in the soybean radicles germinated for 72 h
(p < 0.05). By regression analysis, the experimental data of malonyldaidzin,
malonylgenistin and malonylglycitin contents were a good fit (R*=0.83,
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TABLE 1.

ISOFLAVONE CONTENT* IN BRS 213 RADICLES AND COTYLEDONS OF SOYBEAN
GERMINATED FOR 72 h

Germination (h) Radicles Cotyledons
Daidzein Genistein Genistin Daidzin

0 7.95 +0.84% 2.07+0.21 6.52 027 4.00 £ 0.50*

6 7.69 £ 0.35% 1.77 £0.35 6.42 +0.57° 4.30+0.62%
12 6.06 +1.16™ 0.79£0.17 6.61 £0.99* 3.53+£0.95°
18 1.24 £0.45° nd 7.69 £0.23* 4.08 £1.10°
24 0.66+0.24° nd 6.99 +£1.02¢ 3.66 £0.98*
30 3.18+0.32% nd 7.06 +1.02° 4.67 +1.26°
36 5.82+2.15% nd 7.05 +1.05* 4.81+1.30°
42 16.82 +6.22¢ 1.83 £0.51 7.33 £0.10° 5.02+1.03°
48 19.30£7.14°F 1.72 £ 0.61 6.05 +0.41° 3.84 £ 040"
54 6.07+1.77™* nd 6.54 £0.35° 425+0.84°
60 5.35+£0.81% nd 7.24 £1.08° 4.68 £ 1.26
66 7.57 +1.88™ nd 7.89 £1.18° 5.15+£1.39*
72 1.50+0.46 7.58 £ 0.57* 4.69 + 1.05°

10.16 +3.75®

Values with different superscript letters in the same column are significantly different at P << 0.05.

* Results are expressed in mg/100 g dry matter.
T Means of two blocks.
nd, not detected.
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0.89 and 0.90) to quadratic polynomial models. Malonylglucosides degrada-
tion was detected in the radicle and increased with time. Malonylgenistin
and malonylglicitin contents dropped to less than 100 mg/100 g of radicle.
Reduction was also observed in malonyldaidzin, whose content was higher
than others. Graham (1991) reported 17% increase in malonyldaidzin and
13% reduction in malonylgenistin in the soybean radicle tip germinated
under light, for up to 3 days, and the contents dropped to 67 and 83%,
respectively, in 7 days of germination. In this study, malonyldaidzin was
present at high concentrations (6037 nmol/g of fresh tissue) in 7 days of
germinated soybean root tip, whose meristemic tissue presence is associated
with root growth.

B-Glucoside contents in radicles of soybean germinated seed for 72 h
are presented in Fig. 3. A significant reduction (p << 0.05) was observed in
the glycitin and daidzin contents. These experimental data for glycitin and
daidzin fitted (R*=0.92 and 0.91) to the quadratic polynomial model. The
data suggested that B-glucosides of the radicles were metabolized during
germination. _

The daidzein contents varied over time in the germinated soybean
radicles (Table 1) and started relatively high. Daidzein concentration in the
first three analysis times (0, 6 and 12 h) was different than that observed at 42
and 48 h of germination. The lowest content was observed at 18 and 24 h of
germination. Glycitein was detected in radicles only at 0, 6 and 12 h (5.90,
4.46 and 3.15 mg/100 g dry matter, respectively) and genistein at 0, 6, 12, 42,
48 and 72 h of germination.

The reduction in B-glucoside (daidzin and glycitin) contents in the ger-
minated radicles may have resulted from the increase in the P-glucosidase
activity. Reduction of malonyl forms and aglycones could be attributed to the
physiological mobilization during germination. Hsieh and Graham (2001)
purified four chick pea isoenzymes that participated in conjugated isoflavone
metabolism, and observed that malonylglucosides were first converted to
B-glucosides, by the action of malonylesterase followed by a release of the
aglycones through the B-glucosidase action. These authors also reported that
aglycones released by the action of glycosyltransferase and malonyltrans-
ferase can either be used for the synthesis of new B-glucosides and malonyl-
glucosides or further incorporation in other biosynthetic pathways, such as
phytoalexin synthesis of soybean glyceollins.

In spite of aglycone release, seed metabolism during soybean germina-
tion is dynamic and aglycones likely are transformed into other metabolites.
Consequently, the increase in their content was not observed during this
period. Additional studies are needed on plant metabolism during its develop-
ment to better understand the reduction in aglycone content in the soybean
germination process.
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FIG. 4. B-GLUCOSIDASE ACTIVITY LEVELS AND TOTAL ISOFLAVONE CONTENT IN
BRS 213 SOYBEAN COTYLEDONS GERMINATED FOR 72 h
Bars indicate SD of three determinations for the B-glucosidase activities and total isoflavone content
in each germination time.

B-Glucosidase Activity and Isoflavone Content in Germinated
Soybean Cotyledons

Fig. 4 shows that the B-glucosidase activity levels and total isoflavone
content of BRS 213 soybean cotyledons increased significantly (p <X 0.05)
over a germination period of 72 h. A regression analysis of the experimental
data fitted the quadratic polynomial model for the B-glucosidase activity levels
and total isoflavone content (R*=0.93 and 0.83). The correlation between
B-glucosidase activity levels and isoflavone content in the germinated soybean
cotyledons was positive with a determination coefficient of +0.79. Comparing
Figs. 1 and 4, it is possible to observe differences in the total isoflavone content
in radicles and cotyledons of soybean. Results regarding total isoflavones
produced in 72 h of laboratory germination were not reported in the literature.
However, Schmidt and Quirmbach (2002) observed in greenhouse-sowed soy-
beans that isoflavone content increased from 532.2 to 739.9 ng/g fresh weight
of the plant tissues, after 3 days of germination. This content gradually
reduced, dropping to 0.29 pg/g fresh weight of the plant tissues at 56 days of
plant development.

The possible explanation for the reason of this controversial finding of
isoflavone total amount in both tissues is because of their physiological func-
tion. During seed germination, cotyledons need to provide nutritive reserve for
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radicle to develop into a final plant and therefore, cotyledons possess a differ-
ent metabolism cycle in relation to the latter including the carbohydrate cycle
(Ribeiro et al. 1997; Morkunas et al. 2005). Obviously, this subject deserves
further attention and more research is in need.

The malonylgenistin and malonyldaidzin contents increased (p << 0.03)
in soybean cotyledons germinated for 72 h (Fig. 5). Malonylgenistin content
was larger than the malonyldaidzin content during germination time, corre-
sponding to 60% of the total isoflavones at 72 h. The regression analysis for
malonylgenistin (R* = 0.82) and malonyldaidzin (R? = 0.83) contents fitted the
linear model. Graham (1991) also reported that malonylgenistin was the main
soybean cotyledon metabolite, which represented 52% of the soluble isofla-
vones over a germination period of 7 days. Table 1 shows that the B-glucoside
content (daidzin and genistin) did not differ significantly (p < 0.05) during the
germination process and the aglycone genistein was detected only at 0 and 6 h
of germination (0.46 and 0.42 mg/100 g dry matter). The acetylglucosides,
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malonylglycitin, glycitin, glycitein and daidzein were not detected at any time
during the 72 h germination period. The distribution of isoflavone in different
soybean tissues during germination for 7 days, according to Graham (1991),
can be different and affected by the stage of development and germination
conditions.

Germination affects B-glucosidase activity, total isoflavone content and
their isomeric forms. During germination, B-glucosidase activity increased in
radicles and cotyledons, while the total 1soflavone content increased in the
cotyledons and decreased in the radicles. Therefore, changes in isoflavone
contents depend on the stage of germination and seed physiological
metabolism.
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Resumo

A B-glucosidase (B-glucosideo glucohidrolase, EC 3.2.1.21) hidrolisa isoflavonas -
glucosidicas com liberacdo de agluconas que possuem agédo benéfica na saude
humana. Este trabalho teve como objetivo a purificagdo e caracterizagdo bioquimica
parcial desta enzima de cotilédone de soja. A B-glucosidase foi purificada utilizando
cromatografia de troca ibnica com CM Sephadex C-50 e filtragdo em gel com
Sephadex G-100. A enzima purificada (F42) foi parcialmente caracterizada. As
condicdes otimas de reacao da enzima foram de pH 5,0 e 30 minutos de incubacgao
a 45°C. A enzima foi estavel em 25°C com redugéo de atividade de 35% apds 10
dias e a 45°C reduziu 60% de atividade apdés 1 h de incubacdo. Em temperatura
superior a 60°C apresentou reducéo de atividade de 95% apds 5 min de incubacéao.
O Km e Vmax da enzima para p-nitrofenil-3-D-glucosideo foi de 0,16 mM e 4,3 uM p-
nitrofenol/min, respectivamente. A enzima apresentou especificidade para os
derivados de p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideos e também para substratos que
possuem ligantes na posi¢ao para, ligagdes do tipo o ou § e do tipo 1—-4 e 1-6.
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1 Introducéo

A B-glucosidase (pB-D-glucosideo glucohidrolase, EC. 3.2.1.21)
catalisa a hidrolise de terminais nao redutores de compostos contendo residuos de
B-D-glucose, com liberacdo de glucose. E produzida por microrganismos e também
encontrada em vegetais, onde participa de inumeras fungdes, tais como, hidrélise
de giberelinas conjugadas, conversao de citocininas de armazenagem em formas
ativas, em metabolismo de estresse e resisténcia a alguns fitopatégenos etc (ESEN,
1992).

A utilizacdo da soja como alimento aumentou devido a importancia
de suas propriedades nutricionais e biolégicas. As propriedades biolégicas da soja
foram descritas devido as isoflavonas que possuem acao fitoestrogénica,
antioxidante e antitumoral na prevencédo de doencgas crénicas (Anderson & Garner,
1997; Constantinou, Krygier & Mehta, 1998; Messina, 1999; Brouns, 2002; Lai &
Yen, 2002). Entretanto, a biodisponibilidade das isoflavonas da soja em humanos
depende da capacidade do seu metabolismo e esta relacionada a grupos étnicos,
habitos alimentares e microbiota intestinal. Estes fatores promovem alteracbes na
quantidade e atividade das p-glucosidases intestinais que hidrolisam os f-
glucosideos em agluconas (Ismail & Hayes, 2005). Os B-glucosideos apresentaram
menor atividade estrogénica quando comparado as agluconas, que possuem menor
massa molecular e maior absorgéo (lzumi et al., 2000; Brouns, 2002).

Segundo Santosh, Balasubramanian e Lalitha (1999), o processo de
purificacédo e obtencédo de B-glucosidase isolada apresentam um grande potencial
de aplicagdo biotecnoldégica em industria de alimentos. A conversdo de f-
glucosideos em agluconas pode ocorrer com a utilizagdo de [B-glucosidase de
origem fungica (Aspergillus oryzae) (Park, Aguiar, Alencar & Mascarenhas, 2001),
bacteriana (L. casei subsp. Rhamnosus IFO 3425) (Matsuda et al., 1992) ou do
préprio grao (Araujo, Carlos & Sedyama, 1997). Porém, a purificacdo e
caracterizagao da B-glucosidase da soja foi pouco explorada e somente investigada
na farinha integral (Matssura & Obata, 1993) e na raiz de soja germinada (Hsieh &
Graham, 2001).

Assim, considerando que as atividades biolégicas sao mais
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acentuadas nas isoflavonas agluconas, o objetivo deste trabalho foi purificar e

caracterizar parcialmente a -glucosidase de cotilédones da soja.

2 Material e métodos

2.1 Matéria-prima

Foi utilizada a cultivar de soja (Glycine max (L.) Merril) BRS 213,
safra 2002/2003 desenvolvida na Vitrine Tecnoloégica da Fazenda Experimental da

Embrapa Soja em Londrina-PR.

2.2 Métodos

2.2.1 Determinagéao de Atividade de B-glucosidase

A atividade de B-glucosidase nas diferentes fases de extragdo e
purificacdo foi determinada utilizando o substrato p-nitrofenil-p-D-glucopiranosideo
(p-NPG) conforme procedimentos descritos por Matsuura e Obata (1993). Neste
procedimento, foram pipetados 2 mL de p-NPG 1mM, em tampéao fosfato-citrato 0,1
M, pH 5,0 em tubo de ensaio e mantido em banho-maria a 30°C por 10 min.
Decorrido este tempo, foram adicionados 0,5 mL de amostra permanecendo em
banho-maria a 30°C por 30 min. A reacéo foi interrompida pela adi¢do de 2,5 mL de
carbonato de sédio 0,5 M. O p-nitrofenol (p-NP) liberado nesta reagéo foi
determinado por espectrofotometria a 420 nm. Previamente, uma curva padrao de
p-NP (20-160 uM) foi preparada para quantificagcao de atividade da enzima.

Uma unidade de atividade (UA) de B-glucosidase foi definida como

a quantidade de enzima que liberou 1 uM de p-NP/min, nas condi¢des de ensaio.
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2.2.2 Proteinas sollveis

O teor de proteinas soluveis foi quantificado pelo método de Lowry,
Rosenbrough, Farr e Randal (1951) utilizando solugédo padrao de albumina de soro
bovino (BSA).

2.2.3 Atividade especifica de B-glucosidase

A atividade especifica de pB-glucosidase de cada fragdo foi
determinada pela relagao entre atividade da enzima e de proteina e expressa como

unidade de atividade da enzima por mg de proteina (UA/mg).

2.2.4 Carboidratos Totais

O teor de carboidratos totais foi quantificado pelo método de fenol-
acido sulfurico (Dubois, Gilles, Hamilton, Rebers & Smith, 1956) utilizando solugao

padrédo de D-glucose.

2.3 Extracéo, Fracionamento e Purificagdo de B-glucosidase

O procedimento de extragdo, fracionamento e purificacdo de f-

glucosidase foi realizado entre 0 e 4°C.
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2.3.1 Extracao

A extragdo de B-glucosidase foi realizada conforme descricdo de
Matsuura e Obata (1993) e foram utilizadas 60 g farinha de cotilédones de soja e
tampéao fosfato de sédio 0,1M, pH 6,6 na propor¢cao de 1:10 (peso/volume), com
agitacao lenta por 1 h e centrifugagcao a 4000g por 15 min. O sobrenadante obtido
foi acidificado com HCI 0,1N até pH 5,0 e novamente centrifugado nas mesmas
condigdes. O sobrenadante assim obtido foi denominado de extrato bruto (EB) de -

glucosidase.

2.3.2 Fracionamento da enzima com sulfato de amoénio

Ao EB foi adicionado sulfato de amdnio até atingir 40% de
saturacao a 4°C para fracionamento parcial da enzima. O material foi mantido em
repouso até completa precipitacdo e centrifugado a 4000 xg por 15 min. O
precipitado sem atividade da enzima foi desprezado e ao sobranadante (Sy.40) foi
adicionado lentamente o sulfato de aménio até atingir 85% de saturagédo. Apds
completa precipitacdo, o material foi centrifugado conforme descrito anteriormente.
O precipitado obtido (P4¢-s5) foi ressuspenso com tampao fosfato-citrato 50 mM, pH
5,0 e dialisado contra 0 mesmo tampao. Aliquotas da fragao P4.g5 € do EB também
dialisado foram utilizadas para determinacdo do teor de proteina soluvel, atividade
da enzima e suas atividades especificas para posterior aplicagdo em cromatografia

de troca ibnica.

2.3.3 Cromatografia de Troca I6nica

A fragdo P4o.g5 dialisada foi aplicada em coluna de troca ibnica com

CM Sephadex C-50 (2,5 cm x 55 cm) pré-equilibrada com tampéo fosfato-citrato 50
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mM, pH 5,0. Foi utilizado fluxo de 27 mL/h e coletado fragbes de 3,5 mL por tubo de
ensaio. Apds a separagao da primeira fragao protéica, a coluna foi eluida com
gradiente linear de NaCl 0-0,8 M em tampéo fosfato-citrato 50 mM, pH 5,0. Nas
fragbes coletadas foram realizadas leitura de absorvancia a 280 nm e determinada
a atividade de p-glucosidase e tracado o perfil de cromatografia. Nesta
cromatografia de troca ibnica foram separadas quatro fragbes protéicas e
denominadas de fragdes F4, F2, F3 e F4. A fragdo F4, com maior atividade especifica
de B-glucosidase foi liofilizada e dialisada em tampao fosfato-citrato 100 mM, pH 5,0

para posterior aplicagdo em cromatografia de filtracdo em gel.

2.3.4 Cromatografia de filtracdo em gel

A fragao F4, liofilizada e dialisada, foi aplicada em coluna (2,3 cm x
100 cm) de filtracdo em gel com Sephadex G-100. A coluna foi pré-equilibrada com
tampao fosfato-citrato 100 mM, pH 5,0. Foi utilizado o fluxo de 17 mL/h e coletado
fragcbes de 2,3 mL por tubo de ensaio. Nas fragdes coletadas foram realizadas
leituras de absorvancia a 280 nm e determinada a atividade de B-glucosidase e
tragcado o perfil de cromatografia. Nesta cromatografia por filtragdo em gel foram
separadas trés fragdes protéicas e denominadas de F41, F42 € F43. A fracdo Fyo
apresentou maior atividade especifica de B-glucosidase e foi utilizada para

caracterizagao bioquimica parcial.

2.3.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida

A eletroforese descontinua das fragbes obtidas no processo de
purificacdo de B-glucosidase foi realizada em gel de poliacrilamida 7,5% (PAGE) em
condi¢des nativas com tampéao Tris-HCI 3,778 M, pH 8,9 a 150 mV (Davis, 1964).
Foram aplicados de 30 a 70 ug de proteinas de cada fragdo em placas de dimensé&o

de 101 mm x 106 mm x 1 mm com 9 pogos. Apos a eletroforese, os géis foram
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fixados com acido tricloroacético (TCA) 10%, lavados com solugéo de etanol 10% e
acido acético 5% e depois com solugdo oxidante de dicromato de potassio 0,034 M
em acido nitrico 0,032 N. Apds a fixacdo das bandas de proteinas, o procedimento
de coloracdo com prata e revelacio foi realizado conforme descricdo de Nielsen e
Brown (1984). As placas de géis foram lavadas com agua destilada e secadas entre
duas folhas de papel celofane embebidas com glicerol : H,O (1:1, viv) e mantidas
por quatro dias em temperatura ambiente para secagem dos mesmos e
documentacéo por fotografia digital.

A fracédo F4, apresentou na eletroforese apenas uma banda corada
com prata e maior atividade especifica de B-glucosidase, sendo caracterizada

conforme segue.

2.4 Caracterizagdo Bioquimica Parcial de p-glucosidase

A caracterizacdo bioquimica parcial da fracdo F4, com maior
atividade especifica de B-glucosidase foi realizada e a atividade foi determinada

conforme procedimento descrito anteriormente por Matsuura e Obata (1993).

2.4.1 Efeito do tempo de incubacéo na atividade de B-glucosidase

O tempo 6timo de incubagéo da fragédo F4, para hidrélise de p-NPG
foi investigado no periodo de 0 a 480 min com intervalos iniciais entre 10 min até 1
h, de 20 min até 2 h e depois de 1 em 1 h até 8 h. A atividade de B-glucosidase foi

expressa como uM de p-PN liberado no respectivo tempo de incubagéo.

2.4.2 Efeito da temperatura e pH na atividade de B-glucosidase

A temperatura oOtima da fragcdo F4» para hidrolise de p-NPG foi
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determinada entre 4 e 70°C, com incubacao de 30 min. O pH étimo foi determinado
entre 3 e 8, na temperatura de 45°C, definida anteriormente. Os resultados foram

expressos em percentagem de atividade de p-glucosidase em funcédo da

temperatura ou pH, respectivamente.

2.4.3 Estabilidade térmica de B-glucosidase

A estabilidade térmica de B-glucosidase da fracéo F4, foi avaliada
com a pré-incubacgao da enzima em temperaturas de 25 a 70°C e tempos variaveis
de 5 min a 10 dias. Também foi avaliada a estabilidade de B-glucosidase apos 4
descongelamentos sucessivos em temperatura ambiente. Os resultados foram

expressos em percentagem de atividade de B-glucosidase em relagao ao controle.

2.4.4 Especificidade da Enzima com o Substrato p-NPG

O efeito da concentragcdo de p-NPG de 0,1 mM a 20 mM na
atividade de B-glucosidase da fragao F4, foi determinado nas condi¢des 6timas de
reacao definidas neste trabalho de pH 5,0; 30 min de incubagdo e 45°C. Os
resultados foram expressos como unidade de atividade de B-glucosidase, ou seja,
uM p-NP/min.

Os valores de Km e Vmax foram determinados pelo método de

Lineweaver-Burk conforme descrito por Marzzoco e Torres (1999).

2.4.5 Especificidade da Enzima com Diferentes Substratos

A especificidade de atividade de B-glucosidase da fragdo Fai» foi

investigada, nas condi¢cdes 6timas de reacdo da enzima de pH 5,0 e 30 min de
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incubacao a 45°C, definidas neste trabalho, utilizando os seguintes substratos na
concentracdo de 1TmM: derivados de B-D-glucosideos (daidzina, genistina, salicina,
celobiose, gentiobiose, amigdalina, esculina e metil-B-D-glucopiranosideo) e
derivados de para ou orto-nitrofenil (p-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo, p-nitrofenil-
B-D-manopirano-sideo, p-nitrofenil-a-D-manopiranosideo, o-nitrofenil--D-
glucopiranosideo). A atividade de B-glucosidase foi determinada conforme descrito
no item 2.2.1 e uma unidade de atividade de B-glucosidase (UA) foi definida como a
quantidade de enzima que liberou 1 uM de p-NP/min, nas condi¢des de ensaio.

Para determinacdo da especificidade de atividade B-glucosidase
para daidzina e genistina com liberagdo das agluconas daidzeina e genisteina,
foram utilizados 400 ulL de substrato 1 mM e 100 uL da fragdo Fs, e a reacéo
interrompida com 2000 puL de metanol (Matsuura & Obata, 1993), nas condi¢des
6timas de reagao, pH 5,0 e 30 min de incubagao a 45°C. A analise quantitativa de
daidzeina e genisteina liberadas foi realizada por cromatografia liquida de alta
pressdo (HPLC) segundo Berhow (2002). Neste procedimento, as amostras foram
fitradas em filtros de 0.43 um e 20 uL foram utilizados para separagao e
quantificacdo em cromatrografo (Waters Serie 600) com injetor automatico de
amostras (Waters Serie 717) e detector de arranjo de fotodiodos (Waters Serie
996). A eluicao das isoflavonas foi realizada pelo uso do sistema de gradiente linear
binario em coluna de fase reversa do tipo ODS-C18 (Metachem, Torrance, CA) com
didmetro interno de 4,6 mm x 250 mm e particulas de 5 um. A coluna foi equilibrada
com 20% de metanol contendo 0,025% de acido trifluoroacético e 80% de H,O
contendo 0,025% de acido trifluoroacético, com fluxo de 1 mL/min e temperatura
controlada a 25°C. Apds a injecdo, a condi¢do inicial foi mantida por 2 min e
atingindo 100% de metanol contendo 0,025% de acido trifluoroacético em 50 min.
Para deteccdo das isoflavonas foi utilizado o comprimento de onda de 260 nm e os
picos foram identificados por seu espectro e tempo de retengdo. As isoflavonas
foram quantificadas por padronizagdo externa (area dos picos) utilizando padrdes
como referéncia. Uma unidade de atividade de B-glucosidase (UA) foi definida como
a quantidade de enzima que liberou 1 uM de agluconas/min, nas condi¢ées do
ensaio.

A especificidade de atividade de p-glucosidase também foi

investigada para os substratos derivados de [B-D-glucosideos: salicina, celobiose,
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gentiobiose, amigdalina, esculina e metil-B-D-glucopiranosideo. A atividade de (-
glucosidase foi determinada utilizando o método de glucose oxidase com sistema
automatizado (Selectra 1, Vitalab/Merck). Neste procedimento, a glucose liberada
foi quantificada por espectrofotometria a 420 nm. Uma unidade de atividade de B-
glucosidase (UA) foi definida como a quantidade de enzima que liberou 1 uM de
glucose/min, nas condigdes do ensaio.

Para determinagao da especificidade da atividade de B-glucosidase
utiizando os substratos derivados de para e orto-nitrofenil foi realizada a
comparagado com o substrato p-NPG, considerado neste estudo como 100% de
atividade. A determinagao da especificidade da atividade de B-glucosidase para os
substratos derivados de B-D-glucosideos, com atividade expressa em liberagdo de
uM de glucose/min foi comparada entre estes substratos, considerando 100% o
substrato com maior liberacdo de glucose. Os resultados também foram

comparados com o p-NPG.

3 Resultados e discusséo

3.1 Extracéao e Purificagdo Parcial de B-glucosidase

O EB obtido a partir de 60 g de farinha de cotilédone de soja foi
inicialmente precipitado com sulfato de amonio com saturacéo de até 40% a 4°C e o
material foi centrifugado. No sobrenadante foi adicionado sulfato de aménio de 40 a
85% de saturacdo a 4°C e o precipitado denominado de P4.g5 foi ressuspenso e
dialisado em tampao fosfato-citrato 50 mM e pH 5,0. Nesta fase de separacao
recuperou-se 32% de proteinas e 69% de atividade de p-glucosidase (Tabela 1) em
relacdo ao EB.

A fragcdo P4o.s5 foi aplicada na coluna de troca ibnica com CM
Sephadex C-50 equilibrada e eluida com tampéo fosfato-citrato 50 mM e pH 5,0.
Nesta eluicdo ocorreu a separacdo da fracdo Fi com recuperacdo de 3,7% de

proteinas e 1,3% de atividade de p-glucosidase (Tabela 1 e Fig. 1). Apds a
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aplicacao de gradiente linear de NaCl 0-800 mM no mesmo tampao, foram
separadas mais trés fracoes, F,, F3 e F4, com recuperacao de proteinas de 3,0, 3,2
e 1,4% (Tabela 1), respectivamente. Assim, a cromatografia de troca ibnica do
extrato de cotilédones de soja separou quatro fragdes distintas de proteinas, sendo
que apenas a fragdo F4 apresentou elevada atividade especifica de B-glucosidase,
com recuperagao de 27% e purificagcdo de 19 vezes. Hsieh e Graham (2001)
separaram por cromatografia de troca ibnica com CM Sephadex C-50 extratos de
raizes de soja germinada de 7 a 9 dias e observaram quatro fragbes de proteinas
com atividade de B-glucosidase em apenas uma fragdo com recuperacgéo de 20% e
purificacdo de 20 vezes. Entretanto, Matssura e Obata (1993) utilizaram extrato de
graos de soja nas mesmas condigdes aplicadas de cromatografia de troca iGnica
com CM Sephadex C-50 e observaram a separacao de trés fragdes (A, B e C), com
atividade de B-glucosidase nas fracbes B e C e recuperagao de atividade de 6 e
22%, respectivamente. A purificagéo foi de 8,5 e 44 vezes para as fragbes B e C,
respectivamente. Pouca atividade foi encontrada na primeira fragéo.

A fragédo F4 foi aplicada em cromatografia de filtragdo em gel com
Sephadex G-100 e eluida com tampéo fosfato-citrato 0,1M e pH 5,0. Esta filtracao
em gel separou trés fragcbes distintas de proteinas (Tabela 1 e Fig. 2). Apenas a
fracdo Fs, apresentou elevada atividade especifica de p-glucosidase, com
recuperacao de 4,1% e purificagdo de 44 vezes em relagdo ao EB. Matssura e
Obata (1993) aplicaram as fragbes B e C em Sephadex G-150 e observaram uma
unica fracdo com atividade para cada uma das amostras aplicadas. Apds a
cromatografia, a fragcdo B foi purificada 87 vezes com 2% de recuperagdo de
atividade de hidrélise de daidzina e a C, 95 vezes com 7% de recuperagao.

A diferenca no numero de fragbes de proteinas obtidas nestes
trabalhos possivelmente foi devido a diferencas na cromatografia e o tipo de
matéria-prima utilizada para obtencéo de B-glucosidase.

As diferentes fases de purificagdo de B-glucosidase da soja foram
acompanhadas por meio de eletroforese nativa em gel de poliacrilamida (Figura 3).
A fracao F4, apresentou uma banda protéica, indicando a provavel purificagdo da
enzima.

Na eletroforese nativa em gel de poliacrilamida do EB, Py4o.g5, F4 €

Fs, foram aplicados em cada pogo 70, 70, 30 e 30 ug de proteinas,
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respectivamente. Observa-se que nas diferentes fases da purificagdo, desde o EB
até a cromatografia de filtracdo em gel, ocorreu a separagao de varias fracbes de
proteinas. Apds a cromatografia de troca ibnica com CM Sephadex C-50, a
eletroforese da fracdo F, apresentou mais de uma banda de proteina. Contudo,
apos a cromatografia de filtragcdo em gel, observa-se que na eletroforese ha apenas
uma banda de proteina com mobilidade relativa (Rf) igual a 0,51, indicando uma
provavel purificacdo da B-glucosidase. Porém, a falta de nitidez na eletroforese foi
devido a baixa concentracdo da fragdo F4, necessitando de repeticdo de
eletroforese com maior concentragdo para confirmar esta purificagdo. Também,
seria importante aplicar outras técnicas para confirmar a pureza desta enzima, tais
como, diferentes concentracbes de enzima, eletroforese em condigdes

desnaturantes e pl.

3.2 Caracterizagdo Bioquimica Parcial de B-glucosidase da Fragao Fai

3.2.1 Carboidratos totais

Os carboidratos totais foram detectados e quantificados em todas
as fases de purificagado da B-glucosidase, com excegéo da fragao F3 indicando uma
possivel natureza glicoproteica das fragbes (Tabela 2). A percentagem de
carboidratos com relagdo a soma de proteinas e carboidratos variou de 2,17 a 9,3%
para o EB e F4¢. Destaca-se que a fragao F4, apresentou 3,45% de carboidratos,
confirmando que trata-se de uma glicoproteina. Na literatura, ainda ndo ha relatos

sobre a presenca de carboidratos nas fragdes de B-glucosidase de soja purificada.

3.2.2 Efeito do tempo de incubacéo na atividade de B-glucosidase

O tempo étimo de incubagao da B-glucosidase da fragéo Fai, (Fig. 4)
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foi de 30 min em tampéao fosfato-citrato 100 mM e pH 5,0 devido a linearidade de
liberacdo de p-NP até 60 min. Entretanto, a partir de 60 min até 480 min de
incubacdo, ocorreu aumento gradativo na atividade de B-glucosidase, porém nao

proporcional ao tempo de incubacgao.

3.2.3 Efeito da temperatura e pH de incubacgéo na atividade de B-glucosidase

A temperatura e pH o6timos de incubagdo na atividade de pB-
glucosidase da fragdo F4, estdo ilustrados nas Fig. 5 e 6. A temperatura 6tima de
reacao da enzima foi de 45°C (Fig. 5), cuja temperatura foi superior as temperaturas
em que ocorrem as reagdes enddégenas na estocagem ou germinagao da soja. Em
condigdes de temperatura 6tima, a B-glucosidase apresentou pH 6timo entre 4,5 e
5,5 e a atividade da enzima reduziu em 71% em pH 3,5 e 7,0.

A temperatura 6tima de 45°C de agao da B-glucosidase foi similar a
obtida em soja por Matsuura e Obata (1993) e por Cameron, Manthey, Baker e
Grohmann (2001) em Citrus sinensis var. Valencia fruit (40-45°C). Outras fontes de
B-glucosidase apresentaram temperaturas oOtimas distintas, como 25-30°C em
centeio (Sue, Ishihara & lwamura, 2000), 40°C em vanilla bean (Odoux, Chauwin &
Brillouet, 2003), 50°C em milho (Esen, 1992) e 60°C em cevada (Leah, Kigel,
Svendsen & Mundy, 1995).

A faixa de pH ¢6timo de 4,5 a 5,5 (Fig. 6) na atividade de p-
glucosidase da soja da fragdo F4; foi similar a descrita por Matsuura e Obata (1993)
na soja, Akiyama, Kaku & Shibuya (1998) no arroz e Leah et al. (1995) na cevada.
Entretanto, no milho pH 6timo desta enzima foi de 5,8 (Esen, 1992).

3.2.4 Estabilidade térmica de B-glucosidase

A estabilidade térmica de B-glucosidase da fragao F4; foi investigada

por meio de sua atividade residual em relagdo ao controle, apés manutengdo da
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enzima em diferentes tempos e temperaturas de incubagdo (Fig. 7). Apds a
determinacao de atividade em tampao fosfato-citrato 100 mM, pH 5,0, observou-se
que a 25°C a enzima foi estavel até 4 dias e apds 10 dias ocorreu redugao de
apenas 35% da atividade. Em 45°C a enzima apresentou redugdo de 60% de sua
atividade, apds uma hora de incubacéao. Portanto, a enzima nao foi estavel por longo
periodo em sua propria temperatura 6tima de atividade. Segundo Esen (1992), esta
discrepancia entre atividade e estabilidade pode ser diminuida com aumento da
estabilidade da enzima na presenca do substrato, onde o complexo enzima-
substrato protege a enzima da desnaturacéo e inativagao pelo calor. Em temperatura
de 50°C, a enzima reduziu sua atividade em 91% apo6s 20 min de incubagéo e em
temperatura superior a 60°C apresentou baixa estabilidade, com redugéo de 95% de
atividade ap6s 5 min de incubacgao. Apds quatro descongelamentos sucessivos, em
temperatura ambiente, da fracdo F42, a atividade de B-glucosidase permaneceu

estavel.

3.2.5 Efeito da concentragdo de p-NPG na atividade de B-glucosidase

A atividade de p-glucosidase aumentou linearmente em baixas
concentragdes até 0,4 mM de p-NPG e prosseguiu o aumento gradativo até cerca
de 1 mM com manutencdo de atividade até 20 mM, sem apresentar inibicdo ou
reducao de atividade (Fig. 8).

A constante de Michaelis-Menten (Km) e a velocidade maxima
(Vmax) de reacao, em pH 5,0 e 45°C, da fragao F4, foram 0,16 mM e 4,3 uM de p-
NP/ min, respectivamente, indicando elevada especificidade de reagao para o p-
NPG. Hsieh e Graham (2001) observaram um Km de 1,3 mM para B-glucosidase de
raiz de soja, a 40°C. Em vanilla bean (Odoux et al., 2003) e Citrus sinensis var.
Valencia (Cameron et al., 2001) os valores de Km para p-NPG foram 1,1 mM (40°C

e pH 7,0) e 0,12 mM (40°C e pH 5,0), respectivamente.
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3.2.6 Especificidade da atividade de B-glucosidase com diferentes substratos

A especificidade da atividade da fragédo F4, com diferentes substratos
derivados de para ou orto-nitrofenil e derivados de B-D-glucosideos foi avaliada por
meio da atividade relativa de hidrélise destes substratos em concentracdo de 1 mM e
condigdes otimas de pH 5,0 e 30 minutos de incubagao a 45°C (Tabelas 3 e 4).

O substrato p-NPG apresentou maior especificidade de atividade de
B-glucosidase em comparagdo com os outros substratos (Tabela 3). A especificidade
elevada de B-glucosidases vegetais para o substrato p-NPG também foi observada
em cereja madura e milho (Gerardi, Blando, Santino & Zacheo, 2001; Esen, 1992).

Na Tabela 3 observa-se que a B-glucosidase atuou em outros
substratos derivados de B-glucosideos, como a celobiose e gentiobiose, com maior
especificidade, seguido de daidzina e genistina. Entretanto, na soja, a genistina e
daidzina s&o os proprios substratos desta enzima e nas condigdes experimentais
desta investigacao estes nao foram os melhores substratos. Possivelmente, devido a
procedéncia destas isoflavonas, uma vez que Matsuura e Obata (1993) observaram
que a daidzina e genistina extraida de soja foram os melhores substratos do que
outros glucosideos naturais como a amigdalina e esculina.

A acdo desta enzima no p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo indica
elevada especificidade para B-D-glucose. Entretanto, na Tabela 4 observa-se que a
enzima apresentou especificidade para a de D-manose (p-nitrofenil-3-D-
manopiranosideo) e D-galactose (p-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo). Assim, a (-
glucosidase pode ser considerada também uma B-D-glicosidase (Odoux et al., 2003).

Em relagdo ao tipo de ligagéo (o € B), a auséncia de atividade para o
substrato p-nitrofenil-a-D-manopiranosideo sugere que esta enzima apresenta
especificidade somente para ligagdes do tipo B (Tabela 4). Entretanto, a enzima
atuou no substrato p-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo, cuja acdo também foi
observada por Hsieh e Graham (2001) em extrato de raiz de soja.

A posicao de ligantes na estrutura também afetou a especificidade
da enzima. Quando o mesmo substrato apresentou mudancga de ligagdo da posigcéo
para (p-nitrofenil-p-D-glucopiranosideo) para a posicdao orto (o-nitrofenil-p-D-

glucopiranosideo), ocorreu redugao de 74% na atividade da enzima, indicando uma
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possivel especificidade da enzima para o ligante na posi¢ao para (Tabela 4).

A posigao da ligacao entre duas glucoses também pode afetar a
atividade enzimatica. Entretanto, a B-glucosidase hidrolisou tanto a celobiose (1—4)
quanto a gentiobiose (1—»6) (Tabela 5). Resultado semelhante foi observado em
citrus sinensis var. Valencia (Cameron et al., 2001). Entretanto, Matsuura e Obata
(1993) nao observaram atividade de B-glucosidase purificada de soja para estes

substratos.
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Tabela 1 — Fases de purificagdo de -glucosidase de cotilédone de soja por

cromatografia de troca idnica e filtragdo em gel

80

Proteinas B-glucosidase

Fases de Purificagdo mg Recuperagao Atividade' Recuperagdo  Atividade Grau de
% UA % Especifica’ Purificacdo

Extrato Bruto 2469 100 3558 100 1,4 1
P4o-s5 792 32 2437 69 3,1 2,1
CM Sephadex C-50
F4 91 3,7 47 1,3 0,5 0,4
F2 75 3,0 0,2 0,01 0 0
F3 78 3,2 27 0,8 0,4 0,2
Fa 35 1,4 946 27 27 19
Sephadex G-100 — Fracédo F4
Fa4 2,5 0,1 0 0 0 0
Fa2 24 0,1 146 41 61 44
Fa3 7,5 0,3 0 0 0 0

'"UA = uM p-nitrofenol/min; > = UA/mg de proteina

Tabela 2 — Teor de proteinas e carboidratos totais nas diferentes fases de

purificacdo de pB-glucosidase de cotilédone de soja

Fases de Proteinas Carboidratos Carboidratos
Purificagdo (ng/100 pL) (ng/100 pL) (%)
Extrato bruto 472,52 10,48 217
P4o-s5 1066,70 31,17 2,84
F1 714,14 17,95 2,45
F2 573,34 33,74 55
F3 723,15 n.d. n.d.
F4 198,24 5,18 2,6
F41 118,04 12,12 9,3
F42 96,58 3,46 3,45
F43 212,36 6,09 2,78

n.d.: ndo detectado
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Tabela 3 — Especificidade de B-glucosidase com substratos derivados de -D-

glucosideos

Substrato Atividade Relativa*

(1mM) (%)
p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo 100
Celobiose 46
Gentiobiose 44
Daidzina 25
Genistina 24
Amigdalina 20
Esculina 17
Salicina 11
Metil-B-D-glucopiranosideo 8

*Atividades expressas em percentagem de atividade calculada com p-nitrofenil-CJ-D-glucopiranosideo
como substrato, no qual a enzima apresentou atividades superiores.

Tabela 4 — Especificidade de B-glucosidase com substratos derivados de para- ou
orto-nitrofenil-pB-D-glicosideos

Substrato Atividade Relativa*
(1mM) (%)
p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo 100,0
p-nitrofenil-p-D-manopiranosideo 99,3
p-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo 88,7
o-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo 25,9
p-nitrofenil-a-D-manopiranosideo ND

*Atividades expressas em percentagem de atividade calculada com p-nitrofenil-B-D-
glucopiranosideo como substrato, no qual a enzima apresentou atividades superiores.
ND: ndo detectada.

Tabela 5 — Especificidade de p-glucosidase com substratos derivados de -D-
glucosideos em comparagéao a celobiose

Substrato Atividade Relativa*
(1mM) (%)
Celobiose 100,0
Gentiobiose 94.4
Amigdalina 43,9
Esculina 36,7
Salicina 23,8

*Atividades expressas em percentagem de atividade calculada com celobiose como substrato, no

qual a enzima apresentou atividades superiores.
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Figura 3 — Eletroforese nativa em gel de poliacrilamida das
diferentes fases de purificacéo da p-glucosidase
de cotilédone de soja.
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appear on the figure, but only in the figure legend. Legends should consist of a short title followed by a
brief description of experimental conditions and, where necessary, a key. Where it is necessary to use
photographs, these should again be clearly labelled and numbered. Authors are strongly advised to

88



consult Elsevier's artwork instructions before uploading any graphics files for electronic submission.
These are available at http://authors.elsevier.com/artwork.

Colour lllustrations

If, together with your accepted article, you submit usable colour figures then Elsevier will ensure, at no
additional charge, that these figures will appear in colour on the web (e.g., ScienceDirect and other sites)
regardless of whether or not these illustrations are reproduced in colour in the printed version. For colour
reproduction in print, you will receive information regarding the costs from Elsevier after receipt of your
accepted article. For further information on the preparation of electronic artwork, please see
http://authors.elsevier.com/artwork. Please note: Because of technical complications which can arise by
converting colour figures to ?grey scale? (for the printed version should you not opt for colour in print)
please submit in addition usable black and white prints corresponding to all the colour illustrations.

Key Words

Four to five pertinent key words should be provided. If possible the Food Science and Technology
Abstracts (FSTA) Thesaurus should be used (IFIS Publ., Shinfield, Reading RG2 9BB, UK
http://www.foodScienceCentral.com).

Proofs

When your manuscript is received at the Publisher it is considered to be in its final form. Proofs are not to
be regarded as 'drafts'. One set of page proofs in PDF format will be sent by e-mail to the corresponding
author, to be checked for typesetting/editing. No changes in, or additions to, the accepted (and
subsequently edited) manuscript will be allowed at this stage. Proofreading is solely your responsibility. A
form with queries from the copy editor may accompany your proofs. Please answer all queries and make
any corrections or additions required. The Publisher reserves the right to proceed with publication if
corrections are not communicated. Return corrections within two working days of receipt of the proofs.
Should there be no corrections, please confirm this. Elsevier will do everything possible to get your article
corrected and published as quickly and accurately as possible. In order to do this we need your help.
When you receive the (PDF) proof of your article for correction, it is important to ensure that all of your
corrections are sent back to us in one communication. Subsequent corrections will not be possible, so
please ensure your first sending is complete. Note that this does not mean you have any less time to
make your corrections, just that only one set of corrections will be accepted.

Offprints

Twenty-five offprints will be supplied free of charge. If colour has been paid for within the article, 100 extra
offprints will be supplied free of charge. Additional offprints and copies of the issue can be ordered at a
specially reduced rate using the order form sent to the corresponding author after the manuscript has
been accepted. Orders for reprints (produced after publication of an article) will incur a 50% surcharge.

Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to transfer copyright (for more information on
copyright see http://authors.elsevier.com). This transfer will ensure the widest possible dissemination of
information. A letter will be sent to the corresponding author confirming receipt of the manuscript. A form
facilitating transfer of copyright will be provided. If excerpts from other copyrighted works are included, the
author(s) must obtain written permission from the copyright owners and credit the source(s) in the article.
Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases: contact Elsevier Ltd., Global Rights
Department, The Boulevard, Langford Lane, Oxford, OX5 1GB, UK; phone: (+44) 1865 843830, fax:
(+44) 1865 853333, e-mail: permissions@elsevier.com

Author Enquiries

Authors can keep a track on the progress of their accepted article, and set up e-mail alerts informing them
of changes to their manuscript's status, by using the "Track a Paper" feature of Elsevier's Author
Gateway. Other questions or queries will also be dealt with via the website http://authors.elsevier.com.
Contact details for questions arising after acceptance of an article, especially those related to proofs, are

provided when an article is accepted for publication.

89


http://authors.elsevier.com/artwork.
http://authors.elsevier.com/artwork
http://www.foodsciencecentral.com/
http://authors.elsevier.com/
mailto:permissions@elsevier.com
http://authors.elsevier.com/
http://authors.elsevier.com/
http://authors.elsevier.com/

5.4 TRABALHOS APRESENTADOS EM EVENTOS CIENTIFICOS

5.4.1 6° Simposio Latino Americano de Ciéncia de Alimentos — SLACA, 2005

7 a 10 de novembro de 2005
Centro de Convencodes - Unicamp

7

o

P48

(=]

Bl

P

2| staca

2 19
N
¥
UNICAMP

, : "
6° Simpodsio Latino Americano sﬁCTA

Sociedade Brasileira de

de Ciéncia de Alimentos “

Ciéncia de Alimenios:
Abrindo Caminhos
para o Desenvolvimento
Cientifico, Tecnoldgico e Industrial Faculdade de Engenharia de Alimentas

" SOLNIWITY 3d VIONIID 30 ON

e = =

90



E COTILEDONES DE SOJA GERMINADA

Resumo

As B-Glicosidases (p-D-Glicosideo glicohidrolase, EC.3.2.1.21) estdo amplamente
distribuidas na natureza e apresentam especificidade para substratos como isoflavonas.
Durante a germinagéo da soja ocorre ativagdo de enzimas como as B-glicosidases, que
hidrolisam as isoflavonas conjugadas liberando agliconas. O consumo de produtos com
maior teor de agliconas & benéfico na redugdo dos riscos de doengas cronicas e
degenerativas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade de B-glicosidase e teor de
isoflavonas de radiculas e cotilédones de soja germinada. As sementes da cultivar de soja
BRS 213, devido seu elevado nivel de atividade de p-glicosidase, foram germinadas até
72h em camara de germinagio a 25°C + 1°C, com 100% de umidade e mantidos por 10h
com iluminac@o fluorescente. A cada Bh de germinag8c foram retiradas amostras,
liofilizadas & separadas em cotilédones, radiculas e cascas. As isoflavonas foram
quantificadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em fase reversa e para
determinagéo de atividades de p-glicosidases foi utilizado o substrato sintético p-nitrofenil-
B-D-glicopiranosidec (p-NPG). Apds 72h de germinagdo da soja, a atividade de (-
glicosidase aumentou significativamente de 75,67UA/g a 246,21UA/g em radiculas e
127,16UA/g a 286,89UA/g em cotilédones. Nas radiculas houve diminuicgo significativa
de 1.071,63mg/100g a 170,29mg/100g no teor de isoflavonas totais. O teor de
malonildaidzina, malonilglicitina e malonilgenistina foi de 391,62mg/100g, 256,79mg/100g
e 25,49mg/100g, respectivamente. O teor de daidzina e glicitina variou de 140,84mg/100g
a 21,15mg/100g e 147,25mg/100g a 14,18mg/100g. Entretanto, na germinagdo a
daidzeina apresentou pequena variagdo em seu teor, de 7,95mg/100g a 10,16mg/100g &
gliciteina e genisteina foram detectadas em baixas concentragdes. Nos cotilédones
ocorreu aumento significativo no teor de isoflavonas fotais de 42,50mg/100g a
101,14mg/100g. O teor de malonilgenistina & malonildaidzina aumentou de 22,93mg/100g
a 60,38mg/100g e 8,59mg/100g a 28,49mg/100g. A genistina e daidzina nos cotilédones
nao apresentaram diferengas significativas e genisteina foi detectada em 0 e 6h de
germinacéo.
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O processo de germinag&o tem efeito significativo na atividade de B-glicosidase e no teor de isoflavonas fotais e suas formas isoméricas. A atividade dej
glicosidase aumentou nas radiculas e cotilédones enquanto o teor de isoflavonas totais aumentou nos cotilédones e reduziu nas radiculas. A redugéio no|

{teor de isoflavonas totais nas radiculas foi decorrente do aumento de atividade de B-glicosidase.

INTRODUGCAO

As P-Glicosidases (B-D-Glicosideo glicohidrolase, EC. 3.2.1.21) estdo
amplamente distribuidas na natureza e apresentam especificidade para
substratos como flavonas e isoflavonas®™. Durante a germinacgo da soja
ocorre ativacdo de enzimas como as B-glicosidases que hidrolisam
isoflavonas conjugadas, liberando isoflavonas agliconas®. O consumo de
produtos com maior teor de agliconas & benéfico no tratamento e
prevencio de doengas cronicas@®,

OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade de p-glicosidase e teor de
isoflavonas de radiculas e cotilédones de soja germinada.

METODOLOGIA

Sementes de soja BRS 213 foram germinadas até 72 h em camara de
germinagdo a 25°C = 1°C, com 100 % de umidade e mantidos por 10 h
com iluminac@o fluorescente. A cada 6 h de germinagdo foram refiradas
amostras, liofilizadas e separadas em cotilédones, radiculas e cascas. As
isoflavonas foram quantificadas por cromatografia liquida de alta pressdo
(HPLC) em fase reversa e para detemminagio de atividades de B-
glicosidases foi utilizado o substrato sintético  p-nitrofenil-B-D-
glicopiranosideo (p-NPG).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos 72 h de germinagio da soja e em relaggo a soja ndo germinada, a
atividade de B-glicosidase aumentou 3,3 vezes em radiculas (Figura 1) e
2.3 vezes em cotilédones (Figura 2).
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Figura 1. Atividade de p-glicosidase e Figura 2. Atividade de B-glicosidase e
teor de i totais de radi teor de isoflavonas totais de cotilédones

de soja BRS 213 germinada por 72 h. de soja BRS 213 germinada por 72 h.

Nos cotilédones ocorreu aumento de 2,4 vezes no teor de isoflavonas
totais (Figura 2), de 2,6 vezes para malonilgenistina e 3,3 vezes para
malonildaidzina (Figura 5). Genistina e daidzina n3o variaram durante a
germinagio (Tabela 1) e genisteina foi detectada somente em 0 e 6 h
(0,46 e 0,42 mg/100 g).

Figura 3. Teor de malonilglicosideos de

Figura 4. Teor de p-glicosideos de
radiculas de soja BRS 213 de soja BRS 213 germinada
por7zh. por7zh.

Figura 5. Teor de g i de cotil: de
soja BRS 213 germinada por 72 h.

Tabela 1. Teor de isoflavonas® em radiculas e cotilédones de soja BRS 213 germinada por 72 h.

Germinagio Radiculas Cotiledones
(b} Daidzeina Genisteina Genistina Daidzina
Q 7,95 2,07 6,522 4,002
12 6,06 b= 0,79 6,612 3,632
24 1,24¢ nd 6,992 3,662
36 5,820 nd 7,052 4,812
48 19,302 1,72 6,052 3,84
60 5,35 nd 7,242 4,682
72 10,16 = 1,50 7,582 4,692

= -
Diferentes letras na mesma coluna s&o significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p< 0.05).
“Resultados expressos em mg/100g base seca.
nd: nfio detectado.

Nas radiculas houve diminuicdo de 8,3 vezes no teor de isoflavonas
totais (Figura 1), sendo que o teor das formas malonil (Fiura 3), daidzina
e glicitina (Figura 4) diminuiram de 5,0 a 10,0 vezes. Gliciteina foi
detectada somente em 0, 6 e 12 h (590, 446 e 3,15 mg/100g,
respectivamente). Daidzeina apresentou pequena variacio em seu teor
e genisteina foi detectadas em baixas concentragdes em alguns tempos
de germinacéo (Tabela 1).
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047 Atividade de B-glicosidases de diferentes cultivares e grupos de maturagao de duas safras de

soja do Parana.

M.L.L. RIBEIRO?; L. ZIDOI'; J.M.G. MANDARINO? M.C. CARRAO-PANIZZI*: M.C.N. DE OLIVEIRA% C.B.H.

CAMPOZ A.L. NEPOMUCENOQ?; E.|. IDA'. 'EL, Caixa Postal 8001, Londrina, PR, elida@uel.br; *Embrapa
- Soja.

O objetivo deste trabalho foi investigar a atividade de [B-glicosidases de 16 cultivares de soja de diferentes
grupos de maturagd@o semeadas no Parana das safras 2002/2003 e 2003/2004. O delineamento experimen-
tal utilizado foi o de blocos ao acase, com 16 cultivares e trés blocos. O teste de comparagoes multiplas de
médias foi o de Tukey (p<0,05). Para determinagéo da atividade de [-glicosidases foi utilizado o substrato
sintético p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (p-NPG) e a enzima foi extraida com tampao citrato 0,05 M, pH 4,5,
contendo NaCl 0,1 M por uma hora a temperatura ambiente. Na safra 2002/2003, o nivel de atividade de -
glicosidases para cultivares de grupo de maturagéo precoce, semiprecoce e médio foi de 88,97-63,44 UA g,
de 80,39-61,10 UA g e de 86,22—-73,77 UA g™, respectivamente. Na safra 2003/2004, o nivel de atividade de
B-glicosidases para as cultivares de grupos de maturagao precoce, semi precoce e médio foi de 106,25—
56,14 UA g, 85,94-57,03 UA g} e 89,01-73,46 UA g, respectivamente. Na safra 2002/2003, as cultivares
precoce BRS 213, semiprecoce Embrapa 48 e médio BRS 233 apresentaram maior nivel de atividade de [3-
glicosidases, enquanto que menor nivel de atividade foi observado nas cultivares precoce BRS 183 e BRS
212 e semiprecoce BRS 185, BRS 154, BRS 133 e BRS 214. Na safra 2003/2004, a cultivar precoce BRS
213 apresentou maior nivel de atividade de B-glicosidases e menor nivel de atividade foi observado nas

cultivares precoce BRS 230 e BRS 212 e semiprecoce BRS 133 e BRS 214, Comparando as duas safras -
2002/2003 e 2003/2004 das 16 cultivares de soja observou-se que as cultivares preoooe BRS 213, semiprecoce

BRS 185, BRS 232 e BRS 214 apresentaram a mesma tendéncia para o nivel de atividade de p-glicosidases.
Assim, verificou-se que o nivel de atividade de B-glicosidases foi independente dos grupos de maturacéo das
16 cultivares de soja das safras 2002/2003 e 2003/2004.

048 Isoflavonas da soja de diferentes cultivares e grupos de maturagéo.

M.L.L. RIBEIRO; L. ZIDOI'; J.M.G. MANDARINO?; M.C. CARRAO-PANIZZI%; M.C.N. DE OLIVEIR)?\2 C.B.H.
CAMPOZ A.L. NEPOMUCENQ?; E.I. IDA'. "UEL, Caixa Postal 6001, Londrina, PR, elida@uel.br; *Embrapa
Soja. - I

O objetivo deste trabalho foi determinar o teor de isoflavonas totais de 18 cultivares de soja de diferentes
grupos de maturagéo da safra 2002/2003, semeadas em Londrina-PR. Foi utilizado o delineamento experi-
mental de blocos ao acaso, com 18 cultivares e trés blocos. O teste de comparagdes multiplas de medias foi
o de Tukey (p<0,05). As isoflavonas foram extraidas com dimetil sulféxido (DMSO) : metanol (1:4 v/v) por 15
a 17 h em temperatura ambiente e quantificadas por cromatografia liquida de alta press&o (HPLC) em fase
reversa. Pela andlise de variancia, verificou-se que houve diferengas significativas no nivel de atividade das
18 cultivares de soja. O teor de isoflavonas totais variou 174,30 a 71,11 mg/100 g; 127,96 a 61,83 mg/100 g
e 128,26 a 80,57 mg/100 g, nas cultivares de maturagio precoce, semiprecoce e médio, respectivamente. O
teor de isoflavonas foi independente do grupo de maturag&o e o maior teor foi observado na cultivar BRS 212,
enquanto que o menor teor foi observado nas cultivares precoces BRS 230 e BRS 213, semiprecoces BRS
231 e BRS 232 e médio BRS 215. As isoflavonas predominantes nestas cultivares de soja foram malonildaidzina
e malonilgenistina, correspondendo a 67% das isoflavonas totais enquanto que os fi-glicosideos e as agliconas
corresponderam a 31% e 2%, respectivamente. A proporgao das diferentes formas de isoflavonas foi similar
para as 18 cultivares de soja. /

54 Resumos do [V Congresso Srasieliro de So/g
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INTRODUCAO

As B-glicosidases (B-D-glicosideo glicohidrolase, EC. 3.2.1.21)
compreendem um grupo heterogéneo de enzimas que catalisam a
hidrolise de ligagdes B-glicosidicas de oligossacarideos e outros
conjugados glicosidicos com liberagdo de glucose. Algumas B-
glicosidases de origem vegetal sdo altamente especificas para alguns
substratos como isoflavonas, flavonas eic'. Portanto, a presenca de
isoflavonas agliconas em grdos de soja estad relacionada com a
atividade de B-glicosidase e na hidratagdo dos grios estas enzimas
hidrolisam os P-glicosideos, aumentando o tieor das agliconas
daidzeina e genisteina?. Uma vez que as isoflavonas agliconas
apresentam atividades biol6gicas mais acentuadas do que os
derivados B-glicosideos®4, tém-se procurado altemativas de processos
enzimaticos de biotransformagdo das formas glicosiladas de
isoflavonas em agliconas®. Uma das altemativas de aplicacdo desta
enzima seria em produtos derivados de soja, para obienc@o de
alimentos funcionais com elevado teor de isoflavonas agliconas.

OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi investigar a atividade de B-glicosidases de
16 cultivares de soja de diferentes grupos de maturag@o semeados em
Londrina-PR, safras 2002/2003 e 2003/2004.

METODOLOGIA :

A extracdo da enzima foi realizada om tampdo citrato 0,05 M, pH 4,5,
contendo NaCl 0,1 M por uma hora a temperatura ambiente.

Para determinacdo da atividade de p-glicosidases foi utilizado o
substrato sintético p-nitrofenil-8-D-glicopiranosideo (p-NPG)2.

O teste de Tukey (ANOVA) foi aplicado ao nivel de 5% de probabilidade
para comparagdo de médias.

RESULTADOS

A atividade de B-glicosidase (Tabela 1), safra 2002/2003, foi maior nas
cultivares de grupos de maturidade precoce BRS 213, semiprecoce
Embrapa 48 e médio BRS 233. A menor atividade foi observada nas
cultivares precoce BRS 183 e BRS 212 e semiprecoce BRS 185, BRS
154, BRS 133 e BRS 214.

Na safra 2003/2004, a cultivar de grupo de maturidade precoce BRS 213
apresentou maior atividade de B-glicosidases e a menor atividade foi
observada nas cultivares precoce BRS 230 e BRS 212 e semiprecoce
BRS 133 e BRS 214.

Comprando as duas safras 2002/2003 e 2003/2004 das 16 cultivares
de soja observou-se que as cultivares precoce BRS 213, semiprecoce
BRS 185, BRS 232 e BRS 214 apresentaram diferencas significativas
na atividade de B-glicosidases.

Tabela 1 — Atividade de B-glicosidases de 16 cultivares de soja, safras
2002/2003 e 2003/2004, Londrina — PR.

Cultivar:

BRS 213 Precoce 88,9724 106,2828
BRS 183 Precoce 72,19 o=faA 72,020eFA
BRS 230 Precoce 63,4490 A 64,03¢" A
BRS 212 Precoce 66,29Bh A 56,147 A
BRS 184 Semiprecoce 78,3gbcde A 8§5,94bed™ A
Embrapa 48 Semiprecoce 80,3QabcE A 85,3(0bcd A
BRS 185 Semiprecoce 70,7259 4 76,8508
BRS 231 Semiprecoce 72,67cdelA 73,669 A
BRS 156 Semiprecoce 72,89cdef A 73,40¢€f A
BRS 232 Semiprecoce 61,10mA 71,81¢ef B
BRS 154 Semiprecoce 71,1654 71,224 A
BRS 216 Semiprecoce 75,28¢0def A 70,10de" A
BRS 133 Semiprecoce 68,43hA 65,650 A
BRS 214 Semiprecoce 67,7190 A 57,0398
BRS 233 Médio 86,22ab A 89,01bcA
BRS 215 Medio 73,77c0fF A 73,469 A

*Resuliados obtidos através de médias de triplicata, em base seca.

“*Resultados obtidos alravés da média de duplicata, em base seca.

Médias i por letras mini i nas colunas, e maiisculas nas linhas, diferem
significativamente entre si pelo leste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

CONCLUSAO

A atividade de B-glicosidase foi independente dos grupos de maturagao
das 16 cultivares de soja das safras 2002/2003 e 2003/2004.
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INTRODUCAO

As isoflavonas da scja sdo amplamente investigadas devido a sua
atividade estrogénica'?, antioxidante'? e antitumoral*3 € com potencial no
fratamento e prevengiio de doengas cronicas®®. Estas atividades
biologicas sdc mais acentuadas nas formas agliconas do que nas formas
p-glicosidicas.

OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi determinar quanti- e qualitativamente o teor
de isoflavonas de 18 cultivares de soja de diferentes grupos de maturagdo
da safra 2002/2003, semeados em Londrina-PR.

METODOLOGIA '

As isoflavonas foram exiraidas com dimetil sulféxido (DMSO) : metanol
(1:4 viv) por 15 a 17 h em temperatura ambiente e quantificadas por
cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC) em fase reversa. O feste de
Tukey (ANOVA) foi aplicado ao nivel de 5% de probabilidade para
comparagdo de medias.

RESULTADOS _

O teor de isoflavonas totais e de suas formas quimicas (Tabelas 1 e 2)
foram quantificados e agrupados conforme o grupo de maturagdo. Na
analise de variancia verificou-se diferencas significativas de 2,8 vezes no
teor de isoflavonas totais entre as culfivares.

Tabela 1 — Teor médio de isoflavonas totais e de malonilglicosideos de
18 cultivares de soja, safra 2002/2003, Londrina - PR.

36,35 2

8144¢2

BRS 212 Precace 174,30 21

BRS 183 Precoce 152,44 = 69,86 b 33,31 abed
BRS 132 Precoce 89,93 efni 37,16 efoh 23,41 defg
BRS 213 Precoce 80,27 ani 33,51 fan 21,63 o
BRS 230 Precoce 71,1118 30,88 shi 15489
Embrapa 48 Semiprecoce 127,96 bed 47,92¢ 35,26 @be
BRS 214 Semiprecoce 121,20 cde 44,81 cde 38,192
BRS 154 Semiprecoce 110,64 cde 43,48 cdef 29,41 abede
BRS 156 Semiprecoce 108,00 cde 38,67 cdefy 33,34 2bed
BRS 133 Semiprecoce 106,66 odef 38,72 cdefy 33,83 abed
BRS 185 Semiprecoce 102,31 def 36,23 cfh 31,60 abede
BRS 184 Semiprecoce 94,99 efahi 35,04 efsh 27,65 abedef
BRS 216 Semiprecoce 89,87 efahi 28,97 i 25,48 cdef
BRS 231 Semiprecoce 79,14 M 24741 18,431
BRS 232 Semiprecoce 61,831 25,06 15,32 ¢
BRS 233 Médio 128,26 bed 4743« 26,98 bodef
BRS 134 Médio 100,84 efon 37,70 defoh 31,22 abcde
BRS 215 Médio 80,57 fahii 28,03 ohi 26,31 bodel
cv 7.88 8,05 1241

= = Vn. CV: Coeficients ds

1]Meiﬁmmrmﬂmmmmwubmwhﬂmy ao nivel de 5% de probabifidade.

Em relacdo as formas quimicas das isoflavonas (Tabela 2), observa-se em
todas cultivares de soja que os derivados predominantes foram
malonildaidzina e malonilgenistina. A malonilglicitina foi detectada nas
culiivares BRS-233, BRS-231 e BRS-216 (17,46, 10,82 e 3,64 mg/100g,
respectivamente). N3o foram detectadas formas acetiladas de isofiavonas.

Tabela 2 - Teor médio dos glicosideos & agliconas de 18 cuitivares de
soja, safra 2002/2003, Londrina - PR.

BRS 212 32,7121 16,17 = 3,88¢ 2,17 1,582
BRS 183 27,06® 14,213 5,04 bed 1,64° 1,322
BRS 132 13,71 8 9,00 <8 4,93 0,96 def 0,76 =
BRS 213 11,54 60 8,13 efh 3,889 0,81 fah 0,59 «d
BRS 230 13,38 =h 6,70 9" 3,089 0,90 0,69
Embrapa 48  19,52°¢ 14,4530 8,683 1,18 = 0,95 bed
BRS 214 15,95 cdef 13,83 2" 5,95 ebed 1,13 ¢d 1,352
BRS 154 17,58 « 12,1354 6,27 abed 1,04 ¢ 0,73 &
BRS 156 14,20 defg 12,73 be 7.73c 0,60 oh 0,72
BRS 133 13,66 °fa 13,44 5,43 abed 0,77 foh 0,81
BRS 185 14,31 def 11,85 bed 6,38 abed 0,83 g 1,01 be
BRS 184 13,90 defa 9,038 5,80 abed 1,36¢ 1,31
BRS 216 12,76 fah 9,97 def 7,793 0,66 " 0,60 4
BRS 231 10,65 o8 7,52 %h 5,67 abed 0,85 g 0,66 o
BRS 232 10,50 sh 6,18" 3,67¢ 0,61 0M 0,49 ¢

BRS 233 17,01 e 9,89 df 9,08 0411 nd ¢

BRS 134 13,36 foh 10,65 =i 6,13 abd 0,77 b 1,01 b=
BRS 215 977" 9,09 =% 6,13 abed 0,441 0,80
cv 7,92 7,88 20,47 7.72 16,80

*Resuliades expressos em base seca.  CV: Coefidiente de variagio.
1JMéﬁssqutdaswl&asmmmmﬁMMdeumdeTumy 2o nivel de 5% de
P

As formas malonil, glicosil e agliconas corresponderam a 67%, 31% e 2%
do teor de isoflavonas totais e estas proporgdes foram similares nas 18
cultivares analisadas.

As diferengas observadas no teor de isoflavonas foram independentes dos
grupos de maturacdo e podem ser atribuidas as diferencas genéticas das
culfivares, localizagdo do plantio, condi¢des climaticas e ano de colheita.
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TEOR DE ISOFLAVONAS E ATIVIDADE DE B-GLICOSIDASE E SUA
CORRELACAO COM CULTIVARES DE SOJA DE DIFERENTES GRUPOS DE
MATURIDADE
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As isoflavonas sdo amplamente investigadas devido a sua atividade estrogénica, antioxidante e
antitumoral e potencial no tratamento e prevengdo de doengas crbnicas. Estas atividades
bioldgicas sdo mais acentuadas nas formas agliconas do que nas formas b-glicosidicas. Para
liberagdo das formas agliconas, os b-glicosideos sdo hidrolisados pela b-glicosidase, presente
na soja. O objetivo deste trabalho foi correlacionar o teor das diferentes formas guimicas de
isoflavonas e atividade de b-glicosidase com 18 cultivares de soja de diferentes grupos de
maturidade da safra 2002/2003, submetidos as mesmas condigdes de cultivo. Foi utilizado o
delineamento experimental de blocos ao acaso, com 18 cultivares e trés blocos. O teste de
Tukey (ANOVA) foi aplicado ao nivel de 5% (p<0,05). As isoflavonas foram extraidas com
dimetil sulfoxido (DMSO) : metanol (1:4 v/v) por 16 h em temperatura ambiente e
quantificadas por cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC) em fase reversa. A extragéo da
b-glicosidase foi realizada com tampéao citrato 0,05 M, pH 4,5, contendo NaCl 0,1 M por uma
hora a temperatura ambiente. Para determinagdo de atividade de b-glicosidase foi utilizado o
substrato sintético p-nitrofenil-b-D-glicopiranosideo (p-NPG). O teor de isoflavonas totais e
atividade de b-glicosidases foram de 174,30 a 61,83 mg/100 g e 88,97 a 61,10 UA/qg,
respectivamente. As formas predominantes de isoflavonas foram malonildaidzina e
malonilgenistina em todas cultivares e corresponderam a 67,0%. Os b-glicosideos e agliconas
corresponderam a 31,0% e 2,0% do total de isoflavonas, respectivamente. As formas
acetiladas ndo foram detectadas. A proporgdo entre as diferentes formas de isoflavonas foi
similar para todas cultivares de soja. Analises de regressdo entre dias de maturidade e cada
forma de isoflavona ndo foram significativas. Ndo houve correlagédo entre dias de maturidade e
teor de b-glicosideos e malonilglicosideos. Entretanto, foi observada correlagdo entre dias de
maturidade e teor de agliconas (p<0,08). Andlises de regressdo e correlagdo entre atividade
de b-glicosidase e cultivares de soja de diferentes dias de maturidade ndo foram significativas
e a atividade de b-glicosidase ndo correlacionou com o teor das diferentes formas de
isoflavonas (p<0,05).

Palavras-Chave: Glycine max, isoflavonas, dias de maturidade
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INTRODUCAO Tabela 2 — Teor de malonilglicosideos de 18 cultivares de sojas, safra 2002/2003, Londrina - PR.®

As isoflavonas sdo amplamente investigadas devide a sua atividade estrogénica, antioxidante
e antitumoral e potencial no tratamento e prevenc3o de doencgas cronicas. Estas atividades
bioldgicas sdo mais acentuadas nas formas agliconas do que nas formas f-glicosidicas. A

presenca de isoflavonas agliconas em grdos de soja esté relacionada com a atividade de B- BRS 213 m
glicosidase presante na soja. BRS 122 3716 241
BRS 183 69.86° 3331 @ Nd
BRS 212 81.442 3635% Nd
OBJETIVO BRS 230 30.88 &% 154889 Nd
Embrapa 48 47.92° 3526 = Nd
Cormrelacionar o teor das diferentes formas quimicas de isoflavonas e aiividade de B- ERS.184 3554:_" 2755:1‘ Nd4
glicosidase com 18 cultivares de soja de diferentes grupos de maturidade da safra 2002/2003, ﬁf; :‘:m :::m '::
submetidos &s ighes de cultivo. 8RS 23 2474 1843% 1052
BRS 154 43.48 == 29.41 e Nd
BRS 185 3823 % 31,60 e Nd
METODOLOGIA BRS 133 38,726 3383 = Nd
BRS 214 44.81 38192 Nd
As isoflavonas foram extraidas com dimstil sulféxido (DMSO) - metanol (1:4 viv) por 16 h em BRS 232 2506 15326 Nd
temperatura ambiente e quantificadas por cromatografia liquida de alta pressfo (HPLC) com BRS 233 4743 26.58 betel 17.46
coluna de fase reversa. BRS 215 2803 26.31 bt Nd
BRS 134 ITTOR 3122w Nd
A extragdo da B-glicosidase foi realizada com tamp&o citrato 0,05 M, pH 4.5, contendo NaCl v - B8.05 12.41

0,1 M por uma hora a temperatura ambiente. Para determinago de atividade de B-glicosidase
foi utilizado o substrato sintético p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (p-NPG).

0O delin _— imental foi de bl - ., com 18 cult e o Tabela 3 - Teor de Bglicosideos e agliconas de 18 cultivares de soja, safra 2002/2003, Londrina

de Tukey (ANOVA) foi aplicado para comparag¢io de médias, 20 nivel de 5% de prababilidade.

RESULTADOS

16172 ; 388¢ 2172

1421 5.04 b= 1640 132%
O teor de isoflavonas totzis e atividade de p-glicosidases foram de 174,30 2 61,83 mg/100 g & 8.00 % 4o 096 & 076
88,97 a 61,10 UA/g, respectivamente (Tabela 1). As formas predominantes de isoflavonas g70% 3.08¢ 0.80* 069«
foram malonildaidzina € malonilgenistina em todas cultivares e corresponderam a 67,0% 8.13 <" 3889 081 059«
(Tabela 2). Os P-glicosideos e agliconas comesponderam a 31,0% e 2,0% do total de 5.03 %% 580> 138° 131
isoflavonas, respectivamente (Tabela 3). As formas acetiledas nZo foram detectadas. A s Sag= 143" 128*
proporgio entre as diferentes formas de isoflavonas foi similar para fodas cultivares de soja. 14.45= 868 % 118 .95
12,135 627 =t 1.04% 0.73=*
Tabela 1 — Teor de isoffavonas totais & atividade de p-glicosidase d 18 cultivares de soja, s G ap e e 101b
safra 2002/2003, Londrin o 13440 5.43 a2 077" 0,81
997! 778 066" 0.60 =
12738 773 0.60 9% p.72
752 5.67 24 06550 0.66 =
BRS 213 6.18h 367¢ 06194 0.49¢
BRS 132 Precoce 8g.g3 = 8161 %= 10.65 e 6.13 2=a 077 101
BRS 183 Precoce 15244 = 7219 %% 9088 613 = 04479 ogo=
BRS 212 Precoce 174302 6629 T 9.89 <! 908~ 0411 nd ¢
BRS 230 Precoce 71411 63449 7.88 2047 772 16.80
Embrapa 48 Semi-precoce 127.96 b= 80,39 200 e i
BRS 184 Semi-precoce 84.99 =0 78.39 =
BRS 216 Semi-precoce 8987 =t 75.28 e Andlises de regressfio entre dias de maturidade e cada forma de iscfiavona n2c foram
BRS 156 Semi-precace 108.00 =" 72.89 ==t significativas. N&c houve comelagic entre dies de mafuridade e teor de p-glicosideos e
BRS 231 Semi-precoce 79140 7267 = maloniiglicosideos. Entretanto, foi observada correlagdo entre dias de maturidade e teor de
:z: ::: Semi-precocs 11;;::; ;;';:: agliconas (p<0,08). Andlises de regressio e comelagio entre afividade de p-glicosidase e
BRS 133 Semi 106,66 < w:‘aw cultivares de soja de diferentes dias de maturidade nao foram significativas e a atividade de p-
BRS 214 Semi precoce 12120 <= &7.71 % glicosidase ndo correlacionou com o teor das diferentes formas de isofiavonas (p<0,05).
BRS 232 Semi-precoce 61.83) 61.10"
BRS 233 Médio 128.26 = 86222 A
BRS 215 Médio 80.57 7377 CONCLUSAO
RS 134 Médin 100.84 <& L e As cultivares de soja de maturidade precoce apresentaram teor elevado de isoflavonas
oV 7.88 4.00 .
agliconas.
g e N Afividade de p-glicosidase e ieor de B-glicosideos e malonilglicosideos n&o corelacionaram

significativamente com grupos de maturidade.
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BAs b-Glicosidases (b-D-Glicosideo glicohidrolase, EC. 3.2.1.21) estdo presentes em varias
fontes wvegetais e apresentam especificidade para substratos como flavonas e isoflavonas.
As 1soflavonas da soja sdco amplamente investigadas por apresentarem atividades
estrogénica, antioxidante e antitumoral e podem ser utilizadas no tratamento e prevencéo
de doencas crdnicas. Estas atividades sdo mais acentuadas nas formas agliconas do gue nos
b-glicosideos cuja hidrdélise €& realizada pelas b-glicosidases. O objetivo deste trabalho
foi investigar a atividade de b-glicosidases de 16 cultivares de soja, safra 2003/2004,
de diferentes grupos de maturacdo. Para determinacido em triplicata da atividade de b-
glicosidases foi utilizade o substrato sintético p-nitrofenil-b-D-glicopirancsideo (p-
NPG) e a enzima foli extraida com tampdo citrato 0,05 M, pH 4,5, contendo NaCl 0.1 M por
uma hora a temperatura ambiente. Os niveis de atividade de b-glicosidases para as
cultivares de grupos de maturacédo precoce, semi precoce e médioc foram de 1086,25-56,14 UA
g', 85,94-57,03 UA g ‘e 89,01-73,46 UA g -, respectivamente. As cultivares de soja BRS
213 e BRS 212, do grupo de maturacdoc precoce, apresentaram niveis mais elevado e mais
baixo de atividade de b-glicosidases. 0Os niveis de atividade de b-glicosidases foram

independentes dos grupos de maturacdo.
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Na soja, os b-glicosideos podem ser hidrolisados pelas b-glicosidases liberando as formas
agliconas, que possuem atividades bioclégicas mais acentuadas. As b-Glicosidases (b-D-
Glicosideo glicohidrolase, EC. 3.2.1.21) estdo presentes na soja e apresentam
especificidade para substratos como flavonas e isoflavonas. As isoflavonas da soja sdo
investigadas devido suas atividades estrogénica, antioxidante e antitumoral e podem ser
utilizadas no tratamento e prevencde de doengas crénicas. O objetivo deste trabalho foi
determinar a atividade de b-glicosidases de 18 cultivares de soja de diferentes grupos de
maturacdo da safra 2002/2003. A extracdo das enzimas em triplicata foi realizada com
tampdo citrato 0,05 M, pH 4,5, contendo NaCl 0,1 M por uma hora a temperatura ambiente.
Para determinacdo de atividade de b-glicosidases foi utilizado o substrato sintético p-
nitrofenil-b-D-glicopiranosideo (p-NPG). Os niveis de atividade de b-glicosidases para as
cultivares de grupos de maturacgdo precoce, semiprecoce e médio variaram de 88,97 a 63,44
UA g-l, de 80,39 a 61,10 UA q_le 86,22 a 71,37 UA g_i, respectivamente eforam
independentes dos grupos de maturacdo. A cultivar de soja BRS 213 do grupo de maturacdc
precoce apresentou o nivel de atividade de b-glicosidases mais elevado enquanto que a
cultivar BRS 232 do grupo de maturacdo semiprecoce apresentou menor atividade.
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As isoflavonas da soja sdc os principais compostos fenélicos encontrades na forma b-

glicosidica (genistina, daidzina e glicitina), na forma conjugada a grupos malonil

(malonilgenistina, malonildaidzina e malonilglicitina) e acetil (acetilgenistina,
acetildaidzina e acetilglicitina) e na forma aglicona (genisteina, daidzeina e
gliciteina). As isoflavonas sdo amplamente investigadas por apresentarem atividades

estrogénica, antioxidante e antitumoral e sio recomendadas para tratamento e prevencdo de
doencgas crénicas. As atividades biolégicas sdo mais acentuadas nas formas agliconas do
que nas formas b-glicosidicas. Considerando a importancia das isoflavonas da soja na
salude humana, © objetivo deste trabalho foi determinar o teor de isoflavonas totais de 18
cultivares de soja de diferentes grupos de maturacdo da safra 2002/2003. As isoflavonas
foram extraidas em triplicata com dimetil sulféxido (DMSO) : metanol (1:4 v/v) por 15 a
17 h em temperatura ambiente e quantificadas por cromatografia liquida de alta pressio
(HPLC) em fase reversa. O teor de isoflavonas totais variou nas cultivares de maturacédo
precoce, semiprecoce e médio e foram de 174,30 a 71,11 mg/100 g; 127,96 a 61,83 mg/100 g
e 128,26 a 80,57 mg/l00 g, respectivamente. O teor de isoflavonas foi independente do
grupo de maturagdo. As isoflavonas predominantes em todas cultivares de soja foram
malonildaidzina e malonilgenistina, correspondendo a 67% das isoflavonas totais enquanto
que os b-glicosideos e as agliconas corresponderam a 31% e 2%. As formas acetiladas de
isoflavenas ndo foram detectadas. A proporcdo das diferentes formas de isoflavonas foi

similar para as 18 cultivares de soja.
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6 CONCLUSAO

Para obtencédo de soja com teor elevado de isoflavonas agluconas
deve-se utilizar cultivares de grupos de maturagao precoces.

Atividade de pB-glucosidase e teor de p-glucosideos e
malonilglucosideos nédo se correlacionaram significativamente com grupos de
maturagao das cultivares de soja investigadas.

A germinagdo afetou a atividade de p-glucosidase, teor de
isoflavonas totais e de suas formas, sendo que os estadios de germinagao
correlacionaram com o teor de isoflavonas da soja.

A purificagcdo da B-glucosidase de cotilédones de soja foi obtida a
partir de extracdo com tampao fosfato de sédio 0,1M e pH 6,6; fracionada de 40 a
85% de saturagdo com sulfato de aménio a 4°C e cromatografia de troca ibnica com

CM Sephadex C-50 e filtragdo em gel com Sephadex G-100.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A B-glucosidase purificada de cotilédones de soja sera aplicada em

produtos de soja para avaliar a sua agdo em substratos enddgenos.
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