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Avaliou-se a capacidade de conversao de isoflavonas
glicosiladas as suas formas agliconas pelo uso de -
glicosidase de Aspergillus oryzae ATCC 22786. A
producdo de daidzeina e genisteina foi acompanhada
por 96 h de fermentacdo em estado solido, usando-se
farelo de soja e suspensédo de esporos do fungo a
30°C. Notou-se a conversdo de glicosil-isoflavonas
apo6s 24 h e reducgéo significativa na sua quantidade,
depois de 48 h de fermentagdo. A atividade enzimatica
acompanhou a formagéo de produto até 72 h (0,2 Ul/
mL), apresentando leve diminuigdo em 96 h (0,19 UI/
mL). Ap6s 48 h obteve-se conversao total de daidzina
e genistina, com formacéo de 551,1 e 17,2 pg/g de
daidzeina e genisteina, respectivamente. A producao
de genisteina, no entanto, mostrou-se significativamente
superior em 24 h de fermentacéo (289,3 pg/g). Concluiu-
se que a B-glicosidase produzida por Aspergillus
oryzae ATCC 22786 foi capaz de converter glicosil-
isoflavonas em agliconas por fermentacdo em estado
s6lido a 30°C.

PALAVRAS-CHAVE: SOJA; ISOFLAVONAS, GLICOSIDASES,; ASPERGILLUS.

1INTRODUCAO

Muitas glicosidases vegetais e microbianas podem catalisar a hidrolise
de glicosil-flavonéides. Tal transformacao tem sido objeto de estudo
de diversos pesquisadores, principalmente quanto & hidrélise de glicosil-
isoflavonas de soja (PARK et al., 2001a; PARK et al., 2001b; CARRAO-
PANIZZI et al., 1999; ESAKI et al., 1999). Acil e glicosil hidrolases
também estdo envolvidas na biossintese dos flavondides, tais como
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as [3-1,4-glicosidases ([3-glicosidase, aril-3-1,4-glicosidase). Essas,
muitas vezes sdo consideradas enzimas celuloliticas devido ao
importante papel que exercem na hidrélise de produtos celuldsicos
(celobiose) a glicose. No entanto, ha dois tipos de B-glicosidases, a
aril-B-glicosidase e a [B-glicosidase propriamente dita. Tais enzimas
diferem quanto a especificidade de substrato, propriedades fisicas e
controle genético da biossintese enzimatica (GONG e TSAO, 1975).

Na soja, a atividade de glicosidase endégena tem sido percebida, e
segundo MATSUURA e OBATA (1993) e MATSUURA, SASAKI e
MURAO (1995) a glicosidase enddgena da soja pode hidrolisar
isoflavonas glicosiladas a agliconas. A hidrdélise de glicosil-isoflavonas
em isoflavonas agliconas e glicose, provavelmente segue 0 mecanismo
de hidrolise de compostos glicosilados proposto por WONG (1995), e
ilustrado por BLANCHARD e WITHERS (2001) (Figura 1). WONG (1995)
propde, basicamente, dois tipos de mecanismos para a hidrolise de
compostos glicosilados, sendo o primeiro via um ion oxocarbénio
estabilizado e o segundo por um intermediario enzima-glicosilato
covalentemente ligado (WONG, 1995).

FIGURA1- MECANISMO GERAL DE CATALISE POR
GLICOSIDASES

Fonte: BLANCHARD e WITHERS (2001).
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Nos vegetais, a atividade de B-glicosidase esta envolvida em diversos
processos. Entre esses, pode-se citar a atividade de fito-horménios,
mecanismos de defesa contra microrganismos, insetos ou parasitas,
desenvolvimento e pigmentacao floral, e atividade na lignificacdo e
decomposicdo da parede celular (HSIEH e GRAHAM, 2001).

A transformacao de isoflavonas por processos enzimaticos bem
estabelecidos torna-se ainda mais interessante para paises produtores
de soja, como o Brasil. A soja contém grandes quantidades de
isoflavonas glicosiladas passiveis de hidrélise enzimatica, produzindo
formas agliconas que mostraram-se mais ativas contra radicais livres,
tumores da mama e prostata, entre outras atividades biologicas (PARK
etal., 2001c; SETCHELL e CASSIDY, 1999).

Em gréos de soja s&o encontradas isoflavonas, predominantemente
nas formas glicosilada, malonilglicosilada e acetilglicosilada. Durante
processos térmicos e fermentativos, esses compostos séo
transformados as suas formas agliconas e acumulados no produto
final (KLUS e BARZ, 1998). A Figura 2 mostra a transformacéo
enzimatica de glicosil-isoflavona, amplamente encontrada em graos
de soja, a sua correspondente forma aglicona (PARK et al., 2001b).

FIGURA 2- TRANSFORMACAO ENZIMATICA DE GLICOSIL-
ISOFLAVONAS A AGLICONAS
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Fonte: PARK et al. (2001b).
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A associagdo da atividade de B-glicosidase com a hidrdlise de glicosil-
isoflavonas, apresentada por PARK et al. (20014, b), foi confirmada
por outros pesquisadores como IBE et al. (2001). Esses, perceberam
gue uma bactéria isolada de palhas de arroz e identificada por IFO
9916 foi capaz de converter grande quantidade de glicosil-isoflavonas
as suas correspondentes formas agliconas pela acéo de (-glicosidase.
Da mesma forma, MATSUDA et al. (1994) reportaram que a
[B-glicosidase de Lactobacillus casei subsp. rhamnosus IFO 3425
mostrou grande capacidade hidrolitica de glicosil-isoflavonas em xarope
cozido de soja.

Tem-se notado que produtos ndo-fermentados de soja contém menor
teor de isoflavonas agliconas do que os fermentados. Nos produtos
fermentados, como “misso” e “tempeh”, a conversdo de glicosil-
isoflavonas esta associada a presenca de B-glicosidase. No entanto,
em outro produto fermentado denominado “natto”, os teores de
isoflavonas agliconas séo similares aos de glicosilados. Pode-se entédo
presumir que Bacillus natto (bactéria responsavel pela fermentacao)
ndo produziria B-glicosidase. Outro fato observado foi o alto teor de
glicosil-isoflavonas em leite fermentado de soja em relacéo as agliconas.
A causa seria fermentacao ineficiente do leite de soja pelas bactérias
acido-lacticas (Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus),
ou ainda, a ndo-producédo de B-glicosidase por essas bactérias
(KIYOSAWA et al., 1995). De acordo com CARRAO-PANIZZI e
BORDINGNON (2000), B-glicosidase endogena de sojatambém é capaz
de hidrolisar glicosil-isoflavonas a agliconas.

A converséo de glicosil-isoflavonas a agliconas tem sido feita
principalmente pela utilizacdo de B-glicosidase, embora diversos
trabalhos demonstrem a possibilidade de ocorrer outras enzimas que
agem diferentemente. MATSUURA e OBATA (1993), por exemplo,
purificaram trés isoenzimas de B-glicosidase de soja com capacidade
de hidrolisar glicosil-isoflavonas presentes em leite de soja.
MATSUURA, SASAKI e MURAO (1995) observaram que uma
[-glicosidase foi capaz de hidrolisar daidzina e genistina, produzindo
daidzeina e genisteina. Além das diferentes isoformas de 3-glicosidase,
outra enzima denominada lactase florizina hidrolase (EC 3.2.1.62)
encontrada no intestino de mamiferos foi capaz de hidrolisar alguns
tipos de isoflavonas e flavondis glicosilados a suas formas agliconas
(DAY et al., 2000). A hidrolise de flavondides como rutina, forma
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glicosilada da quercetina, foi observada por NARIKAWA, SHINOYAMA
e FUJII (2000). Anteriormente, NARIKAWA (1998) reportaram que
algumas glicosidases foram produzidas em cultura liquida contendo
rutina como indutor. Penicillium rugulosum IFO 7242 produziu
B-rutinosidase capaz de hidrolisar rutina em rutinose e quercetina.
Deve-se ressaltar que essa glicosidase ndo apresentou atividade sobre
4-nitrofenil B-glicosideo ou celobiose, os quais constituem tradicionais
substratos para glicosidases.

Isoflavonas agliconas apresentam maior capacidade no controle de
células cancerosas, inibindo o crescimento de células tumorais da
prostata humana quando comparada as suas formas glicosiladas
(MATSUDA et al., 1994). Além disso, foi reportado que a atividade
antioxidante de genisteina ou daidzeina mostrou-se superior a de suas
formas glicosiladas (ONOZAWA et al., 1998). A conversédo de 3-glicosil
aisoflavonas agliconas resulta em quantidades maiores de compostos
benéficos a satude humana.

Neste trabalho foi estudada a producéo de B-glicosidase por Aspergillus
oryzae ATCC 22786, Aspergillus niger e Aspergillus awamori, bem
como a capacidade da b-glicosidase produzida converter formas
glicosiladas de isoflavonas presentes em farelo de soja as suas
correspondentes formas agliconas.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL

A agua utilizada nas andlises cromatograficas foi deionizada em colunas
de troca-ibnica (Millipore do Brasil) e filtrada através de membranas de
0,22 pm (Millipore do Brasil). Empregaram-se acido acético e metanol
(fase movel) grau cromatogréfico e solventes organicos (extracédo das
isoflavonas) de grau analitico. Daidzeina (sintética; 98%) e genisteina
(sintética; 98%) foram obtidas da Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA),
daidzina (de soja; 99%) e genistina (de soja; 99%) foram doadas pela
Funakoshi Co. (Japéo). Os reagentes para determinacdo da atividade
enzimatica de B-glicosidase foram adquiridos da Sigma Chemical Co.
(St. Louis, USA). O farelo de soja foi obtido a partir de gréos de soja,
cultivar BR-36, doados pela Gebana Co. (Capanema, PR) e submetidos
amoagem em moido de facas.
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2.2 PRODUCAO DA ENZIMA

Diferentes cepas dos fungos filamentosos, Aspergillus oryzae,
Aspergillus niger e Aspergillus awamori foram avaliados quanto a
producéo de (-glicosidase. Para a fermentagéo em estado solido foram
utilizados frascos de Erlenmeyer de 500 mL, contendo 20 g de farelo
de soja. Ap6s esterilizagdo, os frascos com o farelo foram inoculados
com um mililitro de suspensao de esporos (107 esporos/mL) do
microrganismo e incubados em estufa a 30°C durante 24, 48, 72 e
96 h e controle (tempo zero). Decorridos os periodos de incubacgéo
foram adicionados 100 mL de agua destilada aos frascos, sendo o
meio de cultura homogenizado com auxilio de bastéo de vidro. Filtrou-
se a suspenséo obtida em 1a de vidro para remocao do micélio fungico.

Determinou-se a atividade de B-glicosidase conforme descrito por
MATSUURA, SASAKI e MURAO (1995). A mistura de 2 mL de solugédo
1 mM de p-nitrofenil-3-D-glicopiranosideo (pNPG) em tampéo fosfato-
citrato 0,1 M e pH 5,0 foi pré-incubada a 40°C por 5 minutos. Apos a
adicao de 0,5 mL de extrato enzimatico, a mistura foi incubada a 40°C
por 20 minutos. Interrompeu-se a reagéo pela adicdo de 2,5 mL de
carbonato de so6dio 0,5 M e mediu-se a absorbancia do sistema
reacional a 420 nm (Espectrofotbmetro Beckman Coulter DU-70,
Estados Unidos). A quantidade de p-nitrofenol liberada que forma um
ion de coloragédo amarelada foi determinada mediante curva-padréo,
preparada da mesma maneira, substituindo-se os extratos enzimaticos
por solu¢des contendo concentragdes crescentes (5-300 mmol) de p-
nitrofenol, adicionadas a solugéo-tampéo fosfato-citrato 0,1 M (pH 5,0)
e carbonato de sédio 0,5 M.

2.3 DETERMINACAO DAS ISOFLAVONAS

Os farelos de soja secos foram moidos até obtenc¢éo da farinha (200
mesh), que foi desengordurada com hexano (1:10, m/v) por 30 minutos
a 25°C sob agitacao rotativa. Misturou-se a farinha desengordurada de
soja com 10 mL de solugdo 80% de metanol por uma hora a 25°C para
extracdo das isoflavonas totais. Utilizou-se o sobrenadante para
determinacao do teor de isoflavonas em cromatografia a liquido de alta
eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR) de acordo com o método proposto
por KOO et al. (2000), modificado por PARK et al. (2002). Com fluxo
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de 0,5 mL/min foram injetadas aliquotas de vinte microlitros em
cromatografo LC-10Avp, equipado com coluna YMC Pack ODS-A (RP-
18; comprimento de 4,6 x 250 mm; particulas de 5 pm e 120 A) e
detector de arranjo de diodos (SPD-M10A, Shimadzu Co., Japao). A
utilizando gradiente linear de dgua-acido acético (solvente A; 19:1, v/v)
e metanol (solvente B), o sobrenadante foi seletivamente eluido. O
gradiente foi iniciado com 20% da solu¢éo B, passando para 40% em
15 min, subindo a 50% entre 15 e 55 min, atingindo 80% em 95 min e
decrescendo para 20% entre 95 e 105 min. A coluna foi reequilibrada
com 20% da solugdo B por 15 min entre as analises. As isoflavonas
eluidas foram detectadas por absorbancia a 254 nm. Analise quantitativa
de daidzina, genistina e suas formas agliconas foram obtidas por
comparacdo com padrdes auténticos. As concentracdes foram
expressas em g de isoflavonas por g de farelo de soja, em base
seca.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As atividades enzimaticas da B-glicosidase dos diferentes fungos
utilizados sédo mostradas na Tabela 1.

TABELA 1-ATIVIDADES ENZIMATICAS DE b-GLICOSIDASE

Amostras Fonte Cole 20 UrmL™®
Aspergillus oryzae ATCC 22786 Arroz Koji PATCC 0,18
Aspergillus oryzae |1 Solo °DCA-UNICAMP 0,35
Aspergillus niger | Solo DCA-UNICAMP 0,46
Aspergillus niger 11 Alimentos amil eos DCA-UNICAMP 0,14
Aspergillus awamori ATCC 22342 Fibras ATCC 0,15

a Atividade enzimatica da -glicosidase medida contra pNPG, depois do crescimento
do fungo em meio semi-solido de farinha de soja e agua destilada (1:1, p/v) a 30°C
e 96 horas.

b American Type Culture Collection.

¢ Fungos constantes da cole¢do do Laboratdrio de Bioquimica de Alimentos da
Universidade Estadual de Campinas (Campinas, Brasil).

A atividade para a (-glicosidase de Aspergillus oryzae ATCC 22786
mostrou-se inferior a de outros fungos utilizados neste estudo. No
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entanto, sua aplicabilidade seria maior devido ao fato de ter sido isolado
de produtos da fabricacdo de “Amazake”, principalmente de arroz-
koji. Além disso, trata-se de organismo seguro para a saude humana
(Generally Recognized As Safe - GRAS), ndo-produtor de aflatoxina
(nivel de seguranca BSL 1), ou seja, ndo causa enfermidades em
humanos adultos. Esse fungo, A. oryzae ATCC 22786, foi isolado
inicialmente no Japéo, e tem outras classificaces de acordo com as
normas da Colecdo em que esta depositado (RIB 430, CBS 816.72 e
IFO 30104).

Em diferentes alimentos a base de soja, tal como leite de soja em po,
as isoflavonas apresentam-se na forma glicosilada, posto que a farinha
de soja ja sofreu algum tipo de tratamento térmico durante o
processamento industrial para a remocgao do 6leo. Varios estudos tém
demonstrado que as isoflavonas agliconas apresentam maior atividade
antioxidante, ressaltando a importancia de se estudar os métodos de
conversdo das formas glicosiladas em agliconas. A conversdo de
glicosil isoflavonas em agliconas, seja por meio de fermentacédo em
estado solido ou aplicagdo de enzima (enddgena ou exdgena), estaria
relacionada a presencga de B-glicosidase. De fato, os esporos de A.
oryzae ATCC 22786 inoculados sobre farelo de soja germinaram e a
atividade enzimatica de (-glicosidase foi observada em 24 horas de
fermentacéo a 30°C. Durante a fermentacéo do farelo de soja por 48
horas (Tabela 2), a maioria dos 724 pg de glicosil isoflavonas foi
convertida em suas correspondentes formas agliconas (564 pg),
considerando um grama de farelo de soja, em base seca. Tornou-se
evidente que a conversdo ocorreu principalmente pelo aumento da
atividade enzimatica apés de 24 horas de fermentacéo, e a produgéo
da enzima apresentou-se associada a formagédo de daidzeina e
genisteina (Tabela 2 e Figura 3).

Durante a fermentacdo com esporos do fungo, a quantidade de
isoflavonas glicosiladas diminuiu significativamente ap6s 48 h com
pequena perda das isoflavonas totais (Tabela 2). A transformacéo de
daidzina e genistina foi completa com formacgéo de 930,9 ug/g de
daidzeina e de 17,2 pg/g de genisteina em 96 h. A producao de
genisteina, no entanto, mostrou-se significativamente superior em
24 h de fermentacao (398,3 pg/g). Verificou-se reducéo no contetido
de genisteina ao longo da fermentagédo, possivelmente, relacionada
com reagoes paralelas. Tratando-se de fermentacéo semi-soélida podem
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ocorrer outras vias catabolitas desse isoflavondide. Muitos
microrganismos apresentam a capacidade de metabolizar flavonéides
e suas estruturas modificadas tém sido encontradas. Flavondides
podem ser modificados por diferentes reacdes, ocorrendo a
hidroxilacéo, metilacéo, glicosilacdo e acetilacdo com quase todas
as classes de flavonoides (HELLER e FORKMANN, 1988).

TABELA 2 - VARIACAO DO CONTEUDO DE DAIDZINA E GENISTINA
DURANTE FERMENTACAO SEMI-SOLIDA DE FARINHA
DE SOJA COM ESPOROS DE Aspergillus oryzae ATCC

22786
Isoflavonas ug isoflavonas/g soja®
Controle® 24 h 48 h 72 h 96 h
Daidzina 2449 26,0 0,0 0,0 0,0
Genistina 309,9 64,6 0,0 0,0 0,0
Daidze na 265,0 558,7 816,1 906,1 1195,9
Geniste na 418,0 707,3 386,0 392,2 435,2

Temperatura de fermentacdo mantida em 30+1°C.
2Média dos valores de trés repeticdes.
bIncubagdo em solugdo tampéo citrato-fosfato 50 mM e pH 5,4, sem a presenga de

esporos flangicos.

FIGURA 3- PRODUCAO DE B-GLICOSIDASE DE Aspergillus
oryzae ATCC 22786 POR FERMENTACAO EM ESTADO
SOLIDO SOBRE FARELO DE SOJA
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Como ja estudado para outros fungos e bactérias (ESAKI et al., 1999;
ESAKI, ONOZAKI e MORIMITSU, 1998; MATSUURA, SASAKI e
MURAO, 1995; IKEDA, OHTA e WATANABE, 1995 e MATSUURA e
OBATA, 1993), este trabalho propds associar a atividade de
[B-glicosidase com a transformacéo de isoflavonas glicosiladas para
suas formas agliconas durante a fermentacgéo em estado solido usando
farelo de soja e A. oryzae ATCC 22786. PARK et al. (2001a; 2001c)
também obtiveram isoflavonas agliconas apés utilizacao de
[-glicosidase em extrato concentrado de isoflavonas de soja. Em
estudos anteriores foi demonstrado que as isoflavonas agliconas
apresentam maiores atividades bioldgicas, tais como antioxidante e
anti-inflamatdria.

4 CONCLUSAO

Certamente a soja constitui importante fonte de isoflavonas glicosiladas
passiveis de conversdo as suas formas agliconas. Os resultados
obtidos permitiram concluir que (-glicosidase de Aspergillus oryzae
ATCC 22786 foi capaz de hidrolisar glicosil-isoflavonas presentes em
farelo de soja a agliconas, apos 24 horas de fermentagéo em estado
sélido a 30°C. A formacgao dos produtos (daidzeina e genisteina) foi
associada a producao de B-glicosidase até 72 h, com leve diminuicéo
da atividade com 96 h de fermentacéo.

Abstract

CONVERSION OF SOY DAIDZEIN AND GENISTEIN BY B-GLUCOSIDASE OF
Aspergillus oryzae

The conversion capacity of glucoside isoflavones to aglycones by Aspergillus
oryzae ATCC 2786 B-glucosidase was evaluated. The production of daidzein and
genistein was observed for 96 h in solid state fermentation, by utilizing soy flour
and a suspension of fungal spores at 30°C. The conversion of glucoside isoflavones
was noted after 24 h and a significant reduction in its quantity after 48 h of
fermentation. The enzymatic activity followed the product formation until 72 h
(0.2 Ul/mL), showing a slight reduction in 96 h (0.19 UI/mL). After 48 h total
conversion of daidzein and genistein was obtained, with formation of 551.1 and
17.2 pg/g of daidzein and genistein, respectively. The production of genistein,
however, was significantly higher in 24 h of fermentation (289.3 ug/g). It was
concluded that the produced B-glucosidase by Aspergillus oryzae was capable to
convert glucoside isoflavones in to aglycones by solid state fermentation at 30°C.

KEY-WORDS: SOY; ISOFLAVONES; GLUCOSIDASES; Aspergillus.
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