wo 2016/201536 A1 |[IN I 0F 00 0000 Y O

(12) PEDIDO INTERNACIONAL PUBLICADO SOB O TRATADO DE COOPERACAO EM MATERIA DE PATENTES
(PCT)

(43) Data de Publicacio Internacional

~.

(19) Organizacio Mundial da -3
Propriedade Intelectual
Secretaria Internacional

Y

22 de Dezembro de 2016 22.12.2016) WIPOQ | PCT

OO O 00 O A 0O O 0
(10) Naimero de Publicagdo Internacional

WO 2016/201536 A1l

(51) Classificacao Internacional de Patentes : Geraldo,' Campinas - SP - CEP: 13083-740 (BR). DE
A23C 11/10 (2006.01) A61K 8/97 (2006.01) QUEIROS, Livia Dias; rua Maria Rita Alves, 127, Centro,
A23L 11/00 (2016.01) CO7D 311/06 (2006.01) Paula Candido - MG - CEP: 36544-000 (BR).

12P 17, 2006.01 12N 9/18 (2006.01
¢ 706 ( ) ¢ /18 ( ) (74) Mandatario : SILVADO, Fernanda Lavras Costallat;
CI12P 39/00 (2006.01) CI2R 1/46 (2006.01) R Moreira 1831 - Cidade Uni taria "Zefori
AWK Covol)  Cian 133 o) i e More 15~ e Unprie el
AGIK 36/48 (2006.01) CI2R 1/225 (2006.01) Campinns - SP - CEP 13083.970 (BR)

(21) Nimero do Pedido Internacional : PCT/BR2016/000024 (81) Estados Designados (sem indicacdo contrdria, para todos

os tipos de protegdo nacional existentes) : AE, AG, AL,

(22) Data do Deposito Internacional : AM, AO, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BN, BR, BW,

3 de Margo de 2016 (03.03.2016) BY, BZ, CA, CH, CL, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK,

. . . . DM, DO, DZ, EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM,

(25) Lingua de Deposito Internacional : Portugués GT. HN. HR. HU. ID. IL. IN. IR. IS. JP. KE. KG. KN. KP
(26) Lingua de Publicacfo : Portugués KR, KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LU, LY, MA, MD, ME,
o MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NI, NO, NZ,

(30) Dados Relativos a Prioridade : OM, PA, PE, PG, PH, PL, PT, QA, RO, RS, RU, RW, SA,
BR 10 2015 014499 7 SC, SD, SE, SG, SK, SL, SM, ST, SV, SY, TH, TJ, TM,

18 de Junho de 2015 (18.06.2015) BR TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM,
(71) Requerente : UNIVERSIDADE ESTADUAL DE ZW.
CAMPINAS - UN.ICA.N’[I.’ [?R/BR]; rua %OXO. Moreira (84) Estados Designados (sem indicagdo contrdria, para todos
1831 - Cidade Umversﬂana Zeferino Yaz , Distrito de os tipos de prote¢do regional existentes) : ARIPO (BW,
Bardo Geraldo, Caixa Postal 6.131, Campinas - SP - CEP GH, GM, KE, LR, LS, MW, MZ, NA, RW, SD, SL, ST,
13083-970 (BR). SZ, TZ, UG, ZM, ZW), Eurasidtico (AM, AZ, BY, KG,
(72) Inventores : MACEDO, Gabriela Alves; rua Monteiro KZ, RU, TJ, TM), Europeu (AL, AT, BE, BG, CH, CY,

CZ, DE, DK, EE, ES, FL, FR, GB, GR, HR, HU, IE, IS, IT,
LT, LU, LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO, RS, SE,
SL SK, SM, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CL, CM, GA,
GN, GQ, GW, KM, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Lobato, 80, Campinas - SP CEP: 13083-970 (BR).
MACEDQO, Juliana Alves; rua ENG. Humberto Soares de
Camargo, 404, Cidade Universitaria - Distrito de Bardo

(Continua na pagina seguinte)

(54) Title : BIOTRANSFORMATION METHOD FOR TRANSFORMING PHENOLIC COMPOUNDS FROM SOY EXTRACT INTO EQUOL
AND BIOACTIVE ISOFLAVONES BY FERMENTATION AND/OR ENZYMATIC APPLICATION, THUS OBTAINED COMPOSITION AND
USE

(54) Titulo : PROCESSO DE BIQTRANSFORMACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS DO EXTRATO DE SOJA EM EQUOL E
ISOFLAVONAS BIOATIVAS ATRAVES DE FERMENTACAO E/OU APLICACAO ENZIMATICA, COMPOSICAO ASSIM OBTIDO E USO

23 R RFAS I
WVE23 WYL284 o

208

Abirhance [mAl

ey .
34 ma

Reension Time {misd

40.0 0.0 W60

Fetention '[ime nunj

Figura 1

(57) Abstract : The present invention relates to a biotransformation method for transforming phenolic compounds from soy milk
into bioactive isoflavones and equol, with a high yield and production volume, for use in the biotechnological field, mainly in the
food industry. The invention allows the glycosylated forms of isoflavones (daidzin and genistin) to be biotransformed into the
respective aglycone forms (daldzein and genistein) by fermentation of soy milk with initiator cultures and probiotic lactic bacteria,
and/or by treatment of the extract with the enzyme tanase from Paecilomyces variotti. In one of the embodiments, the present
invention relates to an in vitro method for producing bioactive equol in the absence of intestinal bacteria, using only enzymatic
biotransformation.

(57) Resumo : A presente inven¢do refere-se a um processo de biotransformagdo de compostos fendlicos de extrato hidrossoluvel de
soja em isoflavonas bioativas e equol com alto rendimento e alta produgdo para aplicagdo na area biolecnolégica, principalmente
para a Industria alimenticia. A Invencéo foi capaz de biotranstormar as formas glicosiladas (daidzina e genistina) das Isoflavonas em
suas respectivas formas agllconas (daldzeina e genlsteina) através de fermentacdo

(Continua na pagina seguinte)
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Publicado:

—  com relatorio de pesquisa internacional (Art. 21(3))

do extrato hidrossolivel de soja com culturas Iniciadoras e bactérias lacticas probidticas e/ou tratamento do referido extrato com a
enzima tanase obtida de Paecilomyces variotti. Em uma de suas concretizagdes, a presente invengéo resulta em um processo in
vitro para a obtengdo de equol bioativo, sem a presenca de bactérias intestinais, utilizando apenas biotransformagéo enzimatica.
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“PROCESSO DE BIOTRANSFORMACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS
DO EXTRATO DE SOJA EM EQUOL E ISOFLAVONAS BIOATIVAS
ATRAVES DE FERMENTAGAO E/OU APLICACAO ENZIMATICA,
COMPOSICAO ASSIM OBTIDO E USO”
CAMPO DA INVENCAO
[001] A presente invengao refere-se a um processo de biotransformagao de
compostos fendlicos de extrato hidrossolivel de soja em isoflavonas bioativas e
equol com alto rendimento e alta produgao; composi¢ao assim obtido e uso.
[002] O presente processo tem aplicagdo na area biotecnoldgica,
principalmente para a inddstria alimenticia, como ingrediente alimentar, e
indUstria de nutricosméticos e suplementos dietéticos.
FUNDAMENTOS DA INVENCAO
[003] A principal aplicacdo da presente invengdo consiste na biotransformagac
de compostos fenélicos de extrato hidrossoltvel de soja (EHS) para obtencao de
produto rico em compostos bioativos. O propdsito é aumentar o contedo de
isoflavonas bioativas (agliconas) e produzir equol em extrato de soja através da
aplicagao de culturas iniciadoras e bactérias lacticas probidticas na fermentacao
do EHS, aliado a a¢ao do extrato bruto de tanase obtido a partir de Paecilomyces
variotti.
[004] A presente invengao proporciona uma composi¢cdo sob a forma de um
ingrediente alimenticio, o qual contém alto teor de isoflavonas bioativas e equol
biodisponiveis.
[005] Outro possivel uso € o da bioatividade do extrato hidrossolivel de soja
antes e apos biotransformacéo com 0 exirato semipurificado de tanase de P.
variotii para modelos anti-inflamatérios e de quimioprevencao.
[006] Além disso, também é interessante a atuacdo do extrato semipurificado
de tanase de P. varioti em outras classes de flavonoides glicosilados em
alimentos com grande quantidade de flavonoides na forma glisocilada.
[007] O documento de patente US8765445B2 refere-se a um processo
empregando cepas de Lactobacillus no processo para produgéo de produto para
consumgo direto, ressaltando-se que este processo ja se encontra em fase
comercial.
[008] O documento de patente WO2012033150 refere-se a producéo de equol
por fermentac&o em meio de fermentacao complexo com adi¢&o de daizeina em
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meio gasoso. O processo usa a cepa de Streptococcus. Este documento ensina
que o uso de hidrogénio na fermentacdo aumenta a produgdo de equol. O
processo de acordo com este documento é adequado para produgao industrial,
obtendo-se alto rendimento de isoflavonas.

- [009] O documento de patente US20120094336 descreve a produgio de equol
sem mistura racémica, por sintese quimica. DescreVe a sintese por catalisadores
quimicos especificos para produgéo do isdmero preferencial de tipo S.

[0010]O documento de patente US20110189134 descreve a produ¢ao de uma
bebida fermentada a base de leite de soja, com adicdo de Lactobaciflus vivos
para produzir equol durante o tempo de prateleira (shelf life) do produto. O
processo de acordo com os ensinamentos deste documento ja se encontra em
escala industrial. Destaca-se, ainda, que a adi¢cao de &cido ascorbico pafa a
manutengao da produgao é descrita.

[0011]O documento de patente JP2011083273 descreve um processo de
producdo de isoflavonas de soja e equol por fermentagdo utilizando
Lactoccoccus isolados do produto japonés ekuoru. O processo de acordo com
este documento se vale do uso de bactérias lacticas (Lacfococcus garviaes).
[0012] O documento de patente US2013231291 déscreve a producgao de extrato
de isoflavonas, equol e lunasil peptideo por fermentagdo utilizando bactérias
lacticas isoladas. O processo de acordo com este documento tem como foco o
uso em cosméticos. _ '

[0013] O documento de patente CN102021130 descreve o uso de Clostridium
bifermentans zx-7 para a produgao de equol por fermentagéo.

[0014] O documento de patente TW200712211 revela a producéo de equol com
uma colecdo de microorganismos da flora intestinal encontrados na flora
intestinal humana.

[0015]O documento de patente CN104031875 traz a produgac de equol por
bactéria modificada geneticamente a partir de Lactococcus.

[0016] Ressalta-se que 0s processos descritos no estado da técnica sdo, em
majoritariamente baseados em processos fermentativos, utilizando cepas de
Lactobacillus (bactérias entéricas) diferentes, isoladas ou em grupos. Alguns dos
documentos fazem a fermentagdo com os meios de cultivo sintéticos,
adicionando o precursor de equol daizeina, outros formulam o meio de cultivo

com leite de soja, estratégia também utilizada na presente invengao.
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{[0017]Ja a presente invengao se vale de processos distintos que sao diferentes
dos anteriormente descritos no estado da técnica. Um deles utiliza uma mistura
de Lactobacillus (estratégia também utilizada no estado da técnica), com o
diferencial de utilizar uma enzima isolada de fungo & tanase, um efeito técnico
novo e inventivo.
{[0C18]Em um dos processos de acordo com a presente invengao utiliza-se
somente um tratamento enzimatico, outro efeito técnico novo e inventivo.
Destaca-se que o preparado enzimatico de acordo com a presente invengéo (de
tungo, outro efeito aspecto inovador) néo é purificado e possui tanto enzimas
conhecidas quanto ainda desconhecidas. Este é um processo novo, nao tendo
sido encontrado qualquer relato ou sugestao neste sentido no estado da técnica.
[0019] A enzima de acordo com a presente invengao foi extraida de fungo GRAS,
que pode ser usado em alimentos.
BREVE DESCRICAOQ DA INVENCAO
[0020]O presente invento consistiu no desenvolvimento de processos
biotecnoldgicos in vitro capazes de biotransformar as isoflavonas em suas
formas bioativas e aumentar o teor de equol em extrato hidrossolivel de soja
através da fermentacdo deste substrato por bactérias iniciadoras e bactérias
acido lacticas probibticas e aplicagido da enzima tanase, obtida a partir de
Paecilomyces variotti; composicao assim obtido e uso na industria alimenticia,
como ingrediente alimentar, e indlstria de nutricosméticos e suplementos
dietéticos.
[0021]Apds os processos de biotransformagao, obteve-se um ingrediente
alimentar derivado de soja que apresentou grande teor de isoflavonas bioativas
& equol, demonstrando, assim, que os processos biotecnolégicos dese nvdlvidos
consistiram em estratégias eficientes para melhorar o potencial bioativo do
extrato de soja e demonstraram um potencial de aplicagdo do equol como agente
nutracéutico para populacdes nao produtoras deste isoflavonoide.
{0022] Produtos & base de soja s@o uma forma de incluir substancias bioativas
como as isoflavonas na dieta, sendo que o extrato hidrossoltivel de soja (EHS)
€ um substrato que tem se apresentado com potencial para producao de novos
alimentos com apelo saudavel. Desse modo, com o propdsito de aumentar o
contetdo de isoflavonas bioativas e avaliar a viabilidade de um processo
biotecnoldgico para producao de equol in vitro, foi desenvolvido o processo
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descrito neste documento. Foi investigada a aplicag@o de culturas iniciadoras e
bactérias lacticas probidticas na fermentacao do EHS, aliado & agao do extrato
bruto de enzima tanase obtido a partir do fungo Paecilomyces variotti. Além
disso, também foi avaliada a biotransformagdo dos compostos fendlicos e
atividade antioxidante do produto obtido. O teor de fendis totais foi avaliado por
metodologia baseada na rea¢ao com o reagente de Folin-Ciocalteau, a atividade
antioxidante pelos métodos in vitro ORAC e de sequestro de radicais DPPH e a
especificidade do extrato semipurificado de tanase frente aos padrdes
comerciais de isfolavonas, bem como as alteragdes no perfil fendlico do extrato
hidrossoluvel de soja foram avaliadas por CLAE-DAD. Ap6s o processo
fermentativo e/ou tratamento enzimatico do extrato hidrossolivel de soja, houve
um significativo aumento no teor de fendlicos totais e capacidade antioxidante,
por ambos métodos testados (ORAC e DPPH), quando comparados com o
controle de EHS sem reagao. Além disso, foi verificada uma modificagao no perfil
polifendlico das amostras de EHS biotransformadas obtido por CLAE-DAD,
resultando em um aumento na concentragao das formas agliconas em relagao
as glicosiladas, bem como o aumento da concentragcao de equol apods os
processos de biotransformag&o propostos. Os resultados obtidos, indicam que o
extrato de tanase de P. variotly foi capaz de biotransiormar as formas
glicosiladas (daidzina e genistina) das isoflavonas em suas respectivas formas
agliconas (daidzeina e genisteina). Pelo que se tem conhecimento, a hidrélise
de isoflavondides glicosilados por tanase, bem como a formacéo de equol, é um
relato inédito na literatura demonstrando que € possivel desenvolver um
processo in vitro para a obtencdo deste composto bioativo, sem a presenca de
bacterias intestinais, utilizando apenas uma biotransformacao enzimatica.
BREVE DESCRIGCAO DAS FIGURAS.
A Figura 1 apresenta cromatogramas obtidos por HPLC-DAD da reacao dos
padrbes de isoflavonas glicosiladas (A) daidzina e (B) genistina com extrato
semipurificado de tanase de Paecilomyces variotii a 40° C por 30 minutos.
A Figufa 2 apresenta cromatogramas obtidos por HPLC-DAD do (A) EHS
padréo, (B) EHS fermentado, (C) EHS fermentado reagido com 1,8 U de tannase
e (D) EHS padrao reagido com 1,8 U de tannase a 40°C por 30 minutos.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO
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[0023] A presente invengdo refere-se ao processo de biotransformagac de
compostos fendlicos do extrato solvel de soja para obtengao de produto rico em
equol e isoffavonas bioativas através de fermentagdo com bactérias iniciadoras
e bactérias acido lacticas probiéticas e aplicagio da enzima tanase; composi¢cao
assim obtido e uso. Para tanto, 0 processo pode utilizar formas biotransformacao
que compreendem na aplicagdo de cepas de bactérias iniciadoras e bactérias
acido lacticas probidticas e/ou reagdo com a enzima tanase de Paecilomyces
~ variotti em hidrossolavel de soja.

[0024] O processo compreende as etapas descritas a seguir:

A. Macerar os graos de soja integros a temperatura ambiente em agua
destilada (graos de soja/agua; 1:3 p/v); -

B. Descartar a agua utilizada para maceragio;

Adicionar agua destilada;

D. Aquecer os graos em agua entre 90 a 110°C, preferencialmente a 100°C,
(gréos de soja/agua; 1:2 p/v) por 3 a 10 minutos, preferencialmente 5
minutos; '

E. Adicionar agua destilada
Triturar os graos de soja com agua destilada (graos de soja/agua; 1:4
p/v);

G. Centrifugar a massa obtida entre 9000 a 10000 x g, preferenciaimente
9630 x g, por 10 a 20 minutos, preferencialmente 15 minutos a
temperatura ambiente (+25°C);

H. Aquecer o extrato hidrossolivel de soja (EHS) até ebulicdo entre 96 °C e
100°C por 10 a 15 minutos, preferencialmente 10 minutos:

I Esterilizar por aguecimento a témperatura de 121°C, durante 15 a 20
minutos, breferencia!mente 15 minutos;

a. Manter o extrato hidrossollvel de soja estéril sob refrigeragdo a 4
a 12°C, por até 10 dias, ou congelar o extrato a -80°C até sua
utilizagao;

J.  Realizar os processos de biotransformagéo do extrato hidrossolivel de
soja que podem ser realizados por qualquer uma das seguintes formas:

Processo 1 - Biotransformagao fermentativa: Bacteria iniciadoras
Streptococcus  ssp.  Thermophilus (YF-L811) e Lactobacillus
delbrueckii ssp. Bulgaricus (LB-340) e bactérias acido lacticas
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probidticas Bifidobacterium animales ssp. Lactis (Bb-12) e
Lactobacilius acidophilius (LA-05);

i. Inocularas cuﬁuras iniciadoras na concentracao de 0,5 - 2%
(v/v), preferencialmente 1% (v/v), € de bactérias &acido
lacticas probidticas na concentragdo de 5 a 15% (vAv),
preferencialmente 5% (v/v), e contagem minima de 10°% - 107
log UFC/mL e maxima de 10 log UFC/mL no EHS obtido
em (l}; e

ii. Incubar a solugdo obtida em (i) entre 30 e 40°C,
preferencialmente a 37°C, por 10 a 24 horas,
preferencialmente 12 horas, em condicdes de anaerobiose;

Processo 2 - Biotransformacdo fermentativa segquida por
enzimatica

i. Inocularas culturas iniciadoras na concentragéo de 0,5 - 2%
(v/v), preferencialmente 1% (v/v), e de bactérias acido
lacticas probidticas na concentracdo de 5 - 15% (Viv),
preferencialmente a 5% (v/v), e contagem minima de 106 -
107 log UFG/mL e méxima de 10 log UFC/mL no EHS
obtido em (1);

ii. Incubar ao EHS com as culturas obtida em (i} entre 30 e
40°C, preferencialmente a 37°C, por 10 a 24 horas,
preferencialmente 12 horas, em condi¢cdes de anaerobiose:

iii. Inocular em solugao obtida em (i) com 1 a 5 U de tanase,
preferencialmente 1,8 U de tanase, por 1mi de EHS
fermentado (ii);

iv. Incubar a solugao de (iii) entre 35 a 45°C, preferencialmente
40°C, por 20 a 50 minutos, preferencialmente 30 minutos; e

v. Incubar a solugdo de (iv) entre -2 a 2°C, preferencialmente
0°C (em banho de gelo) por 10 a 30 min, preferencialmente
15 minutos;

Processo 3 — Biotransformagado enzimatica

i. Inocular em EHS obtida em (y com 1 a 5 U de tanase,

preferencialmente 1,8 U de tanase, por 1ml de EHS (1);
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il. Incubar a SOIVL[JQéO em (i) entre entre 35 a 45°C,
preferenciaimente 40°C, por 20 a 50 minutos,
preferencialmente 30 minutos; e
iil. Incubar a solugao de (ii) entre -2 a 2°C, preferencialmente
02C (em banho de gelo) por 10 a 30 min, preferencialmente
15 minutos;
K. Manter o produto EHS com isoflavonas bioativas e equol congelado a -
80°C.
[0025]As composicBes obtidas do processo descrito compreendem as
caracteristicas segundo o tipo de biotransformacao conforme a tabela 1 abaixo
e tém aplicacdo na industria alimenticia, como ingrediente alimentar, e industria
de nutricosmeticos e suplementos dietéticos.
Tabela 1: Composigdes obtida a partir do processo descrito

Conteldo de isoflavonoides (pg/rﬁL)

Produtos Tipo de Biotrasnformacéo Agliconas Eguol

Daidzeina Genisteina

1 Biotransformacao 0,31% £ 0,0008
fermentativa 914 +19 52,3+ 20
2 Biotransformagéo 0,63+ 0,0142

fermentativa seguidapor | 717,2°£11,0 | 251,4°+6,9
enzimatica

3 Biotransformagéao enzimatica 0,82¢ + 00104
944 59+ (0,9 321.6°9+0,8

Exemplificacao
Preparo do extrato hidrossolivel de soja
{00261 0 extrato hidrossollvel de soja foi preparado de acordo com metodologia
descrita por Mandarino e Carrdo-Panizzi (1999). Foram utilizados graos de soja
(Glycine max) da marca *Natu’s”.
[0027] O processo pode ser representado pelas etapas a seguir:

1. Macerar os gréos de soja integros por 6 horas a temperatura ambiente

em agua destilada em dgua destilada (graos de soja/dgua; 1:3 p/v).
2. Descartar a agua utilizada para maceragao
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Ferver graos em agua (graos de soja/agua; 1 :2 p/v) por cinco minutos.
4. Triturar os graos de soja com auxilio de liquidificador, com agua destilada
(graos de soja/agua; 1:4 p/v) por 3 minutos.
5. Centrifugar a massa obtida a 9630 x g por 15 minutos a temperatura
ambiente.
6. Aquecer o sobrenadante obtido, conhecido como extrato hidrossoltivel
de soja, até ebulicdo por 10 minutos.
- Distribuir o extrato de soja em frascos e esterilizar por aquecimento a
121°C durante 15 minutos.
8. Manter o extrato hidrossoltvel de soja estéril sob refrigeracao até sua
utilizacdo nas analises.
Obtencao de extrato semipurificado de tanase
[0028]A enzima tanase (E.C: 3.1.1.20), obtida a partir do microorganismo
Paecilomyces variotii, como descrito por Battestin e Macedo (2007a), foi utilizada
neste estudo.
Este processo pode ser representado pelas etapas a seguir:
a) Adicionar, em erlenmeyers de 250 mi, 10 g de farelo de trigo (Natu's,
Hortolandia, Brasil), 10 mL de 4gua destilada e 10% de acido tanico (p/p)
(Tanal B, Prozyn BioSolution, Sao Paulo, Brasil)
b) Esterilizar o meio de cultura a 121°C por 15 minutos.
c) Inocular 2,5 mL (5,0x107 esporos/mL) da suspensao de pré-indculo em
agua destilada
d} Incubar o meio a 30°C por 120 horas.
e} Adicionar 80 mL de tampao acetato (20 mM, pH 5,0) ao meio.
f)  Agitar o meio a 200 rpm por 1 hora.
a) Filtrar a solucao final e centrifugar a 9630 x g por 30 minutos a 4°C
(Centrifuga Beckman J2-21, Beckman-Coulter, INC Fullerton, CA, USA).
h} Adicionar, ao sobrenadante, sulfato de amdnio (Ecibra, Santo Amaro,
Sao Paulo, Brasil) em concentracao final de 80% de saturagao (561 g/L).
i)  Manter sob refrigeracao por 12 horas a 4°C.
i)} Recolher o precipitado formado por centrifugacdo a (9630 x g por 30
minutos) e ressuspender o mesmo em agua destilada
k) Dialisar por 48 horas em agua destilada.
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) Congelar a -18°C e liofilizar, em liofilizador de bancada (Liotop L101,
Liobras ind. Com. Serv. Liofilizadores Ltda., Sao Carlos, Sao Paulo,
Brasil), durante 24 horas.

m) Manter o extrato semipurificado liofilizado a -18°C.

Determinacgéo de atividade enzimatica

[0029] A medida de atividade enzimatica do extrato semipurificado de
tanase foi realizada de acordo com metodologia proposta por Battestin & Macedo
(2007b). O substrato consistiu em uma solucéo de &cido tanico (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemanha) 0,7% (p/v) em tampéo acetato (0,2 M, pH 5,5). Para a
realizagdo da reacao foram seguidos 0s seguintes passos:

a) Adicionar 0,3 mL da solug&o de substrato a 0,5 ml de extratc de enzima.

b) Incubar a 60°C durante 10 minutos.

¢) Paralisar a reacdo pela adi¢do de 3 mL de uma solugéo de albumina de
soro bovino (BSA) a 1,0 mg/mL preparada em solugéo de cloreto de sddio

0,17 M em tampéao acetato (0,2 M, pH 5,0).

d) Filtrar e centrifugar a solugdo a 10.070 x g por 15 min a 4°C.

e) Dissolver o precipitado a 3 mL em SDS-triethanolamina

f)  Adicionar 1 ml do reagente FeCI3.

g) Manter em repouso por 15 minutos para a estabilizagéo da cor.}

h) Medir a absorbancia a 530 nm (Mondal, Banerjee, Jana, & Pati, 2001).

i) Calcular a atividade enzimatica por Abs530 = Abscontrole-Absteste.
Uma unidade de atividade de tanase foi definida como a quantidade de
acido tanico hidrolisado por 1 mL de enzima por minuto de reagao.

Biotransformacéo enzimatica dos isoflavonoides

[0030] Os padrdes comerciais de isoflavonoides genistina, daidzina, genisteina
e daidzeina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) foram utilizados como
substrato para hidrélise enzimatica por tanase isolada a partir de Paecilomyces
variotti (Battestin & Macedo, 2007a).

[0031] Este processo pode ser representado pelas etapas a seguir:

a) Dissolver 1 mg dos padrdes de isoflavonoidess em 1 mbL de tampéao
fosfato (pH 7,4, 75 mM).

by Incubar a solucdo com 0,18U de tanase, por 30 minutos a 42C em banho
termostatizado (modelo B12D, Micronal, Sao Paulo, Brasil).

¢) Paralisar o processo de hidrélise em banho de gelo por 15 minutos.
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d) Avaliar, por HPLC-DAD, os produtos finais dos padroes de
isoflavonoides.
Processos de biotransformag:éo do extrato hidrossoluvel de soja
Processo 1 - Biotransformacéo fermentativa
[0032] Foram utilizadas culturas comerciais liofilizadas (Christian Hansen Lab.
ind. e Com. Ltda) de culturas iniciadoras Streptococcus ssp. Thermophilus (YF-
1811) e Lactobacillus delbrueckii ssp. Bulgaricus (LB-340) e bactérias acido
lacticas probibticas Bifidobacterium animales ssp. Lactis (Bb-12) e Lactobacillus
acidophifius (LA-05). Todas as culturas liofilizadas foram reativadas,
individualmente, em extrato hidrossoluvel de soja estéril a 37°C por 12 horas em
condicbes de anaerobiose utilizando uma jarra de anaerobiose. As culturas
iniciadoras foram inoculadas na concentracéo de 1% (v/v) e as bactérias acido
lacticas probidticas na concentragado de 5% (v/v), garantindo uma contagem
minima de 108 - 107 log UFC/mL (Cruz et al., 2013).
[0033] A fermentagao do extrato hidrossolivel de soja fermentado foi conduzida
de acordo com metodologia tradicional (Tamime e Robinson, 2007) de acordo
com as seguintes etapas:
a) Inocular, assepticamente, o extrato hidrossolivel de soja esteril com o
contelido total de cada cultura bacteriana reativada.
b) Incubar o EHS inoculado a 37°C por 24 horas em condiges de
anaerobiose utilizando uma jarra de anaerobiose.
As amostras do EHS fermentado foram avaliadas quanto ao perfil quimico
(teor de fendis totais e HPLC) e capacidade antioxidante (ORAC e DPPH).
Processo 2 — Biotransformacao fermentativa seguida por enzimatica
[0034] O EHS fermentado (1 mL), obtido no processo 1, foi inoculado com 1,8 U
de tanase, a 40°C por 30 minutos. O processo de hidrdlise foi parakisado em
banho de geb por 15 minutos. ,
[0035] As amostras do EHS biotransformadas foram avaliadas quanto ao perfil
quimico (teor de fendis totais e HPLC) e capacidade antioxidante (ORAC e
DPPH).
Processo 3 — Biotransformagdo enzimatica
[0036] O EHS nao fermentado (1 mL) foi inoculado com 1,8 U de tanase, a 40°C
por 30 minutos. O processo de hidrélise foi paralisado em banho de gelo por 15
minutos.
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[0037] As amostras do EHS biotranstormados foram avaliadas quanto ao perfil
quimico (teor de fendis totais e HPLC) e capacidade antioxidante (ORAC ¢
DPPH).
Avaliagao do perfil quimico
Teor de fendlicos totais
[0038] O teor de fendlicos totais nas amostras foi determinado com o reagente
Folin-Ciocalteu (Dinamica Quimica Contemporanea, Brasil) de acordo com ©
método de Chandier and Doods (1983), com algumas modificagoes.
[0039] Este processo pode ser representado pelas etapas a seguir:
a) Diluir uma aliquota de 1 mL das amostras, na proporgao de 1:5,
com metanol 70%.
b) Adicionar 5 mL de agua destilada, seguido por 0,5 mL de reagente de
Folin-fenol Ciacalteu 1 M (Dinamica Quimica Contemporanea, Brasil).
c) Agitar as amostras.
d) Manter em repouso por 5 minutos.
e) “Adicionar 1 mL de solugio de carbonato de sédio 5% (m/v) aoc meio
reacional de cada amostra.
f) Agitadas e incubar as amostras no escuro a temperatura ambiente por 1
hora.
g) Agitar novamente as amostras.
h) Realizar leitura das absorbancias a 725 nm em espectrofotometro
(modelo DU®640, Beckman CoulterTM, EUA).
As concentracdes de fendlicos totais foram determinadas por comparagac
de absorbéancia dasamostras com uma curva de calibragdo utilizando
catequina como padrao. Os resultados foram expressos em ug de
catequina por mL de amostra.
Anélise dos isoflavonoides por HPLC
[0040] As isoflavonas glicosidicas (daidzina e genistina), agliconas (daidzeina e
genisteina) e equol foram identificados e quantificados em todas as amostras
por HPLC-DAD.
[0041]A extragdo dos isoflavonoides das amostras do extrato de soja foi

realizada de acordo com metodologia proposta por Aguiar (2003), com
_ modificacdes de acordo com as seguintes etapas:
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a) Misturar 1 mL das amostras dos extratos de soja biotransformados com
5 mL de metanol 70% a 25°C, por 60 minutos, a 100 rpm.
b) Centrifugar a mistura por 10 minutos a 5790 x g.
¢) Filtrar o sobrenadante através de uma membrana de 0,45 ym, antes de
ser injetado num HPLC de fase invertida.
[0042] As condigbes cromatogréficas utilizadas foram previamente descritas por
Park et al. (2001). Foi utilizado o equipamento Dionex Ulitmate 3000 (Alemanha)
equipado com uma coluna C18 Atlantis® (Waters, 5 ym, 4,6 x 150 mm) mantida
a 30°C. A detecgéo foi realizada utilizando um detector de arranjo de diodos
UV/VIS (DAD-3000). As fases méveis consistiram em dgua deionizada (solvente
A) e metanol (solvente B). O gradiente de eluigéo foi o seguinte: 20% B (0-15
min), 20-80% B (15-75min), 80-100% B (75-80min), 100-20% B (80-90 min) e
20% B (90-95 min) com vazéo de 0.5 mL/min. O volume de inje¢ao de amostra
foi de 20 pL e todas as amostras foram analisadas em triplicata. Os espectros
foram obtidos entre 190 e 480 nm e os cromatogramas processados a 254 nm.
[0043) Os isoflavonoides foram identificados individualmente por comparacao
dos seus tempos de retencéo e o espectro dos seus padrdes: daidzina, genistina,
daidzeina, genisteina e equol. A quantifica¢do individual dos isfolavonoides foi
realizada por integragao das areas dos picos utilizando curvas de calibragao que
foram estabelecidas no intervalo de concentracdo de 0,01-1,0 mg/mL dos
padrdes de isoflavonas e equol. Os resultados foram expressos em ug de cada
composto fendlico por mL de amostra.
Atividade antioxidante dos polifendis do extrato de soja biotransformado
Capacidade de absor¢éo do radical oxigénio (ORAC)
[0044] A determinagéo da capacidade antioxidante pelo método do ORAC foi
realizada conforme metodologia descrita por Macedo et al. (2011), utilizando
fluoresceina (FL) como sinalizador. O teste automatizado de ORAC foi realizado
em leitor de microplacas Fluostar Optima (Fluostar Optima - Labtech BMG,
Alemanha) com filtros de fluorescéncia para um comprimento de onda de
excitagao de 485 nm e de emissado de 520 nm. As medidas foram realizadas em
placas pretas opacas Costar® (Corning Costar Corporation, Cambridge, EUA)
com 96 pogos. |

Antes da reagdo vdarias etapas de preparo das solugbes devem ser
seguidas:
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a) Decompor, a 37°C, o AAPH (2,2-azinobis(2-amidinopropano)
dihidrocloreto) em tampéo fosfato (75 mM, pH 7.,4). Obs: tal fato ocorre
devido a sensibilidade da FL ao pH.

b) Preparar diariamente a solugao de FL (70 nM), em tampéao de fosfato
(PBS) (75 mM, pH 7.4).

c) Armazenar no escuro.

d) Preparar (diariamente) em PBS uma solugao de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-carboxylic acid) 75 pM (utilizada como padréo de
referéncia).

e) Construir uma curva padrdo de Trolox diluindo a solugao de 1,5-1500
umol/mL.

A reacio foi realizada de acordo com as seguintes etapas:

a) Diluir 1 ml de cada amostra utilizando metanol 70% na proporgao de 1:5.

b) Misturar, em cada pogo, 120 pL de solugdo FL com 20 pL de amostra,
branco (PBS) ou solugdo padréao (Trolox).

c) Adicionar 60 pL de AAPH (12 mM).

d) Realizar, em triplicata e a cada 6 minutos durante 87 minutos, a medida
da fluorescéncia imediatamente apés a adico do AAPH

[0045] Os valores de ORAC foram definidos como sendo a diferenc¢a entre a area
sob a curva de decaimento de FL e do branco (net AUC). Equagdes de regressao
entre net AUC e concentracao de antioxidantes foram calculadas para todas as
amostras. Um controle de tanase foi realizado como uma amostra regular, e o
valor de ORAC obtido foi subtraido das amostras tratadas com esta enzima. Os
valores de ORAC-FL foram expressos em umol equivalente de Trolox/L de
extrato de soja.
Sequestro dos radicais livres do DPPH

[0046] O potencial de atividade antioxidante do extrato hidrossoltivel de soja,
fermentado e nao fermentado, também foi avaliado pela atividade de sequestro
do radical livre estavel 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), como descrito por
Macedo et al. (2011).

a) Preparar varias concentragées (0,01-0,1 mg/mL em metanol 70% (v/v))
de amostras testadas.

by Misturar 50 uL das amostras testes com 150 pyL de DPPH 0,2 mM em
metanol) em placas de 96 pogcos (BMG LABTECH 96, Alemanha),
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¢) Realizar a leitura em um leitor de microplacas Fluostar Optima (BMG
Fluostar Opﬁma - Labtech, Alemanha) com filtros de absorcac para um
comprimento de onda de excitag@o de 520 nm.
[0047] O processo de decaimento da cor das amostras foi registado depois de
90 minutos de reacdo e comparado com um branco controle; para as amostras
de cores e amostras tratadas com tanase, foi realizado um controlo adicional,
que continha a solugcdo de extrato (ou solugao de tanase) e metanol puro, em
vez de DPPH. As solucdes foram preparadas e armazenadas no escuro. As
medidas foram realizadas em triplicata e a atividade antioxidante foi calculada a
partir da equagao obtida por regressao linear determinada tracando a atividade
antioxidante de solugdes padrio de Trolox com concentragbes conhecidas. A
atividade antioxidante foi expressa em umol equivalente de Trolox/L de extrato
de soja.
Anélises estatisticas
[0048]Os resultados foram expressos como meédias aritméticas e desvios
padrdes. A significancia estatistica das diferencas entre os grupos foi analisada
pelo teste de Tukey. As diferéngas foram consideradas significativas quando p
<{,05.
Efeitos dos bioprocessos no teor de fendlicos totais e atividade
antioxidante '
[0049] Os efeitos da fermentagdo e/ou biotransformagéo enzimatica no teor de
fendlicos totais e atividade antioxidante do extrato hidrossolivel de soja, medida
pelos métodos do ORAC e DPPH, estao apresentados na Tabela 2. Diferencas
significativas - (p <0,05) no teor de fendlicos totais, ORAC e DPPH foram
encontradas em todos os bioprocessos.
Tabela 2. Teor de fendlicos totais e atividade antioxidante (ORAC e DPPH) das

amostras do exirato hidrossoluvel de soja antes e apds os processos de
biotransformacao.

Bioprocesso | Amostras Fendlicos ORAC Equiv. DPPH Equiv.
Totais Equiv. | Trolox (umol/L) | Trolox {umol/L)
Catequina

(Mg /mL)
Padrao EHS 1012+ 6 115842 + 1022 8212+ 14
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i EHS 254° + 11 25987° + 977 17290 + 27

fermentado
il EHS soja 3879 31801¢ + 858 4439°¢ + 39

fermentado

+ tanase
i EHS + 8474+ 7 457589 + 937 6724% + 36

tanase

*Os resultados apresentados sdo0 medias (n = 3) £ DP, e aqueles com letras
diferentes na mesma coluna sao significativamente diferentes, com p < 0,05.
{0050} Os resultados mostraram que houve um aumento significativo no teor de
fendlicos totais para todas as amostras biotransformadas (p <0,05). Apés o
processo fermentativo com bactérias acido laticas (processo 1), o teor de
fendlicos totais do extrato hidrossolivel de soja aumentou significativamente de
101 para 254 ug catequina/mL, um aumento de cerca de 2,5 vezes comparado
com o padrdo (EHS nao biotransformado). No processo 2, quando analisado a
reacao do EHS fermentado com a enzima tanase, também foi observado um
aumento significativo no teor de fenédlicos totais em que o aumento foi cerca de
3,8 vezes (101-887 ug catequina/mb), quando comparado com o padrdo. O
processo 3 mostrou 0 maior aumento em contetdo de fenélicos totais (101-847
Mg catequina/mL), aumento de cerca de 8,4 vezes apds a reacdo do EHS com a
enzima tanase. Estes resultados sugerem que o processo fermentativo e de
biotransformagdo enzimatica com tanase melhora a liberacdo de compostos
fendlicos do extrato de soja. Além disso, os resultados parecem indicar um maior
potencial catalitico da tanase obre os fendlicos do extrato de soja quando
comparado a agao fermentativa das bactérias 4cido lacticas.

[0051] A atividade antioxidante das amostras, antes e apos os trés processos de
biotransformagao do EHS, foi analisada pelos métodos do ORAC e DPPH, in
vitro. Os resultados estdo descritos na Tabela 2 e expressos em equivalentes de
Trolox®. Os resultados demonstraram que houve um aumento significativo na
atividade antioxidante das amostras biotransformadas em ambas as

metodologias (p<0,05), correlacionando com os resultados encontrados para
teor de fendis totais.

[0052] Os resuitados da tabelg 2 indicam que o processo de fermentacao do EHS
(processo 1) resultou no aumento significativo de cerca de 2,2 vezes na
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capacidade antioxidante pelo método ORAC e um aumento de
aproximadamente 2,1 vezes pelo método de DPPH. A fermentag@o seguida pela
biotransformagéo enzimatica (processo 2) levou a um aumento na atividade
antioxidante de 2,7 e 5,4 vezes pelos ensaios ORAC e DPPH, respectivamente.
Do mesmo modo, na biotransformacéo do EHS catalisada apenas pela tanase
(processo 3), houve um aumento significativo na atividade antioxidante de 4 e 8
vezes por ORAC e DPPH, respectivamente.
[0053] A soja e os produtos a base de soja sdo alimentos nutricionalmente ricos
e possuem varios fitoquimicos (isoflavonas, fitoesterdis, saponinas, acidos
fendlicos, acido fitico e inibidores de tripsina) que possuem propriedades
funcionais, antioxidantes e de eliminacao de radicais livres (Wardhani, Vazquez,
e Pandiéllaa, 2010). Os compostos fendlicos de soja apresentam atividade
sequestradora de radicais livres (Shon et al., 2007), o que pode explicar a
correspondéncia entre 0 aumento do teor de fendlicos totais com atividade
antioxidante demonstrada na tabela 2.
[0054] Em resumo, os resultados da presente invengao indicam'uma tendéncia
do aumento do teor de fenélicos totais apds os trés bioprocessos propostos. Tal
tendéncia foi semelhante a observada para a atividade antioxidante, tanto pelo
meétodo ORAC quanto pelo DPPH, apoiando os resultados obtidos pela
biotransformagao microbiana e enzimatica do EHS.

Perfil das isoflavonas
[0055] A concentragéo de genistina, daidzina, genisteina, daidzeina e a formacao
de equol foram avaliadas, antes e apds os trés processos de biotransformacao,
utilizando HPLC-DAD (Tabela 3). As isoflavonas e equol foram separados e
identificados de acordo com metodologia proposta por Aguiar (2003). |
Tabela 3. Concentragdes dos isGmeros de isoflavonas e equol (ug/mL) em

extrato hidrossolivel de soja antes (padréo) e apds os processos de
biotransformagao.

_ Conteudo de isoflavonoides (ug/mL)
Processo | Amostras " Giicosiladas Agliconas Equol
[ s Daidzin | Genistin | Daidzein | Genistein
vl
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Padrao EHS 313,02+ | 393,82+ | 25,6%% 10,22+ | 0,082
2,0 3,2 0,6 0,5 +

0,000
3

| EHS 19420 + | 20250+ | 91,4° % 523°+ | 0,31°
fermentad 5,7 59 1,9 2,0 *

0 0,000
8

i EHS n.d.” n.d. 717,2¢+ | 251,4°+ | 0,63°
fermentad 11,0 6,9 *

o + tanase 0,014
2

i EHS + n.d. n.d. 94459+ | 321,69+ | 0,824
tanase 0,9 0,8 +

0,010
4

“n.d. = Nao detectado abaixo do limite de detecgédo para esta metodologia e
equipamentos. Os resultados sao expressos como meédia + desvio padréo (n =
3). A média na mesma coluna com letras diferentes sao significativamente
diferentes (p <0,05).

[0056] Os resultados demonstraram que todos 0s bioprocessos desenvolvidos
foram capazes de aumentar significativamente o teor das formas agliconas
(daidzeina e genisteina) e equol em extrato hidrossollvel de soja. Devido a
hidrélise da daidzina e genistina, o conteldo das suas correspondentes formas
agliconas, daidzeina e genisteina, em EHS aumentou apdés o0 processo
fermentativo e enzimatico (p <0,05).

[0057] Como demonstrado na tabela 3, as isoflavonas glicosidicas foram as
formas predominantes no EHS padrao e fermentado. No entanto, as
concentracdes dos glicosideos genistina e daidzina do EHS fermentado
{processo l) diminuiram cerca de 1,6 e 2 vezes, respectivamente, e as algiconas
daidzeina e a genisteina aumentaram cerca de 3,5 e 5 vezes, respectivamente,
quando comparado com o EHS padr&o. Portanto, estes resultados sugerem que
as isoflavonas glicosiladas foram transformadas em formas agliconas como
resultado do processo de fermentagdo. De acordo com Duefias et al., (2012),
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este fato pode ser devido a atividade de PR-glicosidase inerente aos
microrganismos utilizados no processo fermentativo.

[0058] Como pode ser observado na tabela 3, ap6s os processos Il e lii, as
formas glicosidicas (daidzina e genistina) nao foram identificadas, mostrando
que estas formas foram convertidas em suas respectivas formas agliconas,
como mostrado por um aumento significativo nos niveis de daidzeina e
genisteina apds estes bioprocessos.

[0059]As concentragbes das formas agliconas do EHS fermentado, apds o
processo I, aumentaram significativamente cerca de 28 vezes (25,6 - 717,2
mg/mL) para a daidzeina e 25 vezes (10,2- 251,4 mg/mL) para a genisteina,
comparado com o EHS padrao. No processo il as formas agliconas aumentaram
significativamente, comparado com o EHS padrao, cerca de 37 vezes (25,6 -
944,5 mg/mL) para a daidzeina e 32 vezes (10,2 - 321,6 mg/mL} para a
genisteina. Estes resultados indicam que a reacao enzimatica com tanasse
(processo 1) apresentou o maior aumento das formas bioativas das isoflavonas,
o que também foi observado para os resultados do teor de fendlicos totais e
capacidade antioxidante pelos métodos do ORAC e DPPH.

[0060] As isoflavonas agliconas foram reportadas por exibir maior funcao bioativa
do que as formas glicosidicas (Cederroth, e Nef, 2009; Setchell, 1998). Portanto,
as agliconas sdo as principais responsaveis pela atividade antioxidante de
alimentos a base de soja, embora outros componentes da soja, tais como
compostos fendlicos também possam contribuir para a capacidade antioxidante
em certa medida (Cheng, Lin, e Liu, 2011).

[0061] Portanto, a bioconversdo das isoflavonas gicosiladas em suas formas
agliconas apds os trés processos de biotransformacéo propostos, provou ser
muito eficaz para aumentar a capacidade antioxidante das amostras pelos
métodos testados, como foi demonstrado com os testes in vitro de atividade
antioxidante (ORAC e DPPH).

[0062] A habilidade da enzima tanase em biotransformar padrées comerciais de
isoftavonas glicosidicas (daidzina e genistina) foi provada em ensaios realizados
in vitro. A figura 1 apresenta os cromatogramas obtidos apés de 30 minutos de
ragao, a 40° G, em que padrbes comerciais de daidzina (A} e genisteina (B)

foram reagidos com com extrato semipurificado de tanase de P. variotti. Também
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sao apresentados os tempos de retengdo e os espectros de absorcao dos
produtos da reacéo.
[0063] Como mostrado na figura 1, é possivel constatar que a reagao entre a
tanase e os padrdes de isfolavonas glicosiladas (daidzina e genistina), levou a
formacgao das suas respectivas formas agliconas (A) dadizeina e (B) genisteina.
Tal fato pode ser confirmado a partir da similaridade entre o tempo de retengao
dos produtos das reacbes. Estes resultados provam que a tanase € capaz de
atuar na hidrélise das ligagdes glicosidicas das isoflavonas.
[0064] Como mostrado na tabela 3, a concentragao de equol apos a fermentacao
do EHS com bactérias do 4cido lactico (processo |) levou a um aumento
significativo no teor de equol, cerca de 3,9 vezes. No processo I, o tratamento
enzimético do EHS fermentado levou a um aumento significativo de cerca de
cerca de 7,9 vezes deste composto bioativo, quando comparado ac EHS padrao.
No processo lll, apés o tratamento enzimatico do EHS bruto o aumento foi de
cerca de 10 vezes. Estes resultados indicam que a tanase de P. variotiii
apresentou maior agdo hidrolitica das isoflavonas glicosiladas em relacédo ao
processo de fermentagao e também foi capaz de melhorar o contetido de equol
em EHS.
[0065] A capacidade da tanase em biotransformar as isoflavonas gliéosiladas e
aumentar o conteudo de equol no EHS pode ser- confirmada pelos
cromatogramas presentes na figura 2.
[0066] A figura 2 apresenta o perfil cromatogréfico da composigéo geral dos
polifendis do EHS padrdo (A) e do EHS fermentado por bacté'rias do &cido
lacticas (B), bem como para o EHS fermentado (C) e EHS néo fermentado (D)
tratado com 1,8 U de extrato semi-purificado de tanase.
[0067]Na figura 2, é possivel observar que ambos o0s processos de fermentacao
e tralamento enzimatico foram capazes de aumentar significativamente o
contetido de isoflavonas agliconas (daidze;’na e genisteina). Além disso, estes
bioprocessos levaram a formacéo de equol. |
(0068] Os resultados da tabela 3 demonstraram que a tanase de P. variotti foi
capaz de sintetizar o equol a um nivel superior quando comparada as cepas
microbianas utilizadas no processo de fermentacdo. Para o melhor do nosso
conhecimento, estudos nessa area sao raros e ha pouca informagdo sobre a
correlagéo entre a formagao equol e uso de enzimas.
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[0069] Também pode-se observar que a agdo desta enzima nao se limitou a uma
deglicosilacdo da isoflavonas (figura 1), a tanase também foi capaz de aumentar
o teor de equol. Estes resultados fazem desta enzima uma opgao interessante
para aplicacdo em alimentos a base de soja, com uma composigao rica em
polifendis em que a tanase pode agir de diferentes maneiras no processo de
biotransformacgao.
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REIVINDICAGOES
1. Processo de biotransformagédo enzimatica de isoflavona caracterizado pelo

fato de compreender a fermentacdo de um substrato composto de extrato
hidrossoltvel de soja por bactérias iniciadoras e bacterias acido lacticas
probidticas e/ou de enzima tanase obtida a partir de Paecilomyces variofti.e as
etapas:

A. Macerar os gréos de soja integros em agua destilada a temperatura
ambiente;
Descartar a agua utilizada para maceragéo;
Adicionar agua destilada;
Aquecer os grdos em agua entre 90 a 110°C por 3 a 10 minutos:
Adicionar agua destilada;
Triturar os graos de soja com agua destilada;

® Mmoo W

Centrifugar a massa obtida entre 9000 a 10000g por 10 a 20 minutos,
preferencialmente 15 minutos a temperatura ambiente;
H. Aquecer o extrato hidrossolivel de soja (EHS) até ebulicao por entre
10 a 15 minutos; ‘
I Esteri!izar por aquecimento a temperatura de 121°C por 15 a 20
minutos;
J. Realizar biotransformagéo; e
K. Manter o produto EHS com isoflavonas bicativas e equol conservado.
2. Processo, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pelo fato de que as

bactérias iniciadoras serem Streptococcus ssp. Thermophilus (YF-L811) e
Lactobacillus delbrueckii ssp. Bulgaricus (LB-340); e bactérias &cido lacticas
probigticas serem Bifidobacterium animales ssp. Lactis (Bb-12) e Lactobacillus
acidophillus.

3. Processo, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado por na etapa (A) a

proporgao de peso de graos de soja e volume de agua ser de 1:3.
4. Processo, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado por na etapa (D) a

proporgao de peso de graos de soja e volume de agua ser de 1:2 e as condicbes
processuais serem 100°C por 5 minutos.

5. Processo, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado por na etapa (F) a
proporgao de peso de graos de soja e volume de agua ser de 1:4.
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6. Processo, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por na etapa (G) a
centrifugagao ocorrer a 9630 x g por 15 minutos a temperatufa de 25°C. |
7. Processo, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado por na etapa (H) a
faixa preferencial de ebulicio ser entre 96 e 100°C e tempo de 10 minutos.

8. Processd, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado por na etapa (I) o
tempo ser de 15 minutos. ‘

9. Processo, de acordo com a reivindicagao 1, cérabterizacjo por na etapa (l)

compreender opcionalmente uma subetapa de armazenamento . (l.a) em
condicao estéril do EHS. |

10. Processo, de acordo com a rei,vindicagéo 9, caracterizado por na subetapa
etapa (l.a) as condigbes de armazenamento de EHS ser de refrigeracao entre 4
a 12°C ou congelamento a -80°C. | '

11. Processo, de acordo -co.m a reivindicagéov 1, caracterizado por na etapa (J) a

biotrasnformacédo ser realizada por Biotransformacdo fermentativa,
Biotransformacao fermentativa seguida por enzimatica ou Biotransformagao
enzimatica. o '

12. Processo, de acordo com a reivindicagcédo 11, caracterizado _pela

Biotransformacéo fermentativa ocorrer da seguinte forma:

i. Inocular as culturas iniciadoras na concentragao de 0,5 — 2% (v/v),
preferencialmen_te 1% (v/v), e de bactérias acido lacticas probidticas na
concentragdo de 5 a 15% (v/v), preferencialméhte 5% (v/v), e contagem minima
de 106 - 107 log UFC/mL e maxima de 1014 log UFC/mL no EHS obtido na etapa
;e -

ii. Incu-bar a solugao obtida em (i) entre 30 e 40°C, preferencialmente

a 37°C, por 10 a 24 horas, preferencialmente 12 horas, em condicdes de
anaerobiose. '

13. Processo, de acordo com a reivindicagado 11, caracterizado pela
Biotransformagio fermentativa seguida por enzimatica ocorrer da seqguinte
forma: _ '

i. ~ Inocular as culturas iniciadoras na boncentragéo de 0,5 - 2% (v/v),
preferencialmente 1% (v/v), e de bactérias éacido lacticas _probiética‘s na
concentracao de 5-15% (V/v), prefere'ncialmente a 5% (v/v), e contagem minima
de 106 - 107 log UFC/mL e maxima de 1014 log UFC/mL no EHS obtido na etapa
(); -
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ii. incubar ao EHS com as culturas obtida em (i) entre 30 e 40°C,
preferencialmente a 37°C, por 10 a 24 horas, preferencialmente 12 horas, em
condicdes de anaerobiose;

iii. Inocular em solugdo obtida em (i) com 1 a 5 U de tanase,
preferencialmente 1,8 U de tanase, por 1ml de EHS fermentado (ii};

v, Incubar a solugao de (iii) entre 35 a 450C, preferencialimente 40°C,
por 20 a 50 minutos, preferenciaimente 30 minutos; e

V. Incubar a solucao de (iv) entre -2 a 20C, preferenciaimente 02C (em
banho de gelo) por 10 a 30 min, preferencialmente 15 minutos; »

14. Processo, de acordo com a reivindicagdo 11, caracterizado pela

Biotransformagao enzimatica ocorrer da seguinte forma:

i inocular em EHS obtida em () com 1 a 5 U de tanase,
preferencialmente 1,8 U de tanase, por imi de EHS (1);

i. Incubar a solugdo em (i) entre entre 35 a 450C, preferencialmente
40°C, por 20 a 50 minutos, preferencialmente 30 minutos; e

iii. incubar a solugdo de (i) entre -2 a 20C, preferencialmente 0°C (em
banho de gelo) por 10 a 30 min, preferencialmente 15 minutos;
15. Processo, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado por na etapa (K) a

conservagao ocorrer preferencialmente por congelamento a -80°C.

16. Composigao caracterizada por sér obtido de acordo o processo descrito nas
reivindicacdes de 1 a 15 e compreender Daidzina na forma aglicona em
concentracdo entre 90 e 946 pg/mL, Genisteina na forma aglicona em
concentragdo entre 50 e 323 pyg/mL e Equol em concentragao entre 0,30 e 0,83
pg/mb.

17. Uso da composigao conforme definida na reivindicacao 16 caracterizado por

ter aplicagdo em alimentos a base de soja.

18. Uso da composicao conforme definida na reivindicagdo 16 caracterizado por

ser componente de produto nutracéutico.

19. Uso da composicao conforme definida na reivindicagdo 16 caracterizado por

ter aplicacdo na indUstria alimenticia, como ingrediente alimentar, e indistria de

nutricosméticos e suplementos dietéticos.
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