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RESUMO

Naté é um alimento japonés feito da fermentacao da soja pelo Bacillus subtilis natto.
Tem textura pegajosa e sabor forte, sendo geralmente produzido em casa. Rico em
proteinas, vitaminas e probioticos, é considerado um superalimento. Estudar sua
fermentacdo € importante para entender suas substancias e beneficios a saude. A
ferramenta de Molecular Networking, baseada em espectrometria de massas, ajuda
a identificar metabdlitos com padrdes de fragmentacdo semelhantes. No estudo do
natd, foi realizada uma analise metabolémica usando UHPLC-MS/MS, que
identificou 893 substancias quimicas e 52 correspondéncias na biblioteca da
plataforma GNPS.

INTRODUCAO

A soja (Glycine max) da familia Fabaceae, das Leguminosas, € um grao super
nutritivo (Friedman; Brandon, 2001). Um dos derivados da soja mais consumidos no
leste asiatico, especialmente no Japao é o natd, um produto da fermentacdo dos
graos da soja pela bactéria Bacillus subtilis natto e é consumido pelos nativos como
acompanhamento para arroz no café da manha (Afzaal et. al., 2022), e apesar de
seu odor pungente, textura pegajosa e sabor forte, caracteristicas ndao muito
atrativas num alimento, € considerado um superalimento devido a sua riqueza
nutricional e beneficios a saude (Chen et. al., 2022). A metabol6mica esta dentre
uma das muitas técnicas empregadas para o estudo de organismos e suas
alteracdes bioldgicas, sendo o estudo de metabdlitos de moléculas pequenas em
sistemas biolégicos e suas mudancas em resposta a fatores genéticos ou
ambientais geralmente realizado com um espectrbmetro de massas. A
espectrometria de massas € uma poderosa ferramenta analitica muito usada na
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metabolémica, permitindo a quantificacdo e identificacdo dos metabdlitos em
amostra (Canuto et al., 2018)

MATERIAIS E METODOS
Amostras

Tanto o naté quanto a soja em grao foram obtidos de uma produtora independente
na feira do produtor localizada na Cidade de Maringa-PR. A analise metabolémica
foi realizada em 5 partes, sendo elas: a) Andlise do grao de soja in natura; b) Analise
do gréao de soja cozido; ¢) Analise do naté com um dia de fermentacao; d) Analise do
natd com trés dias de fermentacdo e; e) Analise do natd com cinco dias de
fermentacdo. Foram realizadas essas analises como forma de conseguir um
comparativo entre a soja antes e depois da fermentagdo em naté.

Preparo dos extratos de soja

A preparagdo das amostras de grédo de soja in natura, cozida e fermentada foi
realizada em triplicata, onde 100,0 mg da amostra foram secos, macerados e
extraidos em trés replicatas de 500 pL utilizando uma solugdo de cloroférmio:
metanol (9:1; viv). ApGs a extracdo, as amostras foram filtradas utilizando um filtro
de membrana hidrofilica PTFE (Filtrilo; 0,22 ym; 13 mm) para a separacao da fase
sblida. Os solventes utilizados foram evaporados utilizando gas nitrogénio, e
posteriormente, ressuspendidos em 200 uL de metanol grau LC-MS e filtrados
novamente utilizando o filtro de mesmas caracteristicas para a soja nao fermentada,
a fermentada, foi centrifugada em minicentrifuga por 5 minutos.

Analise dos extratos obtidos da soja, soja cozida e naté por UHPLC-MS/MS

Para as andlises, 2,00 puL de cada extrato foi analisado por LC-MS com geometria Q-
TOF (Impact Il, Bruker Daltonics Corporation, Bremen, Alemanha) equipado com
uma fonte de ionizacado por eletrospray. A separagdao cromatografica foi realizada
utilizando a coluna cromatografica Acquity UPLC® CSH™ C18 (Waters, 1,7 um, 2,1
x 100 mm) com uma vazao da fase movel de 0,250 mL/min. O gradiente de eluicao
foi realizado com um sistema de solvente binario, sendo A (H[1O com 0,1 % de &cido
formico; viv) e B (metanol com 0,1 % de acido férmico; v:v) para 0 modo positivo e,
com o intuito de investigar de modo mais efetivo e abrasivo os compostos presentes
no natd, foi realizado também a ionizagdo no modo negativo, no qual foi utilizado
HI1O com 0,1% de acido férmico; viv para a fase A e metanol sem adi¢do de acido
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formico na fase B. Os dados foram coletados na faixa de razdo massa/carga (m/z)
de 100 a 1200 com uma taxa de aquisicao de dois espectros por segundo.

Parametros utilizados para obtencdo da rede molecular

Os espectros de MS/MS brutos foram convertidos para o formato mzXML utilizando
a

ferramenta MSConvert e inseridos na nuvem utilizando o software WinSCP. Apés a
conversao, os dados foram inseridos na plataforma Global Natural Product Social
Molecular Networking (GNPS) (http:/gnps.ucsd.edu) para geracdo da rede
molecular usando o] fluxo de trabalho online (https://ccms-

ucsd.github.io/GNPSDocumentation/). Os dados foram filtrados removendo todos os
ions do fragmento MS/MS dentro de +/- 17 Da do precursor m/z. Os espectros de
MS/MS foram filtrados por janela escolhendo apenas os 4 principais ions de
fragmento na janela +/- 50 Da em todo o espectro. A tolerédncia da massa do ion
precursor foi ajustada para 0,02 Da e uma tolerancia do ion do fragmento MS/MS de
0,02 Da.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apoés a conclusédo das analises por meio de UHPLC-MS/MS, os dados resultantes
foram transferidos para a nuvem, utilizando a ferramenta GNPS. Essa etapa visou
gerar o MN, um processo crucial para a visualizacao e interpretacéo dos resultados.
A fim de facilitar a representacdo visual dessas complexas redes de interagdes
moleculares, recorreu-se a plataforma reconhecida na comunidade de
bioinformatica, o Cytoscape®. A plataforma oferece uma interface intuitiva para a
visualizacdo de clusters moleculares, contribuindo assim para a compreensao dos
padroes e relagcdes emergentes nos dados analisados. O Molecular Networking
gerado pelas analises de UHPLC-MS/MS utilizando o modo positivo de ionizagao
gerou ao todo 893 nodes, sendo apenas 52 deles moléculas que deram hit na
literatura. O MN relacionou os dados obtidos nas analises de soja in natura, soja
cozida, e as amostras de natdé com um, trés e cinco dias de fermentacao, sendo
todos diferenciados no Cytoscape®. Percebe-se que, dentro de um mesmo cluster,
existe uma variedade de metabdlitos formados em diferentes tempos de
fermentacdo da soja, além dos formados pela soja em sua forma in natura e apés o
seu cozimento. No MN, 123 clusters de compostos interligados foram formados.
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Esses sdo agrupamentos de substancias que compartiiham de uma estrutura
quimica semelhante, baseado em seus espectros de fragmentacao.

CONCLUSOES

O estudo da metabolémica ndo direcionado € uma ferramenta importante para o
entendimento global das substancias presentes em uma série de amostras. Na
andlise do natd em diferentes tempos de fermentagéo, foi possivel observar, pelo
MN, uma variagdo de compostos formados de um extrato ao outro. Essa
metodologia permitiu a observacédo de alguns compostos do natd, como a presenca
de surfactina e acetil fenilalanina nas amostras, produtos da conversao fermentativa
da soja em natd pela acado de bactérias da cepa Bacillus subtilis. Além disso, o natd
€ considerado um superalimento por possuir uma grande quantidade de vitaminas,
substancias com efeitos anti-osteoporose e antitumorais, que também foram
encontradas nas amostras.
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