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RESUMO

A reducdo da atividade das isoenzimas lipoxigenases foi avaliada qualitativa e
quantitativamente nas sementes da geracdo F4 de plantas de soja [6licine max (L.) Herrill obtidas por
retrocruzamento do cultivar comercial 1AC-8 com os mutantes PI 408251 (-Lf), PI 84623 (-L2) e TOHOKU
N4 L3

& avaliagdo do extrato enzimdtico bruto das sementes através da eletroforese en gel
de poliacrilamida com $DS revel&u que os padrdes -1, -12, -L3 apresentaras auséncia de uma banda
enzisdtica, e, que os descendentes do; trés grupos apresentaram resultados diferenciados: as linhagens
descendentes do mutante -L3 apresentaram auséncia da respectiva banda e metade dos descendentes de -Li
e -L? apresentaram uma terceira banda fraca sugerindo a presenca de quantidades residuais das
isoenzimas.

A determinagio da atividade enzimdtica foi efetuada por espectrofotometria em
presena dos substratos especificos e ainda por reagio acoplada de descoramento do caroteno. Os
sutantes -11, -12, -L3 ¢ seus descendentes demonstraram atividade enzimitica suito reduzida cos
relagdo as respectivas isoenzimas.

A reacdo de descoramento do caroteno como teste para detectar a atividade enzimitica

dos sutantes -Li, -L2, ~L3 e de seus descendentes confirsaram a reducdo das respectivas isoenzimas.
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SUMMARY

fin attempt was wade in order to measure the reduced enzsmatic lipoxygenase isoenzyme
activity of the 4+ progeny after thé first back-cross obtained of a commercial cultivar of sosbean,
IAC-8, with the following mutants PI408251 (-L1) PI84023 (-L2) and TONOKY n* 74 (-13).

The qualitative evaluation of the raw enzymatic extracts of seeds was made through
electrophoresis in  polyacrylamide-SBS gel. The enzymatic activity was assayed through
spectrophotgnefric deterlinationg with specific substrate or indirectly through a carotene bleaching
sethod.

The electrophorese of mutants showed the absence of one sutant band. Vith regard to
descendents, those derived from -L3 showed two bands only. Half of -L2 and -4 descendents
demonstrated unevenly a third unexpected band.

The enzymatic activity desonstrated quantitatively the marked reduction of -Li, -LP
and L3 of the original seeds as well as of the descendent seeds.

The bleaching method was also effective to demonstrate the quoted isoenzyme

reduction.
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1 INTRODUCAKO

A soja € seus subprodutos possuem e€levado tcor de
proteinas de bhaixo custo, quando comparado com o custo de
proteinas de origem animal. Embora =& distvibuicfo de
aminodcidos nas proteinas da soja seja proxima 4 recomendada
rpela FAD/WHO (FOODn ANDY AGRICULTURE/ORGANIZATION OF THE
UNITED NATIONS/WORLD HEALTH ORGANIZATION)s e seu dleo seja
rico em &cidos 1linol&nico e 1linoléico, a so0ja e seus

derivados s3o pouco consumidos pela popula¢io brasileiva.

A maior limitac%o ao consumo direto dos produtos
devivados da soja deve-se a0 sabor indesejivel em velagHo
aos padrBes ocidentais. O EBrasil é o segundo maior produtor
mundial de sojas sendo que a maior parte da produ¢io é

exportada na forma de grios e dleo.

Na sojas, as isoenzimas lipoxigenases Li» L2 ¢ L3,
catalisam =& reagao de revoxidaclo dos aAcidos araxos
poliinsaturadoss os perdxidos formados oviginam pov

degradacio (enzimdtica ou nZ¥o) os compostos carhonilicos



responsaveis pelo odor e sabhor de feijfo verde ou soja crua,

os quais 580 rejeitados pela populacio.

A lipoxigenase tem sido inativada com o emprégo de
aquecimento, ou de solventes ou de misturas azeotrdpicas.
Esses métodos sfo pouco satisfatdrios porque promovem
alteragBes nas propriedades fisicas e funcionais das
protegnas provocando perda de s0lubilidades de wvalor
nutritivo, podendo ainda acrcscentar sabores estvanhosi por

sevem dispendiosos encarvecem o produto final.

Uma das alternativas vidveis para melhoria dos
.devivados da soja é a eliwmina¢cHo gendtica das lipoxigenases.
0Os programas de mwelhoramento acnético da soja est&o
introduzindo alelos recessivos para as isoenzimas Li, L2, e
L3 em cultivares comevciais. Esta introdugfo devera conferir
maior estahilidade ao0s produtos protéicos € ao dleo, com
melhoria de suas propriedades organolépticas. A Sccglo de
Leguminosas - do INSTITUTO AGRONSHMICO DE CAMPINAS vem
desenvolvendo um trabalho neste sentido com o cultivar IAC-

8.

Os centros de pesquisa que tvabalham com esse tipo
de melhoramento necessitam de wétodos viapidos e eficientes
para confirmar a eficiéncia dos cruzamentos e para

identificar os gendtipos obtidos.



0 ohjetivo do presente trabalho foi avaliar a
reduglo da atividade das isoenzimas lipoxigenases nas
sementes da geracio F4 das plantas obhtidas por
retrocruzamento do cultivar IAC-8 com os mutantes FI 408254
(-L1)y FPI 86023 (~-L.2) e TOHOKU n*=.74 (-1.3) testando métodos
qualitativos e quantitativos para a detec¢Bo das isoenzimas

no extrato enzimiatico bruto.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 S0JA

A sojun [(Glicias max (L.) Hevrilld tem eido parte
importante da dieta humana Foy varios séculos,
especificamente no oriente. Em alguns paises o consumo
proteico dos devivados de soja chega a atingir 42 - 13X do
total das prvoteinas consumidas pela populagio (CANTO &

SANTOS, 1982).

Soja € a mais -abundante e econBmica fonte de
proteina vegetal de alta qualidade. Numevosos estudos
demonstraram a reducio do colesterol plasmidtico induzida
pela administra¢io dietética de proteinas de soja em alguns

animais e no homem (HILDERRAND & KITO, 1984).

A soja constitue excelente Ffonte de nutrientes
para o homem € animais domésticos, por armazecnar altos

teoves de proteinas ¢ lipideos. 0 teor wmédio de proteinas é



de aproximadamente 40% da matéria secas embora cem alguns
gendtipos esse teor possa chegar até a 55% da matéria seca
(DERBYSHIRE et alii, 19763 CHAFMAN, 19763 COSTA et alii,

1273/74).

0 teor de dleo na soja vavia de 12 a 24X da
matéria seca (FIFER & MORSE, 19233 CHAPHMAN et alii, 19764).
Nos 6ieos o teor de dcidos graxos cssenciais esta em torno
de 7 a 9% de Acido linolénico e 40 a 59% de dcido linoléico
(DAVIES & NIELSEN, 19873 CHAFMAN et &lii, 19763 COSTA et

alii. 1973/74).

No mundo ocidental & soja passou a s€y consumida
em meados de 1930, com a implanta¢io de industvias visando o
beneficiamento da soja,; para obten¢lo de Oleco comestivel,
producio de margarina, maionesess etc.. Reconhecida pelo seu
alto valor protéico € nutricional, foi empregada
primeivamente como va¢Ho aniwal. Nos ultimos 20 anos,
contudo, muitos produtos comestiveis tém sido obtidos
divetamente da soja ¢ de seus subprodutos (TADEROZA, 19843

RESENDE, 17864).

Faiscs como Fstados Unidos da América, FBrasil e
Japfo sZo grandes produtores de soja e possuem veconhecidos
centros de pesquisa dedicados «o melhoramento aendtico da

cultura. No Brasil esse welhovamentos além do aumento da



produtividade, wvisa a adequacfo da soja 3 diversidade
climitica e a melhoria de propricdades organolépticas. O
esfor¢o mundial de sele¢gio e aprimovamento é responsdvel
pela enorme diversidade de cultivares. Assim & so0ja
dependendo da varviedade, apresenta diferengas acentuadas da
forma da semente (variando de esférica a alongada ou
achatada), cor da casca (variando do amarelo claro ac marvom
ou préto). tamanho dos gr&os € peso (o PESO de 4100 sementes
pode variar de P20 a 30g). A scmente contém apvroximadamente
8% de casca, 90X Je cotilédones e 2% de embriio (FIFFR &

MORSE, 19233 WOLLER, 19813 FEREIRA. 1981).

2.1.4. PROTEYNAS DO GRAD DE S0.A

As proteinas encontradas na soja sf%o de dois
tipos: proteinas metabolicas ¢ proteinas de resevva
(MILLERD, 1975). aAs pvoteinas metabdlicas est3o ligadas
principalmente a atividade enzimdtica e de rrotecio
(fitohemaglutininas ou lectinas ¢ inibidoves de tripsina)l.
As proteinas de reserva no apresentam atividade enzimdtica
e sua fun¢lio é fornecer nitrogénio e aminodcidos pavra a

germinacio € o desenvolvimento da pl@ntula (ROUTER, 1976).

As proteinas de resevrva acham-ze estocadas em



particulas denominadas covpos protéicos ou grios de aleuwrona
e sio encontrados sobretudo nos cotilédones (VERNOOY-
GERRITSEN et alii, 19833 19845 WOLF, 19703 CASTRO, 19748). A
maior parte das proteinas da soja s&o globulinas com
solubilidade minima prdéxima do pH 4,5, correspondendo ao

ponto isoelétvico deste tipo de proteina (WANG, 1986).

fod

As proteinas da soja %0 classificadas de acovdo
com seu coeticiente de sedimentacf®o em 148 (Glicinina) e 795
(B-conglicinina) e, finalmente a fracfe 88 aque é cowposta
por enzimas, inibidores de tripsina , lectinas € outras

proteinas (RESENDE, 19864).

Cerﬁa de 70% das proteinas do grZo de soja s8o
globulinag, tendo a glicinina e a B-conglicinina como as
maiores fracgBes (HILL & RREYIDENEACH, 1974). Estas duas
frages podem formar polimeros dissulfidicos e sofrer
reacBes de associacio e dissociac®o, apresentando estruturas
quaterndrias que podem sev modificadas pov dcidos, dlcalis,

uréia, detergentes e calor (WOLF, 19703 1972).

De acordo com MOREIRA et alii (1979), a proteina
glicinina é uma molécula complexa com peso molecular em
torno de 360.000 Daltons e é constituida de pelo menos 12
polipeptideos diferentes, sendo seis de cardter acido (P.HM.

40.000) ¢ seis de cavdter bdsico (P.M. 20.000). STASWICK et



alii, (1981) relataram que os polipeptideos bdsicos estdo
assopciados aos acidos atvavés de pontes dissul fidicas,

formando complexos intevmediirios de 460 .000 Daltons.

A proteina E-conglicinina (p.m. 180,000 N) ¢€
formada por trés polipeptideos denominados of » xfe1 P cujos
pesos moleculares estio respectivamente em torno de 72.000,

68.000 ¢ 57.000 (FONTES, 1983 citado por RESENDE, 1986).

A import@ncia da proteina da soja estd na sua alta
concentracio de aminodcidos essenciais, particularmente a
lisina, os aminoacidos aromaticos € a leucina (ROOKUWALTER et

aliia. 1971).

£ conhecido que soja tem relativo baixo tcor de
metionina (WOLF. {970) e elevado teov de lisina o que torna
a proteina de soja muito adequada para complementay os
cereais nas dietas. Nas sementes das leguminosas inclusive
a sojas ©O baixo teor de wmetionina € cisteina é em gvande
parte causado pela pequena ocorréncia desses dois
aminoacidos nos dois complexps de rvesevva 75 ¢ 448 (THANH &

SHIBASAKI  1977).

0 grupo das proteinas wmetabdlicas da soja do

complexo 28 compreende os inibidores de tripsina, as



fitohemaglutininas (ou lectinas)s as enzimas € outvas

proteinas.

Os inibidores de tripsina e quimotripsina s8o
proteinas ques quando ingevidas, como na farinha de soja sem
o prévio tratamento térmico, causam hipersecre¢cio de enzimas
e hipertrofia pancredtica podendo ainda causar depressfio do
crescimento em animais jovens ou perda de peso em animais
adultos (BRAY, 1964: LIENER, 1979). 0s inibhidoves de
tripsina sXo pequenas proteinas que contém 70 a 75 residuos
de aminodcidos. Essas moléculas s3o particularmente ricas em
cisteina que corvesponde a 20X do total de aminodcidos
(LARKINS, 1983). 8%o conhecidos véarios inibidores de
proteases eﬁtre o quais © 1,98y © Fsayp 0 Foy 0 SBTI-ALs O
SBTI-B., o SETI-Em c os inibidores "KUNITZ" e "ROWMAN-EIRK”}
estes dois twltimos Foram purificados e estudados
detalhadamente na soja (LIENER & KAKADE, 196%9; SGARRIERI &

WHITAKER, 1982).

0 teor mwédio de lectinas na farinha de soja
desengordurada estd em torno de & - 3% ( LIENERs 19793
NIELSEN, 1985). A toxicidade das lectinas ¢ devida a sua
afinidade com a supevficie da célula do epitélio intestinal,
isto & por seus veceptores de membrana de natureza
glicoprotéica. Quande a farinha de soja ¢é ingevida, sem o

devido tratamento térmico, as lectinas podem ligar-se a
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superficie das células intestinais, diminuindo sensivelmente
a absor¢io de nutrientes e causando descamacio excessiva das
células epiteliaiss podendo ulcerar a parede intestinal

(LIENER, 1979).

2.1.2. PRODUTOS FROTEICOS DA S0JA

A soja no Oriente sempre foi utilizada na
alimenta¢io humana. No aundo Qcidental tem ocovrido
expressivo aumento . do emprego diveto da proteina dc soja na
alimenta¢io humana, através de produtos industvializadoss
como farinha integralsy extrato hidrossoluivel, proteina
texturizada, isolados e concentrados protéicos. A induistria
de alimentos emprega—-os como componentcs de farinhas mistas,
sopass mingauss embutidos de cavnes,”hamburger”, produtos de

confeitavia, biscoitos e outros (RESENDE, 1986).

A farinha desengordurada de sojas contendo no
minimo 50% de proteinas pode ser considevada como © mais
importante produto industrializado da soja, uma vez que é
largamente utilizada no enviquecimento protéico de diversos
alimentoss bem como empregada na obten¢fo de produtos
concentvados, isolados protéicos e proteina texturizada

(HORANs 19743 KELLOR, 1974).
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Concentrado € isolado protéico de soja sfo obtidos
a partir da farinha de soja desengorduwrada e contém 7@% e
90% de proteina, respectivamente. O primeivro € obtido por
lavagem da farinha em pH isoelétrico das proteinas, para
solubilizar € remover carboidratos e outros mateviais. 0'
isonlado protéico ¢ obtido por solubilizaclo da proteina da
farinﬂa em solucgio alcalina seguida de precipitacio (COSTA

et alii, 1976).

A proteina. texturizada de soja € dividida em dois
grupos de acordo com 0O processo de obtencfo: os produtos
obtidos por extrusio € os obtidos por tiagio. 0Os produtos
obtidos por extrusio s8o mais usados em "hamburger”, bolinho
de carne e outros produ£05 cdrnens, ao passo que a proteina
obtida por fiagfo ¢ wusada para obter produtos similares a
carne (bife), presunto, etc., uma vez que ela apresenta

elevado teor de proteina (COSTA et alii, 1976).

0 extrato hidrossoluvel de H50Ja (comumente
conhecido como leite de soja) ¢ obtideo a partir de grios
integrais, envolvendo as etapas de sele¢io, lavagem,
maceragfo, desintegrag¢io, FiltracHio, adi¢fo de dgua €

aquecimento (FIFER & MORSE, 1i923; MORETTI & HINOJOSA, 1981).
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P.1.2.1. PROBLEMAS DE SAROR

& aceitac%o de alguns produtos protéicos de soja,
particularmente do extrato hidrossolivel de sojas é limitada
pela questfio do sabor. Quando a so0Jja é macerada em Agua €
moida da maneira convencional para prepavo do extrato
hidroésoldve]. a dearadagio oxidativa dos &dcidos graxos
desenvolve um sahor de feijfo verde e de ran¢o (WILKENS et
aliis 19673 KALERENER et =alii, 19743 KELLOR, 1977). 0 sabor
de feijfo verdes ou de soja cvuas tem limitado a inclusio do
extrato hidrossolivel e outvos derivados da soja no hibito
alimentar da populacio ocidental, inclusive da brasileiva

(WANG, 1986)

Os eventos oxidativos sRo considerados cowo O€
maiovres pvoblemas da inddstvia de alimentos a base de soja
reduzindo a aceitabilidade dos produtos (KITAMURA et alii,
19833 RACKIS et alii, 1979). A oxidagdo dos Acidos graxos
poliinsaturados linoléico € linolénico durante o
processamento e estocagem de s0ja é wum problema
significativo para a industvia de alimentos. Os problemas de
sahor podem ocorrver tanto em prepavados protéicos como no
6leo porque os compostos indesejiveis sfo reativos € podem
se ligar covalentemente as proteinas durante o processamento

(RACKIS et alii, 1979; DAVIES & NIELSEN, 1987).
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0s compostos responsdveis pelo sabor e odor
desagraddveis nio est¥o presentes no grio de s0JR intacto
mas aparecem quando os arfos s8o rompidos colocando a enzima
em contato com o substrato (SESSA et alii, 19693 HMUSTAKAS et
aliis 1969). @& ativacio da lipoxigenase, pelo aument6 da
umidade durante o tratamento térmico, origina a oxidag¢io ﬁos
écidog araxos poliinsaturadoss principalmente os acidos
linoléico e linolénico (MUSTAKAS, et alii, 19693 SESSH et

aliis 1969).

As lipoxigenases sHo responsdveis rela producio de
hidvopevdxidos de lipideos e alimentos processados
inadequadamente. Os hidvroperdxidos assim como seus produtos
de decomposi¢cfo sfo substdncias potencialmente reativas que
podeEem CAaUusar a deteriora¢cio das proteinas ou dos aminoacidos

dos alimentos (GARNNER. 1979).

Existe corvelagio significativa entve a atividade
da lipoxigenase e a formacio do sabor amargo. Ficou
evidenciado que lipoxigenase 1, que normalmente oxida apenas
dcidos graxos poliinsaturados livres. pode oxidar a forma
anibnica da fosfatidilcolina purificada de soja. Andlises
dos acidos graxos da fosfatidilcolina intacta revelaram a
presenca de varias formas oxigenadas incluindo o acido

tribidroxioctadecendico que é amarvgo (RACKIS et aliis 19279).
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Os hidvoperdxidos formados pela a¢io da
lipoxigenase sobre os acidos graxos insaturados podem sevr
decompostos enzimaticamente ou nfos dando origem a grande
variedade de subprodutos. Muitos destes compostos formados
s30 volateis e tem sabor e odor desagraddveis,
caracteristicos de soja crua (KALBRENER et alii, 19743

RACKIS et alii, 19793 WOLF, 1967).

0s hidroperoxidos produzidos por acho das
lipoxidases podem veduzir o valor nutritive dos alimentos
devido a destrui¢io de carotendides, rvetinol, tocoferdis,
dcido ascdrbicos além de proteinas e aminodcidos. Também os
hidvroperdxidos & seus produtos de degradagios €m €XCEesS0y
tem efeito tdxice (HILDEBRAND & HYMOVITZ,198435 GARDNER,
1979319883 KITAMURA et alii, 1983). Estes produtos da
degradacio. além de produzirem sabor desagraddvel, podem
interagir com proteinas peptidios e aminodcidos provocando
0 escurecimento dos pvodutos e comprometendo o seu valor
putricional (KALERENER et alii, 19743 RACKIS et alii, 19793

GCARDNERy 1979).

MATTICK & HAND (1569) e WILKENS & LINS (4970)
isolaram 80 cowpostos volateiss sendo ques 49 a 4% deles
foram identificados. A maioria deles s%0o aldeidos, cetonas €

alcooiss sendo o n-hexanal o maior componente volatil (25X



da fragfo total). Quase todos tem odor ‘e sabor desagradivel,
em particular a etilvinilcetona que tem sabov tipico de soja

cYua.

Segundo GOOSSENS (i974), os constituintes de
sabores semelhantes a evva sfio hastante complexos,
destacando-se entre eles O isopentanol, hexanol; heptanol,

{-octeno-3-0ls etilvinilcetona e 4-vinil-guaiacol.

Em relac%o =ao ©6leoy =a desodorizaclo dos "off
Flavors” é parcialmente efetuada pela refinagios mas o$
componentes da degrada¢clo da fraglo lipidica pevmanecem
causando o desenvolvimento do gosto desagvadavel. i
necessiria ainda a hidrogenacfo para aumentar a estabilidade

do dleo (SAWAZAKI et alii, 1987).

2.4.2.2 METODDS UTILIZANOS NA INDUSTRIA FARA INATIVAR A

LIFOXIGENASE

Em =alguns legumes o desenvolvimento de "off-
flavors” pode sev rvealwmente controlado pela rapida
inativacio das lipoxigenases com calor, 4lcool ou tratamento

dcido (RACKIS et aliis 1979).
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Para eliminar o sabor desagradiavel dos produtos de
soja as industrias precisam remover os compostos volateis ou
inativar as lipoxigenases. Essa vemogdo e/ou desnaturacio é
feita por diversos processos: moendo o0s griios com Agua
quente‘(wILKENS et alii, 1967)3 tratando a soja decorticada
com calor seco (MUSTAKAS et alii, 4970)% através de
branqdeamento (NELSON et alii, 1976);3 moendo a s0ja em pH
icido ou alcalino combinado ao tratamento tévmico (KON et
aliis 1970)3 moendo a S0Jja €m Presenca de Alcool (ELDRIDGE

et alii, 1977): ectc.

WILKENS et alii (1967) submeteram gr3os de soja
inteivos ou descorticados ao aquecimento a seco a 109°C por
30min. mas nio consequiram inativar a lipoxigenase pvesente.
No entanto, usando a temperatura de £200°C por 15 ¢ 306min.,
'verificaram que a atividade da lipoxigenase diminuia
bastante, principalmente apds 30 minutos. Constataram que
ocorre diminui¢Ho na formacioe de compostos volateis quando a
soja € desintegrada em dgua quente a 803 %0 e 100°C, durantc
£® min. o que se deve a inativa¢lo da lipoxigenase antes de

ocorver a oxidag¢Ro.

MUSTAKAS et alii (4970) tratando arfos de <oja
descorticados (com &% de umidade) com calor secos A

temperaturas que vaviavam entre 82°C por 28min. € 103°C por
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4Pmin. verificaram que a tempevatura de 82°C ou abaixo
ocorria uma inativagio menov que 50%, mas a 123°C ocorrvia
aproximadamente 98.,4% de inativagio das lipoxidases. O«
autores verificaram também que o aquecimento umido do grio e
aquecimento poy vapor divetos quando utilizados isoladamente
cm  S0jAs %0 métodos eficientes na inativagio da
lipoxigenase. A favinha ohtida dos grfos por um pProcesso ou
pelo Butro apresentou, apos dois anos de cstocagems hoas
caracteristicas de sabor e odor. Ohservaram ainda que
utilizando os dois processos €m sequéncia promovia-se &
inativac¥o enzimdtica wmas apds dois anos de armazenamento
apareceu o© sabor . desagradavel de rang¢o na farinhka

proveniente desses grios.

Com a utilizacX%o de vapor & pressio atmosférica
foi possivel crviar condi¢Bes dtimas pava a inativagdo da
lipoxigenase dos arios de soja, sendo que O tempo necessario
para a inativa¢8o diminuiu 3 wedida que o teor de umidade
dos grios aumentou. 0 oOleo e & farinha obtidos dos ar@&os
tévrmicamente tratados com vap oy apresentam maior

estabilidade (RICE et alii, 1981).

Quando se procedeu a desintegracfo dos ardoes em pH
3,85 ou mais baixo, combinando com o calor obht &ve-se ana
pasta que, cozida por uma hora e neutralizada com NaOH

produz um extrato hidrossoliuvel de soja livre de sabor ou
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odor desagrvadavel (KON et alii, 1970). Segundo 08  WMEEMOS
autores, acido cloridrico concentrado, &cido fosfdrico
(85%), acido litico (85%) e dcido citrico (2,7M) podem ser
usados para acidificar o meio, embora os dois Wltimos
inter fivam no sabov s devido 3 necessidade do uso de grande
quantidade para se atingir o pH descjado. A neutvalizagio
resulta na Fformagdo de 0.5% de sais que podem sev
indeséjéveis em algumas aplicagbes dos produtos (WOLF,

1973) .

ELORIDGE et alii (1977) utilizando a MacEeracio por
24h ou desintegracio em solucHo etandlica 40 a 60X (v/v) a
p5eC obtiveram produtos com bom sabor rela reducio da
atividade enzimdtica e até ipativacﬁo completa. 0Os compostos
voldteis presentes sHo extraidos durante o processo de
remocio do etanol a 30°C.

Utilizando solugfo ctandlica (45 a 40X) =& uma
temperatura de 40° a $9°C para macerar grios de soja
inteiros por 2 a 6hs BORHAN & SNYDER (1979) conseguivam
inativar as lipoxiaenases. Eles combinaram a temperatura, o
tempo ¢ a concentraclo do etanol para obter uma inativac¢do

eticiente.

KANANI et alii (1982) vevificavam que &« vida dc

prateleiva da favinha de soja integval podevia sev wmelhovada
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utilizando-se um tratamento prévio do grie com vadia¢io de
infra~vermelho por um minuto a 124°C, scauido de manutengio
em um vecipiente isotérmiceo por 15 minutos. A farinha
integral provenientes desses arfos n¥o aprcsentou atividade

da lipoxigenase.

NELSON et alii (4976) utilizaram o PpProcesso de
macevacio e branqueamento da s0ja integval cm hicarbonato de
c6dio obtendo bons resultados quanto ap odoy ¢ gabor do

‘extrato hidrossolidvel de soja.

ELDRIDGE et alii  (41971) utilizaram diversas
misturas azeotrdpicas para extrvair os lipideos rvesiduais em
$loco§ de sojas obtendo o maximo de eliminagio dos saboves
desagraddveis com o tewpo de uwa hova. 0s autores utilizavam
misturas azeotvrdpicas de hexano ¢ metanol, etanol ou &-

propanal. A mistura mais eficiente foi de hexano—-etanol.

ExtracBes de farinhas com &Alcool ou misturas
azeotrdpicas tais comae hexano e dlcool. efetivamente removem
liga¢des proteina-lipideos produzindo concentvrados livres de
sabores. Concentvrado de soja com sabor suave semelhante 2a
farinha de trigo tem sido preparado poOv uma combhinacio de
extracio azeotvdpica e aquecimento povy  vapovr (RACKIS et

alii, 197%).
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CHIBA et alii (1979) wutilizavam a enzima aldeido
desidrogenase parva decompor Os composfos responsaveis pelo
odor e sabor indesejdvel incubando extrato de soja com a
enzima € nicotinamida adenina dinuclecotideo (NAD*) ,
conseguindo vemover completamente os sahores indesejdveis
através da oxidagio dos aldeidos e sEUs acidos

corresp ondentes.

0 tema comum a quase todos os processos de
inativacfo ¢ a eliminac¢Ho das lipoxigenases pov aquecimento
a altas tempevaturas que vreduzem a solubilidade das
proteinas. WOLF, (1975) aconscelhouw a alternativa de extrair
os componentes responsaveis pelo sabor através de misturas
azeotvopicas povque acorrve reduzida desnatuwracio das

proteinas.

Ds varios tratamentos propostos para a inativag¢io
da lipoxigenase removem o sabor desagraddavel mas geralmente

promovem altevragbes indesejaveis nas propyicdades figicas €

funcionais das proteinas da s0jas ecmprestam gabhoves
estranhos, aleém de n3o resolverem satisfatoriamente o
pvoblema, sendo dispendiosos tovnam o produto final wais

caro (KITAMURA et alii, 19833 KITAMURA, 19843 HILDERRAND &
HYMOWITZ. 19813 HILDERRAND & KITO. 19843 DAVIES & NIELSEN,

19863 1987).
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A desnaturacio térmica influi nas propviedades
fisicas de gelificacRo, texturizagio ou fibrilacko das
proteinas, e quando €m Eexcessos pade reduzir o valov
autritivo, diminuindo os teores de aminodcidos sulfurados
sensiveis ao calov e afetando ainda a hiodisponibilidade

pela reaglo de Maillavd (SAWAZAKI et alii, 1987).

Uma das alternativas mais vidveis para melhoray o
odor ¢ sahor € @& climinacfo genética da 1ipOXigeEnase,
principal fator que causa instahilidade da fragHo lipidica
dos gr2fos de soja (RESENDE, 1986). 0Os progyamas de
melhoramento genético d# soja preferenciam cultivaves cujon
grfos apresentam baixa atividade de lipoxigenase uma vez que
esta enzima estd sob contvole genético (CHAPHAN et alii,
1976 HAWMOND et alii, 19783 KITAMURA et alii, 1983).
Cultivares nfo comevciais (mutantes) com'auséncia de Li(~L1)
(HILDEERAND et alii, 1981), com auséncia de L2(-L2)
(KITAMURA, 19843 DAVIES & NIELSEN. 1986) e com auséncia da
L3 (~L3) (KITAMURA et "alii, 19833 NKITAWURA, 1984) forum
identiticados vecentemente. 0s genes que causam a auséncia
de Li, L2 e L3 em sementes de soja sio alelos recessivos
(HILDEERAND & HYMOWITZ, 1981). Nivevsos autoves RE
COmMPYovaram sevy possivel & tranéfer&ncia dos alelos
recessivos dos mutantes pava o gevmop lasma de variedades

comerciais obtendo-se cultivares ~Li, ~L2, -L.3 (KITAMURA et
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alii, 19833 KITAWMURA, 19843 HILDEBRAND & HYMOWITZ, 19843
i98r; SAWAZAKI et alii, 1987. J& foram obtidos e
identificados inclusive gendtipos duplos recessivos
1%e1%g o IalXes €  1XelXm.lxslxs corvespondentes aos fenodtiros
Li.-l3 e ~LP.-L3 respectivamente (DAVIES & NIELSEN, 19843
19873 1987a3 KIKUCHI & KITAWMURA, 19873 SAWAZAKI et wlii,

1987).

0 objetivo dos pesquisadores ¢ obter o gendtipo
triplo recessivo Dialxa.IxalxXm.Ixalxs. 0 que s rodevia sev
conseguido via recomhina¢fio génica entre os locus IXe & 1Xmo

que s¥o ligados (DAVIES & NIELSEN, 1986) .

Ainda ¢ desconhecido o papel da lipoxigenase nw
fisiologia da planta existindo cspecula¢les sobve suas
funcBes mas sem cowprovaglo cientifica (ERIKSEOW, 197053
GARININER o 1975). 0O fato das sementes mutantes ~bLi, -2, -L3
e das linhagens ~L.1.-L3, ~-.2.~L3 geyminavem c s€
desenvolverem pode significar que as isoenzimas nfo sfo
requeridas para & sobvevivéncia das plantas ou ent&o que os
métodos utilizados n8o sfo sensiveis na detec¢do de baixos
niveis dessas isoenzimas. DAVIES & NIELSEN (1984) destacaram

a necessidade da investigacdo de novos métodos ou técnicas

mais sensiveis para estabelecer o limite supevior do nivel



23

dessas proteinas nas sementes dos mutantes.

A reducBo genética das lipoxigenases SEYa  uma

soluglo pratica pava a industyia de soja. DAVIES & NIELSEN

(1987) testando extvato hidrossoluvel de soja obtido de
linhagens —~Li, ~L2s ~L3s lie -3 e ~LRP.-L3 através de

anadlise sensorial e da medida de acido tiobarbitdrico (TEA),
ohsevvaram que a ¢liminagdo da L2 produziu sianificativa
veduglo dos “off-flavors” e do indice de TEA. Similar
tendéncia foi mostrada pela farinha de soja. A remo¢io da L1

”

e L3 n8o reduzivam os valores de roff-flavors” ¢ numero de

TRA quando comparados aos padrdes

2.2. LIFOXIGENASE E SEU HMECANISHO DE ACRO

AS lipoxigenases (Linoleato: Oxigénios
oxirvredutase EC 1.43.45.42, formalmente conkecida cowmo
lipoxidase) %0 enzimas encontvadas em plantas ¢ animais
(GARDNER ,1988) que catalisam a hidroperoxidagio de d4cidos
graxos poliinsaturados e seus dateves contendo um sistcema de
liga¢®0 do tiro cis~cis~{,4-pentadieno como é ilustrado na

figura .

Embora muito associadas a sementes de leguminosass



notadamente a soja, alguns cerveais e oleaginosas, HAMBERG &
SAMUELSSON (1967) relataram o envolvimento da lipoxigenase
na oxida¢io de dcidos graxes durante a biossintese de

prostaglandinas em tecidos mamarios.

Elas s3o encontradas principalmente no citossol do
parénquima de reserva das sementes. Durante a germinacio
ocorre reducio da enzima no parénquima de reserva do grdo e
aumento na epiderme abaxial da folha, na epiderme e na
bainha do feixe vascular da nova planta (VERNOOY-GERRITSEN

et alii, 1983; 1984).

" Acido Linoléico : Acido Linolenico 0

Lipoxigenases

00H 00H
/\/\M\_—J\/\/Wg V—W—MO
. . . on . . OH
Acido 13-Hidroperoxido Linoleico Acido 13-Hidroperoxido Linolénico
OOH 0 00K 0
o oM NN OH
Acido 9-Hidroperoxido Linoléico Acido 8-Hidroperoxido Linolénico
FIGURA § - A& OXIDACXO DO ACIDD LINOLEICO E LINOLENICD POR LIFOXIGENASES (GARDHER, 1988).
A scmente de soja € rica em lipoxigenases,

constituindo cerca de 1 a 2%. do total de proteinas
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constituindo cevca de 1 a 2% do total de proteinas
(KITAMURA, 19843 DAVIES & WIELSEN, 1986). Quatvyo isoenzimas
ja foram isoladas na semente de soja: lipoxigenase i, 2, 3a,
e 3b(LI, L2y L3a e L3b). A L3a e L3b por sevem muito
semelhantes, sfo consideradas em todos os ensaios como wma

jsoenzima unica, a L3 (AXELROD et alii, 1981).

Todas as lipoxigenasess incluindo as quatvo
isoenzimas da soja, possuem peso molecular em torno de
100.000 Daltons (AXELROD et alii, 19843 CARDNER, 198835
HILDEERAND & HYMOWITZ, 19843 CHRISTOFHER et alii, 1972).
Essa isoenzimas podem ser purificadas por precipita¢cio com
sulfato de ambnio e crvomatografia em coluna de DEAE -~

SEFHADEX (AXELROD et aliis 1981).

Cada isoenzima cont&m um &tomo de fevvo ligado
covalentemente e este ndo pode ser removido por agentes
quelantes como EDTA, betafenantvolina, etc,y & nfo ser que a
enzima seja tvatada com um veagente contendo gvupo
sulfidrila como 0 TIRON (acido 4, S-dithidroxi-m-
henzenodissulfonico) mas  a remogio ¢é lenta, caso a enzima
permane¢a integra (FISTORIUS & AXELROD, 19743 AXELROD et

alii, 1981).

Dentvyo das condi¢Bes ideais, as isoenzimas

lipoxigenases vaviam na sua cespecificidade de acovdo com a



posicio de oxigenaco dos dcidos graxos insatuvados (C - 9
ouW 106 vs C - 43 ouW 6). A LL indux a formacio do acido
13mhidroperdxido~ci3m9,tran5wiimoctadienéico quantitativa-
mente} a L2 induz quase igual quantidades dos hidroperoxidos
9- e 13- enquanto a L3 produz aproximadamente 65% e 35%
desses produtos (CHRISTOPHER et alii, 19703 AXELROD et alii,

19813 GARDNER, 19795).

0 cowportamento das diversas chzimas lipoxigenases
com vrelag8o a oxidagHo das duas diterentes posig8es dos
carbonos, assim como os produtos resultantes, SR0
influenciados pelas. condi¢Bes da reacio. Nependendo do pH,
da concentracio de O e tempervaturas =& .4 oxida o &cido
1inoléico produzindo misturas que variam em fun¢gio da vazdo
entve os isbmero 13-hidvopevoxido e o-hidropevoxido
(CHRISTOPHER et alii, 1972). A especiticidade posicional da
oxidac%o por L2 ¢ também dependente das condi¢Bes do meio,

mas essa dependéncia é menor do que a da L1 (GARDNER, 1988).

£ possivel observar o mecaniswo de wcRo das
lipoxigenases através do esquema proposto por GARDRNER (1988)
ilustrado na figura 2, que propbe um modelo de acRo no qual
podem ser formados os isdmeros {3-hidvoperoxido ou @
hidropevoxido a partir de um meswo dcido avaxo. 0 modelo A
mostra a oxida¢fo inicial do dcido linoléico com o ataque do

oxigénio e a transferéncia via sitio fevvo-ativoi o wmodelo B



mostra a completa oxida¢®o do produto, o hidvopevoxidieno

(anion).

De acordo com AXELROD et alii (49841) todas as
substincias ligadas a lipideos que possua um ou mais grupos
cis-cis- 1,4 pentadieno como acidos graxos de cadeia vretu,
ésteres, fosfolipidios, alcoois, aliceridioss Alcoois
sulfatédos € hidroxamatos podem sev utilizados como

- gubstratos de lipoxigenases.

"As lipoxigenases da soja atuam eficientewente
sobre os dcidos graxes com um grupo metileno situado no
carbono W-8 entre duas duplas ligagdes. Os idcidos @vaxos
mais comumente encontrados e adequados a estes requerimentos
s50 o 1linoléico € 1linol&nico (HAMEERG & SAMUELSSON, §9673%

GARDNER. 1988). O linoleil sulfato de potdssio foi indicado
por BILD et alii (1977) como o melhor substrato para Li pela

sua alta solubilidade.
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FIGURA 2 - PROPOSTA DO MECANISHO DE OXIDACXO DA LIPOXIGENASE,HOSTRANDO A OXIDACXD BO C-9 (A)

£ D0 C-13

ICA DE ACORDD COH O ARRANJO DA

ESPACIALMENTE 1DENT

UROGENIO DO C-1f

(B) ASSIK COHO A REHOCXO DO HI

CABECA OU CAUDA DA CADEIA DO ACIDO GRAXO KO SiTIO ATIVO

DA ENZIHA (GARDKER, 1988).
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ALl é mais veativa com o #cido linoléico ao
passo que a L2 e a L3 sho mais reativas com metil-linolexuto
ou trilinoleina (BILD et alii, 19773 HILDEBRAND & KITO,
1984). A L3 tem preferéncia por 4dcidos graxos livres
enquanto que a L2 e L3 por ésteves metilicos (CHRISTOPHER et
alii, 49723 VERHUE & FRANCKE, 1978). ALRE ¢ mais ativa
contra 0 dcido avaquiddnico do que contva o dcido linoléico

(AXELROD et alii, 1981).

Segundo HOLMAN et =alii (1969), ws velocidades
Stimas das reacldes sH%o conseguidas com os dcidos graxos que
contém ligacBes duplas no 6™ ¢ 9% &tomos de carbono contados
a partir do grupo metilo e cuja carboxila terminal nio
esteja estericamente impedida. As isoenzimas .2 e L3
preferem substvratos ndo polares tais como dcido linoléico
nZ%o ionizado, mctil-linoleato, linoleil wmetano sulfonato,
19, 13-nonadecadiencamino ou linoleil acetato (BILD et alii,

1977).

s isoenzimas Li, L2, L3a e L3b cont&m em media 4
4,22 5.6 e 5.9 residuos sulfidrilas por moléculas,
respectivamente. Apds desnaturacio em uréia € redugao com
NaBH. 4 ©o numero de grupos sulfidrilas aumenta pava 8, i8, &
e & na Lis L3y LL3a e L.3b respect ivamente indicando 4, 95 3 €
3 ligac¢Bes do tipo dissulfcto presentes nas corvespondentces

enzimas nativas (AXELROD et aliis 1981). ZAKUT et aliil
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(1976) estudaram o centvo ativo da enzima e apyesentaram
evidéncias de que a metionina € um residuo essencial para &
atividade da lipoxigenase € porisse estaria envolvida
diretamente no processo enzimatico. As trés isoenzimas
também diferem em seu compovtamento com respeito a4 natureza
do agente dispersante do substvato. A .4 wpresenta a mesma
atividade com o dcido linoléico dispevso em etanol ou tween
20, n6 entanto L2 foi 3 vezes mwais ativa com © refevido
dcido graxe preparado com etanol. Por outrvo lado a atividade
da L3 foi 10 vezes maior quando o substrato foi disrecvso om
tween 20 (BILD et alii, 1977). 0O pH dtimo apavente das
varias isoenzimas depende de alguns fatoress tais como:
concentracfo do substrato. potencial idnico, temperaturas
presenga de dispersante, Ca®*, etc. .Utilizando dcido
linoléico como substvato a Li tem wm pH Stimo em torno de
9,5, a L2 em torno de 6,5 ¢ a L3 tem uma faixa bustante
ampla que vai de 4.5 a 9, n¥o apresentando atividade no pH 9
(CHRISTOFHER et alii, 49723 HILDEBRAND & HYMOWITZ, 1984). A
importancia da natureza iénica do substrate pode sev
ilustrada pelo comportamento do 9.i2- octadeca-dienol~
sulfatos que ¢ um excelente substrato para i.{ tanto no pH
6.8 como no pH 9. Em contraste, a Li peroxida o acido
linoléico no pH 6.8 em apenas 3% da taxa de oxida¢io do pH
9.0 linoleil sulfato que é totalmente ionizado n@o ¢ oxidado
pelas isoenzimas L2 e L3 (BILD et aliis 19773 AXELROD et

alii, 1981).
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As isoenzimas difevem também quanto aos pontos
jsoelétricos que s8o0 5,68 para Li, 625 para LB e 6415 pava

L3 (CHRISTOFHER et alii. 1972).

Froporcionalmente a Li ¢ 2,5 vezes mais ativa que
a L2 em seus otimos de pH e a L2 é P.,5 vezes mais ativa que
a L3$ ou L3b. A Li ¢é pelo menos 36 vezes mais estdvel &
temperetura de - 69°C que as demais isoenzimas (HILDERRAND &

HYMOWITZ, 1981).

A L3 difere da L2 no que diz vespeito ao efeito do
Ca®* pna atividade enzimatica. 0 Ca®* estimula a atividade da
L2 e inibe a L3 em condigBes siwmilaves (CHRISTOFHER et aliis

19723 SAWAZAKI et alii, 1987).

Ds valores de Km encontrados pava as isoenzimas €M
condigBes de procedimento espectrofotométvico padvio fovam
para Li, dcido linoléico 0,0i2mH; para L3 , acido linoléico
2,34mM ¢ para L2, dAcido araquiddnico ©,016mM em pH &4 €
‘0,096mM em pH 46,8 em presenca de Ca®* (AXFLROD et «liid,
1981). Segundo HOLMAN & BERGSTROM (1951)s 0 valor de Km das
lipoxigenases para o acido linoléico ¢ de imM c a enevgia de
ativagSo para as isoenziwas & 4,3Kcal/g.mol. Eles atestavam
ainda que as lipoxigenases da soja sZ0 estiveis por meses &

~R20°C .
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SInnIiIQ & TAFPEL (1957) fizeram um estudo
comparativo sobre as propriedades cataliticas das
lipoxigenases do feijfo, soja, trigo e amendoim e propuseram

o0 mecanismo de reagRo ilustvrado na figura 3.

A B
H* HaClHC Y, ,H
Ho A
.......... H L . C,Q
caisC s eame a ’ %
Ci o [ :
A e > o
H3CH,CY, JH-—- ‘E—.: H3C(sz \\ = § "
oo g\ Bleo— e
HOOC (H2Cly_ / H N HOOC(HCY, / HOOC(H,Chy, /
CcvsC CclSC CcnsC
H 1; H H W “H
! ‘ : H H i

"

Lipoxidase

Lipoxidase ' Lipoxidase Lipoxidase

FIGURA 3 - HECANISHO DE ACXO DAS LIPOXIDASES PROFOSTO FOR SIDDIQ & TAPPEL (1957).

Em A a cadeia protéica da lipoxigenase poderia,
momentaneamente réter um elétron do grupo of-metileno do
linoleato, permitindo a oxida¢®o. Ao mesmo tempo, em B, a
lipoxigenase absorve o oxigénio e o entrega & molécula do
linoleato. Logo a seguir ocorre a isomevizacRo das ligacdes
duplas, vesultando na conjugaglo e na produglo do radical

cis-tvrans peroxila; em. €, o oxigénio do radical pevoxila €



levado & proximidade da cadeiz protéica da lipoxigenase .
Neste estados ou a lipoxigenase tyansfere o elétrvon  wo
oxigénio, sendo o H" retirado do wmeios ou transferc o
radical hidvogénios permitindos dessa maneira a formacio de

hidroperdxido de linoleato.

A formacSo de compostos carbonila na auséncia do
oxigéﬁio a partir de hidroperdxidos do dcido 1linoléico
depende da presenca tanto da lipoxigenase nativa cowmo dos
dcidos graxos que sdo substratos normais da enzima. Soh
condigBes anaerdbicas, acredita-se que A retivada do radical
hidvogénio a partirv de hidropevdxidos, seja a causa da
formacio do rvadical pevoxilas, © qual fica posteriovmente

sujeito a vearranjos estruturajs (GARSSEN et aliis 1971).

0 mecanismo da rveac¢iao anaevobica do dcido
linoléicos catalisado pela lipoxigenase foi vesumido pov
VLIEGENTHART et alii (497%9) conforme o esquema na figura 4.
Nessa vea¢cdo a enzima férvica ¢é reduzida pelo acido
linoléico a enzima fervosa, @& qual, POY SUA VCI, ¢ oxidada
pelo acido {3-hidvopevdxido linoléico. Essa reagfo
anaerobica, catalisada pela L1y S& PVOCESSA até que um dos
dois substratos seja consumido. Entretantos independente das
propor¢Ses molares iniciais dos dois substvatos, UH0X dos

hidroperdxidos consumidos sfo  convertidos  em acidos

oxodiendicos.
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11 E-Fe (IIX) L0 —» acidos oxodiendicos
(3acido linoleéico) (enzima ferrica
H oH
dimeros <— L- E-Fe (II) I00H
(ci8-C18) (enzima ferrosa) (3cido 13-hidrcperoxido 1inoleico)

FIGURA 4 - REACXD ANAERGBICA ENTRE O ACIDO LINOLEICO E O £CIDO 13-HIDROPERGXIDO LINGLEICO CATALISADA

PELA LIFOXIGENASE DA SOJA (VLIEGENTHART et alii, 1979).

Todas as lipoxigenases catalisam rea¢oes
secundarias produzindo outros produteos que nfo simples
hidroperdxidos; desta forma Li em condi¢Oes de anaerobiose
catalisa a interagio de acido linoldico € produtos de
oxigenagio primaria (dcido i{3~-hidroperdxido linoléico) para
formar acidos oxodiendicos, pentano e€ alguns dimevos (CiB-
Ci18). A L3 catalisa a forma¢lo de dcidos oxodiendicos assim
como dimeros € outvos produtos. Diferentemente LY € L3

catalisam estas reagcoes na  presenga ou auséncia de Og e
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desta forma esses produtos podem aparvecey logo que iniciav a
oxigenagHo primaria. A L2 geva muito pouco cetodicno  na
presenga ou auséncia de Qg € suas reacbes sccunddrias ndo
s%o prevenidas pov haixas tempevaturass em contvaste com as
da Li que sfo suprimidas a 4°C (AXELROD et alii, 1981). A Le
catalisa a formacHo de outros produtos secundarios além do
cetodienos. Assim sf%o formados substanciais quantidades de
derivédos do 4cido prostandicos, assim como éter ciclico
(dcido 9(i2)Y-oxi-8, 11, {5-triidvroxieicosa-Us i3~dienoico)

do dcido araquiddnico (AXELROD et aliis 1984L).

A oxida¢gRo. de dcidos graxos insaturados pelas
lipoxigenases ¢ parte de um processo de oxidagRo acoplado,
isto é, a oxidagio do lihdleato potencia & oxidagRo de
outvras substincias. Os vadicais livres intermedidvios da
ac3o catalitica da enzima levam a co-oxidagio de compostos
facilwente oxidaveis <como 0% carotencidess os polifendis,
retinol, tocoferois, clorvofila, d&cido ascorbico e tidis
(GROSSHMAN &  ZAKUT, 19793 TOFFEL . 19623 GARDNER, 19883
HILDEERAND & HYMOWITZ, 1982). Esta vcaclo de co-oxidagio €

normalmente medida Pov descovamento atvravés do

cspectrofotBmetvo (GARDNER, 1988).

As isoenzimas L2 e 1.3 sfo responsaveis pela aclo
de descovamento do caroteno, sendo particulaymente

conhecidas pelo seu potencial de co-oxidagio (GARDNER,
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1988). RAMADOSS et alii (1978) demonstyraram que a completa
oxida¢io do cavoteno por lipoxigenase requeyr dois tipos de
isoenzimas. KIKUCHI & KITAMURA (1987) velataram que a .3 é a

enzima mais ativa na reaglo de descoramento do caroteno.

Uma caractevistica impovtante das lipoxigenases ¢é
sua destruicgio auto-catalitica durante a oxigenacio dos
écido% graxos.  Este fendmeno é comum a todas as
lipoxigenases € OCOVVE devido a producio descontrolada de
vadicais livres que sio parte do principal evento da
hidroperoxidacio. Os valores da constante de velocidade
desta inativac¢io éﬁo maiores pava acidos graxos que tém
maior numero de insaturagdes (SHITH & LANDS, 19703 19723

GARDNER, 1988).

2.4 METODOS DE ANALISE DE LIFOXIGENASES

Virios sfo os métodos empregados para determinar a
atividade da lipoxigenase cm extrato bruto de semcntes e
fracBes purificadas das isoenzimas. Eles est83c divididos
basicamente em dois tipos: Métodos bhaseados na captagio de
oxigénio molecular e métodos colorimétricos ou
espectrofotométricos que s%o fundamentados na formacRo de

compostos dieno conjugados.

R J.o--.m----w—-i
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A atividade da lipoxigenase pode sev determinada
por medidas manométyicas ouw polarogréficas de consumo de
oxigénio moleculars titulacHo de hidraperdxidos ou

absorbéncia espectral das ligagoes duplas (TAFFEL, 4962).

As restvricl8es as duas técnicas de captagdo de
oxgénio baseiam-se no fato que a absor¢io do oxigénio nfio €
vestrita a4 atividade da lipoxigenases além do que esta
metodologia ¢ ineficiente na discriminacio de L2 e 1.3

(AXELROD et alii, 19813 OROSSHAN & ZOAKUT, 1979).

0s wetodos quantitativos cspectrofotométricos
baseados no aumento do pico de absor¢io da luz ultra-violeta
a 234nm € 2g0nm, apresentam a vantagem da rapidex €
simplicidades mas requevrem o USO de solu¢des opticamente
translicidas (GROSSHMAN & ZAKUT. 19793 AXELROD et alii, 19813
VERHUE & FRANCKE. 19723 SURREY, 19643 HILDEBRAND & WYMOWITZ,

i984).

Fm suma, OS métodos espectrofotométricos difovem
entre si  basicamente no pveparo do substvato, no tipo de
substrato, na variacfo do pH da reaclo e na intervupcido ou
nio da reacio duwrante 0 PYOCeEsSs0 de leitura noe

espectrofotometro.
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O0s métodos colorimétricos de SUMNER (1943) ¢ KOCH
(1958) sfo baseados na colovaclio dos hidvopevroxidos
- produzidos pela reacio enzimatica com tiociénato, medindo o
aumento da absor¢io a 480nm, cowm A interrupciio da rcaclo
enzimitica, antes da leitura, pela adi¢8o de ctanol.
Conforme HOLMAN (1935) este tipo de veacio tew A desvant aaem
que a.cor vermelhas produzida quando o tiocianato de fevrvo é
formadb, ¢ muito sensivel & variacBes de concentyaglos pov
isco as condigdes empivicas precisam ser vigidamente

coﬁtroladas para obter veprodutibilidade da cor.

SURRE* (1964) wmediu o pico de absov¢io de luz
ultra-violeta em 234Anm, em fungio da formacio dos compostos
- dieno conjugadoss € intevrompeu também a veacdo antes da
leituré‘com etanol € utilizou um branco € um contvrole que

sofre a intervup¢io da veagio por aquecimento no tempo Zevo.

HILDERRAND & HYMOWITZ (1981) prcocupavam-se com
contaminantes pro-oxidantess poy acaso existentes, tais como
o cobre, o fervo c hewe oxidases. Fara tantos utilizaram no
prepavo do éubstrato, dcido citrico para formay quelatos com
os metais e WaCH para inativav as hewe oxidases. Utilizaram
tamhém acido l1inoléico € metil-1inoleato como substvatos. A
restricf%o a esse método estid na utiliza¢&o do ciancto

considerando-se  que as isocnzimas lipoxigenases possuen
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dtomo de fervo em suas estruturas.

AXELROD et alii (1984) utilizarvam pH e substratos
especificos, dcido linoléico e araquiddnico para cada vea¢So
enzimdtica e wedivam as reagbes com as isoeniimas separadas
por cromatografia em colunas de DEAE-SEFHADEX. BARROS et
alii (1984) modificaram O método utilizando extrato bruto da
semenée ndo desengordurada, o que difere de todos os autoves

citados anterviovmente.

Existem wétodos baseados na co-oxidagio ou
oxida¢fo acoplada, na qual os hidroperdéxidos ou prvodutos da
degradagio deste, em PYeESEN(’ do substrato apropriado,
promovem o descoramento do carotenos da clovofila ou outras
substancias. Esta reaglo de descoramento pode ser medida em
espectrofotdmetro (GROSSMAN & ZAKUT 419793 KIKUCHI &
KITAMURA, 1987). Entretanto, AXELROD (i981) e OROSSHAN &
ZAKUT (1979) nfo recomendaram o descovamento do carvoteno
para quantificar a lipoxigenase povdque a mistura acido avaxo
poliinsaturado-caroteno é muito jnstavel. A instahilidade se
deve & proporcionalidade limitada entre a extensfo da reagdo
e a concentragfo da enzima € também povque a atividade de
descoramento do caroteno ¢ diferenciada cntre as trés
isoenzimas. No entantos KIKUCHI & KITAWURA (1987) testando
um método simples para detectar a isoenzima Li desenvolveram

uma nova técnica usando a atividade enzimatica de
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descoramento do cavoteno coma um método auxiliavy para a

simples detec¢lo das trés isoenzimas.

Diferentes métodos o empregados na andlise
qualitativa das 1lipoxigenases. Os mais utilizados s&o &
eletvoforese em gel de poliacvilamida contendo duodecil-
sulfato de sddio (SDS) (KITAMURA et alii, 19833 KITAMURA, -
1984;'HILDEBRAND & HYMOWITZ, 1981) e focalizacBo isoelétvica
(HILDEERAND & HYMOWITZ, 419813 VERHUE & FRANCKE, 19723
SAUAZAKT et alii, 1987). Fmprega-se ainda a imunoatinidade
cromatografica ou difusfo radial imunoquimica (ELISA)
(HILDEBRAND & HYMOWITZ 198135 YABUUCHI et alii. 19823
KITAMURA et alii, 1983% KITAMURA, 1984). Entre 05 mét odos
qualitativos citados o mais pratico e vapido é o da
eletroforese em gel de poliacrilamida. O mais eficiente na
detecedo das trés isoenzimas é o da imunoafinidade
cromatograficas no entanto, a produgio dos anticovpos
cspecificos demanda tewpo € requer purificacio e isolamento

das tvés isoenzimas.
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3 MATERIAL E HeETOIDOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 MATERIA-FRIMA ESTUDADA

Foram utilizadas sementes de soja Glycine max (L..)
Merrills do cultivar 1aC-8 (comercial)s, das mutantes FPI
408251 (menos 1), FI 86023 (menos L2)s TOHOKU n® 74 (menos
.3)s vistas na figura S5, ¢ das linhagens provenientes da
quarta gera¢io do primeivo cvuzamento (F4) dos mutuntes sem
lipoxigenase com O cultivar comercial IAC-8. um dos mais
plantados no Brasil € rovtanto com alta capacidade

adaptativa as mais diferentes regides.

Todas as sementes fovam fornecidas pelo Eng® AgY .
Manoel A. C. Miranda da Sec¢fo de leguminosas do Instituto
Agronbmico de Campinas (IAC), provenientes da colheita de

abril de 1990 (Centvo Expevimentals Fazenda Santa Fl1iea) .
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FIGURA 5 -~ SEMENTES DE CULTIVARES DE 50J4 UTILIZADAS HO
MELHORAMENTO GENETICO E COMD FADRBES NOS ENSAIOS DE

ELETROFORESE E ATIVIDANE ENZIMATICA.

As sementes oriundas do Japio* cowm oendtipo
recessivo para Lis L2 e L3 foram plantadas em ¢asa de
vegetacBo para uma pré-selecio © no ano seguinte semeadas em
sete épocas. semanalmente, para aque houvesse coincidénceia de
florescimento com o cultivar Iﬂﬁ;B e viabilizasse as
hibridacdess que foram realizadas de forma que o IAC-B

sempre fosse o parceivo feminino do cruzamento.

§ SEHENTES FORMECIDAS FELD DR. KEISUKE KITAHURA, FACULDADE DE AGRICULTURA, DEFARTAMENTD DE QUIHICA DE
ALTHENTOS, SENDAI, HIYAGI, JAFXOD, §&e.
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A geva¢8o Fi foi auto fecundada, dando na aeracio
F2 a proporgiio de ¢ Planta com auséncia da lipoxigenase para
3 com a referida enzima. As plantas F2 foram avaliadas em
condigtes de campo quanto &s caracteristicas agrondmicas e
em laboratdrio para atividade enzimatica. As plantas
selecionadas com o cardcter "auséncia de lipoxigenase” foram
semeadas em casa de vegetac8o ¢ hibridadas com o cultivay
IAC~8.constituindo~se 0 primeivo retvocvuzamento. Apds =
autofecundacfo ohteve-se a geracdo F3 que sofreu nova
avalia¢io ¢ seleg¢Ho. Estasy J& apresentando auséncia de
lipoxigenase, fovam Plantadas ¢ autofecundadas em  casa de
vegetagio. A F4, plantada em linha no campo, foi objeto do

presente trabalho.

Foram fornecidas sementcs de 107 rlantas com fator
recessive para a producfo de lipoxigenase {1 (~L.1), 200
p]antas‘com fator rescessivo para = producfo dc lipoxigenase
2 (-L2) e 200 plantas com fator rescessivo para a producio
de lipoxigenase 3 (-L3) sendo ques, nas Wltimas, 1P3
apresentavam hilo preto e o restantes, 77 apresentavam hilo

maryrom.

As sementes foram divididas em 16 rpools para
facilitary o processo de andlise ¢ estio apresentados na
tabela 4. Desta forma todo o material obtido na gevaclo F4

foi analisados a divisZo om rools permitiu ainda detectar



variahilidade dentro da linhagem.
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TARELA 1 - DNISCRIMINACXO DOS GRUFOS DE FLANTAS DA GERACAO F4

UTILIZADOS NAS ANALISES

SEMENTES I'A GERACXO F4

LINHAGEM. —LE. ... ...

GRUEOS...
"FOOL" 4
"FOOL"2
"POOL"3

"FOOL" 4

~ELANTAS
01 - S0x
G4 190
104 -—-150

158 200

e e ANHACGE L3
GRUEOS.. _FLANTAS.
"FOOL"S P4 ~ 230
"FOOLL"6 231 - 260
"FOOL"7 261 - 290
"FOOLL"8 291 - 323
"FOOL"? 324 - 342
"FOOL"1Q@ 343 - 364
"FOOL"44 342 - 380
"FOOL"12 381 -~ 400

e INBOGEN 2L
GRUEQS...... ELANTAS
"FOOLY43 404-427
"FOOLL” 14 428-4354
"FOOL”4S 455484

"FOOLL" 16 ABR-507

* N® de identificag¢io

as sementes

~l.is -2 €

Aléw das

~.3.

dos padrdes:

cementes da

das plantas

gevaglio F4

foram analisadas

o IAC-8 (comevcial) € os mutantes



3.2 METODOS

3.2.1 FREFARD DAS AMOSTRAS

as sementes foram congeladas, em seguidx
trituradas e acondicionadas em frascos com tampa em
congelador & -10°C, até momentos antes das andlises, com

excessio das amostras utilizadas para a eletvoforese que
foram previamente congeladas ¢ trituradas no momento da
andlise. A andlise preliminar da atividade enzimdtica de
sementes trituradas € armazenadas por 2 scmanas & —10°C ¢ de
sementes moidas no momento da andlise nfo indicou diferenga

significativa entre os valores encontrados.

3.3 EXTRACAO DOS LIPIDEDS E DETERMINACAO D¢ INDICE DE

PERSXIDOS

Efetuou-se a extraclo dos lipidios € & medida do
indice de peroxidos das sementes do cultivar I1AC-8. dos

mutantes -Li, ~LBs ~L3 e dos 16 pools das linhaugens



446

descendentes. Foi analisada a corvelag¢io entve o indice de
pevoxidos e a quantidade de lipidios nas linhagens

descendentes.

Fara a extragio dos lipidios totais (L.T.}) e
determinacio do indice de pevdxidos foram utilizadas 3,09 de
farinha de sojas 50,0mg dc sais biliares em €,0ml. dc dquau
deionizada. Cada amostra fol mantida sob agitacdo, em
agitador magnético, em velocidade constante durante 20win.
(tempo estabelecido previamente em testes preliminaves).
Seguiu-se o método de ELIGH € DYER (1i959) suprimindo-se
entretanto a dgua da mistura extratora inicial e aumentando-
se a quantidade de clovofdrmio, em 5,0ul, na segunda etapa
do processo, com a finalidade de utilizav 10.0ml da camada
inferior (solugilo de lipidio em cloroférmio) para a
determinag¢io do fndice de pevdxidos. Ewm vivtude deste
acréscimo o valor do fator de dilui¢io na formula de cilculo
do teor de lipideos totais foi alterado de 4 para 352

¥ L.T. = qa de L. x.9 x {o0

g de amostyra

0 indice de Pevdxidos foi determinado pclo método
oficial da JAPAN QIL CHEMIST’S SOCIETY (J.0.C.8.)s com as
modificacOes sugevidas por HARA & TOTAMNI (4988) utilizundo o
amido como indicador e como seluglo titulante o tiossulfato

de sodio N/100@. Cada amostra teve trés repeti¢des.
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3.4 ELETROFORESE

As isoenzimas lipoxigenases foram extraidas e
analisadas por eletvoforese em gel de poliacvilamida
contegdo duodecil-sulfato de sddio (SDS) de wcordo com
KITAMURA (1984) com as sequintes modifica¢des: o gel foil
tormado em tubos de vidro de 100x%,0mm, o volume do extrato
enzimdatico brutos ou seja, da amostva, Ffoi auwmentado para
20,0ul ¢ a corvida  foi realizada inicialmente a 41006V por
15min e 160V povr 2,5h 34 tempevatura ambiente, com trés

vepetigBes para cada amostra.

3.5 DETERMINACAO I'A ATIVIDADE ENZIMATICA

Fara quantificar e confirmar os rcsultados obtidos
através da eletvoforese foram utilizados dois wmétodos
espectrofotométricos de determina¢&o da atividade
enzimética:vo método de AXELROD et aliis 1981, modificado
por BARRDS et alii (1984) ¢ RESENDE (1986) € o método do

descovamento do carvoteno de KIKUCHI & KITAMURA (1987).
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3.5.1 EXTRACAO DAS ISOENZIMAS E DETERMINACXO 0 ‘TEOR DE
FROTEINAS

Foram pesadas £0,0mg da amostra (farinha de soja
ndo descascada) e suspendidas com 2,0ml de tampHo tris-HC1
SomM (pH 8) contendo CaCla 20mM (KIKUCHI & KITAMURA, 1987)
utilizando ultvasom Riosonic IV para homogeneizar a
suspensio. o sobrenadante foi centrifugado em
ultracentrifuga, Reckman mod.LS5-75, a 4,0<°C por POmin. a
10.000rpm. O extrato enzimatico bruto foi utilizado para a
determinac8o das .atividades das isoenzimas € para as

determinagdes de proteinas.

0 teor de proteinas do extrato enzimdtico bruto
foi determinado pelo método de BRAIFORD (41976), usando
solug8o de soro albumipna bovina como padrfo, sendo que a
cubeta de vidro foi lavada entre as leituras, wuma vez com

dlcool e duas vezes com dgua destilada.
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0g resultados desta determinaclo fovam utilizados
no calculo da atividade enzimdtica especifica (AF) dividindo
os valores de U (Unidade de atividade enzimatica) pelo teor
de proteinas existente em cada amostral Ak = U/mg de
proteinas (umol de dienos conjugados ou cetodienos/min /mg

de proteinas).

3.9.2 PREFARO DIOS SUBSTRATOS

A solucgio. cstoque de &cido linoléico 40uwM foi
preparada de acordo com KITAMURA (19284). Fovam dispersos,
com ultrasom de imerslo, Ekransonic £, 140mg de acido
linoléico 99X em S.0m. de dgua (deionizada, fervida e
degaseificada comn WNg gasoso por Swin) contendo @,4i8ul de
TUEEN 8@. Foram-adicionados a dispersﬁol ?,28ml. de NaOH 2N
para torna-la transldcida. 0 wvolume foi ent&o completado
para S0ml com dqua e a solu¢io foi estocada em aliqllotas de
3.9mL em frascos crviogénicos de 4ml, com tampas substituindo
o ar dos frascos por Ne gasoso e em seguida foram
congelados & ~1@°C. Foram abertos no momento das anilises e

mant idos em banho de gélo.

A soluglo estoque de metil-linoleato iomM Toi

preparvrada disgolvenﬂo 147 ,0mg do éster 99% em S,0ml. de



etanol 95% e em seguida o volume foi cowmpletado pava U59.0ml
com tampSo fosfato @,iM (pH 7). A solugio estoque foi

armazenada da mesma forma que a antevior.

3.5.3 DETERMINACZO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade da lipoxigenase 1 (L.1) foi determinada
de acordo com EARROS et alii (1984) ou RESEMNDE (1986), sendo
que a leitura foi realizada ao longo de 2win usando
espectrofotbmetvo Incibris, mod.RP50 a 234nm. Foram feitos @
ensaios com tamp8es diferentess Tris-HC1 @.2M (teste 1) e

Borato de sodio 0,2M (teste IXIY, ambos no pH 2.

Cada amostva continha 2,0m. de um dos tampdes
@.2M, pH 9, 50,0ul. do extrato enzimdtico bruto e 50,0ul do

substrato acido linoléico 1oumM.

A atividade da lipoxigenase 2 (L2) foi determinadsa
de acordo com RESERNDE (i986), medindo-se o aumento da
absorbincia a £34nm ao longo de Smin. Foram realizados &
ensaios com substvatos difeventess Acido linoléico 10umM

(teste I1II) e metil-linoleato 10wk (Leste IV).

Cada amostyva continha 2ml. de tampldo fosfato de



sddio .24 (pH &,1)s 52ul. do substrato (dc. 1linoléico ou

metil-linoleato) e Soul do extrato enzimiatico bruto.

A atividade da lipoxigenase 3 (LL3) foi detevminada
de acordo com BARROS et alii (41984) ou RESENDE (1986) sendo
ques a leitura foi vealizada ao longo de 2mins ewm dois
ensaios. Un a 2806nm com &cido linoléico i0mM (teste V) e o

outro a 234nm com metilmlinoleato 10uM (teste VI).

Cada amostra continha Pul. de tawpio fosfato de
s6dio 9.2 (pH 6.8)s 50ul do substrvato (dc. linoléico 1OmM

ou metil-linoleato 10mM) e SQul do extrato enzimético bruto.

Todas as leituras foram feitas contra um byranco
contendo o tampfo especifico e o substrato correspondente

com 4 repetigOes pava cada amostra.

No ensaio com a L2 a cubeta foi lavada entre
leiturass, com dlcool etilico 95% uma vez € com  Aguads
3 vezess para evitar que a pH 6,1 & enzima ficasse aderida
as paredes da cubetas, o que normalmente ndo ocovre a pH 6,5

(AXELROD et alii, 1981).

Uma unidade de atividade (U) da isocnzima LY ou L2
foi definida como a quantidade da enzima que produz { mmol

de dieno conjugado por minuto. A& abhsortividade wmolar ou
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coeficiente de extin¢gio molar para os produtos da oxidacHo

do Acido linoléico em 234Anm é 2:5 % 10* »x wmol~* % cm™?* .

Uma unidade de atividade da isoenzima 1.3 foi
definida como a quantidade da enzima que gera 4 umol de
cetodieno por minuto. A absortividade molar ou coeficiente
- de exting®o molar para este produto é B,2 x 410% 3 mol™* x
cm”‘,.quando a leitura ¢é realisada a 28onm (AXELROD et

alii, 1981%1).

Il'e acordo com SILVERSTEIN et alii (4979) =
concentracio do solutos. em espectrofotometria de UV, ¢ dada
pela  formula: ¢ = A/E.b 3 Onde A& & =& lciturx cm
absovbdncias b & compvimento do caminho otico (no caso fcm)s
E é' a absortividade molar € ¢ a concentragio do produto du

reagdo ew mol/L (no caso os dienos).

3.5.4 DETERMINAGCXO DA ATIVIDADE ENZIMATICA FOR DESCORAMENTO

D0 CAROTENQ

0 ensaio foi fcito segundo KIKUCHI & KITAMURA
(1987) sendo ques © substrato A&cido araquiddnico foi
substituido pelo metil-linolcato i10mM. Foram realicxdos trés

testes ecspecificos para cada isoenzima: o teste 1 para



determinar a atividade de descoramento da Li foi realizado
utilizando o &cido linoléico 410uM mais soluco saturada de
caroteno em acetona como substvato iniciando a rveacHo em
tampio borato 0,05M no pH ¢ por imin a 20°C e posteriormente
adicionando tampfo fosfato @.,2M levando o pH a 4.8 por 3%min
a 20°C; o teste 11 para determinar =a atividade de
descoramento pela L2 foi feito utilizando o substrato metil-
lino]éato iowM mais soluclo saturada de caroteno em acetona,
em tampio fosfato 2.05m (pH 4.8) por 2%min. a 20°C3 o teste
111 para determinar L3 foi utilizado o Acido linoléico i@mH
mais soluglo saturada de caroteno em acetona, em tampio
fosfato 2.05ms pH 6.8 por {2min. a 20°C. As lecituras foram

e

feitas em espectrvofotdmetros Incibrias mod.250, a 452nm.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

A anilise estatistica de todos o0s cavaclerves
estudados, foi realizada no Departamento de Engenharia
Agricola da Escola de Agrvonomia da UFBA, usando o progyama

ecstatistico SAEG.

Os resultados das andlises de teor de lipidios,
indice de perdxidos, atividade enzimitica e descovamento do

carotenos foram analisados estatisticamente pclo teste F e
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0s parametvos que apresentavam difevencas significativas
foram submetidos ao teste de médias de Tukey, ao nivel de 65X

de probahilidade.

Frocedeu-se um teste de corvelagRo entre a unidade
de atividade enzimdtica () e atividade enzimatica
cepecifica (AE), =assiwm como entre o percentual de lipidios e

o indice de perdxidos.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4 L;PfDIOS E fNDICE DE FERSXINOS

TAFFEL (1962) relatou que o indice de pevoxidos €
uma das formas de se detectar a rvedugio da atividade
enzimatica no ©Oleo contido na farinha de sementes de soja.
Uma das etapas desse trabalho tentou avaliar a eficiéncia
desse método. A primeira ctapa da avaliacio do indice de
perdxidos foi a extragfo e determinacio pevcentual dos

lipidios totais nos cultivares testados.

A determinagio de lipidios quando realizada pelo
método oficial (sugerido pela ASSOCIATION OF AHALYTICAL
CHEMISTS) separa o extrato etéreo (método de Soxhlet)
quantificando apenas os lipidios ndo polares. Nesse tvabalho
a andlise quantitativa dos lipidios foi feita pelo método de
RLIGH & DYER (1959), o qual determinando os lipidios totais,

inclui também os lipidios polares.



A anilise percentual dos lipidios totais "dos
mutantes FIA08254 (-L4), FIB4EER3 (-LB) e TOHOKU N=.74
indicou teores de lipidios inferioves ao cultivar comercial
1AC-8 (figura 6&). Esses resultados sfo semelhantes waueles
relatados por SAWAZAKI et alii (1986). As linhagens
descgndentes dos mutantes -Li e -L3 (Fool 13, 14, 15, 16 e
S. bs 7s 8Bs 95 10, 11, i2) apresentaram pevcentagem de

lipidios infeviores ao 1AC-8.

Em testes preliminares, através do indice de
peréxidoss foi feita a avaliacBo do nivel de oxida¢io da
farinha de soja do cultivar IAC-8, com 8,75% de umidade,
apds exposi¢io a0 dr a uma tempevatura constante de 30°C,
por ditferentes intervalos de tempo (3, 10, 15, 20, 30, A5,
60, 180 e P40min). NRo foi observada nenhuma oxidagio até os
i2%mins 6correu a formagio de 22448 meq/Kg de perdxidos aos
PAGmin. Fara conseguir resultados em um  €spaco de tempo
menor foi necessdrio umedecer ¢ agitar as amostvas para
induzir a oxidacBo procedendo-se a leitura em 20win, valores

estes apresentados na figura 7.



CULTIVAR X ¢t or
; -
‘ _ 7/
L IAC-8 7 2021 0268
PI40825141) 1882 20399
POOL 13 16.79 204899
POOL 14 1588 0431
POOL 1S 13.50 +0088
POOL 18 15.93 20108
P186023(-L2) 1721 t0522
POOL 1 1985 20289
.POOL 2 2103 £0.796
pOOL 3 21.04 20920
POOL 4 2088 $0.750
TOHOKU 7461.3) 1273 0812
POOL § 18.14 20408
POOL 6 11.79 20497
POOL 7 17.18 0120
POOL 8 17.61 20848
POOL® 1858 0334
POOL 0 18.31 10131
POOL 11 18.77 20220
POOL 12 18.66 0222

FIGURA & - PERCENTAGEM DE LIPIDIOS (EN BASE GHIDA) DOS CULTIVARES UTILIZADOSO (IAC-8, Pl408254,

PI85623, YOHOKU K® 74) E DAS RESPECTIVAS LIKHAGENS DESCENDENTES (POOLS).



CULTIVAR ) Xtor
1AC—8 A A7 /0000000000000 770 1886 t0277
P1408251H11) 1582 * 1208
POOI 13 1560 t 0818
POOI 14 1032 ¢ 1296
POOIL 1S 1232 2 0.720
POOI 16 1430 t 0.788
P186023 (12) 1554 & 19
POO! 1 138 ¢ 003
POOI 2 ¢ 076 ¢ 0.180
POOL 3 art : 011’
POOI 4 ase ¢ ons
TOHOKU 74H.3) B& 1825 ¢ a2
POOI § 7368 :0I1m
POO! & 711 08
POOI 7 713 *a2m
POOI 8 ss1 toa20
POO! 9 2258 %020
POOI 10 1004 32 0308
POOI 11 1463 t Q830
POOI 12 1400 20448

FIGURA 7 - RESULTABOS DA AVALIACX0 DO NiVEL DE OXIDACXO DOS CULTIVARES UTILIZADOS (1AC-8, PI46825i,
F186623, TOHOKU K° 74) E DAS RESPECTIVAS LINHAGENS DESCENDENTES (POOLS), PGS 1NDUCX0 DA OXIDACXO,

ATRAVES DO {NDICE DE PERAXIDGS (sEq/Kg de dleo)



Os vresultados do indice de perdxidos evidenciaram
que houve reducSo do potencial de oxidac3o das isoenzimas
quando se compara o cultivar IAC-8 e os mutantes PI408251
(-L1), FIBGOR3 .(—La) e TOHOKU N=.74 (~-L3). Entretanto, a
comparacio de todos os mutantes com as vrespectivas linhagens
indicaram a existéncia de diferencas significativas entre os
mutantes e seus respectivos descendentes. Estes rvesultados

sugerem que a indugfo da oxida¢®o pode ter sido inadequada.

4.2 CARACTERIZACXO ELETROFORETICA

A importancia da eletroforese em estudos de
genética de plantas, atvavés da caracteriza¢fo enzimatica,
deve-se a diversas razdes. Ao contrario dos gens que
governam caracteres morfoldgicos, resisténcia 2 doengas e
outros, pode-se relacionar diretamente a variac%o fenotipica
(bandas) com a varia¢%o genética, uma vez que as enzimas 530
produtos diretos dos gens. Além do mais, a grande maioria
dos loci . isoenzimicos apresentam segregacio mendeliana
simples € interagem de forma co-dominante, entio as bandas

isoenzimaticas funcionam como mavcadorves genéticos KEFHART

(1990) .

As sementes das linhagens (FOOLs) foram analisadas

por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SIS para
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verificar se a gevaci3o F4 mantinha as cavracteristicas
introduzidas pelo vetrocruzamento. Os cultivares IAC-8,
FI408251 (-Li), FIBs023 (~-L2) e TOHOKU N® .74 foram

utilizados como padrdes.

A eletroforese ocorreu em 2:30 a 3:00h, metade do
tempo citado por KITAMURA (1984), HILDEBRAND & HYMOWITZ
(1982), DAVIES & NIELSEN (1986) e RESENDE (1986). A reducio
do tempo pode ser atribuida a utilizag¢80 de tubos
cilindricos de vidro para a polimerizac%o do gel e para a
realizacio da elui¢¥o, o que nHo Ffoi utilizado pelos
autores acima citados. BLOEMENDAL (1967) fez veferéncias ao
aparélho de eletroforese que realiza separa¢gdes de proteinas
em gel de poliacrilamida com SIS, em tubos cilindricos de
vidro, num intervalo de tempo de 35min 2 uma corvente
constante de SmAmp por tubo. KITAMURA et alii  (1976)
utilizando aparelho de eletroforese similar conseguiram a

eletroforese de sub-unidades de proteinas de soja em 3:00h a

uma voltagem constante de 150V,

A resolu¢lo das bandas das isoenzimas dos
cultivares mutantes e das linhagens sd foi conseguida com
nitidez com o aumento da quantidade do extrato enzimatico
bruto (amostra) de iouL para 20ul. Os geis, mantidos em
solugio descorante por 8 meses, conservaram a nitidez das

bandas por todo o periodo.
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Os resultados da andlise por eletroforese podem
ser observados nas figuras 8, B8A, 9, 9A, 10, ioA, 14, 114,
12 e §2A. Na figura 8 e BA observa-se a eletvoforese dos
cultivares utilizados como padrdes € as mobilidades
relativas (MR) das respectivas isoenzimas: O cultivar IAC-8
com trés bandas (uma média e duas fortes) correspondendo as
isoenzimas Li, L2 e L3; o cultivar FI408251 (-L4) com duas
bandas fortes correspondendo as isoenzimas L2 e L.3; PI86023
(-L2) com duas bandas fortes correspondentes alLiel3eo
cultivar TOHOKU Ne 74 (-L3) também com duas bandas fortes
correspondentes & Li e L2. No cultivar IAC-8, assim como nos
mutantes -Li e ~-L2 aparecem duas bandas fracas imediatamente
abaixo das bandas fortes, ainda no cultivar comercial a
primeira banda com MR @,33 é de intensidade média € no
mutante -L2 a banda ©,34 de intensidade fraca; observa-se
que o Fato ocorre onde as isoenzimas L3 estfo presentes o
que pode ter como causa provavel a a¢fo do SIS sobre as
formas isoenzimaticas L3 que provocaria desdobramento em
subunidades que ocupariam a posic3o das bandas fracas.
AXELRODI, (1974) relatou que as isoenzimas lipoxigenases
quando submetidas a ag8o de SDS sofrem dissociag@o parcial.
Excetuando-se as bandas fracas, os resultados acima, foram
obtidos também por KITAMURA (1984), DAVIES & NIELSEN (1986)
utilizando um du dois cultivares comerciais € 0s mesmos trés
mutantes. 0s regultados obtidos com os padrOes mostraram ser
satisfatorios para discriminar as isoenzimas nas linhagens

descendentes.
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A eletroforese do cultivar mutante FIA408251 (~-L1)
utilizado como padrio e das linhagens descendentes (POOL 13,
14, 15, 416) s8o mostradas na figura 9 e 9A. 0 mutante
FI408254 apresenté duas bandas fortes na posi¢clo das
isoenzimas L2 e L3, com MR 0,34 e 0,39 e duas bandas fracas
com MR em 0,47 € ©,5; o FOOL 13 apresentou as duas bandas
fortes em uma posi¢Bo ligeiramente inferior as bandas
correspondentes no padvio -Li, a L3 com MR de 0,4 ¢ a L2 com
®,46 e tvrés bandas fracas a primeira em 0,34 acima das
bandas fortes, a segunda e a terceira abaixo, em 0,49 €
0,56. DAVIES & NIELSEN (1984) justificaram a presenca de
bandas Li e L2 abaixo da posigio original, “erro de
leitura"”, como co-migra¢3o de bandas que ocasionalmente
ocorrem. Essa co-migracio observada em todos géis dos
descendentes —-Li, possivelmente pode ter sido causada pelo
desdobramento parcial das isoenzimas de estrutura dimera e
tetramera, durante o processo analitico, o que explicaria
também a presenca das bandas fracas superiores apenas nos
descendentes. Os pools 14, iS5 e ibrapresentaram 2 bandas
correspondentes &s isoenzimas L2 e L3, como no pool i3 e
apenas & Abandas fracas, uma acima e a outvra abaixo das
bandas fortes com MR de 0,34 ¢ 0,56 respectivamente. Ficou
evidenciado pela eletroforese SDS-FAGE que o0s FOOLs
descendentes apresentaram caracteristicas comuns e

equivalentes ao padrio, o mutante ~-L4i.
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FIGURA 8 - RESULTADO DA ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA COM SDS ILUSTRANDO AS BANDAS
CORRESPONDENTES AS 1ISOENZIMAS Li, L2 E L3 NOS CULTIVARES UTILIZADDS COMO PADRGES, IAC-8

(COMERCIAL), PI408251 (-L1), PIB&0E3 (-L2) E TOHOKU N° 74 (-L3).
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FIGURA 8A - ESQUEHA DA ELETROFORESE SDS-PAGE REPRESENTANDD A NOBILIDADE RELATIVA DAS

ISOENZIHAS LIPOXIGENASES KOS CULTIVARES IAC-B, PI40B251 (-L1), PIB&@Z3 (-L2) E TOHOKU N°74

(-13).
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FIGURA § - RESULTADO DA ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAHIDA COM 5DS ILUSTRANDO A4S BANDAS

CORRESPONDENTES AS 1ISOENZIMAS Lf, L2 E L3 NO CULTIVAR PI408251 (-Li} E NAS LINHAGENS

DESCENDENTES (POOLS 13, 14, 15, 14).
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FIGURA $4 - ESQUEMA DA ELETROFORESE SDS-PAGE REFRESENTANDD A HOBILIDADE RELATIVA DAS

ISOENZIHAS LIFOXIGENASES NOS CULTIVARES PI4@8251 (-Li) E DE SEUS DESCENDENTES (POOL 13, 14, 15

E 15).
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FIGURA 1@ - RESULTADO DA ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA COM SDS ILUSTRANDO AS BANDAS
CORRESPONDENTES AS 1ISOENZIMAS L1, L2 E L3 NO CULTIVAR PIB&023 (-L2) E NAS LIKHAGENS

DESCENDENTES (FOOLS 1, 2, 3, 4).
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FIGURA 10A - ESQUEMA DA ELETROFORESE SDS-PAGE REPRESENTANDO A HOBILIDADE RELATIVA DAS

TSOENZIMAS LIPOXIGENASES NOS CULTIVARES PI184023 (-L2) E SEUS DESCENDENTES (POOL 1, 2, 3 E 4).
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FIGURA 11 - RESULTADOD DA ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAHIDA COH SDS ILUSTRANDO AS BANDAS

CORRESPONDENTES AS ISOENZIMAS Li,

DESCENDENTES (POOLS 35, 6, 7, B).
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FIGURA 114 - ESQUEMA DA ELETROFORESE SDS-PAGE REPRESENTANDO A HMOBILIDADE RELATIVA DAS

ISOENZIHAS LIPOXIGENASES NOS CULTIVARES TOHOKU N°74 (-L3) E SEUS DESCENDENTES (POOL S5, &, 7, E

.
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FIGURA 12 - RESULTADO DA ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA CON SDS ILUSTRANDO AS BANDAS

CORRESPONDENTES AS ISOENZIMAS Li, L2 E L3 NO CULTIVAR TOHOKU N° 74 (-L3) E NAS LINHAGENS

DESCENDENTES (POOLS ¥, 1@, {1, 12).
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FIGURA i2A - ESQUEMA DA ELETROFORESE SDS-PAGE REPRESENTANDD A MHOBILIDADE RELATIVA DAS

ISOENZIMAS LIPOXIGENASES NOS CULTIVARES TOHOKU N°74 (-L3) E SEUS DESCENDENTES (POOL %, 18, i

E i2).
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Em todos os esquemas a representacio de A e A’ s3o
bandas que correspondem as subunidades de 7S globulina (EB-

conglicinina) de acdrdo com KITAMURA (1984) .

Na eletroforese do cultivar mutante FI84023 (-L2)
€ seus descendentes, figura 10 e 10A, observa-se que o
mutante apresentou duas bandas fortes e trés bandas fracas;
as bandas fortes em 0,42 e 0,49 e as bandas fracas em 9,35,
acima das bandas fortes e 0,53 e 0,59 abaixo. As bandas de
todos os descendentes ficaram localizadas em posicOes
semelhantes no que diz respeito a mobilidade relativa. As
bandas correspondentes 3as isoenzimas Li e L3 dos FOOLs
descendentes s&o idénticas s do padrfo, & excessZo da banda
fraca ©,53 que n#o aparece nas referidas progénies; a
distdncia relativa entre as duas bandas fortes no mutante e
em suas progé€nies foi de ©,06 diferindo das distancias
relativas das bandas mais fortes dos demais cultivares que
ficaram no mdximo em 0,04 o que evidencia serem as duas
bandas L1 e L3. Outro fato observado é a co-migracio das
bandas Li e L3 situadas abaixo de suas posicBes padr8es, que
possivelmente pode ter sido resultante do desdobramento

parcial de suas estrutuvras dimeras durante o processo.

Nas figuras {1, 114, i E 124 encontram-se os
resultados da eletvoforese do cultivar mutante TOHOKU Ne 74
(~-LL3) ¢ das linhagens descendentes (POOL S, 4, 7, 8 com

sementes de hilo preto e 9, 10, 11, {2 com sementes de hilo
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marvrom); observa-se que em todas as linhagens a banda
correspondente a isoenzima L3 n¥o € wvista. 0 FOOL 12
apresenta uma terceira e quarta bandas fracas com MR em 0,33
e 0,85 que podem ter suas origens explicadas pelo
desdobramento parcial das formas tetr8mera e dimera da L2 e
Li, respectivamemte; a (dltima banda fraca ¢é encontrada

também nos FPOOLs S5 e 6 e no mutante.

0 térmo isoenzima, séricto sensu, engloba bandas,
"eletvomorphs”, sendo geradas por diferentes loci, ou
diferentes alelos do mesmo locus (aloenzimas) e modificacBes
pos-translacionais de enzimas (isoenzima secunddria ou banda
fantasma); esta dltima pode vesultar de mudangas moleculares
originadas por diferentes condi¢Bes do ensaio como: técnica
de congelamento, inadequada extrag3o por tampio, condig¢Bes
nfo fisioldgicas do ensaio, amostra velha, super aquecimento
dos geis durante a eluig¢8o, ou outras causas (KEFHART,

1990).

As bandas fracas observadas nas figuras 8, 8A, 9,
?A, 16 e 10A, no cultivar IAC-8, nos mutantes -Li, -L2 e
seus rvespectivos descendentes, podem ter sua origem
explicada pela aglo do SIS sobre as isoenzimas L3 que
possivelmente provocaram o desdobramento em subunidades
protéicas. KEFHART (1990) relatou que alelos nulos que n¥o
apresentam atividade isoenzimdtica, homozigotos €

heterozigotos tornam—-se visualmente indistintos quando as
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proteinas s%0 manomévicas; os heterozigotos mostram duas e
quatro bandas fortes (fenotipicas) inesperadas nas formas
diméricas ou tetvaméricas das proteinas. Em alguns sistemas
enzimaticos e deptro de certas condigBes experimentais,
isoenzimas secundiarias, bandas fantasmas (fracas) geralmente
aparecem acompanhando bandas primarias. Apesar das
isoenzimas lipoxigenases apresentarem estvrutura dimera e
possivelmente tetva@mera, os geis ilustrados n%o apresentam
multiplicac¢io de bandas fortes caracteristico de plantas
heterozigotas, mas sim bandas fracas, possivelmente
isoenzimas secundirias oriundas de formas multiplas,
produzidas durante o processo, que apresentariam diferentes
conforma¢cles, ocupando posicBes distintas no gel, como

relatado por KEFHART (1990).

Analisando a presenca destas mesmas isoenzimas
HILDEERAND & HYMOWITZ (1984), KITAMURA (i984) e DAVIES &
NIELSEN (1986) obtiveram bons resultados com o SNhS-FAGE.
KITAMURA (1984) modificou o seu método original tornando a
concentracio do gel de corrida constante em 7,5% de
acrilamida acabando com o gradiente de concentracfo; DAVIES
& NIELSEN (19868) modificaram também o método original de
KITAMURA et alii (41983) alterando as dimensdes e
concentracBes do g9gel € o pH do tampXo obtendo bons
resultados. SAWAZAKI et alii (i987) tiveram dificuldades
para obter a resoluglo das bandas utilizando o método SDS-

FAGE de KITAMURA et alii (4983) utilizaram entio a
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focalizag8o isoelétrica e obtiveram éxito. KIKUCHI &
KITAMURA (1987) relataram textualmente problemas com a
obtencio da resolugio das isoenzimas pelo método SDS-PAGE,
mesmo apds as modificacBes sofridas no método e sugeriram a
utilizaco de métodos complementares para avaliar a reducSo
das isoenzimas. NAVIES & NIELSEN (41987) apontam a
necessidade de métodos mais sensiveis que venham a detectar
os niveis das isoenzimas lipoxigenases em cultivares e/ou
linhagens reconhecidamente recessivas para as respectivas

isoenzimas.

KITAMURA (1984) confirmou os resultados obtidos na
cletroforese com a determinag8o da atividade enzimdtica,
pelo método espectrofotométvrico de AXELROD et alii (i981),
utilizando os dcidos 1linoléico e araquiddnico  como
substratos, tendo utilizado também a caracterizaglo

imunoldgica com focaliza¢3o elétrica.

A eletroforese, como relatado anteriormente, foi
eficiente na identificagSo das sementes dos cultivares
mut antes assiﬁ como para as plantas da gera¢lo F4 recessivas
para as trés isoenzimas Li, L2 e L3, demonstrando que todas
os FOOLs avaliados apresentaram auséncia da respectiva
banda. Esse método entretanto foi seguido de outros métodos
analiticos complementares para confirmar os resultados

obtidos.
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4.3 ATIVIDADE ENZIMATICA

0 método espectrofotométrico de determinaglo da
atividade enzimdtica utilizando as condigOes adequadas de
pH, os substratos especificos e subst@ncias auxiliares para
inibir e ou estimular a atividade das isoenzimas, vem sendo
eficiente para detectar reducio de atividade das isoenzimas
lipoxigenases em extratos enzimdticos de soja (AXELROD et
alii, 1981;HILDEBRAND & HYMOWITZ, 4984; BARROS et alii,

1984; RESENDE, 1986).

Neste trabalho a atividade enzimatica foi
utilizada como um método quantitativo complementar a
celetroforese. Foram utilizados seis testes para andalise da
atividade enzimatica das lipoxigenases e selecionados os
mais eficientes na discrimina¢cSo das sementes das plantas

-Li, ~-L2 e -L3.

Os resultados dos testes realizados para
determinar a atividade enzimdtica expressos em umol de
dienos conjugados/min (testes I,II,III e IV) e umol de
cetodienos/min (testes V e VI), encontram-se na tabela 2 e
2A. Fara avaliar =a atividade da isoenzima Li foram

utilizados dois testes, o teste com o tamp8o Tris-HC1 (I)
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foi mais preciso, CVUZ = 2,24%, do que o tamplo borato (11),
CV=7,55%; a menor solubilidade do tamp30 borato quando
comparado ao tampfo Tris e a precipitagio do mesmo quando
mantido sobre _refrigeracﬁo ou em banho de gélo,
provavelmente determinaram @a diferenca de precisfo dos dois
métodos. Entretanto os dois testes discriminaram bem as

asementes de plantas -Li das cementes dos demais cultivares.

Para a determinagio da atividade da isoenzima L2
em pH 6,1 os resultados evidenciaram que O teste com metil
linoleato (IV) foi mais eficiente na discriminag8o das
sementes -L2 enquanto que o teste com acido linoléico (III)
n%o distinguiu as sementes -L2 das -Li. 0 CV para os testes

foram 5,85% e 8,944 respectivamente.

Os resultados da determinac8o da atividade da
isoenzima L3 encontram-se na tabela 2A; no teste utilizando
o metil-linoleato a pH 6,8 (VI) ocorve a discrimina¢io das
sementes de plantas -L2 e -L3 das sementes de plantas -Li e
do IAC-8. Adicionalmente, o teste com o éster apresenta
maior precisfo (CV = 7,73X) que © teste com dcido linoléico

(CV = 32,26%),no mesmo pH.

Os dados acima evidenciam a maior eficiéncia do
teste I, para discriminar as sementes —Li; do teste IV para

discriminar as sementes -2 e o0 teste VI para discriminar as

2 CV = COEFICIENTE DE VARIACKO DO TESTE
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-2 e -L3. Os resultados da atividade enzimdtica para os
cultivares avaliados utilizando os testes acima encontram-se
nas tabelas 3, 4 e 5. Na tabela 3, encontram—-se os
resultados da at?vidade enzimdtica para a isoenzima Li, onde
o mutante PI408251 (-Li) e suas linhagens descendentes (FOOL
13, 14, 15 e 16) apresentaram atividade (U) menor que i,
diferindo estatisticamente dos cultivares mutantes F186023
(-L2), TOHOKU N® 74 (-L3) e o IAC-8. Esses resultados
comprovam a incorporacio dos alelos recessivos 1xi.Ilxi e sua
manutencio na geracfo FA apds o retrocruzamento, conforme ja
se demonstrou na eletroforese. Cumpre ressaltar que, embora
na eletroforese dos FOOLs 13, 14, 15 e 14 apare¢a uma banda
fraca, a presenga desta n#Ho implica em aumento da
atividade enzimdtica, pelo contrario, ela permanece muito

baixa como foi caracteristico para o mutante -L1i.

Na tabela 4 encontram-se os resultados para
atividade da isoenzima L2 onde o cultivar mutante FIB6023
(-L2) assim como seus descendentes (FOOL 4, 2, 3 e 4)
apresentaram atividade enzimdtica significativamente mais
baixa que os demais cultivares, comprovando & redugdo da

atividade enzimitica através do retvocruzamento.

No teste de atividade enzimdtica para a isoenzima
L3 (tabela 5) o mutante TOHOKU N= 74 (-L3) e suas linhagens
descendentes nio diferem estatisticamente do mutante PIB6023

(-L2), excetuando-se o FOOL 8. Os mutantes -L2 e ~L.3 assim



75

como as linhagens (FOOL S5, &, 7, 8, 9, 10, ii e i2) diferem
estatisticamente do cultivar IAC-8 e do mutante FI408251
(~-L{). Esse teste n¥o +oi eficiente para discriminar as
sementes -L2 das -L3 porque no pH 6,8 as duas enzimas
apresentam atividade quase equivalente e possuem afinidade
pelo mesmo substrato. Ainda assim os resultados obtidos
evidenciam a redugfo da atividade enzimdtica na geracido F4 e

confirmam os resultados obtidos pela eletroforese.
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TABELA 2 - RESULTADOS BE SEIS TESTES DE ATIVIDADE ENZIHATICA DAS I1S0ENZINAS LIPOXIGENASES EM EXTRATO

ENZIMATICO BRUTO DE  SEMENTES DE CULTIVARES DE SOUA JAC-8, P14eg25t (1) COH SEUS DESCENDENTES (FOOLS

13, 14, 15, 16), P186023 (-L2) CO SEUS DESCENDENTES (POOLS 1, 25 3, 4).

———-1 f § 1 fe————

CULTIVAR 1 I 31 ] v VI
1AC-8 v 19,40 18,0 11,8 4,7 AN 1,8
s H0887 1,370 0,8255  H,4ER 1,175 L9

o "3 7,59 1,14 R 8,0 8,48

F1408251 [ 4,58 (N 7,89 4,18 2 .55
19) s 0,055  0,0135  0,1056 03 R0 GUN
w 2,87 3,3% $,35 (K 1,75 3,8

POOL 13 v (I TR R ] 9,28 3,92 1,03 8,87
s LSS 035 0,B952  0,1035  4,2988 452

w 3,3% 8,29 9,69 2,64 28,80 1L,

POOL  §A (1} 4 ne 8,44 3,48 {,@ 8,18
s OSN3 L1547 0,127 4,008,098

w 5,88 4,59 5,83 3,13 4,38 3,79

POOL IS v nwe 0,49 8,8 34 1,2 7%
' s LM L8 4,000 0,587 428 0L,17TH
w (I TR ] 1,0 1,73 11,9 8,84

ool 16 v 4,68 0,8 7,88 34 1,64 8,64
s LS LB 61312 6,675 N8 8,280

w 110 5.8 1,88 2,13 2,88 3,35

PI8se3 ] 13,3 15,78 9,56 16 4,60 5,45
42) s LUE 01889 L0 L8 693 LR
o) (K 1,8 415 B0 5,4 1,93

pOL 1 v 15,54 15,53 9, HY 6,59 &L
$ 1200 2,507 90,2789 0,357 6,020 0,077

o 0“8 14,18 2,9 2,43 3,77 4,59

FOOL 2 v 8,22 i1 3% 1,68 4,5 S
s 69281 10748 64,2976 0,053 4,0912 6,083

w [V, 4,8 3,4¢ 348 B 2,5

PO 3 v 145 11,73 8,72 . 1,18 ] $i9t
s §,2708 6583 0,5058  0,1205 8,033 8,237

(a] 2,43 5.8 1,2 10,39 10,49 4,82

[yt S ] v 4,38 15,8 8,42 1LY 8,4 Sydé
s 1391 68288 €024 0,05 4,023 40299

(] ,% 3,9% 1,34 S84 5,89 "“s

CV/TESTE 24 1,5 8,54 5,85 R,26 I
U = thidade de atividade enzimitica es usol de dienos conjugados/ein,  § - Besvio padrio,
CV - Coelicieate de varfas3o (1), 1, 11 - Testes realizaddos a oR ¥ cos dcide linolédco,
.tupio Tris ¢ Borate respectivasente. 111, IV - Testes realizados a pH &,1 cow o
whstratos 3cido lieoléico ¢ sclil Yisoleato. ¥, VI - Vestes rpalisados a pH 4,8 con o8

substratos dcido linoleico e mctil-linoleato respectivanente



77

TABELA 2A - RESULTADOS DE SEIS TESTES DE ATIVIDADE ENZIKATICA DAS ISOEWZIHAS LIPOXIGENASES EM EXTRATO

ENZIMATICO BRUTO DE SEHENTES DE CULTIVARES MUTANTE DE SOJA TOHOKU N° 74 (-L3) COH SEUS DESCEMDENTES

(POOLS S, &, 7, 8 DE HILO PRETO € 9, 18, 11, 12 DE HILO HARROH).

e N S I B

CULTIVAR 1 1 1l 11} ] VI
TOHOXU 74 v 965 1,58 15,12 L4 088 4,81
i s GO B 05248 0357 0,008 L5
o 05 672 432 681 11,15 BN

POOL S U Wit ¥ ue LR L9 4,5
s IS 0,759 029 6,308 0,17 8,9700

o G40 28 1,0 138 167 85

oL 6 u 12,50 12,70 1,0 380 05 3N
N 060581 00250 6,200 0,092 0290 9,355

o s L0 2,0 L2 L9 4

pooL 7 v W7 14,2 148 44 073 LA
s LATE 1,962 079M B,5248 0,209 0,077

o A6 13,81 5,89 2,80 283 3,98

0L 8 v T 12,45 10,48 3,88 1,8 3,78
s 00539 0,837 0,520 69820 6,298 0,13

™ OB LT S 4N %8 3[R

POL 9 v 15,8 13,06 11,56 459 69 4,9
s BAI2 5 0,320 LN LI 4,50

o & 4% 3 62 e 348

PooL 10 v 12,50 S0 §1,80 L4 095 5%
s 0058 LESTE 02175 0528 6,158 0,081

o I THRNE TR 3 T X | BT ] $,26

POOL 11 v 7 1528 1,80 476 69 5,85
s LATE B35 03765 73 2370 0,4765

o LU S Y B U 3,3

POOL f2 v TN TR T S TR 1 LB LY 5%
s 6053 6,339 0,367 0,033 4,252 0,120

v I BT Y TR N T B N TR TR T

Vleste 44 1,55 B9 SBS  R2% 1,05

U - hidade de atividade enzisitica ex umol de cetodicnos/min.

§ - Desvio padrio.

CV - Cocliticnte de variacio (1), 1, Il - Testes realizaddos a pH 9 con dcido linolfico,

tacpdo Tris e Borato respectivancnte,

i,

IV - Testes vealizados a ¢H 6,8 con of

substratos 3cido Vieoléico ¢ wetil-linoleato. ¥, VI - Testes realizados a pH 6,8 com o8

substratos 3cida tinoléico e sctil-linoleato respectivaacnte.
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TABELA 3 ~ ATIVIDADE ENZIMATICA DA ISOENZIMA LIFOXIGENASE 1
(L1) NOS CULTIVARES DE S0JA IAC-8, FPIB6O23 (-1.2)s TOHOKU
N® 74 (-L3) E FI408254 (-L{) COM SUAS LINHAGENS DESCENDENTES
(FOOLS 13, 14, 15, 16).

et ome o o SoE oSS s Gme S o8 St WS Ah PB4 G Seae W® Gmme St RS M G S S a0 A6 BEG 85 G0t Sme Sms gem See cEU Bee ¢S &2 Fw ln S S0 e S o b M TE) RS Ge B TEe SB1 Sme SR SES GBI 08 S04 Bee o

FENGSGTIPO ATIVIDADE ENZIMATICA

T ke R o s v o o8 Sen ad Ses S8 $28 408 BB KO UL Sums S S8l PEe Pom A0

CULTIVAR Le L2 1.3 Ut AL
IAC-8 ' + + + 19,10 A 327,59 A
FI84023 + - + 43,35 R 218,47 K
TOHOKU 74 + + - 9,65 € 175,27 €
F1408251 - + + 0,58 I 9,38 I
FOOL 13 - + + 0,46 D 5,33 D
FOOL 14 - + + 0,64 I 6,50 I
FOOL 45 - + + 0,42 I 4,84 I
FOOL 16 - + + 0,68 I 6:43 I

-....-.-.—....--_—..—---.—-...-.--._...._._-.....-.-.-._..-...—_.-.—_...-.-.—....-.......-- e ome v m beu e Gom Bt G20 ¥ Sme PEs Shw Wt tms o Se ¢ bm. S0 ee

ty o= unidade de atividade enzimatica (umol deo  dicnos
conjugados/win.); ® AE = atividade enzimatica cspecifica
(U/mg de proteinas). 3 + e — indicativos da prescenga ou
auséncia da isoenzima. 4 A, Ry Cy I - As midias scauidas da
mesma letva nio diferem estatisticamente pelo teste de Tukey

a0 nivel de 5% de probabilidade.
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TABELA 4 -~ ATIVIDARE ENZIMATICA DA 1SOENZIMA LIPOXIGENASE 2
(L2) NOS CULTIVARES $0JA IAC-8, FI408251 ¢(-1.1), TOHOKU No.74
(-L3) E FI846023 (~L2) COM SUAS LINHAGENS DESCEMDENTES (FOOLS

1, 25 3» 4).

FENGSGTIPAO ATIVIDADE ENZIMATICA

o v et sam i e - 04 S Giae Wi Srm Sy 0 P - re $em S sars S Gomb 0 20w Pew S S48 d e Sem brw Gme Gme S M08

CULTIVAR 1.1 Le 1.3 us AE®
1AC-8 + + + 4,92 A 84,83 A
F14082514 - + + 4,41 K 65,63 R
TOHOKU 74 A + - 4,40 AR 80,00 AR
F186023 + - + 1,16 C 19,33 C
FOOL 1 ¥ - + 1,36 C 21,25 C
FOOL 2 + - + 1,68 C 20,30 C
FOOL 3 + - + 1,16 C 17,58 C
FOOL 4 + - + 1,00 C 14,29 C

+ Yy = unidade de atividade enzim&tica (umol de dicnos

conjugados/min.)s ¥ AE = atividade chzimdtica especifica

(U/mg de proteinas). 3 + e — indicativos da presenga ou
auséncia da isoenzima. 4 A, Kk, C - fis médias seguidas da

mesma letva nfdo difevew cstatisticamente pelo teste de Tukey

ao nivel de 5% de probabilidade.
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TABELA 5 ~ ATIVIDADE ENZIMATICA DA ISOENZIMA LIFOXIGENASE 3
(L3) NOS CULTIVARES DE $0JA IAC-8, PI40B251 (~l.1)s PI140825%
(-L4) E TOHOKU N= 74 (—LQ; COM SUAS LINHAGENS DESCENDENTES
(FOOLS S5s 65 75 8, 95 10, 11, 12).

et e e e vaae St n Se o Gt 444 Wiee S4% GOw W% W SEm SUY BmS M SO ST Sme SmE e o SR 080 SeS pes b0 MEM S S - s awt b £13 Sea Gn S0m e B SES G0 M b e G0 S Ser S 3 Sme 4nT ebn cow Snd

FENGSGTIPFO ATIVIDANE ENZIMATICA

CULTIUV AR L | L2 .3 us HES

.—-..—..—.—-—.—-.——.-_.—.—-.-._—...——-——-.--.—-.-...-...’.—-n-..-.—...u.—....—_._...—.-. - bere o s P . G4 GBS S P00 GO0 W

1AC-8 + + + 10,84 A 181,90 A
P1408254 - + + 3,99 B 133,59 B
FI184023 + - + <5445 CD 92,83 CD
TOHOKU 74 + + - 4,81 CDE 87,64 ChE
FOOL 9 + + - 4,55 ChE %8.33 CbE
FOOL 6 | + + - 3.92 DE 56,34 DK
FOOL 7 + + - 4,41 CDE 63,00 CDE
FOOL 8 4 + - 3.78 E 53,86 =
FOOL 9 + -k - 4,96 CIE ?2.00 ChE
FOOL 10 + + . - 536 CD - 846,45 CD
FOOL. 14 * + - 5.95 CD g87.e7 CD
FOOL {2 + + - %.36 CD - 72.96 CD
* U = unidade de atividade enzimatica (umol de

cetodienos/min.)3 ® AE = atividade enzimdtica especcifica
(U/mg de proteinas. 3 + @ - indicativos da presenca ou
auséncia da isoenzima. 4 A, B, C, Iy, E - As médias seguidas
da mesma letva nfo diferem cotatisticamente pelo teste de

Tukey ao nivel de SX de probabilidade.
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Fara o presente trabalho a atividade enzimatica
especifica (AE), foi definida como sendo a raz&o entre a
unidade de ativi@ade enzimidtica (U) e o teor de proteinas
encontrado no mesmo volume do extrato enzimdtico bruto. Os
coeficientes de correlaglo entvre U e AE  (80% a 98X
indicaram que a formula utilizada para calcular os valores
de AE nesse trabalho é eficiente a despeito de em literatura

existivrem outras formas de calcular esse parvametvo.

4.4 ATIVIDADE ENZIMATICA DE DESCORAMENTO DO CAROTENO

Os resultados da avaliac®o da atividade enzimatica
por descovramento podem serv observados na tabela 6. 0 teste I
do descoramento foi utilizado para detectar atividade da
isoenzima Li; pode ser visto que foi satisfatorio para
discriminar os cultivares que apresentavam fenotipo -Li, ©
cultivar mutante FPI408254 (~Li) e as linhagens FOOL 13, 14,
1% e i6; este cultivar e suas respectivas linhagens
descendentes apresentaram atividade de descoramento mais
elevada. Os autores do método (KIKUCHI & KITAMURA, 1987)
explicam que a incubaglo das amostras de sementes com
jsoenzima Li em dcido 1linoléico a pH 9 por imin a 20°C,
funciona como um pré-tvatamento pois nesse tempo a maior

parte do substrato € convertido a hidroperdxidos e estes sdo
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decompostos por enzimas hidroperoxido-liases antes da
mistura ser ajustada para o PH 6,8, impossibilitando a
utilizac8o do substrato pelas isoenzimas L2 e L3. Segundo
HILDERRAND & HYHOWITZ (1982) essas isoenzimas s30 realmente
necessdrias e efetivas no Processo do descoramento do
caroteno; ja os cultivares -Li, deixam muito substrato
remanescente ocorrendo assim uma elevada atividade de
descoramento através das isoenzimas L2 e L3 existentes

nestas sementes.

No teste 1II os cultivares FI86023 (-L2) e TOHOKU
N® 74 (-L3) e suas respectivas progénies, apresentaram uma
atividade de descoramento significativamente mais baixa que
os cultivares IAC-8, o FI408251 (-L{i) e suas linhagens
descendentes, que possuem as isoenzimas L2 e L3. Estes
resultados confirmam a eliminac%o e/ou reduclo das citadas

isoenzimas nas progénies consideradas ~L2 e -L3.
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TABELA 6 ~— DESCORAMENTO DO CAROTEND (AESORBANCIA A 452nm)

ATRAVES DD EXTRATO ENZIMATICO BRUTO DE SEMENTES DE SOJA

- ——— - —— o m— — o

FENOTIFO TESTES
CULTIVAR  —ommmmmmmmmm e o e e e e e e e e e
(Li,L2,L3) I+ 118 1112
IAC""B + + + 00705 B 0:159 A 0:208 A
FI 408254 - 4+ + 0,149 A 0,174 A 0,195 A
FOOL 43 -+ + 0,143 A 0,i88 A 0,243 A
FOOL L4 - + 4+ 0,154 A 0,164 A 0,243 A
FOOL 45 - 4+ o+ 0,167 A 0,162 A 0,205 A
FOOL 16 - + + 0,155 A 0,183 A 0,194 A
FI 86023 + - + 0,789 C 0,338 RCIDE 0,265 B
POOL & + - + 0,785 C 0,314 CIDEFG 0,273 B
FOOL 2 + - + 0,788 C ©,348 DEFG 0,285 B
FOOL 3 + - o+ 0,793 C @,376 DEFG 0,260 B
FOOL 4 + - + 0,788 C 0,336 ECD 0,239 AB
TOHOKU 74 + + - 0,706 B 0,401 FG 0,469 IE
POOL S + + - 0,690 B 0,385 EFCG 0,494 EF
FOOL & + + - 0,732 B 0,395 FG 0,489 EF
FOOL 7 + + - 0,698 B 0,399 FG 0,516 F
FOOL 8 + + - 0,742 B 0,405 6 0,508 EF
FOOL 9 + + - 0,748 B 0,329 BC 0,434 CD
FOOL i@ + + - 0,692 E 0,313 B 0,430 CD
POOL 4% + + - 0,744 B 0,349 B 0,404 C
FOOL 12 + + - 0,742 B 9,357 BCDEF 0,410 C

—.—-«.————..————.-——.———————.—————-.——.—.-—.—-—-.-—.———.—.-——-———.--——.-—---—-.—-——-——-u

s TESTE FARA L1 COM ACIDO LINOLEICO, INICIALMENTE EM TAMPAO
BORATO ©,05M (pH 9) FPOR f{WMIN. A 20°C, FOSTERIDRMENTE EHM
TAMPAOD FOSFATO 0,21 (pH 6,8) POR 30min; ® TESTE FARA L2 COM
METIL-LINOLEATO EM TAMFAO FOSFATO 0,05H (pH 6,8) FOR 20min A
2o~c; ® TESTE FARA L3 COM ACIDO LINOLéiCO EM TAMFAO FOSFATO
0,05M (pH &,8) FOR {0min A 20°C. 4 A, R, C, D, E, F-AS
HMEDIAS SEGUIDAS XDA MESHMA LETRA NAO DIFEREM ESTATISTICAMENTE

FELO TESTE DE TUKEY AD NiVEL DE 5% [E FROBARILIDADE.
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No teste III os cultivares IAC-8, o mutante
F1408254 (~Li) e as progénies ~Li descoram mais intensamente
o caroteno porque possuem as isoenzimas L2 e L3; o cultivar
FIBéOES (-L2) e suas linhagens descendentes descoram com
menov intensidade, a excessio do FOOL 4 que apresentou um
descovramento superior aos seus similares; o cultivar (TOHOKU
N® 74 (-L3) e os seus descendentes (FOOL 5, &, 7, 8, 9, i0,
11, 12) apresentaram uma atividade de descovamento baixa,
diferindo significativamente das demais. As isoenzimas
responsdveis pelo descoramento do caroteno sdo a L2 e
principalmente a L3 conseqlentemente sua redu¢io nas
sementes das linhagens provoca a queda da atividade

enzimatica de descoramento.

0 método da atividade de descoramento do cavoteno
foi mais eficiente na discriminacfo das sementes -Li e -L3
através dos testes I e III respeﬁtivamente. No teste 11
possivelmente com um substrato mais adequado talvez se

pudesse discriminar as sementes de plantas ~L2 das -L3.

Estabelecendo uma correlagio entre os resultados
da eletroforese e da atividade enzimética, observa-se que R
presenca de bandas fracas nos FOOLs ~Li, -L2 e ~-L3 ni3o
resultou em acréscimo da atividade sobre substratos
cespecificos, como sobre a capacidade de descoramento do
caroteno. Estas subunidades protéicas provavelmente nf&o

implicam em atividade enzimdtica.
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S . COHNHNCLUSOSES

- 0 indice de perdxidos foi ineficiente na avaliagfo da
veducHo da atividade enzimdtica em farinha de sementes de

linhagens de soja -Li, ~L2 e -L3.

- A eletroforese foi um método de andlise eficiente na
discriminacXo das bandas corvespondentes as trés isoenzimas
lipoxigenases, discriminando as plantas que apresentaram

auséncia da respectiva banda.

- 0 método espe;trofotométrico para determinar a atividade
da isoenzima Li utilizando tampRo Tris-HCI1 trouxe maior

precisio nos resultados.

- 0 metil linoleato foi o substrato mais eficiente na

discriminacfo das sementes de plantas ~L2 e das -L3.
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- Os métodos espectrofotométricos de medida da atividade
enzimatica através da oxidac8o dos substratos especificos ou
através do descoramento do cavoteno foram eficientes na
discriminac&o dag plantas com diferentes niveis de atividade

das lipoxigenases

- Através da eletroforese e da medida da atividade
enzimitica pelos métodos espectrofotométricos ficou
evidenciado que os cultivares mutantes F1408254, FIBGOZ23,
TOHOKU No 74 e seus descendentes diferivam do cultivar
comercial IAC-8, ficando comprovado que 0S descendentes da
geracao F4 mantivevam os genes recessivos pava as

respectivas isoenzimas.
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