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RESUMO

Com o fim de verificar os melhores métodos para identificagio de
mutantes de soja para a enzima lipoxigenase e a posslivel correlagéo entre
atividade enzimética e teor de &cido linolénico, foram analisadas semenies
do cultivar JAC-8 e das linhagens A-5 (de baixo teor de &cido linolénico), P!
408251 (mutante menos L,), Pl 86023 (mutante menos L,), Tohoko n? 74
(mutante menos L), e as da geracgo F, do cruzamento do ‘IAC-8' com as
linhagens mutantes (menos Ly, menos L, e menos L), quanto aos teores de
4cido linolénico, atividade de lipoxigenase e ocorréncia de gendtipos com
auséncia de isoenzima de lipoxigenase. A quantificacao da atividade enzi-
matica foi realizada por método colorimétrico e a detecgdo das isoenzimas
de lipoxigenase, por focalizacdo isoelétrica. O teor de bleo foi determinado
gravimetricamente e o de 4cidos graxos, por cromatografia em fase gasosa
de seus ésteres metflicos. A determinacéo da atividade enzimética forneceu
boa indicagdo para identificacdo final das iscenzimas por focalizagao iscelé-
trica, permitindo o emprego desse método para a escolha de linhagens em
programa de melhoramento genético visando a maior estabilidade do dleo de
soja. Para o material estudado, ndo se encontrou correlagdo entre atividade
enzimética e teor de 4cido linolénico.

Termos de indexagao: soja, Glycine max (L.) (Merrill), lipoxigenase, acido linolénico.

(1) Recebida para publicacdo em

(2) Secéo de Fitoguimica, Instituto Agrondmico (IAC), Caixa Postal 28, 13001 Campinas (SP).
(3) Secgdo de Leguminosas, 1AC.

{(4) Com bolsa de suplementacio do CNPg.

Bragantia, Campinas, 46(2):371-380, 1987



372 H. E. SAWAZAK] et al.

1. INTRODUCAO

Fatores antinutricionais da soja, como inibidores de tripsina e quimotrip-
sina, fatores bociogénicos e hemaglutininas, so inativados por tratamento térmico
em umidade adequada, de forma a ser efetivo e a ndo diminuir muito a solubilidade
da proteina. A desnaturacdo térmica influi nas propriedades fisicas de gelificacéo,
texturizagdo ou fibrilagdo da proteina. O tratamento térmico excessivo empobrece
o valor nutritivo, diminuindo os teores de aminoécidos sulfurados sensiveis ao
calor e a disponibilidade da lisina: com a hidrélise dos carboidratos, ocorre o au-
mento do nivel dos aglicares redutores, que reagem com o0s grupos ¢ -amino da
lisina na reacéo de Maillard.

A ativagdo da enzima lipoxigenase, pelo aumento da umidade necessa-
ria para a efetividade do tratamento térmico, origina a oxidag&o dos &cidos graxos
poliinsaturados com o sistema pentadieno, principalmente o 4cido linolénico,
desenvolvendo sabor e odor desagradaveis (MUSTAKAS et al., 1969, e SESSA et
al., 1969).

MATTICK & HAND (1969) isolaram 80 compostos volateis que acharam
ser 0 resultado da atividade da lipoxigenase, identificando 40, sendo grande a
concentracdo de n-hexanal € n-hexanol. ldentificaram entre estes o principal cau-
sador do sabor desagradavel, semelhante ao “green-beany”, que nao esta pre-
sente na soja crua, mas se desenvolve imediatamente apds maceracio do grao,
devido a autoxidagao do dleo de soja.

Métodos utilizados para a melhoria das caracteristicas organolépticas,
como o tratamento térmico, exiracdo com solventes organicos, utilizagdo, segundo
CHIBA et al. (1979), da enzima aldeido-desidrogenase (que catalisa a converséo
irreversivel dos aldeidos em seus &cidos correspondentes), tém sido estudados.

Em relacdo ao 6leo, os “off flavors” podem ser removidos por processos
de refinagdo, mas os componenies de degradacdo do odor e sabor permanecem,
causando o0 desenvolvimento do gosto desagraddvel, sendo necesséria a hidroge-
nacao para aumentar a estabilidade do 6leo.

A literatura relata a existéncia de isoenzimas de lipoxigenase em soja,
por gel eletroforese de disco, com colorac8o especifica das bandas enzimatica-
mente ativas (GUSS et al., 1967, 1968).

CHRISTOPHER et al. (1970) isotaram uma isoenzima, distinta da lipo-
xigenase tipo 1, anteriormente conhecida como a dos Aacidos graxos. Devide a
especificidade de substrato sobre uma faixa de pH, relataram ser a enzima tipo 2
a responsével pela lipoxigenase dos friglicerideos, corroborando KOCH et al.
(1958).

CHRISTOPHER et al. (1972) isolaram uma terceira isoenzima da lipoxi-
genase de soja, distinta das lipoxigenases 1 e 2. Relataram os pontos isoelétricos
de 5,68 para a 1; 6,25 para a 2 e 6,15 para a 3. As lipoxigenases 1 e 2 apresenta-

Bragantia, Campinas, 46(2):371-380, 1987



AVALIAGAQ DA ATIVIDADE DA LIPOXIGENASE EM LINHAGENS DE SOJA 373

ram pH 6timo, respectivamente 9,5 e 6,5. A tipo 3 mostrou atividade na faixa de
pH 4,5 a aproximadamente 9,0.

KITAMURA (1984) identificou trés linhagens mutantes de soja que nao
apresentaram as bandas das isoenzimas da lipoxigenase, a menos L,, a menos
L, e a menos L, por método gel eletroforese com dodecilsulfato de sédio (SDS).

VERHUE & FRANCKE (1972) e FUNK et al. (1985), através de focali-
zagdo isoelétrica e coloragdo especifica das bandas com atividade enzimética,
resolveram as duas classes principais de isoenzimas (tipos 1 e 2).

Os alelos nulos Ix,, Ix, e Ix, foram identificados para as proteinas L,, L,
e L, por HILDEBRAND & HYMOWTZ (1982), KITAMURA et al. (1983) e DAVIES
& NIELSEN (1986). Esses autores identificaram ¢s genétipos duplos recessivos
I, 1x, Ix;1x, € Ix,ix, Ix,Ix; e a ligagdo dos genes das protelnas L, e L.

Sendo possivel a diminuicdo da atividade da lipoxigenase pela incorpo-
ragdo dos genes mutantes recessivos, procurou-se pesquisar, neste trabalho, os
melhores métodos para a identificagdo do nivel e tipo de atividade enzimética,
assim como sua correiagdo yuanto aos teores do &cido linolénico.

2. MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se as sementes de soja Glycine max (L.) Merill, dos cuiti-
vares [AC-8 (comercial) e das linhagens A-5 (de lllinois, de baixo teor de 4cido li-
nolénico, HAMMOND & FEHR, 1983), Pl 408251 (mutante menos L,), Pl 86023
(mutante menos L,) e Tohoko n? 74 (mutante menos L), da colheita de setembro
de 1985, e as sementes da geragdo F, do cruzamento do ‘IAC-8' com os mutan-
tes menos L,, menos L, e menos L;, da colheita de marco de 1986.

O substrato empregado foi extraido do élec de sementes de Manihot ca-
tingae Ule contendo 85% de 4cido linoléico.

Para diferenciacdo dos cultivares realizaram-se as seguintes andlises
quantitativas e qualitativas: (a) extragdo de lipidios por hexano em Soxhlet
(TRIEBOLD & AURAND, 1963); (b) &cidos graxos, esterificados de acordo com
HARTMAN & LAGO (1973), por cromatografia em fase gasosa, utilizando coluna
de vidro 6' X 1/8" com fase liquida DEGS 10%, suporte Chromosorb WAW, 60/80
mesh, sob temperatura de 180°C; (c) lipoxigenase, pelo método do tiocianato de
KOCH et al. (1958) modificado, que mede a formagao de hidroperéxidos; (d) pro-
tefna solivel, pelo método de LOWRY et al. (1951); (e) gel eletroforese com SDS,
de KITAMURA (1984); (f) focalizacdo isoelétrica com coloragéo enzimética
(VERHUE & FRANCKE, 1972, e FUNK et al., 1985).

2.1. Extracao de lipoxigenase

Moeram-se 0s grdos até obtencdo de farinha com granulometria de 20
malhas, que foi guardada a 4°C. Na farinha desengordurada pelo método de
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Soxhlet, efetuou-se a extracéo de lipoxigenase pela homogeneizacio em tampao
tris-HCI pH 7,0, 0,05M, com dez minutos de ultra-som por trés vezes e centrifu-
gacéo a 10.000 rpm por dez minutos a 4°C. Utilizou-se a relagéo 1:10 ou 1:100
(grama de amostra/mililitro de tamp&o) para a andlise qualitativa ou quantitativa.

Manteve-se o extrato enzimético a 4°C, utilizando-se pipetas capilares
para evitar aderéncia da enzima as paredes de vidro dos recipientes (ALLEN,
1968).

2.2. Modificacao do método do tiocianato
a) Reagdo enzimatica

Pouco antes de se efetuar a reacdo enzimatica, diluiu-se o extrato
enzimético de 20 a 40 vezes, pois, uma vez diluida, a atividade é mais facilmente
perdida (DILLARD et al., 1961). A solucio estogue do substrato foi constituida de
0,01g de &cido linoléico.ml-! de etanol.

Efetuou-se a reagdo enzimatica, misturando-se, em tubos de ensaio,
0,2ml de extrato enziméatico diluido com 0,2 ml de solugdo de substrato diluido
(1:10) em tampéo tris-HCIi 0,2M, pH 8,4 ou 7.0, com ou sem 0,05mM Ca?*, A rea-
gdo foi interrompida aos cinco minutos pela adicdo de 3 ml de alcoo! etilico.

b) Reac&o de coloragdo dos hidroperéxidos

Adicionou-se ao tubo com reacdo enzimatica interrompida 0,1 mi HCI
20% (viv) e 0,05 mi de solugdo Fe2+ 0,1%. Agitou-se e, apés 30 segundos, acres-
centou-se 0,1 ml de tiocianato de amdnio 10%. Decorridos 5—15 minutos fez-se a
leitura, a 480 nm. A solucéo estoque de Fe?* consistiu em 5% de sulfato ferroso
amoniacal em HCI 3% (v/v).

2.3. Determinacao qualitativa

Para a determinagdo do perfil eletroforético das isoenzimas da lipoxi-
genase L, L, e L,, utilizou-se 0 método SDS-PAGE de KITAMURA (1984) e o0 de
focalizagdo isoelétrica como se segue. A exiracdo foi realizada com tamp&o pH
7,0, 0,05M (1:10), com extragho dos pectatos de célcio, de acordo com FUNK et
al. (1985). O gel de 13 x 11 x 0,1cm, consistiu em 7% de acrilamida, 0,2% de
N-N-metileno-bis-acrilamida, 0,05% tetrametiletilencdiamina, 1% de anfolitos
(0,53% de pH 4,0-6,5, 0,27% de pH 4,5-9,0 e 0,20% de pH 3,0~10,0), 0,0003%
de riboflavina e 0,0033% de persulfato de amédnia. Cs compartimentos do dnodo
(inferior) e cétodo (superior) foram preenchidos com H,PO, 0,1M e NaOH 0,2M.
A coloracdo das bandas para lipoxigenase, de acordo com VERHUE & FRANCKE
(1972), foi feita pela imers&o do ge!l em meio contendo 0,1% (p/v) o-dianisidina,
0,1% (p/vj acido linoléico e 10% (v/v) etanol em tampdo NaPi pH 7,0 0,1M. Para
prgteina, bela imersdo em meic contendo 0,05% de Coomassie blue e 0,1% de
CuS0O, em 4cido acético-etanol-H,0 (RIGHETTI & DRYSDALE, 1974).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, determinou-se a atividade da lipoxigenase da amostra IAC-8
pelo método do tiocianato, verificando-se que para ocorrer quase toda a reagéo
enzimdtica do extrato de 1000 ug (1:10) de amostra, sdo necessdrios 4 minutos e
0,713 umol do substrato &cido linoléico, em um volume de 0,4 mi.

Realizadas as reagbes dos extratos correspondentes a 1.000 ug das
amostras 1AC-8, menos L,, menos L, e menos L;, por 5 minutos, em volume de
0,4 ml, observou-se a atividade maxima quando a concentragdo do substrato va-
riou de 0,178 a 0,267 mM. O IAC-8 teve maior atividade enzimatica, requerendo
mais substrato, enquanto a menos L,, de menor atividade, sofreu maior inibigao
com o aumento do substrato (Figura 1). Os valores de K,, considerando-se ape-
nas as concentracoes iniciais do substrato, foram de 0,024, 0,044, 0,032 e
0,030 mM, indicando que o ‘IAC-8 teve reagdo mais rapida, seguido pelo menos
L,, menos L, e menos L,.

IAG-8
-L
1 3
< 0,2
O
pd
(<<
m
S
g 0.1
< -L,
| 1 1 1
0,178 0,356 0,891 1,783

SUBSTRATO, mM

FIGURA 1. Relago entre velocidade de reacdo de lipoxigenase e concentragéo de subs-
trato.
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Em vista de os resultados das reagles dos exiratos enzimdticos de
1.000 ug de amostra com 1,783 mM de substrato quase n&o determinarem dife-
rengas entre os cultivares, procurou-se determinar a quantidade de amostra
necesséria para se obter a caracterizacdo das amostras, cujos resuitados em ati-
vidade especifica estdo no quadro 1.

A leitura da atividade enzimdtica em absorbancia, correlacionada com o

contetdo protéico do extrato enzimatico, obtido de acordo com LOWRY et al.
(1951), é apresentada como a atividade especifica (AE):

100 X absorbéancia enzima
AE =

absorbancia protéica

Verificou~se que, a partir do exirato de 60 g de amostra, ocorreu maior
diferenga entre o cultivar IAC-8 e as linhagens.

Nesse caso, a extragao foi feita na razéo de 1:100.

Pelo quadro 2, verifica-se que a quantidade de &cidos graxos insatura-
dos, seja com duas (linoléico), seja com trés (linolénico) ligacdes duplas, ndo
pareceu correlacionar negativamente com a atividade enzimdtica, ou seja, para
menor atividade nao ocorreu maior quantidade do &cido linolénico. A linhagem
A-5 revelou baixo indice de &cido linolénico, embora a atividade enzimatica ndo
fosse muito inferior & do IAC-8.

O quadro 3 apresenta os resultados, em absorbancia, das andlises de
lipoxigenases no pH 8,4 e no pH 7,0 com e sem Ca?+, das amostras da geracéo
F, do cruzamento 1AC-8 X mutante identificadas como mutantes por focalizagdo
isoelétrica.

QUADRQ 1. Atividade especffica (AE) do extrato enzimdtico (ou de lipoxigenase) de quan-
tidades varidveis de amostras na reacéo com 1,783 mM de substrato, pH 8,4 0,05 mM
Ca2+, volume total 0,4 mi

Amostra ( ug)

Cultivar
400 250 100 80 60 40
Pl 408251 (- L,) 22 9 3 18 12 10
Pl 86023 (- L,) 41 109 69 126 188 126
Tohoko n® 74 (- L) 41 109 69 126 189 126
A-5 39 102 112 206 225 170
IAC-8 44 111 114 207 259 258
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QUADRO 2. Variag&o nos teores de dleo e de acidos graxos de gréos de soja

Acidos graxos

Cultivar Oieo
Palmitico  Estedrico Oléico Linoléico  Linolénico
Y% Y%
P1408251 (-L;) 17,56 13,71 1,42 17,93 58,67 8,26
P186023 (- L,) 17,86 16,64 1,35 25,83 49,39 6,80
Tohoko n® 74 (- L'3) 14,30 13,53 1,20 18,68 57,92 8,66
A-5 20,69 12,85 1,31 44,55 38,89 2,40
IAC-8 20,20 14,18 1,47 23,63 52,43 8,29

QUADRO 3. Niveis da lipoxigenase (em absorbancia)

pH 7,0
Cultivar pH 8,4
Com Caz2+ Sem Ca2+
IAC-8 . . i i 0,300 0,292 0,284
L 0,252 0,108 0,108
IAC8X-Lo. i ivii it 0,268 0,143 0,137
AC-8 X-Loe e iniininannnnn 0,244 0,125 0,108
IAC-8 X-Lo. v i iiinenn. 0,167 0,086 0,092
IAC-8 X-Lyevvin i 0,222 0,086 0,086
L 0,256 0,284 0,237
AC-8 X-Lyevvvnniniannnn 0,284 0,310 0,237
AC-8 X-Lg.vvinennnn, 0,194 0,284 0,208
IAC-8 X-Lg. v cvvnnnn... 0,237 0,301 0,260
AC-8X-Lg. .. vininenn. 0,268 0,310 0,260
AC-8X-Ly.vniin i 0,174 0,310 0,260
IAC-8X-Lg. v 0,222 0,284 0,229
o 0,032 0,187 0,174

Segundo KOCH (1968), o fon Ca?* estimula a lipoxigenase. CHRISTO-
PHER et al. (1972), porém, relatam que o ion Ca2* estimula a atividade da lipoxi-

genase L, a pH 7,0 e inibe a da L, em condi¢Ges similares.
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Como ocorreu o estimulo do fon Ca?* na atividade da lipoxigenase L, a
atividade do mutante menos L, é menor em pH 7,0 sem Ca?* do que com Ca?*.
Como a atividade da lipoxigenase L, € maior no pH 7,0, 0 mutante menos L, tem
menor atividade no pH 7,0 em relacéo ao 8,4.

O perfil das isoenzimas por SDS-PAGE foi de dificil identificacdo, tendo-
-se preferido 0 método de focalizacdo isoelétrica para a identificacdo dos mutan-
tes, como se vé na figura 2, que apresenta as bandas isoelétricas do cultivar IAC-
8 e das linhagens Tohoko n® 74, Pl 86023 e Pl 408251: metade do gel {segmento
1) foi colorido para proteina (RIGHETT! & DRYSDALE, 1974) e metade (segmento
i) para lipoxigenase (VERHUE & FRANCKE, 1972): a mutante menos L, apresen-
tou fracas as bandas A, B e C; a mutante menos L,, a banda E forte no lugar da
D, e a mutante menos L,, fracas as bandas A, D e E.

De acordo com os resultados do presente trabalho, as anélises quantita-
tivas da atividade de lipoxigenase forneceram uma indicacdo do tipo de cultivar,
facilitando a identificacdo final do mutante por focalizacgo isoelétrica, uma vez
que este Gitimo método necessita ser realizado s6 nas amostras com identificagéo
quantitativa positiva.

FIGURA 2. Resolugéo das isoenzimas de lipoxigenase de exiratos de sementes de soja
por focalizagao isoelétrica: 1: 1AC-8"; 2: Tohoko n? 74; 3: P186023; 4: P1408251. I: Colo-
racéo protéica. I): Coloragzo enzimatica.
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SUMMARY
LIPOXYGENASE ACTIVITY IN SOYBEAN LINES

Seed of soybeans, Glycine max L. (Merrill), cultivar IAC-8 and
lines A-5, low linolenic acid content, Pl 408251, lacking L, mutant, Pl 86023,
lacking L, mutant, Tohoko n? 74, lacking L, mutant, and F, population from
the crosses between IAC-8 and mutant lines (lacking L4, L, and L;) were
analysed for linolenic acid content, lipoxygenase activity and identification of
mutant lines lacking L, L, or L; isoenzymes. The purpose was to evaluate
methods to identify mutants lines of soybean for lipoxygenase and to verify a
possible correlation between enzimatic activity and linolenic acid content.
The enzimatic activity was estimated quantitatively by a colorimetric method
and lipoxygenase isoenzymes detection by isoelectric focusing. The oil seed
content was determined by gravimetry and the fatly acids content by gas
liquid chromatography of their methy! esters. The lipoxygenase activity data
was good to indicate mutant lines for the final identification using isoelectric
focusing. It permits the use of this method for choosing lines in breeding pro-
gram to obtain a good soybean oil stability. It was not observed correlation, in
the material studied, between enzymatic activity and linolenic acid content.

Index terms: soybeans, Glycine max (L.} (Merrill), lipoxygenase, linolenic acid.
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