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Abstract

Soy products processed improperly have unpleasant taste and aroma to the Western
population due to the presence of compounds formed during processing by the
action of lipoxygenase. To solve or minimize this problem Embrapa developed
soybean cultivars, which features the absence of lipoxygenases (LOX1, LOX2 and
LOX83) in their grains. These isozymes migrate in electrophoresis in the range of 100
kDa. This study aimed to establish a methodology to identify the presence of
soybeans grains containing LOX in soymilk. The extraction was performed by using
lyophilized soymilk and 0.05M Na,COs buffer. The polyacrylamide gel was used in
the concentration of 12% during a period of 7 hours and at 100V. It demonstrated the
effectiveness of the electrophoresis as a method for the identification of soymilk
prepared with grains with and without LOX.
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Resumo

Produtos de soja processados de maneira inadequada apresentam sabor e aroma
desagradaveis ao paladar ocidental, resultantes da presenca de compostos
formados pela agdo de enzimas lipoxigenases durante processamento dos graos.
Para resolver ou minimizar esse problema a Embrapa langou cultivares, dentre as
quais a BRS 213 e BRS 257, que apresentam auséncia das lipoxigenases (LOX1,
LOX2 e LOXS3), isoenzimas que migram em eletroforese na faixa de 100 kDa. O
objetivo deste trabalho foi implantar metodologia que permita identificar a presenca
de LOX em graos e extrato de soja. Cinco cultivares (BRS 213, BRS 216, BRS 257,
BRS 267 e BRS 284) e seus respectivos extratos foram avaliados neste estudo. As
amostras foram solubilizadas em tamp&o Na,COs; 0,05M. A corrida em gel de
poliacrilamida a 12%, por 7h e a 100V. Comprovou-se a eficicia da eletroforese
SDS-PAGE como metodologia para identificacdo de grdos e extrato com e sem
LOX.
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Introducéo

Desde a década de 70, a eletroforese tem sido utilizada em pesquisas cientificas,
com destaque de aplicacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, com a finalidade
de pesquisar fraudes. Diversos autores tém lancado méo dessa ferramenta, util para
detectar e quantificar a presenca de ingredientes estranhos a composicdo de
diversos produtos, como carnes e produtos lacteos (ABDEL-AZIZ et al.,, 1997;
STEPHAN, 2006). A eletroforese de proteinas também tem sido utilizada em
trabalhos de avaliagdo da degradacao e da oxidagao proteica de produtos de origem
animal, para avaliar a cura de produtos especificos, como presuntos de designagao
de origem controlada e, ainda, durante a aplicacdo de tratamento térmico (GIL;
GUERRERO; SARRAGA, 1999; FRAZAQO; STEPHAN; FURTADO, 2005; LARREA et
al., 2006; XIA et al., 2009). A aplicacao desta técnica para identificacdo de proteinas
de grdo de soja também vem sendo empregada especialmente no que concerne a
identificacdo da presenca das trés diferentes isoenzimas do tipo lipoxigenase
(KITAMURA, 1984).

A soja é um alimento de valor nutricional j& reconhecido por seu alto contetdo
proteico e o elevado indice de isoflavonas presentes em sua constituicdo. Porém,
nem sempre os consumidores estdo dispostos a consumir esta leguminosa por
apresentar sabor desagradavel. Para minimizar esse problema de aceitagdo, a
Embrapa langou cultivares especiais para alimentagdo humana. Estas cultivares sao
resultados de melhoramento genético obtido por meio de cruzamentos naturais. A
BRS 213 e BRS 257 apresentam deficiéncia de expressdo genética das trés
lipoxigenases, o que pode vir a evitar o desenvolvimento do sabor desagradavel do
grao. S&o trés tipos de lipoxigenases (LOX1, LOX2 e LOX3) e estas sdo isoenzimas
que migram em eletroforese na faixa de 100 kDa. Estas se caracterizam por
catalisarem a reacdo de transformagdo dos &cidos linoléicos e linolénicos em
compostos carbonilicos de cadeia curta, como aldeidos, alcoois, cetonas e
hidrocarbonetos. Estes compostos associam-se as proteinas, conferindo sabor
desagradéavel a seus derivados, limitando desta forma a popularizacdo dos produtos
a base de soja. Este trabalho teve como objetivo implantar uma metodologia de
andlise de soja por eletroforese SDS-PAGE que permita identificar a presenca de
graos de soja contendo LOX em extrato de soja.

Material e Métodos

Para avaliagdo dos grdos de soja, estes foram descascados e moidos. Ja os
extratos foram elaborados conforme descrito por FELBERG e colaboradores (2009),
cujos procedimentos envolvem o descascamento e cozimento dos graos a ebulicdo
em solucdo de bicarbonato de sdodio, lavagem, drenagem e trituracdo com agua a
ebulicdo, centrifugacdo e tratamento térmico. Os extratos foram liofilizados para
realizacdo das analises. As amostras foram preparadas para aplicagdo em gel de
eletroforese solubilizando-se 2mg em 1 ml de tampao carbonato (Na,CO3; 0,05 M,
uréia 6 M, sacarose 12% e SDS 1%).

Foi utilizado para este estudo o sistema de eletroforese da marca Biorad e a
metodologia de preparacdo dos géis descrita por LAEMMLI (1970). Para o gel de
corrida foi utilizada acrilamida na concentragcdo de 12% e no gel de aplicagdo na
concentragéo de 4%. A corrida foi realizada durante 7h sob uma tenséo de 100V.



Os marcadores de alto peso molecular foram obtidos a partir dos seguintes padrdes
de proteinas (em kDa): miosina 202,44; B-galactosidase 116,58; albumina de soro
bovina 98,08 e ovalbumina 47,11. Os marcadores de baixo peso molecular foram
obtidos a partir dos seguintes padrdes de proteinas (em kDa): fosforilase B 101,46;
albumina de soro bovino 87,54; ovalbumina 52,73; anidrase carbbnica 35,87; inibidor
de tripsina de soja 27,86 e lisozima 18,81. As proteinas dos géis foram coradas com
0 reagente de cor “coomassie blue R250”, durante uma noite, e descoradas com
uma solucdo de metanol/acido acético/agua destilada (40: 10: 50) por 3h. As
amostras foram analisadas em duplicata.

Resultados e Discussao

Para o desenvolvimento da metodologia de identificagdo de LOX em extrato de soja
foram utilizadas 5 diferentes cultivares: BRS 213, BRS 216, BRS 257, BRS 267 e
BRS 284. Foram analisados o0s grdos de soja e seus respectivos extratos
hidrossolaveis. Podemos observar (Figural), o desaparecimento de trés
bandeamentos proteicos na faixa de 32,20; 18,72 e 17,79 kDa nas amostras de
extratos de soja. Estas trés proteinas estdo presentes em todos os tipos de soja
estudadas, com e sem LOX. Portanto, estas cadeias polipeptidicas ndo poderiam
ser utilizadas como marcadores que indiquem a presenca das isoenzimas das
cultivares que foram modificadas. Porém, podem ser utilizadas para diferenciar o
material “in natura” de uma amostra processada. Foi identificado em alguns perfis
uma banda na faixa de 98,17kDa, referente as isoenzimas lipoxigenase
(KITAMURA, 1984). Os graos das cultivares BRS 216, BRS 267 e BRS 284
apresentaram esta banda com forte coloragdo devido a presenca destas enzimas
em sua constituicdo. Ja o perfil dos grdos BRS 213 e BRS 257 ndo apresentaram
esta banda. Assim, todos os extratos de soja obtidos a partir destes também néo
deveriam apresentar a banda referente as LOXs. A pequena intensidade de
coloragéo identificada para a banda de 98,17kDa do extrato da cultivar BRS 213
pode ser oriunda de alguma hidrélise de cadeia polipeptidica de maior massa
molecular (proveniente de uma outra enzima). O mesmo efeito ndo foi observado
pelo grédo da variedade BRS 257. Portanto, esta cultivar pode ser utilizada como
modelo para implantagdo desta metodologia. Quando analisamos o perfil dos
extratos obtidos das cultivares BRS 216, BRS 267 e BRS 284 a banda das
lipoxigenases (98,17kDa) apresenta-se com uma coloragdo bem intensa, indicando
a presenca das enzimas no gréo de origem. Portanto, apesar do processamento, e
inativagdo da enzima, ndo h4 modificacdo da integridade proteica da LOX o que
evidencia que este pode ser um método adequado para identificacdo molecular e
andlise rapida da origem de extratos de soja.
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Figura 1. Eletroforese SDS-PAGE dos graos de soja e seus respectivos extratos
hidrossollveis analisados

Conclusao

O método utilizado foi eficiente para identificar a presenca de lipoxigenase em
extratos e graos de soja. Os resultados comprovaram que as amostras de extratos
que continham LOX tinham como origem grdo de soja que apresenta estas
isoenzimas. O método também permitiu a diferenciacdo do material ‘in natura” e
processado. A cultivar BRS 257 serviu como modelo de implantagdo de metodologia
de analise eletroforética de grédos com e sem LOX.
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