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Resumo — O objetivo deste trabalho foi caracterizar bioquimicamente duas isolinhas de soja com alto teor de
proteina. O aumento do teor de proteina nas isolinhas foi acompanhado por redugdo no teor de 6leo e de
carboidratos totais. Em relagdo a composi¢ao aminoacidica, 0 aumento do teor de proteina promoveu acréscimo
em todos os aminodacidos, exceto glicina, alanina, metionina, cisteina e tirosina, mantendo a relagdo enxofre/
nitrogénio. A quantificacdo dos polipeptidios mostrou que o0 aumento do teor de proteina manteve inalterado o
teor das proteinas 7S, promoveu aumento no teor das proteinas 11S e, conseqiientemente, da relagdo 11S/7S.
Pode haver melhoria na qualidade do farelo de soja das isolinhas, uma vez que as proteinas 11S tém melhor
qualidade nutricional do que as proteinas 7S.

Termos para indexagao: Glycine max, aminoacidos, metionina, cisteina, 7S, 11S.

Biochemical characterization of high protein soybean lines

Abstract — The objective of this work was to characterize high protein soybean near isogenic lines. The increasing
of protein was followed by reducing of oil and carbohydrate. In respect to aminoacid composition, increasing of
protein promoted a rising in all aminoacids, except for glycine, alanine, methionine, cysteine and tyrosine,
although the ratio S/N has been kept. The measure of polypeptides showed that the increasing of protein did not
alter the quantity of 7S proteins, provided increasing of 11S proteins and 11S/7S ratio. An improvement of meal

quality in these lines can occur once the 11S proteins have a better nutritional quality than 7S proteins.

Index terms: Glycine max, aminoacid, methionine, cysteine, 7S, 11S.

Introducéo

Teores de proteina e 6leo em sementes de soja
determinam seu valor comercial. O farelo de soja
destinado a exportacdo é classificado em trés categorias,
de acordo com seu contetido de proteina: HyPro (>48%),
Normal (46%) e LowPro (<43,5%). Para atingir o indice
classificado como Normal e HyPro, a soja deve conter
acima de 41,5 e 43% de proteina nas sementes,
respectivamente, com base na matéria seca.

Sementes de variedades cultivadas de soja contém
cerca de 40% de proteina e 20% de 6leo com base na
matéria seca. As proteinas presentes em maior
quantidade sdo as proteinas de reserva glicinina e
B-conglicinina, lipoxigenases, inibidor de tripsina Kunitz,
inibidores de protease de baixo peso molecular (dos quais
o melhor estudado é o inibidor Bowman-Birk), lectina e
urease. Dessas, glicinina e B-conglicinina sdo

predominantes, perfazendo um total de cerca de 70%
das proteinas da semente (Hill & Breidenbach, 1974).
As outras, presentes em altos teores em comparacao
as proteinas metabdlicas, perfazem, geralmente, cerca
de 2 a 5% do total de proteina. As proteinas de reserva
da soja tém coeficientes de sedimentacdo de,
aproximadamente, 7S (composta pelas subunidades o,
o e B) e 11S (composta pelas subunidades AlaB2,
AlbB1b, A2Bla, A3B4 e A5A4B3) (Nielsen et al.,
1995).

Ogawa et al. (1989) e Kitamura & Kaizuma (1981)
verificaram que linhagens com variagdes nos teores das
proteinas 7S compensaram sua perda com o aumento
na sintese e deposicao das proteinas 11S (que tem mai-
or conteldo de metionina), mantendo assim o teor de
proteina total ndo alterado. Consequentemente, isto au-
mentaria o contetido de aminoéacidos sulfurados da pro-
teina de soja (Clarke & Wiseman, 2000). De fato,

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.41, n.5, p.725-729, maio 2006



726 R.M.A. de Moraes et al.

Kitamura (1995) demonstrou que uma linhagem mutante
com baixo contetdo de 7S apresentou aumento de cer-
ca de 15% nas proteinas 11S, em relagdo as variedades
normais, sem contudo alterar o teor de proteina total e
que, linhagens mutantes para baixo teor de proteinas 11S,
ndo sofreram reducédo no teor de proteinas 7S.

Linhagens de alto teor de proteina parecem conter
maiores teores de B-conglicinina e glicinina do que as
linhagens normais, e as quantidades relativas dessas duas
proteinas e de seus polipeptideos constituintes variam
entre as linhagens (Yaklich, 2001).

O aumento nas quantidades de proteina ocorreu a
custa do teor de 0leo, carboidratos totais e sacarose,
além de aumento no nimero de amino&cidos sulfurados
em linhagens com diferentes teores de proteina (Wilcox
& Shibles, 2001). No entanto, a proporcdo S/N (enxo-
fre/nitrogénio) manteve-se constante entre os teores de
proteina na populacdo. Esses autores sugerem que a
diminuicdo no teor de carboidratos totais e, principal-
mente, dos oligossacarideos rafinose e estaquiose, com
0 aumento no teor de proteina, poderia melhorar o valor
nutricional do farelo de soja. Linhagens mutantes que
produzem alto teor de metionina foram cruzadas com
genotipos normais e a progénie mostrou propor¢édo de
S/N 16,2% maior que o normal. Analises de aminoacidos
das sementes do progenitor recorrente e das linhagens
derivadas revelaram 1,51 e 1,84 mol%, respectivamen-
te, para metionina e 1,32 e 1,69 mol%, respectivamen-
te, para cisteina. Vieiraet al. (1999), ao avaliar gen6tipos
de soja destinados a alimentacdo humana, mostraram
que esses genotipos apresentavam excelentes balangos
de aminoé&cidos essenciais, sendo superiores aos valo-
res da proteina-padrédo estabelecidos pela FAO/WHO.

Uma avaliagdo geral de um gen6tipo é importante no
final de um programa de melhoramento, de forma que a
modificacdo genética sofrida pela linhagem ndo com-
prometa seu valor nutricional com o melhoramento.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar
bioquimicamente duas linhagens de soja com alto teor
de proteina, obtidas no programa de melhoramento da
qualidade da soja para a agroindustria, do Bioagro/UFV.

Material e Métodos

Duas isolinhas de alto teor de proteina, obtidas no pro-
grama de melhoramento genético da soja para a
agroindustria, do Bioagro/UFV, e a linhagem UFVTN 105
(com auséncia de lipoxigenases e teor normal de protei-
na), todas derivadas da variedade comercial CAC-1,
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possuindo mesmo background genético, foram avalia-
das quanto a composicao bioquimica de seus graos.

A determinacdo de proteinas foi efetuada pelo méto-
do de Kjeldahl para a quantificacdo de N total, descrito
pela Association of Official Analytical Chemists (1975),
com modificagdes. Na fase de digestdo, apos obtengédo
do material aparentemente digerido, adicionou-se
perdxido de hidrogénio 30%, levando a mistura a aque-
cimento por mais 30 minutos. Na fase de destilagéo,
recolheu-se a amonia liberada em solugdo de acido
borico 4%. Obteve-se o teor de N pela titulacdo da
amonia com &cido cloridrico 0,05 N. A partir do teor de
N, foi calculada a porcentagem de proteina total da
amostra, empregando-se o fator 6,25. Os resultados dos
teores de proteina foram expressos em porcentagem
com base na matéria seca, constituindo a média de trés
repeticoes.

Determinaram-se lipidios em aparelho extrator de
Soxhlet, utilizando éter de petrdleo como solvente, de
acordo com o procedimento descrito em normas analiti-
cas do Instituto Adolfo Lutz (Instituto Adolfo Lutz, 1985),
com refluxo por 10 horas.

As proteinas de reserva de sementes de cada genotipo
foram extraidas de amostras de fragmentos dos
cotilédones (10 mg) com 900 uL de tampao de extra-
¢do Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 contendo 0,2% SDS,
10 mM de B-mercaptoetanol e uréia 6 M. As proteinas
nos extratos foram separadas em géis gradientes de
poliacrilamida de 10 a 18% (Fontes et al., 1984) con-
tendo Tris-HCI 0,45 M, uréia 1,78 M e SDS 0,09%,
pH 8,8. Amostras de 20 uL foram aplicadas no gel e a
corrida foi realizada a 80 V por uma horae a 100 V por
cinco horas. As bandas protéicas foram reveladas em
solugéo de Coomassie Blue R-250.

A determinacdo do conteudo de cinzas foi conduzida
por meio da calcinacdo das amostras a 550°C, confor-
me 0 método descrito em normas analiticas do Instituto
Adolfo Lutz (Instituto Adolfo Lutz, 1985).

O teor de carboidratos totais foi obtido por diferenga
porcentual como mostrado a seguir: %CHO = 100 -
(%PTN + %cinzas + %0leo); em que %CHO é o teor
de carboidratos totais; %PTN €é o teor de proteina;
%cinzas é o teor de cinzas; e %0leo é o teor de Gleo.

De cada genotipo, foram analisadas duas repeticdes
de amostras de sementes de soja moidas em moinho do
tipo Wiley. A farinha obtida foi desengordurada em
extrator Soxhlet. Os aminoécidos foram analisados no
Centro Interdepartamental de Quimica de Proteinas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universida-
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de de S&o Paulo. A andlise de aminoécidos foi realizada
em duplicata, por hidrdlise &cida, para se quantificar os
aminoacidos lisina, histidina, arginina, &cido aspartico,
treonina, serina, acido glutdmico, prolina, glicina, alanina,
cisteina, valina, metionina, isoleucina, leucina, tirosina e
fenilalanina (Moore et al., 1958).

A composicdo qualitativa e quantitativa dos
aminoacidos foi determinada por anélise automatica, pelo
método de Spackman et al. (1958), utilizando-se um
analisador automatico (Alonzo & Hirs, 1968).

As subunidades protéicas reveladas em gel (Figura 1)
foram analisadas por densitometria em escaner
“Personal Densitometer SI”, da Molecular Dynamics.
As subunidades das proteinas de reserva 7S e 11S de
sementes de soja foram identificadas de acordo com
Fontes et al. (1984). Foram feitas duas repeticdes de
cada amostra, na qual a quantidade relativa de proteina
correspondente a cada banda foi calculada em relagéo
auma curva-padrdo estabelecida com quantidades cres-
centes da proteina-padrao anidrase carbénica: 2, 4, 8 e
10 pg.

Foram processadas analises de variancia dos dados
em delineamento inteiramente casualizado com
trés repeticdes por amostra, utilizando o programa esta-
tistico genes (Cruz, 2001). Em seguida, foi efetuada com-
paracdo entre médias pelo método de Tukey a 5% de
probabilidade.

Resultados e Discussao

Os teores de proteinas obtidos foram de 40,68% para
a linhagem UFVTN 105, 47,8% (aumento de 17,4%)
para a isolinha 1 e 46,56% (aumento de 14,5%) para a
isolinha 2 (Tabela 1). Os teores de 6leos foram de 24,03,
19,22 e 18,56%, para a linhagem UFVTN 105, isolinha 1
e isolinha 2, respectivamente. A medida que se aumen-
ta o teor de proteina, o teor de 6leo é reduzido, compro-
vando a correlacdo negativa entre essas duas caracte-
risticas. Varios autores relataram a correlacdo negativa
existente entre proteina e dleo. Helms & Orf (1998)
mostraram que a selecdo direta para teor de proteina
produziu reducdo no teor de 6leo. Wilcox (1998) mos-
trou que a sele¢do recorrente aumentou a média do teor
de proteina nas sementes de 5,8 g kg! e diminuiu a média
do teor de 6leo de 2,3 g kg por ciclo.

O teor de carboidratos foi de 30,37, 27,61 e 29,22%
para UFVTN 105, isolinhal e isolinha 2,
respectivamente. Da mesma forma, quando se
aumentou o teor de proteina, o teor de carboidratos
também foi reduzido, o que evidencia associagdo
negativa entre estas duas caracteristicas. Hartwig et al.
(1997) e Wilcox & Shibles (2001) sugerem que o
aumento no teor de proteina poderia reduzir o teor de
aclcares soltveis presentes na fracdo carboidratos
totais, melhorando desta forma a qualidade nutricional
do farelo de soja. A Tabela 2 mostra a composigédo
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Figura 1. Analise eletroforética SDS-PAGE em gel gradiente de 10 a 18%
das proteinas de soja extraidas da linhagem UFVTN 105 e das isolinhas
derivadas com alto teor de proteina; canaletas 1, 2, 3 e 4 contém 2, 4, 8 e
10 pg de proteina-padrdo anidrase carb6nica; canaletas de 5 a 13 contém
triplicatas de proteina total extraidas da linhagem UFVTN 105 e das
isolinhas 1 e 2, respectivamente.
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aminoacidica da linhagem UFVTN 105 e das isolinhas 1
e 2. Quando se considera a porcentagem de cada
aminoacido na proteina da soja, 0 aumento do teor de
proteina detectado nas linhagens melhoradas (isolinhas 1
e 2) promoveu alteracdo significativa na composicao
aminoacidica (porcentagem de cada aminoécido na
proteina), exceto para glicina, alanina, metionina, cisteina
e tirosina. Desta forma, considerando que metionina e
cisteina sdo aminoacidos limitantes na proteina da soja,
ndo houve reducdo do valor nutricional em relagéo a
esses aminoacidos nas linhagens de alto teor de proteina.
Takahashi et al. (2003), estudando linhagens com
mutacdes para 7S e 11S, mostraram que os mutantes

Tabela 1. Teores, em porcentagem, de proteina, 6leo,
carboidratos e cinzas das isolinhas 1 e 2 e da linhagem
UFVTN 105, com base na matéria seca(®.

Amostra Teorde Teorde Teorde Teor de
proteina oleo cinzas  carboidratos totais
UFVTN 105  40,68c  20,78a  4.93c 33.61a
Isolinha 1 47782  16,81b  5,40b 30,01¢
Isolinha 2 46,56b  16,71c 5,66a 31,07b
QM?® 43,177 18,1007 533" 31,56

(MWMédias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. @QM: quadrado médio. **Signifi-
cativo a 1% de probabilidade pelo teste F.

Tabela 2. Composi¢do aminoacidica das farinhas
desengorduradas da linhagem UFVTN 105 e das isolinhas
1e2®,

Aminoacido UFVTN 105 Isolinha 1 Isolinha 2 QM
AAF AAP AAF AAP AAF AAP

Lisina 320 6,83 3,65 7,1 330 656 0,15
Histidina 1,33 284 1,54 299 138 274 0,03
Arginina 345 737 4,14 8,08 377 748 0,29
Ac. aspartico 6,16 13,14 629 1226 644 12,79 0,39
Treonina 2,17 4,62 222 433 222 441 0,05
Serina 2,78 594 274 534 280 556 0,19
Ac. glutamico 8,59 1834 858 16,73 876 1740 1,32
Prolina 2,40 511 2,79 544 265 525 0,06
Glicina 2,15 4,58 235 458 237 471 0,01™
Alanina 2,13 4,54 226 441 229 454 001"
1/2 Cistina 0,48 1,03 0,50 0,97 0,54 106 0,004™
Valina 1,91 407 242 471 235 467 026

Metionina 0,62 131 0,67 131 0,66 130 0,00™
Isoleucina 1,98 423 248 483 238 473 021

Leucina 3,63 775 424 827 400 795 0,14

Tirosina 1,57 334 180 3,51 1,76 349 0,02
Fenilalanina 232 494 263 513 2,770 535 0,08

Total 46,83 100,00 51,26 100,00 50,34 100,00

(Mvalores médios de duas repeticdes; AAF: porcentual do aminoacido na
farinha desengordurada; AAP: porcentual do aminoacido por proteina;
QM: quadrado médio. "™Ndo-significativo. *Significativo a 5% de pro-
babilidade pelo teste F.

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.41, n. 5, p.725-729, maio 2006

dessas proteinas compensaram sua auséncia com
aumento de outras proteinas e de aminoacidos livres.
A analise dos polipeptideos constituintes das proteinas
de reserva da soja no gel SDS-PAGE, em gradiente de
poliacrilamida de 10 a 18% contendo uréia 6 M
(Figura 1), evidencia aumento nas quantidades das
subunidades componentes da proteina glicinina nas
isolinhas de alto teor de proteina. Os resultados da
quantificagdo do gel por densitometria (Tabela 3)
mostram que a quantidade da subunidade 7S néo foi
estatisticamente diferente entre a variedade com teor
normal e as linhagens de alto teor de proteina, apesar de
ter havido reducdo na subunidade . Por sua vez, a
quantidade das proteinas 11S e a relagdo 11S/7S foram
maiores nas isolinhas de alto teor de proteina. O aumento
de proteinas 11S foi proporcionado principalmente pelos
aumentos da subunidade A4 e das subunidades basicas
(Tabela 2). As proteinas 11S contém de trés a
quatro vezes mais metionina e cisteina por unidade de
proteina do que as proteinas 7S, embora as duas possuam
diferentes aspectos funcionais como capacidade de
gelatinizacdo e de emulsificacéo e estabilidade térmica.
Desta forma, a manipulacéo genética da proporcao 11S/7S
pelo aumento ou diminuigdo das 7S poderia melhorar a
qualidade funcional das proteinas da soja para atender
necessidades especificas em sua utilizacdo (Kitamura,
1995). Esses resultados divergem em parte dos
encontrados por Yaklich (2001), que analisou variedades
e linhagens de soja de alto teor de proteina, mostrando
que os teores de ambas as proteinas 7S e 11S aumentam
nestas linhagens e variedades. Esse autor também
mostrou que o0s conteddos dos polipeptideos

Tabela 3. Quantificacdo das subunidades das proteinas de
soja por densitometria em gel gradiente de poliacrilamida
10-18%.

Subunidades UFVTN 105 Isolinhal Isolinha2 QM(I)
o 0,25 0,22 0,22 0,000811™
o 0,40 0,37 0,37 0,0009™
B 0,33 0,26 0,26 0,0044"
A3 0,10 0,11 0,12 0,0003"™
A4 0,13 0,19 0,20 0,0043"
Acidas 0,54 0,62 0,67 0,013™
Bésicas 0,37 0,66 0,60 0,07"
7S 0,97 0,85 0,85 0,018™
118 1,13 1,56 1,58 0,208"
11S/7S 1,17 1,85 1,87 0,528"
11S+7S 2,09 2,41 2,43 0,10™
%(7S+118) 51,38 50,44 52,20 0,44™

(MQM: quadrado médio. "Nao-Significativo. *Significativo a 5% de pro-
babilidade pelo teste F.
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componentes das subunidades de cada uma das proteinas
de reserva variam entre as diversas linhagens e
variedades, e que algumas das linhagens de alto teor
protéico apresentaram maiores acumulos dos
polipeptidios o’, o e B, componentes da proteina
B-conglicinina, ao passo que todas as linhagens e
variedades de alto teor protéico apresentaram maiores
acumulos dos polipeptidios de carater acido e basico
componentes da proteina glicinina, quando comparadas
com variedade-padréo.

Conclusao

1. O aumento do teor de proteina nas linhagens de
soja é acompanhado por reducdo no teor de dleo e re-
ducdo no teor de carboidratos totais.

2. Em relacdo a composi¢do aminoacidica, ha
diferenca significativa quando se observa a proporcao
dos aminoéacidos em relacdo ao teor de proteina total,
exceto para os aminoacidos glicina, alanina, metionina,
cisteina e tirosina .

3. O aumento do teor de proteina das isolinhas é acom-
panhado, principalmente, pelo aumento nas quantidades
das proteinas 11S e da relagdo 11S/7S.
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