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SUMARIO 

Cotilgdones de sementes de Vigna sinensis (L) Savi 

cv. serid5 foram usados para determinap3o da atividade exo 

peptid5sica, empregando-se como substrato L-leucina-p-nitroa 

nilida (LPA). 

Foram determinadas as condiOes timas de ensaio 

:e atividade, tais como,. concentração do  substrata  (3x10
-4
M) 

ecncentragio de enzima (extrato bruto diluido 1:100), tempe 

-atura (40°C),  pH  (7,0) e tempo (10 min.). A termoestabilida 

:e da atividade enzim5t4ca foi determinada, usando-se as tem 

ceraturas de 30°, 40 e  SO  C. A atividade g resistente ao 

aquecimento por 40 minutos a 30°C. 0 aquecimento por 10 enu 

tos 50°C suficier.,te para reduzir a atividade a 46% da a 

tividade inicial. 

Uma vez determinadas as condip5es 5timas de ensaio, 

foi estudada a variação de atividade LPAgsica durante a ger 

-inag5o. Verificou-se que h5 um decrgscimo da atividade por 

cotilgdone no decorrer da germinação, enquanto a atividade 

especifica no apresentou grandes variacBes. 

O fracionamento do extrato de cotilgdones de  semen  

tes quiescentes foi feito, empregando-se sulfato de amônio 

s51ido, e a atividade parece concentrar-se na fração 'que pra 

cipita ao nTvel de  SO%  de saturag5o. 

A fi1trap5o do extrato bruto em SEPHADEX G100 

mostrou que a atividade LPA5sica est5 distribuida em duas  

ix 



fragbes: uma com peso molecular maior que aparece no volume 

de exclusão da coluna e uma maior de peso molecular 67.920 

daltons que encerra cerca de 70% da atividade inicial aplica 

da na coluna. 



INTRODU00 

As proteTnas presentes nas sementes podem ser de 

dois tipps.:.  proteTnas  metab51icas compreendendo as enzimas 

e as proteTnas estruturais, que esto relacionadas com as 

atfvfdades normais da cgluTa, inclusive a sTntese das pro-

teTnas de reserva que constituem o segundo tipo(Millerd097:5). 

fato conhecido que as sementes de :Leguminosas 

contam grande quantidade de proteTnas de reserva que se ta 

racterizam pelo seu desaparecimento durante agerminag5o.Tais 

proteTnas de reserve estio localizadas em estruturas subcelu 

lares definidas, denominadas corpos prot5icos, presentes nos 

cotil5dones  (Varner  & Schidlovsky; 1963;  Ashton,  1976). Admi 

te-se que durante a germinagio h5 uma mobilizagio das proteT 

nas de reserva, presentes nos tecidos de armazenamento, para 

o eixo embrion5rio e que as enzimas proteolTticas deseMpe 

nham um papel central nas primeiras etapas que ocorrem no 

processo germinativo. Assim sendo, os corpos protgicos, as 

proteTnas de reserva e as enzimas proteolTticas  so  constde 

rados os tr5s principais componentes envolvidos na mobiliza 

gio das reserves protgicas da semente. 0 controle das enzi 

mas proteolTticas, a resultante mobilização das proteTnas de 

reserva e as mudanças que ocorrem nos corpos prot5icos duran 

te a germinagio constituem um problema longe de ser esclare 

cido. 

As enzimas proteolTticas podem ser classificadas 
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em endopeptidases e exopeptidases  (Bergmann,  1942). As en  

dopeptidases hidrolisam 1igag5es peptTdicas internas de  pc)  

lipeptTdios enquanto as exopeptidases atacam 1igaç5es pepti 

dicas terminais.. As exopeptidases, por sua vez, podem hidro 

usar 1igaçes peptidicas vizinhas ao grupamento carboxilico 

terminal da molgcula (carboxipeptidases) ou liberar resTduos 

de aminoicidos da posição amTnica terminal (aminopeptidasés). 

Algumas destas  peptidases  terminais hidrolisam rAolgculas  're  

lativamente pequenas, enquanto outras podem hidrolisar molg 

culas grandes. Algm de e_ndopeptidases, carboxipeptidases e 

aminopeptidases, tém sido evidenciadas em sementes peptida 

ses que hidrolisam somente dipeptTdios e tripeptTdios  

(Ashton,  1976). 

A maioria das sementes contam mais de uma endogep 

tidase. Embora muitas delas estejam sem duvida envolvidas 

com a degradação das proteTnas de reserva, outras podem ter 

diferentes papéis. Algumas endopeptidases tim sido encontra 

das associadas aos corpos protgicos; outras parecem ser enzi 

mas solUveis do citoplasma e poucas referFncias tFm sido fei 

tas quanto associagão das citadas enzimas com membranas  

(Ashton,  1976). 

As exopeptidases tém sido encontradas em 6rgios de 

armazenamento de proteTnas e em 6rgios que no possuem pro  

teinas de reserva. Assim sendo, elas podem estar mais  envoi  

vidas no  "turnover"  de proteTnas do que na hidr6lise de  pro  

teTnas de reserva. No presente estado de conhecimento, uma 
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distinção precisa ainda não pode ser feita  (Ashton,  1976). 

As enzimas proteolTticas encontradas nos tecidos de 

sementes e de plantas em desenvolvimento se tgm mostrado mui 

to complexas:algumas parecem ser específicas de determinados 

tecidos, enquanto outras são encontradas em virios tecidos;*al  

guns  tipos de enzimas proteolTticas estio envolvidas no desdo 

bramento das proteinas de reserve encerradas nos corpos  pro  

teicos, enquanto outros funcionam aparentemente mo  "turnover"  

de proteTnas celulares nas plantinhas em crescimento; Os nT 

veis de algumas estão sob o controle de hormanios,enquanto os 

nTveis de outras aparentemente no respondem a essas substãn 

cias  (Ryan,  1973). 

As enzimas proteolTticas encontradas nas diversas 

sementes estudadas parecem possuir mecanismos de controle  di  

versos. Alguns mecanismos de controle tgm sido sugeridos:  con  

trole hormonal de sintese "de novo", inibidores end6genos, zi 

miigenos, compartimentalizagão,  pH  e especificidade do substra 

to. Enquanto a maioria dos estudos de controle tgm sido reali 

zados envolvendo endopeptidases, pouco tem sido feito com  re  

laço *is exopeptidases  (Ashton,  1976), Os dados encontrados 

na literatura com relagão ao exopeptidases em sementes de  le  

guminosas  so  poucos numerosos (Dechary, 1970; Ryan,  1973;  

Ashton,  1976). 

Beevers & Splittstoesser (1967) e Beevers (1968), 

estudando a degradagão de proteTna em cotilgdones de sementes 

germinantes de Pisum sativum, verificaram que hg inicialmente 

uma alta atividade peptidgsica oue decresce com o tempo de 



germinação e uma baixa atividade proteolTtica que aumenta no 

decorrer da germinação. Para, determinação da atividade protao  

litica foi usada caseína como substrato e os peptTdios sintg 

ticos usados para deterMinagão da atividade peptidãsica foram 

L-leucina-p-nitroanilida (LPA)e a-benzoil-DL-argillina-p-nitro 

anilida (BAPA). Os autores sugerem que as  peptidases  devem 'es  

tar  associadas ã utilizagio das proteTnas de reserva,enquanto 

as enzimas caseinoliticas devem estar ligadas a degradaqao 

das protaTnas associadas ao crescimento e desenvolvimento.Elaa 

acham tambi'm que a presença de atividade peptidisica nos teci 

dos axiais desprovidos de proteinas de reserva indica que as 

enzimas não devem estar somente associadas ã degradação das 

globulinas (proteinas de reserva). 
0 

Elleman (1974) detectou a presença de tre's peptida 
— 

ses em sementes de Pisum sativum var.  Green feast:  uma especT 

fica para prolina (iminopeptidase) e duas outras consideradas 

aminopeptidases verdadeiras, uma vez que elas requeriam a  pre  

senga de um grupamento amTnico livre. A adição da actinomici 

na D (inibidor da sTntese de  RNA)  e cicloheximida (inibidor 

de sintese prot6ica) no alterou o desenvolvimento da ativida 

de das enzimas encontradas durante a germinação. Ele conclui 

que essas enzimas estão presentes nas sementes na forma ativa 

e o aumento da atividade das mesmas enzimas durante a germina 

gão no resultante de uma sTntese de novo.  

Caldwell  &  Sparrow  (1976) purificaram duas pepti 

dio- Arolases de sementes de Pisum sativum var.  Green feast  
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usando benzoil-DL-arginina como- substrato. Eles relatam que 

as enzimas sio aparentemente id"6nticas e no sio capazes de 

hidrolisar substratos comuns para proteases,mas hidrolisam pe 

quenos peptTdios encerrando aminoicidos bisicos em posição 

carboxTlica terminal. Os autores concluem que a fungiode tais 

enzimas no metabolismo da planta -4 ainda obscura.  

Cameron  & Mazeli (1971) purificaram e determinaram 

as propriedades da aracaina, enzima presente em Isementes de 

Arachis hypogaea L. e anteriormente estudada por  Irving  &  

Fontaine  (1945), usando como substratos benzoil-DL-arginina-

p-nitroanilida  (pH  8,1) e  ester  etTlico de benzoil-L-arginina  

(pH  7,5). A enzima foi capaz de hidrolisar um grande raimero 

de  di-  e tripeptTdios, pori'm foi incapaz de hidrolisar L-leu 

cil-L-tirosina. Eles sugerem que a enzima no .6 do tipo  trip  

sina como considerada por  Irving  &  Fontaine  (1945) e sim uma 

peptidio-hidrolase. 

Mikola (1976) estudou as atividades peptidisicas em 

extratos brutos de cotil'edones de sementes quiescentes e ger 

minantes de amendoim (Arachis hypogaea L.) e tamb.4m em extra 

tos brutos de folhas em desenvolvimento e totalmente diferen 

ciadas. Ao lado de duas carboxipeptidases, ele encontrou  pep  

tidases agindo sobre LEU-TIR em  pH  8,6 e sobre ALA-GLI em  pH  

7,8 apresentando altas atividades nos cotilaones quiescente 

que permaneciam constantes durante a germinação. Foram tamb'em 

estudadas naftilamidases capazes de hidrolisar $-naftilamidas 

de fenilalanina, leucina a arginina em  pH  7,2, também altamen 
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te ativas em sementes quiescentes, Ele concluiu que as pepti 

dases e as naftilamidases podem funcionar na mobilizaga.o das 

proteinas de reserva de cotil6dones de sementes de amendoim 

durante a germinac-io e que as carboxipeptidases no parecem 

desempenhar papel importante nesse processo. 

Ouichi & Hiramatsuda (1956), investigando a ativida 

de peptid5sica em sementes de Phaseolus vulgaris,determinaram 

o  pH  5-timo para hidr61ise de alanil-glicina e glicil-glicina .  

(pH  7,7),leucil-glicina(pH 8,4-8,8) e glicil-L-leucina(pH 8,0). 

Chrispeel & Boulter (1975), estudando o controle do 

metabolismo das proteTn-as de reserva em cotilg..dones de  semen  

tes germinantes de Phaseolus vulgaris (Vigna radiata L.), de 

terminou a atividade de endopeptidases, carboxipeptidase e 

leucina-aminopeptidase, Eles observaram que hg um acrescimo 

da atividade leucina-aminopeptierisica nos cotilè-dones de se 

mentes germinantes e sugere que a enzima lia7o deve desempenhar 

papel importante no metabolismo das proteTnas de reserva.Eles 

usaram L-leucina-p-nitroanilida (LPA) como substrato em pH  

6,7. Em outro trabalho,  Harris  & Chrispeels (1975) mostraram 

que a atividade leucina-aminopeptidisica, encontrada em  semen  

tes de Phaseolus vulgaris, este: totalmente contida no cito 

plasma, r's mesmos autores fazem referT?ncia ao declTnio gradu  

al  da atividade aminopeptid5sica durante a germinag-6'ode Vigna  

unguiculata, usando LPA como substrato  (Harris,  Chrispeels 

Boulter, 1975). 

Shemataite (1962), trabalhando com Vigna ze, sinensis  
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encontrou atividades enzimgticas mgximas em  pH  7,- 6,usando com 

substratos g1icil-n71eucina e benzoil-glicinamida. 

Pode-se verificar pela literatura (Ryan,  1973; 

Millerd, 1975;  Ashton,  1976) que os autores sio unânimes em 

afirmar que o niimero,  de dados disponíveis sobre as enzimas pro 

teolTticas em sementes *6 ainda insuficiente, apesar da impor 

tincia atribuTda is mesmas no processo germinativo. 

0 presente trabalho teve por objetivo' estabelecer 

as condiOes timas de ensaios da atividade LPAisica detecta 

da em cotile*dones de sementes de Vigna sinensis (L) Savi cv. 

serid5, verificar o comportamento da atividade durante a ger 

minagio e fazer uma purificação parcial da enzima para estu 

dos posteriores. 

MIP 



 

II. - MATERIAL E METODOS 

A. MATERIAL 

No presente trabalho, foram usadas sementes de 

feijão de corda (Vigna sinensis (L) Savi cv. serid5),proveni 

entes da Fazenda Experimental do Vale do Curu, Pentecostes, 

Ceara', pertencente ao Centro de Cincias Agririas da Univer 

sidade Federal do Ceara.. 

L-Leucina-p-nitroanilida  (lot.  9125), substrato 

cromeg.6n1co obtido da Sigma  Chemical  Co., Sto.Louis, E.U.A. 

Albumina s'6rica Bovina, 2 x cristalizada (lot.  

9887), obtido da  Nutritional Biochemical Corporation  E.U.A. 

Sephadex G - 100, obtida de Pharmacia Fine Chemi 

cal Uppsula, Sucia. 

Todos os outros reagentes utilizados foram de 

grau analTtico. 

B. MrTODOS 

8.1 CONDIVIES DE GERMINACAO 

Sementes de Vigna sinensis (L) Savi cv. seri 

crei foram postas a germinar em papel de filtro segundo Prisco 

&  O'Leary  (' 0 70). 

As sementes selecionadas para a germinagio 

foram deixadas por 10 a 15 minutos em soluço hipoclorito ee 

encerrando 5,2% de cloro ativo (Q-Boa, Indristrias QuT  

micas,  Anhembi S/A, Sio Paulo, SP) e em seguida lavadas vi 



rias vezes com igua destilada, a fim de retirar o cloro resi 

dual.  Apes  esse tratamento, as sementes foram semeadas entre  

dues  folhas de  panel  (Mata Borrão Filtro, 80 g/m2, Companhia 

Fabricadora de Papel, Sio Paulo, SP), medindo 30cm x 30cm, 

umedecidas com 30m1 de ggua destilada. Foram feitos rolos 

que continham 10 sementes em cada um e a seguir,colocadas em 

"bechers" de 500m1 encerrando 20m1 de ggua destilada. Os 

"bechers", contendo cada ,um 5 rolos, foram colocddos dentro 

de cubas de vidro mantidas sob luz difusa e a temperatura de 

25 ± 1°C. As germinagaes foram conduzidas  at  8 dias. 

8.2 PREPARAÇA0 DO EXTRATO 

Para preparação dos extratos de sementes qui 

escentes e germinantes foram usados somente cotilgdones e 

desprezadas as pelTculas e eixos. As extracees foram feitas, 

triturando-se os cotili.dones em almofariz com cloreto de .s6 

dio 0.1 M em tampo fosfato de sadio 0,02M  pH  7.0, mantendo-

se sempre a proporção de 1g de cotilgdone para 10m1 de solu 

gão extratora. 0 homogenato foi centrifugado durante 20 minu 

tos a 7.500 x g (centrTfuga Internacional,  mod. HR-1-Interna 

tional Equipament Co., Boston), o precipitado resultante 

foi desprezado e o sobrenadante (extrato bruto) foi usado  pa  

ra as determinagaes de proteína e para os ensaios de ativida 

de enzimitica. 

Todas as etapas de extração foram conduzidas 

a temperatura de 4°C. 
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PREPARAQA0 DO SUBSTRATO 

Os ensaios de atividade peptidgsica foram rea 

lizadds, usando-se como substrato L-Leucina-p-nitroanilida(LPA)  

(Erlanger,  1961 e Beevers, 1968). 

Inicialmente, a solução estoque (5 x 10M) 

do substrato foi preparada, dissolvendo-se 12.56 mg de LPA em 

lml de dimetilsulf5xido e a solução levada a 100m1 com clore 

to de s5dio 0,1 M em tampo fosfato de s5dio 0,02M  pH  7,0. 

8.4 DETERMINAÇA0 DE PROTETNA 

As concentragaes de proteínas nos extratos 

brutos foram determinadas pelo mgtodo do micro-biureto (Goa, 

1953), usando-se como padrão albumina se-rica  bovine.  A abSor 

bincia em 280nm foi usada nas medidas de concentragão de oro 

teTna nos efluentes das columas cromatogrificas. 

8.5 CONDIOES DE ENSAIO 

0 extrato bruto de cotilgdones de sementes 

quiescentes foi usado no estabelecimento das condig5es 6timas 

de ensaio de atividade LPAisica a ser determinada no extrato 

bruto de cotilgdones Je sementes germinantes. 

B.5.1 CONCENTRAQUES DO SUBSTRATO E DO EXTRATO 

As concentragaes de  substrata  e de extrato a 

serem empregados nos ensaios foram determinadas,usando-se uma 

mistura de reação encerrando 5,0m1 da solução de LPA nas  ton  _ 

centrag5es de 1 x 10-4  M a 5 x 10-4  M e 0,1 ml do extrato Ai 
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luido 10, 5 e 2,5 vezes. A mistura foi incubada por 10 mtnu 

tos, a 400C e a reação parada com 1,0m1 de cido acético 30% 

(p/v). Após 10 minutos de repouso a temperatura ambiente 

(28°C), o contetido dos tubos foi usado para medida de abs'or 

bincia em 410nm (Espectrofotómetro SPEKOL  mod.  Zi/).' 

Para determinação do "controle, o extrato e 

o substrato foram incubados separadamente e após decorridos 

10 minutos foram adicionados ao substrato 1,0m1 de cido acé 

tico e0,1 ml do extrato. Assim sendo, o aumento de absorbin 

cia em virtude da atividade autodigestiva do extrato foi eli 

minado. 

B.5.2  EFEITO  DO pH 

Para determinação do  pH  ótimo de atividade 

foram preparadas soIugóes de LPA na concentração de 3x 10-4M 

em tampão citrato de sódio 0,2 M no intervalo de  pH  de 4,0 a 

6,0. Tampão fosfato de sódio 0,02 M foi usado no intervalo 

de  pH  de 6,0 a 8,0. Os ensaios foram realizados nas mesmas 

condigóes descritas, isto é, 10 minutos, a 400C. 

B.5.3 EFEITO DA TEMPERATURA E DO TEMPO DE  REAM)  

Os ensaios de atividade LPAisica foram reali 

zados nas temperaturas de 300, 400 e 500 e nos intervalos de 

tempo de 5, 10, 15 e 20 minutos. Nestes ensaios foraM usadas 

alTquotas de 5,0m1 do substrato na concentração de 3 x 10-4M 

em tampão fosfato 0,02 M  pH  7,0 contendo NaCl 0,1 M e 0,1 ml 

do extrato diluTdo 10 vezes. 



D. .4 DETERM/NACAO DA  ATIVIDADE  LPAisica EM SEMEN 

TES GERMINANTES 

A atividade LPAisica foi determinada em extra 

tos de cotilgdones de sementes germinantes, usando-se as se 

guintes condig5es: 0,1m1 de extrato convenientemente diluido 

mais 5,0m1 de LPA 3 x 10-4M em tampão fosfato de sadio 0,02 M  

pH  7,0 com NaC1 0,1 M foram incubados por 10 minutos a 40°C. 

A reação foi parada com 1.,0m1 de cido acgtico a'30%  (ply)  e 

o produto corado formado foi determinado pela medida de absor 

bincia em 410nm. Em todas as experigncias foram usados ensaios 

"controle" como descrito no item 8.5.1. 

8.6 UNIDADE DA ATIVIDADE 

A atividade LPAisica no presente trabalho es 

ti expressa em unidades 6ticas encontradas pela medida de ab 

sorbincia em 410nm. Os valores grafados foram corrigidos para 

o volume de reação al:Zs adiço de cido acgtico 30% (6,1 m1). 

A atividade especifica esti expressa em unida  

des  Eiticas 
(A410nm)  por miligrama de proteina. 

• 8.7 TERMOESTABILIDADE 

No estudo da estabilidade tgrmica, as anios 

tras do extrato bruto de sementes quiescentes foram submeti 

das a aquecimento prgvio por 10, 20, 30 e 40 minutos nas tem 

peraturas de 300, 400  e 50°C. Ap6s aquecimento, aliquotas de 

extrato foram usadas nos ensaios de atividade peptidisica nas 
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tondig5es previamente estabelecidas; 40°C, 10 minutos, 0,1 mi 

do extrato bruto diluído 0 vezes e '5,0m1 da solução de LPA 

3 x 10-4M em tampão fosfato de sadio - 0,02 M  pH  -7:0. 

B'.8 FRACIONAMENTO COM SULFATO DE AM6N/0 

0 extrato bruto de cotilgdones de sementes 

quiescentes foi usado para fracionamento com sulfato de 

nio. A precipitação foi feita, usando-se sulfato de amEnio 

lido de modo a resultar as concentrag5es de 0-50, 0-75 e 

0-100% de saturação.  Apes  um tempo de contato de 3 horas, 

mistura foi submetida F centrifugação por 30 minutos, 7.500x 

a 28°C. 0 precipitado foi redissolvido em tampão fosfato 

s5dio 0;02 M  pH  7,0 que continha cloreto de sadio 0,1 M e dia 

usado contra o mesmo tampão. 0 conteUdo do saco de diglise 

foi usado para determinagio de proteína e ensaios de ativida 

de peptidgsica. 

B.9 FILTRA0A0 EM GEL 

0 extrato bruto usado foi preparado a partir 

de 98 cotilgdones de sementes quiescentes (10,5g), triturados 

com 30m1 da solução tampão nas mesmas condig5es descritas no 

item B.2. Amostras do extrato bruto foram submetidas F croma 

tografia em coluna de SEPHADEX-G100. Foi usada uma coluna de 

2,5 x 45cm, equilibrada com tampão fosfato de s5dio 0,02 M  pH  

7,0 com cloreto de sadio 0,1 M e um fluxo de 25 ml/h. Foram 

aplicadas na coluna amostras ,e 3,0m1 encerrando 293mg de  pro  

teTna e feita a eluigio com o mesmo tampão. Alíquotas de 4,0m1 
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foraM coletadas e usadas para determinagio da absorbincia em 

280nm (Espectrofot8metro  BECKMAN  DO e ensaios de atividade 

LPAgsica. 



RESULTADOS E DISCUSSA0 

Foram determinados os valores de peso fresco de  *co  

til6dones de sementes de feisfio de corda (Vigna sinensis (L) 

Savi cv, serid6) n perTodo de oito dias de germinagFo. Os  're  

sultados presen-Aos na figura 1 mostram que houve um auMen 

to de peso fresco, a partir do inTcio da germinagWo  at  o ter . — 

ceiro dia, quando entio passou a decrescer atingindo no  eta  

vo dia um peso correspondente a 85,5% daquele apresentado •pe  

la  scmerte quiescente. Os valores grafados representam a 'mg 

Lia e cinco determinagg.es. 

O aumento de peso fresco apresentado nos primeiros 

dias de.germinagEo, tambgm encontrado por outros autores(Oota 

.  al.,  1953;  Ching,  1972), tem sido explicado como sendo _em 

virtude da absorgFo de Fgua pela semente acompanhado pelo In 

tumescimento dos corpos protgicos. Este intumescimento prova 

velmente g resultante da hidrglise do material de reserva (li 

pTdios, carboidratos e proteinas) provocando um aumento de 

pressio osm5tica que por sua vez permite aos corpos protgicos 

maior absorgFo de água (Chrispee 1975; Harris,1975;Millerd, 

1975). 

O decrgscimo de peso fresco, a partir do terceiro 

dia, est5 relacionado com a mobilizagio do material de res.er  

Va para outras partes da planta em desenvolvimento, como stige 

rido por outros autores. 

15 



DIAS DE GERMINAÇÃO  

Fig.  1. Peso fresco de cotil-edones de feij5o de corda Vigna  

sinensis (L) Savi cv serid5 durante a ge minagio. 

16  
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As quantidades de proteTnas coti1edon5rias extrai 

das nas condiçges empregadas no pre'sente trabalho estio regre 

sentadas na figura 2 e expressas em mg de proteTna por cotilg  

done.  Observa-se um decrgscimo no teor de proteina a partir 

do terceiro dia de germinagio. No oitavo dia de germinação, o 

teor de proteTna alcança 33% daquele encontrado na semente 

quiescente. 

0 decriscimo continuo na quantidade de proteína 'es 

t5 concordante com os resultados encontrados por Oota (1953), 

Beevers (1968) e Yomo (1973), quando do estudo de sementes 

germinantes de Vigna sesquipedalis, Pisum sativum e Phaseolus  

vulgaris, respectivamente. 

Os resultados obtidos com Vigna sinensis podem  re  

forçar a hipgtese de que durante a germinação h5 uma 4'idrg1i 

se das proteínas de reserva, em possiveis compostos de meno 

res pesos moleculares, que  so  translocados dos grgios de  re  

serva para as zonas de crescimento. 

A figura 3 mostra os resultados obtidos no estudo 

do efeito de diferentes concentragges de substrato na velcici 

dade de catilise enzim5tica em extratos de cotilidones de se 

mentes de feijio. 0 meio de reação continha 0,1 ml de extrato 

bruto de sementes quiescentes e 5,0m1 do substrato (LPA) em 

concentragges variando de 1 x 10-4M  at  5 x 10-4M. Os valores 

de densidade Eitica grafados correspondem aos valores 2,5 (a), 

5 (b) e 10 (c) vezes, encerrando 1,08, 0,54 0,27mg de pro  

teTna, respectivamente. 

0 estudo teve por finalidade determinar a conden 

--f 
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DIAS DE GERMIN1tÇA0  

Fig.  2. Teor de proteTna extraTda de coti14dones de feiro 

de corda Vigna sinensis (L) Savi cv. ser1d6 durante 

a germinagio. 
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Pig.  3. Efeito da concentração do  substrata  sabre a ativida 

de LPAgsica presente em extratos de cotiliidones de 

sementes quiescentes de feijgo de corda Vigna  

sinensis (L) Savi cv. serid6 - Extratos diluidos 

2,5x(a), 5x(b) e 10x(c). 



20 

tração molar  minima  do  substrata  que apresentasse um bom ren 

dimento durante os ensaios. Pode-se verificar que a concentra 

gão de 3 x 10-4M de LPA g suficiente para saturar a enzima 

nas condigaes empregadas. 

Foram feitas determinagaes, a fim de verificar a 

linearidade da velocidade enzimitica em fungo de crescentes 

quantidades de enzimas adicionadas. Neste caso foi usado .um 

volume total de reação de 5,0m1 encerrando 4,0m1 , de LPA 3 x 

x 10-4M e as concentragaes crescentes da enzima foram obtidas 

pela adiço de tampão fosfato e aliquotas de 0,2 a 0,1 ml do 

extrato de cotilgdones de sementes quiescentes diluido dez ve 

zes, de modo a resultar um volume de 1,0 ml de extrato. As 

amostras encerravam 0,54 a 2,70mg de proteina. 

Os resultados apresentados na figura 4 mostram que 

a atividade LPAisica aumenta linearmente em função de quanti 

dades crescentes de extrato bruto nos limites usados. 

0 efeito do  pH  na atividade LPAisica detectada foi 

estudado, usando-se na preparagio do substrato tampes com  di  

ferentes valores de  pH.  0 meio de reação encerrava 5,0m1 de 

LPA 3 x 10-4M em solugaes cujo  pH  variava de 4,0 a 8,0 e 00m1 

de extrato bruto diluido 10 vezes. 

A figura 5 mostra os resultados obtidos quando do 

emprego de tampão citrato 0,2 M variando de  pH  4,0 k6,0 e 

tampão fosfato de sadio 0,02 M  pH  6,0 a 8,0. 

• 0  substrata  em tampão fosfato  pH  7,0 foi escolhido 

para as determinagaes posteriores e esti em concordância com 
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2 4 6 8 

mi extrato x 102  

Fig.  4. • Efeito da concentração da enzima presente em extra 

tos de cotil'edones de sementes quiescentes de fei 

jão de corda Vigna sinensis (L) Savi cv. serid6 na 

velocidade de reação. 

10 
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Fig.  5. Efeito do  pH  sobre a atividade L.PA5sica presente 

em extratos de cotifi'dones de sementes quiesden 

tes de feigo de corda Vigna sinensis (L) Savi 

cv. seridO. 
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a escolha feita por outros autores (Beevers, 1968; Chrispeel, 

1975). 

Ap5s determinaggo das quantidades de substrato e 

enzima (extrato bruto) a serem utilizados nos ensaios de ati 

vidade LPAisica, bem como o  pH,  foram feitos ensaios para 've 

rificar o efeito da tcperatura. A figura 6 mostra que a tem 

peratura de 40°C e o tempo de 10 minutos ji usados por Beevers 

(1968) e  Erlanger  (1961) pra uma condigo que poderia ser Man 

tida nos ensaios subseqüentes. 

Tendo em vista os resultados  at  aqui apresentadce, 

foram escolhidas as segufntes condig5es de ensaio:temperatura, 

400C; tempo, 10 minutos;  pH  7,0; concen-traggo do substrato no 

volume final de reagFo 3 x 10-4M; extrato bruto de sementes 

germinantes diluTdo convenientemente de modo a resultar um 'va 

br de densidade iitica dentro dos limites de linearidade apre 

sentados na figura 4; concentraggo de cido acgtico no volume 

final, 

Antes de ser determinada a atividade LPAgsica Au 

rante a germinaggo, foi verificada a estabilidade da ativTda 

de enzimgtica quando extrato bruto era submetido ao aqueciMen 

A figura 7 mostra os resultados obtidos quando o 

extrato bruto foi aquecido a 300 , 40o  e 50oC, por 10,.20, 30 

e 40 minutos e a atividade LPAgsica determinada nas condig5es 

jL:  estabelecidas. Pode-se verificar que a atividade LPAgsica 

g resistente ao aquecimento a 30°C atg 40 minutos. 0 extrato 
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Fig.  6. Efeito da temperatura sobre a atividade LPA6sica 

presente em extratos de cotilrAones de sementes qui 

escentes de fei,fio de corda Vigna sinensis (1.) Savi 

cv. serid5. 
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Fig.  7. Termoestabilidade da atividade Ugsica presente 

em extrato de coti16dones de sementes quiescentes 

de feijio de corda Vigna sinensis (L) Savi cv5 se  

rig.  
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quando aquecido a 40°C apresenta um ligeiro decréscimo da 6ti 

vidade enzimitica. Quando o extrato bruto g aquecido a 50°C, 

o tempo de 10 minutos g suficiente para reduzir a atividade 

LPAisica presente a 46% daquela apresentada inicialmente. 0 

aquecimento por 40 minutos a 500  g suficiente para reduzir a 

atividade a 15% da atividade inicial. 

Os dados aqui obtidos reforçam aqueles apresepta 

dos na figura 6. Quando o ensaio de atividade 6,realizado a 

50°C nio  hi  o aumento de atividade esperado. 

A variação da atividade LPAisica, presente em  'ex  

tratos de cotilédones de sementes quiescentes, foi determina 

da durante a germinagio. A variação da atividade total apre 

sentada na figura 8 quando os resultados obtidos sio expres 

sos em unidades de atividade por cotilgdones. Verifica-se que 

a atividade total sofre ligeiro aumento nos dois primeiros 

dias, quando começa a decrescer, alcançando no 39 dia o mesmo 

valor encontrado para sementes quiescentes, e no 89 dia somen 

te 25,5% da atividade inicial esti presente. 0 decréscimo no 

teo; de LPAase, durante a germinagio,aqui encontrado, esti em 

concordincia com os dados apresentados para sementes germinan 

tes de Pisum sativum (Beevers, 1968) e de Phaseolus aureus  

Roxb (Chrispeels e Boulter,1975).Harris,Chrispeels e Boulter 

(1975) fazem referincia ao decréscimo da atividade aminopepti 

disica em sementes germinantes de Vigna unguiculata,  at  o 59 

dia de germinação, usando LPA como substrato, porgm as condi 

giies de ensaio no foram descritas. 
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Fig.  8. Atividade LPAgsica em extrato de cotilEdones de 'se 

mentes germinantes de feijão de corda Vigna sinensis  

Savi cv. serid5. 

27 
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0 decrãscimo na atividade LPAisica por cotilãdone 

acompanha o decrãscimo do teor de OroteTnas cotiledonarias'ex 

traTdas, resultando uma atividade especifica aproximadamente 

constante; A figura 9 mostra o grifico obtido quando a attvi 

dade expressa em --Aidades de atividade por mg de proteina 

em 10 minutos. 

0 extrato bruto foi submetido a fracionamento com 

sulfato de amanto, com o objetivo de se obter uma fração com 

atividade especifica mais alta. 

Pode-se verificar pelos resultados apresentados na 

tabela 1 que a fração precipitada entre o-50% de saturação 

com sulfato de amOnio encerra maior atividade. 

A figura 10 apresenta os resultados da filtragio 

do extrato bruto em-SEPHADEX - G100. Verifica-se a preteEga 

de duas fragaes, uma com peso molecular elevado (eluTdo no  'Ito  

lume de exclusio) e outra de peso molecular mendr, encerrando 

cerca de 70% da atividade inicial. 
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DIAS DE GERMINAÇÃO 

Fig.  9. Atividade LPAisica especifica em extrato de cotilgdo 

nes de sementes germinantes de feijEo de corda 

Vigna sinensis (L) Savi cv. 
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TABELA 1 - Fracionamento do extrato bruto de cotilgdónes. de sementes quiescentes por 

precipitagão com sulfato de amanio. 

PROTETNA ATIVIDADE  FRAM) VOLUME TOTAL TOTAL  

mi mg U0 410nm 

ATIVIDADE 
ESPECIFICA 

U0410nm/m9P 

RECUPERA00 PURIFICACAO 

Ext. Inic, 20 569,0 . 523,0 0,9 100 

, 
0-50% 20 • 198,4 402,5 2,0 . 77 2,2 x 

0-75% 20 261,3 . 438,7 1,7 84 1,8 x 

0-100% 20 364,8 400,0 1,1 75 1,2 x . 

Os dados referem-se a 20m1 do extrato bruto preparado na proporção de lg de cotilgdone 

para 10m1 de tampo fosfato 0,02 M,  pH  7,0 que continha NaC1 0,1 M. 

C4 



t
41
0

 nm
  /

  a
i  n

il
  

• -1 300  

-I 200 

- 100 

20 30 40 50 60  

31 

15.0 

E 
c 
o 
N 10,0 

41:1 

5.0 

10. Cromatografia em Sephadex G-100 de extrato de coti 

16dones de sementes quiescentes de feijão de corda 

Vigna sinensis (L) Savi cv. serid6.Coluna: 2,5 

45cm. Tampão: fosfato de sadio 0,02M,  pH  7.0, com 

NaC1 0,1M. Fluxo: 25m1/hora. Volume das frag6es : 

4m1/tubo. 



IV. TONCLUSDES  

Pode-se concluir: 

1. 0 extrato de sementes quiescentes e germinantes de Vigna  

sinensis (L) Savi cv. serid5 g capaz de hidrolisar o pe2 

tTdio sintgtico LPA (L-leucina-p-nitroani/ida), indicando 

a presença de leucina-aminopeptidases ativas em sementes 

quiescentes. 

2. As condigães timas de ensaios de atividade LPAisica em 

sementes quiescentes concentração do substrato 

(3 x 10 4M), concentrigão da enzima (extrato bruto diTuT 

do 1:10(J), temperatura (40°C),  pH  (750) e tempo (10 mtnu 

tos). 

3. A atividade LPAisica detectada em extratos de cotilgdones 

de sementes quiescentes g resistente ao aquecimento por 

40 minutos a 30°C. 

4. A ativi,dade LPAisica total decresce gradualmente durante 

a germinação atingindo no decorrer de oito dias 25,5% da 

atividade inicial. 

5. 0 decrgscimo da atividade LPAisica durante a germinagão 

acompanha o decrgscimo do teor de protgnas cotiledOni 

rias, mantendo uma atividade especTfica aproximadamente 

constante. 

6. A fração do extrato bruto de cotilgdones de sementes qui 

escentes de Vigna sinensis (L) Savi cv. serid5 que preci 

32 
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pita  at  50% de saturação com sulfato de amônio encerra 

maior percentagem de atividade. 

7. A filtragio do extrato bruto de cotil'idones de sementes 

quiescentes do feijio em SEPHADEX - G100 apresenta duas 

fragbes, uma com peso molecular elevado (eluida no volu 

me de exclusão) e —outra de peso molecular 67.920 daltons 

que encerra cerca de 70% da atividade inicial aplicada 

na coluna. 

ufc
Retângulo
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