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SUMARIO

Sementes quiescentes de feijao de corda Vigna sinen
5445 (L.) Savi cv. serido foram usadas para estudo da ativida-

de BAPA-3sica.

Extratos preparados com tampao fosfato de sodio e
potassio 0,02 M, pH.7,6, foram empregados no estabelecimento
das condigoes de ensaio de atividade enzimatica e precipita-

¢ao com sulfato de amonjo.

As condigoes de ensaio estabelecidas foram as se-
guintes: para um volume de reagéo de 3,0 ml foram us ados
2,5 ml de BAPA 5 x 16"t Woan tampao fosfato de sodio e po-
tassio 0,02 M, pH 7,6 e 0,5 ml de extrato convenientemente di
luido; tempo de reagéo: 15 minutos; temperatura do ensaio:
40°C. Para parar a reacao foi usado 1,0 ml de acido acético

30 (p/v) perfazendo um volume total de 4,0 ml.

A fracao protéica precipitada com sulfato de amonio
no intervalo de 25 a 50% de saturagéo'encerré a quase totali-
dade da atividade BAPA-asica presente no extrato inicial.Quan
do a fragao 25/50 foi submetida a filtragao em gel de dextra-
na, Sephadex G-100 em pH 7,6, a temperatura ambiente, apresen
tou quatro picos, um dos quais com peso molecular de 58.000

daltons responsavel pelas atividades BAPA-3sica e LPA-3sica.

A fracao 25/50 manteve a atividade BAPA-3sica quan-
do aquecida por 30 minutos a 30, 40 e 50°C. Houve um decrésci
mo de 6 ¢ 11%, quando do aquecimento por 40 minutos a 40 e

50°C, respectivamente.

0 efeito do pH sobre a estabilidade das atividades

BAPA-asica e LPA-asica foi estudado tanto no extrato inicial

como na fracao 25/50. Foi encontrada uma maior estabilidade




quando as variagoes de pH foram feitas lentamente, por diali-
se do que quando os extratos tiveram o pH ajustado por adigao
de HC1 ou NaOH.

As fragoes obtidas por cromatografia em DEAE-celulo
se da fracao 25/50 foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida e foi possivel a identificacao de um componen-

te responsavel pela atividade BAPA-asica.

Veri ficou-se que a atividade LPA-asica € cerca de
cinco vezes a atividade BARA-ésica, tanto nos coti léedones - co-

mo nos eixos embrionarios.
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I. INTRODUGAO

0 estudo de enzimas capazes de hidrolisar protefl-
nas de plantas superiores tem despertado o interesse de bio-
quimicos e fisiologistas vegetais, cujos objetivos estao vol-
tados para o esclarecimento das etapas iniciais do processo
germinativo. Revisoes sobre o assunto foram feitas recentemen

te por Dechary (14), Ryan (31), Millerd (23) e Ashton (1).

Enzimas proteoliticas tém sido estudadas em semen-
tes germinantes onde suas atividades tém sido associadas ao
crescimento e desenvolvimento da planta. Algumas enzimas fo-
ram purificadas ou parcialmente purificadas, e estudos de
suas especificidades por diferentes substratos e algumas ou-
tras propriedades comecam a proporcionar uma melhor visao da
variacao e complexidade das mesmas e de seus papéis fisiologi
cos (31).

Os corpos protéicos, as proteinas de reserva e as
enzimas proteoliticas sao considerados os principais compo-
nentes envolvidos na mobilizacao de proteinas da semente du-
rante a germinagao. As proteinas de reserva, encontradas nos
corpos protéicos, sao hidrolisadas durante a germinagao, en-
tretanto nao € um fato geralmente conhecido se os produtos
sao aminoacidos ou peptidios. Sendo peptidios, outras peptida
ses seriam necessarias para hidrolise dos mesmos a aminoaci-
dos (1).

Uma das sérias limitagcoes ao progresso das investi-
gacoes sobre a mobilizagao das proteinas de reserva em semen-
tes tem sido a ausencia de métodos de ensaio adequados a de-
terminacao das atividades enzimaticas. A maioria dos métodos

envolve a remogao das proteinas nao hidrolisadas por precipi-

tacao com acido tricloroacético, seguida pela medida de um




acréscimo de absorcao em 280 nm, acréscimo em grupos amini-
cos pela ninhidrina, ou acréscimo em tirosina pelo método de
Lowry (1).

A despeito da tendéncia de acreditar que o uso de

substratos endogenos fornece uma indicacao mais precisa das

capacidades hidroliticas das enzimas vegetais, a maior parte

das informagoes existentes resulta do emprego de substratos
de outras origens. Isto € facil de se entender, tendo em vis-
ta a insolubilidade das proteinas de reserva nos tampoes comu

mente usados e as relativamente baixas atividades observadas

com métodos autoliticos (7).

0 uso de substratos sintéticos deve ser estimulado
sempre que possivel, nao somente porque os métodos de ensaio
envolvidos sao mais especificos do que aqueles, empregando

proteinas, como também por serem rapidos e precisos (7).

0 substrato sintético BAPA, usado pela primeira vez

por Erlanger (16)

H,N ’
N v

C-NH= (CHp) = CH- C= NH NO
iy # skl @ 2

NH O

tem sido utilizado no estudo de enzimas hidroliticas presen-

tes em vegetais por um grande nimero de pesquisadores.

Burger (7) purificou 150 vezes uma enzima, capaz de
hidrolisar o BAPA, presente em cevada germinada por 3,5 dias
e determinou algumas de suas propriedades. A purificagao foi
feita usando fracionamento com sulfato de amdonio, cromatogra-

fia em DEAE-celulose e filtracao em gel de Sephadex G-100. A

BAPA-ase purificada nao foi inibida por reagentes efetivos




contra enzimas do tipo sulfidrilico, nao apresentou atividade
contra gelatina e a medida que ela foi sendo purificada foi
decrescendo a atividade contra hemoglobina, inicialmente pre-

sente.

Burger e colaboradores (8) estudaram as proteases
de cevada germinante por cromatografia em CM-celulose e tam-
pao acetato pH 5,5 de 0,005 a 0,5 M, seguida de filtragao em
gel de Sephadex G-100, usando os substratos BAPA, BAEE, hemoglo-
bina e gelatina. Eles conseguiram separar algumas das protea-
ses em 5 fracoes, contendo as seguintes enzimas: 1) BAPA-ase,
BAEE-ase acida e proteinase acida |; 2) proteinase acida l|la;
3)'proteihase acida |lb; 4) BAEE-ase neutra, proteinase neu-

tra | e 5) proteinase neutra 11,

Posteriormente, Burger e colaboradores (9) consegui
ram a purificagao parcial das enzimas peptidio hidrolase A e
peptidio hidrolase B a partir de cevada germinada por 6 dias.
A primeira apresentava atividade contra BAPA e BAEE e era aci
da e a segunda apresentava atividade contra BAEE e era neutra.
Eles determinaram os efeitos de pH, temperatura, ions metali-
cos sobre as atividades enzimaticas, a constante cinética pa-
ra a atividade BAEE-asica e testaram a atividade contra um
grande nlimero de peptidios e proteinas, Devido a preferéncia
das enzimas por substratos peptidicos, eles concluiram que es
sas enzimas nao sao as responsaveis pela hidrolise das protel
nas de reserva do endosperma de cevada durante o desenvolvi-

mento da planta.

A peptidio hidrolase A de cevada foi parcialmente
purificada e caracterizada por Moeller e colaboradores (ZQL
que encontraram que a mesma era capaz de hidrolisar outros

substratos, tais como ANA e LNA, aléeém do BAPA e do BAEE. Por
eletroforese em gel de poliacrilamida eles foram capazes de

remover completamente as atividades LNA-asica e ANA-asica, au

mentando a atividade especifica de 2,5 a 15 vezes., As ativida




des BAPA-asica e BAEE-asica foram encontradas na mesma faixa
do gel e confirmaram a prévia evidéncia de que ambas as ativi

dades estavam associadas com a mesma enzima.

Ory e Henningesen (27))estudando corpos proteicos
isolados de sementes de cevada nao germinada verificaram a au

séncia da ativiidade BAPA-asica nos mesmos.

Sopanen e Mikola (33) estudaram o isolamento e pro-
priedades de uma peptidase capaz de hidrolisar leucil=glicil-
glicina e leucil-tirosina e verificaram que a mesma também

nao é capaz de hidrolisar o BAPA,

Prentice e colaboradores (28), utilizando métodos
desenvolvidos previamente no estudo de peptidio-hidrolases de
cevada, estudaram as peptidio-hidrolases de trigo germinado.
Eles mostraram na fracao acida do extrato a presenga de duas
peptidio-hidrolases: uma, semelhante a peptidio-hidrolase A
de cevada, sensivel a baixos valores de pH, hidrolisando os
substratos BAPA e BAEE e a outra, resistente a baixos valores

de pH e desnaturacao térmica, capaz de usar BAEE como substra

to.

Kruger (20) conseguiu a purificagao de uma BAPA-ase,
presente em trigo maltado, em alto estado de pureza, usando .
fracionamento com sulfato de amonio, cromatografia em DEAE-

celulose e eletroforese preparativa em gel de poliacrilamida.
A enzima purificada  nao apresentou atividade BAEE-asica apos
eletroforese, muito embora ela se apresentasse nas etapas an-
teriores de purificacao. Foram determinados: ponto isoelétri-
co, peso molecular, pH otimo, estabilidade térmica e efeitos
de ions metalicos na inativagao da enzima. A enzima por ele
isolada apresenta uma baixa capacidade de hidrolisar azocasel

na, hemoglobina e gelatina.

Uma enzima capaz de hidrolisar o BAPA foi pela pri-

meira vez estudada em sementes de amendoim por Irving e Fon-

taine (19) que a denominaram de '"arachain'. Foi feito um es-




tudo detalhado da atividade na farinha de sementes, nos coti-
lédones, nos eixos embrionarios e em sementes germinadas até

36 horas.

Usando os substratos BAPA e BAEE, Cameron e Mazelis
(11) purificaram a "arachain' 325 vezes a partir de amendoim
nao germinado. A fracao mais purificada apresentou, por ele-
troforese em gel de poliacrilamida, uma banda principal acom-
panhada de uma a trés bandas menores e nao apresentou ativida
de contra caseina, albumina sérica bovina e L-leucil-L-tirosi
na. A enzima purificada foi capaz de hidrolisar um grande nu-
mero de peptidios e parece ter muitas propriedades em comum

com a peptidio-hidrolase A de cevada germinada.

A degradacao de protefnas e a atividade proteoliti-
ca em cotilédones de ervilhas germinadas de um a dez dias foi
estudada por Beevers (5))usando como substratos caseina,BAPA
e LPA,

Beevers e Splittstoesser (6))estudando o metabolis
mo de proteinas e acidos nucleicos em ervilha germinante, ve-
rificaram que a atividadé LPA-asica € 5 vezes maior do que a
atividade BAPA-3sica nos extratos de cotilédones. A atividade
peptidasica € mais alta nos eixos doﬂque/;os cotilédones,quan
do expressa em termos de proteina, mas nao na base de peso

fresco.

Nakano e Asahi (25) realizaram experiéncias relacio
nadas com as atividades de hidrolases ligadas a membrana em
cotilédones de ervilha germinante. Os resultados encontrados
indicaram que o acréscimo na atividade BAPA-asica e fosfatasi
ca acida parece ser devido 3 sintese de novo das proteinas en
zimaticas. No caso das proteinases, entretanto, eles inferi-
ram que o acréscimo & um resultado da ativagao de uma forma
inativa das enzimas. Os mesmos autores (26) usaram o BAPA co-

mo substrato no estudo de membranas encerrando proteases, a

partir de cotilédones de sementes de ervilhas germinantes.




Duas peptidio-hidrolases (BAPA-ase | e BAPA-ase II)
presentes em sementes de ervilha foram purificadas e caracte-
rizadas por Caldwell e Sparrow (10% usando BAPA como substra
to. As enzimas apresentaram peso molecular de 65.000 daltons
e puderam ser separadas por cromatografia de troca ionica,mas

se mostraram idénticas nas propriedades testadas. O comporta-

mento dessas enzimas com relacao aos inibidores comuns para

atividades peptidasicas e proteasicas sugerem que elas sao
-

peptidases do tipo serina. 0Os autores sugerem que as BAPA-

ases sao especificas para pequenos peptidios contendo aminoa-
cidos basicos e clivam no terminal carboxilico do residuo ba-
sico. Eles concluem que a fungao das BAPA-ases no metabolismo
das plantas é ainda obscuro e que ‘avangos ho campo requerem
um conhecimento mais completo da especificidade do substrato
e talvez conhecimento da especificidade das proteinases de se

mentes.

Harris e Chrispeels (l8))ao estudarem a regulagao
do metabolismo das proteinas de reserva em cotilédones germi-
nantes de ''mung bean' [Vigna radiata (L.)Wilezek, anteriormen
te denominado Phaseofus aureus Roxb] determinando o conteiddo
de corpos protéicos isolados e a capacidade de autodigestao
dos mesmos,verificaram que as enzimas poderiam estar envolvi-
das com a degradacao das proteinas de reserva nos corpos pro-
téicos e no citoplasma. Com isso eles mostraram que os corpos
proteicos continham toda ou quase toda a atividade caseinoll-
tica e que o citoplasma continha toda a atividade do tipo

tripsina, usando BAPA como substrato.

Baumgartner e Chrispeels (3) analisando extratos de
cotiléedenos de '"mung bean' germinantes, a fim de verificar a
presencga de inibidores de endopeptidases, mostraram que a
BAPA-ase &€ uma enzima marcadora de citosol, nao estando asso-
ciada aos corpos protéicos. Posteriormente, os mesmos autores

(4) purificaram e caracterizaram a '"vicilin'" peptidio-hidrola

se, enzima capaz de hidrolisar 4n vitro a principal proteina




de reserva de cotilédones germinantes de ''mung bean'. Eles ve
rificaram que a peptidio-hidrolase purificada nao foi capaz

de hidrolisar o BAPA.

Em Vigna ungudiculata L., a atividade BAPA-asica foi
encontrada na fracao albuminica de extratos de cotiledones (29)
(30). 0s autores sao a favor da hipotese de que as atividades
BAPA-asica e caseinolitica estao associadas a enzimas diferen
tes, uma vez que as BAPA-ases albuminicas sao insensiveis aos

inibidores de tripsina.

Atividade BAPA-asica foi também detectada em fari-
nha de castanhas de caji (Anacardium occidentale L.) (36) e
em corpos protéicos de Lablab purpureus L, (22).

Além dos estudos feitos com sementes, a atividade
BAPA-3asica foi observada em raizes de soja (GLycine max Mer-
ril), ervilha (Pisum sativum L.,), milho (Zea mays L.), giras-
sol (Helianthus annuus L.), algodao (Gossypium hirsutum L.o)
e feijao (Phaseofus vulgaris L.) (17), Foi feita uma purifica
cao de 45 vezes da BAPA-ase de raizes de soja por Graf e

Hoagland (17) e a enzima nao apresentou atividade contra ca-

seina, '"azocoll'" e p-nitroanilidas de L-lisina, - L-=cistina,
succinil L-fenilalanina e glutaril L-fenilalanina. Porém mos-
trou uma baixa atividade contra glicina-p-nitroanilida e .=
leucina-p-nitroanilida, talvez em virtude da presenca de impu

rezas residuais na preparacao ou uma larga especificidade da

enzima, como sugerem os autores.

Pelos trabalhos realizados, pode-se concluir que a
atividade BAPA-asica detectada em diferentes materiais vege-
tais estudados difere da atividade caseinolitica, parecendo
estar envolvida com a hidrolise de peptidios, nao havendo si-
do até hoje esclarecida a fungao das mesmas no processo germi

nativo.

Varios autores sao unanimes em admitir que somente,

apos um maior conhecimento sobre as proteinas de reserva das




sementes e uma melhor caracterizacao das enzimas envolvidas
no metabolismo das mesmas, poderemos atingir uma melhor com=
preensao do processo germinativo como um todo. lsto obviamen-
te nao € facil, mas somente quando as enzimas forem melhor
entendidas individualmente € que as transformacoes de protei~-
nas a peptidios e aminoacidos poderdao ser apropriadamente ava

Yiadas (7).

0 presente trabalho teve como objetivo o estudo da
atividade BAPA-asica presente em sementes quiescentes de V4ig-

na sinensis (L.) Savi cv seridé, admitindo-se que enzimas ca-

pazes de hidrolisar o substrato empregado desempenham papel
importante na utilizacao das proteinas de reserva presentes
na semente. Ao mesmo tempo foi feito o estudo da atividade

LPA-asica, uma vez que inicialmente ela se apresentou associa

da as mesmas fragoes que encerravam atividade BAPA-3asica.




[I, MATERIAIS E METODOS

I11-A. MATERIAIS

Na realizagao do presente trabalho foram usadas se-
mentes de diversos cultivares de Vigna sinensis (L.) Savi pro
venientes da Fazenda Experimental do Vale do Curu, Péntecos-
tes, Ceara, pertencente ao Centro de Ciéncias Agrarias da Uni

versidade Federal do Ceara.

AcetiI-DL-fenilalahina-B-naftilester (Lot.AZ-2105 )
Schwarz/Mann, Orangeburg, N.Y., EUA,.

Acrilamida e N,N'-metilenobisacrilamida, produtos

de Eastman Organic Chemicals, Rochester, N.Y., EUA.

Albumina sérica bovina (fragao V 96-99%, Lot. 126C-
0199) de Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA.

Dietilaminoetil-celulose (0,84meq/ml), produto de

Nutritional Biochemicals Corporation, EUA.
a-N-Benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (Lot.  91C-
2460) e L-Leucina-p-nitroanilida (Lot. 9125), substratos cro-

mogénicos obtidos de Sigma Chemical Co,, St., Louis, EUA.

Sephadex G-100 (Lot. To-5967; particle size: Lo-
lZOﬂ)e Blue Dextran 2000, adquiridos de Pharmacia, Uppsala,

Suécia.

Todos os demais reagentes empregados foram de grau

analitico.




11-B. METODOS

1. Preparacao da farinha

Para preparacao da farinha foram usadas sementes
quiescentes dos diversos cultivares de Vigna s4inensis (L.) Sa
vi, apos remocao das peliculas, As sementes ou cotilédones fo
ram triturados em moinho Wiley adaptado com uma tela de 40 ma
lhas por polegada linear (40 mesh) e a farinha mantida em re-

frigerador (5°C).

2. Preparacao dos extratos

Os extratos foram preparados usando-se farinha de
cotilédones ou de sementes quiescentes deixadas em contacto
por duas horas com tampao fosfato 0,02 M, pH 7,6 (13) a tempe
ratura ambiente (26°C) na proporgao 1:5 ou 1:10 (farinha:meio
de extracao). 0 homogenato foi filtrado através de tecido de
nylon e centrifugado durante 30 minutos, 7.200 x g a 4°C(Cgﬂ
trifuga Internacional, mod. HR-I-International Equipment Co.,
Boston). 0 residuo da centrifugagao foi desprezado e o sobre-
nadante (pH 7), chamado extrato bruto, foi usado para determi-
nacao de proteina, para ensaios de atividade enzimatica e pa-

ra fracionamento com sulfato de amonio,

0s eixos, quando empregados na preparacgao de exfra-
tos, foram triturados em almofariz em presengca do mesmo tam-
pao, usando-se a proporgcao 1:20 (eixo: meio de extragao). As
demais condicoes foram as mesmas descritas para os extratos

preparados com farinha,

3. Determinacao de proteina

As concentracoes de proteina foram determinadas pe-

lo método do microbiureto (2) usando-se albumina sérica bovi-
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na como padrao, A determinagao da concentragao de proteina
nos efluentes das colunas cromatograficas foi feita pela medi

da de absorbancia em 280 nm, em espectrofotometro Beckman DU.

L. Preparacao dos substratos

Foram usados os substratos sintéticos o-N-Benzoil-
-DL-arginina-p-nitroanilida.HCl (BAPA) e L-Leucina-p-nitroani
Vida (LPA)Y (18) (5).

L.1. BAPA

As solucoes de BAPA (5x10—4M) foram preparadas dis-
solvendo-se inicialmente 21,74 mg de BAPA em 1,0 ml de dime-
tilsulfoxido e completando-se o volume para 100 ml com tampao.
A solucao era mantida a temperatura ambiente, no maximo por
48 horas.

L.2, LPA

As solucoes-estoque de LPA (leo-h

M) foram prepara-
das conforme ja descrito por Uchoa (34) em tampao fosfato
0,02 M, pH 7,0. As so]ugaes de concentragBes menores eram feli
tas a partir da solugcao-estoque que era mantida no congelador

(-20°C).

5. Determinacao das condicoes a serem usadas nos

ensaios de atividade enzimatica

As condigoes de ensaio de atividade BAPA-asica e
LPA-asica foram estabelecidas no extrato bruto de cotiledo-
nes de sementes quiescentes de Vigna sdinensis (L.) Savi GVie

serido.
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5.1. Atividade BAPA-3sica
5.1.1. Concentragoes do substrato e do ex-
trato

Inicialmente, foram estabelecidas as concentragSes
do substrato e do extrato a serem empregados nos ensaios. 0
meio de reacao encerrava 5,0 ml de BAPA nas concentragoes que
variavam de lx]D—hM a SxID-hM em tampao fosfato de sodio e
potassio 0,02 M pH 7,6 e 1,0 ml do extrato bruto (1:10) dilul
do 2 vezes. A mistura foi incubada por 15 minutos, a 40°C,sqg
do a reacgao parada com 1,0 ml de acido acético 30% (p/v).Apos
15 minutos de repouso, a hidrolise enzimatica foi medida pela
absorbancia em 410 nm do produto corado formado (espectrofotd

metro SPEKOL).

A fim de corrigir a atividade autodigestiva do ex-
trato foram sempre usadas amostras-controle, nas quais o ex-
trato e o substrato foram incubados separadamente e o substra

to adicionado ao extrato ap6s adicao do acido acético.

5.1.2. Efeito do pH
0 efeito do pH sobre a atividade BAPA-asica foi es-
tudado, usando-se o substrato na concentracao de 5x10-hM pre
parado com tampao Universal (13) nos valores de pH que varia-
ram de 5 a 10. Os ensaios foram feitos incubando-se 2,5 ml do
substrato com 0,5 ml do extrato (1:10), diluido 2,5 vezes,por
15 minutos a 40°C. A avaliacao da atividade foi feita pela

absorbancia em 410 nm, ap6s 15 minutos da adicao de 1,0 ml de

acido acetico 30%.
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5.1.3. Efeito da temperatura e do tempo de

reacao
mp—ag——

A temperatura e o tempo de reagao foram determina
dos fazendo-se ensaios de atividade BAPA-asica nas temperatu-
ras de 30, 40 e 50°C nos intervalos de tempo de 15 e 30 minu-
tos, incubando-se 2,5 ml da solugao de BAPA 5 x lO-hM em tam-
pao fosfato 0,02 M pH 7,6 e 0,5 ml de extrato (1:5) diluido 5

vezes.
5.2. Atividade LPA-asica
5.2.1. Concentracoes do substrato e do ex-
trato

As concentragoes de substrato e extrato usadas no
estudo de atividade LPA-3sica em sementes de feijao, embora
estabelecidas anteriormente (34), foram determinadas usando-
se 2,5 ml de LPA (1 x IO_AM a 5 % 10_qM) em tampao fosfato
0,02 M pH 7,0 e 0,5 ml de extrato (1:5) diluido 25 vezes. 0

tempo de reacao, a 40°C, foi de 15 minutos. Acido acético 30%
p/v (1,0 ml) foi usado para parar a reagao e a atividade de-
tefrminada pela absorbancia em 410 nm, apos 15 minutos de re-

pouso.

6. Unidade de atividade

Para os calculos de atividade BAPA-asica e LPA-asi-
ca foi usado o coeficiente de extincao molar usado por Erlan-
ger (16)

” =] £
€410 = 8800 (1.mol .cmo )

A atividade especifica foi expressa em umo]eSJMn-].mg

prot-] calculada pela formula:
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AQ]O x volume do ensaio x fator de diluigao
8,8 x 15 x mg proteina

7. Efeito do pH sobre a estabilidade das atividades

BAPA-asica e LPA-asica presentes no extrato
0 efeito do pH sobre a estabilidade das enzimas hi-
drolizantes de substratos BAPA (5 x lOﬁhM) e LPA (3 x 10-“M )
foi determinado segundo Sopanen e Mikola (33) com extrato
(1:5, p/v) preparado em tampao fosfato 0,02 M pH 7,6 com e

sem 2-mercaptoetanol 2 mM,

Aifquotas de 20 ml do extrato bruto (pH 7,0) foram
ajustadas com NaOH ou:-HC1 para valores de pH 4 a 11, em segui
da foram incubadas durante 60 minutos a temperatura ambiente
(26°C) e reajustadas ao valor do pH inicial com NaOH ou HCI.
Apos levar as aliquotas a um volume de 25 ml os precipitados
formados foram removidos pof centrifugacao a 7.200 x g, duran
te 20 minutos a 4°C. 0s sobrenadantes obtidos foram wutiliza-
dos para determinacao das atividades BAPA-3asica e LPA-asica.
Os ensaios de atividade foram feitos nas condigoes citadas
anteriormente, isto €, 15 minutos a 40°C, sendo os extratos
diluidos 4 vezes para ensaios de atividade BAPA-asica e 25 ve

zes para ensaios de atividade LPA-asica.

8. Fracionamento com sulfato de aménio

0 extrato bruto de sementes quiescentes foi submeti
do a fracionamento com sulfato de amonio solido nos interva-
los de 0 a 25, 25 a 50, 50 a 75, e 75 a 100% de saturagdo a
temperatura ambiente (28°C). 0 extrato era deixado em contac-
to com o sal por ca. de 4 horas. 0 precipitado formado foi re

movido por centrifugacao (7.200 x g, 30 minutos, 4°C), redis-

solvido no tampao de extragao e dialisado contra o mesmo tam-

pao, apos prévia dialise contra agua, a 4°C. Quando o contel-




1.2

do do saco de dialise apresentava algum precipitado, este era
removido por centrifugacao e desprezado, As fracoes assim ob-
tidas denominadas de .F 0/25, F 25/50, F 50/75 e F 75/100 fo-
ram usadas para determinagao de proteina e das atividades

BAPA-asica e LPA-asica.

9. Fracao 25/50

A fracao 25/50 foi preparada por precipitagao do ex

trato bruto de farinha de sementes com sulfato de amdnio.

9,1. Estabilidade termica

A estabilidade térmica da atividade BAPA-asica pre-
sente na fracao 25/50 foi determinada usando-se a fragao lio-
filizada dissolvida em tampao fosfato 0,02 M pH 7,6. Aliquo-
tas de 5,0 ml encerrando 10 mg/ml foram aquecidas em banho-
maria a .30, 40 e 50°C atéglaiminutoé. Em intervalos de 10 mi-
nutos foram retiradas aliquotas de 1,0 ml, diluidas 2,5 vezes
com o mesmo tampao e usadas para determinagao de atividade
BAPA-asica nas condicoes anteriormente descritas (2,5 ml de
BAPA 5 x IO_AM pH 7,6, 0,5ml da* fracao diluida, incubados por
15 minutos, a 40°C).

estabilidade das .ati-

9.2. Efeito do pH sobre .a
vidades BAPA-asica e LPA-asica

0 efeito do pH sobre a estabilidade das atividades
BAPA-asica e LPA-3sica presentes na fracao 25/50 .foi determi-
nado usando-se 450 mg da fracao liofilizada dissolvidas em
45 ml de tampao fosfato de Na e K 0,02 M, pH 7,6. Alfquotas de

10 ml encerrando 100 mg de fracao foram dialisadas por 48 ho-

ras a 4°C, contra 1200 ml (4 x 300 ml) dos seguintes tampoes:

acetato 25 mM, pH 5,0; citrato de so6dio e fosfato 25 mM, pH
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5,0; fosfato de sodio e potassio 20 mM, pH 7,6 e borato de so
dio 25 mM, bH 9,7. O0s precipitados foram removidos por centri
fugagao (3000 x g, 20 minutos, 28°C) e ressuspensos em tampao
fosfato 20 mM, pH 7,6. 0Os sobrenadantes obtidos, apos determi
nagcao de pH, foram dialisados contra 600 ml (2 x 300 ml) de
tampao fosfato 20 mM, pH 7,6, a 4°C, por 24 horas. As ativida
des BAPA-asica e LPA-asica foram determinadas na amostra nao
dialisada e nos sobrenadantes e precipitados resultantes das

dialises.

9.3. Filtracao em gel de dextrana - Sephadex-G-100

Sephadex G-100 (ca. de 15 g) foi deixada em agua
por 3 dias com agitagao ocasional e usada, depois de despreza
das as particulas finas, para preparacao de uma coluna (K 25/

L5 Pharmacia) medindo 2,5 x 40 cm.

A coluna foi equilibrada com tampao fosfato de so-
dio 0,02 M, pH 7,6, a temperatura ambiente (26°C) e o fluxo
ajustado para 40 ml/hora. Azul de dextrana (20 mg) foi dissol
vido no mesmo tampao (2 ml) contendo sacarose 10% e aplicado

na coluna para determinar o seu volume de exclusao (VO).

A fragao 25/50 dissolvida no mesmo tampao de equill
brio, encerrando 10% de sacarose, foi aplicada na coluna e os
efluentes recolhidos em fracoes de 4,0 ml, Nas fracoes colefg
das foram feitas determinacoes de proteina, pela absorbancia
em 280 nm, e determinagoes das atividades BAPA-3sica e LPA-asi

ca, empregando-se as condicoes de ensaio ja descritas.

Para os calculos dos pesos moleculares foi usada a

formula de Determann e Michel (15):

log M = 5,941 - 0,847 (Ve/VO)

Y= volume de eluicgao

VO= volume de exclusao
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9.4. Cromatografia em DEAE-celulose

Dietilaminoetii-celulose, lavada previamente com
dgua a fim de retirar as particulas finas, foi usada para pre
paracao de uma coluna medindo 2 x 35 cm., Apos lavagens suces-
sivas com NaOH 0,I1N, agua, HC1 O,IN e agua a coluna foi equi-
librada com tampao fosfato de sédio e potassio 0,02 M, pH 7,6.
A fragao 25/50 liofilizada foi dissolvida e dialisada «contra
o tampao de equilTbrio por 14 horas, a 4°C. 0 precipitado for
mado por dialise foi removido por centrifugagao (2.500 x g,
10 min) e o sobrenadante aplicado a coluna. A amostra foi
eluida inicialmente com o mesmo tampao de equilibrio seguido
de um gradiente linear de NaCl (0 a 1,0 M, 200 ml) no me s mo
tampao a temperatura ambiente (26°C). 0 fluxo foi mantido em
40 ml/hora com o auxilio de uma bomba peristaltica e fragoes
de 4,0 ml foram recolhidas por um coletor automatico de fra-
coes (Beckmann, mod 132) acoplado a um registrador (LKB 8.300
UVICORD I1). A absorbancia dos efluentes foi determinada em
280 nm. A fim de localizar as atividades BAPA-3sica e LPA-asi
ca nas fracoes obtidas por cromatografia, foi usado um ensaio
rapido de atividade (7) que consistiu em incubar a 40°C, por
15 minutos, uma gota do efluente com duas gotas do substrato,.
As fragoes que apresentaram coloracao amarela "caracteristica

da reacao foram usadas para recromatografias em DEAE-celulose.

9.5. Recromatografias em DEAE-celulose

O0s efluentes da cromatografia anterior (tubos 48 a
54, DEAE 1) que apresentaram atividade BAPA-asica foram reuni
dos e dialisados contra tampao fosfato de sodio 0,02 M, pH
7,6 e usados para recromatografia (DEAE 11). Uma outra recro-
matografia (DEAE I11) foi feita usando-se os efluentes da pri

meira recromatografia (tubos 32 a 38, DEAE I11). As condigoes

empregadas nas recromatografias foram as mesmas descritas no
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item anterior com excecao das dimensoes da coluna (1,5 x 18 cm).

9.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida

Eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada
segundo o método de Clarke (]2). Foram usados tubos de vidro
de 7 x 75 mm, uma amperagem de 2 mA/tubo mantendo-se a volta-
gem constante. TRIS-glicina-HCl pH 8,1, foi usado como tampao
de corrida. As amostras foram sempre aplicadas encerrando sa-

carose numa concentragao final de 10%,

A localizacao das fracoes obtidas por eletroforese
foi feita pela reagcao com negro de amido a 1%, em acido ace-

tico & 7%

A fim de identificar as fracoes com atividade
BAPA-asica, os tubos de gel foram cortados em duas seccoes no
sentido longitudinal. Uma das seccoes era corada com negro de
amido nas condigoes ja descritas, a outra era cortada em fa-
tias, que correspondiam as bandas coradas, e incubadas com
BAPA 5 x IO-AM a 40°C, durante 15 minutos (20). 0 aparecimen-
to da coloragcao amarela indicava a presenca da atividade
BAPA-asica.

Foi também usada a reacao com APNE, deixando-se )
gel em contacto com o reagente durante uma hora a temperatura

ambiente. 0 descoramento foi feito com acido acetico a 2% du-

rante 30 minutos (35).




[I1., RESULTADOS

1. Condicoes de ensaio

No estabelecimento das condigoes a serem usadas nos
ensaios de atividade BAPA-adsica em sementes de feijao foram
empregados somente cotilédones desprovidos de peliculas e ei-
X0S .

A figura 1 apresenta os resultados obtidos quando
do emprego de concentracoes crescentes de substrato que varia
ram de 1x]0_4M a SxIO-qM e quantidades Fixaé dé€ extrato de ¢g
tilédones encerrando atividade BAPA-asica. Verifica-se que,
para extratos preparados na proporg¢ao 1:10 (peso de cotilédo-
nes: meio de extracao) e diluidos 2 vezes, a concentragao fi-
nal de BAPA 4, 16x10-4M no volume de reacao & suficiente para

saturar a enzima.

Uma vez determinada a concentragao de substrato fo-
ram feitos ensaios mantendo-se constante a concentracao do
substrato e variando-se a concentracao da enzima presente no
extrato. Como mostra a figura 2 a atividade BAPA-asica aumen-

ta linearmente em funcao de quantidades crescentes da enzina.

As variacoes de atividade BAPA-asica em funcao do
pH (figura 3) foram determinadas no intervalo de 5 a 10, Vel
ficando-se uma atividade maxima entre 7 e 9. 0 pH escolhido
para os ensaios foi de 7,6 como usado anteriormente por

Beevers (5) no estudo'de atividade BAPA-asica de ervilha.

A temperatura de 40°C e o tempo de reacao de 15 mi-
nutos foram escolhidos para os ensaios de atividade BAPA-asi-
ca, tendo em vista os dados da figura 4 e as condigoes ja su-

geridas por Erlanger (16) e Beevers (5).

Ficaram estabelecidas as seguintes condig¢oes de en-
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Asio / ml ENSAIO / 15 min

mi DO SUBSTRATO

Fig. 1. Efeito da concentragao do substrato sobre a atividade
BAPA-asica presente em extrato de cotiléedones de se
mentes quiescentes .de Vigna sinensis (L.) Savi cv. se
rido. Extrato preparado em tampao fosfato 0,02 M pH
7,6 na propor¢ao 1:10 e diluido 2 x com o mesmo tam-

pao. Substrato: BAPA 5 10~ M, Volune de reagao: 6 ml.
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Ag410 / ml ENSAIO /15 min

| | | | |
0,2 04 0,6 0,8 1,0

ml DO EXTRATO

Efeito da concentragcao da enzima sobre a atividade
BAPA-3sica presente em extrato de coti ledones de se-
mentes quiescentes de Vigna sinensis (L.) Savi cV.
serido. Extrato preparado em tampao fosfato 0,02 M pH
7,6 na proporgéo 1¢10 e di tufdo 2 x‘com o mesmo tam-
pao. Substrato: BAPA 4,16 x 10-4 M no volume final de

reacao de 6 ml.
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Fig. 3. Efeito do pH sobre a atividade BAPA-asica presente e~

extrato de cotilédones de sementes quiescentes de
Vigna sinensis (L.) Savi cv. serido. Volume de rea=
¢ao: 3 ml. Atividades calculadas com.relacao a ativi-

dade maxima.
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Fig. 4. Efeito da temperatura sobre a atividade BAPA-asica

presente em extrato de cotiledones de sementes quies
centes de Vigna sinensis (L.) Savi cv..seridé. Volu-

me de reacao: 3 ml.
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sajio: tempo de reacao, 15 minutos; temperatura, 4L0°c; pH,7,6;
2,5 ml de BAPA 5x10-“M e 0,5 ml do extrato convenientemente

diluido, perfazendo um volume de reacao de 3 ml; 1 ml de aci-

do acético 30% (p/v) a fim de parar a reacao. 0 extrato foi
diluido 5 ou 2 vezes, dependendo da proporcao farinha: meio
de extracao, 1:5 ou 1:10, respectivamente.

0 efeito da concentracao do substrato e do extrato
sobre a atividade LPA-asica presente no extrato de farinha de
cotilédones de sementes quieséentes, apresentado nas figuras
5 e 6, podem ser comparados com aqueles ja determinados neste

laboratorio (34).

Uma vez estabelecidas as condigoes de ensaio com co
tiledones de Vigna sinensis (L.) Savi cv. serido, foram fei-
tas determinagoes de atividade BAPA-asica e LPA-asica nos ex-
tratos de cotiledones de diferentes cultivares que, conforme
pode ser visto nas tabelas Il e ll, se mostraram respectivamen-

te iguais.

A seguir foram feitas determinagoes nos -extratos de
eixos de Vigna sinensis (L.) Savi, cv. serido. Vérificou-se
que a atividade LPA-asica é_cerca de 5 vezes maior que a ati-
vidade BAPA-asica, tanto nos eixos como -nos cotilédones. 0
mesmo foi verificado por Beevers (6) para cotilédones de ervi

lha.

2. Efeito do pH sobre a estabilidade das atividades

BAPA-asica e LPA-asica presente nos-extratos

0 efeito do pH sobre as atividades BAPA-asica e
LPA-asica presentes nos extratos (pH 7,0) preparados com fari
nha de sementes e tampao fosfato 0,02 M pH 7,6, em presencga e
auséncia de 2-mercaptoetanol, foi determinado segundo Sopanen

e Mikola (33).

As figuras 7 e 8 mostram os resultados obtidos quan
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Fig. 5. Efeito da concentragao do substrato sobre a atividade
LPA-3sica presente em extrato de cotilédones de semen
tes quiescentes de Vigna s4inensis (L.) Savi cv. seri-
do. Extrato preparado em tampao fosfato 0,02 M pH 7,6
na proporgao 1:5 e diluido 25 x no mesmo tampao. Subs

tratos LPA 3 x 107% M.  Volume de reagao: 3 ml.
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Efeito da concentragao da enzima sobre a atividade
LPA-asica presente em extrato de cotiléedones de semen
tes quiescentes de Vdigna sinensis (L.) Savi cv. seri-
do. Extrato preparado em tampao fosfato 0,02 M pH 7,6
na proporgao 1:5 e diluido 25 x no mesmo tampao. Subs

trato: LPA 3 x 107" M Volume de reagao: 3 ml.




TABELA | - Atividade BAPA-asica em diferentes cultivares de Vigna sinensis (L.) Savi.

T PESO _, PROTEINA, AT TV1L.DABE
ng s oet g £ 0% umoles .min_] . cot umoles . min . mgProt_]

Serido 98,7 1351 0,0472 0,0036
Quebra cadeira 86,0 10,8 0,0378 0,0035
CE-24 64,2 8,7 0,0356 0,004]
CE - 236 y & i 9,1 0,0300 0,0033
CE - 222 82,0 1&g 0,0411 0,003k
CE-216 82,7 127 0,0419 0,0033

L2




TABELA

Il - Atividade LPA-asica em diferentes

cultivares de Vigna s{mens {4

(L.

)" Sanri.

LR PESO _, PROTEINA DI e o o L o s
g > Lok mg.» £O% umoles . min~! . cot” pmoles . min~ ! . mgProt

Serido 3857 12,9 0,2580 0,0200

Quebra cadeira 86,0 13,4 0,2693 0,0201

CE - 24 64,2 8,3 0,1793 0,0216

CE = 23b ¥ G AW LAd 052153 0,0194

CE =222 82,0 Ui 53 0,2113 0,0187

CE =216 82,7 12 45 0,2250 0,0180

8¢
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Efeito do pH sobre a estabilidade das atividades

BAPA-asica e LPA-asica em extrato de sementes quies-

centes de feijao de corda Vigna sinensis (L.)  Savi

cv. serido, preparado em tampao fosfato 0,02 M pH 7,6.
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Fig. 8. Efeito do pH sobre a estabilidade das atividades
BAPA-asica e LPA-asica em extrato de sementes quies-
centes de feijao de corda Vigna sinensis (L.) Savi
cv. serido, preparado em tampao fosfato 0,02 M,pH 7,6

com 2-mercaptoetanol 2 mM.
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do o pH do extrato foi levado aos valores desejados pela adi-
géo de NaOH ou HCl e preincubados a temperatura ambiente
(28°C) por 60 minutos. Verifica-se na figura 7 que o extrato
preparado sem 2-mercaptoetanol quando incubado em pH 7, 8 e 9
mantém de 100 a 84% das atividades iniciais. Ha um decréscimo
acentuado das atividades quando as incubagoes sao feitas em

valores de pH acima de 9 e abaixo de 7.

Em presengca de 2-mercaptoetanol houve uma perda mais
acentuada das atividades BAPA-asica e LPA-asica quando as in-

cubagoes foram feitas em pH alcalino, como mostra a figura 8.

A atividade LPA-asica ficou reduzida a 10% da atividade ini-
cial em pH 10 e 11 e nao apresentou atividade a pH 4. A ativi
dade BAPA-asica ficou reduzida a 5% da atividade inicial em

pH 4 e nao apresentou atividade a pH 11,

3. Fracionamento com sulfato de amonio

Para fracionamento com sulfato de amonio o extrato
foi preparado com farinha de sementes de feijao e tampao fos-
fato 0,02 M, pH 7,6, na proporcao 1:5 (farinha: meio de ex-

tracao).

0 extrato de sementes de feijao foi usado para fra-
cionamento por precipitacao com sulfato de amonio so6lido nos
intervalos de saturacao de 0 a 25, 25 a 50, 50 a 75 e 75 a
100%, como etapa inicial de purificagao da fragao protéica,en

cerrando atividade BAPA-asica e LPA-asica.

Os resultados apresentados na figura 9 e tabela |11
mostram que a fracao que precipita no intervalo de 25 a 50%
de saturacao com sulfato de amonio representa cerca de 14% da
proteina total extraida e 97% da atividade BAPA-asica total
presente no extrato inicial. A atividade especifica encontra-

da na fragao 25/50 corresponde a uma purificacao de 7 vezes.

A figura 10 e a tabela IVreferem-se a atividade


UFC
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Fig. 9. Atividade BAPA-3sica nas fragoes obtidas por precipi-

tacao do extrato bruto com sulfato de amonio.




TABELA 111 - Atividade BAPA-asica nas fracoes obtidas por precipitacao com sulfato de

amonio.

PROTE NA ATIVIDADE
VOLUME (m1) ;
TOTAL (mg) % TOTAL ESPECTFICA2 RECUPERACAO (%) PURIFICAGAQ x
70 2935,6 100 5,236 0,0017 100 -
6,8 84 2,8 0,158 0,0019 3 =
143 416 13,8 5,080 0,0122 97 7
7 180,3 6 0,266 0,0015 - -
29,5 631,2 21 - - - -

Os dados referem-se a 70 ml do extrato bruto preparado com tampao fosfato 0,02 M pH 7,6 usando-se a

proporcao 1:5 (farinha de feijao : meio de extragao).

I - umoles .

2 - ymoles .

2=
min

min . mg proteina

€€
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Atividade LPA-asica nas fracoes obtidas por precipi-

tacao do extrato bruto com sulfato de amonio.



TABELA IV - Atividade LPA-asica nas fragoes obtidas por precipitacao com sulfato de

amonio.

PROTE INA AT I V1 DADE
FRACAO  VOLUME (m1) , ;
TOTAL (mg) % TOTAL ESPECTFICA RECUPERACAO (%) PURIFICACAO x

Extrato 60 1045 100 15,5454 0,014k 100 -

0/25 b 6,3 0,6 0,0242 - - -

25/50 6 142 ,6 13,6 13,4091 0,0939 86,2 6,0
50/75 6 47,5 4,5 0,6455 0,0136 4,1 ™
75/100 18 150,5 14,4 0,0053 - . -

Os dados referem-se a 60 ml do extrato bruto preparado com

proporcao 1:5 (farinha de feijao :

I - umoles .

2 - ymoles .

3]
min

i mg protefna—]

meio de extragao).

tampao fosfato 0,02 M pH 7,6 usando-se a

5&
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LPA-3sica determinada nas fracoes obtidas por precipitacao do
extrato de sementes de feijao com sulfato de amonio solido. A
fracao 25/50 encerra cerca de 86% da atividade LPA-asica pre-
sente no extrato inicial e pela determinacao da atividade es-

pecifica ha uma purificagao de 6 vezes.

Comparando-se os dados das Tabelas llle IV no que diz
respeito a proteina total verifica-se que a tabela lllapresen-
ta um melhor rendimento do que a tabela IV.Porém com relagao
a fragao 25/50 o rendimento se mantem sempre em torno de 14%

da proteina total extraida.

4. Fracao 25/50

A fracao 25/50 por encerrar a maior percentagem das

atividades enzimaticas em estudo foi preparada conforme esque

ma da figura 11 e usada nos estudos posteriores.
L.1. Termoestabilidade
Quando a fracao 25/50 foi incubada a 30°C por T

20, 30 e 40 minutos e depois usada para determinagéo da ativi
dade BAPA-asica, verificou-se que houve diminuicao da ativida
de enzimatica de 6% em 40 minutos. 0 mesmo foi observado quan
do a fragao 25/50 foi pré-incubada a 40°C por 10, 20, 30 e 40
minutos. Houve um decréscimo de atividade um pouco maior, em
torno de 11%, quando a fragao 25/50 foi submetida ao aqueci-
mento previo a 50°C por 30 e 40 minutos. Porém, quando os tem
pos foram de 10 e 20 minutos o comportamento foi o mesmo apre
sentado quando do aquecimento a 30 e 40°C. A figura 12 mostra

que a atividade BAPA-asica presente na fracao 25/50 apresenta

boa estabilidade nas condigcoes empregadas.
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Farinha de feijao (100g)

+ 500 ml de tampao fosfato
0,02 M pH 7,6

+ 2 horas de contacto

+ filtracao em nylon

+ centrifugagao 7200 x g

30 min 4°cC
' |
precipitado sobrenadante
(desprezado) (extrato)

| + (NH )ZSO 0-25% sat.
+ L4 horas de contacto
+ centrifugacgao

I |
precipitado sobrenadante

(desprezado) % (NHQ)ZSO 25-50% sat.

+ 14 Hofas 'de contacto
+ centrifugacao

r 4
precipitado sobrenadante

s (desprezado)
+ tampao fosfato
0,02 M pH 7,6 para 100 ml

+ dialise contra agua
+.dialise contra tampao (F 25/50)
+ dialise contra agua
+ centrifugagao
e ]
precipitado : sobrenadante

(desprezado) l + liofilizagao

| Fragao 25/50 | (2 a 4 g)

Figura 11. Esquema de obtencao da fragao 25/50.
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12. Termoestabilidade da atividade BAPA-asica presente

na fracao 25/50 liofilizada, obtida por precipitacao
com sulfato de amonio do extrato bruto de sementes

quiescentes, no intervalo de 25/50 de saturacao.
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L.2. Estabilidade ao pH

A tabela V mostra que a fragao 25/50, dialisada por
72 horas contra tampao fosfato de sodio e potassio 0,02 M, pH
7,6, perde cerca de 65% e 30% das atividades LPA-asica e

SAPA-asica, respectivamente.

Tampao borato de sodio 0,025 M, pH 9,7, quando usa-
do na dialise, resultou no desaparecimento da atividade

LPA-3sica e na perda de 50% da atividade BAPA-asica inicial.

Apos dialise em pH 5,0, contra os tampoes acetato
de sodio 0,025 M e citrato de sodio-fosfato 0,025 M, a ativi-
dade LPA-asica foi praticamente destrufida e a atividade

BAPA-3sica manteve-se em torno de 60% da atividade inicial.

Os precipitados, resultantes das dialises, nao mos-
traram atividade BAPA-asica e somente o precipitado obtido
com dialise contra tampao acetato de sodio apresentou cerca

de 15% da atividade LPA-asica.

Foram também determinadas as quantidades de protei-
na nos sobrenadantes e nos precipitados das dialises usados

nos ensaios de atividade enzimatica.

O0s sobrenadantes obtidos com os tampoes acetato de
s6dio e citrato de s6dio-fosfato pH 5,0 apresentaram. menor
quantidade de proteina do que os precipitados. 0 inverso ocor
reu com os tampoes fosfato de s6dio e potassio pH 7,6 e bora-
to de sodio pH 9,7 que apresentaram maior quantidade de pro-

teina nos sobrenadantes.

As percentagens de proteinas recuperadas, apos dia-
lise, foram de 75, 100, 69 e 93%, respectivamente para os tam

poes acetato, citrato-fosfato, fosfato e borato.




dades BAPA-asica e LPA-asica presentes na fragao 25/50

Acetato 0,025 M

TABELA V - Efeito da dialise contra diferentes tampoes sobre a estabilidade das ativi

PROTENA*
%

Citrato-fosfato 0,025 M

Fosfato 0,020 M

PPT.

Borato 0,025 M

* Percentagem em relagao a atividade total e o teor
nao dialisada.

08
LagORIoNE

\0
\E} 30

i

)

k9,0
69,7

11,8
16,1

10
WwaG3d

N33 S

V\B 0’\0
FRVE

ATIVIDADE

total de proteina na fracgcao 25/50

0
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L.3. Filtracao em gel

A figura 13 nos mostra que a fragao 25/50 apresenta
guatro componentes quando submetida a filtracao em gel de
Sephadex G-100, com tampao fosfato de sédio pH 7,6. Um compo-
nente A, de peso molecular mais alto encerrando atividades
contra caseina e hemoglobina (21). 0 componente B, apresentan
do um peso molecular em torno de 58.000 daltons capaz de hi-
drolisar BAPA e LPA. Os componentes C e D de pesos molecula-

res mais baixos nao apresentaram atividade contra os substra-

tos utilizados.
Por filtracao em gel obteve-se uma boa recuperagao
da atividade BAPA-asica (88%) e uma purificagao em torno de

19 vezes com relacao a atividade inicial do extrato, como po-

de ser observado na tabela VI.

A tabela VIl refere-se a atividade LPA-asica da fracao
25/50 apos filtracao em gel de Sephadex G-100. Observa-se uma

recuperacao de 41% e uma purificacao de 7,5 vezes.

L.L4. Cromatografia em DEAE-celulose

A principal etapa de purificagcao e separacgao das duas
peptidases foi a de cromatografia em DEAE-celulose da fragao

25/50 obtida por precipitagao com sulfato de amonio.

Nos resultados apresentados na figura 14 (DEAE-I),vg
rifica-se que as fragaes ativas, adsorvidas na coluna, foram
eluidas a uma concentracao de 0,12 a 0,24 M de NaCl. Todas as
fragoes eluidas foram analisadas para atividades BAPA-asica e
LPA-asica. 0 produto final da primeira cromatografia mostrou
atividade BAPA-asica elevada, apresentando um rendimento de
95% e uma purificacao de 24 vezes, como pode ser visto na tabe
la VIIl. A atividade LPA-asica foi quase toda destrufda (tabe-
fa 1X).
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Fig. 13. Cromatografia em SEPHADEX-G-100 da fragao 25/50 sem
liofilizagao. Coluna 2,5 x 40 cm; tampao fosfato
0,02 M, pH 7,6 com NaCl 0,1 M. Fluxo: 30 ml/hora; vo

lume das fragoes: 5 ml/tubo.
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TABELA VI - Atividade BAPA-asica das

fracoes obtidas por SEPHADEX-G-100

FRACAOQ VOLUME (m1) ?g?;irﬁﬁg) ] QTIVIDADE - —~
TOTAL  ESPECIFICA® RECUPERAGCAO (%) PURIFICAGAO x
Extrato 74 2719 5,1515 0,0019 100 -
25/50 10 387 4,5454 0;0117 88 6,2
Tubos 18-24 35 123 4,5757 0,0371 88,7 19,6
Tubo 22 5 14 1,015 0,0725 & 38,3

i o E])
Il - umoles . min

2 - Uumoles . min

. mg proteina

Eh


UFC
Caixa de texto


TABELA VIl - Atividade LPA-asica das

fracoes obtidas por SEPHADEX-G-100

AT1VIDADE
FRAGAO VOLUME (m1) ?g?;ﬁrﬁA ; ] ;
e TOTAL ESPECIFICA RECUPERAGAO (%) PURIFICAGAO x

Extrato 74 2719 38,1212 10,0140 100 -
25/50 10 387 23,0303 0,0594 60,4 b,2
Tubos 17-24 L0 148 15,6060 0,1053 40,9 7155
Tubo 22 5 14 25753 0,1839 5 13,1

i
I = umoles . min

b 1) oy N
2 - umoles . min . mg proteina

hh
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Cromatografia em DEAE-celulose da fragao 25/50 liofi

lizada. Coluna 35 x 2,5 cm; tampao de partida: fosfa
to 0,02 M, pH 7,6 seguido por gradiente linear de
0 - 1 M de NaCl. Fluxo: 40 ml/hora; volume das fra-
coes: 4 ml/tubo.



TABELA VIII - Purificagao da fragao com atividade BAPA-asica presente em sementes de

fei jao.
AT 1 VIDADE
FRACAO VOLUME (ml) $§$XEFTA ) ] v
W TRTAL ESPECTFICA RECUPERAGCAO (%) PURIFICACAOD x
Extrato 380 22367 27.6363 0,0012 = =
25/50 6,5 233 1,9318 0,0083 100 6,9
DEAE | 28 62 1,8333 0,0295 95 24,3
DEAE 11 28 21 1,0454 0,0507 54,1 41,9
DEAE 111 12 Sl 0,8121 0,0969 42 80
Tubo 36 L 2,8 0,5212 0,1871 3 154
et
1 - uymoles . min
32 — umoles . min ' . mg protefna-]

9%


UFC
Caixa de texto
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TABELA IX - Purificacao da fragéo com atividade LPA-asica presente em sementes de fei

jao.

FRACAO VOLUME (ml) ig?;irwﬁg) ] 5 Ko i - -
TOTAL  ESPECTFICA® RECUPERAGAO (%) PURIFICAGAO x

Extrato 380 22367 201,5151 0,0089 = =
25/50 655 237 10,2424 00,0431 100 4,8
DEAE | 28 62 0,5075 0,0007 - s
DEAE I 28 21 - - 2 o

1 Il - umoles . hin-]
2 - umoles . min-]. mg protefna_]

Ly
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Os efluentes da primeira cromatografia (DEAE-1) fo-
ram reunidos, dialisados contra tampao fosfato de sodio e po-
tassio 0,02 M pH 7,6 e recromatografados em uma coluna de
DEAE-celulose de menores dimensoes (DEAE-I1). A eluigao foi
feita com o mesmo gradiente salino usado na primeira cromato-
grafia, como mostra a figura 15. 0Os dados da tabela VIII mostram
que houve um aumento substancial da atividade especifica da
enzima BAPA-ase com uma purificagao de 42 vezes e um rendimen
to de 54%.

Os resultados apresentados na figura 16 (DEAE-I11)
mostram que na Ultima recromatografia a atividade enzimatica
total esta contida no pico principal de proteina, sendo a en-
zima eluida a um gradiente de concentracao de 0,04 a 0,08 M
de NaCl. O produto final desta cromatografia (DEAE-I111) mos-
trando atividade somente contra o substrato BAPA, apresentou
um rendimento de 42% e uma purificacao de 80 vezes. 0 efluen-
te do tubo 36 apresentou uma atividade especifica que corres

ponde a uma purificacao de 154 vezes.

A purificacao da fragao, com atividade BAPA-asica
por cromatografia em DEAE-celulose, levou a uma perda comple

ta da atividade LPA-asica, enquanto foi obtida uma purifica-

¢ao de 154 vezes da BAPA-ase presente no extrato de

de sementes de feijao.

L.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida

As fracoes obtidas nas recromatografias em DEAE-ce-
lulose foram examinadas por eletroforese em gel de poliacrila
mida. Os diagramas eletroforéticos representados nas figuras
15 e 16, correspondentes as recromatografi as (DEAE-11 e DEAE-I111),
mostram a presenca de no maximo quatro componentes e de no mi
nimo, dois componentes quando corados com negro de amido. 0
segundo componente de maior mobilidade (Rf 0.95) .comum a to-

dos os diagramas € o responsavel pela atividade BAPA-3sica,co
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Fig. 15. Recromatografia em DEAE-celulose das fracoes com ati
vidade BAPA-asica obtidas na cromatografia da figura
14, Coluna 18 x 1,5 cm; tampao de partida: fosfato
0,02 M pH 7,6 seguido por gradiente linear de 0-1 M
de NaCl. Fluxo: 40 ml/hora; volume das fragoes: 4 ml/tu
bo.
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Fig. 16. Segunda recromatografia em DEAE-celulose das fragoes

com atividade BAPA-asica, obtidas na cromatografia
da figura 15.Coluna 18 x 1,5 cm; tampao de partida:
fosfato 0,02 M pH 7,6 seguido por gradiente linear
de 0 - 1 M de NaCl. Fluxo: 40 ml/hora; volume das

fragoes: 4 ml/tubo.
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mo foi confirmado pela coloragao com BAPA (20). 0 mesmo compo
nente deu também reagao positiva quando o gel foi tratado por
APNE. O componente de maior mobilidade € fixado pelo azul de
bromofenol usado para indicar o final das corridas e nao apre

senta atividade BAPA-asica.




52

[V, DISCUSSAO

L

A atividade BAPA-asica encontrada em sementes quies
centes de Vigha sinensis (L.) Savi cv. serido mostrou-se mais
alta em pH de 7 a 9. 0Os ensaios de atividade foram fei tos
em pH 7,6 por ser uma regiao de atividade maxima aliada a uma
maior estabilidade da enzima. 0s resultados obtidos estao em
boa concordancia com aqueles obtidos para trigo germinado (28),
{rigo maltado (20), ervilha (10) e amendoim. Os autores.encoQ
traram atividade maxima nos valores de pH de 7,5 a 9,0 para
trigo germinado, 8,6 a 9,1 para trigo maltado, 7 para semen-

tes de ervilha e 8,1 para “arachafn”.

A estabilidade ao pH da atividade BAPA-asica presen
te em extrato de sementes de feijao, preparado em presenca de
2-mercaptoetanol, esta em concordancia com aquela encontrada
no estudo de peptidases presentes em extrato aquoso de semen-
tes de cevada (33). Os resultados obtidos na auséncia de
2-mercaptoetanol nao diferem muito daqueles observados na pre
senga do mesmo reagente, principalmente no que diz respeito a
atividade BAPA-asica. 0 decréscimo no lado alcalino da curva
€ mais acentuado para a atividade LPA-3sica. As atividades em
estudo apresentam uma maior estabilidade em pH 7 e 8 e a pre-

sengca de 2-mercaptoetanol parece nao alterar as atividades.

A estabilidade térmica da atividade BAPA-asica pre-
sente na fracao 25/50 € relativamente alta. Verifica-se que
94% da atividade € mantida quando a amostra é tratada por 40
minutos a temperaturas de 30° e 409C e ha um decréscimo de
atividade em torno de 10%, quando pré-incubada a 50°C por 40
minutos. A enzima com atividade BAPA-3sica encontrada em tri-
go maltado € relativamente termolabil, sendo completamente
inativada quando aquecida por 30 minutos a 50°C (20). Em tri-

go germinado a atividade € eliminada quando do aquecimento por
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uma hora a 45°C (28). Burger (9) verificou que o tratamento a
450C por uma hora resultou na inativagao da atividade BAPA-asi
ca presente em cevada. Graf e Hoagland (17) verificaram que a
atividade BAPA-asica presente em raizes de soja decresce rapi
damente apos exposigao por 5 minutos a 45°C. Quanto a termoes
tabilidade, a atividade BAPA-3sica detectada na fragcao 25/50
pode ser comparada com a hidrolise do BAPA pela '"'arachain' que

€ mantida apos o tratamento por 15 e 30 minutos a 40°C (11).

0 efeito do pH sobre a estabilidade da atividade
BAPA-3si‘ca detectada em sementes de feij3o € mais acentuado
quando a atividade € determinada no extrato e o pH e ajustado
com NaOH ou HCl. Verifica-se que quando as mudancas de pH sao
feitas lentamente por dialise usando-se a fragao 25/50 ha uma
maior estabilidade da atividade BAPA-asica. Usando-se a fra-
¢ao 25/50 e dialise contra tampao acetato pH 5, ha uma recu-
peracao de 65% da atividade e um aumento da atividade especi-
fica, enquanto o extrato levado a pH 5 por adicao de HCI apre
sentou uma recuperagao de 35%. As atividades BAPA-3sica encon
tradas em cevada (28) e trigo germinado (28) apresentam boa
estabilidade na regiao de pH entre 5 e 10 quando submetidas a
dialise contra diferentes tampoes por 18 horas. Embora a ati-
vidade especifica mais alta tenha sido obtida apos dialise da
fracao contra tampao acetato, houve maior recuperagao com o

uso de tampao fosfato na dialise.

0 peso molecular de 58.000 daltons encontrado, por
filtragao em gel de Sephadex G-100, para o componente da fra-
¢ao 25/50 encerrando as atividades BAPA-asica e LPA-3sica e
comparavel com os valores de 59.000 para o trigo maltado ,
60.000 para amendoim, 63.000 para soja e 65.000 para ervilha
(10). A recuperacao da atividade BAPA-asica por filtracao em
gel pode ser comparada com aquela encontrada para rafizes de

soja (17), sendo que a purificacao € maior para o fei jao.

A fracao 25/50, quando liofilizada e submetida a
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cromatografia e recromatografias em DEAE-celulose em pH 7,6,
foi em sua quase totalidade retida na coluna e o componente
eluido a uma concentracao de 0,04 a 0,08 M de cloreto de so-
dio apresentou maior atividade BAPA-asica. Porém, o tratamen-
to por DEAE-celulose nao levou a uma purificagao suficiente

de modo a permitir uma melhor caracterizacao da enzima.

As FragBes obtidas por cromatografia, quando subme-
tidas a eletroforese em gel de poliacrilamida, apresentam um
componente com atividade BAPA-3sica de Rf = 0,95. Observa-se
que o mesmo € acompanhado de dois ou trés outros componentes
que nao tém atividade BAPA-3sica, como pode ser verificado pe

los diagramas eletroforeticos. A banda que deu reacao positi-

va com o BAPA, indicativa da quebra de ligagéo amidica, deu
também reacao positiva com o APNE, indicando a quebra de liga
cao éster. Isto nos levou a pensar que a enzima € responsavel

por essas duas atividades como no caso da peptidio-hidrolase

A de cevada.

0 presente trabalho nao nos permite atribuir a enzl
ma uma fungao precisa do ponto de vista da fisiologia da plan
ta. Beevers (5) sugere que enzimas capazes de usar o BAPA co-
mo substrato podem ser consideradas peptidases que provavel-
mente estao associadas com a utilizacao das proteinas de re-
serva, enquanto as enzimas caseinoliticas estariam relaciona-
das com a degradacao e '"turnover' das proteinas associadas com
o crescimento e desenvolvimento. Isto porque embora o BAPA se
ja sugerido como um substrato para enzimas do tipo tripsina,
o desenvolvimento da atividade caseinolitica (tipo tripsina)
em sementes germinantes € completamente diferente daquele re-
gistrado para a atividade BAPA-asica em ervilha (5) (6) e em
cevada (9). Em Vigna sinensis (L.) Savi cv. serido parece que
as enzimas responsaveis pelas atividades caseinolitica e
BAPA-asica sao diferentes, tendo em vista a filtracao em gel

de Sephadex G-100 da fracao 25/50.
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V. CONCLUSOES

As atividades BAPA-3sica e LPA-asica em diferentes culti-

vares de Vigna sinensis (L.) Savi apresentaram-se iguais.

A atividade BAPA-asica € cerca de 5 vezes menor do que a
atividade LPA-asica tanto nos cotilédones como no eixo em-
brionario de sementes de Vigna sinensis (L.) Savi cv. seri

do.

A fracao do extrato de sementes que precipita entre 25 e
50% de saturacao com sulfato de amonio encerra cerca de
97 e 86% das atividades BAPA-a3sica e LPA-asica respectiva-

men te.

A atividade BAPA-asica detectada na fracao 25/50 ¢é esta-
vel ao aquecimento a 40°C por 40 minutos e sofre um decréi
cimo de cerca de 10% quando aquecida a SOOC durante o mes-

mo tempo.

A atividade BAPA-asica na fragao 25/50 € estavel na regiao
de pH em torno de 7 e 8 e a presenca de 2-mercaptoetanol

parece nao alterar a atividade.

A fragao 25/50 quando submetida a filtragao em gel de
Sephadex G-100 em pH 7,6 apresenta um componente com peso
molecular de 58.000 daltons, encerrando as atividades

BAPA-asica e LPA-asica.

Por cromatografia em DEAE pH 7,6 e um gradiente linear de
NaCl foi possivel purificar 80 vezes o componente da fra-

¢ao 25/50 associado a atividade BAPA-3sica.
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8. Por eletroforese em gel, das fragBes obtidas por <cromato-
grafia em DEAE, verifica-se que o componente associado a

atividade BAPA-asica apresenta um Rf = 0,95.
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VII. COMUNICACAO A CONGRESSO

ENDO- AND EXOPEPTIDESES IN Vigna sinensis
(L.) Savi cv, serido.
065 1 LIMA AINOUZ,A.U.ALBUQUERQUE,N.B. BENE-
VIDTS. and A.L.PONTE
Universidade Federal do Ceara,Depto.de Bioquimica
e Biologia Molecular,Caixa Postal,1065,Fortaleza,
Ceara,BRASIL.

Endo- and exopeptidase activities were studied
in cotyledons of ungerminated and germinated seeds
of Vigna sinensis (L.) Savi cv.serido using casein,
hemoglobin, L-Leucine-p-nitroanilide (LPA), and
alpha-N-Benzoyl-arginine-p-nitroanilide (BAPA) as
substrates.

The following assay conditions were used: NakK-
phosphate buffer pH 6.0,60 min,509C for 1% casein;
Na-citrate buffer pH 3.5,60 min,40°C for 1% hemo-
globin; NaK-phosphate buffer pH 7.0,15 min, 400C
for 3x10-4 M LPA; and %aK-phosphate buffer pH 7.6,
15 min, 40°C for 5x10~% M BAPA.

Total activities of caseinase and hemo globinase
increase in cotyledons up to the third day of ger-
mination and decrease until the sixth day. Total
activities of LPA-ase and BAPA-ase decrease in
cotyledons during germination from day 0 to day 6
following the protein depletion.

Most of the activities detected in the -crude
extract (NaCl 0.1 M in phosphate buffer pH 7.6)
from ungerminated seeds could be precipitated by
ammonium sulfate 25 to 50 per cent saturation.The
precipitate retains 60, 80, 85, and 96% of the
caseinase, hemoglobinase, LPA-ase and BAPA-ase
activities, respectively. The activities also
remain in the soluble fraction after dialysis of
the crude extract against water. When submitted
to gel filtration (Sephadex G-100) the 25/50 per
cent fraction shows two active peaks: one with
both caseinase and hemoglobinase activities (MW
100,000) and other corresponding to LPA-ase and
BAPA-ase activities (MW 56,000).

Segundo Congresso de PAABS

Caracas - Venezuela, 1978.
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