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SUMARI0
Um sistema proteolftoco acido, capaz de hidrolisar
hemoglobina foi purificado 26 vczes por fracionamento com
sulfato de amonio, cromatografia de afinidade e cromatogra
fia de troca ionica, a partir de cotiledones quiescentes

de Vigna unguiculata (L.) Walp. cv. serido.

As Fragges obtidas por cromatografia de troca ioni
ca (SP-Sephadex C-50), quando submetidas a cromatografia
em gel de dextrana (Sephadex G-100) em pH 2,9, apresenta

ram pesos moleculares de 09.200 e 45.000 daltons.

O sistema proteolitico acido mostrou-se bastante

-~ . . - ot 4 .
complexo, com forte tendencia de dissociacao em pH acido
extremamente sensivel aos tratamentos empregados na purifi

cagao, especialmente apos a remocao de parte dos inibido

n
(@]

tripsina endogenos.

"5

res de

Evidenciou-sc a presenca de um outro sistema proteo
z
litico gque tem a habiliidade de hidrolisar a caseina a pH

icas seme lhantes ao sistema acido, nao

6,0, com caracteristi
s ¥ 3 * . a i .
sendo possivel separa-ios pelas tecnicas empregadas na pu.
rificacao.
» 5 RTC Y O . . o
Aparcntemente os inibidores de tripsina endogenos

s

. 5y . -~ .
proteolitica, mas ha evidencias

ilizam a atividade enzimatica.
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0 esclarecimento dos eventos relacionados com as
etapas iniciais do processo germinativo tem‘sido objeto de
intensas pesquisas por parte de bioqufmicos; e fisiologis
tas, principalmente com relaggo ao papel das enzimas pro

¢ 5
teoliticas presentes nas sementes nos primeiros estagios
da germinaggo. Ainda nao se conseguiu estabelecer um con
senso com relacao ao controle das enzimas proteoliticas, a
mobilizaggo das proteinas de reserva e as mudancas que o

correm nos orgaos de armazenamento durante a germinacao.

Um grande numero de enzimas proteoliticas de varios
vegetals tem sido estudado extensivamente, particularmente
em sementes germinadas, onde suas atividades tem sido rela
cionadas com os eventos do crescimento e desenvolvimento
da pléntula (44). Poucas referencias no entanto existem
com relacao ao estudo das enzimas proteoliticas presentes

em sememtes nao germinadas.

As dificuldades encontradas no isolamento e purifi
caggo das enzimas proteolfticas de sementes, constituem um
dos maiores obstaculos para a caracterizaggo dessas impor
tantes enzimas. Um deles ¢ a baixa atividade proteolitica
e a tendencia dessas proteases de se agregarem com outras
proteinas (12). Um outro e a sua relativa labilidade sob

as condicoes Trequentemente requeridas para a sua purifica
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ggo { 10, Alem disso, a falta de ensaios adequados para a
detectéggo das enzimas pFoteolfticaé_tém constituido uma
séria Iﬁmitgggo ao seu estudo. Substratos inapropriados,
tanto de origem animal como sinteticos, sao frequentemente
usados porque a hidrolise das proteinas de reserva nao e
detectada por esses metodos (4). Ocasionalmente diferencas
marcantes no desenvolvimento da atividade proteol{tica tem
sido observadas com diferentes substratos ou diferentes mé
todos utilizados para detectar os produtos de hidrolise(4)
A maior“limitaggo a esses metodos e que enzimas proteolfti

cas nativas de sementes germinantes podem ter uma alta es

pecificidade para as proteinas de reserva e assim nao atu

ar sobre,egses substratos (43).

Classificacao

A necessidade de se conhecer os mecanismos envolvi
dos na mobilizaggo das proteinas de reserva durante a ger
minaggo proporcionou o isolamento de um grande numero de
enzimas proteolfticas e levou a necessidade de uma classi
Ficaggo adequada. Entretanto, para a cfassificaggo de uma

; ”

enzima e preciso caracteriza-la totalmente e muitas tem si

do classificadas como “proteases” por indefinicao de sua

especificidade.

As enzimas proteoliticas podem ser classificadas:
I. com relacao a origem em proteinases animal, vegetal e
microbiana; 2. com relacao a natureza de seu centro ativo

" P ~ s :
em: a) serino proteinases, que tem um residuo de serina no




seu centro ativo e sao inibidas por diisgpropiifosfofluori

drato e outros organofosforados; b) tiol:proteinases, que

dependem de um grupo sulfidrila intacto no seu centro ati

vo e sao inibidas por reagentes tiolicos; c) metalo protei

nases, que dependem para a sua atividade de cations diva
lentes, sendo inativadas por agentes quelantes e algumas

o = > v & %
vezes por simples dialise; d) proteinases:acidas,. que con

~ ” Yol * : s
tém um ou mais grupos carboxilicos no centro ativo; 3. de
7’
acordo com o seu ponto de ataque na cadeia polipeptidica
em: a) exopeptidases, proteinases que clivam residuos C-

> » r i
ou N-terminais; b) endopeptidases, que clivam residuos si

tuados dentro da cadeia polipeptidica; c) dipeptidases ,
que necessitam da presenca de um grupo.céamino e um  ol-car

¥ i - % e
boxilicos carregados e vizinhos (306).

Local i zacao

e

Pouco se tem Teito com reiagao a distribaicao e aos
Y 4
ar

’ s g A -
niveis relativos de atividade proteolitica nas varias par

lizacao intracelular. Os pri

)}

tes da planta e sobre sua loc

dasx e quiescente, fo

9]

meiros trabalhos com semente germin
ram Teitos com homogenatos e sem gualguer preocupaggo com
sua localizacao. investigagSes utilizando camadas de aleu
rona isoladas, separacao de organelas e metodos histpqufmi

cos entre ocutros, tem possibilitado ¢ estudo da localiza

(1.

~ao de algumas desses enzimas.

. (5 I - 7
Os coti ledones de sementes de leguminosas contem

grande quantidade de proteinas de reserva localizadas nos
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corpos proteicos e, observacao de sua morfologia durante a
v~ 8. L. . =
germinacao (25), indicam que a membrana que os envolve per
an intacta e t d ot i
manece intacta enquanto as reservas desaparecem, sugerindo

. e
que as mesmas podem sofrer autolise.

0 exame dessas organelas tem despertado bastante in

teresse, particularmente no que diz respeito aos mecanis
’. - -

mos catabolicos das proteinas de reserva, bem como.a loca

lizacao intracelular das enzimas proteoliticas. A maioria

dos trabalhos envolvem o isolamento dos corpos proteicos

~ = s r 4 - &
de sementes nao germinadas, devido ao decrescimo da estabi

lidade dos mesmos-com o decorrer da germinacao (4).

Yatsu e Jacks (59), isolaram corpos proteicos de se
mentes nao germinadas de algodao e verificaram que os mes
& SR e e oy

mos encerram toda atividade proteolitica acida; com pH oti

mo entre |-2 e 3-4, usando hemoglobina como substrato.

b - - - - -

Uma protease acida que hidrolisa gelatina Toi .encon
trada em corpos proteicos de sementes de cevada nao germi
nada (39). Foi tambem examinada a natureza das proteases a
cidas liberadas por corpos proteicos de sementes de cevada

" i % e S -
em resposta ao acido giberelico (52), encontrando-se como
principal componente liberado uma enzima SH-dependente com

pH otimo v L

Isolando corpos proteicos de sementes nao germinadas
de canhamo, St Angelo e col. (50), demonstraram a presenca
de uma protease acida com pH otimo de 2,2 utilizando hemo

ando edestina.

on

glebina como substrato e pH 4,3 u
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Harris e Chrispeels (25), isolaram corpos proteicos

de cotiledones germinantes de Phaseolus aureus e observa
SLAC

ram sua morfologia durante a germinagSO, verificando que a
membrana circundante permanece intacta enquanto as protei
nas de reserva desaparecem. Observaram que os corpos . pro
teicos continham atividade caseinésica, carboxipeptidésica
eémanosidésica e N—acetilvglglucosamidésica e oicitoplasma
continha toda ou quase toda atividade Ieucinoaminopeptfdé
sica e do tipo tripsina. A incubaggo dos corpos proteicos
isolados resultou na liberacao de aminoacidos. A analise
dos produtos de hidrolise indicaram que muito pouca ou ne
nhuma proteina de reserva foi hidrolisada durante a incuba
ggo. Observaram que a hidrélise das proteinas de reserva
foi grandemente acelerada pela adicao de extratos de plan
tulas com 4 dias de germinacao. Por meio de uma técnica
histoqu{mica utilizando filme de gelatina, Yomo e Taylor

(60), detectaram atividade endopeptidésica em cotiléedones

germinados de Phaseolus vulgaris. Nos primeiros estagios

da germinacao a atividade proteolitica foi observada por
% € -

todo o cotiledone, exceto em duas camadas de celulas ao re

dor do feixe vascular.

Endopeptidases acidas foram tambem encontradas
em corpos proteicos isolados de cotiledones de sementes

germinadas de ervilha por centrifugaggo diferencial (33).

N § e ’ > -
Adams e Novelliie (2), isolaram corpos proteicos e
esferosomas de graos de sorgo nao germinados, verificando

que os primeiros tem grande quantidade de proteina insolu

. ’ ¥, . ¥ . .4 @
vel associada com proteases acidas tambem insoluveis e com
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: £ -
capacidade autolitica; os esferosomas contem proteases _-so
» 3 o - L - &
luveis e tambem capacidade autolitica. Eles concluiram que
essas duas organelas tem dupla funcao: armazenar proteinas
-

de reserva’e enzimas nas sementes nao germinadas; e degra

dar proteinas durante a germinacao.

A presenca de proteases acidas nos corpos proteicos
suporta o conceito de que Os mesmos sao organe | as iseme lhan
tes aos |isosomas onde a digestgo celular ocorre (33). “ E
bastante claro que durante os primeiros estégios da  genmi
naggo as endopeptidases encontradas nos corpos proteicos
sao primariamente responséveis pela iniciaggo dos proces
sos de Fragmentaggo das proteinas de reserva em polipepti

deos para posterior degradacao e transporte necessarios ao

crescimento do embriao (44).

Prooriedades

As enzimas proteol{ticas encontradas nos tecidos de
sementes e de plantas em desenvolvimento tém-se mostrado
muito complexas e, apesar da importancia atribu{da és mes
mas no processo germinativo (4, 16, 44), o numero de dados
disponiveis e ainda insuficiente. O conhecimento das pro
priedades qufmicas e Ffsico—qu{micas de uma determinada en

-

zima e um pre-requisito tundamental para o seu estudo.

0 advento de - tecnicas mais refinadas possibilitou o
- 3 - £ . iy 1 4 - & -
isolamento e purificacao de varias proteases acidas de se

mentes germinadas e uma ideia mais clara de suas proprieda

des emergiu desses estudos.
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Burger (10), isolou uma endopeptidase acida de ex
tratos de cevada germiéada, purificando-a por cromatografi
a de aFinidéde (Sepharbse—hemoglobina) e eletrofocalizacao
mostrando 3 a 4 componentes, que sao similares em tamanho
e em carga. A Fﬁaggo:qtiva tem um pH otimo de 3,8 com hemo
globina como substratd e quando submetida a filtracao em
Sephadex G-75, mostra wm pico assimétrico de atividade com
um peso molecular de 14.100 daltons com evidencia de 3 com

ponentes, sendo fortemente inibida por/g—mercaptoetanol.

Usando filtracao em gel em Sephadex G-100 e croma
tografia em CM-celulose, Moeller e col. (37), demonstréraw
a presenca de uma carboxipeptidase que hidrolisa caseina
mas tem aggo neglig{vei contra hemoglobina. A enzima ‘se
mostrou estavel na faixa de pH 3,0 a 6,0 e perdeu de 30 a
40% da atividade apés dialise a pH 4,5 por 16 horas a 4°C.

Usando o mesmo procedimento anterior, Burger e col. (I1),

estudaram uma peptidil pept{d%o hidrolase; utilizando CM-
celulose mostraram a presenca de duas enzimas que sao ad

sorvidas pela coluna e pelo menos 3 que maoc sao adsorvidas
e tem baixa atividade. Ambos os grupos de enzimas hidroli

sam hemoglobina a pH 3,8 e caseina a pH 6,0.

Por fracionamento com sulfato de amonio, cromatogra

fia de .troca ionica e exclusao molecular em_Sephadex G-100
o A D Ca

e eletroforese, Abe e col. (1), purificaram uma protease a
cida de endosperma de milho germinante. A enzima purifica
da tem um peso molecuiar de 21.000 daitons e e mais ativa

a pH 3,0 usando hemoglobina como substrato. A atividade au
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menta com a germinaggo e a adiggo de ﬂtmercaptoetanol pro

move um aumento acentuado na atividade. Cinco enzimas pro
teoliticas (20), ativas em pH 3,5, 5,4 e 7,5 usando caseli
na como substrato foram demonstradas em extratos brutos de
varios orgaos de milho germinado. A atividade aumenta du

rante a germinacao e a adigao de f—mercaptoetanol aumenta

-sensivelmente as atividades em pH 3,5 e 5,4. O endosperma

de milho germinado contem tambem uma protease écida que de
grada rapidamente zeina em pH 4,5 e caseina em pH 3,0. 0
extrato bruto mostrou um acentuado aumento na atividade
proteol{tica quando em presenca delg—mercaptoetanol {2V).

A presenca de uma protease acida que aparece do 32 ao 8¢

dia de germinacao e tem maxima atividade em pH 3,8 utili
SRR T i .

zando hemoglobina como substrato e temperatura otima de

46°C foi demonstrada por Harvey e Oaks (26, 27). Moureaux

(38), mostrou que a degradaggo de proteina durante a germi
nacao estava correlacionada com o aparecimento de uma ati
vidade proteol{tica. Tres proteases acidas foram isoladas
por cromatografia de afinidade em Sepharose-hemoglobina e
filtracao em Sephadex G-100. A primeira foi isolada nos
grgos nao germinados e apresentou um peso molecular de
40.000 daltons e atividade otima em pH 3,2. As duas outras
que aparecem no 52 dia de germinaggo apresentaram pesos mo
leculares de 36.000 e 127000 daltons e com atividade méxi

ma em pH 3,8.

Wang e Grant (61), trabalhando com extratos de fari

nha de trigo, extraidos com tampgo acetato 0,2M pH 3,8 e



&

solucao de acido acéticouO,2M,rdemonstraram a presenca de
duas fracoes com -atividade themoglobinasica quando o extra
to foi submetido a filtracao em Sephadex G-100. Uma com pe
so molecular maior que 120.000 daltons e outra com peso mo
lecular de 80.000 daltons. Uma preparaggo mais purificada
da enzima mostrou um peso molecular de 65.000 daltons. A
enzima tem um pH otimo de 4,4 e é resistente ao calor. Es
tudos cineticos mostrarém que a atividade nao aumenta. I i
nearmente com a concentraggo da enzima mas, o desvio da |i
nearidade torna-se menor com o aumento da pureza da en;l
ma. Uma protease acida tambem foi demonstrada em V,Farinhé
de trigo extraida com égua a pH 8,0 e com um max imo de ati

vidade em pH 3,8 usando hemoglobina como substrato (35). A

protease nao Toi inibida por inibidores de tripsina e qui
miotripsina. Usando uma coluna de Sepharose-hemoglobina
Preston e Kruger (40), isolaram duas proteases que hidroli
sam a hemoglobina a pH 4,0 e glﬁten a pH 5,8. Conseguiram
uma purificaggo de 25 vezes e por fiitnaggo em gel cem Se
phadex G-100, épresentaram pesos moleculares de 63.000 e
54.000 daltons é, por eletroforese em gel de poliacrilami
da com SDS, pesos moleculares de 60.000 e 56.000 daltons.

Tambem utilizando uma coluna de Sepharose-hemoglobina Chua
e Bushuk (12), purificaram duas vezes uma protease acida a

partir de extratos brutos de farinha de trigo que tem a ha

bilidade de hidrolisar a hemoglobina. Burger (9), detectou

uma hemoglobinase em pH 3,8 que precipita com sulfato de
N : o 3 . ~ -

amonio entre 0-50% de saturacao, e atraves de cromatogra

- ’ - - o4 - -
fia em DEAE-celulose mostra varias regioes com atividade
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hemoglobinésica, uma regiao com atividade BAPA-asica coin
cidente com a mais ativa hemoglobinase e duas regioes com
atividade gelatfnésica. Através de Filtraggo em gel em Se
phadex (6-100 mostrou duas regioes com atividade hemoglobi

< . - < -
nasica e uma com atividade BAPA-asica.

Baumgartner e Chrispeels (6), isolaram e purifica
ram uma endopeptidase presente em cotilédones de plantulas

de Vigna radiata que degrada rapidamente a vicilina, prin

cipal proteina de reserva da semente. A protease purifica
da tem um peso molecular aparente de 23.000 daltons, ativa
em pH 5,1 com vicilina como substrato, nao tem atividade
contra BAPA, nao e inibida pelo inibidor de tripsina endo
- 5 ;

geno e e ativada por‘ﬁ—mercaptoetanol._Demonstraraerqueia

o £ 5 s ; e £
proteolise das proteinas de reserva e acompanhada pelo apa
recimento de uma nova atividade proteolitica e que essa
protease e sintetizada “de novo” durante os seis primeiros

dias de germinacao, sendo acumulada nos corpos proteicos.
) 5 14 :

Viney e Ramshaw (56), purificaram 470 vezes uma pro

tease acida de plantulas de Phaseolus aureus, usando fra

cionamento com sulfato de amonio e DEAE-celulose. A protea
se mostrou atividade maxima em pH 3,8 -8 450C com albumi
na serica bovina como substrato e varios componentes atra
ves de eletrofoéese em gel de poliacrilamida. Os autores

mostram que uma posterior recromatografia em DEAE-celulose

e Tiltracao em gel promovem a perda total da atividade.

o~

Salmia e col. (45), caracterizaram as proteinases

presentes em sementes germinantes de Pinus svlvestris. Uti




o

lizando hemoglobina em pH 3,7 e caseina em pH 5,4 e 7,0,
verificaram que os endospermas separados das sementes  no

perfodo de répida mobilizaggo das reservas (plantulas de

-

20 a 50 mm) mostram uma alta atividade proteolitica.

ST. Angelo e col. (51), detectaram uma proteinase é
cida em sementes nao germinadas de canhamo. A enzima foi
purificada 25 vezes, tem peso molecular de 20.000 daltons
e por eletroforese em gel de poliacrilamida mostra pelo me
nos 3 componentes. Tem atividade maxima em pH 3,2 com hemo

globina e em pH 4,3 com edestina como substrato a 53°C.

Uma purificacao de 870 vezes de uma protease acida
foi conseguida por Shinano e Fukushima (48, 49), de semen
tes nég;ggfﬁﬁnadas’de iotus, capaz de hidrolisar hemogiobi
na e caseina em pH 3,8 e com pesos moleculares de 36.800 e

35.500 daltons, determinados por estudos de sedimentacao

difusao e filtracao em Sephadex G-100 respectivamente.

Uma protease acida foi encontrada em sementes de ar
roz, com pH 6timo em 3,5 com caseina e em 2,5 a 3,0 com he
moglobina comec substratos (18). A protease se mostrou esté
vel na faixa de pH 5,0 @ 9,0 e um peso molecular de 60.000
a 65.000 daltons quando submetida.a Fiitraggo em Sephadex
G-100. Por cromatografia em DEAE-celulose, foram obtidas
varias fragSes e os autores admitem gque as Tormas mJiti
plas sejam devidas a associacao com outras proteinas inati
vas.,

Uma protease acida com peso molecular de 80.000 dal

- - " o - - 4 -
tons determinado por filtracao em gel, com atividade otima
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em pH 3,6, apresentando baixa atividade em sementes nao
germinadas e aumentando somente apos o 22 dia de germina
cao, foi isolada de *sementes de sorgo por Garg ¢ Viru

.

paksha (22). ;

Papel Fisiolégico

0 mecanismo pelo qual as proteinas de reserva sao
convertidas em aminoacidos nao e claramente entendido. As
sume-se geralmente que a hidrolise e efetuada por varias
enzimas que se desenvolvem duraﬁte a germinaggo, entretan
to, evidencias para a existencia e operaggo de tais enzi
mas sao poucas. A maqqiner?argnzimética para a hidré]ise
de proteinas e acidos nucleicos esta presente nas sementes
germinantes. Ha um aumento da atividade proteol{tica duran
te a germinaggo mas neste estégio do conhecimento e difi
cil dizer a Funggo fisioldgica precisa para as enzimas. O
acumulo de aminoacidos e nucleotidios durante a gerinaggo
indica que hidrolises ocorrem, entretanto, as enzimas en
volvidas podem ser diferentes daguelas demonstradas nos en
saios (8). As enzimas proteolfticas podem tomar parte na
ativagao do DNA ou atuar liberando enzimas pela Iiberacao
de celulases pre-formadas, por hidrdlise da parede celular.
Sua principal Funggo, entretanto, e - a hidrolise das protei
nas (42).

Harris (253), encontrou um baixo nivel de atividade
yndopeptidésica nos tecidos de reserva, gue aumentou 48 a

~

60 horas apos @ embebicac. Concluiu que o metabolismo das
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proteinas de reserva depende do aumento das endopeptidases
havendo uma forte relagao entre o aparecimento da ativida

de enzimatica e o metabolismo das proteinas de reserva.®

.

Korolyova e col. (30), mostram que legumina e vici
lina as proteinas de reserva de sementes secas de Vicia sa
tiva nao sao afetadas por enzimas proteolfticas dessas se
mentes mas, gquando isoladas de sementes germinadas, sao

prontamente hidrolisadas por essas enzimas.

No decorrer da germinacao de sementes de milho a
V s
perda de zeina e glutelina ocorre aparentemente apos 20 ho

ras de germinaggo e a perda total apos 60 horas (26, 27) ,

~ ~

assim relativas proporcoes do endosperma saoc alteradas an

E]

|0y

tes que a principal perda comece. Sugere-se que as prote

ses possivelmente presentes nas sementes secas sao ativa
das durante a germinacao e degradem inicialmente zeina e
glutelina, posteriormente sao sintetizadas enzimas adicio

nais gue participam na degradacao efetiva das proteinas.

. : - ¥ . v .

Guardiola e Sutcliffe (24), mostraram que a hidroli

se da proteina de reserva de ervilha comegcou com o inicio
da germinacao, consistente com a presenca de atividade pro

i ~
teclitica na semente nao germinada.
Controle
0 conhecimento das mudancas estruturais gue ocorrem

nos corpos proteicos durante a germinacao e bastante avan

cado, entretantc, a fisiologia e a bioquimica dos proces



@
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sos sao ainda pouco estudados. Um exame critico da litera

tura mostra que ainda nao se conhece a estrutura do subs
LA

trato, o envolvimento das varias, enzimas, o mecanismo de’

-

controle € @ natureza dos produtos intermediarios (4).

Nao hé dQvida que o essencial a existencia de meca
nismos de controle sobre as enzimas hidroliticas para pre
venir a degradacao das proteinas funcionais e estruturais
(4). Todas as enzimas proteolfticas em sementes germinan
tes provave lmente nao sao controladas da mesma maneira. Al
guns mecanismos de controle que tem sido sugeridos envol
vem o controle hormonal da sintese “de novo”, inibidores
endégenos, zimogenios, compartimentalizaggo, pH, especifi
cidade pelo substrato e inibiggo pelo produto fisnal (4).
lnibf&éres queiinibem proteaéég;de origemranfmal € microbi
ana sao intensivamente estudados, enguanto relativamente

pouco e conhecido sobre os inibidores que inibem proteases

-
endogenas vegetais.

A3 . . ~ <
Foi demonstrado que a germinacao e acompanhada por

e @ g . . 2 a -
um declinio gradual no nivel de inibidores de tripsina nos
e

cotilédones de Vigna unguiculata (§7), entretanto, nao ha

~ : - 5P By

evidencia de que o aumento da atividade proteolitica gue

tambem acompanha a germinacao (3), esteja relacionado com

- ~ >

o decrescimo da atividade do inibidor; sua funcao fisiolo
gica permanece controvertida.

5 £ . 3 g &

Baumgartner e Chrispeels (5), isolaram e caracteri

zaram parcialmente um inibidor que inibe a maior endopepti

s
dase presente em cotilecdones de Vigna radiata, demonstra
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ram que a atividade inibitoria era devido a presenca de
dois inibidores de pesos moleculares 12.000 ¢ 2.000 dal
toné, verificaram que o desaparecimento da atividade inibi
toria era ‘acompanhadc por um aumento na atividade endopep
tidisica mas a cinetica desses dois eventos sugeriu que

eles nao estao relacionados; demonstraram, tambem, que a

atividade inibitoria nao estava associada aos corpos pro

teicos e sim ao citosol.

Hobday e col. (29), investigando a distribuiggo sub
celular da atividade anti—tr{ptica, atividade proteoiftica
e efeito do inibidor na atividade de proteases endégenas
de sementes de ervilhas, nao encontraram evidencias convin
centes para sugerir que a atividade anti—tr(ptica esteja

envolvida na regulacao das proteases durante a germinacao.

Saloia & col. (

6, 47), mostraram que extratos de
sementes de pinho nao germinado inibem a atividade proteo
litica presente em extratos de endospermas de sementes ger
minadas. @uandq foi feita a dialise dos extratos germina
dos, houve um aumento na atividade proteolitica com o desa
parecimento da atividade inibitoria. Concluiram gue o de
crescimo dos inibidores durante a dialise foi devido a ina
tivaggo enzimatica e que o aumento da atividade proteol{ti
ca foi pelo menos em parte devido a destruicao dos inibido
res.

Preston e Kruger (41), mostraram que o aumento da

atividade hemoglobinasica em pH 4,0 em sementes integras

-

durante a germinacao e em sementes sem o embriao, apos 5
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dias de germinagao, parecem ser insensiveis a presenca do
acido giberelico. O aumento na atividade nao foi devido a
sintese "de novo” mas é ativaggo-dé enzimas presentes em
sementes n50'9erminadés, levando a conclusao de que a ati
vaggo provave Imente envolve o desaparecimento de inibfdg
res endégenos. A adicao desses inibidores presentes nas se
mentes de trigo ngo germinadas % preparaggo de enzimas par
cialmente purificadas de sementes germinadas e quiescentes
promove mais de 50% de inibiggo na atividade hemoglobinési
ca. Concluiram, também, que a habilidade dessas fragges de

- - & -
inibir a atividade hemoglobinasica decresce durante a arma

zenagem e germinacao. :

Objetivos e

5
i

Enzimas proteoiiticas em sementes nao germinadas tem

L4
I

sido pouco estudadas, principalmente devido ao fato dos ni

veis de atividade serem baixos ou mesmo inexistentes.

e = s

Embora ja tenha sido investigada a utilizacao de he
moglobina como substrato, no estudo de enzimas proteoliti
cas em sementes nao germinada de cevada, canhamo, trigo e

arroz, poucos trabalhos foram realizados com relacao as le

guminosas (9, 12, 18, 30, 39, 50, St -B81).

0 nosso principal objetivo Toi o estudo de uma enzi
7’
ma proteolitica ativa contra hemoglobina em pH 3,5 presen

e
te em cotiliedones de sementes quiescentes de Vigna unguicu

[ata.
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Neg tentativa de relacion-r & re-n Fns inibidores de

tripsina com a atividade proteclitica presentes nas scmen
tes miescentes, Toi Teito um estudo dos mesmos durante to
~2s &5 etapas de purificacao.

foi feito um estudo concomitante

LPA-asica e caseinasica inicial
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Il - MATERIAIS E METODOS

“11.A. Materiais

|. Sementes

No presente trabalho foram usadas sementes de fel

jgo de corda Vigna unguiculata (L.) Walp. cv. seridé, ante

riormente denominada Vigna sinensis (55), fornecidas pelo

Departamento de Fitotecnia do Centro de Ciéncias Agrérias

da Universidade Federal do Ceara.

2. Outros materiais

Hemoglobina bovina, preparacao cristalizada, Worthi

ngton Biochemical Corp, New Jersey, EUA.

Caseina, preparada segundo Hammarsten, E. Merck AG

Darmstadt, Alemanha.

Albumina serica bovina (Fraggo V 96-99%, Lot. 126C-

0199), adquirida de Sigma Chemical Co , St. lLouis, EUA.

Sepharose 4B-200 (Lot. 44C-0760), adquirida de Sig
ma Chemical Co., St. louis, EUA.

SP-Sephadex C-50 (lot. 2653, particle size 40-120)e
Sephadex G-100 (Lot. To0.5967, particle size 40-120), adqui

& - - L a
ridos de Pharmacia, Uppsala, Suecia.

ot N-Benzoil-Dl-arginina-p-nitroanilida (Lot.0lC-

2460) e L-leucina-p-nitroanilida (Lot.9125), adguiridos



de Sigma Chemical Co., St. lLouis, EUA.

Tripsina Bovina, preparacao duas vezes cristalizada

-

Nutritional Biochemicals Co. (NBCo), EUA.

Todos os demais reagentes empregados fToram de grau

analitico.

Il.B. Metodos

| .. Preparacao da farinha

Foram usadas sementes quiescentes de feijao de cor

da Vigna unguiculata (L.) Walp. apés remoggo do tegumento

e do eixo. Os cotiledones foram triturados em moinho Wiley
adaptado com telas de 40 e 60 malhas por polegada linear

(mesh) e a farinha mantida em refrigerador a 5°C.

2. Preparacao dos extratos

Os extratos foram preparados utilizando-se farinha
de cotilédones de sementes nao germinadas deixadas em con
tacto por duas horas com tampao fosfato 0,02M ot 7.6 a 576
com agitaggo ocasional e na pPOpOngo de 1:5 (farinha:meio
de extracao). O homogenato foi filtrado atraves de tecido

fino de algodao e centrifugado durante 30 minutos a 16.000

(6]

x g a 4°C (contrifuga Sorvall, mod. RC-5, Du Pont Instru

2 .

ments). O residuc da ex

b

ao foi ressuspenso no mesmo tam

X
ot

ra

“0)

pao e utilizade para determinacao de proteina e das ativi

<
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dades proteoliticas. 0 sobrenadante aqui chamado de extra
to bruto, foi usado para determinacao de proteina, para en

saios de atividade enzimatica e para fracionamento com sul

fato de amonio.

3. Determinacao de proteina

As concentragges de proteina foram determinadas pe
lo método do microbiureto (23), usando-se albumina sérica
bovina como padrgo. A determinaggo da concentraggo de pro
teina nos efluentes das colunas cromatogréficas foi fTeita

pela medida de absorbancia em 280 nm, em espectrofotometro

Beckman DU.

s -
4. Fracionamento com sulfateo de amonio

O extrato bruto de cotiledones de sementes quiescen
tes foi submetido ao fracionamento com sulfato de amonio
solido nos intervalos de 0 a 25, 25 a 50, 50 a 75 e 75 a

of ¥ J_ . ; 0O "
100% de saturacao a temperatura ambiente (26°C) e deixado
em contacto com o sal por 4 horas. O precipitado formado
foi removido por centrifugacao a- 16000 x g, ressuspenso no

~

tampao de extracao e dializado contra o mesmo tampao por
cerca de 24 horas. As fracoes assim obtidas foram usadas
para determinagao de proteina e ensaios das atividades en

F 3
zimaticass
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5. Preparacao da fracao 25/50

A fracao 25/50, por apresentar a maior percentagem

das atividades enzimaticas em estudo, foi preparada essen
cialmente segundo Benevides (7), guando do emprego de se
mente total, conforme o esquema apresentado na figura | e

usada nas etapas posteriores de purificacao do sistema pro

P " 4
teolitico acido.

6. Preparacao do inibidor bruto de feijao

A purificacao parcial dos inbidores de tripsina e
quimiotripsina foi feita de acordo com o metodo estabelieci

do por Ventura e Xavier Filho (54) e descrito por Coelho

(14), utilizando-se farinha de sementes de Vigna unguicula
ta moidas em moinho Wiley e passadas em peneiras de 60 ma
lhas por polegada linear (mesh). A purificacao parcial do

inibidor bruto foi realizada em tres etapas:

2 Etapa - Extracao: 500g de farinha foram deixadas em con
tacto com 2 |itrés de égua destilada a tempera
tura ambiente (26OC) por 3 horas e com agitaggo
constante. Em seguida a suspensao foi filtrada
em tecido fino de algodao. 0 residuo foi subme
tido a mesma operacao acima descrita e os Bl

H &
trados foram reunidos, desprezando-se o residuo

Tinal.
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Farinha

r
de cotiledones

+ tampao fosfato 0,02M pH 7,6

-

_o
contacto 2 horas a 5 C

filtracao em pano de algodao

centrifugacao a 16.000 x g

30 minutos a OOC

precipitado

(desprezado)

sob

renadante

+ (NH

precipitado

(desprezado)

sobrenadante

)

sobrenadante

L4 '
Qoesprezaoo)

precip

tado

Esguema

sob

renadante

428

+ contacto 4 horas

(i

Fracao 25/50

0, (0-25% sat.)

+ centrifugacao

+ (NH4)2SO4(25/50%
+ contacto 16 horas 26OC

+ centrifugacao

+ centrifugacgao

’

+ liofilizacao

- I ~is
de obtencaso da fracao 25/50.

22

26°¢

sat.)

+ dialise contra agua, 5

(X
n!
(o}

+ tampao fosfato 0,02M pH7,

¢

P

0
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Precipitagao com acido tricloroacetico (TCA):
ao sobrenadante da etapa anterior foi adiciona
do TCA 100% (p/v) sob agitagao, em vol fi

» \p g cao, e olume sufi
o 3 ~ - 2
ciente para que a concentracao final de acido
ficasse 2,5%. A suspensao foi deixada em repou

’

so por |6 horas, apés o que foi filtrada a va
cuo desprezando-se o precipitado.

Precipitaggo com sulfato de amonio (NH4)2304:
ao sobrenadante da etapa anterior foi adiciona
do, sob agitaggo, (NH4)ZSO4 sélido, de modo gue
a solucao final ficasse 80% saturada. A suspen
sao foi deixada em Eepouso por |6 horas a 4°C e
em seguida centrifugada a 16000 x g por 30 minu
tos e o sobrenadante desprezado. 0 precipitado
foi redissolvido em égua destilada e submetido
a precipftaggo com ICA e (NH4)ZSO4, como descri
to nas etapas anteriores. O precipitado foi en
tao redissolvido em 10 ml de égua destilada e

_ : : - o =3
dializada contra agua a 12°C por 24 horas e lio

filizado.

7. Preparacao de Sepharose-hemoglobina

0 procedimento descrito por March e col. (34) e Har

vey e Dean

(28) foi usado para ativaggo da Sepharose-4B

com brometo de cianogenio, e envolve as seguintes etapas:

- 60 ml da suspensao de Sepharcse-4B foram mistura

dos

s Y o ~
com 200 ml de agua destilada. Apos sedimentacao
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sifona-se 50 ml (25%) do sobrenadante, ¢ transfere-
se a suspensao para um kitazato fazendo a desaera

cao em trompa de vacuo.

- 0 gel e transferido para um funil de placa porosa
e lavado com 400 ml de égua destilada a 0°C, segui
do de nova lavagem com 300 ml de tampao bicarbonato

de potéssio (K?C03/KHCO3) 2M, pH Il a 0°cC.

- 0 gel é ressuspenso em 060 ml de tampao bicarbona
to de potéssio 2M pH Il a 0°C e agitado em um banho
de gelo com auxilio de um agitador magnéﬁ?co. Adi
ciona-se em seguida, gofa a gota, |5 ml de brometo
de cianogénio em acetonitrila (lg/ml), mantendo-se

~a temperatura da mistura a 18°C pela adiggo de gelo

picado.
- Apos 10 minutos a mistura e transferida para um
funil de placa porosa e lavada sucessivamente com:

800m| de agua destilada a 0°C; 200 ml de acetona 5%
a 0°C e 400 m! de tampao bicarbonato de sodio
(NGHCO3/N32CO3) 0,IM pH 8,5 com 0,5M de NaCl ( tam
pao de acoplamento) a 0°C. 0 kitazato deve conter

inicialmente 500 ml de solucao saturada de sulfato

ferroso.

- Apos as lavagens o gel e ressuspenso em 60 ml de

~ 8] -
tampao de acoplamento a 0°C e combinado com 60ml de

solucao de hemoglobina (dializada exaustivamente
- ) & a 4 ~

contra agua e liofilizada) a 4% em tampao de acopla

mento. Deixa-se agitando por 20 horas em banho de

gelo.
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- Apés 20 horas o gel é.lavado com 400 ml de solu
ggo tampao de acoplamento a 0°C e em seguida incuba
do por 2 horas ; temperatura ambiente com acetato
de etanolamina IM pH 8,0 com 0,5M de NaCl e lavado
novamente com 200 ml de tampgo de acoplamento, 400
m| de tampao acetato IM pH 4,0 com 0,5M de NaCl e

200 m! de tampao de acoplamento.

8. Preparacao das solucoes dos substratos

No presente trabalho foram usados os seguintes subs
tratos: hemoglobina, caseina =&N-benzoil-DL-arginina-p- ni

troanilida (BAPA) e L-leucina-p-nitroanilida LPA).

8.1. Hemoglobina

Dissolve-se 1,0g de hemoglobina bovina em 50 ml de
HCl 0,06N. Adiciona-se em seguida 30 ml de tampao acetato
0,28M pH 3,5, ajusta-se a pH 3,5 e completa-se o volume pa

G "
ra 100 ml com tampao acetato. A solucao e armazenada no

conge lador.

As solugSes de caseina foram preparadas suspendendo
se |,0g de caseina em 100ml de tampao fosfato 0,02M pH 6,0
e aquecendo-se ate ebuliggo por 15 minutos. Deixa-se esfri
ar, ajusta-se a pH 0,0 e completa-se o volume para [00 ml
com égua desti lada, sendo a soiuggo armazenada no congela

dor.
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8.3. BAPA

As solucoes de BAPA (5 x |0_4M) foram preparadas
dissolvendo=se inicialmente 21,74 mg de BAPA em [,0 ml de
dimetilsulfoxido e completando-se o volume para 100 ml com

tampao fosfato 0,02M pH 8.0.

8.4. LPA

Solugges estoques de LPA (5 x IO-4M) foram prepara
das dissolvendo-se inicialmente 12,56 mg de LPA em |,0 ml
de dimetilsulfoxido e completando-se o volume para 100 ml
com tampao fosfato 0,02M pH 7,0 previamente aquecido a
40°C. As solucoes usadas nos ensaios (3 x IO-4M) foram pre
paradas a partir da soluggo estoque, diluida com o mesmo

5 ~
tampao.

~ © X - .
O, Determinacao das atividades enzimaticas

7 o 7 ¥
Os ensaios de atividade BAPA-asica e LPA-asica no
<
extrato bruto de cotiledones de sementes quiescentes de

Vigna unguiculata foram feitos segundo Erlanger (19) usan

do as condigges determinadas por Uchoa (53) e Benevides(7).

Para as atividades hemoglobinasica e caseinasica foram uti

lizadas as condicoes descritas por Ainouz e col. {3}

(VRN

0.1. Atividade BAPA-asica

A%

O meio de reacao encerrava 2,5 ml de BAPA 5 x 10 ™M
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pH 8,0, 0,5 ml da Fraggo convenientemente diluida. A mistu
ra era incubada por |5 minutos a 40°C e parada a reacao pe
la adiggo de 1,0 ml de écido acético 30%. A avqliaggo da
atividade foi feita pela leitura da absorbancia em 410 nm,
apos |5 minutos da adicao de acido acético 30%. A fim de
corrigir a atividade autodigestiva do extrato, foram sem
pre usados controles onde o extrato e o substrato foram in
cubados separadamente e o substrato adicidnado ao extrato

- 5r & o oo
apos a adicao de acido acetico.

9.2. Atividade LPA-asica

0 meio de reacao continha 2,5 ml de LPA 3 x T
pH 7,0 e 0,5 ml do extrato diluido convenientemente, incu
bado por |5 minutos a 40°C. A reaggo toi parada com [,0 ml
de écido acético 30%. As demais condigges foram as mesmas

' o
descritas para a atividade BAPA-asica.

9.3. Atividade hemoglobinésica

O meio de reacao continha concentracoes crescentes
de extrato (0,2 a 1,0ml) completados os volumes para |,0ml

com tampao fosfato 0,02M pH 7,6 e 5,0 ml de hemoglobina 1%

n

pH 3,5, incubados por 60 minutos a 40°C, e parada a reaggo

o’ 4 . ,
com |,0 ml de TCA 40%. Apos 30 minutos de repouso a suspen
sao era Tiltrada em papel de Tiltro quantitativo, scndo re
tirado |,0ml do filtrado e alcalinizado com 0, 15ml de NaOH

. . - ol . - .
2N. A atividade hemoglobinasica foi determinada empregando
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se o reagente de Folin, modificado.por Lowry (32). A densi
dade otica foi determinada num espectréofotometro Speko!l a
750 nm. Foram feitas provas em branco para concentragoes

extremas de-extrato.

9.4. Atividade caseinésica

O meio de reacao continha concentragges crescentes
de extrato (0,2 a |,0ml) completados os volumes para |,0ml
com tampgo fosfato 0,02M pH 7,6 e 5,0 ml_.de caseina I%_“Eﬁ
6,0, incubados por 60 minutos a 40°C e parada a reaggo com

F;@ ml de TCA 40%. As demais condigges foram as mesmas des
critas para a atividade hemoglobinasica.

9.5. Atividade anti-triptica

As atividades inibitdrias das fracoes estudadas fo
ram avaliadas por comparaggo de amostras contendo quantida
des crescentes de inibidores e quantidades fixas de tripsi
na. Foram feitas provas em branco para a enzima e concen
tracoes extremas de inibidores. Para a determinacao da ati
vidade anti-trfptica usou-se caseina como substrato, segun
do método de Kunitz (31), e as atividades expressas em uni
dades de inibidor (Ul), definidas por Xavier Filho (58).
Concentragges crescentes de amostras contendo inibidor
(0,2 a 1,0 ml) foram colocadas em tubos e completados os

volumes para |,5 ml com tampao

24

ostfato 0, 1% pH 7,6. Em se

-

_E . 3 - e 1 - N
roi acrescentado 0,5 ml de solugcao de +tripsina em

HCT ©,0025K (ESFS/m') e levadas ao banho-maria a 37°C.

-
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Apos 10 minutos, a recacao foi iniciada pela adigcao de |,0

ml de casecina 1% cm tampao fosfato 0,IM pH 7,6. Decorridos

30 minutos, a reaggo foi parada pelatadiggo de 3,0 ml de
TCA 5%. ApéS'repouso por 30 minutos as suspensoes foram
filtradas em papel de filtro quantitativo e suas ativida

modificado por

des determinadas pelo reagente de Folin

Lowry (32). A densidade otica foi determinada num espectro
fotometro Spekol a 750 nm. Foram feitas provas em branco
para concentragSes extremas de inibidor e as corregges pa

ra concentracoes intermediarias foram feitas por interpola

cao.

0. Unidades de atividade

-

I0.1. Atividades hemoglobinasica e caseinasica

: 2 o
Para efeito de calculo das atividades hemoglobinasi
ca e caseinasica, uma unidade de atividade (UA) foi defini
da como a gquantidade de enzima gue produz uma absorbancia

de 0,100 em 750 nm por 1,0 ml de extrato por 60 minutos de

& & P - o f
reacao a 40°C e pH 3,5 e 6,0, respectivamente.

[U/IRN
()]
(@]
o))

- . . s . =
10.2. Atividades LPA-asica e BAPA-

=

R} s - - -
Para efeito de calculos das atividades uma unida

de de atividade foi definida de acordo com o coeficiente

de extincao molar usado por Erlanger (19).

54!0 = 8800 (i.moi_l.cm_l)

\
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L atividade especifica foi expressa em Fmoles.mtn .

oy ;
mg prot. , calculada pela formula:

=

A4I0nm x vol. ensaio x fator de diluicao

8,8 x 15 x mg proteina

Fator de diluicao: corresponde a diluicac do extra

to no volume total do ensaio(ml)

I'l. Acao do inibidor bruto sobre a hemoglobinése

0 efeito do inibidor bruto de sementes, parcialmen
te purificado, conforme descrito anteriormente, sobre a
atividade hemoglobinésica, Tfoi estudado medindo-se a ativi
dade residual da hemoglobinase apés incubaggo da Fraggo

proveniente da cromatografia de afinidade com o inibidor

‘bruto, empregando-se o seguinte procedimento: duas aliquo.

tas de |0 ml de solucao da fracao ativa da cromategrafia

de afinidade, contendo 8Smg/ml!| em tampao fosfato 0,02M pH-

-h

scos de erlenmeyer. Adicionou-se

I
H

4]

7,6 foram colocados em
a um dos Trascos |0 ml de soluggo de inibidor bruto conten
do 5mg/ml, e ao outro frasco foram adicionados I0 ml de
tamp;o. Apés 60 minutos de contacto foram retiradas a!{qug
tas convenientes e determinada a atividade hemog?obinésica

conforme procedimento descrito no item 9.3.

2. Crematografia em Sepharose-hemoglobina

epharose-hemogliobina, preparada conforme descrito

o
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anteriormente, fToi usada para a preparaggo de wuma coluna
medindo 25 x 2,5 cm. A>coluna, apés montada, foi equilibra
da com tampao acetato 0,05M pH 4,0. A fracao 25/50 liofili
zada, fToi aissolvida com o tampao de equilfbrio, centrifu
gada para remover o precipitado formado e o sobrenadante a
plicado na coluna. A amostra foi eluida inicialmente com o
mesmo tampao de equi!fbrio seguido de écido acetico 0,05 M
pH 2,9 a temperatura ambiente (260C). 0 fluxo foi mantido
a 30 ml/hora com auxilio de uma bomba peristéltica e fra
gSes de 4,0 ml foram recolhidas por um coletor automatico
de FraQSes, acoplado a um registrador. (LKB 8300 UVICORDII)
A absorbancia dos efluentes foi determinada em 280 nm. A
fim de localizar as fracoes com atividade hemoglobinasica
o caseinésica foram utilizados os ensaios de atividade des
critos anteriormente. As fracoes com atividade foram sepa
radas, dializadas contra égua por 24 horas, liofilizadas e

o , * g
guardadas no congelador (-19 C) ate uso posterior.

Para a preparacao de uma maior quantidade de amos

tra, foi utilizado o seguinte procedimento: em um funil de

placa porosa, foi colocado o gel e equilibrado com o +tam
e T & ° = . o = r ”

pao de equilibrio, utilizando-se filtracao a vacuo. A amos

tra Toi dissolvida no tampao de equidibrio e misturada ao
ge!l com o auxilio de um bastao de vidro, sendo deixada em

contacto por |5 minutos. Em seguida lavada por 3 vezes com

o

e il . . -

acido acetico 0,05M pH 2,9, utilizando-se um volume de aci

do correspondente a |0 vezes o volume da amostra. Os Fid

trados foram reunidos, dializados contra agua, liofiliza
o
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13. Cromatografia de troca

.

)
bo-

SP-Sephadex C-50 deixada em égua, a fim d

| 2
as particulas finas, foi lavada sucessivamente ¢

e retirar

om HC |

0,IN, agua, NaOH O, IN e agua por filtracao a vacuo e usada

para a preparacao de uma coluna de 24 x 2 cm. A

equilibrada com tampgo acetato 0,05M pH 5,0. As

v
com atividade hemoglobinasica e caseinasica, ob

coluna foi
~
fracoes

tidas por

cromatografia de afinidade foram dissolvidas no tampao de

equilibrio, centrifugadas para remover o precipitado forma

do e o sobrenadante aplicado na coluna. A amostr

a » - e v e .
da inicialmente com o mesmo tampao de equilibrio

e um gradiente linear de NaCl (0 a IM, 300 ml).

0.

)

oi-mantido a 30 ml/hora com auxilio de uma bomb

tica e fracgoes de 4,0 ml foram recolhidas por u

~

o
automatico de fracoes scoplado & um registrador
UVICORD 1i). A absorbancia dos efluentes foi de

- &
280 nm. As atividades hemoglobinasica e caseina

fracoes foram determinadas usandc-se os ensaios

de ja descritos. As fracoes que apresentaram ati
1. - 3 . - -
ram reunidas, dializadas contra agua, lisfilizad

~ Pl i -y
Os efluentes da cromatografia anterior fo
~ -
vidos no tampao de eqguilibrio e recromatcgrafado

a foi alui
seguido

0 fluxo

a peristal
coletor

m
(LKB 8300

>3
Q0
&
(0 18
n
n
0]

0]
D
o)
0
&

O
o]
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agitaggo ocasional e usado, depois de desprezada as parti
culas finas, para a preparaggo de colunas medindo 24 x Z2cm
e 0% 2.5 cm. As colunas Foram equilibradas com tampgo
fosfato 0,02M pH 7,6, tampao acetato 0,05M pH 5,0 ou écid;
acético 0,0SM hH 29 a'temperatura ambiente (260C) e o
fluxo ajustado para 30 ml/hora. Azul de dextrana (5 mg/ml)
foi dissolvido em tampgo fosfato 0,02M pH 7,6 contendo sa
carose 10% e aplicado nas colunas para determinar os volu
mes de exclusao (Vo). A Fraggo 25/50 dissolvida no tampao
de equilfbrio, encerrando 10% de sacarose, foi aplicada na
coluna e os efluentes recolhidos em Fraggés de 4,0 ml. Nas
fracoes coletadas foram Feités determinacoes de proteina a
280 nm e atividade hemoglobinésica, usando-se o0s ensaios
~.de atividade anteriormente descritos.

Para os calculos dos pesos moleculares foi usada a

Férmula de Determann e Michel (17).

Llog M = 5,941 - 0,847 (Ve/Vo)

Ve = volume de eluicao

Vo = colume de exclusao

I5. Eletroforese em gel de poliacrilamida

Eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada
segundo o metodo de Clarke £13)s Foram usados tubos de vi
dro de 7 x 75 mm, uma amperagem de 2,5 mA/tubo, mantendo-
se a voltagem constante. TRIS-glicina-HCIl pH 8,3, foi usa

do como tampao de corrida. As amostras foram sempre aplica

+
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das encerrando sacarose numa concentracao final de 10%. A
localizacao das fracoes obtidas por eletroforese foi feita
pela reacao com Coomassie Blue 0,05%. 0 descoramento foi

feito com acido acetico a 7%.
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11 - RESULTADOS

Durante o estabelecimento das condigoes de ensaio
I ~ ' % ~
foi verificado que a atividade hemoglobinasica nao aumenta

va linearmente com a concentragao da enzima (fig. 2), le

vando-nos a acreditar que esse comportamento fosse devido
a presencga dej%nibidores endogenos. Numa analise prelint
nar observamos que preparagSes de .inibidor bruto nao promo
viam nenhum-decrescimo na atividade proteol{tica acida.

Uma analise desse efeito sobre umaipfeparaggo mais purifi
cada pareceu-nos ser o procediménto mais adequado para po
dermos investiéar se a atividade proteol(tica scida naé se

. 3 o* . - . 7 7
mentes de Vigna unguiculata e-afetada por inibidores ' endo

genos.

| . Comportamento das proteases no extrato e nas fra

-
.

coes obtidas por dialise

- ~ Y &
Foram feitas determinacoes das atividades proteoli
ticas nos extratos, nos residuos das extracoes com tampao

fosfato 0,02M pH 7,6 e nas fracoes obtidas apos dialise

7’

ao responsa

w()

contra agua. Os resultados mostram que a fra
N . 3 I 27 ¥
vel pela atividade proteolitica esta quase gue totalmente

:

distribuida na fracgao soluvel em agua.

Os dados da tabela |, mostram que apesar de grande

% 7 *
ica ser soluvel em agua

P ]
118N
(1]

parte da atividade hemoglobi

(albuminica), uma fraceo substancial (33%) nao e extraida,



R
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hemoglobinasica no extrato bruto. As

:

ae

()
(@

~ 7’
nseioc estao dascritas em metodos.
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Tabela | - Atividade hemoglobinasica nas fracoes obtidas de coti ledones de sementes de
|

~ . -N . . L -‘ , . ’
feijao Vigna unguiculata, apos dialise contra agua.

PROTEINA sl

FRAGAO  VOLUME(m1) TOTAL(mg) UA  UA TOTAL ESPECIFICAT RECUPERAGAO% PURIFICACAO(x)

Extrato 42 1922, 8 335 1000 0,52 66,7 M fie 1
Albumina 53 470,6 13,5  712,8 I, 52 47,5 2,9
1
Globulina 25 882,7 P 25%;5 0,29 16,9 e
Residuo 46 684 10,9 500,5 8, %3 35,4 |, 4
Os.dados reflerem-se a 10g de Tarinha extraidos com tampgo fosfato 0,02M pH 7,6 na

proporgao |:5 (Farinha:meio de cxtwagao);

s ~ = « . -
Y% Para os calculos da recuperagao Foram considerados como I00% a soma das atividades
' i T ¢ ~
do extrato bruto - atividade no residuo da extracao.

.=
I~ UA. mg proteina
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.' ~ »
permanecendo no residuo da extragao que contem cerca de

26% de proteina total.

-

2
Para a stividade caseinasica, mostrada na  tabela
~ L - - -
LI, a fragao soluvel em agua e tambem responsavel pela qua
se totalidade da atividade, apesar de uma parte ainda per

manecer no residuo da extracgao.

’

Comparando-se as tabelas | e |l com relaggo a ativi:
dade especifica da Fraggo albuminica e do residuo, verifi
camos que & relaggo hemoglobinase:caseinase nas albuminas
e de |, 2:1 & no residuo essa re!aggo aumenta para 2,3:1. ,
correspondendo a uma purificaggo de 2,9 vezes para.a ativi
dade hemoglobinasica e 3,5 vezes para a atividade caseina-
sica na fragao soluvel (albumina). Ainda com relacao aos
dados das tabelas | e |l, verificamos gque a hemoglobinase
e cerca de |,5 vezes mais ativa que a caseinase.

o

Os dados das atividades LPA-asica e BAPA-asica sao
mostrados nas tabelas [1l e V. Verifica-se que guase toda

o e s ~ - -
atividade esta na fracao soluvel em agua, sendo que somen

\
n

1 ot . . 3 . S — -
te 16% da atividade LPA-asica e 8% da BAPA-asica permane

& ~
cem no residuo da extracao. As atividades e

s
i £
il

icas da

]

pec
Fraggo albumina e do res{duo, mostram uma re!agéo identica
em torno de 9:1 entre as atividades LPAase:BAPAase. Verifi
camos também-pe!a analise dos dados das tabelas i1l e IV
ague a atividade LPA-ésica e cerca de 4,5 vezes maior que a
stividade BAPA-dsica tanto no extrato bruto como na Fraggo
soluvel em égua (albumina). No residuo da extraggo a ativi

dade lLPA-asice e 9,5 vezes maior que a BAPA-asica. Verifi
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flabela |1 - Atividade cascinasica nas fragoes obtidas de cotiledones de sementes de

. 5 X : e s .
Feijao Vigna unguiculata, apos dialise contra agua.

PROTE I NA ATIVIDADE

FRAGAYL  YRLUNE ) TOTAL(ing) UA  UA TOTAL ESPECIFICA! RECUPERAGAC% PURIFICACAO(x)

Extrato 42 1922, 8 16,9 7120 Q. 37 79,8 l
Albumina 573 470, 6 V.5 60,2 1,29 68,0 4.5
Globulina 25 882,7 5.0 128,14 o P ¥ 14,0 &
Residuo 46 ; 684, 0 o8 79,8 0,26 20,0 *

Oa dados referem-se a 10g de Tarinha extraidas com tampao fosFato 0,02M pH 7,6 na
proporcao de |:5 (Farinha:meio de extracao).
% Para os calculos da recuperacgao Foram considerados como 100% a soma das atividades

- - 4 ™
do extrato bruto 4 atividade no residuo da extracao.

I = UA . mg proteina

ot
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Fabela 111 - Atividade LPA-asica nas fracoes obtidas de cotiledones de sementes de

z .n' & i < & 4 32 £
Feijao Vigna unguiculata, apos dialise contra agua.

ATIVIDADE »

PROTEINA '

TOTAL(mg)  TOTAL  ESPECIFICA

FRACAQ UME . s _ .
FRARAR | WOLUMEmE) RECUPERAGAO(%)  PURIFICACRO(x)

Extrato 42 1922, 8 108, 0 0,056 83 |
Albumina 53 470, 6 98,7 0,209 76 3,7
Globulina 25 882,7 2,45 0,003 1,9 =
Residuo 46 684,0 25,6 Q08] 16,7 2

Os dados referem-se a 10g de farinha extraidos com tampao fosfato 0,02M pH 7,6 na
porporcao de 1:5 (Farinha:meio de extracao).
“*% Para os calculos da recuperacao foram considerados 100% a soma das atividades do
P S

extrato bruto + atividade do residuo da extraggo.

l./LmOIOS . min . mg proteina



Tabela 1V - Atividade BAPA-asica nas rPaqoes obtidas de cotiledones de sementes de

F(lJao Vigna unguiculata, npoq dlallqo contra agua

PROTE I NA

ATIVIDADE

“RACAO YLUME 5 s T , : P

FRAGAG  VOLUME(wW)  torn tme) . TOTAL ESPECTFICAF  RECUPERAGAO(%) PURIFICACAO(x)
Extrato 4.2 222,38 25,2 0,013 91,6 |
Albumina 53 470, 0 22.3 0,051 86,5 3,9
Glohulina 2¢ 382,7 0,3 - ;0 o
Residuo 46 684,0 2:3 53 %

0,003

Os dados referem-se a 10g de Farinha extraidos com tampgo fosfato 0,02M pH 7,6 na

proporcao de |1:5 (Farinha:meio de extracgao).

i
%3 P

’
extrato bruto I atividade do residuo da

= <

% ﬂmolos . min . mg proteina

extracao.

5 W N ; b
ara os calculos da recuperagao foram considerados 100% a soma das atividades do

17
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’ . .
camos tambem que toda atividade e recuperada indicando
T ~
que as atividades proteoliticas nao foram afetadas pela
- 4 - .
dialisex

2. Fracionamento com sulfato de amonio

L

Extratos de cotiledones de sementes de feijao com
tampao fosfato 0,02M pH 7,6 foram usados para fracionamen

to com sulfato de amonio solido, nos intervalos de satura

&7

cao de O-a 25, 25 4 5Q; 50 a .75 = /5 2 100%, como etapa
inicial para a purificacao das fracoes proteicas com ativi
dades hemoglobinasica, caseinasica, LPA-asica e BAPAasica.

Os resultados apresentados na tabela V mostram que

- 59

a fracao que precipite no intervalo de 25 a 50% de satura

v 7 - - - L8 -
o detem 51% da atividade hemoglobinasica e representa
22% da proteina total extraida. Pela analise da tabela ve

S el !
i

Y ~ r
ica-se que a atividade especifica da fragao 25/50 cor

ri
responde a uma purificacao de 2,3 vezes. Se considerarmos
que da proteina total extraida houve uma perda de 30% e

foi de 65%,

()
(O]
]
n

gue a atividade total recuperada nas fra

podemos dizer que esse procedimento nao altera a atividade

- -

das enzimas responsaveis pela atividade proteolitica aci
da. A perda de proteinas durante o fracionamento foi devi
do principalmente ao fato de ser necessario centrifugar as
Fragges para remover o precipitado formado durante a diéli

< ~
se contra agua e se obter fracoes claras, evitando com is

so que os brancos das reacoes fossem muito altos.

~ —" = (&
A tabela V| mostra que a fracao 25/50 detem a guase
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fabela V - Atividade hemoglobinasica nas fragoes obtidas por precipitagao com

- ~ "
sullato de amonio.

AT IVIDADE
PROTE I NA |
TOTAL(mg)  UA TOTAL  ESPECIFICA  RECUPERAGAO(%) PURIFICACAO(x)

~

FRACAO  VOLUME(mI)

Extralo 438,0 19333,0 9636,0 0,498 100 I
0/25 Y7 559,40 300,0 0 537 3 A
25/50 102,6 4328,0 4925,0 |, 140 51 2:3
50/75 07 . % 2442,0 1010,0 0,414 | 10,5 e
75/100 1823 4559,0 . 49,0 0,010 0,5 -

Os dados rcferemn-se a 100g de farinha extraida com tampao fosfato 0,02M pH 7,6 na
proporggo de 1:5 (Farinha:meio de oxtwaggo).

o=
I - UA . mg proteina
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Tabela VI - Atividade caseinasica nas fracoes obtidas por precipitagcao com

sulfTato de amonio.

ATIVIDADE

= _ PROTE | NA ;
- ;4 s / ; ¥ e o - 4 . . e > ~ ~
FRAGAD VOLUME(m!)  1o7al(mg)  UA TOTAL , ' ESPECIFICA! RECUPERAGRO(%) PURIFICAGAO(x)

Extrato 438,0 19333,0 7884,0 | 0,410 100 |
0/25 A1, 7 559,0 200,0 f 0, 360 2,5 k-
25/50 102, 6 4328,0 4720,0 I, 100 60 2,7
50/75 67,3 2442,0 909,0 0,370 , i, 5 5

75/100 122, 3 4559,0 - | 5 %

Os dados relerem-se a 100g de Tarinha extraida com tampao fosfato 0,02M pH 7,6 na

proporcao de 5 (Farinha:meio de o.xtl"a(;ao) .

]

I = UA . mg proteina
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totalidade da atividade caseinasica. Se-.compararmos a per

da de proteina durante o fracionamento.com a ati idade nas

<

diversas’ fracoes, verificaremos que houve um at <nto efeti
vo na atividade de cerca de 12%. A atividade especifica

da Fraggo 25/50 corresponde a uma purificaggo de 2,7 vezes

Os dados da tabela VIl referem-se a atividade LPA-
asica durante o fracionamento com sulfato de amonio e mos
tram que a Fraggo 25/50 detem a guase totalidade da ativi
dade. Verificamos também gue ha um aumento efetivo na ati
vidade em cerca de 9% se considerarmos que a proteina to
tal das Fragges corresponde a somente 02% da proteina to

tal extraida. A atividade especifica corresponde a uma pu

— rificacao de 3 vezes.

A tabela VIl mostra os resultados do fracionamento

¥ s g
Fica-s¢ gue & 7Tra

n

-~ 7
com relacao a atividade BAPA-asica. Veri
~ &
cao 25/50 detem a maior parte da atividade. Se considerar
mos que houve uma perda de 30% de proteina durante o fra

cionamento, podemos dizer que houve uma perda efetiva de

0

ereb L T ten el 2,
atividade BAPA-asica de cerca de 18%. A atividade espe
ca da fracao 25/50 corresponde a uma puriticacao de 2 ve

zes. Analisando as tabelas VIl e VIIIl, verificamos que a

2

. - % . £ y - - . .
atividade LPAasica e cerca de 8,5 vezes superior a ativida

de BAPAasica na fracso 25/50.
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Fabela VI - Atividade LPA-asica nas Tracoes obtidas por precipitacao com
S

sulfato de amonio.

ATIVIDADE
PROTE I NA ,
TOTAL(mg)  UA TOTAL  ESPEC{FICA  RECUPERAGAO(%) PURIFICACAO(x)

FRAGAO  VOLUME(m!)

Extrato /!3((%,0 |93’%3,0 5209,0 0,063 |00 |

0/25 41,7 559,0 6,6 0,011 ¥ ;
25/50 102,06 4328,0 816,0 0, 188 67,5 3,2
50/75 67,3 - 2442,0 38,0 0,015 B ;

75/100 1223 4559, 0 g | Z _ B

Os dados referem-se a 100g de farinha extraida com tampao fosfato 0,02M pH 7,6 na

|
. f :

proporcao de 1:5 (Farinha:meio de extPaTao).

I - mwmoles . min mg proteina
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Tabela VIl - Atividade BAPA-asica nas Tracoes obtidas por precipitagao com

~ . L 4
sulfTato de amonio. :

ATIVIDADE
PROTEINA

¢ | ntn s &
TOTAL(mg)  UA TOTAL  ESPECIFICA  RECUPERACAO(%) PURIFICACAO(x)

FRAGAO  VOLUME(m1)

Extrato 438,0 19333,0 228,13 0,012 100 |
0/25 AL, 7 559,0 i,6 0,003 0,7 -
25/50 102,0 4328,0 94,06 0,022 42,0 1,8
50/75 07,3 24472,0 LD = 0,7 -
75/100 22,3 4559,0 : : -

AL
74

Os dados reflerem-se a 100g de Farinha extraida con tampap Fosfato 0,02M pH 7,6 na
proporgao de 1:5 (Tarinha:meio de extracao).

(e ‘wnol(:s i "MEd0 mg proteina
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como uma etapa na purificaggo das proteinas. responsaveis
nelas atividades enzimaticas. A figura 3 refere-se a croma
tografia da Fraggo 25/50 numa coluna de Sepharose nao ati
vada e mostra que toda proteina e atividade enzimatica fo
ram eluidas com tampgo acetato 0,05M pH 4,0. A cromatogra
fia da fracao 25/50 numa coluna de afinidade (Sepharose-he
moglobina), mostradas nas figuras 4 (atividade hemoglobiné
sica) e 5 (atividade Caseinésica) remove grande parte da
proteina aplicada apés lavagem com tampao acetato 0,035M pH
4,0, e encerra cerca de 9% da atividade hemoglobinésica e
14% da atividade caseinésica. A quase totalidade das ativi

z

. Ld - - - - .
dades hemoglobinasica e caseinasica ficam retidas na colu

na. Quando eluida com acido acetico 0,05M pH 2,9, apresen

s s < ‘o
ta um pico de atividade hemoglobinasica e caseinasica bas

tante simétricos, nao apresentando atividades LPAdsica e
BAPAzsica. Nesta etapa de pur%?icag;o houve uma perda de
cerca de 18% da atividade hemog?obinésica em refaggo a fra
ggo 25/50, conforme mostra a tabela IX e uma puriffcaggo

=1

7 b & . P L . o
je 10 vezes. Com relaceso a atividade caseinasica, verifica
ANy L& ) o R M o N AN
mos que houve nesta etapa uma pupriticaceao de 13,5 + vezes,

e oo = $=ak = % pls L
conforme mostra a tabela X e uma perda de atividade em re

Uma etapa adicicnal para & purificacao das protel
< - - - ¥ - i - -
nas responsaveis pelas atividades hemoglobinasica e casei

S Fad .o nvolvid = e TR (U< o (0
nasica, Toil desenvolvida empregando-se uma coluna de SP-Se
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fabela [X = Purificagao da iragao com atividade hemoglobinasica presente em coti

& . . o . .
ledones de Teijao Vigna unguiculata.

AT1VIDADE
PROTE!NA | = .
TOTAL(wg)  UA UA TOTAL ESPECIFICA  RECUPERAGAO(%) PURIFICACAO(x)

FRAGAQO  VOLUME(mI)

Extrato 440,0 i7625570 12,0 5280’0 0,299 Ly I

F 25/50  250,7 1412,6 12,0 3021,0 2,130 572 g
Alinidade 12i2,5 426,8 1,7 2061,0 4,830 39 oy
S - ‘(‘.‘ | L= - ) : G ]

SPodepliu= g g 140,7 1,3 693,0 4,920 3 16,5
dex C-50

Recroin.

SP—-—S\‘D;M]— 1871 7 43# 6 ; r 8 342’0 7’ 900 6 26, 4

dex C-50

| = UA . mg proteina
9
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Tabela X - Purificagao da fragao com atividade caseinasica presente em coti

+ . . i . .
ledones de feijao Vigna unguiculata.

ATIVIDADE
PROTEINA

FRAGAQL  VOLUME(ml) TOTAL(mg) UA UA TOTAL ESPECIFICA' RECUPERAGAO(%) PURIFICAGAO(x)

Extrato 440,0 {7622, D 12,2 5368,0 0,304 100 |

F 25/50 2517 1412,6 7,5 1887,7 1,330 35,2 4,4
Afinidade 1212,5 4206, 8 Vol 1758, 4, 120 A o &
SP-Sepha- b )

dex C_50 48,6 . 104,7 A 5, 100 P 16,8

- |
| = UA . mg proteina
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phadex C-50. A figura 0 mostra o comportanento da Fraggo
com atividade hemoglobinésica, proveniente da cromatografi
a de afinidade (fig. 4), em coluna de troca ianica. Grande
parte da pf‘oi;eina apl cada ¢ removida com tampao acetato
0,05M pH 5,0. A Fraggo ativa retida e eluida entre 0,35 a
0,60 M de NaCl e mostra-se bastante complexa, evidenciando
se pelo menos quatro picos de atividade. Ha uma perda acen
tuada da atividade (26%) em relaggo a etapa anterior, com
uma purificacao de 16,5 vezes (tabela 1X). A figura 7 mos
tra o comportamento das proteinas com atividade caseinési
ca e, da mesma Torma que a anterior, apresenta-se bastante

complexa, sendo eluida na mesma Taixa de gradiente de NaCl

s L o

A atividade caseinasica mostrou-se tambem bastante sensi
vel a esta etapa, com Qﬁa'péraé;ae étiQidade de cérca de
20% em relaggo é anterior e uma purificaggo de 17 vezes
(Eab. X

Os efluentes da cromatografia anterior com ativida

de hemoglobinés'ca foram reunidos, dializados contra égua,
litofilizados e recromatografados, usando-se as mesmas con
digges acima. Os resultados (fig. 8), mostram a presenca
de 3 picos de proteina sendo gue o pico || parece encerrar

3 g Ny= ~ hd A £g ta
quase toda atividade proteolitica. Neo ha separaceo nitida

entre os picos de aetividade, evidenciando-se uma grande

complexidade do sistema hemoglobinasico, sendo eluidos na

- . 1 £
mesma Taixa de gradiente de NaCl. Nesta etapa ha uma perda

~

acentuada (50%) da atividade em relacao a fracao 25/50, com

um rendimento de 0% e uma purificacao de 26,4 vezes(tab.lX
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Figura 7 - Cromatografia em SP;Sephadex C-50 da Fraggo com

atividade caseinasica obtida na cromatogratia
derafinidade. Coluna de 24 x 2cm.7Taﬁ§§e¥€ewpég
tida: acetato 0,05M pH 5,0 seguido de gradiente
linear 0-IM de NaCl. Fluxo 30m!/hora; volune

das fracgoes 4ml/tubo. (—wwo—) concentracao de

-

t
Y (o000} atividade caseinasi

proteina (A
nm

Ao 3
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5. Cromatografia em Sephadex G-100 - filtracao em

gel

.

fraggo 25/50 liofilizada, foi submetida u filtra

>

cao em gel de dextrana e mostrou diferentes comportamentos
quando eluidos em pH diferentes. Quando a eluiggo e feita
com tampgo fosfato 0,02M pH 7,6 (fig. 9), observa-se a pre
senga de tres componentes sendo que quase toda a atividade
Nag

a fracao de peso molecular de

25/50 com

(€]

hemoglobinésica coerrespond
céerca de 124.000 daltons. A eluicao da fracao
tampgo acetato pH 5,0 (fig. IO), mostra tambem tres compo
nentes proteicos e¢ tres picos de atividade hemoglobinésica
um correspondendo a um peso molecular de 84.000 daltons e

dois menores com pesos moleculares de 38.500 e 17.600 dal

tons. A fracao 25/50 eluida com acido acetico 0,05M pH 2,9

(fig. 11), mostra 4 componentes proteicos e um pico de ati
- ' - W ., 7 o = '

vidade bastante assimetrico com um maximo de peso molecu
lar de cerca de 17.600 daltens. Esses dados evidenciam a

& . . 3 L w e ~
Torte tendencia de dissociacao em pH acido. As fracoes com
atividade hemoglobinasica obtidas por cromatografia de tro
DT - gl o i S22 W R N £ 3

ca tonica roram tambem submetidos a filtragceao em gel de
i g . b sy Cf @ Zha ' .

dextrana com acido- acetico 0,05M pH 2,9 (fig. 12). A Tra

cao | apresentou duis componentes proteicos e um pico de

-
by : . .
atividade com um maximo em torno de peso molecular 69.200

presentou dois

[0)]

~ Cd
daltons. A fracao Il tambem

om um maximo de pesoc  mo

(0]
0

proteicos e um pico de atividad

lecular de 45.000 daltons.



Figura 9 - Cromatografia em Sephadex G-100 da fracao 25/50.
Coluna de 24 x 2cm. Eluida com tampao “ostato
0,02M pH 7,6; fluxo 30ml/hora; volume das fra

goes 4Aml/tubo. (~c-—-) concentracao de proteina

2

(Anon ); {(—~ o-) atividade hemoglobinasica (
2&80nm
750am” 7
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Figura 10 - Cromatografia em Sephadex G-100 da Fraggo 25/50.

Coluna de 24 x2cm. Eluida com tampao acetato 0,05M

pH 5,0. Fluxo 30ml/hora; volume das fracoes 4ml/tu

bo. (—e—=—) concentraca ! e i :

ge ) ¢ ntiracao de proteina (AESOnm)'
. . 13 ] l ? - £ - A

(—o—o—) atividade hemoglobinasica (A 1%

750nm

L&
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Figura Il - Cromatografia em Sephadex G-100 da Fraggo 25/50.
Coluna de 24 x 2cm. Eluida com acido acetico
0,05M pH 2,9; fluxo 30ml/hora; volume das Tra

coes Aml/tubo. T, concentracao de proteina

(A

); {=o-=0-) atividade hemoglobinasica (

280nm

750nm
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Figura 12 - Cromatografia em Sephadex G-100 dos picos | e

Il com atividade hemoglobinasica da cromatogra

fia em SP-Sephadex C-50, eluidos com acide ace

tico 0,05M pH 2,9. Fluxo 30ml/hora; volume das
fracces 4ml/tubo. (—2—=—) concentracao de pro
- = p ———
teina (chqmﬁ); (—p=) atividads hemoglobi
L 20t
5
nasica (AT:Ah.)'
/ SV nm
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6. Eletroforese em gel de poliacrilamida

As diversas fracoes obtidas-nas etapas de purifica

.
~

da (fig. 13). Verifica-se que, enquanto o extrato bruto e

a fragao 25/50 apresentam varios componentes proteicos, a

pés cromatografia de afinidade evidencia-se somente quatro
componentes com baixa mobilidade eletroForética (RF entre
0.08 ¢ 0,4). As Fragges obtidas por cromatografia de troca
ionica mostram-se bastante complexas, evidenciando-se tres
componentes na Fraggo Pl e pelo menos tres componentes na

fracao PIlI.

7. - Abividede. Tnibitaris

Os dados apresentados na tabela X| referem-se a ati
vidade inibitoria de tripsina durante a purificacao das
fracoes com atividade pret eol: ica. Observa-se gue 42% dos

inibidores de tripsina presentes na fracao 25/50 ficam re

tidos na coluna de afinidade e sao eluidos no pico com ati

-
vidade probeoll ica, havendo um decrescimo na atividade es
2Nz e P 29 s o ]
pecitica: A cromatografia dessa fracaso, que detem 42% da
atividade inibitoria, em coluna de troca ionica, mostra
g
que toda atividade inibitoria Tica retida na coluna, sendo
. » . - SR
eluida nas mesmas fracoes com atividade proteolitica. Ch
5 = e P ~ & .
serva-se que o pico Il (fig. 6), que aprescnta a maior ati
Joncye Vs . .'.J_’ e 4 L~ s~ o /6
vidade inibitoria especifica com uma purificacao de 0 ve

- - - - - - - ’ -
zes, coincide com o pico de maior ativicdade hemoglobinasi
A p v AES ~
ca especifica (tab. Xl1), representando uma purificacao de

P . £ . 1 ’
13,5 vezes. Ainda pela analise dos dados das tabelas XI e

cao foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilami

Y



Figura 13 - Eletroforese em gel de poliacrilamida em pH - 3 7
[) extrato bruto; 1) Fr“aggo 25/50; 111) cromato
grafia de afinidade; V) pico | SP-Sephadex C-50
V) pico Il SP-Sephadex C-50; VI) pico 1l SP-Se

o
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e
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Fabela X1 - Atividade anti-triptica nas diversas fracoes com atividade proteolitica

ATIVIDADE
PROTETNA

“RAGAD OLUME(m1) L2 P ot ~ N
FRAGAD  VOLUMECHT)  yota(mg) Ul Ui TOTAL ESPECIFICA' RECUPERAGAO(%) PURIFICACAO(x)

Extirato 2500 PR S57 45 518,7 129682,5 V2,3 100 I

F 25£50 Si, 1 7063,9 1470,6 119265,6 156, | 91,9 127
Afinidade 0610,9 398, 8 8,5 49788, 4 24,8 38,4 ¥ . 10,3
S =-Sepha- '

dex C=50 109, | 49,7 357 2 38970, 5 ' 783,5 30,0 63,7
Preo 1 _ ‘

SP-Sepha-

dex C-50 54,06 13,1 194, 2 10603, 3 809, 4 oy, 65,8
Pico 1
SP~-Sepha-~

dex C-50 {65 o oG 1 354, 5 Bl d L, O I

Piag F'1

I = Ul . mg proteina



Fabela X1 - Atividade hemoglobinasica nas Fragoes e picos ativos da cromatografia

ein SP-Sephadex C-50.

TIVIDADE

PROTEINA

ol i N TIMET P | 75 5
PRAGAD  VOLWMEGW!)  1oral(mg) uA TOTAL  ESPECTFICA RECUPERAGAO(%) PURIF ICACAO(x)

Extrato 250,0 {Q 57, 5 4937 ,5 0,467 100 |

F 25/50 81, | 763,9 1905,9 2,490 38,6 5:8
Afinidade 610,9 398, 8 [ 343,9 3,370 375 e )
SP-Sepha-

k!(‘»\ C-—SO i0(), l : 4917 125’5 2/ 520 215 5r4
Pico |

SP-Sepha-

dex C-50 54 .0 bl 81,9 6,250 1,6 1.3 4.
Pico |1 }

SP-Sepha- ’

dex C=50 t27,3 24,7 19,0 ‘ 0,770 0,38 . 7

e 11l

- UA . mg proteina
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L4 ~
XI'l, verificamos que ha uma recuperacao total da atividade
- - - 4 - - ~ - ’
inibitoria na coluna de troca ionica, enquanto ha uma per
da acentuada (83%) da atividade hemoglobinasica. Conforme

L
(%

mostram as tabelas XI| e XII, nao ha uma separacao das a

de

vidades inibitoria e hemoglobinésica nas varias fases
purificacao.

0 comportamento dos inibidores de tripsina guando a
Fraggo 25/50 e submetida a cromatografia de exclusao mole
cular é bastante diferente daquele apresentado durante as
outras etapas de purificaggo. Os dados das tabelas XIIl e
X1V, mostram gue ha uma separaggo efetiva das atividades
inibitdrias e proteolfticas quando se Taz a eluiggo da fra
cao 25/50 com tampao fosfato .0,02M pH 7,6. A figura 14 mos
tra que enquanto as Fragges com atividade proteoi{tica sao

~

eluidas numa posicao correspondente a um peso molecular de

~ - o
124.000 daltons, as fracoes com atividade inibitoria apre
sentam um peso molecular bem infTerior.
8. Efeito do inibidor bruto sobre a atividade hemo
globinasica
C\ﬂ =
e

Para se verificar o efeito do inibidor bruto sobre
a atividade hemoglobinasica, testou-se a atividade residu
al da enzima em presenca do inibidor, conforme descrito no
item |l dos métodos. A figura |5 mostra o efeito do inibi
dor bruto sobre a atividade hemoglobinasica. Verifica-se
que nao ha nenhum efeito inibitorio quando se incuba a fra

I

o . . . & -4
cao etiva da cromatografia de afinidade por periodos de 30



Tabela X1il - Atividade anti—tw(ptica nos picos da cromatografia em Sephadex

G-100 da Tragao 25/50.

E

PROTEINA Al A0

UME (1) " ? | Y i £
FRAGAY VOLUMEGMI} “gimeteocd 48 81 TOTAL -ESPECTEIGA RECUPERAGAO(%) PURIFICAGAO(x)

¢ 25/50 3,0 86,0 450 9600 F¥l 46 100 I
Pico | 45,0 39,3 5,0 . k26,1 X, P - ~ -
Proa 11 27,0 13,7 4,1 VL8 T - -
Pica L1} 39,0 0,98 48,4 5787,6 829, 2 : 0l 7 el

* - Os dados referen-se a 100 mg da F25/50 dissolvidos em 3 ml de tampao fosFato 0,02M
Pl (s
- |

- Ul . mg proteina

89



Tabe la

X1V - Atividade hemogliobinasica nos picos da cromatogralia em Sephadex

G-100 da Traggo 25750 .

FRACAO

VOLUME (m )

ATIVIDADE
PROTIEZINA

I's l ~ ~
TOTAL(mg) Ul Ul TOTAL ESPECIFICA  RECUPERAGAO(%) PURIFICAGAO(x)

27 9

Fik 39,0

36,0 58,6 ¥ 5.9 L+ 79 100
393 2,7 67,5 .73 38
13,7 - - - 2
6,9 - - S -

- 0s

plh

- UA

dados relerceni-

v

mg proteina

sc a 100 mg da F 25/50 dissolvidos em 3 ml de

|

tampao fosflato 0,02M

69
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60 e 120 minutos com concentracoes de inibidor variando de
0,5 a 2,5 mg/ml, correspondendo a uma faixa de 3¢5 a 1975

unidades de inibicao.
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IV - DISCUSSAQ

*
’

E consenso geral que a degradacao das proteinas de
reserva de leguminosas durante a germinagao esta relaciong
da com o aparecimento de atividades proteoliticas. As pou

cas vezes ho entanto em gue fToram demonstradas proteases

em sementes nao germinadas (9, 12, 18, 35, 39, 50, 51), os

~

autores nao conseguiram estabelecer uma funcao precisa pa

ra essas enzimas.

r 4
A presenca de um sistema proteolitico em sementes
a minadas de Vign iculata foi d trad
nao germinadas de Vigna unguiculata Toi emonstrado por
. ~ o
Ainouz e col. (3). Na presente investigacao ha a demonstra

-

~ - %
cao inequivoca que esse sistema e bastante complexo, prova

-
ve lmente envolvendo varias enzimas com labilidades e afini
p
dades <'iferentes pelos varios substratos utilizados. Lssa
w5 . < = Jg ~ 1 '
evidencia e sugerida pelo fato cbservado de que para as
R P i r‘ . i
atividades peptidasicas (LPA), a velocidade da reacao au
menta linearmente com a concentracao da enzima, enguanto
L ; . Gaait g X
que para as endopeptidasicas (hemoglobina e caseina), ha

um desvio da linearidsde guando se aumenta a concentracao

= . - . &
da enzima, sugerindo pelo menos dois sistemas proteocliti
- 5 &% - . o e 4 3
cos distintos. Segundo Wang e Grant (61), isto e tipico de
. . - ~
sistemas onde algum outro fator, alem da concentracao da
. * ' . 1 1 " . -
enzima, esta envolvido na etapa determinante da velocidade
da reacao, inclusive a presencga de inibidores dessa ativi

1)1
N
(0]
oyl
=

'
i
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matica esta na Fraggo soldvel em égua, fato observado pcla
maioria dos pesquisadores em scmentes (15). E intercssante
obscrvqriqug 32% da atividade hemog!objnésica pérmancce no
residuo da exﬁraggo, provave Imente combinada ou coprecipi
tada com proteinas insoluveis, ou mesmo devido ao fato de
que mais de uma enzima com solubilidades diferentes este

jam relacionadas com essa atividade proteolitica.

o~ = - £5 = &
A observacao de que a atividade proteolitica preclt

. . - -~ oot ~ ol .
pita na faixa de 25/50% de saturagao com sulfato de amonio
(tab. V a VIl1), difere um pouco dos resultados encontra

dos para sementes germinadas de Phaseolus (56), milho (1),

trigo (40) e sorgo (22), guando se utilizou (:'\3H,')250/1 a
- a- o

~ <

80% de saturacao, mas e semelhante ao descrito por Burger

! L=

- - v 3 s sSwif
(9), onde a atividade precipita na Taixa de 0-30% de =satyu

"
[ I =

30 .

u()

A existencia de pelo menos dois sistemas proteoliti
4 £ ! = : SN £ 2
cos e reforcada pela cromatograria de afinidade (fig. 4 e
— i ¥ b ~e I3 - - 1 ' [} ~ -
5), onde ha uma scparacac clara das atividades peptidasi
1 1 i ', LY i i 3
cas das endopeptidasicas. Apesar de se obter uma purific
i ds 16 wEs=s (+al Py B i 3% o . 3 ! &
C;vO ce 0 Vvezes tcab. tA); DEh matofr e gue a8 GLlias veses
afers de 3 Biratodds {19 cattn Il atdeiis md OE ,
obticas por Chua e Bushul i12), e samelhante as 23 wvezes
o ” & ) > T
obtidas por Preston e Kruger (40), ha uma perda de 227 da
e
atividade hemoglehinasica em contraste com os 7% da ativi
it St o e L B § ; - = Py
dade caseinasica. Entretanto essa recuperacao de cerca de

)y

~ - - £ .
S0% da atividade esta em concordancia com os dados apresen

tados por Chua e Bushuk (12), mas ssa

daque les apresentados por Preston e Kruger (40), onde hou

4
N S r S TN e At e
aumento de 20% da atividade apos a afinidade que os
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autores acreditam seja devido a remocao de inibidores de
protcases endégenos. Mas o fato de que com esse procedimen
to 70% das proteinas inativas foram removidas, jé o indica
como um excelente metodo para a purificaggo dessas protea

Ses.

A cromatografia de troca ionica (fig. 6), uma etapa
adicional na puriFicaggo, alem de remover os pept{dios de
hemoglobina eluidos com a enzima, mostrou um sistema com
plexo, evidenciando pelo menos quatro fracoes com ativida

de endopeptidasica eluidas entre 0,35 a 0,60M de NaCl.

A eletroforese dessas fracoes tambem mostrou varias

faixas de proteina, mas devido a falta de um ensaio adequa

do e dificil dizer se todas estao envolvidas na=atividade
proteolitica.
Apesar de ter havido uma perda acentuada na ativida
P i a
1 » g3 . L
de, houve um pegueno aumento na atividade especifica. Es

- . - - ~ -
sa perda de atividade apos cromatografia de troca ionica

foi tambem observada por Viney (30) com FPhaseolus e Burger
= 1 ¥ 2 % -

e col. (11) com cevada, e de acordo com esses autores e di

o s 1 1 = 3

Ticil obter uma boa recuperacao e um bom grau de purifica

. . - -, Z . 3 &
gao guando varias enzimas com varios graus de estabilidade
<

atuam num mesmo substrato. Varies regioes com atividade, a

-~ A . =3 .
DOS Cromatogra chrocd fTgnica, sSa0 citadas em cirana

lhos com malte (9), cevada (11) e arroz (I18)

Doi e col. (18)

jam devido a Tor

e segundo

as Tormas muitiplas encontradas talvez  se _

macao de complexos com proteinas inativas.

cromatografia (fig. 8 e tab.

i XY, levow &



.

~J
N

uma perda acentuada na atividade, apesar de ter havido um
e
aumento na atividade especifica, levando-nos a crer gque

~ P - - \ b - \ ¥ 7
algumas fracoes enzimaticas responsaveis pela atividade a

~
cida sao inativadas durante esse processo.

O sistema proteolitico acido de Vigna unguiculata

mostrou uma forte tendéncia de dissociacao em pH acidos.
Essa evidencia e confirmada quando se faz a Filtraggo em
gel com Sephadex G-I100 da Fraggo 25/50 (fig. 9 a '), En

quanto a pH 7,6 ha o aparecimento de um pico com atividade

-

de peso molecular 124,000 daltons, a pH 2,9 um pico assime
- . P £ E )
trico e evidenciado, com um maximo de |7.600 daltons. A

filtracao em gel dos pices | e Il da cromatografia de tro

I

ca ionica (fig. 12), mostrou um unico pico ativo com pesos

moleculares de 69.200 e 45.000 daltons respectivamente. Re

sultados semelhantes Toram obtidos com ementes de lctus
36.800 e 35.500 daltons (49), arroz 60.000 e 65.000 dal
tons (18), cevada 55.000 e 61.000 daltons (39) e mi lho
40.000 daltons na semente nao germinada e 36.000 e 12.000

daltons nas scmentes germinadas (38).
< 3 1 ; 1 e e sy
pcs todas as etapas de purificacao nao se conse
- w, 1 e AR, i t 11 5. = ot v 1) A | t
guiu a separacao da atividade hemoglobinasica da atividade

esar das diferencas observadas, os dados

0
W
"
®
)
[0} 10N
n
(@]
0]
>
0

trata de

(C]

sao insuficientes para podermos afirmar gue s
<

dois grupcs distintes de proteases com caracteristicas se

me lhantes.

rificacao utilizadas nao permitiram

=
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cuiculata, o que conceorda com os dados citados na literatu

vidade protecolitica. Verifica-se que na cromatografia de
- . £ . d . - - .
afinidade ha a recuperacao de somente 40% da atividade ini

- o o £ . - - F it e
bitoria e um decrescimo na atividade espccifica (tab. X1),

.
-

levando-nos a sugerir que a Fraggo nao adsorvida e mais
ativa e nao forma complexos muito estaveis com as enzimas.
Por outro lado, verificamos que o pico de maior atividade
inibitoria coincide com o pico de maior atividade hemoglo
binasica espechica (tab. XI1), sugerindo que ha uma efeti
va associaggo inibidor-enzima, mas os dados nao nos permi
tem concluir que os inibidores regulam a atividade enzimé
tica. Se atentarmos para o fato de que apos a Pemoggo de
60% dos inibidores na cromatografia de afinidade, a estabi
| idade das proteases declinam grandemente, podemos dizer

que o complexo enzima-inibidor estabiliza aenzima ou mes

enzimas. Um dado adiciocnal gque retorca a nossa sugestao de

e
que os inibidores estabilizam as enzimas e propercionado
quando se faz a Tiltracao em gel a pH 7,6 da fragao 25/50.

Ha uma separacaoc nitida das atividades proteoliticas e ini

s
xitoria e ura perca acentuada da atividade proteolitica

e - - - - - v
A demonstracao de cue inibidores de tripsina endog

nos nao tem efeito schre a atividade protecolitica (

mesmo numa fTase de maior purificacao,

gestao de que os inibidores ou pelo menos a fracao repre

~uto, nao reculam a atividade das

proteases presentes em scuentes nao germinadas de Yigna un

ra (3, 5. 29).



Finalmente podemos concluir que ha um sistema muito

complexo, formado por enzimas difecrentes mas com caracte

'4 - - . -
risticas bastante semelhantes, que tem afinidades diferen

tes pelos diversos substratos empregados, sendo que algu

mas para a sua estabilidade necessitam da presenga dos ini

bidores.
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V - CONCLUSOES

~

0 extrato de sementes nao germinadas de Vigna unguicu

€ - - - . .
lata e capaz de hidrolisar hemoglobina em pH 3,5, indi

cando a presenca de endopeptidases ativas nas sementes

~

nao germinadas.

= . £ 3 € 2
Ha um sistema proteolitico acido bastante complexo nas

sementes nao germinadas de Vigna unguiculata.
~ 4 % - ' é s 3 g
A fracao responsavel pela atividade hemoglobinasica e

e Ld ' ¢ & 5
de natureza albuminica (soluvel em agua) e precipita

X Fd =l . <
na faixa de 25 a 50% de saturacao com sulfato de

amonio.

7’ S St
semoglobinasica apresenta torte
g f

A fracao com atividade

NP . . %
tendencia de dissociacao em pH acido.

A baixa purificacao obtida, associada a baixa recupera

g . 3 4 a & 2 P
cao, reflete a labilidade do sistecma proteolitico aci

do guando submetido aocs tratamentos empregados para
z =

sua puriticacao.

A Tiltraceo em gel de Sephadex G-I00 da frecao purifi

nos &m estabili
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As prciesases a
2 0o papsl Fisiolbgico des mesmas perman=ace obscuro. Ne msioris dos estudos rsalizados T
com protssses de semenies: tem sido empregados coti Sdones de sementes germinantes e
virias evidencies indicam gue essszes enzimas diferem daqueles presentes nas sementes
quiescentes. A atividade proteolitics Scids pressnte em cotilédones de Vigna sinensis s
cv. serido foi estudada em pH 3,5, usendo-se hemcglobina como substrato,mostirando=- Y- .
tzstznte complexe. A fraciZo protsfcez que precipits sntre 25 e-50% de sztursgio com sul
fato de amonio encerra a guess tcislidad etividade presente no _extrato cbitido com.
tampés fosfato pH 7,6. Por diélise do =x o contrs Zcgus verificaz-se gue s Frsgao r©es
sonsfvel pels stivigzde € na sue < de nmatureze =zlbuminica, ssndo gue 32% da
stividede itotal Ticagm retides nc extreg8o. A fregio obtids por precipitasgao
com sulfsztc de smdnio (F25/50) gu ida 2 cromatografia em Ssphadex G-100 pH
7,8 e pH 2,8 mecsira gue as fra G eis pelsz ativicdace em estudo aprasentam
pescs moleculares de ca. de 1T £00 deltcns, resspactivamente, sugsrindo
ume tendZncia de &esocisgao A preparacso ecima (F25/50) foi submetida
2 cTOo aTia em Sepharose- ,0) seguida de crometogratiz em SP=-
Zephe 50 (pH 5,0) obiend e zzces, eluid ntre 0,40 e 0,45M de
HaCl, snsiveis pela stivi =3 A ativiceco i purificada ce.de
28 & diversidade ce ¢© ¥ e - grande complexidada
do responsavel pels a ig nte i S = R
w PEAS) : . EF ;
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