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SUMÁRIO 

Um sistema proteolitoco acido, capaz de hidrolisar 

hemoglobina foi purificado 26 vezes por fracionamento com 

sulfato de amônio, cromatografia de afinidade e cromatogra 

fia de troca iônica, a partir de cotilédones 	quiescentes 

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

As fraçoes obtidas por cromatografia de troca iôni 

ca (SP-Sephadex C-50), quando submetidas a cromatografia 

em gel de dextrana (Sephadex G-I00) em pH 2,9, 	apresenta 

ram pesos moleculares de 69.200 e 45.000 daltons. 

0 sistema proteolitico acido mostrou-se 	bastante 

complexo, com forte tendencia de dissociacao em pH acido 

extremamente sensível aos tratamentos empregados na purifi 

cacao, especialmente apos a remocao de parte dos inibido 

res de tripsina endogenos. 

Evidenciou-se a presença de um outro sistema proteo 

li t i co que tem a habi i idade de h idrolisar a caseina a 	pH 

6,0, com características semelhantes ao sistema acido, nao 

sendo possível separa-los pelas técnicas empregadas na pu. 

r i f i cacao . 

Aparentemente os í n i b i dores de tripsina 	endogenos 

nao 	re•c<:a i:... a at i v i cade proteo I r
, 
 t i ca, mas 	ha 	ev i denc i as 

de que OF ,.,. s. . ws ..st,.b i I i_am a atividade en z i mat i ca . 

X. 



I - INTRODUÇÃO 

0 esclarecimento dos eventos relacionados 	com as 

etapas iniciais do processo germinativo tem sido objeto de 

intensas pesquisas por parte de bioquímicos e fisiologis 

tas, principalmente com relaçao ao papel das enzimas pro 

teoliticas presentes nas sementes nos primeiros estagios 

da germinaço. Ainda nao se conseguiu estabelecer 	um con 

senso com relaço ao controle das enzimas proteolíticas, a 

mobilizaçao das proteinas de reserva e as mudanças 	que o 

correm nos orgaos de armazenamento durante a germinaçao. 

Um grande numero de enzimas proteolíticas de vrios 

vegetais tem sido estudado extensivamente, particularmente 

em sementes germinadas, onde suas atividades tem sido rela 

cionadas com os eventos do crescimento e desenvolvimento 

da plantula (44).  Poucas referencias no entanto 	existem 

com relaçao ao estudo das enzimas proteolíticas presentes 

em sememtes nao germinadas. 

As dificuldades encontradas no isolamento e purifi 

caga() das enzimas proteolíticas de sementes, constituem um 

dos maiores obstaculos para a caracterizaço dessas impor 

tantes enzimas. Um deles e 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 frequentemente requeridas para a sua purifica 
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çao (10). Alem disso, a falta de ensaios adequados para a 

detectaçao das enzimas proteoliticas tem constituido uma 

seria limitaçao ao seu estudo. Substratos 	inapropr•iados, 

tanto de origem animal como sinteticos, sao frequentemente 

usados porque a hidrolise das proteinas de reserva nao e 

detectada por esses metodos (4). Ocasionalmente diferenças 

marcantes no desenvolvimento da atividade proteolitica tem 

sido observadas com diferentes substratos ou diferentes me 

todos utilizados para detectar os produtos de hidrolise(4) 

A maior Iimitaçao a esses metodos e que enzimas proteoliti 

cas nativas de sementes germinantes podem ter uma alta es 

pecificidade para as proteinas de reserva e assim nao atu 

ar sobre esses substratos (43). 

C l ass i f i cacao  

A necessidade de se conhecer os mecanismos envolvi 

dos na mobilizaçao das proteinas de reserva durante a ger 

minaçao proporcionou o isolamento de um grande numero 	de 

enzimas proteolíticas e levou a necessidade de uma classi 

ficaçao adequada. Entretanto, para a classificaç o de uma 

enzima e preciso caracteriza-la totalmente e muitas tem si 

do classificadas como "proteases" por indefiniçao de 	sua 

especificidade. 

As enzimas proteoliticas podem ser classificadas: 

1. com  relacao a origem em proteinases animal, vegetal 	e 

microbiana; 2. com  relaçao a natureza de seu centro ativo 

em: a) serino proteinases, que tem um residuo de serina no 



seu centro ativo e sao inibidas por diisõpropilfosfofluori 

drato e outros organofosforados; b) tioLproteiTnases, 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 

vezes por simples dialise; d) proteinasesacidas,:que  con 

tem um ou mais grupos carboxilicos no centro ativo; 3. de 

acordo com o seu ponto de ataque na cadeia 	polipeptidica 

em: a) exopeptidases, proteinases que clivam residuos 	C- 

ou N-terminais; b) endooeptidases, que clivam resíduos si 

tuados dentro da cadeia polipeptidica; c) 	dipeptidases , 

que necessitam da presença de um grupo.c-amino e um o<-car 

boxilicos carregados e vizinhos (36). 

Localizacao 

Pouco se tem feito com relacao a distribcicao e aos 

nineis relativos de atividade proteolitica nas varias par 

tes da planta e sobre sua Iocalizacao intracelular. Os pri 

meiros trabalhos com semente germinada. e quiescente, 	fo 

ram feitos com homogenatos e sem qualquer preocupacao com 

sua locali-ação. lnvestigaçoes utilizando camadas de aleu 

rona isoladas, separas o de organelas e metodos histoqurmi 

cos entre outros, tem possibilitado o estudo da localiza 

sao de algum as dessas enzimas. 

Cs co• ti lédones de sementes de leguminosas 	contem 

grande quantidade de proteinas de reserva localizadas nos 
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corpos proteicos e, observaçao de sua morfologia durante a 

germinação (25), indicam que a membrana que os envolve per 

manece intacta enquanto as reservas desaparecem, sugerindo 

que as mesmas podem sofrer autolise. 

0 exame dessas organelas tem despertado bastante in 

teresse, particularmente no que diz respeito aos 	mecanis 

mos catabclicos das proteinas de reserva, bem como a loca 

lizaçao intracelular das enzimas proteoliticas. A maioria 

dos trabalhos envolvem o isolamento dos corpos 	proteicos 

de sementes nao germinadas, devido ao decréscimo da estabi 

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

Yatsu e Jacks (59), isolaram corpos proteicos de se 

mentes nao germinadas de algodao e verificaram que os mes 

mos encerram toda atividade proteolitica acida.; com pH oti 

mo entre 1-2 e 3-4, usando hemoglobina como substrato. 

Uma protease acida que hidrolisa gelatina foi encon 

Irada 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 

em resposta ao ácido giberelico (52), encontrando-se como 

principal componente liberado uma enzima SH-dependente com 

pH ótimo 3,9, 

Isolando corpos proteicos de sementes nao germinadas 

de canhamo, St Angelo e col. (50), demonstraram a presença 

de urna protease acida com pH otimo de 3,2 utilizando hemo 

g l ob i na como substrato e pH 4,3 usando edest 1 na . 
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Harris e Chrispeels (25), isolaram corpos proteicos 

de cotilédones germinantes de Phaseolus aureus 	e observa 

ram sua morfologia durante a germinaçao, verificando que a 

membrana circundante permanece intacta enquanto as protei 

nas de reserva desaparecem. Observaram que os corpos . pro 

teicos continham atividade caseinasica, carboxipeptidasica 

cm manosidasica e N-acetil fl-glucosamidsica e o citoplasma 

continha toda ou quase toda atividade leucinoaminopeptida 

sica e do tipo tripsina. A incubaçao dos corpos proteicos 

isolados resultou na Iiberaçao de aminoacidos. A 	analise 

dos produtos de hidrolise indicaram que muito pouca ou ne 

nhuma proteina de reserva foi hidrolisada durante a incuba 

çao. Observaram que a hidrolise das proteinas de 	reserva 

foi grandemente acelerada pela adiço de extratos de plan 

tulas com 4 dias de germinaçao. Por meio de uma 	técnica 

histoquim i ca utilizando filme de gelatina, 	Yomo e Taylor 

(60), detectaram atividade endopeptidasica em cotiledones 

germinados de Phaseolus vulgaris. Nos primeiros 	estagios 

da germinaçao a atividade proteolitica foi observada 	por 

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

dor do feixe vascular. 

Endopept i dases acidas 	foram também 	encontradas 

em corpos proteicos isolados de cotiledones 	de sementes 

germinadas de ervilha por centrifugação diferencial (33). 

Adams e Novellie (2), isolaram corpos 	proteicos e 

esferosomas de graos de sorgo nao germinados, verificando 

que os primeiros tem grande quantidade de proteina insolu 

vel associada com proteases acidas tambem insoluveis e com 



capacidade autolitica; os esferosomas contem proteases :so 

luveis e tambem capacidade autolitica. Eles concluiram que 

essas duas organelas tem dupla funçao: armazenar proteínas 

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

dar proteinas durante a germinaçao. 

A presença de proteases acidas nos corpos proteicos 

suporta o conceito de que os mesmos são organelas semeihan 

tes aos lisosomas onde a digesto celular ocorre (33). 	E 

bastante claro que durante os primeiros estagios da •genmi 

naçao as endopeptidases encontradas nos corpos 	proteicos 

sao primariamente responsaveis pela iniciaçao dos 	proces 

sos de fragmentaçao das prOteinas de reserva em polipepti 

deos para posterior degradaço e transporte necessarios ao 

crescimento do embriao (44). 

Propriedades 

As enzimas proteoliticas encontradas nos tecidos de 

sementes e de plantas em desenvolvimento tem-se 	mostrado 

muito complexas e, apesar da importancia atribuída as mes 

mas no processo germinativo (4, 16, 44), o numero de dados 

disponíveis e ainda insuficiente. 0 conhecimento das 	pro 

priedades químicas e físico-químicas de uma determinada en 

fundamental e um.pre-requisito fundamental para o seu estudo. 

0 advento de -  tecnicas mais refinadas possibilitou o 

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 germinada, purificando-a por cromatografi 

a de afinidade (Sepharose-hemoglobina) e eletrofocalizaçao 

mostrando 3 a 4 componentes, que sao similares em tamanho 

e em carga. A ffaçao ativa tem um pH otimo de 3,8  com hemo 

globina como substrata e quando submetida à filtração 	em 

Sephadex G-75, mostra um pico assimetrico de atividade com 

um peso molecular de 14.100 daltons com evidência de 3 com 

ponentes, sendo fortemente inibida por 1B-mercaptoetanol. 

Usando filtração em gel em Sephadex G-I00 e 	croma 

tograf i a em CM-celulose, Moe l l er e co I . (37), demonstrara; 

a presença de uma carboxipeptidase que hidrolisa 	caseina 

mas tem açao negligivei contra hemoglobina. A enzima 	se 

mostrou estável na faixa de pH 3,0 a 6,-0 e perdeu de 30 a 

40% da atividade apos dialise a pH 4,5 por 16 horas a 4°C. 

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

estudaram uma peptidil peptid l o hidrolase; utilizando CM- 

celulose mostraram a presença de duas enzimas que sao 	ad 

sorvidas pela coluna e peio menos 3 que rao 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 amcnio, cromatogra 

fia de -_troca ionica e exciusao molecular em_Sephadex G-100 

e eletroforese,  Abe e CO I. ( 1 ) , purificaram uma protease a 

cida de endosperma de milho germinaste. A enzima purifica 

da tem um peso molecular de 21.000 daltons e e mais ativa 

a pH 3,0 usando hemoglobina como substrato. A atividade au 
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menta com a germinaçao e a adiçao de fl-mercaptoetanol pro 

move um aumento acentuado na atividade. Cinco enzimas pro 

teoliticas (20), ativas em pH 3,5, 5,4 e 7,5 usando casei 

na como substrato foram demonstradas em extratos brutos de 

varros orgaos de milho germinado. A atividade aumenta du 

rante a germinaçao e a adiço de p-mercaptoetanol aumenta 

sensivelmente as atividades em pH 3,5 e 5,4. 0 endosperma 

de milho germinado contem tambem uma protease acida que de 

grada rapidamente zeina em pH 4,5 e caseína em pH 3,0. 	0 

extrato bruto mostrou um acentuado aumento na 	atividade 

proteolitica quando em presença de B-mercaptoetanol (2!). 

A presença de uma protease acida que aparece do 3º ao 82 

dia de germinaçao e tem maxima atividade_em pH 3,8_ utili 

zando hemoglobina como substrato e temperatura otima 	de 

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

(38), 

nacao 

mostrou que a degradaçao de proteína durante a germi 

estava correlacionada com o aparecimento de uma ati 

vidade proteolitica. Tres proteases acidas foram isoladas 

por cromatografia de afinidade em Sepharose-hemoglobina e 

filtraçao em Sephadex G-100. A primeira foi 	isolada nos 

gr-aos 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 germinaçao apresentaram pesos mo 

leculares de 36.000 e 12000 daltons e com atividade maxi 

ma em pH 3,8. 

c7> 
,.~ 
1 ï a n g e Grant (6I), trabalhando com extratos de fari 

nha de trigo, extraidos com tampao acetato 0,2M pH 3,8 	e 
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soluçao de acido acético 0,2M, demonstraram a presença de 

duas fraçoes com -atividade= hemoglobinasica quando o extra 

to foi submetido a filtraçgo em Sephadex G-I00. Uma com pe 

so molecular maior que 120.000 daltons e outra com peso mo 

lecuiar de 80_.000 daltons. Uma preparaçao mais purificada 

da enzima mostrou um peso molecular de 65.000 daltons. 	A 

enzima tem um pH ótimo de 4,4 e e resistente ao calor. Es 

tudos cinéticos mostraram que a atividade nao aumenta 	Ii 

nearmente com a concentraçao da enzima mas, o desvio da li 

nearidade torna-se menor com o aumento da pureza da 	enzi 

ma. Uma protease acida também foi demonstrada em 	farinha 

de trigo extraida com agua a pH 8,0 e com um maximo de ati 

vidade em pH 3,8 usando hemoglobina como_substrato (35)._A 

protease nao foi inibida por inbidores 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 gluten a pH 5,8. Conseguiram 

uma purificaçao de 25 vezes e por filtraçao em gel com Se 

phadex G-I00, apresentaram pesos moleculares de 63.000 	e 

54.000 daltons e, por eletroforese em gel de poliacrilami 

da com SDS, pesos moleculares de 60.000 e 56.000 daltons. 

lambem 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 hemogiobinase em pH 3,8 que precipita com sulfato 	de 

amonio entre 0-505 de saturacao, e através de 	cromatogra 

fia em DEAE-celulose mostra varias regioes com atividade 
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hemoglobinasica, uma regiao com atividade BAPA-ásica coin 

cidente com a mais ativa hemoglobinase e duas regioes com 

atividade gelatinasica. Atraves de filtraçao em gel em Se 

phadexG-100 mostrou duas regioes com atividade hemoglobi 

nasica e uma com atividade RAPA-asica. 

Baumgartner e Chrispeels (6), isolaram e purifica 

ram uma endopeptidase presente em cotiledones de plantulas 

de Vigna radiate  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 viciiina como substrato, nao tem atividade 

contra SAPA, nao e inibida pelo inibidor de tripsina endo 

peno e e ativada por
r
l-mercaptoetanol. Demonstraram que a 

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 germinaçao, sendo acumulada nos corpos proteicos. 

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

tease acida de plantulas de Phaseoius aureus, usando 
	

fra 

cionamento com sulfato de amônio e DEAE-celulose. A protea 
_ 

se mostrou atividade mima em pH 3,8 e a ^5
o 
 0 com albumi 

na serica bovine como substrato e varios componentes atra 

vs de eletroforese em gel de poliacrilamida. Os 	autores 

mostram que uma posterior recromatografia em DEAE-celulose 

e filtracao em gel promovem a perda total da atividade. 

Salmia e col. (45), caracterizaram as proteinases 

presentes em sementes germinantes de Pinus sylvestris. lati 



lixando hemoglobina em pH 3,7 e caseina em pH 5,4 e 7,0, 

verificaram que os endospermas separados das sementes, 	no 

período de rapida mobiii_açao das reservas (pintulas 	de 

20 a 50 mm) mostram uma alta atividade proteolitica. 

ST. Angelo e col. (51), detectaram uma proteinase a 

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 purificaçao de 870 vezes de uma protease acida 

foi conseguida por Shinano e Fukushima (48, 49), de semen 

tes naa germinadas- de iotus, capaz de hidrolisar hemoglobi 

na e caseina em pH 3,8 e com pesos moleculares de 36.800 e 

35.500 daltons, determinados por estudos de 	sedimentado 

difusao e filtraÇao em Sephadex G-100 respectivamente. 

Uma protease acida foi encontrada em sementes de ar 

roz, com pH átimo em 3,5 com caseina e em 2,5 a 3,0 com he 

moglobina como substratos (18). A protease se mostrou esta 

vel na faixa de pH 5,0 a 9,0 e um peso molecular de 60.000 

a 65.000 daltons quando submetida . a f i ltradao em Sephadex 

G-I00. Por cromatografia em DEAE-celulose, foram obtidas 

varias fracoes e os autores admitem que as formas 	multi 

pias sejam devidas a associacaó com outras proteinas inati 

vas. 

Uma protease acida com peso molecular de 80.000 dal 

tons determinado por filtradao em gel, com atividade otima 
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nao em pH 3,6, apresentando baixa atividade em sementes 

germinadas e aumentando somente apos o 20  dia de 	germina 

çao, foi isolada de sementes de sorgo por 	Garg e` 	Viru 

paksha (22). 

Papel fisiolgico 

0 mecanismo pelo qua! 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 durante a germinaçao, entretan 

to, evidencias para a existencia e operaçao de tais 	enzi 

mas sao poucas. A maquinaria enzimatica para a hidrolise 

de proteinas e ácidos nuc7eicos está presente nas sementes 

germinantes. Há um aumento da atividade proteolitica duran 

te a germinacao mas neste estagio do conhecimento e difi 

cil dizer a funçao fisioiogica precisa para as enzimas. 0 

acumulo de aminoacidos e nucleotidios durante a germinaçao 

indica que hidrólises ocorrem, entretanto, as enzimas 	en 

volvidas podem ser diferentes daquelas demonstradas nos en 

saios (8). As enzimas proteoliticas podem tomar parte 	na 

ativaçao do DNA ou atuar liberando enzimas pela 	liberaçao 

de celulases pre-formadas, por hidrolise da parede celular. 

Sua principal funcao, entretanto, e a hidrolise das protei 

nas (42). 

Harris '3), encontrou um baixo n i ve l de atividade 

ndopept i das i ca nos tecidos de reserva, que aumentou 48 a 

60 horas apos a embeo i cao . Concluiu que o metabolismo das 
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proteinas de reserva depende do aumento das endopeptidases 

havendo uma forte relaçao entre o aparecimento da ativida 

de enzimatica e o metabolismo das proteinas de reserva.' 

Korolyova e col. (30), mostram que legumina e vici 

fina as proteinas de reserva de sementes secas de Vicia sa  

tina nao sao afetadas por enzimas proteoliticas dessas se 

mentes mas, quando isoladas de sementes germinadas, 	sao 

prontamente hidrolisadas por essas enzimas. 

No decorrer da germinaçao de sementes de milho 	a 

perda de zeina e glutelina ocorre aparentemente apos 20 ho 

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

assim relativas proporçoes do endosperma sao alteradas an 

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

ses possivelmente presentes nas sementes secas sao 	ativa 

das durante a germinacao e degradem inicialmente zeina 	e 

glutelina, posteriormente sao sintetizadas enzimas adido 

nais que participam na degradaçao efetiva das proteinas. 

Guardiola e Sutcliffe (24),  mostraram que a hidroli 

se da proteina de reserva de ervilha comecou com o inicio 

da germinacao, consistente com a presence de atividade pro 

teolitica na semente nao germinada. 

Controle  

0 conhecimento das mudancas estruturais que ocorrem 

nos corpos proteicos durante a germinaçao e bastante avan 

cado, en`Lre%antC, a fisiologi a e abioqutmica dos 	proces 
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sos sao ainda pouco estudados. Um exame critico da litera 

tura mostra que ainda não se conhece a estrutura do 	subs 

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

controle 6-  a"natureza dos produtos intermedi ários (4). 

Nao ha duvida que e essencial a existencia de meca 

nismos de controle sobre as enzimas hidroliticas para pre 

venir a degradaçao das proteinas funcionais e estruturais 

(4). Todas as enzimas proteoliticas em sementes 	germinan 

tes provavelmente 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 

endgenos, zimogenios, compartimentalizaçao, pH, especifi 

cidade peio substrato e inibiçao pelo produto firhal (4). 

Inibidores que inibem proteases de origem animal é microbi 

ana sao intensivamente estudados, enquanto 	relativamente 

pouco e conhecido sobre os inibidores que inibem proteases 

endogenas vegetais. 

Foi demonstrado que a germinaçao e acompanhada por 

um declínio gradual no novel de inibidores de tripsina nos 

cot i l edones de t/ i gna un gu i cu l ata (57),  entretanto,- n ao he 

evidencia de que o aumento da atividade proteolitica 	que 

tambem acompanha a germinaçao (3), esteja relacionado com 

o decréscimo da atividade do inibidor; sua funçao fisiolo 

gica permanece controvertida. 

Baumgartner e Chrispeels (5), isolaram e caracteri 

zaram parcialmente um inibidor que inibe a maior endopepti 

dase presente em cotilédones de Vigna radiate, 	demonstra 
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ram que a atividade inibitoria era devido a 	presença de 

dois inibidores de pesos moleculares 12.000 e 2.000 	dal 

tons, verificaram que o desaparecimento da atividade inibi 

toria era acompanhado por um aumento na atividade endopee 

tidasica 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 distribuiçao sub 

celular da atividade anti-triptica, atividade proteolitica 

e efeito do inibidor na atividade de proteases 	endogenas 

de sementes de ervilhas, nao encontraram evidencias convin 

centes para sugerir que a atividade anti-triptica 	esteja 

envolvida na regulaçao das proteases durante a germinaçao. 

Salmia e col. (46, 47), mostraram que extratos de 

sementes de pinho nao germinado inibem a atividade proteo 

titica presente em extratos de endospermas de sementes ger 

minadas. Quando foi feita a dialise dos extratos 	germina 

dos, houve um aumento na atividade proteolitica com o desa 

perecimento da atividade inibitoria. Concluiram que o 	de 

crescimo dos inibidores durante a dialise foi devido a ina 

tivaçao enzimatica e que o aumento da atividade proteoliti 

ca foi pelo menos em parte devido a destrdic o dos inibido 

res. 

Preston e Kruger (^I), mostraram que o aumento 	da 

atividade hemoglobinasica em pH 4,0 em sementes 	integras 

durante a germinaçao e em sementes sem o erbriao, apos 	5 
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dias de germinaçao, parecem ser insensíveis a presença do 

acido giberelico. 0 aumento na atividade nao foi devido a 

sintese "de novo" mas a ativaçao de enzimas presentes 	em 

sementes nao germinadas, levando a concluso de que a ati 

vacao provavelmente envolve o desaparecimento de inibido 

res endogenos. A adiçao desses inibidores presentes nas se 

mentes de trigo nao germinadas a preparaçao de enzimas par 

cialmente purificadas de sementes germinadas e quiescentes 

promove mais de 50% de inibicao na atividade hemoglobinasi 

ca. Concluiram, também, que a habilidade dessas fraçoes de 

inibir a atividade hemoglobinsica decresce durante a arma 

zenagem e germinacao. 

Objetivos 

Enzimas proteo ~~ ticas em sementes nao germinadas tem 

sido pouco estudadas, principalmente devido ao fato dos ni 

veis de atividade serem baixos ou mesmo inexistentes. 

Embora ja tenha sido investigada a utili_açao 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 

gum i posas (9, 12, IS, 30, 39, 50, 51, 6 1) . 

O nosso principal objetivo foi o estudo de uma enzi 

ma proteolitica ativa contra hemoglobina em pH 3,5 presen 

te em cotilédones de sementes quiescentes de Vigna unquicu  

Ista. 
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\a tentativa dc re|ac¡on:R a cc}a /os ¡n¡b¡dores de 

tripsina com a atividade proteo|{t¡ca presentes nas semen 

teste iescertes, foi feito um estudo dos mesmos durante to 

ias as of spas de arificacao, . 	p`  

De mesma maneira foi feito um estudo 	concom¡tante 

das a ¡v¡dades E&R\-asica, [PA-as¡ca e caseinasica iniciai  

mente presentes nas fraç\es que encerravam atividade hemo 

giobim'sice. 



11 - MATERIAIS E MÉTODOS 

1I.A. Materiais  

I. Sementes  

No presente trabalho foram usadas sementes de 	fei 

jao de corda Vigna unguiculata (L.) Walp. cv. serido, ante 

riormente denominada Vigna sinensis (55), fornecidas pelo 

Departamento de Fitotecnia do Centro de Ciencias Agrarias 

da Universidade Federal do Ceara. 

2. Outros materiais  

Hemoglobina bovina, preparaçao cristalizada, Worthi 

ngton Biochemical Corp, New Jersey, EUA. 

Caseina, preparada segundo Hammarsten, E. Merck AG 

Darmstadt, Alemanha. 

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

0199), adquirida de Sigma Chemical Co , St. Louis, 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-I00 (Lot. To.5967, particle size 40-120), adqui 

rides de Pharmacia, Uppsala, Suecia. 

==-, N-Benzoil-DL-arginina-p-^;itroanilida 

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

(Lot.91C- 

adquiridos 



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

Tripsina Bovina, preparaçoo duas vezes cristalizada 

Nutritional Biochemicals Co. (NBCo), EUA. 

Todos os demais reagentes empregados foram de grau 

analítico. 

1I.B. Metodos  

I. Preparac o da farinha  

Foram usadas sementes quiescentes de feijao de cor 

da Vigna unguiculata (L.) Walp. apos remocao do tegumento 

e do eixo. Os cotiiedones 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. Preparaçao dos extratos 

Os extratos foram preparados utilizando-se farinha 

de cotiiedones de sementes nao germinadas deixadas em con 

tacto por duas horas com tampao fosfato 0,02M pH 7,6 a ~or ~ 

Com agitacao ocasional e na propor a0 de l:? =ç 	_ (farinha:meio 

de extracao). O homogenato foi filtrado atraves de tecido 

fino de a l gOda
. 
G e centrifugado durante Eia te vU minutos  a 1 6.000 

~ 	~r 
J: 

 

g 	4°C `c. r,tr i-ugçá ç°^va l 1, m.-)d. RC-5, r't.,i Pont 	lnstru 

ments). C r esidu0 da extraCc:.1 foi ressuspenso no mesmo tam 

pa0 e utilizado para determ i n_ ca0 de prote . r~a e das at i v i 

I 9 
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dades proteoi.tticas. C sobrenadante aqui chamado de extra 

to bruto, foi usado para determinaao de proteina, para en 

raios de atividade en_imatica e para fracionamento com sul 

fato de amonio. 

3. Determinaçao de proteina 

As concentraçoes de proteina foram determinadas pe 

lo metodo do microbiureto (23), usando-se albumina serica 

bovina como padrao. A determinaçao da concentraçao de pro 

teina nos efluentes das colunas cromatograficas foi feita 

pela medida de absorbancia em 280 nm, em espectrofotometro 

Beckman DU. 

4. Fracionamento com sulfato de amonio 

C extrato bruto de cotilédones 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 

1005 de saturaço a temperatura. ambiente (26°C) e deixado 

em contacto com o sal por 4 horas. 0 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 fracces assim obtidas foram 	usadas 

para determinaco de proteina e ensaios das atividades en 

= i mat i cas._ 



5. Preparaçao da fraco 25/50  

A fracao 25/50, por apresentar a maior percentagem 

das atividades enzimaticas em estudo, foi preparada essen 

cialmente segundo Benevides (7), quando do emprego 	de se 

mente total, conforme o esquema apresentado na figura I e 

usada nas etapas posteriores de purificaçao do sistema pro 

teolitico acido. 

6. Preparaçao do inibidor bruto de feijao 

A purificaçao parcial dos inbidores de tripsina e 

quimiotripsina foi feita de acordo com o metodo estabeleci 

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 purificaçao parcial 	do 

inibidor bruto foi realizada em tres etapas: 

lª Etapa - Extraçao: 500g de farinha foram deixadas em con 

tacto com 2 litros de agua destilada a tempera 

tura ambiente (26°C) por 3 horas e com agitaçao 

constante. Em seguida a suspensao foi filtrada 

em tecido fino de algodao. 0 resíduo foi subme 

tido a mesma operacao acima descrita e os fil 

trados foram reunidos, desprezando-se o resíduo 

final. 

21 



Farinha de cotilédones 

+ tampao fosfato 0,02M pH 7,6 
o 

contacto 2 horas a 5°C 

+ fiitraçao em pano de algodao 

= centrifugaçao a 16.000 x g 

30 minutos a 0oC 
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I 
precipitado 

(desprezado) 

soorenaoante 

+ (NH4) 2SO4 (0-25% sat.) 

+ contacto 4 horas 26°C 

+ centr i fugaçao 

1 
precipitado 

(desprezado) 

sobrenadante 

~~(NH4) 1SO4(25/50% sat.) 

+ contacto 16 horas 26°C 

• centrif ugacao 

sobrenadante 	precipitado 
. 
~despi"'e?a40 ~~tampao fosfato 0,02M pH7,6 

O 
dilise contra agua, 5 C 

centrifuoa:çao 

precipitado 

(
i desprezado)  

sobrenadante 

- l i of i 1 i zacao ~ 

Fracao 25/50 

_, 
Figura    1 - Esquema de obter.cao da fraco 2~/ 50 . 
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2= Etapa - Precipitaçao com acido trLcioroacetico (TCA): 

ao sobrenadante da etapa anterior foi adiciona 

do TCA 100% (p/v) sob agitaçao, em volume sufi 

ciente para que a concentraçao final de 	acido 

ficasse 2,5%. A suspensao foi deixada em repou 

so por 16 horas, apas o que foi filtrada a 	va 

cuo desprezando-se o precipitado. 

3ª Etapa - Precipitaçao com sulfato de am©nio (NH4)2SO4: 

e. ao sobrenadante da etapa anterior foi adiciona 

do, sob agitação, (NH4)2SO4  solido, de modo que 

a soluçao final ficasse 80% saturada. A suspen 

sao foi deixada em repouso por 16 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 agua destilada e submetido 

a precipitaçao com TCA e (NH4)2SO4, como descri 

to nas etapas anteriores. 0 precipitado foi en 
ti 

tao redissolvido em 10 ml de agua destilada e 

dializada contra agua a 12°C Por 24 horas e lio 

fili<ado. 

7. Preparacao de Sepharose-hemoglobina  

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

vey e Dean (28) foi usado para ativaçao da 	Sepharose-48 

com brometo de cianogénio, e envolve as seguintes etapas: 

- 60 ml da suspensao de Sepharose-43 foram mistura 

dos com 200 ml de agua destilada. Apos sedimentacao 
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s i f ona-se 50 ml (2Z) do sorenadunte, e transfere- 

se a suspensao para um kitazato fazendo a 	descera 

Çao em trompa de vacuo. 

- 0 gel e transferido para um funil de placa porosa 

e lavado com 400 ml de água destilada a 0°C, segui 

do de nova lavagem com 300 ml de tampao bicarbonato 

de potássio (K7CO3/KHCO3) 2M, pH II a 0°C. 

- 0 gel e ressuspenso em 60 ml de tampao bicarbona 

to de potássio 2M pH II a 0°C e agitado em um banho 

de gelo com auxilio de um agitador magnetico. 	Adi 

ciona-se em seguida, gota a gota, 15 ml de brometo 

de cianogénio em acetonitrila (Ig/mI),- mantendo-se 

a-temperatura da mistura a 18°C pela adiçao de gelo 

picado. 

- Apos 10 minutos a mistura e transferida para 	um 

funil de placa porosa e lavada sucessivamente com: 

800mI de agua destilada a 0°C; 200 ml de acetona 5% 

a 0°C e 400 ml de tampa)bicarbonato 	de 	sodi o 

(NaHCO3/Na2CO3) 0, IM pH 8,5 com 0,5M de NaCI ( tam 

pao de acoplamento) a 0°C. 0 kita_ato deve 	conter 

inicialmente 500 ml de solucao saturada de sulfato 

ferroso. 

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

tampao de acoplamento a 0°C e combinado com 60m1 de 

solucao de hemoglobina (dializada 	exaustivamente 

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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- Apos 20 horas o gel e lavado com 400 ml de 	solo 

çao tampao de acoplamento a 0°C e em seguida incuba 

do por 2 horas a temperatura ambiente com 	acetato 

de etanolamina IM pH 8,0 com 0,5M de NaCI e lavado 

novamente com 200 ml de tampao de acoplamento, 400 

ml de tampao acetato IM pH 4,0 com 0,5M de NaCI 	e 

200 ml de tampao de acoplamento. 

8. Preparaçao das soluçoes dos substratos  

No presente trabalho foram usados os seguintes subs 

tratos: hemoglobina, caseina oN!-N-benzoii-DL-arginina-p- ni 

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

8.1. Hemoglobina 

Dissolve-se 1,09 de hemoglobina bovina em 50 ml de 

HCI 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 

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

congelador. 

8.2. Caseina 

As soluçoes de caseina foram preparadas suspendendo 

se 1,0g  de caseína em I CCm I de tampao fosfato 0,02M pH 6,0 

h 	e aquecendo-se ate ebuiicao por 15 minutos. Deixa-se esfri 

ar, ajusta-se a pH 6,0 e completa-se o volume para 100 ml 

com agua destilada, sendo a soluço armazenada no congela 

dor. 



8.3. SAPA 

As soiuçoes de BAPA (5 x 10-4M) foram 	preparadas 

dissolvendo=se inicialmente 21,74 mg de SAPA cm 1,0 ml de 

dimetilsulfoxido e completando-se o volume para 100 ml com 

tampao fosfato 0,02M pH 8.0. 

8.4. LPA 

Soluçoes estoques de LPA (5 x 10 'M) foram prepara 

das dissolvendo-se inicialmente 12s 56 mg de LPA em 1,0 ml 

de dimetilsulfoxido e completando-se o volume para 100 ml 

com tampo fosfato 0,02M pH 7,0 previamente aquecido 	a 

40°C. As soluçoes usadas nos ensaios (3 x 10-4M) foram pre 

paradas a partir da solucao estoque, diluida com o 	mesmo 

tampao. 

9. Determinaco das atividades en_imaticas  

Os ensaios de atividade SAPA-sica e LPA-asica no 

extrato bruto de cotiledones de sementes cuiescentes 	de 

Vigna unguiculata foram feitos segundo Erlanger (19) usan 

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

Para as atividades hemoglobinasica e caseinasica foram uti 

liadas as condiçoes descritas por Ainou= e col. (3). 

9. 1 . Atividade SAPA,-as ica 

-4 
O meio de reacao encerrava 2,5 ml de SAPA 5 x 10 M 

-d 



pH 8,0, 0,5 ml da fracao convenientemente diluida. A mistu 

ra era incubada por 15 minutos a 40°C e parada a reação pe 

la adiçao de 1,0 ml de acido acetico 30%. A avaliaçao 	da 

atividade foi feita pela leitura da absorbncia em 410 nm, 

apos I$ minutos da adiçao de acido acetico 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 substrata adicionado ao extrato 

após a adiço de acido acetico. 

9.2. Atividade LPA-sica 

0 meio de reacao continha 2,5 ml de LPA 3 x 10-4  M 

pH 7,0 e 0,5 ml do extrato di-luido convenientemente,-  incu 

bado por 15 minutos a 40°C. A reacao foi parada com 1,0 ml 

de acido acetico 30%. As demais condicoes foram as mesmas 

descritas para a atividade TAPA-asica. 

9.3. Atividade hernoglobinasica  

0 meio de reacao continha concentraçoes crescentes 

de extrato (0,2 a I,Oml) completados os volumes para I,OmI 

com tampao fosfato 0,02M pH 7,6 e 5,0 ml de hemoglobina 15 

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

com 1,0 ml de TCA 40%. Apos 30 minutos de repouso a suspen 

r 
sao era filtrada em papel de filtro quantitativo, sendo re 

tirado l,Oml do filtrado e alcalinizado com 0,15m1 de NaOH 

2N. A atividade hemoglobinasica foi determinada empregando 
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se o reagente de Folin, modificado por Lowry (32). A densi 

dade ática foi determinada num espectròfotometro Spekol a 

750 nm. Foram feitas provas em branco para 	concentraçoes 

extremas de-extrato. 

9.4. Atividade caseinasica 

0 meio de reaçao continha concentraçoes crescentes 

de extrato (0,2 a l,Oml) completados os volumes para 1,0m1 

com tampao fosfato 0,02M pH 7,6 e 5,0 ml-de caseína I% pH 

6,0, incubados por 60 minutos a 4000 e parada a reaçao com 

1,0 ml de TCA 40%. As demais condiçoes foram as mesmas des 

critas para a atividade hemogiobinsica. 

9.5. Atividade anti-triptica 

As atividades inibitorias das fracoes estudadas fo 

ram avaliadas por comparaçao 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 determinaçao da ati 

vidade anti-triptica usou-se caseína como substrato, segun 

do 1,;etodo de Kunitz (31), e as atividades expressas em uni 

dades de inibidor (U1), definidas por Xavier Filho (58). 

Concentraces crescentes demostras contendo 	inibidor 

(0,2 a 1,0 ml) foram colocadas em tubos e completados os 

volumes 	1  para 	m l com 	o r ~ 	i.a:,pa© fosfato aï.v C , 	pH 7,6. Em se 

quida foi acrescentado 0,5 mi de soluço de tripsina em 

, 	ri 	~.~~ -~~ 	1 .. 

	

HC 1 ~•, vv_~;'v 	: ~ktg/m 1 	e levadas ao banho-maria a a . 	t  ~lol. 
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Apos 10 minutos, a reaçao foi iniciada pela adiço de 1,0 

ml de caseira 1% em tampo fosfato 0, I M  pH 7, 6. Decorridos 

30 minutos, a reacao foi parada pela adiçao de 3,0 ml 	de 

TCA Z. Aros'repouso por 30 minutos as suspensoes 	foram 

filtradas em papel de filtro quantitativo e suas 	ativida 

des determinadas pelo reagente de Folin 	modificado 	por 

Lowry (32).  A densidade titica foi determinada num espectro 

fot©metro Spekol a 750  nm. Foram feitas provas em 	branco 

para concentraçoes.extremas de inibidor e as correçoes 

ra concentraçoes intermediarias foram feitas por interpola 

cao. 

10. Unidades de atividade  

10.1. Atividades hemoglobinasíca e caseinasica 

Para efeito de calculo das atividades hemoglobinasi 

ca e caseinasica, uma unidade de atividade (UA) foi defini 

da como a quantidade de enzima que produz uma absorbancia 

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

reaçao a 40°C e pH 3,5 e 6,0, respectivamente. 

10.2. Atividades LPA-asica e SAPA-asica  

r 
Para efeito de calcules das atividades uma unida 

de de atividade foi definida de acordo com o 	coeficiente 

de extincao molar usado por Erlanger (19). 

4--Al 0 = 8800 (l.mol -l . cm
-  

l) 

pa 
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A atividade espec Í f i ca foi expressa em J!rrto I c s. m i n 
-I 

mg prot.-I, calculada pela formula: 

A 	- 
4 l 0nm x vol. ensaio x fator de di l u i cTlo 

8,8 x 15 x mg proteina 

r ator de dilui ao:  corresponde a d iluiçao do extra 

to no volume total do ensaio(m1) 

II. Aedo do inibidor bruto sobre a hemo9lobinose 

0 efeito do inibidor bruto de sementes, parcialmen 

te purificado, conforme descrito anteriormente, sobre 	a 

atividade hemoglobinasica, foi estudado medindo-se a ativi 

dade residual da hemogiobinase apos incubaçao da 	-fraçao 

proveniente da cromatografia de afinidade com o inibidor 

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

tas de 10 ml de solugao da fraqao ativa da cromatografia 

de afinidade, contendo 8mg/ml em tampao fosfato 0,02M 	pH° 

7,6- foram colocados em frascos de erlenmeyer. Adicionou-se 

a um dos frascos 10  ml de solucao de inibidor bruto conten 

do 5mg/ml, e ao outro frasco foram adicionados 	10 ml de 

tampao. Apos 60 minutos de contacto foram retiradas aliquo 

tas convenientes e determinada a atividade hemoglobinosica 

conforme procedimento descrito no item 9.3. 

12; Cromatoarafia em Sepharose-hemoglobina  

Sepharose-hemoglobina, preparada conforme descrito 
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anteriormente, foi usada para a preparagao de uma coluna 

medindo 25 x 2,5 cm. A coluna, após montada, foi equilibra 

da com tampao acetato 0,05M pH 4,0. A fragao 25/50 liofili 

nada, foi dissolvida com o tampao de equilíbrio, centrifu 

gada para remover o precipitado formado e o sobrenadante a 

plicado na coluna. A amostra foi eluida inicialmente com o 

mesmo tampao de equilibrio seguido de acido acetico 0,05 M 

pH 2,9 a temperatura ambiente (26°C). 0 fluxo foi mantido 

a 30 mi/hora com auxilio de uma bomba peristaltica e fra 

goes de 4,0 nil foram recolhidas por um coletor automatico 

de fracoes, acoplado a um registradoe..([KB 8300 UVICORDII) 

A absorbância dos efluentes foi determinada em 280 nm. A 

fim de localizar as fragoes com atividade hemoglobinasica 

e caseinasica foram utilizados os ensaios de atividade des 

critos anteriormente. As fragoes com atividade foram sepa 

radas, dializadas contra agua por 24 horas, liofilizadas e 

guardadas no congelador (-19
0 
 C) ate uso posterior. 

Para a preparagao 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 

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

tra foi dissolvida no tampao de equilíbrio e misturada ao 

gel com o auxilio de um basto de vidro, sendo deixada em 

contacto por 15 minutos. Em seguida lavada por 3 vezes com 

ac i do acet i co 0,05M pH 2, 9, ut i I izando-se um volume de ac i 

do correspondente a 10 vezes o volume da amostra. 0s 	fil 

trados foram reunidos, dializados contra atua, 	liofiliza 

dos e guardados no congelador a -19
o 
C. 



1 3. Cro;n trIcraf c do troca ionica 	SP-So i3_í \ 

SP-Sephadex C-50 deixada em agua, a fim de retirar 

as particulas finas, foi lavada sucessivamente com 	HCI 

0, IN, agua, NaOH 0,1N e agua por filtraçao a vacuo e usada 

para a preparaçao de uma coluna de 24 x 2 cm. A coluna foi 

equilibrada com tampao acetato 0,05M pH 5,0. As 	fraçoes 

com atividade hemoglobinasica e caseinasica, obtidas por 

cromatografia de afinidade foram dissolvidas no tampao de 

equilíbrio, centrifugadas para remover o precipitado forma 

do e o sobrenadante aplicado na coluna. A amostra foi alui 

da inicialmente com o mesmo tampao de equ il íbr i o 	seguido 

de um gradiente linear de NaCI (0 a iM, 300 ml). 	0 fluxo 

foi-mantido a 30 ml/hora com auxilio de uma bomba peristal 

t i ca e fracoes de 4,0 ml -foram  recolhidas por um coletar 
!  

automatico de fracoes acoplado a um registrador { L N D ~~ ~~U0 

UVICORD II). A absorbância dos efluentes foi determinada a 

280 nm. As atividades hemoglobinasica e caseinasica 	nas 

fracoes foram determinadas usando-se os ensaios de a% 1 v t da 

de „a descritos. As fracoes que apresentaram atividades fo 

ram reunidas, dial i _:das contra agua, liofiliaadas e 	guar 

} 	F   dadas em congelador    ate uso posterior.o 

, 
F 	tll

~. Os efluentes     d  crac~i.o~ rai a anterior : or foram L s so l 

i 
`c/ t 40S notampo de edl.i i I I br! O e reCrOttìc_i,Cg."c::faC.oS 	em C:O I ü 	- 

na de 0-50 i; e S mesmas     C O n d! O O s. 

i  t 1 Lra^ao em gel de de?,`-• . c.`la - ~epl":a d;e X 0-100 

, 	 . 
~epnúdex 0-100 foi ~e.' ;aca E'r ~güa o,or .. dias com 
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agitaçao ocasional e usado, depois de desprezada as parti 

Gulas finas, para a preparaçao de colunas medindo 24 x 2cm 

e 40 x 2,5 cm. As colunas foram equi I ibradas com 	tampao 

fosfato 0,02M pH 7,6, tampão acetato 0,05M pH 5,0 ou acido 

acético 0,05M pH 2,9, a temperatura ambiente (26oC) e 	o 

fluxo ajustado para 30 ml/hora. Azul de dextrana (5 mg/ml) 

foi dissolvido em tampao fosfato 0,02M pH 7,6 contendo sa 

carose 10% e aplicado nas colunas para determinar os volu 

mes de exclusao (Vo). A f raçao 25/50 dissolvida no tampao 

de equilíbrio, encerrando 10% de sacarose, foi aplicada na 

coluna e os efluentes recolhidos em fraçoes de 4,0 ml. Nas 

fraçoes coletadas foram feitas determinaçoes de proteina a 

280 nm e atividade hemoglobinasica, usando-se os ensaios 

de atividade anteriormente descritos. 

Para os calculos dos pesos moleculares foi usada a 

formula de Determann e Michel (17). 

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

Ve = volume de eluicao 

Vo = colume de exclusao 

15. Eletroforese em gel de poliacrilamida 

Eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada 

segundo o metodo de Clarke (13). 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-HCI pH 8,3, foi usa 

do como tampao de corrida. As amostras foram sempre aplica 

g,ï:t)t1-tGL 	tits
~~yy p

~;~t 
~ ~ek~N~. ~i~ü~L'a~` ~ 

	CO  ~ 

UFC
Caixa de texto
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das encerrando sacarose numa concentraçao final de 10%. A 

localizaçao das fraçoes obtidas por eletroforese foi feita 

pela reaçao com Coomassie Blue 0,05%. 0 descoramento foi 

feito com acido acetico a 75. 



ill - RESULTADOS 

Durante o estabelecimento das condicoes de 	ensaio 

0.  foi verificado que a atividade hemoglob inas ica nao aumenta 

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

vando-nos a acreditar que esse comportamento fosse devido, 

a presença de •-i n i b i dores endogenos . Numa analise prelimi 

nar observamos que preparaçoes de.inibidor bruto nao promo 

viam nenhum-decrscimo na atividade proteolitica acida. 

Uma analise desse efeito sobre uma preparaçao mais purifi 

cada pareceu-nos ser o procedimento mais- adegUado para po 

dermos investigar se a atividade proteolitica acida nas se 

mentes de V i gna ungu i cu l ata e-afetada por i n i b i dares ends 

gen os . 

I. Comportamento das proteases no extrato e nas fra 

coes obtidas por dialise  

Foram feitas determinacoes das atividades proteoli 

ticas nos extratos, nos resíduos das extracoes com tampo 

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

contra agua Os resultados mostram que a fracao 	responsa 

vel pela atividade proteolitica esta quase que totalmente 

distribuide na fraco soluvel em agua. 

Os dados da tabe i a .1 , mostram que apesar de grande 

parte da atividade  hc-mog I ob r n os i ca ser so l uve I em agua 

(a l burll l n i ca) , uma fraco substancial (33%) nao e eh tra i da,. 



Figura 2 - Atividade nemogiobinasica no extrato bruto. As 

condicoes de ensaio estao descritas em metodos. 
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Tabela 	- Atividade hemoglobinasica nas fraçoes obtidas de cotilédones de sementes de 

fe i j ao Vi gna uncgu i cu l ata, após d i I i se contra agua. 

PROTE I NA 
1 RAGÁO 	VOLUME(m1) TOTAL(mg) 
	HA LIA TOTAL ESPEC fF I CA I  RECuhERAÇAOf Pl1R I F I CAÇAO(x) 

Extrato 	42 	1922,8 	23,8 	1000: 	0,52 	66,7 	I 
., 

Albumina 	53 	470,6 	13,5 	712,8 	1,52 	47,5 	2,9 

G I obu 1 i na 25 	882,7 	10,1 	2.9,.5 	0,29 	16,9 

Resíduo 	46 	684 	10,9 	500,15 	0,73 	33,4 	1,4 

ATIVIDADE 

- 	Os dados referem-se a I Og de farinha extrai dos com tampo fosfato 0,02M pl-I 7,6 	na 

proporçao 1:5 (farinha:mcio de extraçâo).' 

Para os ca I cr.a 1 os da recr.rperaçao foram considerados como 100% a soma das atividades 

do extrato bruto -I- atividade no resrduo da extração. 

1 - HA. mg proteina
-I 

 



permanecendo no resíduo da extraçao que contem cerca 	de 

26% de proteina total. 

Para a atividade caseinasica, mostrada na 
	

tabela 

I-1, a fracao soluvel em agua e tambem responsave l pela qua 

se totalidade da atividade, apesar de uma parte ainda per 

manecer no resíduo da extracao. 

Comparando-se as tabelas I e II com relaçao a ativi 

dade especif i ca da fraçao albumin i ca e do resíduo, verifi 

carros que a relaçao hemoglobinase:caseinase nas albuminas 

de 1,2:1 e no resíduo essa relacao aumenta para 2,3:L , 

correspondendo- a uma purificaçao de 2,9 vezes para_a ativi 

dade hemoglobinasica e 3,5 vezes para a atividade caseina-- 

rica na fraco soluvel (albumina). Ainda com relaçao 	aos 

dados das tabelas I e II, verificamos que a hemoglobinase 

e cerca de 1,5 vezes mais ativa que a caseinase. 

Os dados das atividades LPA-asica e BAPA-asica sio 

mostrados nas tabelas III e IV. Verifica-se que quase toda 

atividade esta na fracao soluvel em agua, sendo que somen 

te 16% da atividade LPA-asica e 8% da SAPA-asica 	permane 

cem no resíduo da extracao. As atividades especificas da 

fraçao albumina e do resíduo, mostram uma relacao identica 

em torno de 9:1 entre as atividades LPAase:BAPAase. Verifi 

camos tambem-peia analise dos dados das tabelas III- e 	IV 

que a atividade LPA-as i ca e cerca de 4,5 vezes maior que a 

atividade EAPA-as i ca tanto no extrato bruto como na fracao 
. 	. 	~  

sol l:ve l em acua t alumina).  D   	.ro residuo da extracao a ct i\' 

dade LPA-asica e 9,5 vezes maior que a CAPA-asica. Veriri 



Tabela 	II - Atividade 	caseinasica nas 

feijao Vima unguiculata, 

fraçoes obtidas de cotiledones de 

após dialise contra 	agua. 

sementes 	de 

FrAÇAO VOLUME(mI) 	
PROTEINA 

TOTAL(mg) 

ATIVIDADE 

UA UA TOTAL 	ESPECÌFICAI RECUPERAÇAO% PURIFICAÇÁO(x) 

Extrato 42 1922,8 16,9 712,0 	0,37 79,8 1 

Albumina 53 g70,6 11,5 607,2 	1,29 68,0 3,5 
G l obu l i na 25 882,7 5,0 1 2,5, 	1 	0,14 14,0 

Resíduo 46 684,0 3,9 179,8 	0,26 20,0 

Oa dados referem-se a 109 de farinha extrai das com tarnpáo fosfato 0,02M pH 7,6 ,na 

proporçao de 1:5 (farinha:meio de extração). 

Para os ca I cu I os da recuperaçao foram considerados como 100% a soma das atividades 

do extrato bruto -I- atividade no resíduo da extraçao. 

1 - UA . mg proteina 
-I  



Tabela III - Atividade LPA-asica nas fraçoes obtidas de cotilédones de sementes de 

feijao Vigna 	unguiculata, apus dialise contra agua. 

FAÇO VOLUME(m1) 
PhOT1= I NA 

ATIVIDADE 

TOTAL(mg) TOTAL. ESPECÌF1CA I  RECUPERAÇAO(%) PURIFICAÇÃO(x) 

Extrato  42 1922,8 108,0 ' 	0,056 83 1 

Albumina 53 470,6 98,7 0,209 76 3,7 

Globulina 2 882,7 2,45 0,003 1,9 

I;es i duo 46 684,0 2 1, 6 0,031 16,7 - 

Os dados referem-se a 109 de farinha extrai dos com tampao fosfato 0,02M pH 7,6 na 

porporçao de I:5 (farinha:meio de extraçao). 

Paro os ca I cu I os da recuper'açao foram considerados 100% a soma das atividades do 

extrato bruto + atividade do res i duo da •extraçao . 

1.,.&.moles . m i -1 	- n 	. nag proteina 
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a 

6 

carpos tambem que toda atividade e recuperada 	indicando 

que as atividades proteoliticas nao foram afetadas pela 

dialise,  

2. Fracionamento com sulfato de amonio 

Extratos de cotilédones 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 

çao de 0 a 25, 25 a 50, 50 a 75 e 75 a 1005, como 	etapa 

inicial para a purificaçao das fraçoes proteicas com ativi 

dades hemoglobinasica, caseinsica, !PA-asica e BAPAasica. 

Os resultados apresentados na tabela V mostram que 

a fraçao que precipita no intervalo de 25 a 50%  de satura 

cao detem 51%  da atividade hemoglobinasica e 	representa 

22% da proteina total extraida. Pela analise da tabela ve 

r i f i ca-se que a atividade especifica da fraçao 25/50 	cor 

responde a uma pur i f i cacao de 2,3 vezes. Se considerarmos 

que da proteina total extraida houve uma perda de 30% 	e 

que a atividade total recuperada nas fraçoes foi de 65%, 

podemos dizer que esse procedimento nao altera a atividade 

das enzimas responsaveis pela atividade p:roteolitica 	aci 

da. A perda de proteinas durante o fracionamento foi devi 

do principalmente ao fato de ser necessario centrifugar as 

r 
fraçoes para remover o precipitado formado durante a diali 

is 

so que os brancos das reages fossem muito altos. 

se contra agua e se obter fraçoes claras, evitando com 

A tabela VI mostra que a fraco 25/50 detem a quase 



r.> 

Tabela V - Atividade hemoglobinasica nas fraçoes obtidas por precipitação com 

sulfato de amônio. 

FRAçnO VOLUME(m1) 
PROTEINA 

ATIVIDADE 

TOTAL(mg) I_A 	TOTAL ESPECIFICA  R ECUP E ,AÇO(% )  PUf, I F- I CACAo(x ) 

Extrato 438,0 19333,0 9636,0 0,4.98 100 I 

0/25 41,7 559,0 300,0 0 537 3 - 

25/50 102,6 4328,0 4925,0 1,140 51 2,3 

50/75 67,3 	• 2442,0 1010,0 0,414 10,5 - 

75/100 122,3 4559,0 . 	49,0 0,010 0,5 - 

Os dados referem-se a 100g de farinha extra i da com tampao fosfato 0,02M pH 7,6 HO 

proporc~çao de I:5 (far i nha : mP. I o de extraçao ). 

-I 
1 - UA . mgprotc~ i na 	. 
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totalidade da atividade caseinasica. Sescompararmos a per 

da de proteina durante o fracionamento com a ati idade nas 

diversas- fracoes, verificaremos que houve um aL•=nto efeti 

vo na atividade de cerca de 12%. A atividade 	especifica 

da fracao 25/50 corresponde a uma purificaçao de 2,7 vezes 

Os dados da tabela ViI referem-se a atividade LPA-

ás i ca durante o fracionamento com sulfato de amônio e mos 

tram que a fracao 25/50 detem a quase totalidade da ativi 

dade. Verificamos também que ha um aumento efetivo na ati 

vidade em cerca de 9% se considerarmos que a proteina to 

tal das fracoes corresponde a somente 62% da proteina to 

tal extrairia. A atividade especifica corresponde a urra ou 

-- r i f i cacao de 3 vezes. 

A tabela ViII mostra os resultados do fracionamento 

com relacao a atividade BAPA-asica. Verifica-se que a fra 

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 

atividade BAPA-asica de cerca de 18¡. A atividade especifi 

ca da fracao 25/50 corresponde a uma purificacao de 2 ve 

zes. Analisando as tabelas VII e VIII, verificamos que a 

atividade LPAasica e cerca de 8,5 vezes superior ã ativida 

de BAPAas ica na fraco 25/50. 

3. Cromatograf i a em Sepharose-hemoglobina  

Uma coluna de Sepharose-hemoglobina foi 	utilizada 

0 



o 

Tabela VII - Atividade LPA-as i ca nas fraÇoes obtidas por prec i p i tayao corn 

sulfato de amori i o . 

FRAçÂO VOLUME(m 1) 
PROTEINA 

ATIVIDADE 

TOTAL(mg) UA TOTAL ESPECÍFICA I RECUPERAÇÃO(%) PURIFICAÇÃO(x) 

Extrato 438,0 19333,0 1209,0 0,063 100 

0/25 41 , 7 559,0 6,6 0, 01 1 -0,5 

25/50 102,6 4328,0 816,0 0,188 67,5 3`' 

50/75 67,3 	• 2442,0 38,0 0,015 3,2 

75/100 122,3 4559,0 

Os dados referem-se a I OOg de farinha extra i da com tampao fosfato 0, 02M pH 7,6 na 

proporÇ4lo de 1:5 (far i nha : me i o de extra ao) . 

-I 	-1  
I-~rno I es . ni i n 	. mg prote i ria 
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10 

o 41. 

Tabela VIII - Atividade BAPA-asica nas frayoes obtidas por precipitayao 

sulfato de am8nio. 

FRAÇÃO VOLUME(rnl) 
PROTEINA 

ATIVIDADE 

TOTAL(mg) LIA 	TOTAL ESPECiFICA I 	RECUPERAÇÃO(%) PURIFICAÇÂO(x) 

Extrato 438,0 19333,0 228,3 0,012 	100 1 

0/25 41,7 559,0 1,6 0,003 	0,7 

25/50 102,6 4328,0 94,6 0,022 	42,0 1,8 

50/75 67,3 2442,0 1,5 - 	0,7 

75/100 122,3 4559,0 

* 	Os dados referem-se a 	1009 de far i nha extraida com tampap fosfato 0,02M pH 7,6 na 

proporyao de 1:5 (Farinha:meio de extrayao). 

i -1 	. -I 1 	
r
moles . m  n 	mg proteina 
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como urna etapa na purificaçao das proteinas_ responsaveis 

peias atividades enzimaticas. A figura 3 refere-se a croma 

tografia da fraçao 25/50 numa coluna de Sepharose nao ati 

vada e mostra que toda proteína e atividade enzimatica fo 

ram eluidas com tampao acetato 0,05M pH 4,0. A cromatogra 

fia da fraçao 25/50 numa coluna de afinidade (Sepharose-he 

moglobina), mostradas nas figuras 4 (atividade hemoglobina 

Bica) e  5 (atividade caseinasica) remove grande parte da 

proteína aplicada apos lavagem com tampao Q.etato 0,05M pH 

4,0, e encerra cerca de 9% da atividade herrmog€obinasica e 

14% da atividade caseinasica. A quase totalidade das ativi 

dades hemog€obinasica e caseinasica ficam retidas na colu 

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

ta um pico de atividade hemog€obinsica e caseinasica bas 

tante simétricos, nao apresentando atividades LPAasica 	e 

SAPAasica. Nesta etapa de purificaçao houve uma perda 	de 

cerca de 18% da atividade hemog€obinasica em re€açao a fra 

cao 25/50, conforme mostra a tabela IX e uma purificaçao 

de €6 vezes. Com  re€açao a atividade caseinasica, verifica 

mos que houve nesta etapa uma purificaçao de €3,5 	vezes, 

conforme mostra a tabela X e uma perda de atividade em re 

€açao a fraco 25/50 de cerca de 3%: 

Cromato raf i a em SP-Sephadex C-50 

Lima etapa adicional para a purificaçao das 	protei 

nas responsaveis pelas atividades hemog€obinsica e casei 

nasica, foi desenvolvida empregando-se uma coluna de SP-Se 
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Tabela IX - Purificação da fraçao com atividade hemoglobinasica presente en coai 

l edones de 	Fe i j ao V i gna ungu I cu I ata 

FRAÇ110 VOLUME(m1) 
PROTEINA 
TOTAL(mg) 

ATIVIDADE 

UA UA TOTAL ESPECÍFICA I  RECUPERA0,0(%) PUF;iFICAC;ÃO(x) 

Extrato 440,0 17622,0 12,0 5280,0 0,299 100 

F 25/50 251,7 1412,6 12,0 3021,0 2,130 57,2 7,1 

AÌ,Inil.taCic I212,5 426,8 1,7 2061,0 '4,830 39 16,2 

SP-Sep1,o- 

dcx C-50 
548,6 140,7 1,3 693,0 4,920 13 16 r 5 

Rc.croiii . 
SP-ScpIia- 

dcx C-50 
187,7 43, 6 8 34.2,0 7,900 6 26,4 

-1 
I - UA . mg protC'. i i`la 	. 
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Tabela X - Purificação da fração com atividade caseinesica presente em coti 

ledones de feijão 	Vigna unguiculata. 

FRAÇÃO 
 

VOLUME(m1)    
1?ROTEI iJA 

TOTAL(mg) 

ATIVIDADE 

UA 

1 

UA TOTAL 	ESPECÍFICA RECUPERAÇÃO(%) PURIFICAÇÃO(x) 

Extrato 4.40,0 17622,0 12,2 5368,0 	0,304 100 1 

F 25/50 251,7 1412,6 7,5 1887,7 	1,330 35,2 4,4 

Afinidade 1212,5 426,8 1,4 1758,;1 	, 4, 120 32,7 13,5 

i 
SP-Sepha- 

dex C-50 
5Q8, 6 . 104,7 7 1 , 3 713, 2 	5,100 

I 13,3 16,8 

I 	- 	UA 	. mg proteina 
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phadex C-50. A figura 6 mostra o comportamento da 	fraçao 

com atividade hemoglobinasica, proveniente da cromatografi 

a de afinidade (fig. 4), em coluna de troca ionica. Grande 

parte da proteina api cada e removida com tampao acetato 

0,05M pH 5,0. A fraçao ativa retida e eluida entre 0,35 a 

0,60 M de NaCI e mostra-se bastante complexa, evidenciando 

se pelo menos quatro picos de atividade. Ha uma perda acen 

tuada da atividade (26%) em relaçao a etapa anterior, com 

uma purificaçao de 16,5 vezes (tabela IX). A figura 7 mos 

tra o comportamento das proteinas com atividade caseinas i 

ca e, da mesma forma que a anterior, apresenta-se bastante 

complexa, sendo eluida na mesma faixa de gradiente de NaCI 

	

A atividade caseinesica mostrou-se também bastante 	sensi 

vel a esta etapa, com uma perda de atividade de cerca de 

	

20% em relaçao a anterior e uma purificaçao de 17 	vezes 

(tab. X). 

Os efluentes da cromatografia anterior com ativida 

de hemoglobinasica foram reunidos, dializados contra agua, 

Iiofilizados e recrornatografados, usando-se as mesmas 

diçoes acima. Os resultados (fig. 8), mostram a presença 

de 3 picos de proteina sendo que o pico 11 parece encerrar 

quase toda atividade proteolitica..No he separaço nítida 

entre os picos de atividade, evidenciando-se 	uma grande 

complexidade do sistema hemoglobinesico, sendo eluidos na 

mesma faixa de gradiente de NaCl. Nesta etapa ha uma perda 

acentuada (50%) da atividade em relaçao a fraçao 25/50,com 

um rendimento de 6% e uma purificaçao de 26,4 ve_es(tab.IX 

con 
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Figura 7 - Cromatografia em SP-Sephadex C-50 da fragao com 

atividade caseinasica obtida na 	cromatografia 

de afinidade. Coluna de 24 x 2cm. Tampao—de par 

tida: acetato 0,05M pH 5,0 seguido de gradiente 

linear 0-IM de NaCI. Fluxo 30m1/hora; volune 

das fracoes 4m1/tubo. concentraÇao de 

~~ _ ._: r , m 
); proteina (A 

ca (A-- 	) l j~,,~ nm 

(--c----o---} atividade caseinsi 
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F í gura 8- l<ecromatograf i a em SP-Sephadex C-50 da 
	i ~raÇciO 

corn atividade hemogloóinasica obtida na cromato 

grafia da fig.  6 . Coluna de 24 x 2cm; tampo de 

partida: acetato 0,05M pH 5,0 seguido por gradi 

ente linear 0- I M de NaCl. Fluxo 30 n l %hora; \'o I u 

t. 	concentracao me das fra,oes 4m1/tubo. (.__rk---~--~  

de prote í na ( ~`;.çOnm~' 

~,inasica (.4
/

- v ~~ 
Junm 

-0-,¡ 
~_ 

atividade 	;~e ,.fo 
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5. Crornatograf i a em Sephadex G- I00 - f i l tragao 	em 

gel  

A fraçao 25/50 Iiofili=ada, foi submetida 	filtra 

gao em gel de dextrana e mostrou diferentes comportamentos 

quando eluidos em pH diferentes. Quando a eluiçao e feita 

com tampao fosfato 0,02M pH 7,6 (fig. 9), observa-se a pre 

senta de tres componentes sendo que quase toda a atividade 

hemoglobinasica corresponde a fraçao de peso molecular de 

cerca de 124.000 daltons. A eluigao da fraçao 25/50 	com 

tarnpao acetato pH 5,0 (fig. 10), mostra tambem tres compo 

nentes proteicos e tres picos de atividade hemoglobinasica 

um correspondendo a um peso molecular de 84.000 daltons e 

dois menores com pesos moleculares de 4̀8.500.e 17.600 dal 

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

(fig. II), mostra 4 componentes proteicos e um pico de ati 

vidade bastante assimetrico com um maximo de peso 	molecu 

lar de cerca de 17.600 daltons. Esses dados evidenciam 	a 

forte tendencia de dissociacao em pH acido. As fracoes com 

atividade hemog l ob i nas i ca obtidas por cromatograf i a de tro 

ca i ôn i ca foram tambem submetidos a f i 1 traçao em gel de 

dextrana com Lido-acetico 0,05M pH 2,9 (fig. 1 i) . A 	f ra 

çao 1 apresentou deis componentes proteicos e um pico 	de 

atividade com um máximo em torno de peso molecular 69.200 

daltons. A fraçao fI ta bem apresentou dois 	componentes 

proteicos e um pico de atividade com um max i mo de peso mo 

lecular de 45.000 daltons. 



Figura 9- Cromatografia em Sephadex G-I00 da fraçao 25/50. 

Coluna de 24 x 2cm. Eluida com tampao 

0,02M pH 7,6; fluxo 3OmI hora; volume das 

"osfato 

fra 

does 4m1/tubo. (e.- --- } concentra ;ao de proteina 

(A2~=Onm}; 

Á
f50lm

). 

»o---} atividade hemog l ob i n as i ca ( 
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c.!aura   10 =  Cromatograf i a_ em Sephadex. G-.I00 da. fraÇao 25/50. 

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

pH 5,0. Fluxo 30m1/hora; volume das fraçoes 4m1/tu 

bo. 	ccncentraçao de prote i na (A
280nm

)
' 

atividade hemoglobinasica ( .̂  
]50nm

). 
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Figura Ii - Cromatografia em Sephadex C-100 da fraçao 25/50. 

Coluna_.de 24  x2cm. Elúida com acido 	acetico 

0,05M pH 2,9; fluxo 30m1/hora; volume das 	f r a 

Çoes 4m1/tubo. 	concentraçao de proteina 

(A280nm)
' (--&--&—) atividade hemoglobinasica ( 

A7.50nm)  ' 
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Figura 12 - Cromatografia em Sephadex G-I00 dos picos I e 

II com atividade hemoglobinasica da cromatogra 

fia em SP-Sephadex C-50, eluidos com acic-Í_-o ace 

tico 0,O5M pH 2,9. Fluxo 30m1 hora; volume das 

f racoes 4m1/tubo. (-m _--) con cent raçao de pro 

teina (A,~~~~ ); 
~nm 

nasica (A.,
/5 
	~. 
Onm 

(-  o o ) atividade 	he oglobi 
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6. Eletroforese em gel de poliacrilamida 

As diversas fraçoes obtidas nas etapas de purifica 

çao foram submetidas a eletroforese em gel de po t i acr i Iam i 

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

a fracao 25/50 apresentam varios componentes proteicos, a 

pos cromatografia de afinidade evidencia-se somente quatro 

componentes com baixa mobilidade eletroforetica (Rf  entre 

ry 	0.08 e 0,4). As fraçoes obtidas por cromatografia de troca 

fônica mostram-se bastante complexas, evidenciando-se tres 

componentes na fracao PI e pelo menos tres componentes na 

fracao P11. 

7. Atividade inibitoria 

Os dados apresentados na tabela XI referem-se à ati 

vidade inibitoria de tripsina durante a purificaçao 	das 

fraçoes com atividade proteol.itica. Observa-se que 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 proteolitica, havendo um decréscimo na atividade es 

pec ifica: A cromatografia dessa fracao, que detem 12% 	da 

atividade inibitria, em coluna de troca ionica, 	mostra 

que toda atividade inibiria fica retida na coluna, sendo 

eluida nas mesmas fraçoes com atividade proteolitica. 	Ob 

serva-se que o pico II (fig. 6), que apresenta a maior ati 

vidade inibitória específica com ura purificaçao de 66 ve 

zes, coincide com o pico de maior atividade hemoglobinasi 

ca especifica (tab. XII), representando uma purificacao de 

13,5 vezes. Ainda pela analise dos dados das tabelas XI e 



Figura 13 - Eletroforese em gel de poliacrilamida em pH 8,3. 

1) extrato bruto; i1) fraÇao 25/50; III) cromato 

grafia de afinidade; IV) pico l SP-Sephadex C-50 

V) pico 11 SP-Sephadex C-50; VI) pico III SP-Se 

phadex C-30. 
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Tabela XI 	Atividade anti-triptica nas diversas fraqCies com atividade proteolitica 

FkAO0 VOLUME(m1) 
PROTE1NA 
TOTAL(mg) 

ATIVIDADE 

Ui Lif 	TOTAL ESPECÍFICA RECUPERA00(%) PUPIFICAOW(x) 

Extt'ato 250,0 10557,5 518,7 129682,5 12,3 100 

F 25/50 81,1 763,9 1470,6 119265,6 156,1 91,9 12,7 

Arinidade 610,9 398,8 81,5 49788,4 124,8 38,4 10,2 

SP-Sepha-
dex C-50 109,1 49,7 357,2 38970,5 '783,5 30,0 63,7 
Pico 	I 

SP-Sepha-
dex C-50 54,6 13, 94,2 10603,3 809,4 8,2 65,8 
Pico 	II 

SP-Sepha-

dex C-50 127,3 10,6 354,5 54,7 1,0 4,5 
Pico 	III 

I - L11 . mg proteilla
-1

. 
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Taheld XII - Atividade hemogiobinasica nas fraoes e picos ativos da cromatografia 

em SP-Sephadex 0-50. 

FRAÇÃO VOLUME(m1) 
PROTE1NA 

ATIVIDADE 

TOTAL(mg) UA TOTAL ESPECÍFICA RECUPERAÇÃO(%) PUR1FICAÇÃO(x) 

Extrato 

F 25/50 

AFIniddde 

SP-Sepho-

dex C-50 

Pico 	I 

SP-Sepha-
dex C-50 
Pico 	II 

SP-Sepho-
dex 0-50 
Pico 	ill 

250,0 

81,1 

610,9 

109,1 

54,6 

127,3 

10557,5 

763,9 

398,8 

49,7 

13,1 

24,7 

4937,5 

1905,9 

1343,9 

125,5 

81,9 

19,0 

0,467 

2,490 

3,370 

2,520 

6,250 

0,770 

100 

38,6 

27,2 

2,5 

11,6 

0,38 	, 

1 

5,3 

7,2 

5,4 

13,4 

1,7 

I - UA . mg proteina-1. 
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XiI, verificamos que ha uma recuperaçao total da atividade 

inibitoria na coluna de troca rônrca, enquanto ha uma per 

da acentuada (83%) da atividade hemoglobinasica. Conforme 

mostram as tabelas Xf e XII, nao ha uma separaçao das ati 

vidades inibitoria e hemoglobinsica nas varias fases 	de 

purificaçao. 

0 comportamento dos inibidores de tripsina quando a 

fraçao 25/50 e submetida a cromatografia de exclusao mole 

cular e bastante diferente daquele apresentado durante as 

outras etapas de purificaçao. Os dados das tabelas XIII e 

XIV, mostram que ha uma separaçao efetiva das 	atividades 

inibitorias e proteolíticas quando se faz a eluiçao da fra 

çao 25/50 com tampao fosfato.0,02M pH 7,6. A figura 14 mos 

tra que enquanto as fraçoes com atividade proteolítica sao 

eluidas numa posiçao correspondente a um peso molecular de 

124.000 daltons, as fraçoes com atividade inibitoria apre 

sentam um peso molecular bem inferior. 

8. Efeito do inibidor bruto sobre a atividade hemo 

2jobir,asica  

Para se verificar o efeito do inibidor bruto sobre 

a atividade hemoglobinsica, testou-se a atividade residu 

al da enzima em presença do inibidor, conforme descrito no 

item II dos metodos..A figura 15  mostra o efeito do inibi 

dor bruto sobre a atividade hem oglobinasica. 	Verifica-se 

que nao ha nenhum efeito inibítarío quando se incuba a fra 

çao ativa da cromatografia de afinidade por períodos de 30 



Tabela XIII - Atividade anti-tr i pt i ca nos picos  da cromatograf i a em Sephadex 

G-I00 da fra4ao 25/50. 

P;~,OTEINA ATIVIDADE 
FRAÇÃO VOLUME(m1) 

TOTAL(mg) UI UI 	TOTAL ESPEC Í F I CA 1 RECUPERAÇÃO(%) P`UR I F I CAÇÃO(x) 

F 25/50 3,0 86,0 480 9600' 111,6 100 I 

Pico 	I 25,0 39,3 5,0 . 	;k26,.1 3,2 - - 

Pico 	II 27,0 13,7 4,1 . 	f 	f 	I,'8 8,2 - - 

Pico 	III 39,0 6,98 148,4 5787,6 829,2 -61 7,4 

^- - Os dados re Ferem-se a 100 mg da F25/50 dissolvidos  em. 3 mi de tampao fosfato 0,02M 

pH 7,6. 

-1 
1 - UI . mg proteina 	. 



The l a XIV - Atividade hemog I ob i ns i ca nos picos  do cromatogra f i a em Sepiladex 

0-100 da I~1roçao 	25/50. 

FRAÇÃO VOLUME(m1) 
PRO T i=1 NA 

TOTAL(mg) 

ATIVIDADE 

UI UI 	TOTAL ESPECÍFICA' i;ECUPERAÇÃO(%) 	PURIFICAÇÃO(x) 

F 25/50 3,0 86,0 58,6 175,9 1,79 100 1 

Pico 	I 25,0 39,3 2,7 67,5 1,73 38 1 

Pico 	Ii 27,0 13,7 

Pico 	III 39,0 6,9 - - - - - 

- Os dodos rcfe re.m-sc a 100 mg da F 25/50 dissolvidos  em 3 m I de tampao fosfato 0,02M 

pH 7,6. 

-1 
1- HA . mg prote i na 	. 
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60 e 120 minutos com concentraçoes de inibidor variando de 

0,5 a 2,5 mg/ml, correspondendo a uma faixa de 35  a 1975 

unidades de'inibigao. 
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IV - DISCUSSÃO 

consenso geral que a degradação das proteinas de 

reserva de leguminosas durante, a germinadao esta relaciona 

da com o aparecimento de atividades proteoliticas. As pou 

cas vezes no entanto em que foram demonstradas 	proteases 

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

autores nao conseguiram estabelecer uma fungao precisa pa 

ra essas enzimas. 

A presença de um sistema proteolitico em 	sementes 

nao germinadas de Vigna  unguiculata foi 	demonstrado por 

Ainouz e col. (3). Na presente investigaçao ha a demonstra 

çao inequívoca que esse sistema e bastante complexo, prova 

velmente envolvendo varias enzimas com labilidades e.afini 

dades c!iferentes pelos vrios substratos utilizados. Essa 

evidencia e sugerida pelo fato observado de que para 	as 

atividades peptidsicas (LPA), a velocidade da reaçao 	au 

menta linearmente com a concentracao da enzima, 	enquanto 

que para as endopeptidasicas (hemoglobina e caseina), ha 

um desvio da linearidade quando se aumenta a concentraçao 

da enzima, sugerindo pelo menos dois sistemas 	proteo l i t i 

cos distintos. Segundo Wang e Grant (61), isto e típico de 

sistemas onde algum outro fator, alem da concentraao da 

enzima, esta envolvido na etapa determinante da velocidade 

da reacao, inclusive a presença de inibidores dessa ativi 

dade. 
a 

Os resultados mostram que quase toda atividade enzi 
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matica esta na fraçao soluvel cm agua, fato observado pela 

maioria dos pesquisadores em serventes (IS). E interessante 

observar que 32% da atividade hemoglobi'nesica ptrmanece no 

resíduo da extraçao, provavelmente combinada ou coprecipi 

tada com proteinas insolraveis, ou mesmo devido ao fato de 

que mais de uma en-ima com solubilidades diferentes este 

jam relacionadas com essa atividade proteolitica. 

A observaçao de que a atividade proteolitica preci 

pita na faixa de 25/505 de saturaçao co n sulfato de amon i o 

(tab. V a ViII), difere um pouco dos resultados 	encontra 

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

trigo (40) e sorgo (22), quando se utilizou (NH4)2SO4 	a 

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

(9), onde a atividade precipita na faixa de 0-505 de satu 

racao. 

A existencia de pelo menos dois sistemas proteoliti 

cos e ref orçada pela cromatograf i a de afinidade (fig. 4 e 
, 
	

- 
5), 	onde ha uma seFaraça l  clara  a as atividades 	pept i Qa s • 

cas das endopept i das i cas. Apesar de se obter uma purifica 

cao de 16 vezes (tab. 10, ben maior do cue as duas vezes 

obtidas por Chua e i ushuk ( 12), e same I hante as 25 yeses 

obtidas por Preston e Kruger (40), ha uma perda de 22% da 

atividade hemoglobinsica em contraste com os 7% da ativi 

dade casei nas i ca . Entretanto essa recuperaçao de cerca de 

1 	1 	1 	1 ^ 	 1 80 ~ da atividade esta em concordanc i a com os dados apresen 

todos por Chua e Bushuk (12), mas soo bastante diferentes 

daqueles apresentados por Preston e Kruger (40), onde hou 

i 7 r, 1    	,   ye 	_::~ aumento de ~ Oj~ da atividade      epos a afinidade     que os 
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autores acreditam seja devido a remoçao de inibidores 	de 

proteases endogenos. Mas o fato de que com esse procedimen 

to 70% das p,roteinas inativas foram removidas, je o indica 

corno um excelente metodo para a purificaçao dessas protea 

ses. 

A cromatografia de troca innica (fig. 6), uma etapa 

adicional na purificaçao, alem de remover os peptid i os de 

hemoglobina eluidos com a enzima, mostrou um sistema com 

plexo, evidenciando pelo menos quatro fraçoes com ativida 

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

A eletroforese dessas fracoes tambem mostrou varias 

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

do e difícil dizer se todas estao envolvidas na 	atividade 

proteolitica. 

Apesar de ter havido urna perda acentuada na ativida 

de, houve um pequeno aumento na atividade especifica. 	Es 

sa perda de atividade aios cromatografia de troca i on i ca 

foi tambem observada por Viney (56) com Phaseolus e Surger 

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

f i i 1 obter uma boa recuperacao e um born grau de purifica 

çao quando varias enzimas com varios graus de estabilidade 

atuam num mesmo substrato. Farias regioes com atividade, a 

pos cromatografia de troca ronrcc, sao citadas 	em traba 

lhos com malte (9), cevada (11) e arroz (18) 	e 	segundo 

Doi e col . (1 8) as formas mu i t i p I as encontradas talvez. _ se_ 

~ 

	

	
jam devido a fornaçco de complexos com proteinas inativas. 

-a posterior recro;aatografia (fig. 8 e tab. IX), levou a 



uma perda acentuada na atividade, apesar de ter havido um 

aumento na atividade específica, levando-nos a crer que 

algumas fracoes enzimaticas responsaveis pela atividade a 
a 	

ry 
 

cida sao inativadas durante esse processo. 

0 sistema proteolitico acido de 	Vigna unguiculata  

mostrou uma forte tendência de dissociação em pH ácidos. 

Essa evidencia e confirmada quando se faz a filtraÇao em 

gel com Sephadex G-100 da fraçao 25/50 (fig. 9 a I1). 	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 

trico e evidenciado, com um meximo de 17.600 daltons. 	A 

filtraçao em gel dos picos 1 e lI da cromatografia de tro 

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

moleculares de 69.200 e 45.000 daltons respectivamente. Re 

sultados semelhantes foram obtidos com sementes de lotus 

36.800 e 35.500 daltons (49), arroz 60.000 e 65.000 	dal 

tons 08), cevada 55.000 e 61.000 daltons (39) e 	milho 

40.000 daltons na semente nao germinada e 36.000 e 12.000 

daltons nas sementes germinadas (38). 

Apes todas as etapas de purificaçao nao 	se conse 

guiu a separaçao da atividade he:-:-:ogiobinasica da atividade 

caseinasica. Apesar das diferenças observadas, 	os dados 

sao insuficientes para podermos afirmar que se trata de 

dois grupos distintos de proteases com características se 

me I hantes . 

As etapas de purificaao utilizadas nao permitiram 
ONO 	 0.1 

a separaçao dos inibidores de tripsina das fraçoes corn ati 
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~ 

vidade proteolitica. Verifica-se que na cromatografia 	de 

afinidade ha a recuperaçao de somente 40% da atividade ini 

bitoria e um decréscimo na atividade especifica (tab. XI), 

levando-nos a sugerir que a fração nao adsorvida e mais 

forma e nao forma complexos muito estorveis com as enzimas. 

Por outro !ado, verificamos que o pico de maior atividade 

inibitoria coincide com o pico de maior atividade hemoglo 

binasica especifica (tab. XIi), sugerindo que ha uma efeti 

va associaçao inibidor-enzima, mas os dados nao nos permi 

tem concluir que os inibidores regulam a atividade enzima 

tica. Se atentarmos para o fato de que apos a remoço de 

60% dos inibidores na cromatografia de afinidade, a estabi 

Iidade das proteases declinam grandemente, podemos dizer 

que o complexo enzima-inibidor estabiliza-a —enzima ou mes 

mo que a remoço dos inibidores facilita a autolise dessas 

enzileas. Um dado adicional que reforça a nossa sugestao de 

que os inibidores estabilizam as enzimas e proporcionado 

quando se faz a f i l traçao em ge l a pH 7,6 da fraÇao 25/50 . 

Ha uma s, para ;ao n i t i da das atividades proteo i i t i cas e mi 

b itori a e ura perda acentuada da atividade 	proteolitica 

~~l%f., 
{/ / ~ J 
\ 	. 

A demonst.,acao de oue inibidores de tripsina endoge 

nos nao tem efeito sobre a atividade proteol it i ca (fig.I.j) 

mesmo numa fase de maior pu r i f i caco, reforça a nossa su 

gestao de que os inibidores ou pelo menos a fraçao repre 

sentada pelo inibidor bruto, nao regulam a atividade das 

proteases presentes em seuentes nao germinadas de Viana un  

nuiculata, o que concorda com os dados citados na literatu 

ra (3, 5, 29) . 
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Finalmente podemos concluir que ha um sistema muito 

complexo, formado por enzimas diferentes mas com 	caracte 

rist i cas bastante semelhantes, que tem afinidades diferen 

tes pelos diversos substratos empregados, sendo que algu 

mas para a sua estabilidade necessitam da presença dos ini 

bidores. 



V - CONCLUSÕES 

INJ 

I. 0 extrato de sementes nao germinadas de Vigna  unguicu 

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

cando a presença de endopeptidases ativas nas sementes 

nao germinadas. 

2. Ha um sistema proteolitico acido bastante complexo nas 

sementes nao germinadas de Vigna unguiculata. 

3. A fraçao responsavel pela atividade hemoglobinasica e 

de natureza albuminica (soluvel em agua) e precipita 

na faixa de 25 a 30% de saturacao com 	sulfato 	de 

a.r.on i o . 

4. A fraço com atividade hemoglobinasica apresenta sorte 

tendencia de dissociaçao em pH acido. 

5.   ~ 	A baixa purificacao obtida, associada a baixa recupera 

çao, reflete a labilidade do sistema proteolitico aci 

do quando submetido aos tratamentos empregados 	para 

sua purificacao. 

6. A filtrac~o em gel de Sephadex 0-i00 da fraçao purifi 

cada 26 vezes apresentou pesos moleculares de 69.200- e 

.000 •da l ton . 

I. Cs inibidores de tripsina endogenos parecem estabili 

zar as enzimas proteo l í t i cas presentes nas sementes. 
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SECÃO G 	Cicas .da Vida 	G.1.12BIOQUÍMICA 	711 

[38 - G.1.12] PPDTEASES ACTDAS EM COTILDONES DE SEMENTES DE Vigna sinen-sis(L.)Sevi cv. 
França Lopes, Iracera Lima Ainopz e Jcig •Yevier Filho (Departamento de 

7:1c.z.ics e Sicior:fa Melecular, 	Fezeral do Ceargl 

As prctseses goidas presentes am sementesde Leguminosas tem sido pouco estudadas 
e o pepel fisiolggico das mesmas permanece obscuro. Na maioria dos estudos realizados 
com proteases de sementes-:tem sido empregados cotilgdones de sementei germinantes 	e. - 
vgrias evidencias indicam que esses enzimas diferem daquelas presentes nas 	sementes 	- 
quiescentes. A atividade proteolltica goide presente em cotilgdones de Vigna sinensis.  
cv. seridg foi estudada em pH 3,5, usando-se hemoglobina como substrato;mostrando- ae . 
bastante complexa. A fragZo protafca que precipita entre 25 e•50% de satureggo com sul • 
fato de amanio encerra a quase totalidade da atividade presente no extrato obtido corn. 
tampgo fosfato pH 7,6. Por diglise do extrato contra ggua verifica-se que a Treçgo res • 
ponsgvel pela atividade 4 na sue maior parte de natureza elbuminica, sendo qua 32% de 
atividade total ficam retidos no resíduo da extraggo. A fraçgo obtida por precipitaqgo 
com s-Jlfato de amOnio (F25/50) quando submetida a cromatografia em Sephadex G-100 pH: 
.7,6 e pH .2,9 mostra que es -Frageea respcnsgveis pela atividade em estudo apresentam 
pesos moleculares de ca. de 100.000 e 12-15.000 daltons, respectivaMente, sugerindo. 
uma tedgncia de.aasocia9go em pH alcalino. A preparaggo acima (F25/50) foi submetide 
a croratcorafia em Sepharose-Hemoelobine (pH 4,0) seguida de cromatografia em SP-
-Sephadex C-50 (pH 5,0) obtando-se pelo menos 3 fret-r-Ces, eluidas entre 0,40 e 0,45M de 
NaCl, responsgveis pela atividada hercelobinP. A atividade foi purificada ca.de 
ZS vazes e e diversidade de comportamento dos fraq5es sugere.uma grande complexidade 
do sisters responsgvel pela atividade proteclitica am sementes quiescentes. 
(ils?'C., CNPq, PEAS) 
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