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• RESUMO 

A atividade proteolftica em cotilédones de Vigna 

unguiculata (L.) Walp. cv. serid6 foi determinada usando-se 

como substrato proteínas diazotizadas de sementes quiescen- 

tes (azoalbuminas e azoglobulinas) e como fonte de 	enzima 

extrato de cotilédones de sementes quiescentes e germinan 

tes. 

As condições de ensaio empregadas foram: tempo 	de 

reação, 30 minutos; temperatura, 50°C; concentração 	final 

do substrato, 1,3%; pH 6,0 para azoalbumina e 6,9 para azo 

globulina. 

As atividades azoalbuminãsica e azoglobulinãsica 

aumentam até o terceiro dia de germinação passando então a 

decrescer até o sêtimo dia. 

Cotilêdones de sementes. germinadas por três dias fo 

ram usados para purificação da fração responsãvel pelas ati 

vidades azoalbuminãsica e azoglobulinãsica, por precipita-

ção com sulfato de amônio (0 a 75% de saturação) seguida de 

cromatografia em Sephadex G-100. A fração responsãvel 	por 

ambas as atividades em estudo apresentou uma purificação de 

cerca de 5 vezes, peso molecular de 22.000 daltons e estabi 

lidade quando aquecida a 40°C por ate 40 minutos. 

.Os resultados sugerem que o sistema enzimático res 

ponsãvel pela hidrólise das azoalbuminas e azoglobulinas 

diferente daqueles responsáveis pela hidrôlise de caseína, 

hemoglobina, a-N-Benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida e L-Leu 

cina-p-nitroanilida. 

xii 



ABSTRACT 

Azoalbumins and azoglobulins prepared from cotyle-

dons of mature dry seeds of Vigna unguiculata (L.) Walp. cv. 

serid6 were used as substrates to measure 	the ptoteolytic 

activity during seed germination. The assays were carried out 

at 50°C, for 30 minutes, at pH 6.0 and pH 6.9 for azoalbumins 

and azoglobulins, respectively. The azoalbuminic and azoglo- 

bulinic activities increase up to the 3rd 	day 	decreasing 

until the 7th day after planting. 

Cotyledons from seeds of 3rd day germination were 

used to purify an active fraction by precipitation with ammo 

nium sulfate followed by chromatography on Sephadex G-100. 

- The active fraction presents a molecular mass of 22.000 dal- 

tons and it is not able to hydrolyse casein, 	hemoglobin, 

a-N-Benzoyl-DL-argïni.ne-p-nitroanìlide or L-Jieucine-p-nitro 

anilide. 



1 -INTRODUÇÃO 

A compreensão dos processos envolvidos na mobiliza-

ção das proteínas de reserva de sementes durante a germina 

ção constitue um problema aberto. Apesar do número crescen-

te de trabalhos sobre o assunto, todos são unânimes em dizer 

-que ainda não - existem dados suficientes para uma 	compreen 

são dos eventos iniciais do processo germinativo, com rela 

ção a mobilização das proteínas de reserva. 

Diante dos dados existentes os corpos protéicos, as 

proteínas de reserva e as enzimas proteoliticas são conside 

rados os principais componentes envolvidos na 	mobilização 

de proteínas da semente durante o período de desenvolvimento 

da plântula. Não se sabe segúramente se os produtos de hi- 

dr6lise das proteínas são aminoãcidos ou peptídios. 	Neste 

caso, outras peptidases seriam necessãrias para a hidrólise 

desses peptidios a aminoácidos (ASHTON, 1976). 

Encontramos ainda conclusões conflitantes, advindas 

talvez dos diferentes métodos de estudo utilizados, bem como 

da grande variedade de espécies empregadas. A localização, 

ativação ou síntese de novo das enzimas envolvidas na hidr6 

lise-das proteínas permanecem no campo das especulações. 

Muitas contribuições têm sido fornecidas provindas 

de investigaçães sobre a mobilização das proteínas de reser 

va em sementes, no entanto muitas criticas ainda podem ser -

feitas. Iima delas diz respeito ã ausência de 3ri todos de en- 

saio adequados ã determinação das atividades 	enzimãticas. 

As técnicas geralmente utilizadas envolvem a remoção 	das 

proteínas não hidrolisadas por precipitação com ãcido tri-

cloroacético, seguida pela medida de um acréscimo de absor 

1 
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çãò.em 280nm,-acrescimo em grupos amínicos pela ninhidrina 

ou acr. escimo em tir. osina pelo método de LOWRY 	(ASHTON, 

1976). Outra crítica pode ser feita quanto ao emprego 	de 

substratos inapropriados, quer sejam'eles sintêticos, de ori 

gem animal ou mesmo proteínas vegetais originadas de espe- 

cies diferentes. 

'A maior limitação•para o uso dos vãrios substratos 

sintêticos e substratos de origem animal ê que as 	enzimas 

proteoliticas nativas de sementes germinantes devem ter uma 

maior especificidade pelas proteínas de reserva. Alem disso, 

.as globulinas como as principais proteínas de reserva de vã 

rias sementes, apresentam reduzida solubilidade nos tampões 

comumente usados e isso dificulta consideravelmente a medida 

das atividades enzimãticas (REILLY et al., 1978). 

- A. utilização de substâncias estranhas 'a planta como 

substrato permite-nos afirmar que 'a planta encerra enzimas 

capazes de hidrolisar os substratos. empregados. Porém, não 

podemos afirmar que tais enzimas são capazes de usar in vivo 

as proteínas de reserva da planta. 

Vãrios pesquisadores têm admitido que o uso de subs 

tratosendôgenos fornece uma indicação mais precisa das ca- 

pacidades hidrolit-ïcas das enzimas vegetais, muito 	embora 

parte das informações existentes resulte do. emprego de subs 

tratos de outras origens (BURGER, 1966). 

A atividade_ proteolitica presente em_ seza.en_tes 	tem 

sido estudada ultimamente  pelo emprego de proteínas de reser 

va da mesma espécie ou de espécies diferentes. 	(HARVEY & 

OAKS, 1974; BAUMGARTNER & CHRISPEELS, 1977; REILLY et al., 

1978; SHEPARD & MOORE, 1978; TIINAMIKAVA, 1979; 	HARA 

MATSUBARA, 1980) e ainda pela utilização de azoproteínas._en 

dõgenas (GOAD, 1963; HOBDAY et al., 1973; PUS'LTAI et al. 

1977) . 

HOBDAY et' al, (1973) , estudando a distribuição sub 
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celular da atividade proteolítica, da atividade inibiterla 

de tripsina e do efeito inibidor sóbre as proteases endege-

nas em sementes germinantes de ervilha, não encontraram evi 

dencias convincentes de que a atividade de inibidores 	de 

trìpsina esteja envolvida na regulaçãó de proteases durante 

a germinação,. Os resultados observados indicaram no entanto, 

que houve um acréscimo na atividade azoglobulinãsica e con 

comitante redução da atividade inibiteria. eles 	sugeriram 

que. o acréscimo era o resultado da síntese de novo de 	uma 

proteína enzimática ou decorrente da ativação de uma enzima 

inativa. A azoglobulina utilizada nos ensaios de atividade 

enzimãtica foi preparada, segundo o método de GOAD (1963), 

a partir das globulinas de sementes de ervilha. 

0 estudo da compartimentalização celular por sedi-

mentação diferencial realizado por PUSZTAI et al. (1977), em 

cotilédones de sementes de Phaseolus vulgaris L., 	revelou 

.que a maioria da ativìdade'azocaseinãsica, azoalbuminãsica 

(BSA) e azoglobulinã.sica nos cotilédones encontra-se ligada 

a paredes celulares ou a outros elementos estruturais inso 

lúveis< Os autores concluiram que a hidrólise das proteínas 

de reserva da semente, como um primeiro evento no metabolis 

mo proteico da germinação, está sujeito a sérias 	dúvidas.. 

Para eles o _aumento substancial de compostos _nitrogenados 

de baixo peso molecular, que ocorre nas primeiras etapas da 

germinação, não deve ser devido a degradação do 	esqueleto 

peptfdico das_glicoproteinas de reserva mas 	possivelmente 

dos grupos amidicos destas proteínas. 

HARVEY 	OAKS (1974) caracterizaram uma 	protease 

ácida do endosperma do milho e mostraram que a enzima é ati 

va contra gii.adina e edestina, alam de apresentar apreciá- 

.vel atividade endopeptidãsica'com outros substratos utiliza 

dos. Para a medida da atividade enzimãtica, eles desenvolve 

ram ensaios, em gel de agar encerrando ds substratos, 	além 

de outros métodos considerados de rotina. A degradação das 

proteínas do endosperma do milho por uma protease endôgena 
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foi comprovada pelos ensaios em gel de agar. 

BAUMGARTNER & CHRISPEELS (1977) purificaram e carac 

terizaram a vicilina,peptidio-hidrolase, enzima capaz de Iii 

drolisar in vitro  a principal proteina'de reserva de cotilé 

dones germinantes de Vi'gna''radi'ata (L.) Wilczek. Pelos ex- 

perimentos realizados, ales concluiram que a hidrõlise 	de 

vicilina in vitro pode ocorrer pela ação cooperativa de uma 

carboxipeptidase e a peptidio-hidrolase isolada. 

REILLY et al. (1978) estudaram o sistema proteolti 

co que solubiliza a globulina de semente de abóbora (Cucurbita 

moschata). A globulina da semente quiescente foi purificada 

pelo método de VICKERY et al. (1941) modificado e usada co-

mo substrato. A peptidase capaz de hidrolisar essa proteína 

de-reserva não ê ativa contra os substratos cáseina, 	hemo 

globina ou BSA, e apresenta um mãximo de atividade no segun 

lo dia de germinação (sistema proteolitico I). 0 decréscimo 

de atividade, observado a partir de então, é- 	acompanhado 

pelo aumento de proteínas solúveis em água. 

0 sistema proteolitico II , presente nos cotilédones 

de abóbora. du-rante a germinação, apresenta atividade mãxima 

no sexto dia, sendo capaz de hidrolisar caseína, hemoglebi 

na, BSA e a própria globulina da semente. 

Eles concluiram que a atividade proteolitica asso-

ciada com o aparecimento de aminoácidos não está relaciona 

da com a degradação primária da PSG (globulina da 	semente 

de abóbora) e sim com os derivados solúveis de PSG. 

Uma protease encontrada em cotilédones de 	Lupinus  

angustifolius no quinto dia de germinação foi parcialmente 

purificada e caracterizada por SHEPARD & MOORE (1978) 	que 

encontraram ser a mesma capaz de hidrolisar as três princi-

pais frações giobuliinicas dessa semente (a, IS e y congluti 

nas), além da gliadina uma proteína de reserva do endosperma 

do trigo. A purificação foi feita por fracionamento com sul 



fato de amônio, cromatografia em DEÁE-celulose e filtração 

em gel de Sephaclex G-75, 

MINAMI"KAWA (1979) estudou as atividades hidroliti--

cas e a degradação dos componentes de reserva nos cotilédo 

nes germinantes de sementes de Phaseolus mungo. Os resulta 

dos obtidos foram comparados com a atividade hidroltica de 

enzimas de sementes de outras espécies de leguminosas. Foi 

também examinado o efeito da remoção do eixo, nos estágios 

iniciais da germinação, sobre o metabolismo dos componentes 

de reserva. Usando como substratos caserna e globulina end6 

gena de cotilédones de .sementes com 24-horas de germinação, 

ale determinou a atividade proteolitica nos extratos de co-- 

tiledones de sementes. convenientemente tratadas, tendo 	em. 

vista -a presença oh não do eixo embrionário. As atividades 

observadas para ambos os substratos. usados foram semelhan-

tes, sendo que a atividade globulitica mostrou-se um pouco 

baixa do que a atividade caseolítica. 

As atividades proteolTticas I e II presentes nas se 

mentes de Curcub-ita sp.-foram determinadas por 	HARA & 

- MATSUBARA (1980), usando como substratos proteínas endóge- 

-nas tais como -a globulina da semente quiescente e o produto 

de hidrólise do primeiro sistema proteolitico que ales deno 

minaram de Fa 	além das proteínas de origem animal (BSA e 

citocromo c de coração de cavalo). 0 substrato para a ativi 

dade proteolrtica II foi o F
a 
	originando pequenos peptí- 

dios e aminoácidos come produtos de hidrõlise. Eles observa 

ram uma limitada atividade proteolitica I em cotilédones de 

0 - 2 dias. Sementes quiescentes e cotilédones nos estágios 

iniciais de germinação mostraram reduzida atividade proteo 

litica II contra ambos os substratos endógenos. 

Como se pode observar pelos trabalhos realizados, o 

controle da especificidade enzimática no que diz respeito a 

diferentes classes de proteínas de reserva é de 	interesse 

para os estudiosos de proteinases de planta., tendo em vista 
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o inicio relativamente recente de esforços com a finalidade 

de estudar proteases usando proteinas de reserva natural de 

plantas. 

A anâlise dos conhecimentos relacionados com os even 

tos iniciais da germinação mostra que ainda não se conhece 

a estrutura do substrato, o envolvimento das virias enzimas, 

o mecanismo de controle e a natureza dos produtos interme-

diários (ASHTON, 1976) , 

0 presente trabalho tem como objetivo a utilização 

de substratos endógenos (azoalbumina e.azoglobulina) no es 

tudo das atividades proteolTticas de sementes de 
	

Viana 

unguiculata (L.).Walp. cv. seridd, admitindo-se que ouso de 

tais substratos possa fornecer dados mais prõxìmos das con 

dições reais, contribuindo assim para o esclarecimento das 

características dos sistemas envolvidos na 	metabolização 

ias proteinas de reserva. 



2 	-:- MATER T.A I S - 

2.1 - Material Vegetal  

Foram utilizadas sementes de Vigna unguiculata (L.) 

Walp. -cv-. .serid.á. provenientes -da -Fazenda Experimental 	do 

Vale do Curu, Pentecoste, Ceará, pertencente ao 	Centro de 

.Ciências Agrãrias da Universidade Federal do Ceara.. 

2.2 - Reagent-es  

Albumina sérica bovina - Fração V 96-99° (Lot. 126c-

0199) de Sigma Chemical Co.,-St Louis, EUA. 

Acrilamida e N-N' - metileno bisacrilamida -Eastman 

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

a-N-Benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida . (Lot. 91c. -• 

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

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

Beta-mercaptoetanol - E. Merk, Darmstadt, Alemanha. 

Dodecil sulfato de sódio - E. Merk, Darmstadt, Ale 

manha. 

.Sephadex G-100 media (Lot,.5967; 	particle size: 

40 -120p) e Blue Dextran 2000, adquiridos de 	Pharmacia, 

Uppsala, Suécia. 

Os demais reagentes foram de grau analítico e obti-

dos comercialmente. 



3 - MVTODOS. 

3.1 - Extração e Diazotiza'ção` dàs.Prótein'as usadas como Subs-

trato 

3.1.1 - Preparação da Farinha 

Sementes não germinadas de' 1  i'gna 'urgui''culata 	(L.) 

Walp. cv. serid6 foram utilizadas para o preparo da farinha 

de cotilêdones, após remoção das películas e eixos. Os coti 

lédones"foram triturados em moinho Wiley adaptado com uma 

tela de 40 malhas por polegada linear (40 mesh) e a farinha 

assim obtida foi mantida a temperatura -de -20°C. 

3.1.2 — Preparação do Extrato 

0 extrato foi obtido a partir da farinha de cotilé- 

dones de sementes não germinadas, usando-se como meio 	de 

extração tampão fosfato 0,02 M pH 7,6 (KH2FO4  / Na2HPO4). '0 

homogenado, preparado na proporção 1:5 (tecido: meio de ex-

tração), após quatro horas de contacto foi filtrado e centri 

fugado durante 30 minutos, 7500xg, a 4°C. 0 resíduo obtido 

foi desprezado e o sobrenadante foi utilizada para determi'= 

naçdo de proteína e diâlise contra. âgua. Ap6s diálise, 	as 

fraçães solúveis (albuminas) e insolúveis (globulinas)foram 

separadas por centrifugação, nas mesmas condiçóes acima ci-

tadas, liofilizadas e usadas posteriormente para diazotiza 

çao. 

8 
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3.1;3 - Diaiotização das Albuminas e Globulinas 

As albuminas e globulinas obtidas de sementes 	não 

germinadas foram diazotizadas segundo o método de GOAD (1963) 

para azoglutelinas do trigo por nós modificado. As prepara-

ções denominadas AZOALBUMTNA e AZOGLOBULINA foram usadas co 

mo substrato nas determinações de atividade enzimática 

obtidas conforme a sequancìa descrita a seguir. 

ETAPA 1 - Foi preparada uma solução (A) constituida 

de: 

' Acido sulf anllico ,,,.6 , ... .... 	0,154 	g  

Brometo de potãssio 	..... ,. .. 	 0,0214 g 

HCI l,0 N 	..... <..<..,<....,<, 	 22,50 ml. 

.Agua destilada 	............... 	18,50 ml 

Á solução mantida em agitação em banho de galo foz am adicio 

nados, gata a gata, 9,0 ml de uma solução (B) de nitrito de 

s6dio 0,2M, A solução final de ácido diazo--sulfanilìco foi 

.deixada-em agitação,, em banho de galo por mais 15 minutos. 

ETAPA 2 - Um volume de 100m1'de uma solução de pro-

teína (albumina ou globulina) 2% em NaOH 0;1N foi preparada 

e aquecida a 60°C por 15 minutos tendo sido o .pH previamen 

te ajustado a 10. . 

ETAPA 3 - A solução de ácido diazo7sulfanilico foi 

adicionada gata a gata ã solução de proteina 2%. 	A reação 

se processou em banho de galo e o pH foi mantido em torno de 

10 pela adição de NaOH 1,0 N. Após a adição total do ãcido,, 

a mistura foi mantida sob agitação por mais 15 minutos, quan 

do então a reação foi parada pela adição de  HCl 1,0 N 	até 

atingir  pH _ 7 , 0 . 

ETAPA 4 	A solução foi dialisada exaustivamente con 

tra NaC1 0,2 M por 48 horas. 
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ETAPA 'S - A solução.dialisada foi adicionado TCA 100 

(p/v) sob agitação de modo que a suspensão ficou com 	uma 

concentração final de TCA de 5% (p/v). 

ETAPA 6 - A suspensão foi deixada em repouso por15 

minutos, filtrada sob vácuo e o produto foi lavado com 100m1 

de TCA 5% (p/v) . 

ETAPA 7 	0 precipitado da etapa anterior foi res- 

suspenso em água destilada, dialìsado contra ãgua por cerca 

de 18 horas e liof lizado. 0 material liofilizado (AZOALBU 

MINA e AZOGLOBULINA) foi então usado como substrato. 

3.1.4 -_Preparação das Soluç6es usadas como Substrato 

As soluç6es de azoalbuminas e azoglobulinas 	foram 

preparadas nas diferentes concentraçdes, em tampão fosfato 

pH 6,0 aquecido a 50°C. Antes de levar as soluç6es aos seus 

volumes finais o pH das mesmas foi ajustado a 6,0 e6,9 para 

azoalbuminas e azoglobulinas, respectivamente. As soluções 

podem ser conservadas no congelador (-•15°C) no mãximo 	por 

24 horas, mas geralmente eram mantidas por cerca de 2 horas 

em banho-maria, a temperatura do ensaio, antes do inicio da 
a f 

experiência, 

3,2 - Condiç6es de Germinação 

As sementes foram esterilizadas par imersão, duran-

te 5 minutos, em solução comercial de hipoclorito de sódio 

contendo 5,2% de cloro ativo. Em seguida, as sementes foram 

lavadas com excesso de ãgua corrente e ãgua destilada e se-

meadas em vermiculite. 
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A semeadura em vermiculite foi feita em recipientes 

de plástico•(30 x 26 x 10 cm) colocando-se as sementes 	na 

superfície da mistura de vermiculite e água na proporção de 

3:1 (v/v). A germinação foi feita a temperatura de 26°C, na 

obscuridade, e os cotilédones foram colhidos em diferentes 

intervalos de tempo. 

3.3 - Preparação dos Extratos de Cotilédones Quiescentes e 

Germinantes usados comoFonte de Enzima- 

• Os extratos de cotilédones de sementes não germina-

das foram preparados da mesma maneira já descrita na secção 

3.1.2. e o sobrenadante não dialisado foi usado para deter 

minag6es da atividade enzimática. 

Os extratos de sementes germinastes foram prepara-

dos com cotilédones obtidos em diferentes dias de germinação, 

triturados em almofariz, a temperatura dè 4°C, usando-se co,  

mo meio de extração tampão fosfato pH 7,6  (KH2PO4/Na2HPO4) 

e a mesma proporção tecido: meio de extração (1:5) emprega 

da nos extratos de cotilédones de sementes não germinadas. 

A filtração foi feita através.de tecido fino, logo 

ap6s a trituração, e o homogenado foi centrifugado a 7500 x g, 

por 20 minutos, a 4°C, 0 resíduo da centrifugação foi des-

prezado e o sobrenadante foi utilizado nas determinações de 

atividade enzimática. 

3.4 - Determinação.  de Proteína 

As concentrações de proteína foram 	determinadas 

pelo método do microbiureto (GOA, 1953) usando-se albumina 

serica bovina como padrão. A determinação da concentração de 
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proteína nos efluentes das colunas cromatogrãficas foi fei-

ta pela medida de absorbância em 280 nm, em espectrof_otcme 

tro Beckman DU, 

3.5 -- betermïnação 'das At'ivìda'des' Azoalbumìnâsica e Azoglo- 

bulinãsica 

As condições de ensaio de atividade azoalbuminásica 

e azoglobulinãsica foram estabelecidas no extrato de cotile 

dones de sementes de Vigna 'unguiculata (L.) W'alp. cv. seridó 

germinadas por 3 dias. 

3.5.1 	Concentrações dos Substratos e dos Extratos 

Os ensaios de atividade foram feitos incubando-se, 

por 30 minutos a 50oC, 2,0 ml de substrato (azoalbumina ou 

azoglobulina) e 1,0 ml de extrato de cotilëdones. A reação 

foi parada com 1,0 ml de TCA 10% Cp(v). Após 30 minutOs de- 
1 

repouso, as suspensões foram filtradas em papel de filtro 

qualitativo e 1 ml do filtrado foi alcalinizado com 1 mi de 

NaOH 2N. A atividade enzimática foi medida pela absorbdncia 

em 440 nm dos peptídios diazotizados, em espectrofotômetro 

SPEKÒL. 

Na determinação das concentrações ótimas de substra 

to, o meio de reação encerrava 1,0 ml de extrato de cotilê-

dones, 0,5 a 2,0 ml de substrato a 3% e 1,5 a 0,5 mi do tam 

pão fosfato pH 6,0 (azoalbuminas) ou pH 6,9-(azbglobulinas). 

A concentração 6-Lima de extrato foi determinada usan 

do-se 2,0 ml de substrato a 2%, 0,2 a 1,0 ml de extrato 

0,8 a 0,2 ml do tampão de extração. 



tos incubando-se 2,0 ml do substrato 2% 

2% preparados 

los de pH qúe variaram de 4,0  a '9 , 0 . Os 

com tampão Universal (LONG, 1961) nos interva 

ensaios foram fei-

com 1 , Oml de extrator  
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A fim de corrigir a atividade autodigestiva do ex-

trato, foram normalmente usados controles onde o extrato e 

o substrato foram incubados separadamente e o substrato adi 

cionado ao extrato após adição de TCA 10% (p/v). 

3.5.2 	Efeito do pH 

O efeito do pH sobre as atividades azoalbumi.nãsica 

e azoglobulinãsica foi estudado usando-se os substratos 	a 

por 30 minutos a 50°C, sendo a reação parada com 1,0 ml TCA 

100 (p/v). Após 30 minutos de repouso, as suspensões foram 

filtradas em papel qualitativo, sendo retirado 1,0  ml do fil 

trado e alcalinizado com 1,0 ml de NaOH 2N. A avaliação da 

atividade foi feita pela absorbãnci_a em 440 nm dos produtos 

cor.ad.os.formados. Foram feitas provas em branco, sendo que, 

nestes casos, a adição de TCA precedeu'd dos substratos. 

3.5.3 	Efeito da Temperatura e do Tempo de Reação 

A temperatura e o tempo de reação foram estabeleci 

dos, fazendo-se ensaios de atividade enzimãtica nas tempera 

turas de 40, SO e 60°C e nos intervalos de tempo de 15, 30, 

45 e 60. minutos. Os ensaios foram feitos incubando-se 2,0 ml 

de substrato a 2% (pH 6,0 para azoalbumina e 6,9 para azo-

globulina) com 1,0 ml de extrato. Foram mantidas as demais 

condições descritas na secção 3.5.2. 

3.6 - Unidade de Atividade  
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Para os cálculos de atividade azoalbuminásica e azo 

globulinãsica definiu-se arbitrariamente uma unidade de ati 

vidade (UA) como a quantidade de enzima que produz umaabsor 

bãncia de 0,001 a 440 nm por ml do extrato por 30 minutos. 

3.7 -,Fracionamento 'das 'Próteirias por Diál̀ise e Precipitação 

com Sulfate 'de 'Amónio 

0 extrato de cotilgdones de sementes com 3 dias de 

germinação foi submetido a diálìse contra água a 4°C e após 

mudanças sucessivas o conteúdo do saco de diálìse foi subme 

tido a centrifugação. As albuminas (material soltivel) e glo 

bulinas (material insolúvel) assim obtidas foram usadaspara 

a determinação de proteína e das atividades azoalbuminásica 

e azoglobulìnãsica. 

As frações 0/25, 25/50 e 50/75 de extrato de cotilé 

dones de sementes germinadas por 3 dias foram obtidas 	por 	• 
fracionamento -com -sulfato d.e..-amanio nos intervalos -de 0 a 25, 

25 a .r0 e 50 a 75% de saturação a temperatura 	ambiente 

(27°0. 0 extrato .foi deixado em contacto com _o' sal por cer 
ca de 4 horas, 0 precipitado formado foi removido por cen-

trifugação (7.500 x'g, 20 min. 4°C), redissolvido no tampão 

de extração, dialisado contra água a 4°C seguido de diáiise 

contra o tampão de extração, As fraçóes resultantes 	foram 

utilizadas para determinação de proteína e das atividades 

azoalbuminásica e azoglobulinásica. 

3.8 : Fr'a~`ãó 0/'75' 'dei fix`trto` 'de` ~Co~tilé'~ones` d.e Semént-es Ger -- r 	- 	- -.- ~-  	
minadas por' 3 'dias.  

Para preparação da fração 0/75, o extrato de cotilé 

dones de sementes germinadas por 3 dias foi precipitado com 
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sulfato de amônio de 0 a 75% de saturação. 0 extrato prepa- 

rado conforme descrito na secção 3.3., foi deixado em 	con 

tacto com o sal por cerca de 4 horas. 0 precipitado obtido 

foi removido por centrifugação (7.500 x g, 20 min, 4°C), re 

dissolvido no tampão de extração e dialisado contra 	água. 

Quando o conteúdo do saco de diálise apresentava algum pre-

cipitado, 'este era removido por centrifugação, antes da lio 

filização. 

3.8.1 - Estabilidade Térmica 

A estabilidade térmica das atividades azoalbuminãsi 

ca . e azoglobulinásica presentes na fração 0/75 foi determi-

nada usando-se a fração liofilizada dissolvida em tampãofos 

fato 0,02 M pH 7,6. Aliquotas de I0'm1 encerrando 10 mg de 

proteína por ml foram aquecidas em banhormaria a 30, 40, 50 

e 60°C até 40 minutos. Em intervalos de 10 minutos foram re 

tiradas aliquotas de 1,-0 ml e feitos os ensaios de ativida-

de nas condiç6es padrão anteriormente - descritas (2,0 ml de 

substrato.2%-em pH 6,0 para azoalbumina e 6,9 para azoglobiz 

•lina, 1,0 ml da fração, incubados por 30 minutos a 50°C). 

3.8,2 - Fracionamento por Filtração em gel de Sephadex G-100 

As cromatografias em Sephadex G-100 foram feitas em 

uma coluna medindo 2,5 x 40 cm. 0 gel foi deixado em 	água 

por 72 horas com agitação ocasional e usado, depois d.e des- 

prezadas as partículas finas, para preparação da 	coluna 

(K 25/45 Pharmacia). A coluna foi em seguida equilibrada com tam 

pão fosfato 0,02M, pH 7,6 a temperatura ambiente (27°C),Uma 

amostra de 20 mg de Blue Dextran foi dissolvida no 	mesmo 

tampão (3 ml) contendo sacarose 10% e aplicada na coluna pa 
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ra determinar o seu volume de exclusão (V ) 

A fração 0/75 (cerca de 50 mg de proteína)_ .dissolvi 

da em 2,5 ml do tampãd de equilíbrio, encerrando 10% de sa-

carose, foi aplicada na coluna e os efluentes recolhidos em 

frações de 3,0 ml, mantendo-se um fluxo de 30 ml por hora. 

As frações coletadas foram usadas nas determinações de pro-

teína, pela absorbáncia em 280 nm, e reunidas em quatro gru 

pos para as determinações das atividades azoalbuminãsica e 

azoglobulinásica utilizando-se as condições padrão de ensaio 

já estabelecidas. 

A fôrmula. de DETERM:4N & MICHEL.(1966) foi usada pa- 

ra os cãlculos dos pesos moleculares: 

log M = 5 ,941 - 0., 847 (Ve/V'o) 

Vo = volume de eluição; 

Vo = volume de exclusão, 

3,9 	Eletxófór'ése ,̀  ems "Gel.  'dé  

As eletroforeses- em gel de poliacrilamida foram fei 

tas inicialmente segundo o me-todo de CLARICE (1964) . 	Foram 

usados tubos de vidro de 7 x 35 mm, uma amperagem de 2,0 mA/ 

tubo, mantendo-se a voltagem constante. As amostras, encer 

rando sacarose-numa . concentração final de 10%, foram. aplica 

das e submetidas a eletroforese em tampão TRIS - glicina-HC1 

pH 8,3. 

Para detecção das proteínas foi usado o m6todo des- 

crito por.  STBCK et al. (1980) . As proteínas são fixadas 	e 

coradas, ao.mesmo tempo, pela imersão do gel em uma solução 

contendo 180 mi--de etanol, 420 ml de agua destilada, 100 ml 

de formaldeido 35% e 0,8g de Comassie Brilliant Blue R-250, 
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por Uma hora. Decorrido esse teme , o gel é imerso em uma 

solução descorante contendo 250 ml de etanol, 	750 ml de 

água destilada e 10 ml de formaldeido 35%, Após sucessivas 

trocas da solução descorante o gel é deixado descorando por 
cerca.  de 15 horas. 

As eletroforeses em gel de poliacrilamida com 	SDS 

1%, em presença e ausência de beta-mercaptoetanol,foram fei 

tas segundo a tgcnica de PIEBER & OSBORN (1969) . A eletrofo-

rese foi desenvolvida com corrente constante e igual a 7 mA 

por coluna de gel, por cerca de 4 horas. As proteínas foram 

detectadas como descrito no parágrafo anterior e os pesos 

moleculares determinados conforme XAVIER FILHO & MOREIRA 

(1978), 

3.10-Determinação das Atividades BAPA-âsica e LPA-ãsica 

A determinação das atividades BAPA-ásica e LPA-ãsica 

foi fe•ita conforme descrito -por AINOU2 et aL (19B1). 



4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os extratos obtidos de cotilédones de sementes quies 

contes e-germinantes de Vigna unguiculata (L.) Walp. cv. se 

rid6 apresentam a propriedade de hidrolisar- os 	seguintes 

substratos: hemoglobina (pH 3,5), caserna (pH 6,0), a-N-Ben 

zoil-DL--arginina-p-nitroanilida (pH 7,6) e 	L-Leucina-p-ni 

troanilida (pH 7,0) (AINOUZ et al., 1981). As atividades de 

tectadás, embora indiquem a presença de enzimas capazes de 

agir sobre os substratos referidos, não nos permite excluir 

a possibilidade de que na planta tais enzimas não utilizem 

as proteínas de reserva como substrata. Isto e, as proter- 

'nas de reserva não são necessariamente substratos para as 

enzimas capazes de hidrolsar proteínas estranhas a planta. 

A fim de verificar se cotilédones de sementes 	quiescentes 

de Vigna 1n SiitU ata encerram enzimas capazes de hidrolisar 

as proteínas de reserva de mesma origem vegetal, optamos pe 

lo emprego de substratos end©genos. Assim sendo, foram uti-

lizados como substratos proteínas (albuminas e globulinas), 

modificadas por diazotizacão, obtidas de sementes quiescen 

tes e como fonte de enzima extratos de sementes quiescentes 

e germinantes. 

4..1 - Condições de Ensaio  

As condições ôtimas de ensaio, para as 	atividades 

azoalbuminãsica e azogiobulinãsica, foram estabelecidas usam 

do-se como fonte de enzima extratos de cotilédones de semen 

tes germinadas por 3 dias. A escolha do tempo de germinação 

deve-se ao fato de que, em ensaios preliminares, as ativida 

des, embora presentes nos cotilédones em estado quiescente, 

18 
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se mostraram em quantidades- mensuráveis inferiores aquelas 

do terceiro dia. 

Na determinação da.  concentração ôtima de substrato 

foram usados volumes crescentes (0,5 ml a 2,0 ml) de solu- 

ções de azoalbumina ou azoglobulina a 31, e volume 	fixo 

(1,0 ml) de extrato encerrando cerca de 15,0 mg de proteína 

por ml. Verificou-se que a concentração final de 1,5% no vo 

lume de reação (3,0 ml) para ambos os substratos (FIGURA 1) 

ê suficiente para saturar a enzima. 

Quando a concentração final dos substratos foi man-

tida em 1,3% e se fez variar o volume de extrato (0,2 ml a 

1,0 ml), observou-se que as'atividades azoalbuminásicae azo 

globulinásica aumentaram linearmente em função de quantida 

des crescentes de enzima (FIGURA 2). 

0 efeito do pH nos ensaios' foi determinadc no inter 

valo de 4,0 a 9,0 mantendo-se a concentração de 1,3% 	para 

ambos os substratos e usando-se 1,0 ml do extrato. Os dados 

obtidos (FIGURA 3) mostram uma atividade máxima para azcal-

bumina em torno de pH 6,0 e para azoglobulina em torno de 

pH 7,0. 

Foram feitas determinações variando-se o tempo 	de 

ensaio e verificou-se que após 30 minutos de ensaio as ati- 

vidades começam a decrescer (FIGURA 4). 

Na determinação de temperatura ótima a ser usada nos 

ensaios verificou-se que a 50°C os valores eram maiores do 

que aqueles' obtidos a 40 e 60°C (FIGURA 5). 

Tendo em vista os resultados obtidos, foram escolhi 

das as seguintes condições padrão de ensaio: 1,0 mi de extra 

to preparado com tampão fosfato 0,02M  pH 7,6  (KH2PO4/Na2HPO4) 

na proporção 1:5 (cotilêtones: meio de extração); 2,0 ml de 

substrato na concentração de 2% (p/v) preparados em tampão 

fosfato pH 6,0 e 6,9 para azoalbumina e azoglobulina, respec 
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0,5 	1,0 	1,5 	2,0 

SUBSTRATO ( ml ) 

FIGURA 1 	Efeito da concentração do substrato sobre as ati 

vidades azoA Co—o) e azoe (o----) em cotilêdones 

de sementes de Vigna unguiculata CL.) Walp. cv. 

serid6 germinadas por 3 dias. • 

Condições de ensaio: tempo de reação, 30 minutos; 

temperatura, 50°C; pH 6,0 para azoalbumina e 6;9 

para azoglobulina; 1,0 ml de extrato e concentra 

ç6es crescentes de substrato para um volume to-

tal de reação de 3,0 ml; 1,0 ml de TCA 10% (p/v) 

totalizando um volume de ensaio de 4,0 ml. 
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FIGURA 2 	Efeito da concentração da enzima sobre as ativi 

dades azoA (o.---o) e dz6G (4--o) de 	cotilêdon.es 

de sementes de Vìgna unguiculata (L.) Walp. cv. 

serid6 germinadas por 3 dias. 

Condiçães de ensaio: tempo de reação, 30 minutos; 

temperatura, 50°C; 2,0 ml de substrato a 2%; pH 

6,0 para azoalbumina e 6,9 para 	azoglobulina; 

concentrações crescentes de extrato para um volu 

me de 1,0 ml; mantendo-se as demais condições des 

critas na FIGURA 1. 
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FIGURA 3 - Efeito do pH sobre as atividades azoA (o 	o) 	e 

azoG (0---o) de cotilédones de sementes de Vigna 
unguiculata(L.) Walp. cv. serid6 germinadas por 

3 dias. 

Condiçdes de ensaio: tempo de reação, 30 minutos; 

temperatura 50.°C; 1,0  nil do extrato; 2,0  ml 	de 

substrato a 2%; pH variando nos valores indica-

dos; mantendo-se as demais condiçóes descritas na 

FIGURA 1. 
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FIGURA 4 	Efeito do tempo de reação sobre as 	atividades 

azoA (o—o) e azoG (o---) em cotilédones de se-

mentes de Vigna unguiculata (L.) Walp. cv. serid6 

germinadas por 3 dias. 

Condições de ensaio: temperatura 50°C; 1,0 ml do 

extrato; 2,0 ml do substrato a 2%; pH 6,0 	para 

azoalbumina e pH 6,9 para azoglobulina; tempo va 

ciando conforme indicado; mantendo-se as demais 

condições descritas na FIGURA I. 
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TEMPERATURA ( CC ) 

FIGURA 5 , Efeito da temperatura de reação sobre as ativida 

des azoA (o 	-.o) e azoG (a--) em cotilédones de 

sementes de .Vigna ungúiculata (L.) Walp . cv. serf 

dó germinadas por 3 dias. 

Condições de ensaio: tempo, 30 minutos; 1,0 ml de 

extrato; 2,0 ml do substrato a 2%; pH 6,0 	para 

azoalbumina e pH 6,9 para azoglobulina; tempera- 

tuna variando conforme indicado; mantendo-se as 

demais condições descritas na FIGURA 1, 
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tivamente; tempo, 30 minutos; temperatura 50°C. Reação para 

da com 1,0 ml de TCA 10% (p/v) , perfazendo um volume total 

do ensaio de 4,0 ml. 

Os valores de pH escolhidos estão próximos aqueles 

usados por outros autores, HOBDAY et aL (1973) fizeram de-

terminaçces da atividade azoglobulinãsica em Pisum sativum 

em pH 7,0. REILLY et al. (1978) usando globulina de semente 

de Cucurbita moschata como substrato, empregaram também pH 

7,0 na determinação de atividade. MINAMIKA;'A (1979) empre--

gòu pH 6,0 na determinação da atividade proteolitica usando 

globulinas da semente de` Phas'e'o`lus' mungo como substrata. 

4.2 	Atividades Azo'al'bliriinca e Azoglobul.inásica durante 

a- Germinação 

Uma vez estabelecidas as condições de ensaio 	para 

determinação das atividades azoalbuminásica e azoglobulinã-

sica, foram feitas determinaç6es de peso fresco, peso seco 

e teor de proteína extraida de cotilédones nos vãrios dias 

de germinação. Embora a germinação possa ser considerada co 

ma envolvendo os processos que tam inicio com a absorção de 

ãgua e que sucessivamente terminam com a emergência da radi 

cúla_ ou hipoc6tilo (BEWLEY E7   BLACK, 1978) , no presente tra-

balho, o termo germinação ê empregado indistintamente e con 

tado a partir da semeadura até a queda dos cotilédones 	(7 

dias). Assim sendo;  a retirada dos cotilédones foi feita le 

vando-se em consideração as duas variáveis tempo e tamanho 

do Lipocntilo, quando empregadas as condições de germinação 

descritas na secção 3,2. Foram estabelecidos tamanhos 	pa- 

drães de hipocôtìlos, tomando.-se amostras 	representativas 

de populações de plãntulas durante a germinação. As medidas 

dos hipoc6tilos de cada amostra foram agrupadas em uma dis 

tribuição de frequência (TABELA 1). 
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TABELA 1 - Padronização dos hipocótilos usados para a reti-

rada dos cotilédones. 

Tempo de 
Germinação 
(dias) 

Tamanho dos hipoc6tilos 
(cm) 

1 	 radículas emergidas 

2 	 1,5 à 2,0 

3 	 5,5 a 6,0 

4 	 9 , 0 a 11,0 

5 	 13,0 a 15,0 

6 	 16,0 a 18,0 

7 	 queda dos cotilêdones 
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A observação do aumento de peso fresco no primeiro 

dia de germinação, tem sido aceita como sendo decorrente da 

absorção de água pelas sementes o que e seguido de um acen-

tuado decréscimo a partir do terceiro dia (FIGURA 6). Esse 

decrêscimo tem sido explicado como resultante da mobiliza-

ção do material de reserva da semente para outras partes da 

plântula em desenvolvimento. 

Os valores de peso seco decresceram a partir do se 

gundo dia de germinação, atingindo no sétimo dia um 	peso 

correspondente a 7,5% daquele apresentado pela semente guies 

cente, uma vez que as reservas cotiledonárias encontram-se 

praticamente exauridas (FIGURA 6). 

0 decréscimo continuo na quantidade de proteína ex--

traida dos cotilédones durante a germinação (FIGURA 6) está 

de conformidade com estudos realizados com outras sementes 

de leguminosas. Esse decréscimo tem sido sugerido como devi 

do a hidrólise das proteínas de reserva em componentes 	de 

menores pesos moleculares, pela ação de enzimas proteoliti 

cas, que possivelmente são translocados-dos ,órgãos de reser 

va para as zonas de crescimento.  

Os dados obtidos com relação ao peso fresco, 	peso 

seco e proteína extraída embora não acrescentem nada de novo 

literatura, constituem determinações prévias fundamentais 

no estudo da variação das atividades enzimáticas durante a 

germinação. 

As atividades azoa.lbuminásica e azoglobulinásica es 

tão presentes tanto em cotiledones-de sementes germinantes 

como em cotilédones de sementes quiescentes (FIGURA 7), sen 

do que nos últimos as atividades mensuráveis apresentam va-

lores muito baixos. Na determinação da atividade total, ex 

pressa em unidades de atividade por cotilédone, verifica-se 

que ambas as atividades sofrem considerável aumento nos pri 

meiros dias de germinação, alcançando atividade máxima 	no 
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TEMPO DE GERM11~qAiA0 d{c:i 

FTGURA 6 - Peso fresco Co 	.p), peso seco (----~) e teor 	de 

proteína extraída. (c ---o) de cotilédones de Yigna 

unguiculata (L.) Walp . cv. serid6- durante a ger--

minação. 
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FIGURA 7 Atividades azoA (o 	.o) e azoG (-) de cotilédo 

nes de sementes de Vigna unguìculata (L.) - -Walp. 

cv serid6 durante a germinação. Foram usadas as 

condições padrão de ensaio. 
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terceiro dia. Um decréscimo de atividade foi observado nos 

dias subsequentes, sendo que as atividades presentes no sé-

timo dia, avaliadas em torno de 50% do máximo de atividade 

alcançada, mostrou-se ainda superior a atividade 	presente 

nos extratos de sementes quiescentes. Quando as atividades 

são expressas em unidade de atividade por mg 	de proteína 

(FIGURA 8) verifica-se que as atividades especificas aumen 

tam durante a germinação. Observa-se também-que a degradação 

das albuminas ocorre paralelamente a das globulinas, indican 

do que as albuminas também servem de substrato. os dados re 

forçam a hip6tese de MURRAY (1979) de que a fração albumíni 

ca encerra proteínas de reserva, função que tem sido consi-

derada exclusiva das globulinas. 

Os resultados indicam que as proteases presentes em 

cotilédones não germinantes. de Vigna unguiculata 	in vitro  

não têm praticamente atividade sobre as proteínas de reser- 

va da própria semente no estado quiescente, reforçando 	a 

idéia-de que a susceptilidade das proteínas•de reserva ã hi 

drôlise pelas proteases presentes em sementes quiescentes, 

deve-se a um processo de síntese ou ativação de modificado 

res das proteínas de reserva durante a germinação. Esse pro 

cesso de modificação, que deve preceder a hidrõli-se das pro 

temas, não pode evidentemente ser considerado como o único 

mecanismo possível de hidrôlise (KOROLYOVA et al., 1975). 

Outras sugestães tem sido consideradas tais como, a 

síntese de novo de enzimas ou ativação de zimõgenos tornan- 

do assim possível a hidrólise de proteínas de reserva 	não 

modificadas (RYAN, 1981). A regulação da atividade das pro-

teases por inibidores end6genos pode ser também um outro fa 

tor limitante da prote6lise (ASHTON, 1976; RYAN, 1981). 

Os dados relativos ás atividades azoalbuminãsica e 

azoglobulinâsìca durante a germinação estão em concordância 

com aqueles encontrados por . AINOUZ et al. (1981), quando fo 

ram usados como substrato caseína-(pH 6,0) 	e hemoglobina 
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FIGURA 8 - Atividade especifica em extratos de cotilédones 

de Viena -ui glii'cu1ata (L.) Walp. cv. serid6 duran 

te a germinação, observada contra os substratos 

azoalbumina (o 	,-o) e azoglobulina (*----e). Foram 

usadas as condiçóes padrão dé ensaio. 
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(pH 3,5). 

Resultados semelhantes foram obtidos por outros au-

tores, para outras sementes, quando do uso de substratos en 

dSgenos, entre os quais podemos destacar: 

HOBDAY et al. (1973) estudando a atividade azoglobu 

li.n5s.ica de Pisum sativum em pH '7,0 verificaram também 	um 

acréscimo de atividade atingindo um máximo - no quinto dia de 

germinação. seguido de um decréscimo ate o nono dia.As obser 

. yaçaes de HOBDAY et al. (1973), não estão em 	concordância 

com aquelas, relativas a atividade proteolitica em 	Pisum 

sativum, obtidas anteriormente por YOUNG G  VARNER(1959) que 

não verificaram um acréscimo seguido de um decréscimo, quan 

do usaram caseína como substrato.. 

SHEPARD & MOORE.(1978), também observaram um acres-

cimo de atividade ate o quinto dia seguido de um decréscimo 

até o 12° dia, durante a germinação de:JLUpinus 	angustifo- 

lius •usando gliadina como substrata.. 

REILLY et al.(1978), usando globulina de Cucurbita 

ix:oschata como substrato, verificaram que a atividade proteo 

Mica atinge um máximo no oitavo dia de germinação e de- 

cresce até o 11° dia, enquanto a atividade 	'caseinolitica 

atinge um máximo no- sexto dia e. é praticamente nula no 119  

dia. 

MINAMIKAWA (1979) , também encontrou um acréscimo de 

atividade até o quarto dia de germinação, seguido de um de-

cré.scizno até o nono dia, quando usou como substratos caseí-

na e glohulinas de sementes de Phaseolus müngo com um • dia 

de germinação. 

4.3 - Purificação da Fração com Atividades Azoalbuminásica 

e A.zoglobulinásica  
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Os cot_i_iêdones obtidos de sementes germinadas por 3 

.dias,  por apresentarem uma maior capacidade de 	hidrolisar 

as proteínas de reserva da semente quiescente, foram usados 

para estudo de purificação da fração responsável pelas ati-

vidades azoalbuminásica e azoglobulinásica. 

Inicialmente, o extrato preparado com tampão fosfa 

to 0,02 M pH 7,6 foi submetido a diâlise contra ã.gua. Asfra 

ções albumínica (solúvel em água) e globulinica (insolúvel 

em água) representam, respectivamente, cerca de 16 e 51% da 

proteína total extraida (TABELA 2). 

A fração globulinica encerra cerca de 9% da ativida 

de azoalbuminásica e 22% da atividade azoglobulinásica, ini 

cialmente detectadas no extrato total. 

A fração albuminica apresenta cerca de 42% da ativi 

dade azoalbuminásica e 28% da atividade 	azoglobulinásica 

com relação as atividades iniciais detectadas, mostrando en 

cerrar maior percentagem de atividade enzimática do que 	a 

fração globulinica. 

Verifica-se que houve uma recuperação de cerca 	de 

50% de ambas as atividades, distribuidas nas f.rag6es albumi 

nica e globulinica_, 

Quando comparamos as atividades verificamos que 	a 

atividade azoalbuminásica total está predominantemente 	na 

fração albumínica. A atividade azoglobulinásica total está 

distribuída quase que equitativamente nas duas frações, mui 

to embora apresente maior atividade especifica na fração al 

buminica. 

Na TABELA 2 verificamos que a atividade azoglobuli-

násica total apresenta valores mais altos do que a ativida 

de azoalbuminásica, indicando que as globulinas parecem ser 

mais susceptíveis ã hidrôlise. Comparando.-se com os dados 

até agora obtidos, podemos verificar que a atividade azoal- 

~  gg7. :6 i 
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TABELA 2 - Atividades azoA e azoG nas 	fraç6es obtidas por diãlise contra ãgua. 

Fração 
Volume 
(ml) 

Proteína 
Atividade azoA Atividade azoG 

total 
* ** Purifica * *~` Purifica 

(mg) UA UA/mg ção (x1. UA UA/mg ção(xx 

Extrato 30 448,5 3.300 7,36 - 6.450 14,38 

Albumina 20 71,8 1.400 19,50 2,65 1.800 25,07 1,74 

Globulina 15 228,8 300 1,31 - 1.425 • 6,23 

Os dados referem-se a 30m1 do extrato total de cotilédones de sementes germinadas por 3 

dias preparado com tampão. fosfato 0,02M, pH 7,6 usando-se a proporção 1:5 (cotilédones: 

meio de extr.ação). 

* UA 	- Unidade de atividade total. 

** UA/mg - Atividade especifica. 
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bumin6sica vinha apresentando valores-mais-altos, Embora os 

dados pareçam contraditárids., essas variações podem ser atr-i 

buidas ao emprego de diferentes preparações (albumina e gla 

bulina de sementes quiescentes) usadas para diazotização e 

não invalidam os resultados já apresentados. 

Extratos de cotilédones de sementes germinadas por 

três dias preparados em tampão fosfato pH 7,6 foram também 

usados para fracionamento com sulfato de amônio nos interva 

los de saturação de 0 a 25, 25 a 50 e 50 a 75% numa tentati 

va de purificação das frações protéicas com atividade azoal 

buminâsica e azoglobulïnásica, 

As atividades estão distribuidas em todas as fra- 

çfles obtidas (TABELA 3 e FIGURA 9) . Louve uma baixa recupe 

ração de proteína (25%) mas foram obtidas frações com ativi 

dades especificas mais altas e uma recuperação de ambas as 

atividades ém torno de 50% com relação as atividades totais 

iniciais. 

-Tendo em vista os dados da TABELA 03 foi utilizado 

o esquema apresentado na FIGURA 10 para . a preparação da fra 

cão que precipita com sulfato de amônio no intervalo de 0 a 

75% de saturação (fração 0/75) . 

A fração 0/75, preparada a partir do extrato de co 

tiledones de sementes germinadas por 3 dias, 	encerrando 

29,5% da proteína inicial presente no extrato e uma recupe 

ração de 100% de ambas as atividades (TABELAS 4 e 5), 	foi 

usada para outra etapa de purificação. Foram também feitas 

determinações da termoestabilidade.das atividades azoalbumi 

nâsica e azoglobulinásica presentes na fração 0/75.• 

4.4 -- Termoestabilid.ade 'da: pracão -0/75 

No estudo da estabilidade térmica, a fração liofili 



TABELA 3 - Atividades azoA e azoG nas frações obtidas por precipitação com sulfato 	de 

amónio. 

Fração 
Volume 
(ml) 

Proteína 
total 

Atividade azoA 
* 

Atividade azoG 
**  

,(mg) UA UA/mg UA 
** 

UA/mg 

Extrato 230 2.956,0 29.900 10,11 40.250 13,61 

0/25 13 74,6 986 13,20 1.314 ,17,60 

25/50 31 439,9 8.432 19,16 13.183 29,96 

50/75 33 225,7 5.915 24,45 6.901 28,52 

Os dados referem-se a 230m1 do extrato total de cotilédones de sementes germinadas 	por 

3 dias preparado com tampão fosfato 0,02M pH 7,6 usando-se a proporção 1:5 (cotilédones: 

meio de extração), 

* UA 	- Unidade de atividade total. 

** UA/mg - Atividade especifica. 
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FIGURA 9 Proteína e atividades azoA e azoe nas frações ob 

tidas por precipitação com sulfato de amõnio, do 

extrato de cotilêdones de sementes germinadaspor 

3 dias. As percentagens foram expressas conside 

rindo-se 100% a proteína total precipitada e as 

atividades totais obtidas. 
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COTIL LDONES (30 g) 

+ 150m1 de tampão fosfato 0,02M pH 7,6 • 

+ filtração em tecido fino 

+ centrifugação (7.500 x g, 20 min, 4°C) 

r 

    

    

RESfDUO 

(desprezado) 

SOBRENADANTE (Extrato) 

+ (NH4 ) 2 SO 4 0-75ó de saturação (4 h) 

+ centrifugação (7.500 x g, 20 min, 4°C) 

PRECIPITADO 	 SOBRENADANTE 

+ tampão fosfato 0,02M pH7,6 	(desprezado) 

q.s.p. 50m1 

+ diãlise contra água 

+ centrifugação C7.500 x g, 20 min, 4°C) 

     

   

~ 

SOBRENADANTE 

   

PRECIPITADO 
(desprezado) 

 

+ liofilização 

     

FFRACÃO Q/75  1 

FIGURA 10 - Esquema de obtenção da fração 0/75 de extrato de 

cotilédones de sementes de Vigna unguiculata (L.) 

Walp. cv. serid6 germinadas por 3 dias. 
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zada e dissolvida em tampão fosfato pH 7,6 foi submetida a 

aquecimento prévio por 10, 2'0, 30 e 40 minutos nas tempera-

turas de 30, 40, 50 e 60°C. Apcs aquecimento,.aliquotas da 

.fração foram usadas nos ensaios de atividades enzimãticanas 

condiç6es padrão estabelecidas (FIGURAS 11 e 12). 

A fração 0/75 quando incubada a 30°C, nos diferen-

tes intervalos de tempo, e em seguida usada para a determi 

nação das atividades azoalbuminãsïca e azoglobulinãsica, apre 
sentou uma redução em torno de 7% para ambas as atividades 

eizimãticas em.estudo. Quando a fração foi pré'-incubada 	a 
440°C por 10, 20, 30 e 40 minutos, observou-se que a ativida 
de azoalbumi.nãsica decresceu em torno de 13% nos três pri- 
meiros intervalos de tempo, porém esse decréscimo foi 	pou 
co maior (cerca de 26%) quando a fração foi submetida . ao 
aquecimento prévio ã mesma temperatura por 40 minutos. Ali-
quotas da fração 0/75 submetidas ao tratamento anterior fo 
ram também usadas na medida de atividade azoglobulinãsica. 
Verificou-se que houve diminuição da atividade 	enzimãtica 
de 18% nas ali_quotas submetidas aos diversos períodos de in 

cubação , 

Houve um decréscimo considerável de ambas as ativi-
dades testadas quando a fração 0/75 foi submetida ao aqueci 
mento prévio a 50°C por 30 e 40 minutos. Porém, quando 	os 
tempos foram de 10 e 20 minutos o comportamento foi aproxi 
madamente o mesmo quando do aquecimento a 40°C. 

Apenas 27% das atividades proteoliticas foram manti 
das quando a fração 0/75 foi aquecida a 60°C por 10, 20 e 
30 minutos observando-se perda quase total das atividades', 
quando a fração foi pra-incubada a mesma temperatura por 40 
minutos. Podemos concluir que as atividades azoalbuminãsica 

e azoglobulinãsica presentes na-fração 0/75 apresentam esta 
bilidade nas temperaturas de 30 e 40°C, enquanto hã uma per 

. da de 75% quando submetida por 10 minutos a temperatura de 
60°C. 
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FIGURA ii 
r Termoestabilidade da atividade azoA presente na 

fração 0/75 de cotilêdones de \rigna unguiculata 

(L.) Walp.:cv, serid6. Foram usadas as 	condi- 
ções padrão de ensaio. 
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FIGURA 12 , Termoestabilidade da atividade azoG. presente na 

fração 0/75 de cotilédones de Vigna unguiculata 

(L,) Walp. cv. serid6. Foram usadas as 	condi- 

ções padrão de ensaio. 
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4, 5 - Filtraçãd dâ Fração.  '0/73 'em Gel de Seph dex G•-100 

A fração 0/75 submetida a cromatografia em Sephadex 

G-100 (FIGURA 13), em tampão fosfato de sôdio pH 7,6, apre 

sentou quatro picos (I, II, III e IV) com pesos moleculares 

de 116,000, 66.000, 22.000 e 4.000 daltons. 0 pico III en-

cerra a maior parte das atividades azoalbuminãsica e azoglo 

bulinãsica, apresenta uma recuperação de 100% da atividade 

azoalbuminãsica e uma purificação de 5,4 vezes (TABELA 4). 

Quanto ã atividade azoglobulinãsica, hg uma recuperação de 

85% e uma purificação de 4,5 vezes (TABELA 5) . 0 pico III mos 

trou-se inativo quando a-N-Benzoil-DL-arginina.-prnitroanili 

da e L-Leucina-p-nitroanilida foram usados como substratos. 

Em experiências anteriores (AINOUZ et al., 	1981) 

foi mostrado, por filtração em gel de Sephadex G--100, que.o 

pico I encerra as atividades caseinãsica e hemoglobinãsica 

e o pico IT ê responsãvel pelas atividades BAPA-ãsica 	e 

LPA-ãsica. Assim sendo, as enzimas responsãveis pela hidr6-

lise in vitro  das azoalbuminas e azaglabulinas parecem ser 

diferentes daquelas capazes de hidrolisar caserna, hemoglo 

bina, BAPA e LPA. 

O.  peso molecular de 22.000 daltons,ap resentado pelo 

pico III, ê comparãvel ao peso molecular de 23,000 daltons 

encontrado por BAUMGARTNER & CHRISPEELS (1977) para a vici 

lina-peptídio-hidrolase, a enzima capaz de hidrolisar in 

vitro  a principal proteína de reserva de Vigna radïata (L.) 

Wilczek, e ao de 27.000 daltons encontrado para a enzima pu 

rificada de lupin-us  angustifolius (SHEPARD $ MOORE, 1978) . 

4.6 - Eletroforese em Gel' de' P'ol'ia'crilamida 

As frações obtidas nas etapas de purificação foram 
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FIGURA 13 .. Cromatografia em Sephadex G-100 da fração 0/75 

liofilizada. A coluna (2,5 x 40 cm) foi equili-

brada com tampão fosfato 0,02M. pH 7,6.A amostra 

(50mg da fração 0/75) foi dissolvida no 	mesmo 

tampão (2,5 ml). A eluição foi feita com o tam 

pão de equilibrir) a um fluxo de 30 ml/hora, 	a 

temperatura ambiente (27°C) e o eluato coletado 

em frações de 31111. 



TABELA 4 - Atividade azoA nas fraçaes obtidas por cromatografia. em Sephadex G-100. 

Fração 
Volume 
(ml) 

Proteína Atividade azoA 

total 
(mg) UAx UA/mg** 

~ 
Recuperação Purificação 

(%) 	 (x) 

Extrato Total 120 1 704,0 26.400 15,49 

0/75 48 502,0 26.400 52,58 

0/75 	(lief.) 6 35,9 2.046 57,03 100 

Pico I Sephadex G-100 6 19,5 1,020 52,30 49,8 

Pico II Sephadex G-100 6 8,7 420 48,20 20,5 

Pico III Sephadex G-100 6 6,8 2.100 309,70 102,6 

Os dados referem-se a extrato de cotilédones de sementes germinadas por 3 dias preparado 

com tampão fosfato 0,02M, pH 7,6 usando-se.a proporção 1:5 (coti.lêdones: meio de extra-

ção) . 

* UA 	- Unidade de atividade total, 

** UA/mg - Atividade especifica. 



TABELA 5 - Atividade azoG nas frações obtidas por cromatografia em Sephadex G-100. 

Fração 
Volume 
(m1) 

Proteína Atividade azoG 

total 

(mg) UA UA/mg}*  
Recuperação Purificação 

( %) 	 (x) 

Extrato total 120 1.704,0 26,400 15,49 - 

0/75 48 502,0 26.400 52,58 - 

0/75 	(liof.) 6 35,8 1.620 45,00 100 

Pico I Sephadex G-100 6 19,5 390 20,00 24,1 

Pico II Sephadex G-100 6 8,7 300 34,50 18;5 

Pico III Sephadex G-100 6 6,8 1.380 203,00 85,2 4,5 

Os dados referem-se a extrato de cotilédones de sementes germinadas por 3 dias preparado 

com tampão .fosfato. 0,02M, pH 7,6 usando-se a proporção 1:5 (cotilédones: meio de extra- 

ção) 

* UA 	- Unidade de atividade total, 

** UA/mg - Atividade especifica. 
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submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida. Os dia-

gramas eletroforêticos (FIGURA 14) mostram um estudo compa 

rativo dos padrões eletroforéticos de amostras de extrato 

total de sementes quiescentes e de sementes germinadas por 

3 dias, da fração 0/75 e do pico III obtido a partir da fra 

ção 0/75 por cromatografia em Sephadex G-100. Os diagramas 

1, 2, 3.e 4 representam as amostras submetidas a eletrofore 

se em. gel de-poliacrilamida em pH 8,3 e os' diagramas 5 e 6 

referem-se aos padrões eletroforéticos do pico III, antes e 

após tratamento com beta-mercaptoetanol, em gel de poliacri 

lamida com SDS.- 

Verificou-se que por eletroforese em pH 8,3, o pico 

III que retém as atividades azoalbuminâsica e azoglobuliná- 

sica, apresenta seis bandas de proteína comuns a todas 	as 

amostras. 

0 pico III (diagramas 5 e 6), quando submetido 	a 

eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS sem. tratamen 

to com beta-mercaptoetanol, apresentou cinco bandas de pro- 

teína com pesos moleculares em torno de - 	9.200, 12.180, 

14.940, 22.320 e 28.480 daltons. Quando o pico III foi tra 

tado com beta-mercaptoetanol verificou-se a presença de cìn 

co bandas de proteína com pesos moleculares em torno 	de 

9.200, 12.180, 13.500, 14,940 e 28.480 daltons. 

Podemos observar que o uso de 	beta-mercaptoetanol 

não modificou sensivelmente o padrão eletroforetico do pico 

III obtido antes do tratamento. 0 fato do pico III ter apre 

sentado virias faixas de proteína é uma indicação de que a 

fração não está suficientimente purificada e,. por falta de 

um método de ensaio adequado, não se pode-afirmar se todas 

estão envolvidas na atividade proteolítica. 
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FIGURA 14 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida. 

Diagramas 1, 2, 3 e 4: eletroforese em pH 8,3. 

i_ Extrato total de sementes quiescentes; 

2. Extrato total de sementes germinadas por 3 

dias; 

3. Fração 0/75 de sementes germinadas por 3 

dias; 

4., Pico III (Sephadex G-100) ; 

Diagramas 5 e 6, eletroforese com SDS em pre-

sença e ausência de beta-mercaptoetanol. 

5.. Pico III (SDS) ; 

6.. Pico III (SDS e beta-mercaptoetanol). 



5 - CONCLUSÕES  

1. 0 extrato de cotilêdones de sementes quiescentes de 

Vigna unguiculata (L.) Walp. cv. serid6 apresenta baixa ca-

pacidade de hidrolisar azoalbuminas (pH 6,0) e azoglobulinas 

(pH 6,9) obtidas de sementes quiescentes. 

2. Há um aumento das atividades azoalbuminásica e azo-

globulinásica totais nos cotilédones até o terceiro dia de 

germinação seguido de um decréscimo até o sétimo dia, quan 

do os cotilédones ainda encerram o dobro das atividades ini 

ciais. 

3. Quando as atividades são expressas por mg de protei 

na o acréscimo das atividades corresponde ao decréscimo de 

proteínas nos cotilédones. 

4. As atividades azoai buminási.ca e azàglobuïinásica., 

presentes em cotilédones de sementes germinadas por 3 dias, 

estão concentradas na fração do extrato que precipita. com  

sulfato de amónio até 75% de saturação. 

5. As atividades azoalbuminásica e a .zoglobulinásica 

de cotilédones germinantes de Vigna unguiculata apresentam 

estabilidade quando a fração 0/75 é aquecida as temperatu-

ras de 30 e 40°C, enquanto que uma perda de atividade em tor 

no de 75% ê observada quando a fração é submetida par 10 mi 

nutos a temperatura de 60°C.. 

6. A fração 0/75, obtida por precipitação com sulfato 

de'am6nio (75% de saturação), quando submetida a filtração 

em gel de Sephadex C-I00 em pH 7,6 apresenta um componente 

com peso molecular de 22.000 daltons, encerrando as ativida 

des azoalbuminásica e azoglobulinásica. 

48 
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7. 	0 sistema enzimetico responsável.pela hidrõlise das 

azoalbuminas e azoglobulinas de sementes quiescentes dife-

rem daqueles responsaveis pela hidr6lise dos seguintes subs 

.tratos: caserna, hemoglobina, a-N-Benzoil--DL-arginina-p-ni 

troanilida e L,-Leucina-p-nitroanilida. 
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Abstract Only 	785 

PADTEOLYTIC ACTIVIT)' IN Vi na unguiculata  (L.) Walp 
USING MODIFIED ENDOGENOÚTEINS AS SUBSTRATES. 

I.Lima Ainouz  and A.L.Linhares Ponte,  Dept. of Bio-
chemistry and Molecular Biology, Univ.Fed.do Ceari, 
C.P. 1065, Fortaleza, Ceará,Brasil. 

Proteolytic activity in extracts of cotyledons 
of mature and germinated seeds, obtained with sodium 
phosphate buffer pH 7.6, was studied using modified 
endogenous proteins as substrates. Azoglobulins and 
azoalbumins were prepared from mature seeds and used 
as substrates against extracts of cotyledons 	from 
germinated seeds up to seven days. The assays were 
carried out at 50°C, for 30 min, at pH 6.0 for azo-
albumins and pH 6.9 for azoglobulins. The activities 
for both substrates increase up to the 3rd day and 
then decrease until the 7th day. The proteolytic 
activities patterns using azoglobulins,azoalbumins, 
casein (pH 6.0) ,and hemoglobin (pH 3.5) as substrates 
are similar but differ significantly when BAPA (pH 
7.6) and LPA (pH 7.0) were used as substrates. The 
results suggest that there are several enzymes 
involved in the degradation of the seed proteins 
during germination. (Supported by CNPq grants) 

Plant.Physiol. 65(6) Sup., 142 Abstract 785 (1980). 
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ATIYIDADE A;OGLOBULTNICA EM COTILEDONES DE SEMENTES GEP,MiNAN- 
TES OE vigna unguiculata (L.) Halp cv. SERIDO. 

A.L.PONTE FREITAS e I.LIMA 1tIN0UZ 

Departamento de Bioquìmica e Biologia Molecular, Universidade 
Federal do Ceara, C.P. .1065, Fortaleza, CE. 

0 emprego de substratos endógenos, no estudo da 	atividade 

proteolitica em sementes de vegetais, tem sido sugerido como 

um dos possíveis meios de se verificar o comportamento das en 

pinas oroteeljticas durante a germinação, por se oferecer con 

diçaes mais próximas daquelas que ocorrem in vivo. 

Verificou-se anteriormente (Plant  Phvsiol 65(6), 142, 1980) 

que ezoglobutinas, preparadas a partir de sementes 	quiescen 

tes de Vior.a unouiculata (L.) Walp ev. Serid6, são hidrolisa 

das por extratos de cotilédones de sementes germinadas 	por 

tres dias. 

A atividade azoglobulinica foi determinada nas frações obti 

das por precipitação, do extrato de sementes germinadas 	por 

tres dias, com sulfato de amónio. Os ensaios de atividade fo 

ram feitos por 30 min a 50°C, usando-se como substrata 	solu 

ção de azoglooulina a 21 em tampão fosfato ( X2NP04/Nali2PO4  ) 

0,2 M pm.6,9. A reação foi parada com TCA e o filtrado poste. 

riormente neutralizado com NaOH 2N. A medida de atividade foi 

feita pela absorbãncia em 440nm. 

A atividade em estudo mostrou-se distribuida nas frações pre 

cipitadas nos intervalos de até 251, de 25 a 501 e 50 a 755de 

saturação com sulfato ce amónio. A preparação obtida por pre 

cipitação com sulfato de amónio até 755 de saturação apresen 

tou 4 frações, quando submetida a cromatografia em 	Sephadex 

G-10O (ph 7,6). A fração encerrando maior atividade a_oglobu 

linica parece ser diferente daquelas responsãveis pela hidra 

lise dos substratos anteriormente usados (caseína, hemoglobi 

na, L-leucina-p-nitroanilida e °-N-benzoil-OL-arginina-p-nllro 

anilida). Os resultados sugerem a ocorrencia de diferentes sis 

temas enzimãticos em sementes quiescentes e germinantes, 	em 

concordãncia com a sugestão de outros autores quando do estu 

do de outras sementes. 	 - 

(UFC, C`+Pg) 
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I Reunião Regional da SBBq, Fortaleza, 1980. 
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