
B818c 
0465887 
T574.192 

UFC/BUIBCT 	03/11/1998 

I~NII'MQVVYVNI~~91~ 
uma 

R895873 

CARACTERIZAÇÃO PARCIAL DE UMA FRAÇÃO PROTÉICA DE 
Vigna nnguiculata (L.) Walp. cv. Seridó RESISTENTE AO CALOR, 

A pH ÁCIDO 'E RICA EM INIBIDORES DE TRIPSINA. 

C 

G~ 

MARÍLIA LOPES BRANDÃO 

DISSERTAÇÃO SUBMETIDA À, COORDENAÇÃO DO 

CURSO DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOQUÍMICA, 

COMO REQUISITO' PARCIAL PARA OBTENÇÃO DO- GRAU DE MESTRE 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARÁ 

FORTALEZA - 1985 

UFC
Caixa de texto

UFC
Caixa de texto

UFC
Caixa de texto

UFC
Caixa de texto



Esta dissertação foi apresentada como parte dos re-

quisitos necessários à obtenção do grau de Mestre em Bioquí-

mica, outorgado pela Universidade Federal do Ceará e encon- 

tra-se à disposição dos interessados na Biblioteca 	Central 

da referida Universidade. 

A transcrição do material contido nesta dissertação 

é permitida desde que se faça a citação necessária. 

44u4446u44(- 
Martlia( Lopes Brandão 

DISSERTAÇÃO APROVADA EM 

José Xavier Filho 

Orientador da Dissertação 

~/t22e~ r7-,a_ o( i mcZ 1>uy1.~  

Iracema Lima Afinou 

Renato de zevedo Moreira 

ií 

UFC
Caixa de texto

UFC
Caixa de texto

UFC
Caixa de texto

UFC
Caixa de texto



Ao Paulo e 

a meus pais. 

;;; 



Este trabalho foi realizado graças a auxílios das seguintes 

instituições: 

Conselho Nacional de Desenvolvimento 	Cientifico e 

Tecnológico (CNPq), através de bolsa de Pós-Graduação conce-

dida à autora e de auxílios ao curso de Pós-Graduação em Bio 

química do Departamento de Bioquímica e Biologia 	Molecular 

do Centro de Ciências da Universidade Federal do Ceará. 

Coordenação de Aperfeiçoamento do Pessoal de 	Nível 

Superior (CAPES), através de auxílios ao Curso de Pós-Gradua 

ção em Bioquímica do Departamento de Bioquímica e 	Biologia 

Molecular do Centro de Ciências da Universidade Federal 	do 

Ceará. 

Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular 	do 

Centro de Ciências da Universidade Federal do Ceará, em cu-

jos laboratórios esta dissertação foi preparada. 

iv 



AGRADECIMENTOS 

Ao professor José Xavier Filho pela orientação segu-

ra e dedicada. 

Aos professores Iracema Lima Ainouz e Renato de Aze-

vedo Moreira pelas sugestões e contribuições valiosas duran-

te a realização desta dissertação. 

Ao professor Francisco de Assis de Paiva Campos pe-

las ricas e estimulantes discussões. 

Aos demais professores, colegas e funcionários pelos 

ensinamentos, cooperação e amizade. 

v 



SUMÁRIO  

LISTA DE FIGURAS 	 

LISTA DE TABELAS 	 

ABREVIATURAS E DEFINIÇÕES 	 

RESUMO 	 

ABSTRACT 	  xiv 

   

1 - INTRODUÇÃO  	1 

2 - MATERIAIS E MÉTODOS  	13 

2.1 - Materiais  	13 

2.1.1 - Material Vegetal  	13 

2.1.2 - Material Animal  	13 

2.1.3 - Outros Materiais  	13 

2.2 - Métodos  	14 

2.2.1 - Farinha de Sementes  	14 

2.2.2 - Preparação da Fração Resistente ao Calor 	 15 

2.2.3 - Preparação da Fração 25/50  	17 

2.2.4 - Preparação de Azo-caseína  	17 

2.2.4 1 - Preparação das Soluções de Azo-caseína  	18 

2.2.5 	Preparação dos Extratos de Callosobruchos ma- 
culatus  	18 

2.2.6 - Determinação de, Nitrogênio Total  	19 

2.2.7 - Determinação de' Carboidrato  	19 

2.2.8 - Atividades Enzimáticas e Inibitórias  	19 

2.2.8.1 - Atividade da Tripsina  	19 

2.2.8.1.1 - Ação da FRC sobre a Atividade da Tripsina 	20 

2.2.8.2 - Atividade da Quimiotripsina  	20 

2.2.8.2.1 - Ação da FRC sobre a Atividade da Quimio- 

tripsina  	21 

2.2.8.3 - Atividade da Pepsina  	21 

vi 



vii 

Página 

2.2.8.3.1 - Atividade da FRC sobre a Atividade 	da 
Pepsina  	22 

2.2.8.4 - Atividade da Subtilisina BPN'  	22 

2.2.8.4.1 - Ação da FRC sobre a Atiividade da Subtili 
sina BPN' 	 23 

2.2.8.5 - Atividade da Papaina  	23 

2.2.8.5.1 - Ação da FRC sobre a Atividade da Papaina 	24 

2.2.8.6 - Atividade da Pronase  	24 

2.2.8.6.1 - Ação da FRC sobre a Atividade da Pronase 	25 

2.2.8.7 - Atividade Azo-caseinásica Ácida de Extrato 
de C. maculatus  	25 

2.2.8.7.1 - Ação da FRC sobre a Atividade Azo-caseiná 
sica Ácida de Extrato de Callosobruchusma 
culatus  	26 

2.2.8.8 - Atividade Azo-caseinásica Alcalina de Extra 
to de C. maculatus  	26 

2.2.8.8.1 - Ação da FRC sobre a Atividade Azo-caseiná 
sica Alcalina de C. maculatus  	26 

2.2.8.9 - Atividade Caseinásica da Fração 25/50  	27 

2.2.8.9.1 - Ação da FRC sobre a Atividade Caseinásica 
da Fração 25/50  	27 

2.2.8.10 - Atividade 	BAPA-ásica da F 25/50  	28 

2.2.8.10.1 - Ação da FRC sobre a Atividade BAPA-ásica 
da F 25/50  	28 

2.2.8.11 - Atividade Hemoglobinásica da Fração 25/50 	29 

2.2.8.11.1 - Ação do FRC sobre a Atividade Hemoglobi- 
násica da F 25/50  	29 

2.2.9 - Cromatografia em Sephadex G 100  	30 

2.2.10 - Cromatografia de Troca Iônica  	30 

2.2.11 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida a pH 8.1  	31 

2.2.12 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com SDS 	32 

2,2,13 - Focalização isoelétrica em Placas de Gel de 
Poliacrilamida  	32 

3 - RESULTADOS  	34 

3.1 - Determinação de Nitrogênio Total  	34 

3.2 - Determinação de Carboidrato  	34 

3.3 - Ação da FRC sobre as Atividades Proteoliticas  
Estudadas  	34 



3.3.1 - Ação da FRC sobre a Atividade da Tripsina Bo 
vina 	  

3.3.2 - Ação da FRC sobre a Atividade da Tripsina Por 
cina 	  

3.3.3 - Ação da FRC sobre a Atividade da Quimiotripsi 
na Bovina 	  

3.3.4 - Ação da FRC sobre a atividade da Pepsina 

3.3.5 - Ação da FRC sobre a Atividade da Pronase 

3.3.6 - Ação da FRC sobre a Atividade da Subtilisina 
BPN' 	  

3.3.7 - Ação da FRC sobre a Atividade Proteinásica da 
Papaina 	  

3.3.8 - Ação dá FRC sobre as Atividades Azo-caseinási 
cas de Extrato Bruto de C. maculatus 	 

3.3.9 - Ação da FRC sobre a Atividade Caseinásica da 
Fração 25/50 de Vigna unguiculata 	  

3.3.10 - Ação da FRC sobre a Atividade BAPA-ásica da 
F 25/50 de Vigna unguiculata 	  

3.3.11 - Ação da FRC sobre a Atividade Hemoglobinási-
ca da Fração 25/50 de Vigna unguiculata ... 

3.4 - Caracterização da FRC por Métodos Elatroforéti- 
cos 

3.4.1 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida a pH8.1 

3.4.2 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com SDS. 

3.5 - Caracterização da FRC por Métodos Cromatográfi- 
cos 

3.5.1 - Cromatografia em Sephadex G 100 	  

3.5.2 - Cromatografia de Troca Iônica em DEAE-Celulose 	 

3.6 - Eletrofocalização em Gel de Poliacrilamida  

4 - DISCUSSÃO 	 

5 - CONCLUSÕES 	 

6 - REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 	 

viii 

Página 

34 

36 

36 

36 

36 

40 

40 

40 

41 

41 

42 

42 

42 

42 

48 

48 

48 

53 

56 

62 

63 



45 

46 

49 

50 

52 

54 

LISTA DE FIGURAS 

FIGURA 
	

Página 

1 	Esquema de obtenção da FRC 	 16 

2 	Atividade anti-triptica da FRC, utilizando-se 

tripsina bovina  	35 

3 	Atividade anti-triptica da FRC, utilizando-se 

tripsina porcina  	37 

4 	Atividade anti-quimiotriptica da FRC  	38 

5 	Eletroforese em gel de poliacrilamida revela- 

da por coramento negativo para inibidores de 

tripsina  	43 

6 	Eletroforese em gel de poliacrilamida de uma 

amostra de FRC corada por negro de amido .... 	44 

7 Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS 

de uma amostra de FRC. Coramento por Coomassie 

Blue 	  

Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS 

de uma amostra de FRC. Coramento negativo re- 

velação para inibidores de tripsina 	  

9 Perfil 	de 	eluição 

dex 	G 	100, 	tampão 

da 	cromatografia 

fosfato 	  

em Sepha- 

10 Perfil 	de 	eluição 

dex 	G 	100, 	tampão 

da 	cromatografia 

acetato 	  

em Sepha- 

11 Perfil 	de 	eluição de 	uma 	cromatografia em 

DEAE-celulose 	da FRC 	  

12 Eletrofocalizaçao em placas 	de 	gel de polia- 

crilamida da FRC 	 

de 	tripsina 	 

Revelação para inibidores 

ix 



X 

FIGURA 	 Página 

13 	Eletrofocalização em placas de gel de polia- 

crilamida da FRC. Revelação para proteínas .. 	55 



LISTA DE TABELAS 

TABELAS 	 Página 

1 	Atividades residuais da pepsina, pronase, subti 

lisina BPN', papaina, azo-caseinases ácida e 

alcalina de C. maculatus"e caseinase,' 	hemo- 

globinase e BAPA-ase da .F 25/50 de Vigna un- 

guiculata 	  

2 	Pesos moleculares das bandas de proteína da 

FRC obtidos por eletroforese em gel de polia- 

crilamida com SDS 	  

3 	Pesos moleculares de frações S1,  S2,  S3,  S4,  

S5e S6, eluidas por cromatografia em Sephadex 

G 100 	  

39 

47 

51 

xi 



I 

PM 

QT 

SDS 

S1, S2, S3, 

S4, S5, S6 

T 	, 

TCA 

TF 

UI 

ABREVIATURAS E DEFINIÇÕES  

APNE 

ASD 

BAPA 

DEAE 

DMS 

EDTA 

FRC 

F 25/50 

acetil-DL-fenilalanina-Q-naftil ester 

ácido sulfanilico diazotizado 

a-N-Benzoil-DL-arginina-p-nitróanilida 

dietilaminoetil 

dimetil sulfóxido 

ácido etilenodiaminotetracético; sal dissódio 

fração resistente ao calor 

fração isolada de Vigna unguiculata (L.) Walp. 

cv. Seridó no intervalo de 25 a 50% de satura-

ção com sulfeto de amônio 

inibidor 

peso molecular 

quimiotripsína 

dodecil sulfato de sódio 

frações da FRC separadas por filtração em gel 

de Sephadex G 100 

tripsina 

ácido tricloro acético 

tampão fosfato 

unidades de inibidor 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO cE

AR~ 

CA DE CIËNCIAS EjECN~yL001A 
glgLlOTE 

xii 

UFC
Caixa de texto



RESUMO 

Uma fração protéica isolada de sementes quiescentes 

de Vigna unguiculata (L.) Walp cv. Seridó, resistente ao ca-

lor e solúvel em ácido, foi parcialmente caracterizada nesse 

trabalho. Os testes de inibição da atividade proteolitica de 

algumas proteinases pela fração em estudo, mostraram que a 

Fração Resistente ao Calor (FRC) inibe tripsina bovina, tripsi 

na porcina, quimiotripsina e pronase. Esta última, muito fra 

camente. Entretanto, a FRC -não -foi capaz de, nas 	condições 

de ensaio, inibir as atividades proteinásicas das seguintes 

enzimas: subtilisina BPN', Pepsina, Papaina, 	Azo-caseinase 

ácida e alcalina de Callosobruchus maculatus e as ativida-

des BAPA-ásica, caseinásica e hemoglobinásica da Fração 25/50 

isolada de Vigna unguiculata cv. Seridó. 

Algumas caracteristicas da FRC foram examinadas por 

filtração em gel de Sephadex G 1.00, eletroforese em gel 	de 

poliacrilamida, cromatografia em DEAE-celulose e focalização 

isoelétrica em placas de gel de poliacrilamida. 

Os pesos molecular aparentes das protéinas 	consti- 

tuintes da FRC, determinados por eletroforese em gel de po-

liacrilamida com SDS, variam de 8.000 a 49.000 daltons. 

Estes valores de peso molecular foram muito 	baixos 

quando comparados com os obtidos por filtração em gel 	de 

Sephadex G 100, indicando assim a existência de 	agregados 

protéicos não'estáveis em solução 	- -, na concentração do 

experimento. 

A FRC quando examinada por focalização 	isoelétrica 

se apresenta heterogênea mostrando 17 bandas de proteína com 

pontos isoelétricos variando entre 3,2 a 5,3. Os inibidores 

de tripsina revelados por focalização isoelétrica constituem-

uma familia de quatro inibidores com pontos isoelétricos de 

5 , 3 ; 5,0;  4,7 e 4,1. 0 perfil da DEAE-celulose da FRC refletiu a gran 

de complexidade da fração e a grande variedade de pontos isoelétricos. 



ABSTRACT 

A heat stable and acid soluble protein fraction (FRC) 

from quiescent seeds of Vigna unguiculata (L.)Walp. was 

isolated and partially characterized. The inhibitory activity 

of this fraction towards some proteinases was tested. The 

FRC inhibited the proteolytic activity of bovine trypsine, 

porcine trypsine, chymotrypsin and pronase. However, within 

the assay conditions, the FRC failed to inhibit the 

proteolytic activity of subtilisin BPN', pepsin, papain, an 

acid and alkaline azo-caseinase activity found in larvae of 

the beetle Calosobruchus maculatus, and the BAPA-ase, 

caseinase and hemoglobinase activities isolated from V. 

unguiculata cv. Seridó seeds. 

Some characteristics of the FRC were examined by gel 

filtration in Sephadex G 100, polyacrylamide gel 

electrophoresis, ion exchange chromatography and isoeletric 

focusing in polyacrylamide gel. 

The apparent molecular weights of the protein 

components of the FRC were examined by PAGE-SDS, and ranged 

from 8.000 to 49.000 daltons. These values were very low 

when compared with the ones obtained by gel filtration in 

Sephadex G 100, indicating the existence of protein aggregates 

within the FRC, which are not stable in SDS solutions. 

The DEAE-cellulose pattern of the FRC reflected the 

great complexity of this fraction. When examined by isoelectric 

focusing, the FRC was shown to be heterogeneous; 17 protein 

bands were visible in the gel and the isoelectric points 

ranged from 5.3 to 3.2. When gels were stained for trypsin 

inhibitors, four inhibitor bands were obtained, with 

isoeletric points of 5.3, 5.0, 4.7 and 4.1. 
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1 - INTRODUÇAO  

A carência de protetnas para alimentação humana nos 

países subdesenvolvidos tem motivado pesquisas sobre a natu-

reza das protetnas de plantas. Estima-se que no ano 2000 a 

população mundial será de aproximadamente seis bilhões e que 

para alimentar 

ções atuais de 

to de proteínas 

mais. Como isto 

essa população, mantendo-se as mesmas condi-

nutrição, será necessário duplicar o suprimen 

vegetais e quadruplicar o de proteínas ani-

é pouco provável, principalmente no tocante 

ao fornecimento de proteínas de origem animal, as proteinas 

vegetais passam a desempenhar um papel de grande importância 

como fonte de alimento. Aliás, em muitos países pobres, 	as 

protetnas de plantas já constituem a principal fonte de pro- 

teínas na dieta das populações menos favorecidas 	(KAKADE, 

1974). 

0 alto conteúdo protéico, aproximadamente 25% do pe-

so seco das sementes de leguminosas, particularmente, semen-

tes de soja, feijão, amendoim e ervilha tornam estas plantas 

muito importantes do ponto de vista nutricion•al. 

1.1 - Proteínas de Sementes - Aspectos Gerais  

As protetnas de sementes, de um modo geral, 	podem 

ser classificadas em duas categorias: proteínas de reserva e 

protetnas envolvidas no metabolismo normal da célula. A maior 

parte das protetnas de sementes é constituída de 	proteínas 

de reserva. A fração de proteínas envolvidas no metabolismo 

normal da célula é relativamente pequena mas muito numerosa 

em tipos de proteínas (HIGGINS, 1984). 

Ao longo do desenvolvimento das sementes as proteí-

nas de reserva vão sendo acumuladas em quantidades signifi- 

1 
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cantes. Durante a germinação essas proteínas estocadas 	vão 

sendo mobilizadas para fornecimento de nitrogénio 	reduzido 

que irá suprir o próprio processo germinativo. 

As proteínas, particularmente as de reserva, podem, 

por razões operacionais, ser separadas em quatro 	classes, 

de acordo com a solubilidade: albuminas,globulinas, prolami- 

nas e glutelinas que são solúveis respectivamente em 	água, 

solução salina, álcool e soluções levemente ácidas ou bási-

cas. As globulinas representam as principais proteínas de re 

serva dos legumes, e dicotiledôneas de um modo geral. Por ou 

tro lado, cereais como o milho, trigo, cevada são ricos 	em 

prolaminas e glutelinas. Estas proteínas constituem portan-

to, a principal forma de armazenamento protéico das monocoti. 

ledôneas. É oportuno salientar que na aveia, embora uma mono 

cotiledônea, as principais proteínas de reserva são da clas-

se das globulinas (RYAN, 1973 & HIGGINS, 1984). 

A composição de aminoácidos das proteínas de reser-

va, de certo modo, é consistente com o papel de reserva de 

nitrogênio atribuido a essas proteínas. Elas são ricas em as 

paragina, glutamina, arginina e'prolina. 

Os legumes normalmente apresentam baixos níveis 	de 

cisteína, metionina e triptofano. Já nos cereais, os aminoá-

cidos que se apresentam em níveis muito reduzidos são a lisi 

na, treonina e triptofano (HIGGINS, 1984). 

Freqüentemente, as globulinas de reserva de legumes 

estão presentes como proteínas oligoméricas. As frações pro-

laminicas dos cereais estão presentes na forma de monúmeros 

ou pequenos agregados e são solúveis em álcool a 70% enquan-

to as frações,. gluteltnicas também características dos cereais, 

formam grandes agregados ligados por pontes 	dissulfeto, e 

são solúveis em ácidos e bases. 

Além do critério de solubilidade, as proteínas tam-

bém podem ser classificadas tomando-se por base suas possí-

veis funções, já que elas podem atuar como enzimas, como ele 

mentos estruturais, como proteínas de reserva de vários teci 

dos, ou proteínas de defesa, etc. Esta classificação se mos-

tra satisfatória desde que as proteínas estudadas tenham fun 



3 

ções definidas. Todavia existem algumas proteínas de plantas 

para as quais o papel fisiológico não foi determinado. Geral 

mente, nesses casos, muitos papéis biológicos são propostos 

e especulados, tomando-se por base algumas propriedades bio- 

químicas dessas proteínas. No entanto, sabe-se que as 	pro- 

priedades bioquímicas de uma proteína podem não ser expres-

sas na natureza e portanto serem insuficientes para explicar 

o significado fisiológico dessa proteins na planta 	(ADAMS, 

1981). LASKOWSKI & KATO (1980) reforçaram essa idéia quando 

afirmaram que a maioria dos inibidores de proteases foi des 

coberta e isolada usando-se como indicador a sua capacidade 

de inibir enzimas proteoliticas disponíveis (como 	tripsina 

bovina). Na verdade, em virtude disso, os inibidores 	torna- 

ram-se proteínas em busca de uma função, mais do que proteí-

nas isoladas com o intuito de explicar uma função biológica 

previamente descoberta. 

Alguns pesquisadores sugeriram que os inibidores de 

proteinases e outras proteínas vegetais cuja função biológi- 

ca não é aparente, tais como urease, a-amilase, lectinas 	e 

algumas proteases, podem ser classificadas como 	"proteínas 

disponíveis" em contraposição às "proteínas indispensáveis" 

tais como enzimas da via glicolttica, enzimas 	ribossomais, 

citocromos (ADAMS, 1981). 0 caráter de dispensabilidade 	é, 

portanto, o critério básico dessa nova proposta de classifi- 

cação e envolve a idéia de que, como algumas plantas 	podem 

sobreviver sem as "proteínas dispensáveis", provavelmente o 

papel biológico dessas Troteinas seria inespecifico e de cer 

ta forma passível de ser substituído por outras proteínas em 

outras espécies de plantas (XAVIER FILHO & CAMPOS, 1984). 

Na classe destas proteínas dispensáveis, cujas fun 

ções biológicas ainda não foram claramente elucidadas, 	os 

inibidores naturais de proteases ocupam um lugar de destaque, 

posto que a compreensão dos mecanismos de controle das enzi-

mas muito provavelmente possibilitará a manipulação de diver 

sos processos biológicos. 
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1.2 - Inibidores de Proteinases  

1.2.1 - Aspectos Gerais 

Inibidores naturais de proteinases são proteínas que 

estão presentes na maioria das formas de vida. Eles apresen-

tam a peculiar propriedade de se associar com enzimas proteo 

liticas formando complexos estequiometricamente 	definidos, 

nos quais a atividade catalítica das enzimas é competitiva- 

mente inibida. Tais inibidores são altamente 	específicos 

prestando-se portanto como ótimos sistemas de estudo das in-

terações entre proteínas. 

0 interesse pelos inibidores foi inicialmente motiva 

do pelo seu provável significado nutricional. A presença des 

tas proteínas em leguminosas, Gramineas e Solanáceas contri-

bui para diminuir o valor nutritivo desses alimentos. Obser-

vou-se que a presença dos inibidores de tripsina na dieta de 

animais de laboratório provocava um retardamento no cresci-

mento e uma hipertrofia pancreática, o que podia ser evitado 

pela prévia inativação dos inibidores pelo calor 	ou outro 

agente desnaturante (LIENER & KAKADE, 1980). 0•grande número 

de espécies dessas famílias e seu importante significado eco 

nômico leva ainda hoje a que se concentrem nelas os estudos 

sobre inibidores naturais de enzimas proteoliticas. Entretan 

to estas proteínas estão amplamente distribuídas no reino've 

geral, embora sua presença varie quantitativamente entre as 

várias espécies do mesmo gênero e até entre variedades 	de 

uma mesma espécie. Algumas cultivares de Phaseolus vulgaris, 

espécie bastante conhecida pelos seus inibidores de tripsina, 

não contem inibidores (JAFFÉ et al., 1973), o que poderia re 

forçar o caráter de dispensabilidade dessas substancias, atri 

buído por alguns pesquisadores (ADAMS, 1981). 

A maioria dos inibidores de proteinases de origem ve 

getal compartilha algumas propriedades comuns. 	Geralmente 

contêm altas percentagens de resíduos de cisteina, presentes 
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como pontes dissulfeto, o que provavelmente lhes confere uma 

grande resistência a agentes desnaturantes, tais como calor, 

extremos de pH, etc. e grande estabilidade face ao ataque de 

enzimas proteoliticas. Entretanto, outras interações não co-

valentes são também responsáveis pela estabilidade dos inibi 

dores, como foi demonstrado para o inibidor I de batatas que, 

apesar de possuir apenas uma ponte dissulfeto resiste a tem-

peratura de 80°C (RYAN, 1981). 

A tolerância a condiç6es desnaturantes é pois uma ca 

racterística própria dos inibidores de enzimas 	proteoliti- 

cas, o que não se aplica à grande maioria das proteínas. 	0 

inibidor de soja de Bowman-Birk, por exemplo, permanece está 

vel após tratamento com etanol a 90°C. 	0 inibidor de "lima 

bean" (Phaseolus lunatus) continua ativo após aquecimento a 

90°C por 15 minutos. Este mesmo inibidor é capaz de resistir 

ao tratamento com HC1 0,01 N a 40°C por duas horas e, quando 

tratado com NaOH 0,1 N, a 23°C por 24 horas, ainda 	mantém 

sua atividade inibitória (ADAMS, 1981). 

Os inibidores geralmente são pobres em 	metionina, 

histidina e triptofano. Entretanto muitos são ricos em ácido 

aspártico, ácido glutâmico, lisina e resíduos . de 	serina 

(RYAN, 1981). 

Os inibidores de proteinases de plantas 	em 	geral 

apresentam pequenos pesos moleculares (entre 4.000 e 60.000 

daltons, freqüentemente entre 8.000 . 20.000 daltons). Quan-

do apresentam peso molecular elevado são proteínas poliméri-

cas cujos protômeros têm PM em torno de 10.000 daltons. 

A.associação dos inibidores com suas respectivas pro 

teinases é um ,processo dependente de pH e usualmente é forte 

a pH neutro, decrescendo à medida que o pH se aproxima 	de 

3,0. 

Estudos do sistema inibidor-enzima, particularmente 

dos inibidores de tripsina, levaram LASKOWSKI & KATO (1980) 

a sugerir que a formação do complexo se devia à ação da enzi 

ma sobre uma ligação peptidica específica da molécula do ini 

bidor, formando uma acil-enzima acompanhada da hidrólise da 

ligação peptidica. FOSTER E RYAN, citados 	em LASKOWSKI & KATO 
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(1980), mostraram que quimiotripsina inativa e inibidor de 

batata formam complexos estáveis. Portanto nem a resistência 

nem a suscetibilidade à hidrólise do sitio reativo são fato-

res de fundamental importância no mecanismo de inibição. 

É importante salientar que os estudos sobre mecanis- 

mos de inibição referem-se principalmente aos inibidores de 

proteinases tipo serina. Apesar de já terem sido isolados e 

descritos inibidores de carboxiproteinases,.metaloproteinases 

e sulfidrilproteinases, eles permanecem relativamente pouco 

estudados. Essa preferência pelos inibidores de 	proteinase 

tipo serina se deve, provavelmente, ao fato de que os labora 

tórios e pesquisadores pioneiros usavam tripsina 	bovina ou 

quimiotripsina como enzima teste. Portanto, isso não reflete 

uma ocorrência mais ampla desses inibidores 	na 	natureza 

(LASKOWSKI & KATO, 1980). 

Os sistemas inibidor-enzima analisados por cristalo-

grafia de raios-X mostram que os inibidores são ótimos subs 

tratos que se ligam ao sitio reativo da enzima de modo 	a 

bloqueá-lo. 0 contato ocorre numa pequena região da enzina e 

do inibidor, de modo que numerosas interações são estabeleci 

das resultando num ajuste excelente. Uma característica not& 

vel desses inibidores é a presença de pelo menos uma 	ponte 

dissulfeto envolvendo a ligação peptidica do sítio reativo. 

Isso garantiria a não dissociação das cadeias polipepttdcas 

quando da conversão da forma virgem para a forma modificada 

do inibidor. Todavia, já há evidências de que ligantes 	não 

covalentes possam exercer o papel de pontes 	dissulfeto, no 

sentido de manter a associação das cadeias polipeptidicas do 

inibidor (LASKOWSKI & KATO, 1980). 

Os inibidores naturais de proteinases podem ser cias 

sificados em famílias, onde o critério de classificação é a 

homologia entre seus membros, principalmente nas 	relações 

topológicas entre as pontes dissulfeto e a 	localização do 

sitio reativo. Os inibidores da família de Bowman-Birk, por 

exemplo, possuem duas regiões homólogas, cada uma com sitio 

reativo numa posição homóloga. Trata-se de típicos inibido-

res de dupla cabeça. Estes inibidores são capazes de inibir 
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duas ou mais enzimas simultaneamente, isto é, uma s6 molécu-

la inibidora pode inibir várias enzimas de forma independen- 

• te. A associação de várias cadeias polipeptidicas, cada uma 

com um sitio reativo, é comumente responsável pela formação 

dos inibidores de múltiplas cabeças (LASKOWSKI & KATO, 1980). 

Muitos inibidores já foram descritos, inclusive ini-

bidores de proteinases tipo serina que também mostram ativi-

dade contra uma protease sulfidrtlica. Esse é o caso do ini- 

bidor de tripsina e quimiotripsina de "broad bean" 	(Vicia 

faba) que também inibe papatna. 0 inibidor de tripsina de so 

ja (Kunitz) também inibe clostripatna (RICHARDSON, 1977). 

Recentemente, CAMPOS & RICHARDSON (1983) determinaram 

a estrutura primária de um inibidor extraído de ragi (Eleusi 

ne coracana), que é capaz de inibir enzimas de classes dife- 

rentes. Esse inibidor é ativo contra tripsina e 	a-amilase, 

apresentando uma homológia estrutural não somente com o ini-

bidor de c-amilase de trigo, mas também com os inibidores de 

tripsina de cevada e de milho. 

1.2.2 - Papel Biológico dos Inibidores 

Muitas pesquisas têm sido realizadas buscando deter-

minar um papel biológico para os inibidores naturais de pro-

teinases em plantas. Algumas especulações ainda que sugesti-

vas requerem evidências suficientes. As dificuldades na de- 

terminação do significado fisiológico dessas proteínas 	nas 

plantas parecem sugerir a possibilidade dos inibidores exer-

cerem uma multiplicidade de papéis. Entre as funções biológi 

cas sugeridas para os inibidores, podemos incluir o envolvi-

mento nos mecanismos de defesa e nos processos de regulação 

metabólica e como proteína de reserva. 



8 

1.2.2.1 - Regulaçao da Atividade de Proteinases Endógenas 

Algumas evidências apontam para um papel de controle 

da atividade de proteinases endógenas, entretanto, na grande 

maioria dos casos, os inibidores têm mostrado atividade so-

mente contra proteinases digestivas de animais e microrganis 

mos, com especificidade para tripsina e quimiotripsina. Con-

tudo, em algumas sementes com alface, cevada, arroz,centeio, 

batata e feijão de corda foi demonstrada a presença de ini-

bidores capazes de inibir proteinases endógenas (RICHARDSON, 

1977).. Postula-se que a função desses inibidores estaria re 

lacionada com a manutenção das enzimas proteoltticas em esta 

do inativo nos órgãos quiescentes. Durante o processo germi-

nativo da semente ocorreria a dissociação do complexo enzi- 

ma-inibidor.. As enzimas seriam envolvidas na mobilização 	de 

reservas de proteínas enquanto a concentração de inibidores 

decresceria rapidamente. 

Mesmo que sugestiva essa hipótese é muito 	passível 

de criticas, tendo em vista que a grande maioria dos inibido 

res não é capaz de inibir proteinases endógenas e nenhum ini 

bidor de proteinase, que está presente em grande quantidade 

em sementes ou em tubérculos, parece ter uma função de regu-

lação de proteínas endógenas (RYAN, 1979). A inexistência de 

proteinases endógenas capazes de serem inibidas por inibido-

res isolados do mesmo tecido parece ser uma sugestão de que 

os inibidores não teriam um papel biológico relevante enquan 

to inibidores (XAVIER FILHO & CAMPOS, 1984). 

1.2.2.2 - Proteção contra a Disrupção Acidental da Estrutura 
Subcelular 

BAUMGARTNER & CHRISPEEL (1976) sugeriram um papel de 

proteção contra a disrupção acidental da estrutura subcelu-

lar. Este papel estaria relacionado com a defesa das protet- 
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nas citoplasmáticas contra uma possível disrupção dos deposi 

tários de enzimas hidroltticas em vegetais, Entretanto, 	são 

poucas as indicações que apontam para esse papel, principal-

mente porque não foi confirmada uma localização exclusivamen 

te citoplasmática para os inibidores naturais de proteinases. 

1.2.2.3 - Proteção contra o Ataque de Insetos e Microorganis 

mos 

Uma sugestão muito atrativa e interessante é a parti 

cipação dos inibidores de proteinases nos processos de defe-

sa da planta contra o ataque de microorganismos, insetos, etc. 

RYAN e colaboradores encontraram indicações desse papel tra- 

balhando com folhas de tomateiro, que quando submetidas 	ao 

ataque de insetos ou mesmo injúrias mecânicas produziam 	um 

fator que induzia a liberação de inibidores de 	proteinases 

(PIIF - "proteinase inhibitor inducing factor"). Posterior-

mente, esses investigadores demonstraram esse fenômeno em um 

número significativo de plantas (RYAN, 1973). Outra evidên-

cia relatada por PENG & BLACK (citados por LIENER & KAKADE, 

1980) consistiu no aumento da atividade inibitória em plan- 

tas de tomate à medida que crescia uma infecção 	provocada 

por fungos patogênicos. 

Essa hipótese recebeu considerável suporte quando da 

descoberta de um cultivar de feijão de corda resistente ao 

ataque do gorgulho (Callosobruchus maculatus) e portador de 

um alto conteúdo de inibidores de tripsina. Esta resistência 

foi atribuída à ação dos inibidores já que outras cultivares 

suscetíveis ao ataque do inseto não apresentavam alta concen 

tração de inibidores (GATEHOUSE, 1979). Entretanto, já foi 

encontrada uma variedade de feijão de corda (Vigna unguicu-

lata) que, apesar de possuir o mesmo teor de inibidores pre- 

sentes neste cultivar resistente,ao gorgulho, é 	suscetível 

ao ataque por este inseto (LOPES, 1985). 

0 papel biológico dos inibidores na proteção contra 
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insetos e outros invasores da planta envolve o estudo das in 

terações aleloquímicas entre esses elementos. A digestão das 

•proteínas de planta, seria portanto considerada como um fa-

tor de seleção do hospedeiro (RYAN, 1981). 

1.2.2.4 - Proteção de Sementes no Mecanismo de Dispersão 

Os inibidores naturais de proteinases podem estar re 

lacionados com a proteção das sementes durante a 	passagem 

através do trato digestivo de alguns animais que excretam se 

mentes viáveis (RICHARDSON, 1977). Esse papel biológico per-

manece no campo das especulações enquanto não surgirem evi-

dências experimentais que o apoiem. 

1.2.2.5 - Proteínas de Reserva 

0 papel de proteína de reserva para os 	inibidores 

é largamente favorecido quando se sabe que essas 	proteínas 

estão em grandes concentrações nas sementes e tubérculos, re 

presentando cerca de 6% em soja e 10% da proteína 	solúvel 

em grãos de cevada. Sementes de Adenanthera pavonina possuem 

quarto de sua proteína solúvel sob 

tripsina (MAIA, 1982). 

Como os inibidores geralmente apresentam 

teúdo de aminoácidos sulfurados, eles poderiam funcionar co-

mo uma reserva especial, tanto de nitrogênio como de enxofre 

(PUSZTAI, 1967). 

Em algumas plantas estudadas, particularmente nos te 

cidos de reserva, a concentração dos inibidores de proteina-

ses decresce durante a germinação, o que aparentemente suge-

re um papel de reserva (RYAN, 1981). 

Contudo, essa hipótese também é questionada 	posto 

que, em alguns casos, verifica-se que a mobilização dos ini-

bidores durante a germinação não acompanha a das principais 

um 

de 

a forma de inibidores 

alto con- 



proteínas de reserva (XAVIER FILHO, 1980). Existem ainda re-

gistros sobre o aumento do conteúdo de inibidores ao longo 

do processo germinativo (RICHARDSON, 1977). 

Recentes trabalhos relatam fortes diferenças entre a 

taxa de aparecimento e desaparecimento entre espécies de íni 

bidores das famílias do Kunitz e de Bowman-Birk, o que suge-

re um mecanismo diferencial na utilização desses dois tipos 

de proteína e uma possível diferença funcional na planta de 

soja.(TAN-WILSON et al., 1982). 

1.3 - Objetivos  

Não obstante todas as postulações aqui 	discutidas, 

ainda não foi atingido um consenso sobre o papel fisiológico 

dos inibidores de proteinase. É pois oportuno sugerir que os 

inibidores façam parte de uma classe de proteínas caracteri-

zada por baixo peso molecular, ponto isoelétrico ácido, alto 

teor de cistina e aminoácidos ácidos, resistentes à ação do 

calor e pHs ácidos e muito resistentes à ação de enzimas pro 

teoliticas. De um certo modo, essas características 	seriam 

determinantes no sentido de possibilitar que essas substân-

cias funcionassem como inibidores de proteinases e talvez de 

outras enzimas (XAVIER FILHO, 1980). É importante salientar 

que foram encontrados inibidores de a-amilase 	pancreática 

estáveis ao calor e a pHs ácidos em extratos de leguminosas 

(JAFFÉ et al., 1973). A classe de proteína que 	compartilha 

dessas características seria em algumas espécies constituiria 

quase que integralmente de inibidores de proteinases, enquan 

to que, em outras espécies, os inibidores constituiriam uma 

fração desprezível dessa classe de proteinas. 

0 objetivo deste trabalho é caracterizar parcialmen-

te uma fração extraída de Vigna. unguiculata cv. Seridó resis 

tente ao calor e a pH ácido e rica em inibidores de tripsina. 

Tendo em vista a sugestão de que os inibidores de proteina-

ses compHem uma classe de proteínas com algumas propriedades 
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físico-químicas comuns, o estudo de uma Fração resistente ao 

calor, e a tratamento ácido e com alto conteúdo de inibidor 

•de tripsina provavelmente poderá fornecer dados que possibi-

litem a discussão dessa hipótese. A Fração Resistente ao Ca-

lor (FRC) foi estudada quanto a sua capacidade de inibir en- 

zimas de diferentes classes mecantsticas, como também 	será 

caracterizada através de métodos eletroforéticos e cromato-

gráficos. 
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2 - MATERIAIS E MÉTODOS  

2.1 - Materiais  

2.1.1 - Material Vegetal 

Sementes quiescentes de Vigna unguiculata (L.) Walp. 

cv. Seridó utilizadas no presente trabalho foram fornecidas 

pelo Centro de Ciências Agrárias da Universidade Federal do 

Ceará. 

2.1.2 - Material Animal 

Pré-pupas e pupas de Callosobruchus maculatus (Fabr.). 

2.1.3 - Outros Materiais 

Tripsina bovina - Preparação duas vezes cristalizada. 

Sig'má Chemical Company, St. Louis, EUA. 

Tripsina porcina - Preparação cristalizada. 	Sigma 

Chemical Co.,St. Louis, EUA. 

Pepsina - Preparação três vezes cristalizada. 

Nutritional Biochemicals Co. (NBCo)-, EUA. 

a-Quimiotripsina bovina - Preparação três vezes cris 

talizada. Sigma Chemical Co.-, St. Louis, EUA. 

Subtilisina BPN' - Preparação cristalizada, tipo IV 

de Baccilus amyloliquefaciens, Sigma Chemical Co., St. Louis, 

EUA. 

13 
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Papaina - Suspensão de uma preparação duas 	vezes 

cristalizada. Nutritional Biochemicals Co. (NBCo),Cleveland, 

Ohio, EUA. 

Pronase - Preparação cristalizada, tipo V. de Strepto 
myces griseus. Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA. 

Caseína - Preparada segundo Iiammarsten. E. Merck AG., 

Darmstadt, República Federal da Alemanha. 

Hemoglobina bovina - Preparação cristalizada. 

Worthington Biochemical Co., New Jersey, EUA. 

a-N-Benzoil -DL-arginina-p-nitroanilida - Preparação 

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

Q-Dianisidina tetrazonizada - E. Merck AG., Darmstadt, 

República Federal da Alemanha. 

Anfólitos carreadores - LKB Produkter, Suécia. 

Todos os demais reagentes utilizados foram de 	grau 

analítico e obtidos comercialmente. 

2.2 - Métodos 

2.2.1 - Farinha de Sementes 

Sementes quiescentes de Vigna unguiculata (L.) Walp. 

cv. Seridó foram usadas para a preparação da farinha. 	Ini- 

cialmente processou-se a remoção do tegumento e em 	seguida 

as sementes foram trituradas em um moinho de café 	Braun 

Aromatic KSMI. A farinha de sementes foi conservada em re- 

frigerador a 5°C e usada para preparar a Fração 	Resistente 

ao Calor (FRC). 
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2.2.2 - Preparação da Fração Resistente ao Calor (FIGURA 1) 

A FRC foi preparada de acordo com o seguinte esque- 

ma: 

Etapa 1 - Extração com tampão borato 0,1 M contendo 

NaC1 0,3 M, pH 8,0, na proporção de 1:10 	(farinha/meio de 

extração), à temperatura ambiente (25-28°C), durante 60 mi- 

nutos, sob agitação constante. Após a extração o 	material 

foi filtrado em tecido fino e em seguida centrifugado 	a 

13.300xg por 30 minutos a 4°C. 0 precipitado foi descartado 

e o sobrenadante usado na etapa seguinte. 

Etapa 2 - Tratamento do sobrenadante por HC1 1,0 N até 

o pH da mistura atingir o valor de 3,0, permanecendo em re-

pouso por 20 minutos, após o que a suspensão foi centrifuga-

da a 19.200xg por 30 minutos a 4°C. 0 precipitado foi descer 

tado e o sobrenadante coletado e usado na etapa 3. 

Etapa 3 - Aquecimento do sobrenadante por 5 minutos 

entre 60 e 80°C e posterior resfriamento à temperatura 	am- 

biente, após o que o material foi centrifugado•a 	19.200xg 

por 30 minutos a 4°C. 0 precipitado foi desprezado e o sobre 

nadante recolhido. 

Etapa 4 - Precipitação do sobrenadante com 	sulfato 

de amônio a 80% de saturação e posterior centrifugação 	a 

19.200xg por 30 minutos a 4° C. 0 sobrenadante foi descartado 

e o precipitado ressuspenso em água destilada. A solução re-

sultante foi dialisada contra água e, em seguida, liofiliza-

da. 
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Farinha de Sementes (25g) 

+ 250 ml de tampão borato 0,1 M, NaC1 0,3 M, pH 8,0 

+ Filtração em tecido fino 

+ Centrifugação (13.300xg, 3Omin, 4°C) 

I 
resíduo 
(desprezado) 

sobrenadante 

+ HC1 1,0 N até atingir pH 3,0 

+ Repouso por 20 min 

+ Centrifugação (19.20Oxg, 3Omin, 4°C) 

precipitado 	sobrenadante 
(desprezado) 	

+ Aquecimento por 5 min entre 60 e 80°C 

+ Resfriamento à temperatura ambiente, 

+ Centrifugação (19.2OOxg, 30 min, 4°C) 

precipitado 
(desprezado) 

sobrenadante 

+ (NH4)2  SO
4 
 .0-80 de sat., 4 horas 

+ Centrif. (19.2O0xg, 3Omin, 4°C) 

precipitado 	 sobrenadante 

+ H2O dest. q.s.p. 30 ml 	
(desprezado) 

+ Didlise contra égua 

+ Liofilizaçáo 

FRAÇÃO: FRC 

Fração Resistente ao Calor 

FIGURA 1 - Esquema de obtenção da Fração Resistente ao Calor 
e a pHs ácidos de extrato de sementes quiescentes 
de Vigna unguiculata (L.) Walp. cv. Seridó. 
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2.2.3 - Preparação da Fração 25/50 

A preparação da F 25/50 baseou-se no método de AINOUZ 

et al. (1981). A fração obtida a partir de farinha de 	sementes quies- 

centes de Vigna unguiculata (L.)Walp cv. Seridó tendo tampão fosfa-

to 0,02 M, pH 7,6 como meio de extração, na proporção de 1.5 

(farinha/tampão). 0 tempo de extração foi cerca de 3 horas. 

0 homogenato resultante foi filtrado em tecido de nylon 	e 

centrifugado a 7.200xg, por 30 minutos a 4°C. 	0 precipitado 

foi descartado e o sobrenadante submetido ao tratamento com 

sulfato de am8nio no intervalo de 0-25% de saturação, por 4 

horas. 0 precipitado foi removido por centrifugação (7.200kg, 

por 30 minutos, a 4°C) e o sobrenadante novamente 	tratado 

com sulfato de am8nio, no intervalo de 25-50% de saturação. 

0 sobrenadante foi desprezado e o precipitado 	redissolvido 

no tampão de extração e dialisado contra água a 4°C. A fra-

ção assim obtida foi liofilizada e armazenada no congelador 

para determinação da ação da FRC sobre as 	atividades BAPA- 

ásica, caseinásica e hemoglobinásica da Fração 25/50. 

2.2.4 - Preparação de Azo-caseína 

A azocasetna usada como substrato nos ensaios de ati 

vidade azo-caseinásica de Callosobruchus maculatus foi prepa 

rada essencialmente de acordo com o método de GOAD (1963) mo 

dificado por MAIA (1982). Foi feita uma solução 	contendo 

0,616g de ácido sulfantlico, 0,084g de brometo de potássio, 

45 ml de ácido clorídrico e 37 ml de água destilada. A mis- 

tura foi agitada em banho de gelo (0°C). 	Após equilíbrio, 

18 ml de nitrito de sódio 0,2 M foram adicionados gota a go-

ta à solução que permaneceu mais 15 minutos a 0°C e foi deno 

minada ASD. Preparou-se uma solução de caseína a 2% em NaOH 

0,1 N pH 10, a qual foi adicionada gota a gota à solução de 

ASD, em banho de gelo. 0 pH era mantido em torno de 10 pela 
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adição de NaOH 1,0 N. A mistura permaneceu por mais 15 minu- 

tos a 0°C sob constante agitação. Após este tempo o pH 	da 

mistura foi ajustado a 7,0 por adição de HC1 1,0 N, 	o que 

deteve a reação. A solução resultante foi dializada 	contra 

NaC1 0,1 M e contra água destilada. Acrescentou-se TCA 100% 

à mistura, de modo que a concentração da solução final fosse 

2% do ácido. A suspensão ficou em repouso por 15 horas quan-

do foi filtrada a vácuo e o precipitado lavado com um litro 

de TCA a 2,5%. 0 precipitado foi ressuspenso em 100 ml . de 

água destilada, dialisado e liofilizado. 

2.2.4.1 - Preparação das Soluções de Azo-caseína 

Uma das soluções de azo-caseína utilizadas como subs 

trato foi preparada a 1% em tampão acetado 0,3 M, pH 5,0. A 

outra foi preparada a 1,5% em tampão Universal pH 8,0. Ambas 

foram aquecidas é deixadas em ebulição por 15 minutos. 	Os 

pHs das soluções foram a¡ustados'a 5,0 e 8,0 respectivamen-

te. Os volumes completados a 100 ml com água destilada. As 

soluções foram mantidas no congelador (-19°C). 

2.2.5 - Preparação dos Extratos de Callosobruchus maculatus 

As pupas e pré-pupas de Callosobruchus maculatus fo-

ram desenvolvidas em Vigna unguiculata (L.) Walp cv. Pitiúba. 

Os extratos foram preparados a partir de pré-pupas e 	pupas 

do inseto para determinação das atividades azo-caseinásicas 

alcalina (LOPES, 1985) e ácida (COELHO, 1980), respectivamen 

te. 0 meio de extração foi glicerina a 10% na 	proporção de 

10 pré-pupas por ml e 3 pupas por ml. 0 material foi macera-

do em almofariz e extraído por 30 minutos, sob agitação cons 

tante em câmara fria. Os homogenatos resultantes foram cen-

trifugados por 30 minutos a 2.500xg. 0 precipitado foi des- 
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prezado e o sobrenadante filtrado e conservado em congelador 

(-19°C). 

2.2.6 - Determinação de Nitrogênio Total 

0 conteúdo total de nitrogênio na amostra foi deter- 

nado pelo método de Kjeldahl- 	(HILLER et al., 1948) e expres 

so em termos de peso seco. 

2.2.7 - Determinação de Carboidrato 

Uma amostra de 4,0 mg da FRC foi dissolvida em 2,0 ml 

de tampão fosfato 0,02 M pH 7,6 para determinação de carboi- 

dratos pelo método de DUBOIS et al. (1956). 	Altquotas de 

1,0 ml foram tratadas com 1,0 ml de fenol 5% e 5,0 ml de áci 

do sulfúrico concentrado. Após 20 minutos a densidade ótica 

em 490 hm foi determinada em espectofotômetro Spekól. 0 teor 

de'càrboidrato da amostra foi determinado usando-se glicose 

como padrão. 

2.2.8 - Atividades Enzimáticas e Inibitórias 

2.2.8.1 - Atividade da Tripsina 

A atividade triptica foi medida pelo método de KUNIT2 

(1947). Foi pre.parada uma solução de tripsina (0,4 mg/ml em 

HC1 0,0025 N) que, por ocasião do ensaio, foi diluída 	em 

HC1 0,0025 N para cerca de 10-201.1g/mi. 0 meio de reação en-

cerrava 1,0 ml da solução enzimática em concentrações cres- 

centes, 1,0 ml de tampão fosfato 0,1 M, pH 7,6 e 1,0 ml 	de 
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caseína 1%, pH 7,6. A mistura foi incubada a 37°C por 20 mi-

nutos e a reação parada por adição de 3,0 ml de TCA 5% (p/v). 

Após 20 minutos de repouso, o precipitado foi removido 	por 

centrifugação e uma aliquota de 1,0 ml do sobrenadante 	foi 

corada pelo método de Folin modificado por LOWRY (1951). 	A 

densidade ótica em 750 nm foi usada como medida da 	concen- 

tração dos produtos de hidrólise da caseína. Provas em bran-

co das concentrações extremas de tripsina forams .preparadas 

adicionando-se o TCA 5% antes da adição de caseína. As,con-

centrações intermediárias foram determinadas por interpola-

ção. 

2.2.8.1.1 - Ação da FRC sobre a Atividade da Tripsina 

A atividade inibitória da FRC sobre tripsina foi ava 

liada por comparação de amostras contendo quantidades cres-

centes da fração.  na presença de quantidades fixas da enzima 

com amostras contendo apenas a enzima nas mesmas 	condições 

de ensaio. A volumes crescentes de uma solução da FRC na con 

centração de cerca de 6,5pg/ml, adicionou-se tampão fosfato 

0,1 M, pH 7,6 até um volume final de 1,5 ml. 	A esta solução 

acrescentou-se 0,5 ml de tripsina numa concentração 	de 

8,6ug/ml, mantendo-se as demais condições anteriormente des 

critas. A atividade anti-trtptica foi expressa em Unidade de 

Inibidor (UI) definida por XAVIER FILHO (1974). 

2.2.8.2 - Atividade da Quimiotripsina 

Foram preparadas soluções estoque de quimiotripsina 

dissoliidá em água destilada na concentração de 0,2 mg/ml. A 

atividade enzimática foi determinada pelo ensaio caseinoliti 

co de KUNITZ (1947) já descrito anteriormente para determi-

nação da atividade da tripsina. 
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2.2.8.2.1 - Ação da FRC sobre a Atividade da Quimiotripsina 

A atividade inibitória da FRC sobre 	quimiotripsina 

foi estimada por comparação de amostras contendo quantidades 

crescentes da fração na presença de quantidades fixas de en- 

zima, nas mesmas condições de ensaio. Tampão fosfato 	0,1 M 

pH 7,6 foi adicionado a volumes crescentes de uma 	solução 

da FRC na concentração de 28pg/m1 até um volume final 	de 

1,5 ml. Adicionou-se 0,5 ml de quimiotripsina numa concentra 

ção de 14 pg/ml. As demais condições de ensaio foram manti-

das de acordo com o item 2.2.8.1. 

2.2.8.3 - Atividade da Pepsina 

Foram preparadas soluções estoque de pepsina (0,1 mg/ml) 

dissolvida em ácido clorídrico 0,3 M e água destilada na pio 

porção de 1:4. No ensaio de atividade, usou-se uma 	solução 

diluída de pepsina na concentração de cerca de 	20-50pmg/ml 

em volumes crescentes, completando-se para 2,7 ml com 	HC1 

0,3 M. Essas soluções foram incubadas com 1,0 ml hemoglobina 

a 2% (p/v) em HC1 0,3 M e água destilada (1:4) durante 10 mi 

nutos a 37° C. A reação foi parada pela adição de 	2,5 ml de 

TCA 8% (p/v). Após 30 minutos de repouso as suspensões foram 

filtradas. 

A densidade ótica do filtrado em 280 nm foi determi-

nada em espectofotômetro Beckman Dv. Foram feitas provas em 

branco para as concentrações extremas de pepsina, sendo que, 

nesses casos, a adição de TCA precedeu a de hemoglobina. Cor 

reções para concentrações intermediárias foram 	obtidas por 

interpolação. 
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2.2.8.3.1 - Ação da FRC sobre a Atividade da Pepsina 

A ação da FRC sobre a atividade da pepsina foi ava- 

liada por comparação de amostras contendo FRC e a 	enzima e 

amostras contendo somente enzima, nas mesmas condições de en 

saio. 0 meio de reação encerrava 0,5 ml de pepsina, 	0,5 ml 

de uma solução da FRC em concentrações crescentes (0,01; 0,1; 

1,0; e 5,0 mg/ml) e 1,7 ml de HCl 0,3 M. Essa mistura 	, foi 

incubada com 1,0 ml de hemoglobina 2% (ply) a 37°C por 10 mi 

nutos. Foram mantidas as demais condições de ensaio. 

2.2.8.4 - Atividade da Subtilisina BPN' 

A atividade caseinolitica da subtilisina foi deter- 

minada pelo método de HAGIHARA et al. (1958a) e 	HAGIHARA 

et al. (1958b). Preparou-se uma solução de subtilisina 	a 

80 pg/ml, dissolvida em cloreto de sódio 0,02 M. 	Volumes 

crescentes dessa solução, previamente diluída para 25 pmg/ml 

em NaC1 0,02 M, foram misturados com tampão fosfato de amô-

nio 1,0 M, pH 7,5, até atingir o volume total de 1,0 ml.,Acres 

centou-se 2,5 ml de aaseina a 1,2% em tampão fosfato de amô- 

nio 1,0 M, pH 7,5 a 30°C. passados 10 minutos de 	incubação 

a reação foi detida pela adição de 5,0 ml do reagente 	A 

(0,11 M de TCA, 0,22 M de acetato de sódio e 0,33 M de ácido 

acético). Após 30 minutos de repouso, as suspensões 	foram 

filtradas em papel de filtro quantitativo e retiradas aliquo 

tas de 1,0 ml para determinação de proteína pelo método de 

Fdlin modificado por LOWRY (1951). A densidade ótica do fil-

trado foi medida no espectofotômetro Spekol a 750 nm, e toma 

da como evidência da atividade da enzima. Nos ensaios de con 

trole a adição do reagente de precipitação ocorreu antes d.a 

adição da caseína. 
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2.2.8.4.1 - Ação da FRC sobre a Atividade da Subtilisina BPN' 

Experimentos para testar a inibição da 	subtilisina 

pela FRC foram feitos adicionando-se 0,5 ml da 	solução de 

subtilisina 25 ug/m1 em 0,5 ml de soluções da FRC em concen- 

trações crescentes, dissolvida em tampão fosfato 	0,03 M pH 

7,5. A essa mistura acrescentou-se 0,5 ml do mesmo 	tampão. 

As soluções assim obtidas foram usadas para a 
	

determinação 

da atividade caseinolitica da enzima de acordo com o método 

previamente descrito no item anterior. Provas em branco para 

a enzima e para as concentrações extremas de FRC foram fei-

tas. 

2.2.8.5 - Atividade da Papaina 

0 ensaio para determinação da atividade proteolitica 

da papaína baseou-se no método de KUNITZ (1947), 	adaptado 

para essa enzima por ARNON et al. (1970). Preparou-se uma so 

lução estoque de papaína 0,05 mg/ml em água destilada. Toma-

ram-se volumes crescentes desta solução (0,1 a 0,8 ml) adi- 

cionow tse 0,2 ml do agente ativador (0,05 M 	cisteina + 0,02M 

de EDTA pH 8,0) e completou-se o volume para 1,0 ml 	com o 

tampão tris-HC1 0,05 M, pH 8,0. A mistura foi equilibrada a 

37°C e em seguida adicionou-se 1,0 ml de solução de caseína 

a 1% em tampão tris-HC1 0,05 M, pH 8,0. Completados 10 minu- 

tos de incubação a 37°C, a reação foi detida por 3,0 ml 	de 

TCA 5%. Após uma hora de repouso a 25°C as suspensões foram 

filtradas e retiradas aliquotas , do filtrado para determina-

ção da densidade ótica da solução a 280 nm. As leituras fo- 

ram corrigidas por provas em branco, nas quais o TCA 5% 	é 

adicionado antes da adição da caseína. 
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2.2.8.5.1 - Ação da FRC sobre a Atividade da Papaina 

Para verificar se a FRC inibia a ação da 	papaína, 

adicionou-se 1,0 ml da FRC em concentrações 	crescentes (0,001 

mg/ml a 5,0 mg/ml) em tubos contendo 0,5 ml de papaína 	a 

0,05 g/ml, mais 0,2 ml do agente ativador e 0,3 ml do tam-

pão tris-HC1 0,05 M, pH 8,0 mais 1,0 ml de caseína 1%. Em se 

guida, determinou-se a atividade proteinásica residual da pa 

paina, conforme o método já descrito no item anterior. 	Pro- 

vas em branco para a enzima e para o inibidor foram feitas. 

2.2.8.6 - Atividade da Pronase 

A atividade proteinásica da pronase foi determinada 

pelo método de digestão da caseína, baseado no método 	de 

Ktiitz modificado por HAGIHARA, citado por NARAHASHI (1970). 

Preparou-se uma solução 40 }1g/ml'de pronase em tampão borato 

de sódio 0,1 M contendo 0,05 M de HC1 e 5,0 mM de cloreto de 

cálcio, pH 7,5. Volumes crescentes (0,2 a 2,0 ml) da solução 

de enzima foram adicionados ao mesmo tampão até atingir 	um 

volume total de 2,0 ml. A mistura foi equilibrada a 40°C e 

adicionou-se 2,0 ml de uma solução de caseína 2% em 	tampão 

borato de sódio 0,1 M, pH 7,5. Passados 10 minutos, a reação 

foi parada pela adição de 4,0 ml do reagente de precipitação 

(0,11 M de TCA contendo 0,22 M de fosfato de sódio e 0,33 M 

de ácido acético). A suspensão resultante foi filtrada após 

20 minutos de repouso a 40°C. A densidade ótica do.  filtrado 

foi lida a 275 nm. Os valores das leituras foram corrigidos 

pelas provas em branco preparadas pela adição do reagente de 

precipitação antes da adição do substrato. 
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2.2.8.6.1 - Ação da FRC sobre a Atividade da Pronase 

Os experimentos para os testes de inibição foram fel 

tos adicionando-se 1,0 ml da solução de FRC em concentrações 

crescentes (0,001 mg/ml a 5,0 mg/ml) em tubos contendo 1,0 ml 

da solução da enzima na concentração de 40 pg/ml. Acrescen- 

tou-se 1,0 m1 de caseína a 2%., A reação processou-se 	por 

10 minutos quando adicionou-se o reagente de 	precipitação. 

Após 20 minutos de repouso a densidade ótica a 275 nm 	foi 

determinada. 

2.2.8.7 - Atividade Azo-caseinásica Ácida de Extrato de Cal-
losobruchus maculatus 

Nos experimentos para determinação da atividade azo-

caseinásica ácida do extrato de Callosobruchus maculatus foi 

usado o método desenvolvido por COELHO (1980). 0 meio de rea 

ção continha 1,0 ml de extrato de pupas em 	concentrações 

crescentes e 2,0 ml de azo-caserna 1% em tampão 	acetato 

0,3 M, pH 5,0. A mistura foi incubada por 30 minutos a 50°C, 

sendo então a reação parada pela adição de 1,0 ml de TCA 20% 

(p/v). Passados 30 minutos de repouso as suspensões 	foram 

filtradas e retiradas alrquotas de 1,0 ml do filtrado, 	as 

quais foram alcalinizadas com 1,0 ml de NaCH 2,0 M. A ativi- 

dade enzimática foi medida pela absorbância em 440 nm 	dos 

peptrdeos diazotizados. Prepararam-se controles onde o subs-

trato e a enzima eram incubados separadamente, sob as mesmas 

condições, e misturados após a adição de TCA 20% (p/v). 
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2.2.8.7.1 - Ação da FRC sobre a Atividade Az'o-caseinásica 
Ácida de Extrato de Callosobruchus maculatus 

Amostras de 1,0 ml da FRC em concentrações crescen- 

tes foram preparadas em tampão acetato 0,3 M, pH 5,0. 	Adi- 

cionou-se às soluções 1,0 ml do mesmo tampão e 1,0 ml de ex-

trato de pupas (3 pupas/ml). A mistura foi incubada com 1,0 ml 

de azo-caseína •1%, pH 5,0 a 50°C por 30 minutos. 	0 ensaio 

prosseguiu como descrito para a determinação da 	atividade 

azo-caseinásica ácida de Callosobruchus maculatus. 

2.2.8.8 - Atividade Azo-caseinásica Alcalina de Extrato de 
Callosobruchus maculatus.. 

Para determinação da atividade azo-caseinásica alca-

lina de extrato de Callosobruchus maculatus foi usado o méto 

do desenvolvido por LOPES (1985). 0 meio de reação continha 

1,0 ml de extrato bruto de pré-pupas de Callosobruchus macu-

latus (10 pré-pupas/ml), 1,0 ml de tampão Universal pH 8,0, 

1,0 ml de azo-caseína 1,5% (p/v) em tampão Universal pH 8,0 

como substrato. A mistura foi incubada por 30 minutos a 37° C 

e em seguida precipitada por 1,0 ml de TCA 20% (p/v). 	Após 

30 minutos de repouso as amostras foram filtradas. Aliquotas 

de 1,0 ml do filtrado foram alcalinizadas por 1,0 ml de NaOH 

2,0 N e determinada sua absorbância em 440 nm. 	Provas em 

branco foram preparadas adicionando-se TCA 20% (p/v) antes da 

adição de substrato. 

2.2.8.8.1'- Ação da FRC sobre a Atividade Azo-caseinásica Al 
calina de Callosobruchus maculatus 

A ação da FRC sobre a atividade azo-caseinásica al-

calina de Callosobruchus maculatus foi avaliada através do 
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seguinte ensaio: 	1,0 ml do extrato de pré-pupas (10 pré-pu- 

pas/ml) e 1,0 ml de solução de FRC em concentrações crescen- 

tes (0,01; 0,1; 1,0; 5,0 mg/ml) foram incubados com 	1,0 ml 

de azo-caserna a 1,5% (p/v), em tampão Universal pH 8,0 por 

30 minutos a 37°C. 0 ensaio prosseguiu mantendo-se as demais 

condições estabelecidas para a determinação da 	atividade 

azo-caseinásica alcalina de extrato de Callosobruchus macula 

tus. Provas em branco para a FRC e para a enzima foram prepa 

radas. 

2.2.8.9 - Atividade Caseinásica da Fração 25/50 

A atividade caseinásica da F 25/50 de Vigna unguicu-

lata cv. Seridó foi determinada de acordo com AINOUZ et al. 

(1981). Foram incubados 0,5 ml da F 25/50 a 10 mg/ml em tam- 

pão fosfato 0,02 M, pH 6,0, com 5,0 ml de caserna 	a 1% (p/v) 

em tampão fosfato 0,02 M, pH 6,0, durante 30 minutos a 50° C. 

Adição de 1,0 ml de TCA a 40% (p/v) serviu para parar a rea- 

ção enzimática. As suspensões resultantes foram 	filtradas 

após 30 minutos de repouso. Al/quotas de 1,0 ml dos filtra-

dos foram tratadas pelo método de Folin modificado por LOWRY 

(1951). A absorbância em 750 nm foi tomada como medida 	da 

atividade caseinásica da F 25/50. Substrato e enzima 	foram 

incubados separadamente como amostra-controle, onde a adição 

de TCA 40% (p/v) precedeu a adição de caserna 1% (p/v), 	pH 

6,0. 

2.2.8.9.1 - Ação da FRC sobre a Atividade Caseinásica 	da 
F 25/50 

0 efeito da FRC sobre a atividade caseinásica 	da 

F 25/50 foi estudado usando o seguinte ensaio: 0,5'ml da FRC 

em concentrações crescentes (0,01; 0,1; 1,0; e 5,0 mg/ml) 	e 
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0,5 ml da F 25/50 (10 mg/ml) foram incubadas com 5,0 ml 	de 

caseína a 1% (p/v) em tampão fosfato 0,02 M, pH 6,0, durante 

60 minutos a 50° C. 0 ensaio prosseguiu mantendo-se as condi-

ções descritas para a atividade caseinásica de F 25/50. Pro-

vas em branco para a FRC e para a F 25/50 foram preparadas. 

2.2.8.10 - Atividade BAPA-ásica da Fração 25/50 

0 método usado foi descrito por ERLANG'ER et al. (1961) 

e modificado por BEEVERS (1968). 0 a-N-Benzoil-FL-arginina-p-ni-

troanilida (BAPA) foi dissolvido em 1,0 ml de dimetilsulfó-

xido, em seguida completou-se o volume para 100 ml com tam-

pão fosfato 0,02 M, pH 7,6, resultando numa concentração fi- 

nal da solução de 5.10-4  M. 0 meio de reação 	encerrava 0,3 ml 

da F 25/50 em concentrações crescentes e 0,2 ml do 	tampão 

fosfato 0,02 M, pH 7,6 incubados com 2,5 ml de BAPA, a 40°C, 

por 15 minutos. A reação foi parada com 1,0 ml de ácido acé-

tico a 30% (p/v). 0 precipitado formado foi removido por cen 

trifugação e a absorbância do sobrenadante foi lida em 410 nm. 

Amostras controle foram preparadas adicionando-se o reagente 

de precipitação antes da adição do substrato, nas mesmas con. 

dições de ensaio. 

2.2.8.10.1 - Ação da FRC sobre a Atividade BAPA-sica da Fra 
ção 25/50 

0 efeito da FRC sobre a atividade BAPA-ásica da Fra- 

ção 25/50 foi estudado misturando-se 0,3 ml da F 25/50 	na 

concentração de 10 mg/ml com 0,2 ml de FRC em 	diferentes 

concentrações (5.10-4  mg/ml a 5,0 mg/ml). 	Esta mistura foi 

incubada com 2,5 ml de BAPA na concentração de 5.10-4  M por 

15 minutos a 40°C. A avaliação da atividade inibitória da 

FRC foi feita pela medida da absorbância em 410 nm, após 15 
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minutos da adição de 1,0 ml de ácido acético a 30% 	(ply). 

Provas em branco para o FRC e para a F 25/50 foram realiza-

das. 

2.2.8.11 - Atividade Hemoglobinásica da Fração 25/50 

Hemogl'obina foi previamente dissolvida em HC1 0,06 N 

e completado o volume com tampão acetato pH 3,5, resultando 

numa solução de hemoglobina a 1% (p/v). No ensaio, uma mistu 

tura de 5,0 ml desta solução 0,5 ml da solução F 25/50 	na 

concentração de 10 mg/ml e 0,5 ml do tampão acetato 	pH 3,5 

foi incubada por 60 minutos a 40°C. A reação foi parada pe-

la adição de 1,0 ml de TCA a 40%. As suspensões foram filtra 

das após 30 minutos de repouso. 0 filtrado foi neutralizado 

e tratado com reagente de Folin, modificado por LOWRY (1951). 

A absorbância em 750 nm foi tomada como medida da ✓  atividade 

enzimática. 

2.2.8.11.1 - Ação da FRC sobre a Atividade 	Hemoglobinásica 
da Fração 25/50 

Uma mistura de 5,0 ml de solução de hemoglobina 	•a 

1,0% (p/v) em tampão acetato 0,65 M, pH 3,5 e 0,5 ml da so-

lução de F 25/50, 10 mg/ml e 0,5 ml de FRC em diferentes con 

centrações (0,01 mg/ml a 5,0 mg/ml) foi incubada A 40° C du- 
t 

rante 60 minutos. Foi adicionado 1,0 ml de TCA a 40% 	(p/v) 

para deter a reação. 0 procedimento para determinação da ati 

vidade hemoglobinásica residual foi feito conforme descrito 

anteriormente. 
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2.2.9 - Cromatografia em Sephadex G 100 

0 fracionamento por filtração em gel de Sephadex G 100 

foi efetuado em coluna medindo 2,5 x 40 cm. 0 gel foi'deixa-

do em água destilada por 72 horas, sendo agitado ocasional-

mente, em seguida deixado sedimentar livremente em uma colu-

na de vidro (Pharmácia K 25/45). Tampão fosfato 0,1 M, pH 7,6 

ou tampão acetato 0,1 M, pH 3,5 foram usados para equilibrar 

a coluna, à temperatura ambiente. Para determinar o volume 

de exclusão (Vo) da coluna, aplicou-se uma amostra de 20,0 mg 

de "Blue dextran" dissolvida em 2,0 ml do tampão de equili-

brio contendo sacarose a 10%. A eluição foi feita com o tam-

pão de equilibrio a um fluxo de 30 ml/hora. Frações de 3 ml 

foram recolhidas em coletor automático e as absorbâncias me-

didas em espectofotômetro Spekol a 660 nm. Na coluna previa-

mente equilibrada aplicou-se uma amostra de 2,0 ml de FRC a 

25 mg/ml dissolvida no tampão de equilibrio contendo sacaro-

se a 10%. A eluição processou-se conforme descrito, sendo as 

absorbâncias determinadas a 280 nm. As frações foram reuni-

das em grupos para determinação das atividades anuí-triptica 

e anti-quimiotriptica, utilizando as condições padrão de en-

saio já estabelecidas. Os pesos moleculares foram determina-

dos a partir da fórmula de DETERMAN e MICHE (1966): 

log M = 5.941 - 0,847 (Ve/Vo), onde 

Ve = volume de eluição 

Vo = volume de exclusão 

2.2.10 - Cromatografia de Troca Iônica 

Cromatografia de troca iônica em DEAE-celulose 	foi 

utilizada como método de caracterização da fração em'estudo 

(FRC). Após suspensão e'm água, a DEAE-celulose foi submetida 

a sucessivas lavagens com NaOH 0,1 N, água destilada, 	HC1 
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0,1 N. água destilada e tampão de equilíbrio (tampão fosfato 

0,005 M pH 7,0). Em seguida, o adsorvente foi empacotado sob 

ação da gravidade em uma coluna de vidro de 27 x 2,0 cm. 	A 

amostra contendo 100 mg de FRC dissolvidas em 4,0 ml do tam-

pão fosfato 0,005 M, pH 7,0 foi dializada por uma noite con-

tra o mesmo tampão. 0 precipitado foi removido por centrifu-

gação (cinco minutos, 2.500xg) e o sobrenadante aplicado na 

coluna. 0 fluxo usado foi de 17 ml/hora, e as frações 	de 

4,0 ml foram recolhidas em um coletor automático LKB. 

inicio, a eluição foi feita com o tampão de equilíbrio da co 

luna, em seguida continuada com um gradiente linear de NaC1 

(0-1,5 M, 400 ml) no mesmo tampão. A absorbância do efluente 

foi determinada a 280 nm. As frações foram testadas quanto à 

atividade inibitória contra tripsina e quimiotripsina.As uni 

dades de inibidor foram calculadas para cada fração. 

2.2.11 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida a pH 8,1 

As eletroforeses em gel de poliacrilamida a pH 8,1 

foram feitas de acordo com o método desenvolvido por CLARKE 

(1964). Todos os experimentos foram efetuados a temperatura 

ambiente com voltagem constante (200 volts). Amostras de FRC, 

em diferentes concentrações, contendo 10% de glicose, 	foram 

aplicadas e submetidas a eletroforese. Para corar 	os géis 

utilizou-se negro de amido a 1% em ácido acético a 7%, duran 

te 60 minutos. 0 descoramento se processou por difusão em áci 

do acético a 7%. 

Os inibidores de tripsina foram detectados por ele-

troforese em gel de poliacrilamida a pH 8.1 de acordo com a 

técnica de URIEL & BERGES (1968) e KAISER & BELITZ 	(1971). 

Após a corrida eletroforética os cilindros de gel foram re- 

tirados dos tubos de vidro e incubados em uma 	solução 	de 

tripsina bovina (0,1 mg/ml em tampão fosfato 0,1 M, pH 7,6), 

a 37°C, por 30 minutos. Transcorrido este tempo, os 	géis 

foram lavados seis vezes em água destilada e reincubados 	a 

De 
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37°C por mais 30 minutos. Em seguida foram imersos em 	uma 

mistura de acetil-DL-fenilalanina-G3-naftil'esteal (APNE) (2,5 

mg/ml em dimetilformamida) com uma solução de 0-dianisidina 

tetrazotizada (0,55 mg/ml em tampão fosfato 0,1 M, pH 	7,4) 

na proporção 1:9, Passados 30 minutos os cilindros de 	gel 

foram retirados desta mistura e lavados com solução de ácido 

acético 7%, onde foram conservados. 

2.2.12 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com SDS 

Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS 	foi 

feita segundo a técnica de WEBER & OSBORN (1964).As amostras 

foram dissolvidas em tampão fosfato 0,01 M, pH 7,0 contendo 

2% de SDS. A eletroforese processou-se durante quatro horas, 

com corrente constante e igual a 6 mA por coluna de gel, 	a 

temperatura ambiente. Terminada a corrida, os cilindros de 

gel foram imersos em solução de Coomassie Brilliant 	Blue 

0,005% por cerca de 15 horas. 0 descoramento foi feito pela 

imersão dos cilindros em ácido acético a 7%, onde foram con-

servados. Também foi feita eletroforese para visualização de 

inibidores de tripsina e determinação de peso molecular. Nes 

tes experimentos, seguiu-se a técnica descrita por 	XAVIER 

FILHO & MOREIRA (1978). 

2.2.13 - Focalização Isoelétrica em Placas de Gel de Polia-
crilamida 

Nos experimentos de focalização isoelétrica foi uti-

lizado essencialmente o método de AWDEH et al. (1968) adapta 

do por XAVIER FILHO & SOUSA (1979). As placas foram prepara-

das usando-se água destilada, solução de acrilamida 30%, con 

tendo bis-acrilamida 1%, mistura de anfólitos (pH 3,0 a 6,0, 

40%) e persulfato de amônio (10 mg/ml) na proporção de 	80: 
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30:3:7 (v:v:v:v). Esta solução foi aplicada entre duas placas 

de vidro (12x9 cm) espaçadas por fitas elásticas de 0,5 mm 

de espessura e conservadas em posição por outras duas fitas 

elásticas. Após polimerização, uma das placas de vidro 	foi 

retirada. A amostra foi aplicada no lado do catodo e a ele- 

trofocalização desenvolveu-se por quatro horas numa 	câmara 

úmida. A voltagem máxima aplicada foi de 200 volts. 0 volume 

de amostra aplicado foi de 10 pl de FRC na concentração 	de 

4 mg/ml. 0 experimento foi desenvolvido até a corrente 	al- 

cançar um mínimo de 0,5 mA. Uma tira longitudinal de gel me- 

dindo 0,5 cm de largura foi retirada e cortada em 	secções 

de 0,5 cm de comprimento e postas a eluir em água destilada 

por 16 horas. 0 pH correspondente a cada secção foi então me 

dido para a determinação do gradiente. A visualização 	dos 

inibidores de tripsina foi feita segundo o método do coramen 

to negativo, descrito por URIEL & BERGES (1968) e 	adaptado 

por XAVIER FILHO & SOUSA (1979). 

H 
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3 - RESULTADOS 

3.1 - Determinação de Nitrogênio Total 

A quantidade de nitrogênio total na FRC foi avaliada 

pelo método de Kjeldahl (HILLER et al., 1948). A FRC 	contém 

17,2% de nitrogênio total, o que não permite uma determina-

ção exata do teor de proteína, visto que o conteúdo de nitro 

gênio não protéico não foi determinado. 

3.2 - Determinação de Carboidrato  

De acordo com o método de DUBOIS et al. (1956), usa-

do na determinação de carboidrato, a FRC contém 2,25% de car 

boidrato, tomando-se glicose como padrão. 

3.3 - Ação da FRC sobre as Atividades Proteollticas Estuda-
das 

3.3.1 - Ação da FRC sobre a Atividade da Tripsina Bovina 

A FRC foi testada quanto à sua capacidade de inibir 

a atividade proteinásica da tripsina bovina. Esta ação inibi 

tória foi avaliada pela atividade residual da tripsina 	na 

presença da FRC (FIGURA 2). 	As unidades de inibidor presen- 

tes na fração, determinadas segundo XAVIER FILHO (1974), mos 

tram que a FRC contém 278 UI/mg. 
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FIGURA 2 - Atividade anti-triptica da FRC.Tripsina bovina na 
concentração de 9 ug/m1. FRC na concentração 	de 
7 ug/m1. 
Unidades de Inibidor: 	278 UI/mg FRC. 
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3.3.2 - Ação da FRC sobre a Atividade da Tripsina Porcina 

A FIGURA 3 apresenta os resultados dos experimentos 

de determinação da atividade inibitória da FRC sobre tripsi-

na porcina. Verificou-se que a FRC também inibe esta enzima 

e apresenta um conteúdo de inibidor equivalente a 230 UI/mg. 

3.3.3 - Ação da FRC sobre a Atividade da Quimiotripsina Bovi 
na 

A investigação da presença de inibidores da ativida- 

de quimiotriptica na fração em estudo levou aos 	resultados 

mostrados na FIGURA 4. Observa-se então que nas condições de 

ensaio a FRC inibe a quimiotripsina bovina, apresentando um 

conteúdo de 54 UI/mg. 

3.3.4 - Ação da FRC sobre a Atividade da Pepsina 

A TABELA 1 mostra as diferentes concentrações de FRC 

usadas nos experimentos e as atividades residuais da pepsina 

observadas nas condições de ensaio. Por esses dados não 	é 

possível estabelecer uma relação do tipo inibitória 	entre 

FRCe enzima. Pelo contrário, os resultados sugerem que 	a 

FRC pode estar envolvida em processos de ativação da pepsina, 

e/ou sendo hidrolizada pela enzima. 

3.3.5 - Ação da FRC sobre a Atividade da Pronase 

A atividade anti-pronásica da FRC foi estudada pelo 

decréscimo da atividade proteinásica da enzima quando solu-

ções de FRC eram adicionadas ao sistema de ensaio. Os resul- 
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FIGURA 3 - Atividade anti-triptica da FRC. 	Tripsina porcina 
na concentração de 9,5 pg/m1. FRC na concentração 
de 7 pg/ml. 
Unidades de Inibidor: 	230 UI/mg FRC. 
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FIGURA 4 - Atividade anti-quimiotriptica da FRC.Quimiotripsina 
na concentração de 70 ug/ml. FRC na concentração 
de 28 }1g/m1. Unidades de Inibidor: 54 UI/mg FRC. 
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TABELA 1 - Atividades residuais da pepsina, pronase, subtilisina BPN', papaina, azo-caseina- 
ses ácida e alcalina de C. maculatus e caseinase, hemoglobinase e BAPA-ase 	da 
F 25/50 de Vigna unguiculata. 

Atividades residuais (%) 

FRC 
mg/ml 

Pepsina. 	Pronase 
Subtilisina 

BPN' 
Pápaína 

Azo-caseinase 	Azo-caseinase 

alcalina de 	ácida de 
Caseinase 	BAPA-ase 	Hemoglobinase 

   

C. maculatus F 	25/50 

0,00 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 

0,01 98,9 96,2 94,8 98,1 100,0 102,6 104,9 97,6 97,2 

0,10 104,1 90,2 106,1 102,8 95,8 104,0 104,9 94,1 101,3 

1,00 106,2 69,8 94,8 109,0 104,1 101,3 107,8 93,0 101,3 

5,00 121,8 52,8 98,9 112,7 95,8 101,3 103,9 89,5 93,1 
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tados apresentados na TABELA 1,  indicam que a pronase é fraca 

mente inibida pela FRC nas condições de ensaio sugerindo a 

'presença de inibidor de pronase em concentrações muito bai-

xas. 

3.3.6 - Ação da FRC sobre a Atividade Proteolftica da Subti-
lisina BPN' 

Investigou-se os efeitos da FRC sobre a 	atividade 

proteinásica da subtilisina BPN', ensima extraída de Baccilus 

amyloliquefaciens. Os resultados (TABELA 1) mostram a rela-

ção entre concentrações crescentes de FRC e as atividades re 

siduais revelando que a FRC não foi capaz de inibir signifi- 

cativamente a atividade proteinásica da subtilisina 	BPN', 

nas condições experimentais estudadas. 

3.3.7 - Ação da FRC sobre a Atividade Proteinásica da Papal- 
na 

A FRC foi também testada quanto à sua capacidade de 

inibir a atividade proteinásica da enzima papaina. A TABELA 1 

indica que não resta dúvida de que a papaina, nas condições 

de ensaio, não é inibida pela FRC. Verificou-se também que o 

pequeno aumento na atividade residual da papaina, observada 

em alguns casos, não se deve à hidrólise da FRC por essa en-

zima. 

n- 

zima. 

3.3.8 - Ação da FRC sobre as Atividades 	Azo-caseinásica de 
Extrato Bruto de Callosobruchus maculatus 

Como foi demonstrado por COELHO (1980) as pupas de 

Callosobruchus maculatus (Fabr.) apresentam forte atividade 
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azo-caseinásica a pH 5,0. Investigou-se então a ação da FRC 

sobre esta atividade proteinásica do extrato bruto de C. ma-

'culatus. Os resultados do teste de inibição estão mostrados 

na TABELA 1. LOPES (1985) encontrou uma elevada 	atividade 

proteinásica em pré-pupas de C. maculatus pH 8,0. Observan-

do-se a TABELA 1 verifica-se claramente que a FRC não inibe 

as atividades azo-caseinásicas, tanto ácida como 	alcalina, 

do extrato bruto de C. maculatus. 

3.3.9 - Ação da FRC sobre a Atividade Caseinásica da Fração 
25/50 de Vigna unguiculata 

Como foi demonstrado por AINOUZ et al. (1981), a Fra 

ção 25/50 extraída de V. unguiculata (L.) Walp. cv. 	Seridó 

apresenta atividades BAPA-ásica, caseinásica e hemoglobinási 

ca. Esta fração foi preparada e em seguida estudou-se 	o 

efeito da FRC sobre essas atividades proteoliticas. 0 efeito 

da FRC sobre a atividade caseinásica da Fração 25/50 	de V. 

unguiculata é mostrado na TABELA 1. Os resultados 	indicam 

que a FRC não tem ação inibitória sobre a atividade caseiná-

sica da Fração 25/50. 

3.3.10 - Ação da FRC sobre a Atividade BAPA-sica da Fração 
25/50 de Vigna unguiculata 

Com relaçao à atividade BAPA-ásica, a TABELA 1 apre-

senta as diferentes concentrações da FRC usadas e as ativida 

des residuais calculadas. Pela tabela verifica-se um pequeno 

decréscimo na atividade BAPA-ásica da Fração 25/50, 	quando 

concentrações crescentes de FRC são adicionadas ao sistema. 

Entretanto não se trata de uma inibição enzimática significa 

tiva. Talvez este comportamento seja devido à 	interação da 

FRC com os produtos de hidrólise do BAPA. 
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3.3.11 - Ação da FRC sobre a Atividade Hemoglobinásica 	da 
Fração 25/50 de Vigna unguiculata 

Finalmente, investigou-se a ação da FRC sobre a ativi 

dade homoglobinásica da Fração 25/50. Os valores da 	TABELA 

1 mostram que a FRC não age no sentido de inibir a atividade 

hemoglobinásica da Fração 25/50. 

3.4 - Caracterização da FRC por Métodos Eletroforéticos  

3.4.1 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida a pH 8,1 

A fração em estudo foi submetida a eletroforese 	em 

gel de poliacrilamida a pH 8,1. A FIGURA 5 mostra uma banda 

bastante difusa correspondente a inibidores de tripsina reve 

lados pelo método de URIEL & BERGES (1968). Por outro lado, o 

coramento com negro de amido mostrou a complexidade da FRC 

(FIGURA 6). 

3.4.2 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com SDS 

A FRC foi submetida a eletroforese em gel de polia- 

crilamida com SDS. Nestas experiências os cilindros de 	gel 

foram corados para a revelação de bandas de proteína, 	bem 

como para visualização de inibidores de tripsina. As FIGURAS 

7 e 8 mostram os géis corados pelos dois métodos, respecti-

vamente. A FRC mostra, como se vê, uma única banda correspon 

te a inibidores de tripsina, a qual apresenta peso molecular 

aparente de 8.000 daltons. A TABELA 2 mostra os pesos molecu 

lares das diversas bandas reveladas por Coomassie Blue. 



FIGURA 5 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a pH 8,1 de 
uma amostra de FRC revelada por coramento negati-
vo para inibidores de tripsina. 
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FIGURA 6 - Eletroforese em gel de poliacrilamida de uma amos 
tra de FRC corada por negro de amido. 



••••••••• 

FIGURA 7 - Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS de 
uma amostra i de FRC. Coramento por Coomassie Blue. 
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FIGURA 8 - Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS de 
uma amostra de FRC. Coramento negativo, revelação 
para inibidores de tripsina. 
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TABELA 2 - Pesos moleculares aparentes das bandas de proteí- 
na da FRC calculados por eletroforese em gel 	de 

poliacrilamida com SDS. Cada valor representa a 
média de quatro determinações. 

Bandas 	 Peso Molecular (d) 

	

1 	 8.000 

	

2 	 17 . 000 ' 

	

3 	 20.000 

	

4 	 21.000 

	

5 	 25.000 

	

6 	 31.000 

	

7 	 33.000 

	

8, 	 38.000 

	

9 	 41.000 

	

10 	 49.000 
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3.5 - Caracterização da FRC por Métodos Cromatográficos  

3.5.1 - Cromatografia em Sephadex G 100 

A FRC foi também caracterizada por 	cromatografia 

em coluna de Sephadez G 100, tanto em tampão fosfato pH 7,6 

como em tampão acetato pH 3,5. A FIGURA 9 mostra o perfil de 

eluição em Sephadex G 100, a pH 7,6. Observam-se 	cinco pi- 

cos bem diferenciados que contrastam com apenas três do per 

fil de eluição a pH 3,5 (FIGURA 10), o que certamente se de- 

ve a um processo de associação dessas proteínas em pHs 	al- 

tos. 0 perfil de eluição da cromatografia em Sephadex G 100, 

a pH 7,6, foi usado como base para determinação dos pesos mo 

leculares das diversas frações de acordo com o método 	de 

DETERMANN & MICHEL (1966). A TABELA 3 apresenta os pesos mo-

leculares das frações elufdas em tampão fosfato pH 7,6. 

As atividades inibitórias contra tripsina e quimio- 

tripsina foram medidas nas frações de Sephadex G 100 a 	pH 

7,6. Os resultados indicam que as frações S3,  S4,  e S5  apre- 

sentam atividade anti-triptica e as frações S4  e S5 	também 

possuem atividade anti-quimiotrfptica (TABELA 3). 

3.5.2 - Cromatografia de Troca Iônica em DEAE-Celulose 

A FRC foi submetida a fracionamento por cromatogra-

fia de troca iônica em DEAE-Celulose. A FIGURA 11 representa 

o padrão de eluição da cromatografia em DEAE-Celulose utili 

zando tampão fosfato 0,005 M, pH 7,0 em gradiente salino de 

zero a 1,5 M de NaCl. As atividades anti-triptica e anti-qui 

miotriptica foram investigadas nas frações e determinadas as 

unidades de inibidor para as duas enzimas. 
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FIGURA 9 - Perfil de eluição da cromatografia em 

G 100, tampão fosfato 0,1 M, pH 7,6. 
50 mg de FRC. Frações de 3 ml. 
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FIGURA 10 - Perfil de eluição da cromatografia em 
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TABELA 3 - Pesos moleculares das Frações S1,  S22 , S3, S4,  S5  

e S6  da FRC, eluidas por cromatografia em Sephadex 

G 160, tampão fosfato 0,1 M, pH 7,6, mostrando as 

concentrações de inibidores de Tripsina e Quimio-

tripsina. 

Fra ões ç 
P.M. 

(daltons) 

Ativ. 	Residual 
da Tripsina, 	% 

Ativ. 	Residual da 
Quimiotripsina, 	% 

UIT'%ml UIQT/ml 

S1  107.000 93 100 

82  52.000 84 104 

S3  36.000 8 104 ?48 

S4  23.000 0 10 5913 1161 

S5  15.000 25 29 1230 154 

S6  6.000 95 100 - - 
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FIGURA 11 - Perfil de eluição de uma cromatografia em DEAE-celulose da FRC. 	Coluna 27cmx2cm; 
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3.6 - Eletrofocalização em Gel de Poliacrilamida  

0 exame da FRC por eletrofocalização em gel de polia 

crilamida e coramento pelo método de URIEL E BERGES 	(1968) 

mostrou quatro bandas correspondentes a inibidores de tripsi 

na (FIGURA 12). 

Os pontos isoelétricos foram calculados encontrando-

se os seguintes valores: 4,1; 4,7; 5,0; 5,3. 

A FRC foi também examinada por eletrofocalização em 

placas de gel de poliacrilamida com coramento para proteínas 

(FIGURA 13) onde observamos cerca de 17 bandas cujos pontos 

isoelétricos são: 3,20 - 3,40 - 3,75 - 3,80 - 3,85 - 3,90 -

4,00 - 4,15 - 4,25 - 4,40 - 4,50 - 4,70 - 4,75 - 4,85 - 4,90 

- 5,00 - 5,30. 
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FIGURA 12 - Eletrofocalizaçao em placas de gel de poliacrila 
mida da FRC. Revelaçao para inibidores de tripsi 
na. 
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FIGURA 13- Eletrofocalização em placas de gel de poliacrila-
mida da FRC; revelação para proteínas. 



4 - DISCUSSÃO 

A Fração Resistente ao Calor (FRC) isolada de semen-

tes de Vigna unguiculata (L.)Walp. cv. Seridó, apresentou al 

gumas propriedades diferentes daquelas do modelo proposto no 

inicio do trabalho, notadamente a extrema variabilidade 	do 

peso molecular de seus constituintes. Portanto, a suposição 

de que ela seria constituída de proteínas de baixo peso mole 

cular teve que ser abandonada diante dos resultados obtidos 

com o fracionamento em gel de Sephadex e por sua caracteri-

zação por eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (FI-

GURAS 7 e 8, TABELAS 2 e 3 respectivamente). 

As frações da cromatografia em gel de Sephadex a pH 

7,6, quando testadas para atividade anti-triptica e anti-qui 

miotriptica, mostraram que os inibidores de Vigna unguicula-

ta apresentam um peso molecular entre 15.000 e 36.000 daltons 

(TABELA 3), o que é compatível com os dados encontrados por 

VENTURA et al. (1971). Os experimentos para determinação de 

peso molecular da FRC também confirmaram a capacidade 	dos 

inibidores de se associarem formando dimeros, trimeros, etc. 

(RICHARDSON, 1977). 

Os experimentos de eletroforese em gel de poliacri-

lamida com SDS para revelação de inibidores de tripsina apre 

sentaram uma única banda com peso molecular aparente 	de 

8.000 daltons, o que está de acordo com os resultados encon- 

trados por GENNIS & CANTOR (1976). É provável que se 	trate 

de inibidores de dupla-cabeça, uma vez que o peso molecular 

e os resultados da DEAE-celulose demonstram a existência des 

ses inibidores na fração em estudo. 

Foram detectados apenas inibidores de tripsina bovi-

na, tripsina porcina, quimiotripsina e pronase dentre as pro 

teinases estudadas (FIGURAS 2, 3 e 4 e TABELA 1) 

Os dados obtidos em relação a atividades 	inibitó- 

rias contra tripsina e quimiotripsina (FIGURAS 2, 3 e 4) re- 
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velaram que essas atividades inibitórias correspondem 	
aos 

inibidores de tripsina e quimiotripsina previamente purifi-

cados por XAVIER FILHO e SOUZA (1979), VENTURA & XAVIER FI-

LHO (1966). Mais uma vez os resultados confirmam a heteroge- 

neidade dos inibidores de enzimas proteoliticas de 	Vigna 

unguiculata em termos de ponto isoelétrico, como mostra 	a 

FIGURA 13. Inclusive a cromatografia em DEAE-celulose refle- 

tiu a grande variedade de pontos isoelétricos 	encontrados 

nos experimentos de eletrofocalização. 

A pronase, enzima da classe mecanistíca da tripsina, 

endopeptidade serinica, foi fracamente inibida pela FRC, tal 

vez pela presença de baixa concentração de um inibidor espe 

cifico. É importante ressaltar que todas as enzimas que fo-

ram inibidas pela FRC pertencem à classe das endopeptidases 

serinicas. 

A não detecção de atividade inibitória contra papaina 

e subtilisina na FRC está em desacordo com os estudos 	pré- 

vios de VARTAK et al. (1980a,b) que mostraram a presença de 

isoinibidores de subtilisina e papaina em Vigna unguiculata, 

tendo inclusive encontrado pesos moleculares variando entre 

5.000 e 14.000 daltons, para esses inibidores (VARTAK et al. 

1980c). Os inibidores de papaina de Vigna, particularmente o 

inibidor 82  purificado por VARTAK, apresentam pontos isoelé-

tricos elevados, o que contrasta com as características co-

muns aos inibidores de tripsina e subtilisina de Vigna ungui 

culata. 

0 fato de não haverem sido detectados, no 	presente 

trabalho, esses inibidores de papaina e subtilisina poderia 

ser explicado devido à , perda desses inibidores durante o pro 

cesso de purificação aqui empregado ou, mais provavelmente, 

ao fato desses inibidores estarem presentes em baixas concen 

trações na FRC e assim não poderem ser percebidos. A primei-

ra hipótese não parece ser provável, uma vez que aqueles ini 

bidores, tal como caracterizados por VARTAK, apresentam pro- 

priedades de PM, estabilidade ao calor e a tratamento 	com 

ácidos que os tornariam passíveis de serem isolados pelo mé-

todo usado neste trabalho. Dessa maneira, a segunda hipótese 
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torna-se mais aceitável, uma vez que o grau de 	purificação 

usado para os inibidores A
l' 
 A2  e A3  de papafna isolados 	por 

VARTAK e colaboradores foi em torno de 60.000 vezes e 	para 

B2  foi de 15.000 vezes. Quanto aos inibidores de subtilisina, 

também isolados de Vigna unguiculata com um grau de purifica 

ção de 42.000, 48.000 e 21.000 vezes, reforçam a idéia 	de 

que não se detectaram essas atividades inibitórias 	na FRC 

devido à baixa quantidade desses inibidores presentes na fra-

ção. 

A FRC também não afetou as atividades BAPA-ásica, ca 

seinásica e hemoglobinásica da F 25/50 isoladas de Vigna un-

guiculata cv. Seridó. Neste caso, é provável que a concen-

tração desses inibidores seja muito baixa na semente e, con-• 

seqüentemente, não detectável pelo método empregado, 	ou que 

o processo de purificação da FRC tenha possibilitado de algu 

ma forma a perda desses inibidores. Esse resultado não favo- 

rece a hipótese do controle de proteinases endógenas 	como 

possível papel biológico dos inibidores naturais de enzimas 

proteoliticas. 

COELHO (1980) e LOPES (1985) detectaram 	atividade 

proteinásica em extratos brutos de Callosobruchus maculatus. 

Essas atividades foram testadas em relação à inibição 	pela 

FRC. De acordo com os resultados obtidos, essas 	atividades 

não foram inibidas pela fração em estudo. A resistência 	da 

cultivar TVu 2027 de Vigna unguiculata ao ataque do gorgulho 

(C. maculatus) foi atribuída ao alto conteúdo de inibidores 

de tripsina nessa cultivar (GATEHOUSE et al. , 1979 e GATEHOUSE 

& BOULTER, 1983). A não inibição dessas atividades proteoli- 

ticas do gorgulho pela FRC indicaria que os inibidores 	de 

tripsina sozinhos não seriam os únicos responsáveis pela re-

sistência, uma vez que essas atividades ácida e alcalina pa-

recem ser as principais atividades proteinásicas das larvas 

de gorgulho (LAW et al., 1979). 

A razão da toxicidade dos inibidores de tripsina pa-

ra certos organismos ainda não foi devidamente esclarecida. 

Duas hipóteses igualmente prováveis podem ser levantadas. A 

primeira atribui a toxicidade à inibição do sistema proteoli 
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tico do organismo que dele se alimenta. A segunda explica a 

toxicidade dos inibidores de tripsina a partir de sua indi-

gestibilidade, já que eles são moléculas extremamente rígi-

das, com estruturas terciárias estabilizadas por pontes dis-

sulfeto. Nesse contexto seria recomendável que se estudasse 

o efeito in vivo da FRC. Essa investigação poderia ser feita 

a partir da FRC livre dos inibidores de tripsina e 	quimio- 

tripsina Esses inibidores poderiam ser retirados da FRC por 

meio de cromatografia de afinidade. Caso o efeito tóxico se 

devesse apenas à sua indigestibilidade, certamente a inges-

tão da FRC livre de inibidores de tripsina e quimiotripsina 

provocaria os mesmos efeitos tóxicos dos inibidores de pro-

teinase, dada a presença de componentes da FRC que comparti-

lham, com os mesmos, de propriedades físico-químicas indica-

tivas de resistência à hidrólise enzimática. 

Os estudos aqui desenvolvidos levaram à caracteriza- 

ção parcial de uma fração resistente ao calor 	isolada de 

Vigna unguiculata bastante heterogênea em relação a peso mo- 

lecular e ponto isoelétrico e muito rica em inibidores 	de 

proteinases. No entanto, fica clara a necessidade de uma ca- 

racterização mais extensiva da FRC, notadamente em 	relação 

à determinação do teor de cisteina e sua distribuição em re-

lação aos pesos moleculares. 

A aparente ausência de inibidores de proteinases ou- 

tras que não tripsina bovina, tripsina porcina, quimiotripsi 

na e pronase ainda precisa ser mais extensivamente investiga 

da, preferencialmente a partir da fração de peso 	molecular 

entre 8.000 e 30.000 daltons (TABELA 2). A FRC ainda poderia 

ser testada quanto à presença de inibidores de enzimas 	não 

proteoliticas (a-amilase, lipase, etc.). Tal estudo seria de 

sejável e poderia ser feito a partir das frações de peso mo-

lecular entre 8.000 e 30.000 daltons, que é a faixa caracte- 

rística dos inibidores de enzimas não proteoliticas, ou pelo 

menos dos inibidores de o-amilase (MARSHALL & LAUDA, 	1975). 

A presença de um conteúdo de 2,25% de carboidrato na FRC pa- 

rece sugerir a existência de inibidores de a-amilase 	nesta 

fração, uma vez que, tipicamente, esses inibidores apresen- 
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tam um conteúdo bastante significativo de carbohidrato (MARSHALL 

& LAUDA (1975). 

Investigações recentes sugerem a existência de uma 

classe de proteínas em sementes de oleaginosas que 	abrange 

de 20 a 60% da proteína total da semente e gfue, de um 	modo 

geral, guarda muita semelhança com as proteínas aqui estuda-

das (YOULE & HUANG, 1981). Denominadas de proteínas 2S, elas 

representam uma classe distinta que se caracteriza por apre-

sentar baixo peso molecular, alta. solubilidade em água, alto 

conteúdo de cisteina em adição a um extremamente alto conteú 

do de nitrogênio. Estas proteínas, apesar de possuírem baixa 

ou nenhuma ação anti-enzimática, são notadamente pertencen-

tes à classe de proteína estudada neste trabalho. Neste as-

pecto, discorda-se pois das postulações de YOULE e HUANG que 

claramente excluem os inibidores de proteinases dessa classe 

de proteína, considerando-os apenas contaminantes das 	suas 

preparações, uma vez que as diferenças na composição de ami- 

noácidos seriam muito acentuadas. Dentro dessa ótica, 	seria 

interessante determinar a composição de aminoácidos da FRC 

com o intuito de melhor investigar essa questão. 	Devido à 

grande riqueza de aminoácidos sulfurados nas proteínas 	2S 

elas teriam como principal papel biológico a constituição de 

reserva especial de nitrogênio e enxofre que seria mobiliza-

da durante a germinação para a síntese de outras proteínas, 

cofatores, enzimas, etc. papel biológico atribuído 	por 

PUSZTAI (1967) para os inibidores de proteinases de plantas. 

Os resultados aqui discutidos parecem reforçar a hi- 

pótese de que os inibidores de proteinases estão 	incluídos 

em uma classe de proteínas que apresentam algumas proprieda-

des físico-químicas comuns Embora esses resultados não se-

jam conclusivos, eles estão em consonância com a proposta de 

KREIS, M..e colaboradores (1984) que sugerem a existência de 

uma superfamilia de proteínas de sementes onde estão incluí-

das algumas prolaminas de trigo, cevada e centeio, inibido- 

res de tripsina e a-amilase de cereais, inibidores 	tipo 

Bowman-Birk e as globulinas 2S. 	0 critério usado para o es 

tabelecimento desta superfamilia de proteínas de sementes to 
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ma por base a presença de domínios homólogos entre seus mem-

bros. 

Seria oportuno sugerir a continuidade do 	presente 

trabalho, investigando a capacidade da FRC de inibir outras 

enzimas, a sua ação in vivo, a sua composição de aminoácidos 

e sua resistência a proteólise, entre outras propriedades. 



5 - CONCLUSÕES 

1 - A Fração Resistente ao Calor (FRC) contém 17,2% de nitro 

gênio total e 2,25% de carboidrato. 

2 - 0 peso molecular aparente das proteínas constituintes da 

FRC, determinado por eletroforese em gel de poliacrilami 

da com SDS, varia de 8.000 a 49.000 daltons' e por filtra 

ção em gel de Sephadex G 100 varia de 6.000 a 107.000 

daltons. 

3 - 0 peso molecular aparente determinado por eletroforese 

em gel de poliacrilamida com SDS da banda da FRC que 

apresenta atividade anti-triptica é de 8.000 daltons. 

4 - Os pontos isoelétricos das proteínas que compõem 	a FRC 

variam de 3.2 a 5.3. 

5 - Os pontos isoelétricos dos inibidores de, tripsina presen 

tes na fração são os seguintes: 4,1; 4,7; 5,0; 5,3. 

6 - A FRC inibe tripsina bovina, tripsina porcina, 	quimio- 

tripsina e pronase. 

7 - A FRC não inibe pepsina, subtilisina BPN', papaina, azo-

caseinase ácida e alcalina de C. maculatus, BAPA-ase da 

F 25/50, caseinase da F 25/50 e hemoglobinase da F 25/50 

de Vigna unguiculata. 
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