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RESUMO

Sementes quiescentes de Clitoria ternatea L. (cunh&)

foram usadas para determinacdoc da composicd@o minima € solubl
lizac8o de proteinas. Foram estudados a variacado de proteina
total e ocorréncia e comportamentoc de enzimas proteoliticas
em cotilédones e eixos durante os primeiros 15 dias de germi
nacac.

As sementes quiescentes, com um pesc fresco médio de
47 ,8mg, apresentaram a seguinte composic&o minima percentual:
10,74 de umidade, 4,18 de cinzas, 6,97 de nitrogénio total
19,34 de lipidio~ totais e 32,92 de carboidratos.

A curva de solubilizag8o de proteinas de sementes
guiescentes, em funcfdo do pH, mostrou serem as proteinas mais
soldveis em pH 9,0.

0 teor de proteina total mostrou-se mais alto nos co
tilédones, decrescendo até o final do periodo estudado, en-
guanto nos eixos hd um acréscimo continuo.

Extratos de cotilédones e eixos apresentaram ativi-
dade proteolitice guando feram utilizados os seguintes subs-
tratos: azocaseina (pH 6,0), a-N-benzoil-DL-arginina-p-nitro
anilida (pH 7,6), L-leucina-p-nitroanilida (pH 7,0) € CBzZ-
fenilalanilalanina (pH 5,2).

Durante o periodo de germinag8o estudado as atividas-
des LPA-4sicea e BAPA-dsica apresentaram-se mais altas nos co
tilédones, enguanto as atividades azocaseindsica & carboxi-

peptidédsica mostraram-se mals altas nos eixos.
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SUMMARY

Proximate analysis and protein solubilization of
quiescent seeds, protein content and occurrence of
proteolytic activity in cotyledons and axis of Clitoris
ternatea L. during fifteer days germination were studied.

The guiescent seeds, presenting a medium fresh
weight of 47.8mg, show the following minumum percentual
composition: water content (10.74), ash (4.18), total
nitrogen (6.79), total lipids (19.34), and total sugars
(32.92)

The protein solubilization curve shows a high
solubility at pH 9.0.

The total protein content, determined by the Kjeldahl
method, decreases continuously in the cotyledons during
germination, while in the axis it increases simultaneously.

The cotyledons and axis when tested for proteolytic
activity show activity against the following substrates:
azocasein (pH 6.0), a@-N-benzoyl-DL-arginine-p-nitroanilide
(pH 7.6), L-leucine-p-nitroanilide (pH 7.0), and CBZ-phenyl-
alanyl-alanine (pH 5.2).

' During the germination period studied the LPA-ase
and BAPA-ase activities are higher in the cotyledons while
the azocaseinase and the carboxypeptidase activities are
higher in the axis.
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1 - INTRODUCAOD

Consideracdes Gerails

As sementes de plantas constituem uma forma de adapta
cdo aos rigores da vida na terra e representam uma forma em-
briondria da planta que pode resistir as condigbes de seca,
frio, etc. e podem servir como agente de dispers&oc para as
diferentes espécies de plantas. Quando presentes em um meio
ambiente que possua condigdes satisfatérias de umidade e tem
peratura, as sementes podem guebrar sua guiescéncia e ini-
ciar o processc de germinacdo. A dgua embebida do meio am-
biente reidrata os tecidos da semente e a velocidade dos pro
cessos metabdélicos aumenta rapidamente. 0 processo de germi-
nacdo é finalmente completado guando emerge a primeira radi-
cula. Sob condigBes favordveis, a pléntula continua a cres-
cer, se desenvolver e produzir uma planta fotossintética,
funcionante (WILSON, 1986).

Durante a germinacdo e nos primeiros estdgios de de-
senvolvimento da plantula, a planta é dependente das suas re
servas de nutrientes. Essas reservas devem fornecer energisa,
cadeias carbonadas pré-formadas, nitrogénio fixado organiga-
mente e minerais para o desenvolvimento de plantula, até gue
a planta tenha desenvolvido um sistema radicular funcionante

e capacidade fotossintética czracteristicos de uma planta
autotr6fica (WILSON, 1986).
As reservas mais comumente encontradas sdc: carboi-

dratos (incluindo amido e oligossacaridios), proteinas, lipi
dios (especialmente trigliceridios) e fitinas (que servem co
mo reserva de ions metdlicos e fésforo). As proporgdes rela-
tivas de cada forma de reserva variam muito entre diferen-
tes espécies e familias de plantas. Em sementes maduras de
plantas dicotiledéneas, as reservas estdo geralmente locali-

1




zadazs nos cotilédones do embrido, nc endosperma ou em ambos
(BEWLEY & BLACK, 1978).

Os cotilédones servem como principal ou dnico teci
do de reserva na maioria das leguminosas. Entretanto, apesar
de suas diferencas anat6micas, ultra-estrutura e composicaoc
guimica, os tecidos de reserva das sementes s&@o bastante se-
melhantes. A maioria das substéncias de reserva s@o guarda-
das em formas insoldveis, especialmente nas organelas de re-
serva, isto €, como amido nos amiloplastos ou trigliceri-
dios nos esferossomos: (corpos gordurosos). 0 nitrogénio €
estocado em quase todas as sementes em subst&ncias pouco so-
ldveis ou proteinas de reserva insollveis, que estdo geral-
mente armazenadas nos chamados corpos proteicos ou gr8os de
aleurona (PERNOLLET, 1978). Os nutrientes minerais (fosfa-
to, potadssio, magnésio e cédlcio) s&do estocados comoc um pre-
cipitado insoltivel de sais mistos (fitatos), dentro dos cor-
pos protéicos. As quantidades das principais substéncias de
reserva nas sementes diferem de géneroc para género (SALMIA,
1981).

Durante a germinacdo e crescimento da plantula, as
reservas sdo mobilizadas, isto é, as moléculas s8o hidrolisa
das em suas unidades constituintes, isto é, monossacaridios,
aminodcidos, 4cidos graxos, etc. Essas moléculas s@o entdo
utilizadas pela plantula para o fornecimento de energia me-
tab6lica e biossintese (WILSON, 1986).

No caso particular das reservas protéicas a mobiliza
cdo durante a germinac8o tem sidc considerada dependente de
trés componentes: proteinas de reserva, corpos protéicos . e
enzimas proteoliticas (MILLERD, 1975).

Proteinas de reserva

Uma proteina de reserva pode ser definida como gqual-
quer proteina que: a) é acumulada na semente em \grandes

quantidades; b) ocorre somente na semente; € c) pode ser



hidrolisada para fornecer seus aminodacidos constituintes que
sdo entdo usados como fonte de nitrogénio reduzido pelas
plantas durante a germinacdo e crescimento inicial. Consis-
tente com seu papel de reserva de nitrogénio reduzido, as
proteinas de reserva comumerte encerram uma alta proporgao
das amidas glutamina ou asparagina (SPENCER, 1984).

As principais proteinas de reserva de leguminosas
sdo globulinas (insollveis em &gua, sollveis em sal), embora
recentemente algumas albuminas tenham sido identificadas com
a definicd@o anteriormente referida (SPENCER, 1984).

Ha um notavel grau de uniformidade nas propriedades
fisico-quimicas das proteinas de reserva. Em leguminosas s&o
ou do tipo-legumina ou do tipo-vicilina. Leguminas s&o globu
linas que apresentam uma massa molecular em torno de 360.000
daltons (12 S), consistindo de seis unidades semelhantes (de
aproximadamente 60.000 daltons) cada uma encerrancdoc, pOTr sua
vez, um polipeptidio bdsico e um &cido covalentemente liga-
dos por uma ponte dissulfeto. As globulinas do tipo-vicilina
tém um peso molecular de aproximadamente 180.000-200.000
daltons (7-9 S), uma estrutura de subunidades mais complexa
do gue as leguminas e sem apresentarem pontes dissulfeto
(SPENCER, 1984).

As lectinas também tém sido consideradas proteinas
de reserva em potencial e tém provadoc ser comum em sementes,
especialmente .de leguminosas (WILSON, 1986).

Os inibidores de proteinases constituem um outro gru
pc de proteinas ac gual tem sido stribuida a funcdo de pro-
teina de reserva, principalmente por causa do seu alto teor
em aminodcidos sulfurados (WILSON, 1986).

Corpos protéicos

Na maioria das sementes as proteinas parecem estar
localizadas nos corpos protéicos. Védrias enzimas hidroliti-
cas cuja fungd@o é degradar compostos de reserva durante a
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germinacdo sem reagir com o resto da célula est@oc nos corpos
protéicos. 0s corpos protéicos tém propriedades autoliticas
gue n#dc diferem daguelas dos lisossomos, uma vez Que as hi-
drolases dos corpos protéicos nao reagem com 0S compostos
citoplasmdticos durante a germinacd@c (ASHTON, 1976€).

Os corpos protéicos tém uma forma arredondada & seus
tamanhos variam bastai:ite nas vérias espécies de plantas e
também na mesia espécie de planta. Em dicotiledbneas eles
tém um diametro variando ent-e 1 e 22 um, com um tamanho mé-
dio de poucos microns. S&o envolvidos por uma membrana unita
ria. A arquitetura interna dos corpos protéicos diferer. en-
tre as espécies de plantas. Em algumas plantas, esoecialmen-
te nas leguminosas, eles parecem ser estruturas granulares
ou homogéneas sem inclus@o aparente (WILSON, 1986).

Essas organelas subcelulares sio encontradas por to-
do o embrifo das dicotiledbneas, mas também no eixo e no en-
dosperma, se este tecido estéd presente como 6rgdo de reserva
na semente madura.

A estrutura, composicic e mudancas dos corpos protéi
cos durante a germinacd@oc tem sido objeto de védrias revisdes
(ASHTON, 1976; BEWLEY & BLACK, 1978; PERNOLLET, 1978).

Enzimas proteoliticas

A hidrélise das proteinas € efetuada em gualguer ma-
terial bioldégico pela agdo combinada de proteinases (também
referidas como proteases e endopeptidases) e peptidades (exo
peptidases, dipeptidases) (SALMIA, 1981). Em células animais
e microbianas a protedlise desempenha papéis criticos em nu-
merosos processos, tais como: ativacdo de enzimas, matura-
30 hormonal, fungBes de lisossomos, excrecdo de proteina,
diferenciacso celular e envelhecimanto. Em tecidos vegetais,
-~ majpria das pesquisas tém sido concentradas no papel das
proteases na mobilizagd3o das proteinas de reserva (STOREY &
WAGNER, 1986).
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A: enzimac proteoliticas tém sido clzassificadas em
varies grupos de acordo com a hidrélise das ligagdes peptidi
cas internas e externas de proteinas ou baseadas no mecanis-
mo de catdlise. STOREY & WAGNER (1986) prop&em, no trabalho
de revisdo sobre proteases vegetais, a classificacdo apresen
tada na TABELA 01 e chamam = atencdo para a necessidade de
uma uniformizacdo na denominac&o das enzimas proteoliticas
em plantas. As endopeptidases s&o classificadas tendo em vis
ta o mecanismo catalitico, enguanto as exopeptidases S&o
classificadas conforme a especificidade do substrato. Ague-
las especificas para aaNHz-terminal sAo aminopeptidases (gue

removem unidades de aminoacidos) ou dipeptidil peptidases (qgue

removem seguencialmernte dipeptidios de proteinas e peptidios).

As enzimas atuando na porgao a-COOH-terminal s&o carboxipepti-

dases (gue removem unidades de aminodcidos) ou peptidil di-

peptidase (gue removem sequencialmente dipeptidios). Dipepti
dases convertem dipeptidios em aminodcidos, enguanto tripepti
dases agem sobre tripeptidios para produzir um dipeptidio e
um aminodcido. Dipeptidil pepti ‘ases, peptidil dipeptidases,
dipeptidases e tripeptidases ainda ndo foram caracterizadas
em células vegetais.

A proposicd@o de STOREY & WAGNER (1986) deve-se ao fa
to dos diferentes autores usarem uma te: minologia diferente,
(!ificultando os estudos de comparacdc das atividades encon-
tradas nas diversas espécies estudadas. Por outro lado, a in
clusd@o de umea endopeptidase na classificagdoc proposta exige
dados relativos aos inibidores especificos para as diferen-
tes classes mecanisticas. Infelizmente, um simples e Unico
protocolo de diagn6stico gue prove de modo claro e inegquivo-
co gue uma protease é do tipo serina, cisteina, &acido aspéar-
tico ou metédlica ndo é ainda disponivel.

Pelos motivos referidos encontramos, por exemplo, nos
estudos de SALMIA (1981) referéncia a: (1) carboxipeptidases,

com 6timo de pH em torno de 5,0, consideradas serino protei-
nases por serem inibidas por diisopropilfluorofosfato; (2) naftila-
midases (arilamidases), consideradas aminopeptidases que hi-
drolisam substratos sintéticos (leucil-g-naftilamida & leu-




TRBELA 1 - Chave dicotdmica para & nomenclatura de enzimas
proteoliticas em plantas*

Proteases ou peptidases - enzimas atuando sobre ligacgdecs
peptidicas

I. Clivam ligagBes peptidicas internas - A
II1. Clivam ligacg@ies petidicas externas - B
A. Endopeptidases ou proteinases

1. Serina-proteinase (EC.3.4.21) - serina ou histidi
na do centro ativo envolvida na catédlise, pH 6ti-
mo usualmente entre 7 e 9.

2. Cisteina-proteinase (EC.3.4.22) - cisteina do cen-
tro ativo envolvida na catédlise, pH 6timc usualmen
te entre 4 e 7.

3. Acido aspartico-proteinase (EC.3.4.23) - duas uni-
dades de &cido aspartico e uma tirosina do centro
ativo envolvidos na catédlise, pH 6timo abaixo de 5.

4. Metaloproteinase (EC.3.4.24) - ion metdlico do cen
tro ativo envolvido na catédlise, pH 6timo usualmen
te entre 7 & 9.

B. Exopeptidases

1. Aminopeptidase (EC.3.4.11) - remove unidades de
aminodcido da porcdo N-terminal de cadeias peptidi
cas.

2. Dipeptil peptidase (EC.3.4.14) - remove unidades
dipeptidicas da porgdo N-terminal de cadeias pepti

dicas.

3. Carboxipeptidase (EC.3.16.17) - remove unidades de
aminoacido da porcgdc . COOH-terminal de cadeias
peptidicas.

4., Peptidil dipeptidase (EC.32.4.15) - remove dipepti-
dios da porcao COOH-terminal de cadeias peptidicas.

5. Dipeptidase (EC.3.4.13) - cliva dipeptidios a ami-
noacidos.

6. Tripeptidase - cliva tripeptidios das porcdes N- e
COOH-terminais.

* STOREY & WAGNER, 1986.
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cil-p-nitroanilida) nos quais o grupo carbox.la de um aminod
cido forma uma ligacgdo peptidica com um grupo amino de zalgu-
ma amina aromdtica; (3) peptidases alcalinas, com pH 6timo

na regido alcalina e pouca ou nenhuma atividade sobre 0S
substratos para naftilamidases.

Estudos de revisdo sobre enzimas proteoliticas em
plantas foram feitos por RYAN (197.), ASHTON (1976), RYAN &
WALKER-SIMMONS (1981,, MIKOLA (1983), por varios autores em
dois volumes editados por DALLING (1986) e mais recentemente
por SHUTOV & VAINTRAUB (1987).

Os principais estudos envolvendo a mobilizacédo de
proteinas em sementes tém sido iniciados determinando-se &
enzimas que possam estar envolvidas nestes processos. E su-
posto, por esta abordzgem, gue aguelas atividades proteoliti
cas, que estdo presentes ou aumentam o nivel coincidentemen-
te com o desaparecimento das proteinas de reserva, sdo aque-
las enzimas responsiveis pela sua degradacdo (WILSON, 1986).

Basicamente, dois tipos de abordagem diferentes no
estudo da mobilizacgdo das proteinas de reserva em dicotile-
débneas, tem aparecido ne literstura: (1) caracterizacdo da
velocidade de utilizag8o das enzimas proteoliticas presentes
em sementes guiescentes e germinantes e no desenvolvimento
da plantula; e (2) caracterizacdo das mudangas estruturais
que ocorre na proteina de reserva durante a germinacd@o € nos
primeiros estédgios de desenvolvimento da pléantula. O estudo
da mobilizac@o das proteinas de reserva em uma dada espécie
de planta deveria envolver ambos os caminhos experimentais,
mas infelizmente raras vezes isto foi posto em pratica (WILSON,
1986).

Apesar das criticas feitas quanto & obtencd@o das en-
zimas a partir de extratos de tecidos como um todo, gue pre-
sumivelmente contém proteinas origindrias do citossol, do
rompimento dos corpos proteicos, de vaclolos e de outras or-
ganelas; do empregc ndo apropriado de substratos de origem
animal; e da metodologia empregada, WILSON (1986) considera
os estudos de degradagdo em fungdo do tempoc uma abordagem
Gtil para a questdo da mobilizacd3o de proteinas e uma base



Util pars futuras experiéncias, principalmente, se associs-
dos a estudos de compartimentalizacé&o.

Infelizmente, em muitos casos, uma Unica enzima tem
sido estudada para um tipo de semente. As enzimas purifics-
das mais conhecidas incluem as proteinases dcidas presentes
em sementes guiescentes de maconha (ST. ANGELO et.al., 1969)
€ em sementes germinantes de feijdo (BAUMGARTNER & CHRISPEELS
1977). Carboxipeptidases altamente purificadas foram obtidas
de cevada (VISURI et. al., 1969, MOELLER et. al., 1970), de
algoddo (IHLE & DURE, 1972 a e b) e de arroz (DOI et. al.,
1980 a e b). Aminopeptidases tém sido purificadas de gréao de
cevada (KOLEHMAINEN & MIKOLA, 1971; SOPANEN & MIKOLA, 1975),
de ervilha (ELLEMAN, 1974) e abdbora (ASHTON & DAHMEN, 1968).
Dipeptidases de cevada (SOPANEN, 1976) e de abdépora (ASHTON
& DAHMEN, 1968) tém sido purificadas.

Muitas endopeptidases detectadas em sementes sdo en-
zimas que tém uma atividade 6tima em pH dcido ¢ podem ser
classificadas como endopeptidases &dcidas. Védrias espécies de
plantas tem sido examinadas para a atividade de tais endo-
peptidases, isto é: milho (HARVEY & O0AKS, 1974), "mung-bean"
(BAUMGARTNER & CHRISPEELS, 1977) e arroz (DOI et. al., 1980 d).

Entretanto, essas enzimas ndc tém sempre sido bem
caracterizadas, algumas delas mostrandoc serem inibidas por
inibidores especificos para SH ou ativadas por agentes redu-
tores e outras nado sdo afetadas por nenhum inibidor especifi
co. Nenhum dos resultades obtidos estabelece uma propriedade
geral para as enzimas Acidas em sementes germinantes de plan
tas.

DOI et. al., (1980 d) estudaram o comportamento des-
sas enzimas em sementes guiescentes e germinantes de arroz.
As enzimas apresentam um pH 6timo entre 3 e 3,5 com 2% de
hemoglobina e mostraram diferencas nas propriedades testadas.
0 comportamento dessas enzimas com relac&o aos inibidores
das atividades peptidédsicas e protedsicas sugere que existe
no minimo dois tipos de proteinases diferentes nas sementes
guiescentes e germinantes de arroz, isto é, uma enzima sen-
sivel a pepstatina e uma enzima sulfidrilica. Essas enzimas



foram separadas por cromatografia em gel de Sephadex G-100,
onde o primeiro pico de atividade correspondia & enzima
pepstatina-sensivel e o segundo pico correspondia 2 enzima
sulfidrilica.

BAUMGARTNER & CHRISPEELS (1977), purificaram uma en-
zima denominada vicilina-peptidio-hidrolase em "mung-bean".
A enzima isolada de cotilédones de "mung bean" germinados
fol incubada em pH 5,1 e seus produtos de reacdo s8o oligc-
peptidios e pequenos peptidios.

Uma protease com 6timoc de pH em 3,8 foi obtigda de
endosperma de sementes de milho por HARVEY & OAKS (1974). A
enzima € capaz de degradar gliadina, edestina e hidrolisar
parcialmente zeina e glutelina. A atividade aumenta do ter-
ceiro ao oitavo dia apds imbebicdoc e decresce no décimo dia.

A presenca de aminopeptidases tem sido examinada em
vdrias plantas, isto é, arroz (DOI et. al., 1980 c), Phaseolus
vulgaris (CRUMP & MURRAY, 1979) e cevada (MIKOLA & KOLEHMAINEN,
1972);

Recentemente, o papel fisioldgico de aminopeptidases
em plantas tem sido observado em relacdo ao transporte de
peptidios para o embrido.

DOI et. al. (1980 c) conseguiramaipurificac8o de uma
LPA-ase presente em grdos de arroz guiescentes, usandc fra-
cionamento com sulfato de amdbnioe cromatografia por filtra-
cdo em gel de Sephadex G-150. A enzima purificada apresentou
atividade LPA-&sica mais baixa ap6s a focalizac8o isoelétri-
ca. A atividade LPA-4dsica foi mais alta na presenca de sais,
indicando que cations (K+, Na®) estd@o relacionados com a
ativacdo da enzima. Foram determinados: pH 6timo, efeito de
&nions ativando a enzima, ponto isocelétrico e estabilidade
térmica. A enzima isolada por DOI et. al., € semelhante a
uma aminopeptidase obtida de grdo de cevada nd3oc germinado em
relac3o 2 insensibilidade ao EDTA, mas é diferente em compa-
racdo com a inibigdoc por pCMB 10 mM e ativag8o por composto
SH.

CRUMP & MURRAY (1979) estudaram as mudangas na ati-
vidade de véarias enzimas proteoliticas em Phaseolus vulgaris
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L. Dois tipos de aminopeptidases denominadas AP 1 (fenantro-
lina-insensivel) e AP 2 (fenantrolina-sensivel) foram encon-
tradas em sementes germinadas usando leucil-B-naftilamida co
mo substratoc. A atividade de AP 1 alcancou um valor maximo
aos dois dias de germinagdo e depois decresceu. A AP 2 anre-
sentou atividade maxima no quarto dia de germinacédo.

MIKOLA & KOLEHMAINEN (1972), concluiram que pléantu-
las de cevada contém oito peptidases diferentes com pH &étimo
variando entre 4,8 e 8,6. Trés entre essas sdoc consideradas
aminopeptidases e atuam sobre aminoacil-f-naftilamidas ( pH
6timo na hidrdélise de di e tripeptideos varia entre 5,8 e
€,5). Duas das oito peptidases sAo caracterizadas por sSeus
6timos de pH relativamente alto, pH 7,8 € 8,6, para Ala-Gly
e Leu-Try respectivamente. Essas peptidases estd@o presentes
nos grdos de aleurona e escutelo, mas totalmente ausentes
no endosperma.

Carboxipeptidases tendo propriedades enzimdticas se-
melhantes tém sido encontradas em varias plantas, incluindo:
algoddo (IHLE & DURE, 1972 a e b), arroz (DOI et. al., 1980
a e b) e cevada (MIKOLA, L., 1983) e em varios 6rgaos das
plantas. A maioria dessas carboxipeptidases tem sido caracte
rizada por apresentar um pH é6timo em torno de 5 e 5,5 e ini-
bigcdo por diisopropilfluorofosfato (DFP).

R atividade carboxipeptidésica € em geral encontrada
em niveis significantes em sementes n&o germinadas de legu-
mes e aumentam durante a germinacdoc.

FungBes fisioldgicas dessas enzimas tém sido estu-
dadas em sementes germinantes, entretanto, nenhuma conclu-
sdo definitiva tem sido obtida.

DOI et. al. (1980 a e b) realizaram uma:série-dezex-
perimentos para elucidar a natureza e papel fisioldgico de
carboxipeptidases em arroz, especialmente em relacdo a mobi-
lizagdo das proteinas de reserva durante a germinacdo e ©
"turnover protéico" das células em crescimento. Eles conclui

ram que as sementes de arroz germinantes contém trés enzimas
carboxipeptidédsicas que hidrolisam o substrato, carbobenzoxi-
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L-fenilalanil-alanina a diferentes valores de pH. As ativi-
dades foram mé&ximas para as trés CPA-ases em pH 4,5, 5 e 7.
R enzima ativa a pH 5 foi parcialmente purificada em folhas
de arroz e apresentou-se muito semelhante a outras carboxi-
peptidases de diferentes plantas.

Durante a germinac&dc, o conteldo de nitrogénic no
endosperma das sementes de arroz diminuiu enguanto gue nas
partes da plantula em crescimento aumentava. A acumulacgdo de
aminoacidos livres no endosperma & plantula, acompanhado pe-
la redug&o do contelddo de nitrogénio, indicava a hidrélise
das proteinas de reserva no endosperma seguido do transporte
dos produtos para as partes em desenvolvimento da plantula.
Métodos gasométricos foram empregados para a determinacé&o
dos conteddos dos aminodcidos livres nos diferentes tecidos.
Rs atividades exopeptiddsicas observadas demonstraram gue
essas enzimas estavam hidrolisando proteinas de weserva.

As atividades carboxipeptiddsicas presentes em semen
tes de cevada foram determinadas por MIKOLA, L. (1983), usan
do substratos especificos. A alta atividade em extratos de
grdos de cevada germinantes em torno de pH 5, foram medidas
pela atividade hidrolitica em oito dipeptidios carbobenzoxi
(Z-dipeptidios e um Z-tripeptidio). Os resultados indicam
que todas as atividades foram devidas a cince carboxipepti-
dases. Todas as cinco enzimas s&@o inibidas por DFP g por
pCMB. As cincec enzimas de cevada parecem-se em varios as-
pectos com trés carboxipeptidases lisossOmicas de tecidos
de mamiferos.

IHLE & DURE (1972 2 e b) isclaram uma carboxipepti-
dase de cotilédones de plantulas de algoddoc. A enzima foi ca
paz de hidrolisar varios substratos-ésteres, polipetidios e
proteinas desnaturadas aparentemente a partir da extremidade
C-terminal. A enzima foi inibida por diisopropilfiuorofosfa—
to (DFP).

Mdltiplas formas de carboxipeptidases em plantas tém
sido encontradas. E possivel que as diferentes formas das en
zimas sejam isoenzimas, mas alguma heterogeneidade pode ser
devida a modificacBes proteoliticas ou desaminag8o de aspara
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gina e glutamina. Algumas dessas enzimas dissociam-se em
fragmentos ou subunidades durante eletroforese em gel de po-
liacrilamida com SDS na presenca de agentes redutores. E pos
sivel gue subunidades distintas estejam presentes ou gque al-
gumas enzimas possam ser clivadas por enzimas proteoliticas
durante a purificacdoc (RYAN & WALKER-SIMMONS, 1981).

Como se pode observar pelos trabalhos realizados,
uma melhor caracterizag&@o da especificidade enzimatica duran
te a germinagdo & um melhor conhecimento sobre as proteinas
de reserva das sementes é de interesse para podermos atingir
uma melhor compreensac do processo germinativo como um todo.
Existem duvidas se as mesmas enzimas ou enzimas semelhantes
cocorrem em sementes diferentes. Estudos comparativos tém
sido realizados com monocotiledbneas & dicotiledbneas. Va-
rios resultados desses estudos indicam gue grupos coOITrespon-
dentes de peptidases ocorrem nessas plantas, mas sua relati-
va importéncia na mobilizagdo das proteinas de reserva duran
te a germinagdo parece ser diferente (MIKOLA, 1983).

_ Por causa da importéncia econfmica das leguminosas,
muitos trabalhos sobre a bioquimica das proteinas de reserva
em suas sementes guiescentes e germinantes tém sido estimula
dos.

Justificativa e Objetivo

Uma das causas apontadas como responsaveis pela bai-
xa produtividade da pecudria brasileira, especialmente do
Nordeste, é a escassez de forragem de boa gualidade. Atual-

mente a cunhd (CLitoria ternatea L) vem sendo introduzida no

Ceard como forrageira e vem se mostrando bem adaptada as con
dicdes ecoldgicas da regidc. A planta apresenta caules fi-
nos, elevada massa foliar adeguando-se & producgdo de feno
de 6tima qualidade.

Renato BRAGA (1960) refere-se a cunhd@ como uma legu-
minosa tropical perene, origindria da Asia, segundo alguns
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autores, ou da América do Sul, segundo outros. Els OCOTITIE
do Amazonas até S&o Paulo, inclusive Minas Gerais, Goias e
Mato Grosso.

Poucos estudos sdo encontrados com relacdo z parte
aérea da planta (KATIYAR et. al., 1970; AZEVEDO, 1983) e néac

se encontra na literatura dados com relacdoc as proteinas de

sementes exceto os trabalhos de JOSHI et. al. (1981) e de
AZEVEDO (1983). Dizem os autores gue as folhas apresentam em
média 26% de proteina bruta.

Um melhor conhecimento das proteinas de sementes de
cunhd@ poderia possibilitar o emprego das mesmas, separacsa-
mente das folhas, como complementag&o na alimentag&o animal.
Por outro lado, o conhecimento das propriedades das protei-
nas vegetais € essencial a qgualquer estudo de melhoramento
genético visando o aproveitamento biotecnoldégico de plantas.

0 presente trabalho tem por objetivo determinar algu
mas caracteristicas das proteinas presentes em sementes guies-

centes de cunhd (Clitoria ternatea L.), bem como verificar a

variac8o do teor de proteinas durante a germinag@o. Como as
enzimas proteoliticas s&o consideradas importantes na mobili
zagcdo das proteinas de reserva da semente, foram feitas de-
terminacBes das atividades enzimdticas durante a germinacéc.
Esperamos dessa maneirs contribuir com dados que sirvam de
base para estudos posteriores relacionados com a mobilizacg@o
de proteinas de cunhi.
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2 - MATERIAIS

2.1 - Material Vegetal

No presente trabalho foram usadas sementes de cunhi
(Clitoria ternatea L.) doadas pelo Departamento de Zootecnis
do Centro de Ciéncias Agrérias da Universidade Federal do
Ceara.

2.2 - Reagentes

Os reagentes a seguir relacionados foram obtidos da
Sigma Chemical Co., St. Louis, USA: azocaseina, albumina sé-
rica bovina, N,N'-metilenc bisacrilamida, CBZ-fenilalanil-alani-
na, Coomassie brilliant blue G-250 e R, ditiotreitol, dodecil
sulfato de sdédio, N,N,N'-tetrametiletilenodiamina, acido
2,4,6-trinitrobenzenosulfénico & BAPA.

Acrilamida foi adguirida de Inlab, S&o Paulo, Brasil.

Dimetilsulféxido obtido de Carlo Erba. '

B-mercaptoetanol e L-leucina-p-nitroanilida foram
obtidos de E. Merck, Darmstadt, Alemanhza

Sephadex-G-25 e Sephadex G-100 de Pharmacia, Uppsalsa
Suécia.
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2 - METODOS

3.1 - Preparacgdo de Farinha de Sementes Quiescentes

Sementes quiescentes de cunhd@, apés remogdo dc tegu-
mento foram trituradas em moinho de café elétrico, tratadas
com hexana para remogdo dos lipidios e colocadas para Ssecar
a temperatura ambiente (ca. 26°C). A farinha assim obtidsa
foi estocada em refrigerador (ca. 8°C) e usadas para todas
as experiéncias.

3.2 - Curva de Solubilizacdo de Proteina em Fungc&@o do pH

Farinha de sementes quiescentes fo; ' usada. para
verificar a solubilizacgdo de proteinas em func&o do pH do
meio de extracdoc. A porcdes de 1lg de farinha foram adiciona-
dos 10ml de dgua € as suspensdes fol adicionado HCl ou NaOH,
de modo a ajustar o pH no intervalo de 2,0 a 10,0. Apés duas
horas de contatoc, a 8°C, com agitacd@o ocasional as suspen-
sbes foram centrifugadas (9.200 xg,30min, 4°C) e 0s sobrena-
dantes, filtrados em 18 de vidro, foram usados para determi-
nacdo de proteina peloc método de BRADFORD (1976). A seguir
os sobrenadantes foram dialisados contra agua destilada, 1lig
filizados e usados para determinacio de proteina e eletrofo-
rese em gel de poliacrilamida (LAEMMLI, 1970), em presenca
de SDS e B-mercaptoetanol.

15
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3.3 - Concicgbes de Germinacado

Sementes quiescentes de Clitoria ternatea L, foram

tratadas por trinta minutos com acido sulfdrico concentradc
e lavadas com agua corrente por 20 minutos, antes de serem
colocadas para germinar.

A germinagdo foi feita em papel (mata borrac filtroc
80g/m*) previamente esterilizado em autoclave. As sementes fo
ram colocadas entre folhas de papel (30x30cm), umedecidas com
dgua destilada e enroladas. Os rolos, encerrando 15 sementes
cada, foram colocados em beguer de 1000ml contendo 80ml de
dgua destilada. Os bequeres, contendo 4 rolos cada, foram co
locados em uma cé&mara Umida mantida no escuro e a temperatu-
ra ambiente (ca. 26°C).

Cotilédones e eixos foram coletados apés 3, 64 9,
12 e 15 dias de germinac8o. Uma parte do material fol wusada
para determinacio de peso fresco, peso seco e proteina total
pelo método de Kjeldahl (HILLER et. al., 1948). A outra par-
te foi colocada em saco plastico, liofilizada, triturada em
almofariz e estocada em congelador, para posterior prepara-

cdo dos extratos e determinac8o das atividades enzimdticas.

3.4 - Composic8o Minimsa

3.4.1 - Determinacdo de Umidade

As determinac@es de umidade foram feitas em estufa
a 110°C por 24 horas. 0 cédlculo de peso seco foi estimado
pela perda de peso nas condicgBes referidas e expresso em por
centagem.
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3.4.2 - Determinacgdo de Cinzas

A determinacdo de cinzas foi feita pela combustéao
direta (TRIEBOLD, 1946). Este método consiste na oxidacg&o de
toda a matéria organica, presente na amostra, por incinera-
¢do0 e determinagdo das cinzas resultantes.

A amostra (2g), colocada em um cadinho de porcelana,
foi transferida para uma mufla deixando-se & temperatura
atingir 550-600°C. 0O aquecimento foi mantido até as cinzas
apresentarem uma coloracdo cinza-esbranquicada e atingirem
peso constante. A amostra foi resfriada em dessecador 2]
pesada.

0O teor de cinzas fol expressoc em percentagem e em

termo de peso seco.

3.4.3 - Determinacdo de Lipidios Totais

Os lipidios totais foram determinados por extragéo
intermitente com hexana em extrator de Soxhlet (TRIEBOLD, 1946).

3.5 - Determinacdo de Proteins

As dosagens de proteina foram feitas pelo método de
Kjeldahl (HILLER et. al., 1948) guando do uso do material s
lido e pelo método de BRADFORD (1976) quando se tratava de

material em solucdoc..
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3.5.1 - Método de Kjeldahl

Por esse método foi determinado o teor de nitrogénic
total e usado o fator 6,25 para cédlculo da proteina total de
farinha, cotilédones e eixos de sementes quiescentes e germi
nantes. A mineralizacdoc foi feita em presencga de stﬂa con-
centrado (3ml) e solucdo a 10% de HgSDA (0,5ml) como catali-
zador. A seguir as amostras foram usadas para destilacdo,
ap6s adigdo sucessiva de zinco em pdé (ca. 200mg), NaOH 50%
(12ml) e tiossulfato de sédio 20% (2ml). O destilado foi re-
cebido em 10ml de &cido bdérico a 2% e titulado com HCl 0,01N
em presenga de indicador misto (encerrando 0,4g de vermelho
de metila e 0,2g de verde de bromocresol em 100ml de eta-
nol). O nitrogénio total foi expresso em termos de peso seco.

Em geral foram usadas porgdes de 50 a 100mg do mate-
rial para mineralizagdo e as amostras mineralizadas foram di
luidas com dgua (50 a 100ml) para destilacdo de aliguotas con-
venientes (5ml).

3.5.2 - Método de BRADFORD (1976)

Este método utiliza a propriedade apresentada pelo
corante Coomassie Brilliant Blue G-250 de se ligar a protei-
nas, causando em meio acido uma mudancga de absorcéao méxima
do corante de 495 para 595 nm. A reacdo apresenta a vantagem
de ser réapida, de ndo estar sujeita a interferéncia de com-
postos gue geralmente afetam outros métodos usados para de-
terminac8o de proteina e de ser sensivel a pequenas gquanti-
dades de proteina (5 a 100ug).

No presente trabalho foram usadas aliguotas de 100pul,
encerrando de 5 a 45ug de proteina, as quais foi adicionado 5ml do
reagente de Bradford que contém por 1000ml de volume final:
148 ,86mg de Coomassie a 70%, 50ml de dlcool etilico a 95%,
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10ml de &cido fosfdérico a 85% (p/v) e Agua destilads g.s.p.
1000ml.

Apés 10 minutos a absorbancia em 595 nm fol ' medida
contra uma prova em branco sem proteina. A concentracao de
proteina foi estimada com relac8o a uma curva padréc de al-
bumina sérica bovina. Nas condicBes descritas, 5ug de protel
na apresenta uma absorb&ncia de ca. 0,070 e a curva se apre-
senta linear até 45ug de proteina.

3.6 - Preparagdo dos Extratos

2.6.1 - Extracdo em pH 7,6

Farinha de sementes guiescentes, cotilédones e eixos
de sementes guiescentes e germinantes liofilizados foram usa
dos para extracdc de proteina com tamp&do fosfato (KH2P04/N82HPQA)
0,02 M, pH 7,6 na proporgcdo 1:10 (p/v) para cotilédones e
1:20 (p/v) para eixos. As amostras foram deixadas em contato
com o tamp#c, com agitacdo ocasional, por 30min, & temperatu
ra ambiente e a seguir centrifugadas (7500 xg, 30min, 4°C).
Os sobrenadantes foram filtrados em 18 de vidro e usados pa-
ra determinacdo de proteina, determinagdo da atividade azo-
caseindsica, filtrac@o em gel de Sephadex G-25 e posterior
determinacdo das atividades LPA-&sica e BAPA-asica.

3.6.2 - Extracdo em pH 5,0

Extragbes em pH 5,0 foram feitas quando se teve por
objetivo determinar a atividade carboxipeptidésica. Os extra
tos foram preparados como tampd3o acetato de sédio 50mM pH 5,0
com 1,0 mM DTT, mantidas as mesmas relagBes tecido:meio de
extracdo e condicBes de centrifugacgdo descritas para & extra
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¢do em pH 7,6. 0Os extratos foram a seguir submetidos 2 fil-
tracac em gel de Sephadex G-25, a fim de eliminar compostos
de baixo peso molecular presentes no extrato, antes de serem
usados para determinacdc da atividade carboxipeptidésica.

3.6.3 - Extracgfo Seguenciada com Agua, NaCl e HCl

A extracg8o sequenciada foi feita usando-se 5g de fa-
rinha de sementes quiescentes paraf0Oml de 4gua. A extracio
foi feita por 2h & temperatura de 8°C e apds remogdoc do So-
brenadante por centrifugagdo (9.200 xg, 30min, 4°C) o resi-
duo foi extraido com]OOml de NaCl 1,0 M. 0O residuo da extra-
¢80 com NaCl foi extraido com HC1 0,1 N (0Oml). Os sobrena-
dantes foram usados para determinacgdoc de proteina.

3.6.4 - Precipitac8o com Sulfato de Ambnio

0 extrato preparado com farinha de sementes quiescen
tes em tamp&o fosfate 0,02 M pH 7,6 foi submetido & prepcipi
tacdo com sulfato de ambnio a 90%. O precipitado foi redis-
solvido em tamp&o, dialisado contra dgua e liofilizado. B
amostra liofilizada foi submetida a filtrac&o em gel de
Saphadex G-100 e os efluentes da cromatografia usados para
determinag8o das atividades LPA-asica e BAPA-&dsica.

3.7 - Filtrac8o em Gel de Sephadex

As cromatografias em gel de Sephadex G-25 foram fei-
tas em colunas medindo 15x1,3cm. O suporte foil tratado con-
forme instrugdes do fabricante e as colunas foram equilibra-
das e eluidas com o mesmo tampdo. Para obtencdc do material
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a ser usado na determinac8o das atividades BAPAR-asicsa e
LPA-dsica foi empregado para eluicdo tampdo fosfato - (KH?RUA/NazHPO&)
0,02 M, pH 7,6. Para determinagdo da atividade carboxipepti-
d4dsica, as colunas foram equilibradas e eluidas com tampaoc
acetato de sédio 50 mM, pH 5,0 com 0,1 mM DTT. Todas as CIC-
matografias foram feitas a temperatura ambiente (ca. 26°C),

1 e os efluentes coletados em

usando-se um fluxo de 30ml.h”
fracbes de 3ml. O teor de proteina nos efluentes das colunas
cromatogrédficas foi determinado pelo método de BRADFORD
(1976). A eluicdo foi seguida pela medida de absorbéancia em
280 nm.

As cromatografias em Sephadex G-100 foram feil
tas em celunas medindo (15x1,3cm), equilibradas e eluidas
com tamp#o fosfato 0,02 M pH 7,6. As massas moleculares fo-

ram calculadas segundo DETERMANN & MICHEL (1966).

3.8 - Determinac#do das Atividades Enzimaticas

%3.8.1 - Atividade Azocaseindsica

Comoc substrato foi usada uma solucdo de azocaselina
1% em tampdc fosfato (KHZPDa/NaQHPUa) 0,02 M pH 6,0. A azo-
caseina (1g) foi dissolvida no tamp2c (100ml) e aguecida até
a ebuligdo por 15min. A solucdo foi resfriada a temperatura
ambiente, o volume foil levado para 100ml com dgua, podendo
ser armazenado em congelador (ca. -20°C) até 8 dias.

0 ensaio foi feito utilizando-se aliguotas (1,0ml)
dos extratos em pH 7,6, como fonte de enzima, incubados com
2,0ml de azocaseina 1%, em pH 6,0, por 30min, a 50°C. A rea-
cdo foi parada pela adicdo de 1,0ml de TCA 10% e apd6s 15min
de repouso foi filtrada em papel de filtro guantitativo.

Foram sempre usadas amostras controle, nas quais a
adicdo de TCA foi feita antes da adicdo do substrato a amos-
tra. Aliquotas de 1,0ml do filtrado foram alcalinizadas pela
adicdo de 1,0ml de NaOH 2N e a atividade foi estimada pela
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absorbé&ncia em 440 nm.

Uma unidade de atividade (U.A.), para efeito de cal-
culo, foi definida como a guantidade de enzima por mililitro
de extrato, capaz de produzir uma absorbéncia de 0,100 em
440 nm nas condigBes de ensaio descritas.

2.8.2 - Atividade BAPA-asicsa

A atividade BAPA-asica foli determinada usando-se cO-
mo substrato a-N-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BAPA),
de acordo com ERLANGER et. al. (1961). 0 método esta funda-
mentado na producdo, por hidrélise, de p-nitroanilina gue €
amarela e pode ser estimada colorimetricamente em 410 nm.

As solucbes de substrato (5xl[]’£l
dissolvendo-se 21,74mg de BAPA em 1,0ml de dimetilsulféxido
a 40°C e completando-se o volume para 100ml com tamp&c fosfa
to pH 7,6.

Os ensaios foram feitos usando-se aliquotas apropriadas

M) foram preparadas

damente diluidasdos efluentes obtidos por filtracdo em gel de
Sephadex G-25, pH 7,6 dos extratos obtidos em pH 7,6, como
fonte de enzima.

0 meio de reacdo encerrava 0,5ml de efluente e 2,5ml
de BAPA 5x107%
a 40°C e a reacdo parada pela adic@o de 1,0ml de 4cido acéti-
co 30%.

M, pH 7,6. A incubacdo fol feita por 15min

A avaliac@o da atividade foi feita pela absorbancia

em 410 nm e para efeito de cédlculo foi usado o coeficiente

1 -1

de extincdo molar E = 8800 Mol = cm ~ (ERLANGER et. al.,

1961).

410 nm

Foram feitos ensaios controle nos gquais a adicdoc de
dcido acético foi feita antes da adicdo do substrato.



3.8.3 - Atividade LPA-4sics

A atividade LPA-4dsica fol determinada segundoc ERLANGER
et. al. (1961) usando-se como substratoc L-leucina-p-nitroani
lidalida (LPA) 2,5x10'¢ M na concentracdo final no meio de
reacdo, em tamp&o fosfato 0,02 M pH 7,0. As solucdes estogue
5x10_4 M foram preparadas dissolvendo-se o substrato (12,56 mg)
em dimetilsulféxide (1,0ml) a 40°C e completando-se o volume
(100ml) com tamp&c previamente aguecido. As solucdes podem
ser armazenadas no congelador por uma sSemana sem apresentar
alteragbes e diluidas convenientemente na hora do ensaio. O
meio de reacdo encerrava 0,5ml de efluente e 2,5ml de LPA
3,0x10"% M, pH 7,0. A incubaci@io foi feita por 15min a 40°C e
a reacdo parada pela adicdo de 1,0ml de acido acético a 30%.

A medida de atividade foi feita nas mesmas condicdes

descritas para 0s ensaios de BAPA.

3.8.4 - Atividade Carboxipeptidésica

A atividade carboxipeptidédsica foil determinads SEe-
guindo-se o método descrito por MIKOLA & KOLEHMAINEN (1972),
usando-se comc substrato marcador carbobenzoxi-fenilalanil-
alanina. O método esté baseadoc na liberac8c do aminodcido C-
terminal seguida pele reacdo com &cido trinitrobenzenosulfé-
nico (TNBS). Como fontes de enzimas foram usadas aliguotas
dos efluentes obtidos por filtrac8o em gel de Sephadex G-2°
{(tampdoc acetato de sédio 50 mM, pH 5,0 com 0,1 mM DTT) dos
extratos preparados em pH 5,0.

0 substrate foi preparado dissolvendo-se previamente
CBZ-Phe-Ala (14,8mg em O,4ml de NaOH 0,1 N e complementando-
se o volume para 100ml com &gua) de modo a se obter uma con-
centracdo de 4 mM.

0 ensaio fol feito incubando-se 500ul de tampaoc ace-
tato de sédio 0,1 M, pH 5,2 contendo 1 mM EDTA e 100ul dos
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efluentes das colunas de Sephadex G-25 em banho-maria poT
100min a 30°C. A reacdo foi parada com 2ml de TNBS (3 volu-
mes de tetraborato de sédioc 5% (p/v) € adicionado a 1 volume
de uma solucd@o aguosa de TNBS a 2% (p/v) para uso imediate).
A reacd3o corada foi deixada no banho & 309C por mais 60min €
terminada pela adicdo de 1lml de 4cido acético 1 M. As absor-
bancias foram medidas em 340 nm contra uma prova Em branco
apés lh de acidificacé@o.

A atividade foi calculada com referéncia a uma cur-
va-padrdo de alanina e expressa em umoles de substrato
hidrolisado por parte da planta (eixo ou par de cotilédone)
por 100min nas condigbes descritas.

3.9 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

As eletroforeses em gel de poliacrilamida com SDS em
presenca de g-mercaptoetanol foram feitas segundo LAEMMLI
( 197D))..

Amostras liofilizadas das fragdes obtidas por extra-
cdo nos diferentes valores de pH foram suspensas em tampao
fosfato 0,01 M pH 7,0 contendo 1% de SDS e 1% de R-ME €
aguecidas por 10min & 100°C. Depois de resfriadas, sacarose
e azul de bromofenol foram adicionados 4s amostras e aliguc-
tas de 40ul foram usadas. A eletroforese foi desenvolvida
com corrente constante de Z5 mA durante 4 horas.

As proteinas foram fixadas € coradas pela imers&@o do
gel em uma solugdo contendo 400ml de metanol, 530ml de agua
destilada, 70ml de 4cido acético e 0,67g de Coomassie Brilliant
Blue R-250 (75%) por um periodo de ca. de 16 horas. Decorri-
do esse tempo, o0 gel € imerso em uma solucdoc descorante con-
tendo 350ml de metanol, 800ml de &gua e 100ml de dcido acéti
cc. Apbs sucessivas trocas da solugdo descorante o gel se
apresenta com um fundo claro destacando-se as bandas cOoTr-

respondentes &s diversas fragBes protéicas.



4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes qguiescentes de cunhd (Clitoria ternatea

L.) apresentaram a composicdo minima expressa em percenta-
gem, em termos de pesoc seco, mostrada na TABELA 2. O0s valo
res encontrados para cinzas e umidade est&o préximos dague-
les obtidos por AZEVEDO (1983), gue usou sementes da mesma
origem daquelas por nés utilizadas, e bem mais altos do que
os valores encontrados por JOSHI et. al. (1981). As sementes
agui empregadas apresentaram um teor mais elevado de protei-
na bruta (ca. 43%) e de lipidios totais.

As sementes quiescentes apresentando um peso fresco
médio de 47,85mg, guando desprovidas de tegumento, tiveram o
seu peso reduzido para 38,69mg, sendo este peso distribuide
em cerca de 91% para um par de cotilédones e 9% para um eixo
(TABELA 3).

0 efeito do pH sobre a solubilizag&o de proteinas
foi estudado determinando-se a concentracdo de proteina ex-
traida de farinha de sementes guiescentes, quando o pH do
meio de extracdo variou de 2,0 a 10,0. Verificou-se que cer-
ca de 27,4% da proteina presente na semente, determinada pe-

lo método de Kjeldahl, é solubilizada em pH 2,0 (FIGURA "1);

Observou-se um decréscimo de solubulizagdo em valores de pH
entre 3,0 e 5,0 seguido por acréscimo até pH 10,0. A curva
de solubilizacido das proteinas de cunhd@ apresenta-se portan-
to semelhante a de Vigna sinensis (AINOUZ, 1970).

As amostras qguando liofilizadas apresentaram diferen

tes teores de proteina, isto €, nd3c héd uma relacdo constante
entre a massa de material liofilizado e a quantidade de pro-
teina extraida. Isto pode ser explicadc pelo fato de ndoc se
tratar de proteinas puras € sim de uma mistura de proteinas
sobre as guais o reagente de Bradford age diferentemente
(READ & NORHCOTE, 1981).

A FIGURA 2 mostra uma eletroforese em gel de polis
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TABELA 2 - Composigs#o minima da semente de Clitoria ternatea
L. comparada com outros valores encontrados na 11
teratura.

A B s
Umidade | 10,74 1,75 9,81
Cinzas 4,18 3,75 3,86
Nitrogénio total (N.) 6,97 = =
Proteina bruta (Ntx6,25) 43,56 38,40 39.15
Lipidios totais 19,34 10,20 12,58
Glicidios totais* 32,92 - -

* 0 teor de glicidios totais foi obtido por diferenca.
A: dados do presente trabalho.
B: JOSHI, 5.5. et. al. (1981)
C: AZEVEDO, A.R. (1983)




TABELA 3 - Peso fresco, peso seco e proteina total de sementes com e sem tegumento;, co
tilédones e eixos. -

Sementes Sementes
- com sem Cotilédones Eixo
tegumento tegumento
Peso fresco (mg) 47,85 + 0,88 38,69 + 1,0 35,78 ¢ 0,87 3,42 £ 0,17
Peso seco (mg) 43,14 + 0,72 34,85 + 0,83 31,86 + 0,67 3,18 + 0,14
Unidade (%) 9,85 + 0,22 9,94 + 0,24 11,44 + 0,18 9,46 + 0,84
Matéria seca (%) 90,15 + 0,22 90,06 + 0,24 88,56 + 0,18 90,53 + 0,84
Proteina (%) 43,56 57,04 46,94 42,38
Ntx6,25

As médias correspondem a cinco determinagfes.

LZ
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FIGURA 1 - Curva de solubilizagdo de proteinas
de sementes guiescentes em fungéoc
do pH.
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FIGURA 2

Eletroforese em placa de gel de po
liacrilamida das fragfes protéicas
solubilizadas em diferentes valo-
res de pH.
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crilamida, em presengca de SDS e B-mercaptoetanol, das diver-
sas fragBes protéicas solubilizadas em diferentes valores de
pH.

As proteinas de sementes quiescentes foram estudadas
com relacdo & extracdo com &gua, seguida da extracao com
NaCl 1,0 M e HC1l 0,1 N. Considerando-se que a semente sem
tegumento encerra 57% de proteina bruta e por extracaoc  com
dgua foi obtido 12,7% de proteina, podemos verificar que com
dgua, NaCl e HC1l foram extraidas 22,3, 12,3 e 5,3% respecti-
vamente, da proteina total determinada pelo Kjeldahl (TABELF
BY .

Apés obtencd@o dos dados sobre sementes quiescentes
foram estabelecidas as condigBes de germinagd@o e tamanho das
plantulas (FIGURA 3) a serem usadas para determinacgdes de
peso fresco, peso seco, proteina total, proteina extraida em
pH 7,6 e 5,0 e atividades proteoliticas em cotilédones =
eixos durante a germinacé&oc.

Embora a germinacg3o seja considerada porT alguns au-
tores como consistindo dagueles processos que tém inicio com
a absorcdo de dgua e que terminamcom a emersido da radicula
ou hipoc6tilo (BEWLEY & BLACK, 1978), no presente trabalhc
o termo germinacd@o inclui todos os eventos subsequentes e as
sociados ao desenvolvimento da planta até 15 dias apds o
plantio. Os resultados est@o expressocs por parte de planta.
isto &, por par de cotilédones e eixo (compreendendo hipocé-
tilo, epicétilo e radicula).

Os valores de peso fresco de cotilédones (FIGURA 4)
até 15 dias de germinacdo foram determinados e 0OS resultados
mostram que houve um aumento gradativo de peso fresco até o
final do periodo estudado. O aumento de peso fresco nos coti
l1édones corresponde a um aumento observadc no tamanho do co-
tilédone, contrariando o gue geralmente acontece com as de-
mais sementes estudadas: Phaseolus aureus Roxb. (CHRISPEELS &
BOULTER, 1975), Phaseolus mungo (MINAMIKAWA, 1979), Vigna
un%u&ugE(PRISCU et. al., 1975), Canavalia brasiliensis (MO-
REIRA & CAVADA, 1984). 0 aumento de peso fresco tem sido ex-
plicado como sendo resultado da absorcdoc de dgua pela semen-
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TABELA 4 - Teor de proteina obtido por extraci@o seguenciada
com dgua, NaCl e HCI.

mg.ml'l %* mg.g_l %* ¥
figua 6,4 22,3 127,0 12,7
T?SIM 5,2 12,3 69,5 7,0
gc% N 1,6 5,3 31,0 3,0

%* - percentagem com relacdo a proteina total determinada
pelo Kjeldahl;

%** - grama de proteina por 100 gramas de farinha.
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te acompanhzdo pelo entumescimento dos corpos protéicos.
Quande foram determinados os pesos frescos dcs eixos
(FIGURA 4) observou-se inicialmente um maior acréscimo até
o sexto dia e a partir de nove dias o peso fresco atinge um
valor aproximadamente constante. Esse. aumentc rapido de pe-
so fresco durante os primeiros dias tem sido relacionado com
os eventos de crescimento e desenvolvimento do eixo na formas
cdo de novos tecidos necessdrios para a sustentacdo da pro-
pria plantula. COLLINS & WILSON (1972) referem-se & mais ra-
pida absorcdc de agua nos eixos do que nos cotilédones de
Phaseolus vulgaris. 0s resultados encontrados para ¢ peso

fresco dos eixos esté em concordancia com os autores citados
no pardgrafoc anterior. Esse paralelismo foi também por nés
encontrado (FIGURAS 3 e 4).

Verificou-se na determinagido de peso seco de cotilé-
dones um decréscimo continuo até atingir 37% do peso inicial
no 152 dia de germinacdo (FIGURA 5). O decréscimo observado
no peso dos cotilédones sugere que as TEesServas cotiledond-
rias estdo sendo transportadas para as zonas de crescimento,
o que é comprovado pelo aumento dos valores de peso seco dos
eixos. A reducdoc do peso seco dos cotilédones estéd em con-
cordadncia com outros dados encontrados na literatura (00TA
et. al., 1953; CRUMP & MURRAY, 1979; MOREIRA & CAVADA, 1984) e tem si-
do explicada comec resultante da mobilizagdo gradativa do ma-
terial de reserva da semente para outras partes da pléntuls
em desenvolvimento.

0 peso seco dos eixos aumenta continuamente até o no
no dia guandoc atinge cerca de cinco vezes o peso inicial (FI
GURA 5). Verificamos gue o decréscimo no peso seco dos coti-
lédones corresponde ao acréscimo de peso seco Nos eixos.

0 teor de proteina total dos cotilédones (expressc
em termos de peso seco) sofre um ligeiro decréscimo a partir
do terceiro dia enguanto nos eixos h& um acréscimo (FIGURE
6). 0 decréscimo de proteinas nos cotilédones com o concomi-
tante aumento nos eixos sugere gue durante a germinagdo ocor
re hidrélise das proteinas de reserva & Que possivelmente
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seus brodutos de hidrélise sdo translocados -para © eixo em
desenvolvimento, como tem sido sugerido para outras sementes
(COLLINS & WILSON, 1972; BASHA & BEEVERS, 1975), muito embo-
ra os autores apresentem dados relativos & proteina extralda.

Quando o teor de proteina fol determinado nos extra-
tos feitos com tamp3o fosfato 0,02 M pH 7,6 (FIGURA 7) veri-
ficou-se que em cotilédones a proteina extraida decresce ra-
pidamente até o sexto dia e nos dias subsequentes apresenta
valores guase constantes. 0 teor de proteina extraids nos
eixos praticamente n&o apresentou variagéo.

Quando as extracdes foram feitas com tampdc acetato
de sédio 50 mM pH 5,0 observou-se em cotilédones um ligeiro
aumento no terceiro dia de germinac3o com decréscimo nos
dias seguintes. Nos eixos o teor de proteina extraida mante-
ve-se constante (FIGURA 8).

Com base nesses dados, verifica-se que, em extratos
preparados com cotilédones e eixos quiescentes & germinantes
com tampso fosfato, embora haja maior guantidade de protei-
na extraida, o comportamento é semelhante em ambos o0Os tam-
pBes com relac8o ao decréscimo de proteina extraida de coti-

lédones durante a germinacio e nos niveis aproximadamente cons-

tantes de proteina extraide nos eixos até guinze dias de
germinacaoc.
Comparando-se os dados de extracdo com agueles de

proteina total (FIGURA é) para os cotilédones podemos suge
rir gue as proteinas s3o mais soldveis, nos tampdes usados
nos primeiros dias de germinagdc. A proteina dos eixos apre-
senta mais baixa solubilicdade nos tampBes empregados.

Os extratos e os efluentes das cromatografias de co-
tilédones e eixos liofilizados de sementes guiescentes e ger
minantes de Clitoria ternatea L. foram capazes de hidrolisar

os seguintes substratos, usados para determinacdoc de ativida
de proteolitica: azoczseina (pH 6,0). L-leucina-p-nitroanill
da (pH 7,0), a-N-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (pH 7,6)
e CBZz-fenilalanil-alanina (pH 5,2). As condigBes de pH empreg
gadas paras todos os substratos foram as mesmas usadas parsa

-l
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Vigne unguiculata (L.) Walp (AINOUZ et. al., 1981) de modo
que nos permitisse uma comparagdc com outra leguminosa jé es
tudada.

Atividade azocaseinésica

Nos extratos brutos obtidos de cotilédones e eixos
liofilizados de sementes quiescentes e germinantes foram fel
tas determinac8es de atividade usando-se azocaseina em pH
€,0. As mudangas observadas na atividade durante a germina-
cd3o sdo mostradas na FIGURA 9. Essa atividade estéd presente
em baixa concentracdo em cotilédones e eixos de sementes
guiescentes. Durante a germinacd@oc observa-seé um aumento de
atividade nos cotilédones no terceiro dia em torno do dobro
da apresentada por sementes quiescentes. Nos dias subsequen-
tes a atividade comeca a decrescer rapidamente, sendo avalia
da no 15¢ dia em torno de 14% do méaximo da atividade alcanga
da. A atividade mostrou-se presente no eixo de sementes guies-
centes e aumentou progressivamente até o nono dia de germing
c3o, decrescendo até o 152 disa.

0s dados, guando relacionados com o teor de proteina
total (Kjeldahl), mostram gue a atividade decresceé nos coti-

lédones guase gue paralelamente com o decréscimo de proteina.

Nos eixos a atividade & bem mais alta guando a proteina to-
tal é mais baixa, resultando em uma atividade especifica
mais alta.

GUERRA & NICOLAS (1983) também observaram um aumento
da atividade caseinolitica em cotilédones durante a germina-
c8o, alcancando um maximo de atividade no guinto dia, em sé-
mentes de lentilha, seguido de um decréscimo.

NIELSEN & LIENER (1984) usando azocaseina como subs-
trato encontraram gue a atividade azocaseindsica em cotilédo
nes de Phaseolus vulgaris atinge um maximo com cinco dias de

germinacdo e decresce progressivamente.

Considerando-se a atividade azocaseindsica como TE-
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sultante da acdo de endopeptidases, podemos dizer gue tais
enzimas s3o mais ativas nos eixes, ou na planta em desenvol-
vimento, do gue nos cotilédones. Entretanto, o método de ava
liacdo usando extratos brutos apresenta desvantagens & per-
manece aberta a guestdo de quantas enzimas contribuem para
a hidrélise da azocaseina.

Atividade LPA-&sics

£ atividade enzimatica obtida quando do emprego ge
L-leucina-p-nitroanilida como substrato e, como fonte de en-
zima, o Pico I eluido de Sephadex G-25 ap6s filtracdoc do ex-
trato obtidc em pH 7,6 estd apresentada na FIGURA 10.

Nos cotilédones a atividade aumenta até o nono dia,
decresce no 129 dia, apresentando o mesmo valor no 15€ dia
de germinagdo. Nos eixos observa-sé um ligeiro acréscimo do
terceiro ao sexto dia, mantendo-se praticamente constante
até o final da experiéncisa.

Comparando-se os dados da FIGURA 10 com agueles de
proteina total (FIGURA 6) verifica-se gueé nos cotilédones s
atividade LPA-4sica em pH 7,0 aumente enguanto o teor de
proteina decresce.

A atividade LPA-dsica agui apresentada mostrou-se di
ferente nos cotilédones, guando comparamos com os dados de
NOWAK & MIERZWINSKA (1977) em centeio, mas em relagéo aos
de AINOUZ et. al. (1981) para Vigna unguiculata (L.) Walp

foram semelhantes. Entretanto, guando essa mesma atividade

foi examinada com relacdo a ervilhas germinadas (BEEVERS &
SPLITTSTOESSER, 1967), tanto para eixos como para cotilédo-
nes os nossos resultados foram bastante diferentes.
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Atividade BAPA-&sica

A FIGURA 11 mostra os dados encontrados guando fo-
ram usados como substrato @-N-benzoil-DL-arginina-p-nitroani
lida e como fonte de enzima o Pico I eluido por filtracdo em
gel de Sephadex G-25, dos extratos obtidos em pH 7,6.

Os cotilédones apresentaram atividade mais alta do
que o0s eixos, aumentando progressivamente até o nono dia de
germinagdo e decrescendo até o 15° dia, guandoc ainda apresen
ta atividade mais alta do que no dia zero. Os eixos apresen-
taram atividade mais baixa que sofre um ligeiro aumento no
decorrer da germinac&o.

Os dados encontrados para a atividade BAPA-dsica em
cotilédones de sementes de cunhd (Clitoria ternatea L. J ate

15 dias de germinagdo est8@o semelhantes aos encontrados por

CRUMP & MURRAY (1979), para Phaseolus vulgaris e préximos
aos resultados obtidos por KLOTH & SPLITTSTOESSER (1983) pa-
ra cotilédones e eixos de Cucurbita moschata. Entretanto,

guando essa mesma atividade foi examinada em relacdo a coti-

lédones germinados de Vigna unguiculata (L.) Walp (AINOUZ

et. al., 1981), os nossos resultados foram diferentes.

Embora sejam consideradas arilamidases, as enzimas
que hidrolisam os derivados p-nitroanilida, em cunhd, a ati-
vidade LPA-4sica detectada em cotilédones e eixos € bem mais
alta do que a atividade BAPA-dsica.

Atividade carboxipeptidédsica

Extratos de cotilédones e eixos liofilizados prepa-
rados em pH 5,0 em presencga de DTT, foram submetidos a fil-
tracdo em gel de Sephadex G-25 €& © Pico I fol usado como
fonte de enzima. A filtragdo em gel tem por fim eliminar os
compostos de baixo peso molecular gue interferem na determi-
nacdo da atividade com TNBS. A atividade carboxipeptidasica
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FIGURA 11 - Atividade BAPA-4sica em cotilédo-
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foi avaliada pela medida da alanina resultante da hidrélise
de CBZ-fenilalanil-alanina, considerado um substrato marca-
dor para este grupo de enzimas em plantas.

A atividade carboxipeptidédsica (FIGURA 12) aumenta
tanto nos cotilédones como nos eixos até o nono dia de germi
nacdo, decresce no 122 dia, permanecendo NO MESMO nivel no
15¢ dia. Observa-se portanto uma variacado paralela entre a
atividade nos cotilédones e nos eixos.

0s resultados, guando analisados com relacdo ao tra-
balho de TULLY & BEEVERS (1978) apresentamum comportamento
aproximado com relacdc a atividade carboxipeptidédsica (CBZ-
fenilalanil-alanina) nos eixos. UM comportamento semelhante
foi encontrado para eixos € cotilédones guando comparamos 0s
nossos resultados com agueles obtidos para vigna unguiculatsa
(L.) Walp (AINOUZ &% PONTE FREITAS, 1984) e para Phaseolus vulgaris
(MIKKONEN, 1986). Entretanto, guando comparamos com 0S TE-
sultados de MIKOLA & KOLEHMAINEN (1972), em cevada germinan-

te, verificamos gue 0s NOSSOS sdo diferentes tanto para CO-

tilédones como para eixos.

Filtragcdo em gel de Sephadex G-100

p proteina precipitada, com sulfato de ambnic ateé
90% de saturacdoc, a partir de extrato de farinha de sementes
guiescentes em pH 7,6, foi submetida a filtracdo em gel de
Sephadex G-100 (FIGURA 13). 0 teor de proteina mostra um pi-
co mais alto seguido por um decréscimo, enguanto gue poT
absorbancia em 280 nm observa-se a8 presenca de trés picos.
Os picos de mais baixas massas moleculares, observados em
280 nm, parecem ser devidos a pigmentos existentes no extra-
to.

O0s efluentes da coluna foram testados para as ativi-
dades LPA-&sica (pH 7,0) & BAPA-asica (pH 7,6) mostrando-se€
a primeira muito mais alta em sementes de cunh&@, como acon-
tece para outras sementes.
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FIGURA 12 - Atividade carboxipeptidésica em
cotilédones (e—=s) € eixos (o—=o)
durante a germinac@o.
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Aparentemente as atividades enzimdticas cetectadas
estdoc implicadas na mobilizacdo das proteinas de reserva nos
primeiros estdgios da germinacdc. Devemos considerar gue oS
substratos usados nos ensaios ndoc sdoc os mesmos que as enzi-
mas utilizam in vivo e assim ndés n@o podemos concluir que pa
pel essas enzimas representam de fato nos primeiros estégios
da germinacédo.

Observa-se na literatura uma grande dificuldade de
comparacdoc entre os dados referentes as atividades proteoli-
ticas encontradas em diferentes plantas pelos diversos auto-
res. Isto pode ser atribuido a utilizagdo de diferentes meto
dologias na avaliacgdo das atividades, metodologias essas até
hoje consideradas impréprias. No nosso caso, quando compara-
mos os dados de Clitoria ternatea L. com os de Vigna ungui-

culata (L.) Walp verifica-se um deslocamento temporal dos
maximos de atividade, que pode ser explicado pela diferenca
entre as fases de germinagdo das duas leguminosas.
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CONCLUSOES

As sementes de cunh& (Clitoria ternatea L.) apresentam

um alto teor de proteina (ca. 43%).

A curva de solubilizag8o de proteinas, em fung@o do pH
do meioc de extracdc, mostra que as proteinas s&c mais sC
ldveis em pH 9,0.

No decorrer da germinacgdo o teor de proteinz total, de-
terminado pelo método de Kjeldahl, decresce nos cotilédc
nes a partir do terceiro dia, enquanto cresce nos eixos.
As proteinas dos cotilédones se apresentam mais soludveis
do que as proteinas dos eixos nos valores de pH 5,0 €
7,6.

A variacao do peso seco dos cotilédones e eixos € seme-
lhante a de gualguer semente, enguanto o peso dos cotilé
dones decresce o dos eixos aumenta até o 152 dia de ger-

minacidoc.

A variacd3oc de pesc fresco mostra-se diferente da apresen
tada por algumas sementes, uma vez gue o peso fresco dos
cotilédones aumentou durante todo o periodo de germina-
cdo estudado.

Extratos de cotilédones e eixos de sementes quiescentes
e germinantes s¥o capazes de hidrolisar os seguintes
substratos: azocaseina (pH 6,0), CBZ-fenilalanilalani-
na (pH 5,2), LPA (pH 7,0) e BAPA (pH 7,6).

A atividade azocaseindsica, considerada como indicacédo
da presenca de endopeptidases, é relativamente baixa nos
cotilédones e bem mais alta nos eixos no nono dia de ger

minacédo.

A atividade carboxipeptiddsica apresenta um méximo no
nono dia de germinacdo tanto em cotilédones como nos ei-

x0s, sendo mais alta nos eixos.

50



0%.

10.

As atividades LPA-4sica e BAPA-4sica, consideradas arila
middsicas, mostram-se mais altas nos cotilédones, apre-
sentando um maximo no nono dia de germinag&o.

Os dados do presente trabalho sugerem gue as atividades
estudadas estd@oc ligadas a mobilizag8o de reserva protéi-
ca.
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Ho
TITROGENOUS COMPOUNDS IN Clitoria ternatea L. DURING GERMINATION

Ainouz
Depariamento de Bioguimica e Biologia Molecular ,UFC.Caixs Postal . 1065 .Fortalezz CE

Cl:itoria ternatea L. (streaky bean) has been studied in relation tc 1lipid cop.

pounds, althouph ne studies have been carried out concerning nitrogenous compounds.ig
view of the high protein content of the seeds (c&.45%), the whole plant has been sup-
pested as an zlternative feed in the Northeast of Brazil. However.studies om its  pj.
irogencus compounds are reguired to a better use of this leguminous plant.

In the present work we report results on the dry weight, total mnitrogen corn-
tent. extracted protein, and proteolyvtic activity in cotyledons and seedlings up ¢
fifteen davs of germination in the dark at 260C. The total nitrogern was estimatec by
Kieldahl method: the proteir was extracted with Na-K-phosphate buffer pH 7.6: and the
extracts after pel filtration on Sephadex G-25 were used for proteolytic activity de-
termination (LPA-ase and BAPA-zse activities).

The dry weight of the cotyledons decreased gradually and that of the seec_ings
increased up to the 153th day. The total nitrogen content cf the cotyledons increaseg
up to the 3rd day and then decreased to 2 constant value until the 15tk day.while that
of the seedlings increased slowly up to the end of the period under study. Thne levels
of sciuble protein were constant in the seedlings anc decreased in the cotyledons.
There was no change in the proteolytic activity eof the cotyledons or seedlings toward
the substrates used.

Supported by CNPg and UFC.
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