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RESUMO

^

"•?.

.->•

Sementes quiescentes de Clitoria tematea L. (cunha)

foram usadas para determinação da composição mínima e solubi

lizaçao de proteínas. Foram estudados a variação de proteína

total e ocorrência e comportamento de enzimas proteolíticas

em cotilédones e eixos durante os primeiros 15 dias de germi

nação.

As sementes quiescentes, com um peso fresco n.édio de

47,8mg, apresentaram a seguinte composição mínima percentual:

10,74 de umidade, 4,18 de cinzas, 6,97 de nitrogénio total;

]9,34 de lipídio' totais e 32,92 de carboidratos.

A curva de solubilizaçao de proteínas de sementes

quiescentes, em função do pH, mostrou serem as proteínas mais

solúveis em pH 9,0.

O teor de proteína total mostrou-se mais alto nos co^

tilédones, decrescendo até o final do período estudado, en-

quanto nos eixos há um acréscimo contínuo.

Extratos de cotilédones e eixos apresentaram ativi-

dade proteolítica quando foram utilizados os seguintes subs-

tratos: azocaseína (pH 6,0), a-N-benzoil-DL-arginina-p-nitr^

anilida (pH 7,6), L-leucina-p-nitroanilida (pH 7,0) e CBZ-

fenílalanilalanina (pH 5,2).

Durante o período de germinação estudado as ativida-
dês LPA-ásica e BAPA-ásica apresentaram-se mais altas nos co^

tilédones,. enquanto as atividades azocaseinásica e carboxi-

peptidásica mostraram-se mais altas nos eixos.

?»i.
—^~

xii
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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 Clitoria

ternatea L. during fifteen days germination were studied.

The quiescent 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.

»<

-Ï: xiii



^

»

l - INTRODUÇÃO

Considerações Gerais

.̂-^.

^l

^

As sementes de plantas constituem uma forma de adapta
cão aos rigores da vida na terra e representam uma forma em-
brionária da planta que pode resistir às condições de seca,
frio, etc. e podem servir como agente de dispersão para as
diferentes espécies de plantas. Quando presentes em um meio
ambiente que possua condições satisfatórias de umidade e tem
peratura, as sementes podem quebrar sua quiescência e ini-
ciar o processo de germinação. A água embebida do meio am-
biente reidrata os tecidos da semente e a velocidade dos pró
cessas metabólicos aumenta rapidamente. O processo de germi-
nação é finalmente completado quando emerge a primeira radí-
cuia. Sob condições favoráveis, a plântula continua a cres-
cer, se desenvolver e produzir uma planta fotossintética,
funcionante (WILSON, 1986).

Durante a germinação e nos primeiros estágios de de-
senvolvimento da plântula, a planta é dependente das suas re
servas de nutrientes. Essas reservas devem fornecer energia,
cadeias carbonadas pré-formadas, nitrogénio fixado organiga-
mente e minerais para o desenvolvimento da plântula, até que
a planta tenha desenvolvido um sistema radicular funcionante
e capacidade fotossintética característicos de uma planta
autotrófica (WILSON, 1986).

As reservas mais comumente encontradas são: carboi-

dratos (incluindo amido e oligossacarídios), proteínas, lip^
dios (especialmente triglicerídios) e fitinas (que servem co_
mo reserva de ions metálicos e fósforo). As proporções rela-
tivas de cada forma de reserva variam muito entre diferen-

tes espécies e famílias de plantas. Em sementes maduras de
plantas dicotiledôneas, as reservas estão geralmente locali-

1

*^
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zadcis nos cotilédones do embrião, no endosperma ou em ambos
(BEWLEY &. BLACK, 1978).

Os cotilédones servem como principal ou único teci

do de reserva na maioria das leguminosas. Entretanto, apesar
de suas diferenças anatómicas, ultra-estrutura e composição
química, os tecidos de reserva das sementes são bastante se-
melhantes. A maioria das substâncias de reserva são guarda-
das em formas insolúveis, especialmente nas organelas de re-
serva, isto é, como amido nos amiloplastos ou triglicerí-
dios nos esferossomos •. (corpos gordurosos). O nitrogénio é
estocado em quase todas as sementes em substâncias pouco so-
lúveis ou proteínas de reserva insolúveis, que estão geral-
mente armazenadas nos chamados corpos proteicos ou grãos de
aleurona (PERNOLLET,- 1978). Os nutrientes minerais (fosfa-
to, potássio, magnésio e cálcio) são estocados como um pre-
cipitado insolúvel de sais mistos (fitatos), dentro dos cor-
pôs proteicos. As quantidades das principais substâncias de
reserva nas sementes diferem de género para género (SALMIA,
1981).

Durante a germinação e crescimento da pJântula, as
reservas são mobilizadas, isto é, as moléculas são hidrolisa
das em suas unidades constituintes, isto é, monossacarídios,
aminoácidos, ácidos graxos, etc. Essas moléculas são então
utilizadas pela plântula para o fornecimento de energia me-
tabólica e biossíntese (WILSON, 1986).

No caso particular das reservas proteicas à mobilize
cão durante a germinação tem sido considerada dependente de
três componentes: proteínas de reserva, corpos proteicos e
enzimas proteolíticas (MILLERD, 1975).

•'

Proteínas de reserva

Uma proteína de reserva pode ser definida como qual-
quer proteína que: a) é acumulada na semente em 'grandes
quantidades; b) ocorre somente na semente; e c) pode ser

^1
•ÏÍ
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hidrolisada para fornecer seus aminoácidos constituintes que
são então usados como fonte de nitrogénio reduzido pelas
plantas durante a germinação e crescimento inicial. Consis-
tente com seu papel de reserva de nitrogénio reduzido, as
proteínas de reserva comumerte encerram uma alta proporção
das amidas glutamina ou asparagina (SPENCER, 1984).

As principais proteínas de reserva de leguminosas
são globulinas (insolúveis em água, solúveis em sal), embora
recentemente algumas albuminas tenham sido identificadas com
a definição anteriormente referida (SPENCER, 1984).

Há um notável grau de uniformidade nas propriedades
físico-químicas cias proteínas de reserva. Em leguminosas são
ou do tipo-legumina ou do tipo-vicilina. Leguminas são globtj
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 encerrando, por sua
vez, um polipeptídio básico e um ácido covalentemente liga-
dos por uma ponte dissulfeto. As globulinas do tipo-vicilina
têm um peso molecular de aproximadamente 180.000-200.000
daltons (7-9 S), uma estrutura de subunidades mais complexa
do que as leguminas e sem apresentarem pontes dissulfeto
(SPENCER, 1984).

As lectinas também têm sido consideradas proteínas

de reserva em potencial e têm provado ser comum em sementes,
especialmente-de leguminosas (WILSON, 1986).

Os inibidores de proteinases constituem um outro gru

po de proteínas ao qual tem sido oLribuída a função de pro-
teína de reserva, principalmente por causa do seu alto teor
em aminoácidos sulfurados (WILSON, 1986).

^

Corpos proteicos

Na maioria das sementes as proteínas parecem estar

localizadas nos corpos proteicos. Várias enzimas hidrolíti-
cãs cuja função é degradar compostos de reserva durante a

UNÍVERSiD&DE FEDERAL DO CEARA
BIBLIOTECA DE CjÊNClAS E ÏLC^OLOQIÂ

PC-7031
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germinação sem reagir com o resto da célula estão nos corpos
proteicos. Os corpos proteicos têm propriedades autolíticas
que não diferem daquelas dos lisossomos, uma vez que as hi-
drolases dos corpos proteicos não reagem com os compostos
citQplasmáticos durante a germinação (ASHTON, 1976).

Os corpos proteicos têm uma forma arredondada e seus
tamanhos variam bastarste nas várias espécies de plantas e
também na mesma espécie de planta. Em dicotiledôneas eles
têm um diâmetro variando ent"e l e 22 ym, com um tamanho mé-
aio de poucos microns. São envolvidos por uma membrana unita
ria. A arquitetura interna dos corpos proteicos difere^ en-
tre as espécies de plantas. Em algumas plantas, esjecialmen-
te nas leguminosas, eles parecem ser estruturas granulares
ou homogéneas sem inclusão aparente (WILSON, 1986).

Essas organelas subcelulares são encontradas por to-
do o embrião das dicotiledôneas, mas também no eixo e no en-
dosperma, se este tecido está presente como órgão de reserva
na semente madura.

A estrutura, composição e mudanças dos corpos protéj_
cos durante a germinação tem sido objeto de várias revisões
(ASHTON, 1976; BEWLEY & BLACK, 1978; PERNOLLET, 1978).

^
Enzimas proteolíticas

^

A hidrólise das proteínas é efetuada em qualquer ma-
terial biológico pela açao combinada de proteinases (também
referidas como proteases e endopeptidases) e peptidades (exo^
peptidases, dipeptidases) (SALMIA, 1981). Em células animais
e microbianas a proteõlise desempenha papéis críticos em nu-
merosos processos, tais como: ativaçao de enzimas, matura-
cão hormonal, funções de lisossomos, excreção de proteína,
diferenciação celular e envelhecimanto. Em tecidos vegetais,
2 'y.sioria das pesquisas têm sido concentradas no papel das
proteases na mobilização das proteínas de reserva (STOREY &
WAGNER, 1986).



5

1^
^'•-

^:-

--<*»-.<„

,/

As enzimas proteolíticas têm sido classificadas em

vários grupos de acordo com a hidrólise das ligações peptídi
cãs internas e externas de proteínas ou baseadas no mecanis-

mo de catálise. STORE/ & WAGNER (1986) propõem, no trabalho

de revisão sobre proteases vegetais, a classificação apresen

tada na TABELA 01 e chamam 3 atenção para a necessidade de

uma uniformização na denominação das enzimas proteïolíticas

em plantas. As endopeptidases são classificadas tendo em vis

ta o mecanismo catalítico, enquanto as exopeptidases são

classificadas conforme a especificidade do substrato. Aque-

las específicas para a-NH^-terminal são aminopeptidases (que

removem unidades de aminoácidos) ou dipeptidil peptidases (que

removem sequencialmente dipeptídios de proteínas e peptídios).

As enzimas atuando na porção a-COOH-terminal são carboxipepti-

dases (que removem unidades de aminoácidos) ou peptidil di-

p^ptidase (que removem sequencialmente dipeptídios). Dipepti

dases convertem dipeptidios em aminoácidos, enquanto tripepti

dases agem sobre tripeptídios para produzir um dipeptídio e

um aminoácido. Dipeptidil pepti;;;ases, peptidil dipeptidases,

dipeptidases e tripeptidases ainda não foram caracterizadas

em células vegetais.

A proposição de STOREY & WAGNER (1986) deve-se ao fa

to dos diferentes autores usarem uma terminologia diferente,

dificultando os estudos de comparação das atividades encon-

tradas nas diversas espécies estudadas. Por outro lado, a in

clusão de uma endopeptidase na classificação proposta exige

dados relativos aos inibidores específicos para as diferen-

tes classes mecanísticas. Infelizmente, um simples e único

protocolo de diagnóstico que prove de modo claro e inequívo-

co que uma protease é do tipo serina, cisteína, ácido aspár-

tico ou metálica não é ainda disponível.

Pêlos motivos referidos encontramos, por exemplo, nos

estudos de SALMIA (1981) referência a: (l) carboxipeptidases,

com ótimo de pH em tomo 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 e leu-
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TABELA l - Chave dicotômica para s nomenclatura de
proteolíticas em plantas*

enzimas

^-

•^^

Proteases ou peptidases - enzimas atuando sobre ligações
peptídicas

I. Clivam ligações peptídicas internas - A

II. Clivam ligações petídicas externas - B

A. Endopeptidases ou proteinases

l. Serina-proteinase (EC.3.4.21) - serins ou
na catálise,na do centra ativo envolvida

mo usualmente entre 7 e 9.

histidi
pH óti^

2. Cisteína-proteinase (EC.3.4.22) - cisteína do cen-
tro ativo envolvida na catálise,
te entre 4 e 7.

phi átimo usualmen

3. Acido aspártico-proteinase (EC.3.4.23) - duas uni-
dades de ácido aspártico e uma tirosina do centro
ativo envolvidos na catálise, pH átimo abaixo de 5.

4. Metaloproteinase (EC.3.4.24) - ion metálico do cen
t ro" -a t-í vb--env olvido na catálise, pH ótimo usualmen
te entre 7 e 9.

B. Exopeptidases

l. Aminopeptidase (EC.3.4.11) - remove unidades de
aminoácido
cãs.

da porção N-terminal de cadeias pepfíd^

2. Dipeptil peptidase (EC.3.4.14) - remove unidades
dipeptídicas da porção N-terminal de cadeias peptic
dicas.

3. Carboxipeptidase (EC.3.16.17) - remove unidades de
aminoácido da porção : "CQOB-.terminal de cadeias
peptídicas.

4. Peptidil dipeptidase (EC.3.4.15) - remove dipeptí-
dios da porção COOH-terminal de cadeias peptídicas.

5. Dlpeptidase (EC.3.4.13) - cliva dipeptidios a ami-
noácidos.

6. Tripeptidase - cliva tripeptídios das porções N- e
COOH-terminais.

* STOREY & WAGNER, 1986.

»/
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cil-p-nitroanilida) nos quais o grupo carbox-la de um aminoá

eido forma uma ligação peptídica com um grupo amino de algu-

ma amina aromática; (3) peDtidase^ alcalinas, com pH ótimo

na região alcalina e pouca ou nenhuma atividade sobre os

substratos para naftilamidases.

Estudos de revisão sobre enzimas proteolíticas em

plantas foram feitos oor RYAN (1973), ASHTON (1976), RYAN &

WALKER-SIMMONS (1981), MIKOLA (1983), por vários autores em

dois volumes editados por DALLING (1986) e mais recentemente

por SHUTOV & VAINTRAUB (1987).

Os principais estudos envolvendo a mobilização de

proteínas em sementes têm sido iniciados determinando-se a;

enzimas que possam estar envolvidas nestes processos. E su-

posto, por esta abordagem, que aquelas atividades proteolíU

cãs, que estão presentes ou aumentam o nível coincidentemen-

te com o desaparecimento das proteínas de reserva, são aque-

las enzimas responsáveis pela sua degradação (WILSON, 1986).
Basicamente, dois tipos de abordagem diferentes no

estudo da mobilização das proteínas de reserva em dicotile-
dôneas, tem aparecido na literstura: (l) caracterização da

velocidade de utilização das enzimas proteolíticas presentes

em sementes quiescentes e germinantes e no desenvolvimento

da plântula; e (2) caracterização das mudanças estruturais

que ocorre na proteína de reserva durante a germinação e nos

primeiros estágios de desenvolvimento cia plântula. O estudo
da mobilização das proteínas de reserva em uma dada espécie

de planta deveria envolver ambos os caminhos experimentais,

mas infelizmente raras vezes isto foi posto em prática (WILSON,

1986).

Apesar das críticas feitas quanto à obtenção das en-

zimas a partir de extratos de tecidos como um todo, que pre-

sumivelmente contêm proteínas originárias do citossol, do

rompimento dos corpos proteicos, de vacúolos e de outras or-

ganelas; do emprego não apropriado de substratos de origem
animal; e da metodologia empregada, WILSON (1986) considera
os estudos de degradação em função do tempo uma abordagem
útil para a questão da mobilização de proteínas e uma base



8

*??

--^

<«,.
—'^

y

útil para futuras experiências, principalmente, se associa-

dos a estudos de compartimentalização.

Infelizmente, em muitos casos, uma única enzima tem

sido estudada para um tipo de semente. As enzimas purifica-

das mais conhecidas incluem as proteinases ácidas presentes

em sementes quiescentes de maconha (ST. ANGELO et. ial., 1969)

e em sementes germinantes de feijão (BAUMGARTNER & CHRISPEELS,

1977). Carboxipeptiaases altamente purificadas foram obtidas

de cevada (VISURI et. al., 1969, MOELLER et. al., 1970), de

algodão (IHLE &. DURE, 1972 ae b) e de arroz (DÓI et. al.,

1980 a e b). Aminopeptidases têm sido purificadas de grão de

cevada (KOLEHMAINEN & MIKOLA, 1971; SOPANEN & MIKOLA, 1975),

de ervilha (ELLEMAN, 1974) e abóbora (ASHTON & DAHMEN, 1968).

Dipeptidases de cevada (SOPANEN, 1976) e de abóbora (ASHTON

& DA-fíMEN, 1968) têm sido purificadas.

Muitas endopeptidases detectadas em sementes são en-

zimas que têm uma atividade ótima em pH ácido e podem ser

classificadas como endopeptidases ácidas. Várias espécies de

plantas tem sido examinadas para a atividade de tais endo-

peptidases, isto é: milho (HARVEY & OAKS, 1974), "mung-bean"

(BAUMGARTNER & CHRISPEELS, 1977) e arroz (DÓI et. al., 1980 d).

Entretanto, essas enzimas não têm sempre sido bem

caracterizadas, algumas delas mostrando serem inibidas por

inibidores específicos para SH ou ativadas por agentes redu-

tores e outras não são afetadas por nenhum inibidor específi

co. Nenhum dos resultados obtidos estabelece uma propriedade

geral para as enzimas ácidas em sementes germinantes de plan^
tas.

DÓI et. al., (1980 d) estudaram o comportamento des-

sãs enzimas em sementes quiescentes e germinantes de arroz.

As enzimas apresentam um pH ótimo entre 3 e 3,5 com 2% de

hemoglobina e mostraram diferenças nas propriedades testadas.

O comportamento dessas enzimas com relação aos inibidores

das atividades peptidásicas e proteásicas sugere que existe

no mínimo dois tipos de proteinases diferentes nas sementes

quiescentes e germinantes de arroz, isto é, uma enzima sen-
sível a pepstatina e uma enzima sulfidrílica. Essas enzimas
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foram separadas por cromatografia em gel de Sephadex G-100,

onde o primeiro pico de atividade correspondia à enzima

pepstatina-sensível e o segundo pico correspondia à enzima
sulfidrílica.

BAUMGARTNER & CHRISPEELS (1977), purificaram uma en-

zima denominada vicilina-peptídio-hidrolase em "mung-bean".

A enzima isolada de cotilédones de "mung bean" germinados

foi incubada em pH 5,1 e seus produtos de reaçao são oligo-

peptídios e pequenos peptídios.

Uma protease com ótimo de ph em 3,8 foi obtida de

endosperms de sementes de milho por HARVEY & OAKS (1974). A

enzima é capaz de degradar gliadina, edestina e hidrolisar

parcialmente zeina e glutelina. A atividade aumenta do ter-

ceiro ao oitavo dia após imbebição e decresce no décimo dia.

A presença de aminopeptidases tem sido examinada em

várias plantas, isto é, arroz (DÓI et. al., 1980 c), Phaseolus

vulgaris (CR.UMP & MURRAY, 1979) e cevada (MIKOLA & KOLEHMAINEN,

1972).

Recentemente, o papel fisiológico de aminopeptidases

em plantas tem sido observado em relação ao transporte de

peptídios para o embrião.

DÓI et. al. (1980 c) conseguiram a;purificaçao de uma

LPA-ase presente em grãos de arroz quiescentes, usando fra-

cionamento com sulfato de amônioe cromatografia por filtra-

cão em gel de Sephadex G-150. A enzima purificada apresentou

atividade LPA-ásica mais baixa após a focalizaçao isoelétri-

ca. A atividade LPA-ásica foi mais alta na presença de sais,

indicando que cations (K , Na ) estão relacionados com a
ativaçao da enzima. Foram determinados: pH átimo, efeito de

ânions ativando a enzima, ponto isoelétrico e estabilidade

térmica. A enzima isolada por DÓI et. al., é semelhante a

uma aminopeptidase obtida de grão de cevada não germinado em

relação à insensibilidade ao EDTA, mas é diferente em compa-

ração com a inibição por pCMB 10 mM e ativaçao por composto

SH.

CRUMP & MURRAY (1979) estudaram as mudanças na ati-

vidade de várias enzimas proteolíticas em Phaseolus vulgaris
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L. Dois tipos de aminopeptidases denominadas AP l (fenantro-

lina-insensível) e AP 2 (fenantrolina-sensível) foram encon-

iradas em sementes germinadas usando leucil-B-naftilamida co

mo substrato. A atividade de AP l alcançou um valor máximo

aos dois dias de germinação e depois decresceu. A AP 2 apre-

sentou atividade máxima no quarto dia de germinação.

MIKOLA & KOLEHMAINEN (1972), concluíram que plântu-

las de cevada contêm oito peptidases diferentes com pH átimo

variando entre 4,8 e 8,6. Três entre essas são consideradas

aminopeptidases e atuam sobre aminoacil-É-naftilamidas (pH

átimo na hidrólise de ai e tripeptídeos varia entre 5,8 e

6,5). Duas das oito peptidases são caracterizadas por seus

átimos de pH relativamente alto, pH 7,8 e 8,6, para Ala-Gly

e Leu-Try respectivamente. Essas peptidases estão presentes

nos grãos de aleurona e escutelo, mas totalmente ausentes

no endosperma.

Carboxipeptidases tendo propriedades enzimáticas se-

melhantes têm sido encontradas em várias plantas, incluindo:

algodão (IHLE & DURE, 1972 a e b), arroz (DÓI et. al., 1980

a e b) e cevada (MIKOLA, L., 1983) e em vários órgãos das

plantas. A maioria dessas carboxipeptidases tem sido caracte

rizada por apresentar um pH átimo em tomo de 5 e 5,5 e ini-

bicão por diisopropilfluorofosfato (DFP).

A atividade carboxipeptidásica é em geral encontrada

em níveis significantes em sementes não germinadas de legu-

mês e aumentam durante a germinação.

Funções fisiológicas dessas enzimas têm sido estu-

dadas em sementes germinantes, entretanto, nenhuma conclu-

são definitiva tem sido obtida.

DÓI et. al. (1980 a e b) realizaram umassérie^desex-

perimentos para elucidar a natureza e papel fisiológico de

carboxipeptidases em arroz, especialmente em relação à mobi-

lização das proteínas de reserva durante a germinação e o

"turnover proteico" das células em crescimento. Eles conclua

ram que as sementes de arroz germinantes contêm três enzimas

carboxipeptidásicas que hidrolisam o substrato, carbobenzoxi- -•y



11

-^-

^

.--<t"

L-fenilalanil-alanina a diferentes valores de pH. As ativl-
dades foram máximas para as três CPA-ases em pH 4,5, 5 e 7.
A 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 germinação, o conteúdo de nitrogénio no
endosperms das sementes de arroz diminuiu enquanto que nas
partes da plântula em crescimento aumentava. A acumulação de
aminoácidos livres no endosperma e plântula, acompanhado pe-
la redução do conteúdo de nitrogénio, indicava a hidrólise
das proteínas de reserva no endosperma seguido do transporte
dos produtos para as partes em desenvolvimento da plântula.
Métodos gasométricos foram empregados para a determinação
dos conteúdos dos aminoácidos livres nos diferentes tecidos.

As atividades exopeptidásicas observadas demonstraram que
essas enzimas estavam hidrolisando proteínas de reserva.

As atividades carboxipeptidásicas presentes em sémen
tes de cevada foram determinadas por MIKOLA, L. (1983), usan
do substratos específicos. A alta atividade em extratos de
grãos de cevada germinantes em tomo de pH 5, foram medidas
pela atividade hidrolítica em oito dipeptídios carbobenzoxi
(Z-dipeptídios e um Z-tripeptídio). Os resultados indicam
que todas as atividades foram devidas a cinco carboxipepti-
dases. Todas as cinco enzimas são inibidas por DFP e por
pCMB. As cinco enzimas de cevada parecem-se em vários as-
pectos com três carboxipeptidases lisossômicas de tecidos
de mamíferos.

IHLE & DURE (1972 a e b) isolaram uma carboxipepti-
dase de cotilédones de plântulas de algodão. A enzima foi ca_
paz de hidrolisar vários substratos-ésteres, polipetídios e
proteínas desnaturadas aparentemente a partir da extremidade
C-terminal. A enzima foi inibida por diisopropilfluorofosfa-
to (DFP).

Múltiplas formas de carboxipeptidases em plantas têm
sido encontradas. É possível que as diferentes formas das en^
zimas sejam isoenzimas, mas alguma heterogeneidade pode ser
devida a modificações proteolíticas ou desaminaçao de aspara

:<(1
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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 presença de agentes redutores. E pôs

sível que subunidades distintas estejam presentes ou que al-

gumas enzimas possam ser clivadas por enzimas proteolíticas

durante a purificação (RYAN & WALKER-SIMMONS, 1981).

Como se pode observar pêlos trabalhos realizados,

uma melhor caracterização da especificidade enzimática duran

te a germinação e um melhor conhecimento sobre as proteínas

de reserva das sementes é de interesse para podermos atingir

uma melhor compreensão do processo germinativo como um todo.

Existem dúvidas se as mesmas enzimas ou enzimas semelhantes

ocorrem em sementes diferentes. Estudos comparativos têm

sido realizados com monocotiledôneas e dicotiledôneas. Vá-

rios resultados desses estudos indicam que grupos correspon-

dentes de peptidases ocorrem nessas plantas, mas sua relati-

va importância na mobilização das proteínas de reserva duran

te a germinação parece ser diferente (MIKOLA, 1983).

Por causa da importância económica das leguminosas,

muitos trabalhos sobre a bioquímica das proteínas de reserva

em suas sementes quiescentes e germinantes têm sido estimula^
dos.

^
.ï.

Justificativa e Objetivo

_ai-

Uma das causas apontadas como responsáveis pela bai-

xá produtividade da pecuária brasileira, especialmente do

Nordeste, é a escassez de forragem de boa qualidade. Atual-

mente a cunha (CLitoria ternatea L.) vem sendo introduzida no

Ceará como forrageira e vem se mostrando bem adaptada às con^

diçoes ecológicas da região. A planta apresenta caules fi-

nos, elevada massa foliar adequando-se à produção de feno

de ótima qualidade.

Renato BRAGA (1960) refere-se à cunha como uma legu-

minosa tropical perene, originária da Ásia, segundo alguns
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autores, ou da América do Sul, segundo outros. Ela ocorre

do Amazonas até São Paulo, inclusive Minas Gerais, Goiás e

Mato Grosso.

Poucos estudos são encontrados com relação à parte

aérea da planta (KATIYAR et. al., 1970; AZEVEDO, 1983) e não

se encontra na literatura dados com relação às proteínas de

sementes exceto os trabalhos de JOSHI et. al. (1981) e de

AZEVEDO (1985). Dizem os autores que as folhas apresentam em

média 26% de proteína bruta.

Um melhor conhecimento das proteínas de sementes de

cunha poderia possibilitar o emprego das mesmas, separada-

mente das folhas, como complementação na alimentação animal.

Por outro lado, o conhecimento das propriedades das proteí-

nas vegetais é essencial a qualquer estudo de melhoramento

genético visando o aproveitamento biotecnológico de plantas.

O presente trabalho tem por objetivo determinar algjj

mas características das proteínas presentes em sementes quies-

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

variação do teor de proteínas durante a germinação. Como as

enzimas proteolíticas são consideradas importantes na mobili

zaçao das proteínas de reserva da semente, foram feitas de-

terminações das atividades enzimáticas durante a germinação.

Esperamos dessa maneira contribuir com dados que sirvam de

base para estudos posteriores relacionados com a mobilização

de proteínas de cunha.

^

UNIVERSIDADE FFDFRAL DO CEARÁ
BIBLIOTECA DE CIÊNCIAS L 1 LCNOLOQIA

PC-7031
Caixa de texto
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2 - MATERIAIS

2.1 - Material Vegetal

No presente trabalho foram usadas sementes de cunha
(Clitoria ternatea L.) doadas pelo Departamento de Zootecnia
do Centro de Ciências Agrárias da Universidade Federal do
Ceará.

2.2 - Reagentes

5i

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

Acrilamida foi adquirida de Inlab, São Paulo, Brasil.
Dimetilsulfóxido obtido de Cario Erba.

8-mercaptoetanol e L-leucina-p-nitroanilida foram
obtidos de E. Merck, Darmstadt, Alemanha

Sephadex-:G-25 e Sephadex G-100 de Pharmacia, Uppsala
Suécia.

.a^-.
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3 - MÉTODOS

3.1 - Preparação de Farinha de Sementes Quiescentes

^

Sementes quiescentes de cunha, após remoção do tegu-

mento foram trituradas em moinho de café elétrico, tratadas

com hexana para remoção dos lipídios e colocadas para secar

a temperatura ambiente (ca. 26°C). A farinha assim obtida

foi estocada em refrigerador (ca. 8°C) e usadas para todas

as experiências.

^
x.

3.2 - Curva de Solubilizaçao de Proteína em Função do pH

Farinha de sementes quiescentes fotôí, usada> para

verificar a solubilizaçao de proteínas em função do pH do

meio de extraçao. A porções de Ig de farinha foram adiciona-
dos 10ml de água e às suspensões foi adicionado HCl ou NaOhi,

de modo a ajustar o pH no intervalo de 2,0 a 10,0. Após duas
horas de contato, a 8°C, com agitação ocasional as suspen-

soes foram centrifugadas (9.200 xg,30min, 4°C) e os sobrena-
dantes, filtrados em la de vidro, foram usados para determi-

nação de proteína pelo método de BRADFORD (1976). A seguir
os sobrenadantes foram dialisados contra água destilada, lio^
filizados e usados para determinação de proteína e eletrofo-
rese em gel de poliacrilamida (LAEMMLI, 1970), em presença

de SDS e g-mercaptoetanol.

v

15
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3.5 - Conciçoes de Germinação

Sementes quiescentes de Clitoria ternatea L, foraffi

tratadas por trinta minutos com ácido sulfúrico concentrado

e lavadas com água corrente por 20 minutos, antes de serem

colocadas para germinar.

A germinação foi feita em papel (mata borrão filtro

80g/m2) previamente esterilizado em autoclave. As sementes fo^

ram colocadas entre folhas de papel (30x30cm), umedecidas com

água destilada e enroladas. Os rolos, encerrando 15 sementes

cada, foram colocados em bequer de 1000ml contendo 80ml de

água destilada. Os bequeres, contendo 4 rolos cada, foram c^
locados em uma câmara úmida mantida no escuro e à temperatu-

ra ambiente (ca. 26°C).

Cotilédones e eixos foram coletados após 3, 6, 9,

12 e 15 dias de germinação. Uma parte do material foi usada

para determinação de peso fresco, peso seco e proteína total

pelo método de Kjeldahl (HILLER et. al., 1948). A outra par-

te foi colocada em saco plástico, liofilizada, triturada em

almofariz e estocada em congelador, para posterior prepara-

cão dos extratos e determinação das atividades enzimáticas.

3.4 - Composição Mínima

5.4.1 - Determinação de Umidade

.jy

As determinações de umidade foram feitas em estufa

a 110°C por 24 horas. O cálculo de peso seco foi estimado

pela perda de peso nas condições referidas e expresso em poi^

centagem.
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3.4.2 - Determinação de Cinzas

e
M

t

^t

A determinação de cinzas foi feita pela combustão
direta (TRIEBOLD, 1946). Este método consiste na oxidação de
toda a matéria orgânica, presente na amostra, por incinera-
cão e determinação das cinzas resultantes.

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

pesada.

O teor de cinzas foi expresso em percentagem e em

termo de peso seco.

••"...

3.4.3 - Determinação de Lipídios Totais

Os lipídios totais foram determinados por extraçao
Intermitente com hexana em extrator de Soxhlet (TRIEBOLD, 1946).

3.5 - Determinação de Proteína

As dosagens de proteína foram feitas pelo método de
Kjeldahl (HILLER et. al., 1948) quando do uso do material so^
lido,e pelo método de BRADFORD (1976) quando se tratava de
material em solução.,

.ac'
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Por esse método foi determinado o teor de nitrogénio
total e usado o fator 6,25 para cálculo da proteína total de

farinha, cotilédones e eixos de sementes quiescentes e germi.

nantes. A mineralização foi feita em presença de H^SO,, con-

centrado (5ml) e solução a 10% de HgSO,, (0,5ml) como catali-

zador. A seguir as amostras foram usadas para destilação,

após adição sucessiva de zinco em pó (ca. 200mg), NaOH 50%
(12ml) e tiossulfato de sódio 20% (2ml). O destilado foi re-

cebido em 10ml de ácido bórico a 2% e titulado com HEI 0,01N

em presença 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 porções de 50 a lOOmg do mate-

rial para mineralização e as amostras mineralizadas foram di

luídas com água (50 a 100ml) para destilação de alíquotas con-
venientes (5ml).

3.5.2 - Método de BRADFORD (1976)

%

1^1

Este método utiliza a propriedade apresentada pelo

corante Coomassie Brilliant Blue G-250 de se ligar a proteí-

nas, causando em meio ácido uma mudança de absorção máxima

do corante de 495 para 595 nm. A reaçao apresenta a vantagem

de ser rápida, de não estar sujeita a interferência de com-

postos que geralmente afetam outros métodos usados para de-

terminação de proteína e de ser sensível a pequenas quanti-

dades de proteína (5 a lOOpg).

No presente trabalho foram usadas alíquotas de 100i.il,

encerrando de 5 a 45pg de proteína, às quais foi adicionado 5ml do

reagente de Bradford que contém por IDODml de volume final:

148,86mg de Coomassie a 70%, 50ml de álcool etílico a 95%,
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10ml de ácido fosfórico a 85% (p/v) e água destilada q.s.p.
1000ml.

Após 10 minutos a absorbância em. 595 nm foi i medida
contra uma prova em branco sem proteína. A concentração de
proteína foi estimada com relação a uma curva padrão de al-
bumina sérica bovina. Nas condições descritas, 5pg de proteí
na apresenta uma absorbância de ca. 0,070 e a curva se apre-

senta linear até 45pg de proteína.

3.6 - Preparação dos Extratos

3.6.1 - Extração em pH 7,6

Farinha de sementes quiescentes, cotilédones e eixos

de sementes quiescentes e germinantes liofilizados foram usa^
dos para extração de proteína com tampão fosfato (KH^PO,,/Na^i-tf
0,02 M, pH 7,6 na proporção 1:10 (p/v) para cotilédones e
1:20 (p/v) para eixos. As amostras foram deixadas em contato
com o tampão, com agitação ocasional, por 30min, à temperatu
ra ambiente e a seguir centrifugadas (7500 xg, 50min, 4°C).
Os sobrenadantes foram filtrados em la de vidro e usados pa-

ra determinação de proteína, determinação da atividade azo-
caseinásica, filtração em gel de Sephadex G-25 e posterior
determinação das atividades LPA-ásica e BAPA-ásica.

3.6.2 - Extraçao em pH 5,0

Extrações em pH 5,0 foram feitas quando se teve por

objetivo determinar a atividade carboxipeptidásica. Os extra^
tos foram preparados como tampão acetato de sódio 50mM pH 5,0
com 1,0 mM DTT, mantidas as mesmas relações tecido:meio de
extraçao e condições de centrifugação descritas para a extra^

r .S--
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cão em pH 7,6. Os extratos foram a seguir submetidos a fil-

traçao em gel de Sephadex G-25, a fim de eliminar compostos

de baixo peso molecular presentes no extraio, antes de serem

usados para determinação da atividade carboxipeptidásica.

3.6.3 - Extraçao Sequenciada com Agua, NaCl e HC1

^!

A extração sequenciada foi feita usando-se 5g de fa-

rinha de sementes quiescentes paraÍQOml de água. A extraçao
foi feita por 2h à temperatura de 8°C e após remoção do so-

brenadante por centrifugação (9.200 xg, 30min, 4°C) o resí-
duo foi extraído comJ.OOml de NaCl 1.0M. O resíduo da extra-
cão com NaCl foi extraído com HC1 0,1 N (ÍOOml). Os sobrena-
dantes foram usados para determinação de proteína.

3.6.4 - Precipitação com Sulfato de Amónio

^e

O extraio preparado com farinha de sementes quiesceri

tes em tampão fosfato 0,02 M pH 7,6 foi submetido à prepcip^

tacão com sulfato de amónio a 90%. O precipitado foi redis-

solvido em tampão, dialisado contra água e liofilizado. A

amostra liofilizada foi submetida a filtração em gel de

Saphadex G-100 e os efluentes da cromatografia usados para

determinação das atividades LPA-ásica e BAPA-ásica.

<*
3.7 - Filtração em Gel de Sephadex

J^ As cromatografias em gel de Sephadex G-25 foram fei-
tas em colunas medindo 15x1,5cm. O suporte foi tratado con-

forme instruções do fabricante e as colunas foram equilibra-

das e eluídas com o mesmo tampão. Para obtenção do material
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a ser usado na determinação das atividades BAPA-ásica e
LPA-ásica foi empregado para eluiçao tampão fosfato •-• (KH^RO^/Na^HPO^)
0,02 M, pH 7,6. Para determinação da atividade carboxipepti-
dásica, as colunas foram equilibradas e eluídas com tampão
acetate de sódio 50 mM, pH 5,0 com 0,1 mM DTT. Todas as cro-
matografias foram feitas a temperatura ambiente (ca. 26°C),
usando-se um fluxo de 30ml.h-'1 e os efluentes coletados em
fraçoes de 3ml. O teor de proteína nos efluentes das colunas
cromatográficas foi determinado pelo método de BRADFORD
(1976)-. A eluiçao foi seguida pela medida de absorbância em
280 nm.

As cromatografias em Sephadex G-100 foram fe^
tas em colunas medindo (15x1,3cm), equilibradas e eluídas
com tampão fosfato 0,02 M pH 7,6. As massas moleculares fo-
ram calculadas segundo DETERMANN & MICHEL (1966).

3.8 - Determinação das Atividades Enzimáticas

3.8.1 - Atividade Azocaseinásica

^

^

Como substrato foi usada uma solução de azocaseína
1% em tampão fosfato (KH^PO^/Na^HPO^) 0,02 M pH 6,0. A azo-
caseína (lg) foi dissolvida no tampso (100ml) e aquecida até
a ebulição por 15min. A solução foi resfriada a temperatura
ambiente, o volume foi levado para 100ml corn água, podendo
ser armazenado em congelador (ca. -20°C) até 8 dias.

O ensaio foi feito utilizando-se alíquotas (l,0ml)
dos extratos em pH 7,6, como fonte de enzima, incubados com
2,0ml de azocaseína 1%, em pH 6,0, por 30min, a 50°C. A rea-
cão foi parada pela adição de 1,0ml de TCA 10% e após 15min
de repouso foi filtrada em papel de filtro quantitativo.

Foram sempre usadas amostras controle, nas quais a
adição de TCA foi feita antes da adição do substrato à amos-
tra. Alíquotas de l,0ml do filtrado foram alcalinizadas pela
adição de 1,0ml de NaOH 2 N e a atividade foi estimada pela
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absorbância em 440 nm.

Uma unidade de atividade (U.A.), para efeito de cái-

culo, foi definida como a quantidade de enzima por mililitro
de extraio, capaz de produzir uma absorbância de 0,100 em
440 nm nas condições de ensaio descritas.

3.8.2 - Atividade BAPA-ásica

-iA

.^,v*.

A atividade BAPA-ásica foi determinada usando-se co-

mo substrato a-N-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BAPA),
de acordo com ERLANGER et. al. (1961). O método está funda-

mentado na produção, por hidrólise, de p-nitroanilina que é
amarela e pode ser estimada colorimetricamente em 410 nm.

As soluções de substrato (5xl0--> M) foram preparadas
dissolvendo-se 21,74mg de BAPA em l,0ml de dimetilsulfóxido
a 40°C e completando-se o volume para 100ml com tampão fosfa^
to pH 7,6.

Os ensaios foram feitos usando-se alíquotas apropriada
damente dilüídasdos efluentes obtidos por filtração em gel de
Sephadex G-25, pH 7,6 dos extratos obtidos em pH 7,6, como
fonte de enzima.

O meio de reação encerrava 0,5ml de efluente e 2,5ml
de BAPA 5xl0~4 M, pH 7,6. A incubação foi feita por 15min
a 40°C e areaçao parada pela adição de l,0ml de ácido acéti-
co 30%.

A avaliação da atividade foi feita pela absorbância
em 410 nm e para efeito de cálculo foi usado o coeficiente
de extinção molar E,,in ^^ = 8800 Mol~ cm~ (ERLANGER e^fc.al.,

nm ~ — —

Foram feitos ensaios controle nos quais a adição de
ácido acético foi feita antes da adição do substrato.

JC
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3.8.3 - Atividsde LPA-ásica

A atividade LPA-ásica foi determinada segundo ERLANGER

et. al. (1961) usando-se como substrato L-leucina-p-nitroani

lidalida (LPA) 2,5x10"^ M na concentração final no meio de

reação, em tampão fosfato 0,02 M pH 7,0. As soluções estoque

5x10"^ M foram preparadas dissolvendo-se o substrato (12,56 mg)

em dimetilsulfóxido (1,0ml) a 40°C e completando-se o volume

(100ml) corn tampão previamente aquecido. As soluções podem

ser armazenadas no congelador por uma semana sem apresentar

alterações e diluídas convenientemente na hora do ensaio. O

meio de reaçao encerrava 0,5ml de efluente e 2',5ml de LPA

5,0x10" M, pH 7,0. A incubação foi feita por 15min a 400C e
a reaçao parada pela adição de l,0ml de ácido acético a 30%.

A medida de atividade foi feita nas mesmas condições

descritas para os ensaios de BAPfi.

3.8.4 - Atividade Carboxipeptidásica

;^.
A atividade carboxipeptidásica foi determinada se-

guindo-se o método descrito por MIKOLA & KOLEHMAINEN (1972),
usando-se como substrato marcador carbobenzoxi-fenilalanil-

alanina. O método está baseado na liberação do aminoácido C-

terminal seguida pela reaçao com ácido trinitrobenzenosulfô-
nico (TNBS). Como fontes de enzimas foram usadas alíquotas

dos efluentes obtidos por filtração em gel de Sephadex G-25
(tampão acetato de sódio 50 mM, pH 5,0 com 0,1 mM DTT) dos

extratos preparados em pH 5,0.

O substrato foi preparado dissolvendo-se previamente

CBZ-Phe-Ala (14,8mg em 0,4ml de NaOH 0,1 N e complementando-

se o volume para 100ml com água) de modo a se obter uma con-

centraçao de 4 mM.

O ensaio foi feito incubando-se 500ul de tampão ace-

tato de sódio 0,1 M, pH 5,2 contendo l mM EDTA e lOOyl dos
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efluentes das colunas de Sephadex G-25 em banho-maria por
lOOmin a 50°C. A reacao foi parada com 2ml de TNBS (3 volu-
mês de tetraborato de sódio 5% (p/v) é adicionado a l volume
de uma solução aquosa de TNBS a 2% (p/v) para uso imediato).
A reaçao corada foi deixada no banho a 50°C por mais 60min e
terminada pela adição de Iml de ácido acético l M. As absor-
bâncias foram medidas em 540 nm contra uma prova em branco
após lh de acidificaçao.

A atividade foi calculada com referência a uma cur-
va-padrao de alanina e expressa em pmoles de substrato
hidrolisado por parte da planta (eixo ou par de cotilédone)
por lOOmin nas condições descritas.

3.9 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

y

J^

As eletroforeses em gel de poliacrilamida com SDS em
presença de g-mercaptoetanol foram feitas segundo LAEMMLI
(1970).

Amostras liofilizadas das fraçoes obtidas por extra-
cão nos diferentes valores de pH foram suspensas em tampão
fosfato 0,01 M pH 7,0 contendo 1% de SDS e 1% de É-ME e
aquecidas por IQmin a 100°C. Depois de resfriadas, sacarose
e azul de bromofenol foram adicionados às amostras e alíquo-
tas de 40ul foram usadas. A eletroforese foi desenvolvida
com corrente constante de 25 mA durante 4 horas.

As proteínas foram fixadas e coradas pela imersão do
gel em uma solução contendo 400ml de metanol, 550ml de água
destilada, 70ml de ácido acético e 0,67g de Coomassie Brilliant
Blue R-250 (75%) por um período de ca. de 16 horas. Decorri-
do esse tempo, o gel é imerso em uma solução descorante con-
tendo 350ml de metanol, 800ml de água e 100ml de ácido acéfí
co. Após sucessivas trocas da solução descorante o gel se
apresenta com um fundo claro destacando-se as bandas cor-
respondentes às diversas frações proteicas.
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As sementes quiescentes de cunha (Clitoria ternatea
L.) apresentaram a composição mínima expressa em percenta-
gem, em termos de peso seco, mostrada na TABELA 2. Os val^
rés encontrados para cinzas e umidade estão próximos daque-
lês obtidos por AZEVEDO (1983), que usou sementes da mesma

origem daquelas por nós utilizadas, e bem mais altos do que
os valores encontrados por JOSHI et. al. (1981). As sementes

aqui empregadas apresentaram um teor mais elevado de proteí-
na bruta (ca. 45%) e de lipídios totais.

As sementes quiescentes apresentando um peso fresco

médio de 47,85mg, quando desprovidas de tegumento, tiveram o

seu peso reduzido para 38,69mg, sendo este peso distribuído
em cerca de 91% para um par de cotilédones e 9% para um eixo
(TABELA _3).

O efeito do pH sobre a solubilização de proteínas
foi estudado determinando-se a concentração de proteína ex-

traída de farinha de sementes quiescentes, quando o pH do
meio de extraçao variou de 2,0 a 10,0. Verificou-se que cer-
ca de 27,4% da proteína presente na semente, determinada pe-
lo método de Kjeldahl, é solubilizada em pH 2,0 (FIGURA •;!);
Observou-se um decréscimo de solubulizaçao em valores de pH

entre 3,0 e 5,0 seguido por acréscimo até pH 10,0. A curva

de solubilizaçao das proteínas de cunha apresenta-se portan-

to semelhante â de Vigna sinensis (AINOUZ, 1970).

As amostras quando liofilizadas apresentaram difere^

tes teores de proteína, isto é, não há uma relação constante

entre a massa de material liofilizado e a quantidade de pro-

teína extraída. Isto pode ser explicado pelo fato de não se

tratar de proteínas puras e sim de uma mistura de proteínas

sobre as quais o reagente de Bradford age diferentemente

(READ & NORHCOTE, 1981).

A FIGURA 2 mostra uma eletroforese em gel de polia^

25
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TABELA 2 - Composição mínima da semente de Clitoria ternatea
L. comparada com outros valores encontrados na M
teratura.

ten,.

<?

A B c

^

Umidade

Cinzas

Nitrogénio total (N^)
Proteína bruta (N^x6,25)
Lipídios totais

Glicídios totais*

10,74

4,18

6,97

45,56

19,34

32,92

1,75

3,75

9,81

5,86

38,40 39,15

10,20 12,58

* O teor de glicídios totais foi obtido por diferença.
A: dados do presente trabalho.

B: JOSHI, S.S. et. al. (1981)

C: AZEVEDO, A.R. (1983)

_<^
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crilamida, em presença de SDS e g-mercaptoetanol, das diver-
sãs frações proteicas solubilizadas em diferentes valores de
pH.

As proteínas de sementes quiescentes foram estudadas
com relação à extração com água, seguida da extraçao com
NaCl 1,0 M e HC1 0,1 N. Considerando-se que a semente sem
tegumento encerra 57% de proteína bruta e por extraçao com
água foi obtido 12,7% de proteína, podemos verificar que com
água, NaCl e HC1 foram extraídas 22,3, 12,3 e 5,3% respecti-
vãmente, da proteína total determinada pelo Kjeldahl (TABELA
^..

Após obtenção dos dados sobre sementes quiescentes
foram estabelecidas as condições de germinação e tamanho das
plântulas (FIGURA 3) a serem usadas para determinações de
peso fresco, peso seco, proteína total, proteína extraída em
pH 7,6 e 5,0 e atividades proteolíticas em cotilédones e
eixos durante a germinação.

Embora a germinação seja considerada por alguns au-
tores como consistindo daqueles processos que têm início com
a absorção de água e que terminamcom a emersão da radícula
ou hipocótilo (BEWLEY & BLACK, 1978), no presente trabalho
o termo germinação inclui todos os eventos subsequentes e a^
sociados ao desenvolvimento da planta até 15 dias após o
plantio. Os resultados estão expressos por parte de planta,
isto é, por par de cotilédones e eixo (compreendendo hipocó-
tilo, epicótilo e radícula).

Os valores de peso fresco de cotilédones (FIGURA 4)
até 15 dias de germinação foram determinados e os resultados
mostram que houve um aumento gradativo de peso fresco até o
final do período estudado. O aumento de peso fresco nos coti
lédones corresponde a um aumento observado no tamanho do co-
tilédone, contrariando o que geralmente acontece com as de-
mais sementes estudadas: Phaseolus aureus Roxb. (CHRISPEELS &
BOULTER» 1975), Phaseolus mungo (MINAMIKAWA, 1979), Vigna

,^^^(PRISCO ei_. a_l., 1975), Canavalia brasiliensis (MO-
REIRA & CAVADA, 1984). O aumento de peso fresco tem sido ex-
plicado como sendo resultado da absorção de água pela semen-
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TABELA 4 - Teor de proteína obtido por extração seqüenciada
com água, NaCl e HC1.

3

mg. ml
-l %* mg. g

.-l %**

Água

Nad
1,0 M

HC1
0,1 N

6,4

5,2

1,6

22,3

12,3

5,3

127,0

69,5

51,0

12,7

7,0

3,0

>-'•
%* - percentagem com relação à proteína total determinada

pelo Kjeldahl;

%** - grama de proteína por 100 gramas de farinha.
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FIGURA 4 - Peso fresco de cotilédones (•—•)
e eixos (o—o) durante a germina-
cão.
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te acompanhado pelo entumescimento dos corpos proteicos.
Quando foram determinados os pesos frescos dos 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. aumento rápido de pe-
so fresco durante os primeiros dias tem sido relacionado com
os eventos de crescimento e desenvolvimento do eixo na -Forma

cão de novos tecidos necessários para a sustentação da pró-
pria plântula. COLLINS & WILSON (1972) referem-se à mais rá-
pida absorção de água nos eixos do que nos cotilédones de
Phaseolus vulgaris. Os resultados encontrados para o peso
fresco dos eixos está em concordância com os autores citados

no parágrafo anterior. Esse paralelismo foi também por nós
encontrado (FIGURAS 3 e 4).

Verificou-se na determinação de peso seco de cotilé-
dones um decréscimo contínuo até atingir 57% do peso inicial
no 15^ dia de germinação (FIGURA 5). O decréscimo observado
no peso dos cotilédones sugere que as reservas cotiledoná-
rias estão sendo transportadas para as zonas de crescimento,
o que é comprovado pelo aumento dos valores de peso seco dos
eixos. A redução do peso seco dos cotilédones está em con-
cordância com outros dados encontrados na literatura (DOTA

et. al., 1953; CRUMP :& MURRAY, ,-1979; MOREIRA 5 CAVADA, 198A) e tem si-
do explicada como resultante da mobilização gradativa do ma-
terial de reserva da semente para outras partes da plântula
em desenvolvimento.

O peso seco dos eixos aumenta continuamente até o no

no dia quando atinge cerca de cinco vezes o peso inicial (F^
GURA 5). Verificamos que o decréscimo no peso seco dos coti-
lédones corresponde ao acréscimo de peso seco nos eixos.

O teor de proteína total dos cotilédones (expresso

em termos de peso seco) sofre um ligeiro decréscimo a partir
do terceiro dia enquanto nos eixos há um acréscimo (FIGURA
6). O decréscimo de proteínas nos cotilédones com o concomi-
tante aumento nos eixos sugere que durante a germinação ocoi_
re hidrólise das proteínas de reserva e que possivelmente
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seus produtos de hidrólise são translocados-para o eixo em
desenvolvimento, como tem sido sugerido para outras sementes
(COLLINS & WILSON, 1972; BASHA & BEEVERS, 1975), muito embo-
ra os autores apresentem dados relativos à proteína extraída.

Quando o teor de proteína foi determinado nos extra-
tos feitos com tampão fosfato 0,02 M pH 7,6 (FIGURA 7) veri-
ficou-se que em cotilédones a proteína extraída decresce ra-
pidamente até o sexto dia e nos dias subsequentes apresenta
valores quase constantes. O teor de proteína extraída nos
eixos praticamente não apresentou variação.

Quando as extraçoes foram feitas com tampão acetato
de sódio 50 mM pH 5,0 observou-se em cotilédones um ligeiro
aumento no terceiro dia de germinação com decréscimo nos
dias seguintes. Nos eixos o teor de proteína extraída mante-
ve-se constante (FIGURA 8).

Corn base nesses dados, verifica-se que, em extratos
preparados com cotilédones e eixos quiescentes e germinantes
com tampão fosfato, embora haja maior quantidade de proteí-
na extraída, o comportamento é semelhante em ambos os tam-
pões com relação ao decréscimo de proteína extraída de coti-
lédones durante a germinação e nos níveis aproximadamente cons-
tantes de proteína extraída nos eixos até quinze dias de
germinação.

Comparando-se os dados de extracao com aqueles de
proteína total (FIGURA 6) para os cotilédones podemos suge^
rir que as proteínas são mais solúveis, nos tampões usados
nos primeiros dias de germinação. A proteína dos eixos apre-
senta mais baixa solubilidade nos tampões empregados.

Os extratos e os efluentes das cromatografias de co-
tilédones e eixos liofilizados de sementes quiescentes e ger
minantes de Clitoria ternatea L. foram capazes de hidrolisar
os seguintes substratos, usados para determinação de ativida^
de proteolítica: azocaseína (pH 6,0). L-leucina-p~nitroanilj_
da (pH 7,0), a-N-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (pH 7,6)
e CBZ-fenilalanil-alanina (pH 5,2). As condições de pH empr^
gadas para todos os substratos foram as mesmas usadas para

-w
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Vigna unguiculata (L.) Walp (AINOUZ et. al., 1981) de modo
que nos permitisse uma comparação com outra leguminosa já es
tudada.

Atividade azocaseinásica

^.

Nos extratos brutos obtidos de cotilédones e eixos

liofilizados de sementes quiescentes e germinantes foram fei
tas determinações de atividade usando-se azocaseína em pH
6,0. As mudanças observadas na atividade durante a germina-
cão são mostradas na FIGURA 9. Essa atividade está presente
em baixa concentração em cotilédones e eixos de sementes
quiescentes. Durante a germinação observa-se um aumento de
atividade nos cotilédones no terceiro dia em tomo do dobro
da apresentada por sementes quiescentes. Nos dias subseqüen-
tes a atividade começa a decrescer rapidamente, sendo avalia
da no 15^ dia em torno de 14% do máximo da atividade alcança
da. A atividade mostrou-se presente no eixo de sementes quies-
centes e aumentou progressivamente até o nono dia de germina
cão, decrescendo até o 15^ dia.

Os dados, quando relacionados com o teor de proteína
total (Kjeldahl), mostram que a atividade decresce nos coti-
lédones quase que paralelamente com o decréscimo de proteína.
Nos eixos a atividade é bem mais alta quando a proteína to-
tal é mais baixa, resultando em uma atividade específica
mais alta.

GUERRA & NICOLÂS (1983) também observaram um aumento
da atividade caseinolítica em cotilédones durante a germina-
cão, alcançando um máximo de atividade no quinto dia, em se-
mentes de lentilha, seguido de um decréscimo.

NIELSEN & LIENER (1984) usando azocaseína como subs-
trato encontraram que a atividade azocasei.násica em cotilédo^
nes de Phaseolus vulgaris atinge um máximo com cinco dias de
germinação e decresce progressivamente.

Considerando-se a atividade azocaseinásica como re-
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sultante da ação de endopeptidases, podemos dizer que tais
enzimas são mais ativas nos eixos, ou na planta em desenvol-
vimento, do que nos cotilédones. Entretanto, o método de ava
liaçao usando extratos brutos apresenta desvantagens e per-
manece aberta a questão de quantas enzimas contribuem para
a hidrólise da azocaseína.

Atividade LPA-ásica

<A

-ss»

A atividade enzimática obtida quando do emprego de
L-leucina-p-nitroanilida como substrato e, como fonte de en-
zima, o Pico I eluído de Sephadex G-25 após filtração do ex-
trato obtido em pH 7,6 está apresentada na FIGURA 10.

Nos cotilédones a atividade aumenta até o nono dia,
decresce no 12° dia, apresentando o mesmo valor no 15° dia
de germinação. Nos eixos observa-se um ligeiro acréscimo do
terceiro ao sexto dia, mantendo-se praticamente constante
até o final da experiência.

Comparando-se os dados da FIGURA 10 com aqueles de
proteína total (FIGURA 6) verifica-se que nos cotilédones a
atividade LPA-ásica em pH 7,0 aumenta enquanto o teor de
proteína decresce.

A atividade LPA-ásica aqui apresentada mostrou-se di
ferente nos cotilédones, quando comparamos com os dados de
NOWAK & MIERZWINSKA (1977) em centeio, mas em relação aos
de AINOUZ et. al. (1981) para Vigna unguiculafca (L.) Walp
foram semelhantes. Entretanto, quando essa mesma atividade
foi examinada com relação a ervilhas germinadas (BEEVERS &
SPLITTSTOESSER, 1967), tanto para eixos como para cotilédo-
nes os nossos resultados foram bastante diferentes.

ÜIV^RSID&DE FEn'"^"'- 00 CEARA
BIBLIOTECA DE CiÈ.^1..^ - S&CNOLOGSÂ

PC-7031
Caixa de texto
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Atividade BAPA-ésica

«s*

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

Os cotilédones apresentaram atividade mais alta do
que os eixos, aumentando progressivamente até o nono dia de
germinação e decrescendo até o 15° dia, quando 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 germinação.

Os dados encontrados para a atividade BAPA-ásica effi
cotilédones de sementes de cunha (ditaria ternatea L.) até
15 dias de germinação estão semelhantes aos encontrados por
CRUMP & MURRAY (1979), para Phaseolus vulgaris e próximos
aos resultados obtidos por KLOTH & SPLITTSTOESSER (1985) pa-
ra cotilédones e eixos de Cucurbita moschata. Entretanto,
quando essa mesma atividade foi examinada em relação a cofci-
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 cunha, a ati-
vidade LPA-ásica detectada em cotilédones e eixos é bem mais
alta do que a atividade BAPA-ásica.

Atividade carboxipeptidásica

Extratos de cotilédones e eixos liofilizados prepa-
rados em pH 5,0 em presença de DTT, foram submetidos a fil-
traçao em gel de Sephadex G-25 e o Pico I foi usado - como
fonte de en-zima. A filtração em gel tem por fim eliminar os
compostos de baixo peso molecular que interferem na determi-
nação da atividade com TNBS. A atividade carboxipeptidásica
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foi avaliada pela medida da alanina resultante da hidrólise
de CBZ-fenilalanil-alanina. considerado um substrato marca-
dor para este grupo de enzimas em plantas.

A atividade carboxipeptidásica (FIGURA 12) aumenta
tanto nos cotilédones como nos eixos até o nono dia de germi
nação, decresce no 12° dia, permanecendo no mesmo nível no
15^ dia. Observa-se portanto uma variação paralela entre a
atividade nos cotilédones e nos eixos.

Os resultados, quando analisados com relação ao tra-
balho de TULLY & BEEVERS (1978) apresentarnum comportamento
aproximado com relação a atividade carboxipeptidásica (CBZ-
fenilalanil-alanina) nos eixos. Um comportamento semelhante
foi encontrado para eixos e cotilédones quando comparamos os
nossos resultados com aqueles obtidos para Vigna unguicula^
(L.) Walp (AINOUZ & PONTE FREITAS, 1984), e para Phaseolus vulgaris
(MIKKONEN, 1986). Entretanto, quando comparamos com os re-
sultados de MIKOLA & KOLEHMAINEN (1972), em cevada germiíian-
te, verificamos que os nossos são diferentes tanto para co-
tilédones como para eixos.

J^

Filtração em gel de Sephadex G-100

A proteína precipitada, com sulfato de amónio até
90% de saturação, a partir de extraio de farinha de sementes
quiescentes em pH 7,6, foi submetida a filtração em gel de
Sephadex G-100 (FIGURA 13). O teor de proteína mostra um pi-
co mais alto seguido por um decréscimo, enquanto que por
absorbância em 280 nm observa-se a presença de três picos.
Os picos de mais baixas massas moleculares, observados em
280 nm, parecem ser devidos a pigmentos existentes no extra-
to.

Os efluentes da coluna foram testados para as ativi-
dades LPA-ásica (pH 7,0) e BAPA-ásica (pH 7,6) mostrando-se
a primeira muito mais alta em sementes de cunha, como acon-
tece para outras sementes.
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Aparentemente as atividades enzimáticas detectadas

estão implicadas na mobilização das proteínas de reserva nos

primeiros estágios da germinação. Devemos considerar que os

substratos usados nos ensaios não são os mesmos que as enzi-

mas utilizam in vivo e assim nós não podemos concluir que pa

pel essas enzimas representam de fato nos primeiros estágios

da germinação.

Observa-se na literatura uma grande dificuldade de

comparação entre os dados referentes às atividades proteolí-

ticas encontradas em diferentes plantas pêlos diversos auto-

rés. Isto pode ser atribuído à utilização de diferentes meto

dologias na avaliação das atividades, metodologias essas até

hoje consideradas impróprias. No nosso caso, quando compara-

mos os dados de Clitoris ternatea L. corn os de Vigna ungui-

culata (L.) Walp verifica-se um deslocamento temporal dos
máximos de atividade, que pode ser explicado pela diferença
entre as fases de germinação das duas leguminosas.

I
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01. As sementes de cunha (Clitoria ternatea L.) apresentam
um alto teor de proteína (ca. 43%).

02. A curva de solubilização de proteínas, em função do pH
do meio de extraçao, mostra que as proteínas são mais só
lúveis em pH 9,0.

05. No decorrer da germinação o teor de proteína total, de-
terminado pelo método de Kjeldahl, decresce nos cotilédo
nes a partir do terceiro dia, enquanto cresce nos eixos.
As proteínas dos cotilédones se apresentam mais solúveis
do que as proteínas dos eixos nos valores de pH 5,0 e

7,6.

\04. A variação do peso seco dos cotilédones e eixos é seme-
Ihante â de qualquer semente, enquanto o peso dos cotilé
dones decresce o dos eixos aumenta até o 15^ dia de ger-

minação.

05. A variação de peso fresco mostra-se diferente da apresen

tada por algumas sementes, uma vez que o peso fresco dos

cotilédones aumentou durante todo o período de germina-

cão estudado.

06. Extratos de cotilédones e eixos de sementes quiescentes

e germinantes são capazes de hidrolisar os seguintes
substratos: azocaseína (pH 6,0), CBZ-fenilalanilalani-

na (pH 5,2), LPA (pH 7,0) e BAPA (pH 7,6).

07. A atividade azocaseinásica, considerada como indicação

da presença de endopeptidases, é relativamente baixa nos
cotilédones e bem mais alta nos eixos no nono dia de ger

minaçao.

08. A atividade carboxipeptidásica apresenta um máximo no
nono dia de germinação tanto em cotilédones como nos ei-
xos, sendo mais alta nos eixos.

50
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09. As atividades LPA-ásica e BAPA-ásica. consideradas arila
midásicas, mostram-se mais altas nos cotilédones, apre-
sentando um máximo no nono dia de germinação.

10. Os dados do presente trabalho sugerem que as atividades
estudadas estão ligadas à mobilização de reserva protéi-
ca.

^
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NITROGENOUS COMPOUNDS IN Clitoris ternatea L. DURING GE^iINATIOK
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Msns Helena Gomes Mota e Iracems Lima Ainouz
Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular,UFC,Caixa Postal,1065.Fortaleza,CE

Clitona ternatea L. (streaky bean) has been studied in relation to lí.piá COE-"'
pounds, although no studies have been carried out concerning nitrogenous compounds.Ie
viei> 01 The high prorein content of the seeds (ca.45i), the whole plant has been SUE-
cested as an alternarive feed in the Northeast of Brazil. However-studies on its r.;.
trorenou? compounds are required to a better use of this leguminous plant..

In the presenï work we report results on the dry weight, total nitrogeii co:i-
Tent, extracted protein, and proteolytic activity in cotyledon? and seedlings up tc
fifteen days of germination in the dark at 26°C. The total nitrogen was estimatee by
Kjeldahl jnethoâ: the protein was extracted with Na-K-phosphate buffer pK 7.6; antí the
extracts after gel filtration on Sephadex C—25 were used for proteolytic activity de-
termination (LPA-ase and BAPA-ase activities).

The ary weight of the cotyledons decreased gradually and thaT of the seedlings
increaseâ up to the Isth day. The total nitrogen contenï cf the cotyledons increased
up to The 3rd day and then decreased TO a constant vralue until the 15th day,while that
of the seedlings increased slowly up to the end of the period under study. The levels
of soluble protein were constant in the seedlings and decreased in the cotyledons.
There was no change in the proteolytic activity of the coryleaons or seedlings toward
the substrates used.

Supported by CNPq and UFC.
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