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SUMARIO 

Sementes quiescentes, livres de tegumento, de Ad-enan 

theta pavon.ína, L. (carolina) , foram analisadas quanto 	ao 
seu teor de inibidores de tripsina. A extração de inibidores 

foi efetuada utilizando-se tampão fosfato 0,1M pH 7,6/NaC1 1%. 

O substrato empregado para detectar a capacidade de inibição 

contra tripsina foi azo-caseína, cujo espectro de absorção 

apresentou extinção m .xima em 440 nm . Para testar a ativida-

de antitriptica utilizando-se azo-caseína, foi estabelecida 

através de ensaios de atividade, que a tripsina deveria es-

tar numa concentração de 10 :ug/ml e o substrato a 1,5 (p/v) 

em tampão fosfato 0,1 M pH 7,6 / NaC1 1%. 

Os inibidores de tripsina foram isolados de sementes 

quiescentes de A. pavon Lna, L. por extração com tampão fosf a 

to 0,1 M pH 7,6  / NaCl 1% e parcialmente purificados por pre- 

cipitação com sulfato de amônio entre 40-60% de 	saturação, 

cromatografia de troca iônica e cromatografia de afinidade. 

Suas características foram examinadas por SP-Sephadex C 50, 

Sepharose 4B-anidro-tripsina, focalização isoelêtrica em plá 

ca de gel de poliacrilamida, eletroforese em gel de poliacri 

lamida (pH 8,1, SDS e SDS com 8-ME e uréia 8 M). 

Foi possível demonstrar a existência de 	inibidores 

de tripsina não apenas nas sementes, mas também em 	outras 

partes da planta tais como folhas, vagem verde e cotilédones 

de vagem verde. 

A fração de inibidor ativa, isolada por cromatogra-

fia em SPI-Sephadex C 50 (FSP2) quando examinada por focaliza 

ção isoelétrica se apresente heterogênea, mostrando que 	a 

atividade antitriptica de A. pavoa-,na, L. é constituída por 
uma família de 6 inibidores, com pontos isoelétricos entre 

4,5 e 3,1. Esta mesma fração, através da eletroforese 	com 

xii 



SDS, demonstrou uma única banda de inibidor contra tripsina, 

equivalente a um peso molecular de, 	aproximadamente, 

19.000 daltons. A fração de inibidor ativa proveniente 	da 

cromatografia de afinidade e eluida, em todas as preparações, 

a pH 4,0  apresentou um peso molecular de, 	aproximadamente, 

20.000 daltons, evidenciado através da eletroforese com SDS. 

Esta mesma fração (FSP2) apresentou também atividade 

contra quimiotripsina, fato este evidenciado por focalização 

isoelétrica em placa de gel de poliacrilamida. 
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I - INTRODUÇÃO  

I.1 - Considerações g_erais 

E fato conhecido que durante a germinação as proteí-

nas de reserva da semente são hidrolisadas por enzimas pro-

teoliticas, a peptidios e aminoácidos. Estas são transporta-

dos para outras partes da semente ao longo do desenvolvimen-

to do embrião para serem utilizados na síntese de novas pro-

teínas (1, 2) . 0 conhecimento dessas enzimas proteoliticas é 

limitado e virtualmente pouco se sabe sobre sua regulação. - 

As proteases de semente estão, freqüentemente, 	associadas 

com inibidores cujas funções não estão bem 	estabelecidas. 

Foi sugerido, no entanto, que os inibidores agem de modo de- 

cisivo na regulação do metabolismo protéico (2) . 

Podemos definir como "inibição" a diminuição ou re-

tardamento transitóriós de uma funçãó ou atividade do orga-

nismo mediante a ação de uma substancia adequada. Os inibido 

res de proteases são assim designados por apresentarem a ca- 

pacidade de inibir as atividades proteoliticas 

zimas, podendo exercer, assim, um controle das 

zimas, em plantas. 

A natureza dos inibidores de enzimas 

de certas en-

referidas en- 

proteoliticas 

tem sido estudada desde que KUNITZ isolou uma proteína, oriun 

da da soja, com atividade inibitória altamente especifica pa 

ra tripsina (3, 4, 5, 6). Desde então, verias dessas substãn 

cias têm sido isoladas, caracterizadas e sua importãncia evi 

denciada no que diz respeito ao valor nutritivo de 	certas 

plantas. A maioria dos inibidores isolados são inibidores de 

tripsina, entretanto existem também inibidores de outras en-

zimas (4, 7, 8, 9) . 

1 
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I.2 - Ocorrência natural dos inibidores  

Os inibidores naturais de enzimas proteoliticas ocor 

rem em diferentes famílias do reino vegetal, bem como em di 

versas famílias do reino animal e em microrganismos. Dentro 

do reino vegetal a família das Leguminosas é a mais investi-

gada (2, 3, 10, 11) talvez diante da importância assumida pe 

las sementes de legumes como uma fonte de proteína básica na 

alimentação humana e talvez também pelo fato . de antigamente 

ter-se chegado a pensar que os inibidores de protease eram 

característicos desta f amilia. No reino animal foi observa-

da a presença de inibidores de enzimas proteoliticas na gema 

do ovo de aves, suco pancreático, sangue e urina de animais, 

A6cani4 tumbnicoLde4 e várias outras fontes (3, 8, 9) . 

1.3 -.Distribuição na planta 

A maioria dos inibidores de proteases de plantas es-

t6 localizada nas sementes, porém estes. não estão restritos 

a esta parte da planta, tendo já sido isolados inibidores de 

folhas, tubérculos e raizes (3, 12). A distribuição dos ini-

bidores em um mesmo órgão pode também não ser uniforme, como 

é o caso dos inibidores de tripsina nos cotilédones de Vigna 

unguicueata (13) . HONAVAR e SOHONIE, 1955, mostraram que as 

folhas jovens de batata são mais ricas em inibidor de tripsi 

na que as folhas mais velhas e que o caule apresentava uma 

concentração muito baixa deste inibidor (2, 3, 12) . AMBE e 

SOHONIE, 1956, observaram, em estudo com Faba vutga is e Do- 

ticho4 £abeab, que os inibidores de tripsina são distribuí-

dos por todas as partes da planta, ocorrendo porém variação 

quantitativa, dependendo do estagio de desenvolvimento 	da 

mesma (3, 12, 14) . Apesar da ocorrência generalizada, a quan 

tidade de inibidores presentes não sa nas várias espécies, 

como também entre espécies no mesmo gênero e até mesmo entre 

variedades de uma mesma espécie, é extremamente variável (3, 
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11) . Experiências com inibidores de tripsina de soja eviden 

ciaram que a atividade triptica era mais inibida pelos extra 

tos de sementes que pelos de folhas e caule jovens, de modo 

que a concentração do fator de inibição aumentava na planta 

madura (14) . 

A atividade inibitória era mais alta nas 	sementes, 

mais baixa na raiz e intermediária nas folhas e caules (3) . 

A observação de que a concentração do inibidor é relativamen 

te alta nestes tecidos jovens e baixa em tecidos mais velhos 

sugere que os inibidores podem desempenhar um importante pa-

pel na regulação do metabolismo proteico. A ubiquidade. dos 

inibidores de proteases, isto é, o fato dos inibidores 	de 

proteases se encontrarem, ao mesmo tempo, em mais de um lu-

gar, enfatiza a hipótese de sua possível função no metabo-

lismo de plantas. 

1.4 - Propriedades físicas e químicas de inibidores de planta 

Os inibidores de protease de plantas .têm sido isola- 

dos em alto grau de pureza e mostrados serem proteínas com 

pouca ou nenhuma quantidade de carboidratos (3, 4, 5, 11, 12). 

A propriedade física mais notáve1 dos inibidores, como uma 

classe de proteína, é a sua . estabilidade sob as 	condições 

usuais de desnaturação (15). Alguns inibidores 

racteristicas pouco comuns entre as proteínas 

ao calor, às soluções que precipitam proteínas 

calis) , ã uréia e dificilmente têm suas pontes 

duzidas (15) . 

apresentam ca 

são estãveis 

(ãcidos e ãl-

dissulfeto re 

Os inibidores de origem vegetal apresentam alto 

de cistina e são geralmente moléculas pequenas com peso 

cular abaixo de 80.000 daltons. A maior parte deles são 

teo r 

mole 

pro- 

teínas contendo entre 70 e 90 aminoãcidos, correspondendo a 

um peso molecular entre 8.000 e 10.000 daltons e os de peso 

molecular aparentemente grande são, em geral, proteínas poli 

méricas em sua forma nativa (normalmente di, tri ou tetramé- 
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ricas) cujos protómeros têm pesos moleculares em 	torno de 

10.000 daltons (11). 

1.5 - Especificidade e reação com proteases  

Os inibidores naturais de tripsina são proteínas ca-

pazes de se combinar com a tripsina para formar um complexo 

inativo. Isto representa um exemplo de reação entre duas mo-

léculas protéicas resultando na formação de; uma terceira pro 

tema. Um aspecto importante da inibição de enzimas proteoli 

ticas é o estudo da especificidade, da estequiometria e da 

cinética de interação da enzima coe': um determinado inibidor. 

O mecanismo e a cinética da inibição de tripsina, foram :in-

vestigados detalhadamente e foi observado que ela se combi- 

na com o inibidor em uma reação rever sivel dependente 	do 

pH (4 ,11) . 

Entre os inibidores específicos para as diferentes 

classes de enzimas proteoliticas - proteases serinicas, sul-

fidrilicas, acidas e metaloproteases - aqueles relacionados 

as proteases serinicas são os mais estudados (11, 16) . A es- 

pecificidade é uma característica marcante das reações 	com 

inibidores. O inibidor isolado por KUNITZ (3, 4, 5) tem ser-

vido como modelo fundamental, no que diz respeito ã cinética 

e à termodinâmica da inibição de tripsina e também as pro- 

priedades dos polipeptidios em geral. Os inibidores têm 	si 

tios ativos para a inibição de enzimas proteoliticas, corres 

pondendo à especificidade da enzina (16) . 0 inibidor compe- 

te com o substrato pelo centro ativo da enzima. O inibidor 

específico de tripsina tem sempre uma ligação lisina-X ou ar 

ginina-X nos sítios ativos (2, 11, 16, 17) . 

Estes sítios são parte de uma grande area de ligação 

necessária à própria estrutura que confere a estabilidade ha 

bitual do complexo enzima-inibidor. 

Se levarmos em consideração o inibidor de soja, pode 

mos observar que este exerce sua ação inibitória sobre cer- 
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tas enzimas, entre as quais estão tripsina, a-quimiotripsina, 

quimiotripsina B, tromboplastina e elastase. Este inibidor, 

no entanto, não inibe enzimas tais como pepsina, carboxipep- 

tidase, trombina, papaina e outras (5) . Há evidências , 	po- 

rém, que certos inibidores de proteases serinicas atuam tam-

bém contra enzimas de outras classes, como por exemplo o ini 

bidor de tripsina de soja (KUNITZ) que inibe uma enzima mi-

crobiana, a clostripaina, semelhante a tripsina, mas que tem 

sitio catalítico de uma protease sulfidrilica (18) . 	Muitos 

inibidores inibem tanto tripsina como quimiotripsina, poden-

do a ligação dessas enzimas ao inibidor ocorrer em um mesmo 

sitio reativo ou em sitio s reativos diferentes (19) . Observa 

ções sugerem que estes inibidores são de "dupla cabeça", is-

to é, possuem dois sítios de combinação independentes, um pa 

ra cada enzima (2, 3, 11, 20) . 

No que diz respeito á estequiometria, podemos o bser - 

var que o termo "inibição estequiométrica" é aplicado quando 

o complexo enzima-inibidor formado tem constante de disso-

ciação muito baixa, ou seja, tem pequena tendência para dis-

sociar-se. KUNITZ, em 1947, foi o primeiro a mostrar que a 

inibição da tripsina pelo inibidor cristalino de soja era di 

retamente proporcional ã quantidade de inibidor adicionado 

(3,. 5) . 

1.6 - Estrutura química e atividade inibitória dos inibido- 

res 

Uma das maneiras fundamentais para se compreender o 

mecanismo de inibição de proteases pelos inibidores naturais 

é através da elucidação da sequência de am 'noácidos do inibi 

dor, cuja característica mais notável é a semelhança extraor 
dinária entre a seqüência na região dos sítios ativos ( 21). 

Pelo fato das pontes dissulfeto exercerem importante papel 

na arquitetura da proteína, é de muito interesse determinar 

o pareamento destes resíduos de meia cistina. De maneira ge- 
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ral, podemos observar que as clivagens redutiva ou oxidativa 

dos enlaces dissulfeto são acompanhadas por uma perda na ca-

pacidade para inibir tripsina tão bem 'como perda de sua an-

tigenicidade (22, 23) . 

A estrutura primária de alguns inibidores, proporcio 

na fortes evidências químicas para a estrutura extraordina-

riamente simétrica no caso de inibidores bifuncionais de pro 

teases. Existem indicações de que a conformação 	requerida 

para certos inibidores de tripsina e quimiotripsina é essen-

cialmente a mesma, ou muito parecida e que as especificida - 

des dos inibidores são determinadas, predominantemente, pela 

natureza dos resíduos no sitio reativo (11) . Através dos es-

tudos de determinação da estrutura primária e também dos ní-

veis estruturais mais complexos, das evidências termodinámi 

cas, cinéticas, etc., podemos concluir que os inibidores for 

mam complexos fortemente associados e que um único resíduo 

de aminoácido do inibidor, compatível com a especificidade 

de substratos da enzima, é necessário a atividade inibit6ria 
(23) . Desta maneira, o método mais comum para assegurar 	a 

prioridade de resíduos de aminoácidos específicos para a ati 

vidade biológica de uma proteína envolve a modificação quimi 

ca seletiva de grupos funcionais a partir desses resíduos de 

aminoácidos. 

I.7 - Mecanismo de interação dos inibidores com proteases  

A maneira pela qual os inibidores de proteases jã pu 

rificados se combinam com certas enzimas tem sido objeto de 

estudos pelo fato de proporcionar um sistema-modelo excelen-

te para estudos de interações proteína-proteína. 

Os inibidores da proteína tripsina são proteínas que 

se ligam fortemente ã tripsina, obstruindo seu sitio 	ativo 

(24) . Hâ evidências de que vários inibidores de tripsina agem 

ciPmodo idêntico e proporcionam fortes ligações . especificas 

entre moléculas proteicas. 
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Contribuições bastante significativas para 	melhor 

compreensão do mecanismo de interação da tripsina com o ini-

bidor de tripsina surgiram com a observação de que a intera 

ção de tripsina com o inibidor de KUNITZ envolvia a clivagem 

especifica da ligação arginil-isoleucina, do mesmo (3) . 	Os 

chamados mapas de alta resolução obtidos por difração _ de 

raios X, mostraram que somente 12 dos 181 aminoácidos, 	que 

compõem o inibidor de KUNITZ, fazem contato com a molécula 

de tripsina (11, 25) . Medidas calorimétricas mostram que 	a 

ligação do inibidor de tripsina de soja e a tripsina é endo-

térmica, refletindo a entalpia relativamente alta da forma 

tetraédrica, mas uma grande entropia térmica estabiliza 	o 

complexo (3, 24) . A técnica de difração de raios X 	contri- 

buiu de maneira bastante significativa para o estudo do com-

plexo enzima-inibidor em vários estágios, tais como o agrega 

do dimérico, estrutura e conformação de cada uma das molécu-

las que formam o complexo e por fim a região de contato en-

tre a enzima e o inibidor. Através dessas evidências (15, 25) 

foi possível chegar-se às seguintes conclusões: 

- os inibidores se ligam à enzima como bons substra-

tos, indicando com isto, que o sitio ativo dos di-

ferentes inibidores de tripsina apresentam confor-

mação idêntica; 

- a energia que favorece a alta constante de ligação 

entre a enzima e o inibidor é proveniente da soma 

das energias dos vários tipos de interação, que em 

sua maioria são de natureza entr6pica; 

- o complexo formado existe numa forma de aduto te-

traédrico estável, resultante da natureza do sitio 

ativo da enzima. 

;~ERAt DO CEARA 
UM~rERS1DADE F~r 
®IBLIOZECA DE C1alC1AS E TLCf•dOLOGIA 

UFC
Caixa de texto
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I.8 - Significação nutricional dos inibidores 

Os legumes constituem importante fonte de proteína 

alimentar, principalmente nos países onde o consumo de pro -

teina animal é limitado, não apenas pela sua inviabilidade 

econômica, como também pela imposição de hábitos religiosos 

e culturais (7) . Os legumes tem, portanto, assumido papel de 

grande significação no que diz respeito ã dieta humana. E fa 

to comprovado que muitos vegetais apresentam ampla variedade 

de substancias, tais como inibidores de proteases, fitohema-

glutininas, glicosídios cianogênicos, etc., consideradas tó-

xicas para o organismo animal, contribuindo assim para a di-

minuição do valor nutricional de vários alimentos de origem 

vegetal, especialmente os legumes (4, 7, 26). A descoberta 

de inibidores de tripsina e seu possível envolvimento no va- 

lor nutritivo de alimentos de origem vegetal, resultou 	em 

trabalhos de investigação da química, bioquímica e proprieda 

des nutricionais destes fatores.. Existem evidências de que 

em muitos animais a ingestão de inibidores de tripsina leva 

a uma hipertrofia pancreática imediata, podendo esta ser evi 

tada caso os inibidores sejam inativados previamente (22) . 

Desde que foi demonstrado o efeito benéfico do trata 

mento pelo calor, sobre o valor nutritivo da soja, por OSBOR 

NE e MENDEL, em 1917 (3, 14, um grande esforço tem sido di-

rigido para a identificação do fator ou fatores responsáveis 

pelo efeito deletério e de retardamento no desenvolvimento 

animal, induzidos por alguns alimentos crus de origem vege 

tal (2, 12) . Deste modo, a maioria dos efeitos tóxicos de le 

gumes pode ser parcial ou inteiramente eliminada pela apli-

cação do calor. Este efeito é manifestado pelo aumento geral 

do valor nutritivo das proteínas de legumes, de modo que o 

aproveitamento da proteína aumenta proporcionalmente com a 

destruição dos inibidores (3, 7, 11). 0 simples método de co 

zimento pode eliminar estes efeitos antinutricionais, elevar 

do assim o valor nutritivo de muitos legumes. 

A toxicidade parcial ou total dos inibidores 	pode 
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também ser eliminada através de outras maneiras como: suple-

mentação de enzimas proteoliticas ã dieta, eliminação dessas 
proteínas tóxicas através de fermentação ou pela utilização 

de sementes germinantes C7). 

I.9 - Significação fisiológica dos inibidores  

Apesar dos trabalhos existentes sobre isolamento, ca 

racterização estrutural e mecanismo de interação entre enzi-

mas_ proteoliticas de animais e inibidores de planta terem si 

do iniciados 'acerca de cinquenta anos, ainda hoje, o papel 

fisiológico dosinibidores de proteases em plantas, é algo tas 

tante confuso (3) . Entretanto, atualmente, diante dos conc,ei 

tos de "turnover" de proteínas, regulação de enzimas e prote 

ção da planta através do controle biológico, as 	possíveis 

funções dos inibidores "in vivo", não podem ser 	ignoradas. 

Nos recentes progressos .obtidos em relação a fisiologia de 

inibidores naturais de enzimas proteoliticas foi 	sugerido 

que estes podem desempenhar papéis importantes, funcionando 

como (2, 11, 12, 16, 27, 28, 29) : 

- agentes reguladores do controle das proteases endó 

genas; 

- proteínas de reserva; 

- agentes protetores contra proteases de insetos e 

microrganismos. 

Como a atividade enzimática é aumentada durante o 

progresso da germinação, verificou-se que a medida que o pro 

cesso germinativo evoluía os inibidores desapareciam. 	Foi 

observado que a atividade inibitória da tripsina de extratos 

de feijão seridó (VLgna unguicu.2ata) diminui 	continuamente 

durante a germinação (30) . Fatos identicos foram observados 

durante a germinação da cevada e da alface, isto é, os inibi 

dores de proteases endógenas desaparecem antes de iniciar o 

aumento Aa atividade endopeptidásica (31, 32) . Nestes casos, 
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os inibidores parecem ter função reguladora da proteõlise . 

No entanto, os inibidores de protease em sementes de arroz e 

de ervilhas não controlam a atividade das enzimas proteoliti 

cas, apesar de serem, aparentemente, destruidos durante os 

estágios iniciais da germinação (28) . Idéntico resultado foi 
também obtido com inibidores de proteases em soja, chegando-

-se a conclusão que nestas sementes, eles não funcionam como 

inibidores de proteases endógenas. 

Supõe-se que os inibidores possam desempenhar função 

de proteína de reserva devido as altas concentrações de ini-

bidores detectadas em sementes e tubérculos. O funcionamento 

dos inibidores como material de reserva protéica foi prova-

do através de técnicas imunolôgicas durante os estudos reali 

zados sobre o ciclo de vida dos tubérculos da batata 	(16). 

Evidéncias bem mais diretas, utilizando anticorpos específi-

cos marcados com ferritina, confirmaram que o inibidor I, de 

quimiotripsina de batata, é um componente dos corpos protéi-

cos vacuolares C16). Os inibidores além de serem encontrados 

nos tecidos de reserva, são também localizados em outras par 

tes das plantas, tais como broto, raiz, caule e folhas. 	A 

sua presença, no entanto, em todos estes casos é aparentemen 

te transitória, indicando que eles desempenham uma função de 

reserva, apenas temporária. 

A função mais complexa e talvez a mais potencialmen 

te útil dos inibidores para. as plantas é aquela que se refe-

re a proteção contra pragas. O inibidor pode se apresentar 

como fator importante no sentido de proteger a planta, 	no 

que diz respeito ao ataque de microrganismos e também ao ata 

que de insetos. 

Inúmeros microrganismos podem secretar enzimas pro- 

teoliticas, tais como pronase e subtilisina, semelhantes 	a 

tripsina e quimiotripsina em suas especificidades e que tem 

por finalidade lisar as paredes celulares dos vegetais, f aci 

litando assim a invasão microbiana nos tecidos da planta (16) . 

A presença dos inibidores nos tecidos vegetais pode retardar 

a proteólise das paredes celulares e das proteínas da mem- 

brana, reduzindo, assim a possibilidade de uma desorganiza- 
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ço celular e conseqüentemente evitando a penetração dos mi- 

corganismos. Muitos são os inibidores, de origem 	vegetal, 

que inibem as enzimas digestivas do trato intestinal de inse 

tos e suas larvas (11) . Devido a este fato, alguns 	autores 

admitem que os inibidores surgiram como um mecanismo de defe 

sa da planta contra o ataque de insetos. Estudos 	recentes 

(33, 34, 35, 36) mostram que o ataque de insetos ã folha do 

tomateiro induz a liberação de um hormônio (PI:iI'F - "proteina 

se inhibitor inducing factor") o qual é distribuído rapida-

mente por toda a planta, favorecendo a síntese acelerada de 

inibidores. Isto pode levar a um conceito novo de possível 

imunidade induzida por certas pragas e também por certos mi-

crorganismos patogênicos. 

Objetivos da investigação  

Este trabalho visa uma caracterização parcial 	dos 

inibidores de tripsina de Adenantheha pavonLna 	(carolina) . 

Pretende-se isolar e caracterizar, parcialmente, um inibi-

dor de tripsina em A, pavonLna e tentar demonstrar sua pre- 

sença, não so na semente, como em outros órgãos da 	planta 

tais como folhas e vagem. 

O presente trabalho tem também como objetivo estabe-

lecer condições de ensaio ideais para a hidrólise de azo-ca-

seina por tripsina, a fim de usar este substrato nas determi 

nações de atividade antitriptica. 



II - MATERIAIS E MÉTODOS 

A. MATERIAIS 

No presente trabalho foram utilizadas sementes qui-

escentes, folhas em quatro estágios de desenvolvimento, va- 

gens verdes e cotilédones de vagens verdes de 	Adenanthena 

pavonina (carolina) obtidos nos jardins do Campus do Pici 

da Universidade Federal do Ceará. 

Azo-caseína preparada a partir de caseína segundo 

Hammarsten, esta obtida de E. Merck AG Darmstadt, Alemanha. 

Tripsina bovina - Preparações cristalinas adquiri-

das de Nutritional Biochemicals Co. (NBCo) - EUA. 

a-Quimiotripsina bovina - Preparação cristalina ad-

quirida de Sigma Chemicals Co . , St. Louis -EUA. 

Dietilaminoetil celulose  (0,84 meq/rn.l) - Produto de 

Nutritional Biochemicals Corporation, EUA. 

SP - Sephadex C 50  (Lot. n9 2653 - capacidade: 2,3 

± 0,3 meq/g) - Produto de Pharmacia Fine Chemicals, Suécia. 

N - Acetil - DL - fenilalanina (3-naftil ester  

- Preparação cristalina de Sigma Chemicals Co., St. 

EUA. 

(APNE ) 

Louis, 

O - Dianisidina tetrazotizada - Preparação adquirida 

de E. Merck AG, Darmstadt, Alemanha. 

Acrilamida e N - N'Metilenobisacrilamida - Produtos 

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

Anfõlitos" carreadores (pH 3-6) - LKB - Produkter AB 

Suécia. 

Os demais reagentes utilizados foram de grau analí-

tico e obtidos comercialmente. 

12 
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B. MrTODOS 

1. Descrição da planta  

Carolina (Adenan.theta pavon-.na, Linn) da família das 

Leguminosas Mimosoideas. 

Arvore de até 15m de altura, inerme e glabra é em-

pregada na arborização de parques e jardins. As folhas pe- 

cioladas, bipinadas, 2-5 pares de pinas opostas, com 	6-10 

folíolos curtos, peciolados, tem ação antireumática. Apre- 

sentam vagem comprida, estreita curvado-falconada, 	cujas 

valves se enroscam, na maturação, jogando a curta distancia 

as sementes, que são muito duras, vermelhas e luzidias. Co-

nhecida também com o nome de tento, esta Mimosoidea é nati-

va da Asia Tropical (37, 38) . 

A semente de carolina, com um peso médio de 	1,36g 

é constituída por uma camada externa rígida, o tegumento, 
que corresponde a 17,65% do peso total da semente e de dois 

cotilédones, contendo 38,0 de proteínas, que quando diali-

sadas contra água, apresentam uma relação 2:1 entre as glo-

bulinas e as albuminas (39) . 

2. Preparação de azo-caseína 

Esta preparação foi feita tendo por base o método 

desenvolvido por GOAD (40) 	com algumas modificações. 

- As seguintes soluções são preparadas previamente e manti-

das em um banho de gelo: 

- Soluão A 

Acido sulfanilico  	0,616 g 

Brometo de potássio  	0,084 g 

Acido clorídrico 1 N  	45,0 ml 

Agua destilada  	37,0 ml 
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- Solução B - Nitrito de sódio 0,2 M 

Nitrito de sódio  	0,276 g 

Agua destilada  	20,0 ml 

- Caseína 2% 

Caseina  	4 ,0 g 

Hidrõxido de sódio 0,1 N  	200,0 ml 

- Cloreto de sódio - 0,1 M 

NaC1  	11,69 g 

Agua destilada q.s.p.  	2000,0 ml 

1 - A solução A são adicionados 18 ml de solução B, 

sob agitação, mantendo-se a temperatura inferior a 0°C. 	A 

adição deve ser feita gota a gota e num período de aproxi-
madamente, 10 minutos. Deixa-se a solução final (A + B) agi 

tardo por 15 minutos no banho de gelo. Esta solução contém 

ãcido sulfanilico diazotizado (ASD) . 

2 - A solução de ASD é adicionada, gota a gota, num 
período de 10 minutos, ã solução de caseína, Durante a adi-

ção ambas as soluções devem permanecer no banho de gelo. No 

processo de diazotização o pH é mantido em torno de 10 pela 

adição de NaOH 1 N. Após a adição total do ASD a mistura fi 

ca sob agitação por mais 15 minutos, no banho de gelo. 

3 - O pH da mistura é ajustado a 7 ,0 com 
a fim de deter a reação. 

HC1 1 N, 

4 - A solução de azo-caseína é dialisada exaustiva-

mente contra NaCl 0,1  M por 24 horas e contra água destila-

da 

estila- 

da por mais 48 horas. 

5 - A solução dialisada ë então tratada com TCA 100% 

de tal modo que a suspensão apresente uma concentração fi-

nal de 2,5% do acido. 



6 - A suspensão, após algumas horas de repouso, 	é 

filtrada a vácuo, em funil de placa porosa, lavando-se 	o 

precipitado com 1 (um) litro de TCA 2,5%. 

7 - 0 precipitado é ressuspenso em 100 ml de água 

destilada, dialisado contra água por 48 horas e liofilizado. 

3. Preparação de solução de azo-caseína a 1,5%  

Azo-caserna  	1,5 g 

Tampão fosfato 0,1 M pH 7,6  	100,0 ml 

Pesar 1,5 g de azo-caseína e dissolver em 	tampão 

fosfato a 0,1 M pH 7,6. Aquecer e deixar em ebulição por 15 

minutos. Deixar esfriar e ajustar, em seguida, o pH 	para 

7,6. Completar o volume para 100 ml com água destilada. Es-

ta solução á mantida em congelador (-19°C) . 

4. Preparação da farinha de sementes  

Sementes quiescentes de carolina, após remoção 	do 

tegumento, foram utilizadas para a preparação da farinha. 

As amé.ndoas, após fragmentação grosseira, foram delipidadas 

com hexana. Os fragmentos livres de óleo e secos (evapora- 

ção ao ar) foram triturados em moinho Wiley, até 	obtenção 

de uma farinha de granulação igual ,a 40 malhas por polegada 

linear (mesh) . Esta farinha, armazenada em recipientes lim-

pos e hermeticamente fechados, a 25°C, foi utilizada para 

os estudos relatados. 

5. Purificação parcial dos inibidores  

Foram usadas três soluções extratoras (água, tampão 

fosfato 0,1 M, pH 7,6 / NaCl 1% e tetraborato de sódio 0,1 M, 

ph 8,0/NaCl 1%) com a finalidade de se verificar com 	qual 

delas se obtinha maior rendimento de inibidores de tripsina. 
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Quinhentos miligramas de farinha foram suspensas em 

9,5 ml de solução extratora e deixadas em repouso durante 

30 minutos, a temperatura ambiente, com agitação ocasional. 

Em seguida, a suspensão foi centrifugada por 20 minutos a 
2500 xg ã temperatura ambiente. O precipitado foi despreza-
do e o sobrenadante (extrato total), filtrado em papel qua- 
litativo (Frama) . 0 filtrado foi armazenado em 	congelador 
(-19°C) , para posterior ensaio de atividade antitriptica e 
determinação de proteínas. 

O extrato total, obtido pelo método acima, usando- 
-se o tampão fosfato 0,1 M, pH 7,6 / NaCl 1% foi 	dialisado 
contra água destilada durante 24 horas e em seguida liofili 
zado. O material obtido foi denominado Inibidor Bruto (IB) . 

6. Precipitação com sulfato de amônio  

Tres gramas de farinha delipidada, foram suspensas 
em 60,0 ml de tampão fosfato 0,1 M, pH 7,6/ NaC1 1%. 0 ex- 
trato total (ET) , obtido como descrito anteriormente, 	foi 
então distribuído em tubos (8,0 ml/tubo) e a cada um deles 
adicionado (NH4 ) 2504  em quantidade suficiente para se obter 

saturação de 0%, 20%, 40%, 60%, 80% e 100%. Após dissolução 
do sulfato de amônio os tubos foram deixados em repouso, a 
4 °C por 24 horas, quando as amostras foram, então, centrifu 
gadas a 2500 xg por 20 minutos ã temperatura ambiente. Cada 
precipitado foi ressuspenso em 8,0 ml de tampão fosfato 0,1 M, 
pH 7,6  / NaCl 1% e dialisado contra o mesmo tampão. A ativi-
dade antitriptica e a concentração de proteínas foram medi-
das em cada fração dialisada. 

Foi observado que a maior quantidade de inibidores 
de tripsina se encontrava nos precipitados de 40% e 60% de 
saturação, razão pela qual passou-se a utilizar um esquema 

de precipitação com (NH4 ) 2504  com o qual obtivemos os inibi 

dores precipitãveis entre 40-60% de saturação. 

Inicialmente, o procedimento evidencia a extração 
de inibidores, propriamente dita. Apôs centrifugação 	a 
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2500 xg o precipitado é desprezado e o sobrenadante subme 

tido a precipitação com (NH4 ) 2 SO4  a 40% de saturação. Após 
24 horas de repouso, à temperatura de 4° C e centrifugação 

por 20 minutos, o precipitado é ressuspenso em tampão fosf a 
to 0,1 M, pH 7,6 / NaCl 1%, dialisado contra o próprio tam-
pão por 24 horas e armazenado no congelador para posterior 
ensaio de atividade e concentração de proteínas. 0 sobrena 
dante, no entanto, é submetido a nova precipitação 	com 
(NH4 ) 2SO4  até um percentual de saturação de 60%, permanecen 
do também, em repouso a 4°C por 24 horas. Após centrifuga- 

ção o sobrenadante é dialisado contra o tampão 	fosf ato 
0,1 M, pH 7,6/NaC1 1% e guardado no congelador. O precipi-

tado é ressuspenso em tampão, já referido acima, e uma ali-
quota de 2,0 ml da suspensão é dialisada contra o próprio 
tampão, enquanto que o volume restante C 27,0 m1) é diali-
sado contra água destilada e liofilizado. Em todas as eta-
pas, a atividade antitriptica e a concentração de proteínas 

foram determinadas. A fração assim obtida foi denominada de 
F 4060. 

7. Atividade da tripsina utilizando azo-caseína co-
mo substrato 

a) Escolha da concentração ótima de azo-caseína 

Partindo de uma solução de Azo-C a 1,0%, foram fei-
tas diluições com tampão fosfato 0,1 M, pH 7,6 / NaC1 1%, de 
modo a obtermos Azo-C em concentrações finais 	de 0,17%, 
0,33%, 0,50% e 0,67% quando fosse adicionado 1,0 ml de solu 
ção de enzima em um volume final de 3,0  ml . Os tubos foram 

colocados em banho-maria 37° C. Foi adicionado, então, 1,0 ml 

de solução de tripsina (10 pg/ml) e a mistura permaneceu no 
banho-maria durante 20 minutos. Após esse tempo 1,0 ml de 

TCA 10% era adicionado aos tubos, e os mesmos retirados do 
banho; às provas em branco era adicionado 1,0 ml de tripsi-
na. Após repouso por 30 minutos as suspensões foram filtra-
das em papel de filtro qualitativo (Frama, 7 cm) e a absor- 
bãncia dos filtrados, após alcalinização com NaOH 2N 	na 
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proporção de 1:1, foi lida a 440 nm, em espectrofotõmetro 

SPEKOL. 

b) Espectro de absorção dos produtos de hidrólise 

Para a determinação do espectro de absorção 	• da 
Azo-C, usou-se o filtrado alcalinizado, correspondente 	ao 
tubo contendo 15 mg/ml de Azo-C, obtido do próprio ensaio 
para a atividade azo-caseinásica descrito acima. O espectro 
foi feito, manualmente, utilizando-se um espectrofotõmetro 
Beckmann modelo D U. 

c) Determinação da atividade triptica 

A determinação da atividade da tripsina foi feita 
utilizando-se Azo-C como substrato (40) .. 

Volumes crescentes, de solução diluída de tripsina, 
foram pipetados e completados para 1,0 ml com HC1 0,0025 M. 

Foi adicionado 1,0 ml de tampão fosfato 0,1 M,pH 7,6 /NaCL 1% 
a cada um dos tubos e em seguida estes foram colocados num 

banho-maria a 37°C  por 5 minutos para haver equilíbrio de 
temperatura. A cada tubo foi adicionado 1,0 ml de Azo-C 1,5%. 
A mistura foi mantida no banho por 20 minutos após o que 
foi adicionado 1,0 ml de TCA 10% e os tubos retirados do ba 
nho. Provas em branco foram preparadas para as concentra-

ções extremas de tripsina, sendo que nestas a adição do TCA 
10% sempre precedeu à de Azo-C. As suspensões foram manti-
das em repouso por 30 minutos e filtradas em papel de fil-
tro qualitativo (Frama, 7 cm) . Aliquotas de 1,0 ml do fil-
trado foram pipetadas em tubos de ensaio, e a estas adicio-
nadas igual quantidade de NaOH 2N. A atividade enzimática, 
nos filtrados contendo peptideos diazotizados, foi medida 
pela absorbância, em espectrofotõmetro SPEKOL A 440 nm. As 
estimativas das provas em branco para as concentrações in- 
termediárias de tripsina foram feitas por interpolação. 	A 

fim de se obter uma curva linear de atividade usou-se o ar- 

tificio, sugerido por KAKADE e LIENER (41) , 	pelo qual as 
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absorbãncias obtidas em 440 nm são elevadas a potencia 3/2. 

Uma unidade de tripsina (TU) , foi definida como sen 

do o aumento de 1 unidade de absorbânci a em 440 nm de uma 

mistura de reação sob as condições de ensaio (37°C/20 minu 

tos) . 

8. Determinação da atividade antitriptica 

A atividade inibitória das diversas preparações foi 

determinada pela atividade residual da tripsina. A avalia-

ção consiste na medida da diferença entre a atividade tripti-

ca, determinada pelo método descrito acima, de amostras con 

tendo quantidades crescentes de inibidor e a atividade de 

soluções de tripsina sem inibidor. Foram feitas correções 

usando-se provas em branco para a enzima e também para as 

concentrações extremas de inibidor. Para as 	concentrações 

intermediárias de inibidor, as estimativas de provas 	em 

branco foram feitas por interpolação. 

Levando-se em consideração a expressão da unidade 

de atividade para tripsina (TU), a atividade 	antitriptica 

foi definida como sendo o número de unidades de 	tripsina 

inibida nas mesmas condições de ensaio. 

9. Determinação de proteína  

As concentrações de proteína do Inibidor Bruto e de 

outras frações foram determinadas pelo método do microbiure 

to a 330 nm 	(42) 	utilizando-se albumina sérica 	bovina 

como padrão. A avaliação de proteína nos eluatos das colu-

nas cromatográficas, foi feita através da leitura de absor 

báncia a 280 nm. Para ambas determinações foi usado o espec 

trofotõmetro Beckman modelo D U . 

10. Ação de ácidos sobre a F 4 06 0 

Com a finalidade de se verificar o comportamento da 

F 4060, em meio ácido, foram feitas medidas de atividade an 
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titríptica em amostras após tratamento por ácido tricloroa-

cético. Neste experimento foram utilizadas amostras na con-

centração de 2 mg/ml em tampão fosfato 0,1 M, pH 7,6/NaCl 1% 

âs quais se adicionou TCA nas concentrações de 2,5% e 5,0%. 

Apôs centrifugação do precipitado e diluição conveniente do 

sobrenadaste, foi determinada a atividade antitriptica.. 

Na tentativa de se conseguir maior purificação da 

F 4060 foram feitos experimentos de precipitação por ãcido. 

O procedimento foi o seguinte: 50 mg da F 4060 foram dissol 

vidas em 50,0 ml de tampão fosfato 0,08 M, pH 7,5; esta so-

lução 

o-

1ução foi levada a pH 4,0  com ácido acético 30%,  centrifuga 

da a 2500 xg por 20 minutos, à temperatura ambiente. O pre-

cipitado foi ressuspenso em 5,0 ml de água destilada, diali 

sado contra água e feitos ensaios para determinar a ativida 

de e o teor de proteína. O sobrenadante (ET) ácido foi tam-

bém dialisado contra água e a atividade antitriptica e teor.  

de proteínas determinados. 

11. Preparação da farinha de folhas, vagem verde e  

cotilédones de vagem verde de Adenanthena povo  -

n-,na 

Apôs coletadas amostras de folhas, vagens e cotilé-

dones estas foram colocadas em gral de porcelana e adiciona 

do nitrogênio liquido para congelamento. As amostras conge-

ladas foram liofilizadas. Apôs liofilização foram maceradas 

em gral até obtenção de uma farinha bem fina a qual foi man 

tida em recipientes limpos e hermeticamente fechados â tem-

peratura ambiente. Em relação a vagem verde, no entanto, a 

farinha foi obtida através de moagem, usando-se neste caso, 

moinho Wiley, até obtenção de farinha de granulação igual a 

40 malhas por polegada linear (mesh) . 
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12. Extração de inibidor na farinha,de folhas, va-

1em verde e cotilédones de vagem verde em Ade-

nanthetca pavonina  

A metodologia empregada na extração do inibidor, em 

folhas, vagem verde e cotilédones de vagem verde foi prati-

camente a mesma descrita na extração da farinha de semen-

tes. As diferenças estão apenas no que diz respeito à rela-

ção de extração (1/40), à solução extratora, que neste caso 

foi o KC1 1 M (43) 	e 	também quanto às 'condiçóes 	de 

centrifugação 19.200 xg por 15 minutos a 6°C (SORVAL) . 

13. Cromatografia de troca iõnica 

Cromatografia de troca i6nica em dietilaminoetil-ce 

lulose (DEAE-celulose) foi utilizada para fracionar a F 4060. 

DEAE-celulose, previamente suspensa em água para retirada 

de partículas finas, foi empacotada, sob a ação da gravida-

de, em um tubo de vidro de modo a se obter uma coluna de 

18 x 1,3  cm. 0 adsorvente foi lavado com 100,0 ml de 	água 

destilada e em seguida, sucessivamente com NaOH 0,1 N, água, 

HC1 0,1 N, água, tampão fosfato 0,05 M pH 7,0  e, finalmen 

te, equilibrada com tampão fosfato 0,005 M pH 7,0; 45 mg da 

F 4060 foi dissolvida em 4,0 ml do tampão de equilíbrio 	e 

dialisada por 18 h contra o mesmo tampão a uma temperatu- 

ra de 4°C, .Em seguida essa solução foi centrifugada 	a 

2500 xg durante 20 minutos ã temperatura ambiente. O sobre-

nadante límpido foi aplicado na coluna. A eluição foi fei- 

ta; inicialmente, com o tampão de equilíbria da coluna 	e 

continuada com um gradiente retilíneo de concentração molar 

formado por ácido cítrico 0,01 M pH 2,6 e ácido 	cítrico 

0,2 M pH 2,05 (75+75 ml) e em seguida por ácido 	cítrico 

0,2  M / NaC1 1 M pH 1,6. 0 fluxo foi mantido em aproximada-

mente 35,0 ml/hora, sendo o efluente recolhido, através de 

um coletor automático, em frações contendo 2,4 ml cada. 	A 

absorbância dos efluentes foi determinada a 280 nm. Para ca 

da fração eluída determinou-se a atividade antitriptica, ex 

pressa em UI/ml, a fim de se observar o perfil de atividade. 
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inibitória das respectivas frações de proteína. As frações, 

contendo atividade inibitória, foram reunidas, individual- 

mente, dialisadas contra água destilada 
(F DEAE) . 

e 	liofilizadas 

14. Cromatograf ia em SP - Sephadex C 5 0  

Cromatografia de troca iõnica em SP -Sephadex C 50, 

foi utilizada com a finalidade de se obter um melhor fracio 
namento do inibidor. SP -Sephadex C 50 foi equilibrada em 
funil de BUCHENER através de lavagens sucessivas empregan- 
do-se HC1 0,1 N, água, Na OH 0,1 N, água e finalmente 
pão acetato 0,005 M pH 5, 0. Em seguida, sob a ação da 
dade, foi feito o empacotamento. da coluna, em tubo de 

tam-

gravi 

vidro 
de modo que a mesma apresentasse um leito de adsorvente de 
18 x 1,3 cm. A coluna foi então lavada com 50,0 ml do tam-
pão de partida. Desta maneira, a coluna estava pronta para 
receber a amostra e dar inicio ao cromatograma. Uma porção 

de efluente obtido por cromatografia em DEAE-celulose e con 

tendo atividade inibitória foi dialisada contra tampão ace- 
tato 0,005 M pH 5,0 por 24 h á temperatura de 4°C. 	Após 
centrifugação a 2500 xg por 20 minutos à temperatura ambien 
te o sobrenadante límpido foi aplicado â coluna. A eluição 
feita inicialmente com tampão acetato 0,005 M pH 5,0 	foi 
continuada com um gradiente de concentração salina, consti 
tuído de tampão acetato 0,005 M pH 5,.0/ NaCl 0 -1 M (75+75 ml), 
seguido por tampão acetato 0,005 M pH 5,0/ NaC1 1 M. O flu-
xo foi de 3 7,0 ml/hora e o efluente recolhido em frações con 

tendo cerca de 2,1 ml por tubo. A absorbahcia destas fra-
ções foi determinada a 28 0 nm . A atividade antitriptica foi 
medida em cada fração expressa em UI/ml. As frações que con 

tinham inibidor de tripsina foram reunidas e dialisadas con 

tra água destilada e liofilizadas (FSP1) . Procedimento idên 

tico foi aplicado á F 4060. As frações com atividade anti-
triptica foram reunidas, dialisadas contra agua destilada e 

liofilizadas (FSP2 ). 



23 

15. Cromatografia de afinidade em Sepharose 4 B-ani- 

dro -t rips in a  

Sepharose 4 B-anidro-tripsina liofilizada foi deixa 
da entumescer em uma solução contendo 1 mg de TLCK 	em 

1 0, 0 ml de tampão TRIS 0,05 M-CaC12  0,05 M/NaC1 0,05 M pa 8,0, 

em banho de gelo por 2h. 0 material entumescido foi então 
posto em uma seringa de 5 cc com o que se obteve uma colu-
na de 2 an de altura. A Sepharose 4 B-anidro-tripsina foi 
equilibrada com tampão acetato 0,1 M, contendo NaC1 0,3 M pH 4, 0, 
até que o pH do efluente atingisse um valor constante igual 
a 4,0. A coluna de gel foi armazenada a 4°C, em presença de 
tolueno até sua posterior utilização. A Sepharose 4 B-ani-
dro-tripsina utilizada acima foi preparada por XAVIER FI-
LHO (44). 

15a. Determinação da capacidade da coluna. 

A coluna foi equilibrada com tampão 	fosfato 
0,1 M/ NaC1 0,3 M pH 7,6  até que os efluentes apresentassem 
o mesmo pH. Uma aliquota de 0,5 ml da F2  da cromatografia 
em SP -Sephadex C 50, previamente dialisada por 24 h no tam 
pão fosfato 0,1 M/ NaCl 0,3 M pH 7,6, foi aplicada na colu-
na. A eluição foi feita com o mesmo tampão e os efluentes co 
lhidos manualmente em frações de 2,0 ml/tubo. A partir do 

89 tubo, a eluição foi continuada com HCl 0,01 M / NaCl 0,3 M 
sendo colhidas 7 fraçóes de 
inibidor sido eluida quando 
foi, em seguida, lavada com 
toluenb-  e guardada a 4°C. A 

feita a 280 nm. A atividade 
cada fração, sendo expressa 
cromatografias de afinidade 
lume de amostra. As fraçóes 

2,0 ml cada, tendo a fração do 
foi atingido o pH 4, 0. A coluna 
tampão acetato 0,1 M / NaC1 0,3 M, 
absorbãncia dos efluentes foi 
antitriptica foi determinada em 
em UI/ml. Foram feitas diversas 
empregando-se sempre o me sn o vo 
com atividade foram acumuladas. 

Após diãlise por 24 h contra água foram concentradas e 

atividade contra tripsina determinada. 

a 
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16. Eletroforese em gel de poliacrilamida a pH 8,1  

Eletroforese em gel de poliacrilamida a pH 8,1 foi 

feita de acordo com a técnica desenvolvida por CLARKE (45). 

Todos os 	experimentos foram efetuados ã temperatura am 

biente (± 26°C) com voltagem constante (175 volts) e .com 

duração de 30 minutos. A quantidade de proteína aplicadaera 

da ordem de 100 pg por coluna de gel. Nas análises eletrofo 

foram aplicados 50 pl de solução das frações liofi- 

inibidor bruto, das obtidas por precipitação com 

de amônio e também daquelas correspondentes ao ini-

bidor separado por cromatografia de troca iõnica em DEAE-ce 

lulose; no que diz respeito ã fração de inibidor 	isolado 

por cromatografia em SP - Sephadex C 50, a quantidade aplica 

da foi apenas 10 pl de uma solução contendo 2 mg/ml de pro-

teína, ou seja, 20 pg por coluna de gel. A localização das 

bandas foi feita usando-se negro de amido a 1%, em 	ácido 

acético 7%, durante 30 minutos, e descoramento por difusão 

em ácido acético 7%. 

A visualização dos inibidores de tripsina, em gel 

de poliacrilamida a pH 8,1, foi efetuada de acordo com as 

técnicas descritas por URIEL e BERGER (46) , adaptada 	por 

KAISER e BELITZ (4 7) e XAVIER FILHO e MOREIRA (4 8) . 

A quantidade da amostra aplicada por coluna de gel 

neste caso, era 10 vezes menor que nas experiências acima. 

Após eletroforese normal os géis foram retirados dos tubos 

de . vidro e incubados com uma solução de tripsina (0,05 mg/ml 

em tampão fosfato 0,1 M pH 7,4) , a 37°C por •30 minutos. Apôs 

incubação os géis foram lavados 6 vezes com água destilada 

e reincubados a 37°C por mais 30 minutos, livres de 	solu- 

ção. Depois dessa segunda incubação, os cilindros de 	gel, 

foram imersos em uma mistura constituída de APNE (2 ,5 mg/ml 

de dìmetilformamida) e de uma solução de 0-dianisidina te-

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

proporção de 1:9. Passados 30 minutos, os géis foram retira 

dos e lavados com uma solução de ácido acético 7% na qual fo 

ram guardados em ambiente protegido da luz. 

réti cas 

lizadas 

sulfato 

de 
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17. Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS  

Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dode 

cil sulfato de sódio (SDS) foi feita de acordo com o método 

desenvolvido por WEBER e OSBORN (49) . 	0 tampão para o 

gel continha 7,8  g de NaH2PO4  . H20, 3 8, 6 g de Na2HPO4  . _ 7H20 

e 2 g de SDS por litro. A solução de acrilamida (37:1) foi 

preparada com 22,2 g de acrilamida e 0,6 g do metilenobisa 

crilamida em água para um volume final de 100,0 ml. 	Esta 

mistura foi sempre filtrada através de papel Whatman n9 1. 

0 gel foi preparado na proporção de 2:1:4:1 em volume, cor-

respondendo, respectivamente a tampão para gel, acrilamida, 

TEMED 100% e persulfato de amônio (15 mg/ml).. A polimeriza-

ção ocorreu ã temperatura ambiente. O material designado co 

mo inibidor bruto (IB) , a fração de inibidor de F 4060, 	o 

inibidor isolado por DEAE-celulose e também por SP-Sephadex 

C 50 foi dissolvido, em uma solução de tampão 	fosfato 

0,01 M PH 7,0 contendo SDS 2%, resultando soluções 	finais 

de 1 mg/ml. Apôs incubação por 24 h ã temperatura ambiente 

foram aplicadas 25 pl por coluna de gel, de modo que a con-

centração real foi de 25 pg por gel. As soluções de protei- 

nas foram adicionados sacarose e azul de bromofenol 	0,05% 

em água, para aplicação as colunas de gel. O eletrólito foi 

o tampão para o gel diluído com 2 volumes de água. A eletro 

forese se desenvolveu 

constante e igual a 7 

30 minutos. 

ã temperatura 

mA por coluna 

ambiente, com 

de gel durante 

corrente 

3h 	e 

As bandas de proteína foram localizadas através da 

imersão dos cilindros de gel em solução corante constituída 

de Coomassie Brilliant Blue .. 0, 25% em metanol a 50% e ácido 

acético glacial (90,8:9,2). 0 descoramento foi feito 	pela 

imersão dos cilindros em solução de ácido acético 7%. Tam-

bém foram efetuadas eletroforese em gel de poliacrilamida 

com SDS para visualização de inibidores de tripsina. Nesses 

experimentos seguiu-se a técnica descrita por XAVIER FILHO 

e MOREIRA (48) . Para a caracterização dos inibidores 	de 

tripsina em gel com SDS foram aplicados, 	aproximadamente 
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10 ug de proteína por gel, os quais, após eletroforese nor 

mal, são mergulhados, em tubos contendo solução fixadora e 

deixados em agitação por uma noite. Após esse tratamento os 

cilindros de gel são imersos em tampão fosfato 0,1 M pH 7,4 

por 2 h, após o que são incubados com solução de tripsina a 

37°C por 30 minutos e assim por diante, tal como ja descri-
to no item anterior. 

18. Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS, 

6-mercaptoetanol e uréia 8 M  

A metodologia aplicada para este tipo de eletrofore 

se foi, praticamente, a mesma descrita para a eletroforese 

em gel de poliacrilamida com SDS, tanto para a localização 

de bandas de proteínas como para a visualização dos inibido 

res de tripsina. A única diferença existente, foi na prepa-

ração da amostra a ser aplicada, a qual foi previamente aque 

cida a 100°C por 15 minutos. A concentração das 	amostras, 

previamente reduzidas por 8-mercaptoetanol foi a mesma 

descrita para eletroforese com SDS. 

jã 

Foi feita eletroforese em gel de poliacrilamida com 

SDS utilizando-se uréia 8 M para a preparação das amostras. 

0 tempo de contato foi também de 24 h a partir da dissolu-

ção da amostra. A metodologia aplicada foi também a mesma 

utilizada para com o 6-mercaptoetanol. 

19. Focalização isoelétrica em placas de gel de  po-

liacrilamida 

Nos experimentos de focalização isoelétrica foi uti 

lizado o método desenvolvido por AWDER e outros (50) 	e 

XAVIER FILHO e SOUZA (51) .' 	Na preparação do gel utili- 

zou-se água destilada, uma solução de acrilamida 30%, con-

tendo bisacrilamida (1%) , mistura de anfólitos (pH 3-6,4M-) 

e persulfato de amónio (10 mg/ml) na proporção de 	12:4, 

5:4, 45:1. A solução assim preparada foi aplicada com auxí- 

lio de uma pipeta "Pasteur" , entre duas placas de 	vidro 
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(20 x 9 cm) mantidas em posição horizontal, espaçadas 	por 

ligas de borracha de 0,5 mm de espessura e mantidas em posi 

ção por outras duas ligas. 0 conjunto, após aplicação 	do 

gel, ficou em repouso por cerca de 30 minutos, tempo sufi-

ciente 

ufi- 

ciente para a polimerização. Para aplicação das 	amostras, 

as ligas que sustentavam as duas placas de vidro, foram _ti-

radas com todo cuidado para não pressionar o gel, de modo 

que este ficasse preso a uma das placas. As amostras foram 

aplicadas no lado correspondente ao catodo em pequenas fai-

xas de papel de filtro e a eletrofocalização desenvolveu-se 

durante 4 h, numa camara úmida. Os eletrodos de grafite fo-

ram lavados com solução de etanolamina 0,4% (para o catodo) 

e ácido sulfúrico 0,2%  (para o anodo) . A quantidade de pro-

teína aplicada foi cerca de 4 ug  por amostra. A voltagem ma 

xima utilizada foi de 100 volts. Após a corrente ter alcan-

çado um mínimo, em torno de 0,6 mA, . a placa foi retirada, o 

gel deslocado da placa de vidro e posto em uma placa 	de 

"Petri", contendo solução de tripsina 0,05 mg/ml em tampão 

de fosfato 0,1 M pH 7,4  e deixada, em agitação por 30 minu- 

tos. Enquanto isso, uma faixa longitudinal de 0,5 cm, 	que 

havia sido separada do gel, foi cortada em secções 	de 

0,5 cm; estas foram colocadas em tubos de ensaio, aos quais 

foram adicionados 2,0 ml de ãgua destilada. Após 24 h, 	o 

pH, correspondente a cada segmento do gel, foi determinado 

e o gradiente estabelecido. ,A visualização dos inibidores 

de tripsina baseou-se no processo de coramento negativo des 

crito por URIEL e BERGER (46) e 	XAVIER FILHO e SOUZA (51). 

O gel apôs 	contato com a solução de tripsina foi lava- 

do duas vezes, com ãgua destilada e em seguida submerso na 

mistura de APNE (2,5 mg/ml em dimetilformamida) com o-diani 

zidina tetrazotizada em tampão fosfato 0,1MpH 7„4 (0,55 mg/ml) 

na proporção de 1:9 durante um período de 30 minutos. Em se 

guida foi lavado com uma solução de ácido acético 7%. 0 gel 

foi então secado em um secador de gel. Foram feitos, também 

experimentos de focalizacão isoelétrica para localizar 	as 

bandas de proteína (52) . 	Neste caso, a concentração das 

amostras, aplicadas, foi na ordem de 50 pg/pl. Após eletro- 
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focalização normal, o gel foi colocado em uma placa 	de 

"Petri", contendo o reagente de Reisner (52) , solução 

corante composta por Coomassie Brilhant Blue G 250 	0,25%, 

água e ácido perclórico 70% na proporção de 1:10:15 e deixa 

do em contato por 2 horas em temperatura de 37°C. Para seca 

gem do gel, a técnica foi a mesma empregada para a visuali-

zação dos inibidores, sendo que neste caso, após a colora-

ção com o reagente de Reisner, a placa foi colocada em con-

tato com ácido acético 7%. 



III - • RESU LTADOS  

1. Atividade da tripsina utilizando azo-caseína como subs-

trato 

l.a. Espectro de absorção dos produtos de reação  

0 espectro de absorção dos produtos de hidrólise de 

Azo-C por tripsina é mostrado na Fig. 1 e foi determinado em 

solução alcalinizada de filtrado da reação enzimãtica. Fo-

ram utilizadas cubetas de quartzo de l cm de caminho óptico 

em um espectrofotõmetro Beckmann modelo DU. Como podemos ob 

servar o espectro apresenta uma absorção mãxima em 440 nm. 

l.b. Efeito da concentração de azo-caseína  

Na Fig. 2 pode ser vista uma curva de 	atividade 

triptica sobre Azo-C. Este experimento mostrou a concentra-

ção ideal de Azo-C que deveria ser usada nos ensaios de ati 

vidade antitriptica no decorrer deste trabalho. Como pode-

mos observar houve saturação da enzima quando a concentra-

ção de Azo-C atingia valores acima de 0,5%. Ficou estabele-

cido que a concentração a ser usada seria de 0,5% no volume 

final (3,0 ml) da reação. 

l.c. Atividade triptica 

Na Fig. 3 vemos a curva de atividade triptica obti- 
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FIGIIRA 1 

Espectro de absorção dos produtos de hidrólise de 	Azo-C 

(15 mg/ml) por tripsina 
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FIGURA 2 

Curva de atividade triptica sobre a Azo-C. 
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FIGURA 3 

Curvas de atividade triptica. 

a) (-o-o-o-) Absorbância 

b) (-e-e-e-) Absorbância elevada a potència 3/2 
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da quando preparações de tripsina, em quantidades crescen-

tes, foram incubadas com Azo-C a 1,5% usada como substrato, 

nas condições de ensaio pré-estabelecidas. A atividade enzi 

mática lida em filtrados alcalinizados foi medida 	pela 

absorbãncia a 440 nm em espectrofotõmetro SPEKOL. Como pode 

mos observar, o gráfico de atividade não se apresentou re- 

tilíneo, razão pela qual tornou-se necessário recorrer 	ao 

artificio sugerido por KARADE e LINER (41), 	pelo qual 

as absorbâncias obtidas a 440 nm são elevadas a potência 

3/2. Com  isto foi possível obtermos um gráfico linear 	Ca- 

racterístico. 

2. Atividade antitriptica  

A atividade inibitória foi determinada pela ativida 

de residual da tripsina; isto e, pela diferença entre a ati 

vidade triptica de soluções contendo apenas tripsina e 	a 

atividade triptica de amostras contendo tripsina e quantida 

des crescentes de inibidor. Isto pode ser observado 	na 

Fig. 4 onde temos curvas de atividade de preparações 	de 

tripsina, quando incubadas com quantidades crescentes 	de 

inibidor. Apôs a reação enzimática foi efetuada a 	leitura 

dos filtrados alcalinizados. A absorbãncia em 440 nm foi de 

terminada usando-se um espectrofotômetro SPEKOL. 

A tripsina utilizada nos ensaios tinha uma concen-

tração de 10 ug/ml em HC1 0,0025 M. No ensaio de atividade 

antitriptica, usando-se o extrato total obtido com extração 

1:20 (massa:volume) em tampão fosfato 0,1 M pH 7,6 / NaCl 1%, 

foi observado que o mesmo apresentava 17.6$0 UI/g de fari-

nha. Este mesmo extrato, quando submetido a diálise contra 

o tampão de extração, apresentou como resultado 15.270 UI/g 

de farinha. Houve portanto uma perda em torno de 14% na ati 

vidade inibitória em decorrência da diálise e cerca de 32% 

com a liofilização (Tabela I) . 

c Ic in  e5igIgJ 

UFC
Caixa de texto



FIGURA 4 

Curvas de atividade antitriptica no extrato total de A. Ade-

nanth.ena pcwon ína em tampão fosfato 0,1 M pH 7,6 / NaC1 1% 

A) Extrato total 

B) Extrato total dialisado contra tampão de extração 
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TABELA I - Atividade antitriptica em Adenanthena pavon,Lna 

a) Extrato total 

b) Extrato total dialisado contra tampão de extração 

c) Extrato total liofilizado (FIB) 

Amostra 	UI/g de farinha 
Rendimento 

(%) 

a)  

b)  

Extrato 	total 

Extrato total 

17.680 100 

c)  

dialisado 

Extrato total 

15.270 86,4 

liofilizado 12.000 67,9 

35 
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3. Purificação parcial dos inibidores  

A Fig. 5 mostra o esquema utilizado para extração 

dos inibidores de A. pavovi-.via. Foram usadas 3 soluções ex- 

tratoras com a finalidade de se verificar com qual 	delas 

obtinha-se um maior rendimento de inibidores. Foi observa-

do, que isto acontecia quando a extração era, feita com tam-' 

pão fosfato 0,1 M pH 7,6 / NaCl 1%. Este fato pode ser veri-

ficado na Tabela II onde podemos observar, também, a quanti 

dade de proteína encontrada nos referidos extratos. 

4. Precipitação de inibidores por sulfato de amônio  

Por precipitação com (NH4)2SO4, verificou-se 	que 

praticamente a totalidade da atividade antitriptica é'obti 

da quando a saturação atinge 60% (Tabela III) . Um gráfico 

das diferenças sucessivas entre os diversos níveis de satu-

ração, para atividade e proteína (Tabela IV) é mostrado na 

Fig. 6. Como se pode verificar a maior precipitação ocorre 

entre 40 e 60% de saturação. Com  base neste resultado 	foi 

feita uma nova precipitação com (NH4)2SO4, agora entre 40 e 

60% de saturação. 

A Fig. 7 mostra o esquema utilizado para a prepara-

ção do inibidor até a etapa de precipitação por sulfato de 

amônio. A fração assim obtida, com uma purificação 	de 

1,8 vezes (Tabela V) foi utilizada nas experiéncias subse-

qüentes . - 



FIGURA 5 

Esquema utilizado para a extração de inibidores de A. pavoní 

na 



Sementes quiescentes (livres de tegumento) 

moagem em moinho de laminas (40 mesh) 

extração de óleo com hexana 1:10 (massa:volume) 

Farinha delipidada 

solução extratora (a, b, c) * 

extração 1:20 (massa:volume) 

repouso a temperatura ambiente 30 minutos 

centrifugação 2500 xg 20 minutos 

decantação e filtração 

Ppt 	 S 

(desprezado) 	Extrato total (ET) 

* a) água 

b) Tampão fosfato 0,1 M pH 7,6 /NaC1 1% 

c) Tampão borax (tetraborato de sódio) pH 8,0 / NaC1 1% 
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TABELA II - Extração de inibidores de farinha de A. pavovi na (carolina) utilizando diferen-
tes soluções extratoras. 

a) Extrato obtido em água destilada 

b) Extrato obtido em tampão fosfato 0,1 M pH 7,6/  NaC1 1% 

c) Extrato obtido em tetraborato de sódio (borax) 0,1 •! pH 8,0 / NaC1 1% 

Soluções 
extratoras 

U I/m l 
UI/g de 
farinha mgP/ml IttgP/g de 

farinha 

Atividade 
especifica 
(UI/mgP) 

Agua 	(a) 500 7.333 18,3 268,4 27 ,3 

Tampão fosfato (b) 1.340 17,680 18,6 245,5 72,0 

Tampão borato (c) 1.300 19.240 20,4 301,9 63,7 



TABELA III - Precipitação de inibidores em diferentes níveis de saturação de (NH4 ) 2504  

Níveis de 
saturação 

(o) 
UI/ml 

Volume apôs 
diálise 

(ml) 
UI/8 ml 

de ET 
UI/ml 
de ET 

. UI/g de 
farinha 

mgP/g de 
farinha 

Controle 981 5,0 4.905 	(5 ml) 981 14.715 207 
0-20 40 8,4 336 42 630 7,65 
0-40 137 8,7 1.191,9 148,9 2.233,5 40,5 
0-60 633 10,5 6,646,5 830,8 12.462 139,5 
0-80 494 14,4 7.113,6 889,2 13.338 130,5 
0-100 380 21,4 8.132 1.016,5 15.247,5 85,5 



TABELA IV - Dados obtidos através do processo de precipitação com (NH4 ) 2 SO4  

Níveis de 
saturação 

(%) 

UI/8 ml 
de ET 

(-) 

- 	U I/ml 
de ET 

UI/g de 
farinha 

mgP/g de 
farinha 
( -) 

Controle 
0-20 

- 

336 
981 

42 
14.715 

630 
207 

7,65 
20-40 855,9 106,9 1. 603,5 32,85 
40-60 5.454,6 681,8 10.227 99 
60-80 467,1 58,3 874,5 

80-100 1.018,4 127,3 1.909,5 

Total 8.132,0 



FIGURA 6 

Precipitação de inibidores de A, pavoní.na com (NH4) 2SO4 
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FIGURA 7 

Esquema para obtenção de inibidores de A. pavon.ína, precipi-

táveis com (NH 4 ) 2SU4 entre 40-60% de saturação 
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Farinha delipidada 

tampão fosfato 0,1 M pH 7,6 / NaC1 1% 

extração 1:20 (massa:volume) 

repouso a temperatura ambiente 3 0 minutos 

centrifugação 2500 xg a temperatura ambi-

ente 20 minutos 

Ppt 	 S1  (volume = 15 7,5  ml ) 

(desprezado) 	precipitar com (NH4 ) 2SO4  de 0-40% de 

saturação 

repouso a 6 °C 24 horas 

centrifugação 2500 xg a temperatura 
ambiente 20 minutos 

Ppt 
(desprezado) 

S2  (volume = 163 ml) 

precipitar com (NH4 ) 2 So4  entre 40-60% 

de saturação 

repouso a 6 °C 24 horas 

centrifugação 2500 xg a temperatura 

ambiente 20 minutos 

Ppt 	 S3 (volume = 161 ml) 
(desprezado) 

ressuspenso em tampão fosfato 0,1 M pH 7,6  NaCl 1% 

dìãlise contra água 24 horas 

liofilização 

F 4060 



TABELA V - Tabela de purificação 

Fração UI/gF UI/mgP Rendimento 
(%) 

Purificação 

ET 

FIB 

F 4060 

17.680 

12.000 

13.520 

72• 

74 

128 

100 

60,5 

76,5 

1 

1,03 

1,8 
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5. Ação de ácidos sobre F 4060  

5.a. Aça() do ácido tricloroacético  

Com a finalidade de,se obter informações sobre 	o 

comportamento dos inibidores em meio ácido a fração F 4060 

foi tratada com ácido tricloroacético nas concentrações de 

2,5% e 5%. Foi observado a ocorrência de precipitação tanto 

com TCA 2,5% como 5,% sendo maior no último caso. De acor-

do com os dados mostrados na Tabela VI podemos observar que 

a diferença entre a atividade antitriptica das amostras em 

análise é de pouca significação, uma vez que a queda da ati 

vidade da F 4060 com 5% de TCA não chegou a 20%. 0 que acon 

tece, no entanto, é uma baixa no que diz respeito ao rendi-

mento, pois se lev aiiuos em consideração os resultados obti-

dos para F 4060 (Tabela V) constata-se uma perda da ativida 

de inibitória em torno de 23%. 

5.b. Ação do ácido acético  

De acordo com a Tabela VII vê-se que cerca de 	29% 

das proteínas são precipitadas por ácido e que cerca 	de 

73% da atividade antitriptica permanece no sobrenadante áci 

do. Foi visto, no entanto, que a atividade especifica 	de- 

cresce de 128 (Tabela V) para 94,8 indicando uma perda pre-

ferencial de inibidores. 

6. Atividade antitriptica e concentração de proteínas em ex-

trato total de folhas, vagem verde e cotilédones de va-

gem verde  

A Tabela VIII mostra algumas características 	das 



TABELA VI - Dados obtidos quando a F 4060 é submetida a tra-
tamento com TCA 

% TCA 	 UI/g de farinha Intensidade da 
precipitação 

0 
	

10 .4 00 

2,5 
	

9.750 

5 
	

8.580 ++ 



TABELA VII - Dados obtidos quando a F 4060 ê submetida a tratamento com ácido acético 

Amostras 

Protein a Inibidor 

mg/mi Rendimento 
(%) UI/ml  U I/m gP 

Rendimento* 
(%) 

Precipitado 

Sobrenadante 

0,270 

0,675 

28,6 

71,4 

4,25 

64,0 

15,7 

94,8 

12,1 

72,9 

* Calculado tomando como base o valor da atividadé da F 4060 indicado na Tabela V. 



TABELA VIII - Especificação das amostras 

Amostras Unidade Peso fresco 
(g/unidade) 

Peso seco 
(g/unidade) Cor Dimensão 

(cm) 

Folhas 

bem jovem 1 0,0292 0,0078 marrom averm. 0,5 x 1,5 

jovem 1 0,106 0,025 verde, claro 1,6 x 	3,0 

adulta 1 0,1344 0,054 verde escuro 3,1 x 4,5 

senescente 1 0,0644 0,28 amarela 2,0 x 	3,5 

Vagem verde 

(sem semente) 1 9,62 2,66 verde. 30,0 x 	1,7 

Semente 

(vagem verde) 1 2,41 0,42 am, claro 1,0 x 	1,0 

Tegumento - 1,28 0,29 amare l o - 

Cotilédones 

(vagem verde) 1 0,214 0,09 verde 

Semente seca 1 1,36 - vermelha e 

luzidia 1,0 x 	0,9 
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amostras de folhas, vagem verde e cotilédones usados neste 

trabalho. Os dados de atividade antitriptica e concentração 

de proteínas em extrato total das referidas amostras 	são 

apresentados na Tabela IX, bem como também os dados 	de, 

UI/mg de proteínas dessas mesmas amostras. 

7. Cromatografia em DEAF-celulose (DEAE-Cel)  

A F 4060  obtida por precipitação com sulfato de am6 

nio a 40-60% de saturação, foi submetida a um fracionamento 

por cromatografia em troca iõnica em DEAE-celulose . 	Na 

Fig.'8 podemos observar o gráfico do experimento onde evi- 

denciamos a presença de duas frações. 0 primeiro pico 	foi 

eluído por meio de um gradiente retilíneo de ácido cítrico 

0,01 a 0,2 M (pH 2,6 -2,05). 0 segundo pico foi 	eluido, 

após o gradiente, por meio de uma solução de ácido cítrico 

0,2 M / NaC1 1 M, pH 1,6. A atividade antitriptica dos eflu-

entes foi determinada verificando-se que os dois picos apre 

sentavam atividade contra tripsina. 

Observou-se que havia um decréscimo na atividade es 

pecífica quando se comparava as frações separadas pela cromato 

grafia com a F 4060, como vemos na Tabela X. Após liofiliza 

ção foi observado que a atividade especifica era recupera-

da em parte porém, não chegando a atingir a atividade espe- 

cifica inicial da F 4060, que era de 128. Isto pode 	ser 

observado nesta mesma Tabela X. Foi verificado, que a F1  de 

DEAE-celulose não se dissolvia totalmente em tampão fosfato 

0,1 M pH. 7,6 / NaC1 1%; mesmo a adição de uréia (2,8 M) até 

dissolução completa não levou â recuperação. da 	atividade 

original da F 4060. Isto é provavelmente, um indício de que 

nesta etapa o inibidor está sendo inativado. 

A Fig. 9 mostra o gráfico de uma cromatografia pre-

parativa em DEAE-celulose. Este experimento foi feito com o 

objetivo de se obter material para a purificação posterior 

utilizando-se cromatografia de troca iõnica, em SP Sephadex C 50. 



TABELA IX - Atividade antitriptica e concentração de proteínas em extrato total de folhas, 
vagem verde, cotilédones e tegumento da semente de vagem verde e de semente se 
ca de A. pavon..na  

Amostras UI/g de tecido mgP/g de tecido UI/mgP 

Folhas 

bem jovem - 45,0 - 

.jovem 1,8 135,0 0,013 

• adulta 80,0 84,0 0,95 

senescente 18,0 79,0 0,23 

Vagem verde 4,9 85,0 0,058 

Cotilédones 

(vagem verde) 8.950,0 185,6 48,2 

Tegumento 180,0 

Semente Seca 17.680 245,5 72,0 



FIGURA 8 

Cromatografia em DEAE-celulose da F 4060 

(-•-®-®-)  A280 nm' 	UI/ ml 
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TABELA X - Resultados obtidos após cromatografia em DEAE-celulose 

Amostras A280 nm UI/ml Atividade especifica 
(UI/mgP) 

F 4060 0,810 104 128 

F DEAF 

(dial. 	H2O) 0;335 14,04 41,9 

F DEAF 

(liofil.) 0,960 50 52 

F DEAF 

(liof. + urgia 2,8 M) 63 



FIGURA 9 

Cromatografia preparativa em DEAE-celulose da F 4060 

(-.-.-e-) A280 nm 
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A cromatografia foi realizada nas mesmas condições 

da cromatografia analítica usando-se, no entanto, uma quan-

tidade bem maior de F 4060 (50 mg). Como podemos verificar 

a primeira fração eluida foi subdividida em duas 	partes, 

F1  e F'1  sendo que apenas F1  após diálise em tampão aceta- 

to 5 mM pH 5,0 foi utilizada para cromatografia 	em 

SP-Sephadex C 50. 

8. Cromatografia em SP-Sephadex C-50  

Na Fig. 10 podemos observar o gráfico da 	cromato- 

grafia em SP-Sephadex C 50 de 5,0 ml de eluato corresponden 

te a F1 da cromatografia preparativa em DEAE-celulose Pode 

mos verificar que houve separação em duas frações. Um pri-

meiro pico foi eluido com o próprio tampão de corrida (tam- 

pão acetato 5 mM pH 3,0), o segundo foi eluido através 	de 

um gradiente de_concentração salina (tampão acetato 	5 mM 

pH 5,0/ NaC1 0 - 1 M). Podemos verificar que ambos os picos 

apresentaram atividade contra tripsina. As frações 	foram 

dialisadas contra água destilada e posteriormente liofiliza 

das. 

Na tentativa de se eliminar a etapa de fracionamen-

to em DEAE-celulose, onde ocorre decréscimo da atividade es 

pecifica, foram feitos experimentos partindo-se diretamente 

da F 4060 para fracionamento em SP-Sephadex C 50. Na Fig. 11 

pode ser observado o gráfico de um desses experimentos. Co-

mo podemos verificar as 3 frações apresentam atividade ini- 

bitória contra tripsina, sendo que a correspondente ao 	39 

pico (F2) que foi eluida com o gradiente de concentração sali 

na, tem atividade maior que as demais. A atividade 	contra 

tripsina nesta F2  liofilizada (FSP2) foi determinada obten-

do-se o valor de 132 UI/mg da fração para a atividade espe- 

cifica. Este resultado é comparável com o obtido para 	F1  

proveniente da F1  de DEAE-celulose (Tabela XI) . Nesta mesma 

tabela temos dados obtidos em diversas etapas de purifica-

ção do inibidor. 



FIGURA 10 

Cromatografia em SP-Sephadex C 50 da Fl_ oriunda da cromato-

grafia preparativa em DEAE-celulose 

(-40-4,-®-) A280 nm' (-o-o-o-) UI/ml 
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FIGURA 11 

Cromatografia em SP-Sephadex C 50 da F 4060 
pão acetato 5 mM pH 5,0. 

(-0-48-0,-) A280 nm' (-o-oro-) UI/ml 

(5 mg/ml) em tam 
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TABELA XI - Etapas de purificação do Inibidor de Adenanthetca pavan-í.na 

Amo stras A280 nm 
Concentração 

(mg/ml ) U I/ml 
Atividade especifica 

UI/mg 
Purificação 

Extrato total 72 1 

F 4060 '0,810 1 104 128 1,8 

FDEAE* 0,960 50 52 0,7 

FSPI** 0,300 0,1 11,57 115;7 1,6 

FSP2*** 0,1 13,2 132 1,83 

FDEAE w-iofili zada 

FDEAE após cromatograf ia em SP-Sephadex C 50 (pico 2) 

F 4060 após cronatografia em SP-Sephadex C 50 (pico 2) 
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9. Cromatografia em Sepharose 4 B-anidro-tripsina  

O inibidor obtido por cromatografia em SP-Sephadex, 

FSP2, foi cromatografado em coluna de Sepharose 4 B-anidro-

-tripsina, equilibrada a pH 7,6. 

Observando o perfil cromatografico obtido (Fig. 12) , 

verificamos a presença de duas frações, sendo que a ativida 

de inibitória contra tripsina é associada apenas ã segunda 

fração, a qual foi eluida com HC1 0,01 M/NaC1 0,3 M 	a um 
pH de 4,0. A atividade especifica, 55,8 nesta fração é bem 

menor do que a atividade especifica do material isolado por 

cromatografia em SP-Sephadex, 132. 

10. Eletrofocalização em placa de gel de poliacrilamida  

As frações FIB, F 4060, FDEAE e FSP1 foram 	exami- 

nadas por eletrofocalização em placas. Foi detectada em to- 

das elas a presença de 6 bandas com atividade 	inibitória 

contra tripsina (Fig. 13), com os seguintes pontos isoeletri 

CO s : 

FIB - 4,55; 4,65; 4,8; 4,95; 5,0 e 5,15 

F4060 - 	4,55; 	4,65; 	4,8; 4,95; 5,0 e 5,1 

FDEAE 	- 	4,55; 	4,6; 	4,75; 4,95; 5,0 e 5,1 

FSP2 	- 4,5; 	4,65; 	4,75; 4,90; 5,0 e 5,1 

Como podemos observar, em todos os casos, 	existe 

uma semelhança acentuada entre as diversas frações ativas 

cujos pontos isoelétricos se encontram, em linha geral, na 

faixa de 4,5 a 5,1. 

Ad Figs. 14 e 15 mostram placas de eletrofocaliza-

çáo com as mesmas amostras citadas acima e idênticos resul-

tados, sendo que nestes casos as placas foram reveladas pa-

ra atividade inibitória contra quimiotripsina e proteína, 

respectivamente. 



FIGURA 12 

Cromatografia de afinidade da FSP.2 em coluna de 	Sepharose 

4 B-anidro-tripsina 

A280 nmc (-o-oro-) UIfml 
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FIGURA 13 

Eletrofocalização em placa de gel de poliacrilamida 	da 
FIB (1) , F 4060 (2) , FUEAE (3) e FSP2 (4) ; revelação 	para 

inibidores de tripsina, 
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FIGURA 14 

Eletrofocalização em placa de gel de poliacrilamida 	da 

FIB (1) , F 4060 (2) , FDEAE (3) e FSP2  (4) ; revelação 	para 

inibidores de quimiotripsina. 
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FIGURA 15 

Eletrofocalização em placa de gel de poliacriljmida da FIB (1), 

F 4060 (2) , FDEAE (3) e FSP2 (4) ; revelação para proteínas. 
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Na Fig. 16 temos a mesma placa de. eletrofocalização 

que a da Fig, 15, apresentando, no entanto, uma outra colo-

ração devido ao fato da mesma ter sido colocada em contato 

com ácido acético 7,0%. Com relação a esta experiência (Figs. 

15 e 16) foi observada uma mudança de coloração da placa de 

gel para azul tendo as bandas de proteína se tornado mais 

intensas. Foi verificado também, a existência de bandas adi 

cionais numa região mais básica da placa. 

11. Eletroforese em gel de poliacrilamida 

11.a. Eletroforese a pH 8,1  

0 inibidor bruto, as frações precipitadas por sulfa 

to de amônio, bem como as obtidas pelo fracionamento 	em 

DEAE-celulose (F1) e em SP-Sephadex. C 50 (FSP1) foram subme 

tidas a eletroforese em gel de poliacrilar,:ida a 	pH 8,1 

(Fig. 17) . 	Observamos a presença de uma banda fortemen- 

te corada por negro de amido cujo Rf é igual a 0,85 ± 0,04. 

Nesta mesma figura podemos observar para FDEAE a presença 

de uma fração protéica que não penetrou no gel. Na Fig. 18 

podemos observar os resultados quando as mesmas 	frações, 

apõs eletroforese noLnial a pH 8,1, foram submetidas ao pro-

cesso de visualização para inibidores de tripsina pelo meto 

do de URIEL e BERGES 	(46). 	Nesta experiência o Rf 	das 

amostras foi também calculado e observou-se, que a média 

destes era de 0,86 ± 0,01.-Como podemos constatar 	existe 

uma boa correspondência entre as bandas coradas para protei 

na e para inibidor de tripsina. As F 6080 e F 80100 	não 

apresentaram a banda característica dos inibidores, sugerin 

do que a banda de proteína de Rf 0,85 contém também proteí-

nas inativas. 



FIGURA 16 

Eletrofocalização em placa de gel de poliacrilamida 	da 

FIB (1) ; f 4060 (2).; FDEAE (3) e FSP2 (4) ; revelação para pro 

temas e posterior tratamento com ácido acético 7%. 
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FIGURA 17 

Eletroforese em gel de poliacrilamida a pH 8,1 

a) FIB; b) F 040; c( F 4060; d) F 6080; e) F 80100; 

f) FDEAE; g) FSP1  . 

As bandas de proteína foram coradas com negro de amido. 
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FIGURA 18 

Eletroforese em gel de poliacrilamida a pH 8,1 para visuali-

zação de inibidores de tripsina. 

a) FIB; b) F 0.40; c) F 4060; d) F 6080; e) F 80100; 

f) FDEAE; g) FSP1. 
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FIGURA 19 

Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS da FSP2 ; reve-
laçáo para proteínas (1) , inibidor de tripsina (2)_ e inibi-

dor de quimiotripsina (3). 





FIGURA 20 

Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS do pico ativo 

(F2) obtido em coluna de afinidade; revelação para visuali-

zar •inibidores de tripsina (1) e proteínas (2) . 
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FIGURA 21 

Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS da FSP2. Trata 

mento com R-mercaptoetanol e uréia P  M; revelação para inibi 

dor de tripsina (1) e para proteínas (2, 3, 4) . 

2) FSP2  com SDS 

3) FSP2. com  SDS mais 3-ME 

4) FSP2  com SDS, 8-ME mais uréia 8 M 
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De acordo com os resultados mostrados na Fig. 21 po 

demos observar que o inibidor não é reduzido, riem mesmo pe-

la ação da uréia 8 M. As bandas de proteínas, sugeridas co-

mo sendo as correspondentes ao inibidor (PM= 19.500 clal  tons) , 

apresentam os seguintes valores relativos ao peso molecu-

lar: 20.700 daltons (Fig. 21-2) , 20.800 daltons (Fig. 2.1-3) 

e 20.800 daltons (Fig. 21-4) respectivamente. 



IV - DISCUSSÃO 

O substrato normalmente empregado nas determinações 

de atividade antitriptica é a caseína 1%, no entanto, neste 

trabalho foi usado azo-caseína 1,5% e os resultados obtidos 

foram satisfatórios. 

Os inibidores de proteinase em Adenanthetta pavonina 
(carolina) estão localizados nas folhas, cotilédones 	(ver 

des e secos) e na vagem verde, sendo inexistente no tegumen 

to. Sua concentração maior, no entanto, está na servente quies 

cente -17.680 UI/g de farinha, como podemos observar na Tabela ]X . 

No que diz respeito a atividade inibitõria e concen 

tração de proteínas nas folhas, foi evidenciado o mesmo 

citado em outros trabalhos, ou seja, ambas as característi-

cas vão aumentando com o desenvolvimento da planta (53, 54) . 

Em nosso trabalho foi observado, que quando ainda- muito jo-

vem (em torno de 0,5. x 1,5 cm) as folhas não apresentam ca- 

pacidade de inibição. Com  o desenvolvimento da planta, 	as 

proteínas foliares vão aumentando seu teor ao mesmo tempo 

que surge a capacidade para inibição, tendo esta capacidade 

inibitõria atingido o seu climax quando a folha se encontra 

na fase considerada como "adulta" para então decrescer com 

a senescência (Tabela IX) . Tal como nas folhas, os cotilé- 

dones também quando quiescentes, isto é, no estagio 	mais 

avançado de seu desenvolvimento, apresentam atividade inibi 

tõria contra tripsina bem mais significativa do que quando 

ainda na vagem verde (Tabela IX) . 

Os estudos feitos em relação â presença do inibidor 

de tripsina em vagem são relativamente recentes. 	MBE e. 

SOHONIE (55) , 1956, estudando metabolismo em planta relata-

ran a inexistência do inibidor an vagem de soja. BIRK e WALDMAN (56), 

1965, tanben evidenciaram a ausência do inibidor em vagem cie soja, po-

rém não estabeleceran qual o estagio de desenvolvimento da vagem da 

qual foi estraído o inibidor. Experiências realizadas com 

já 
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extrato de vagem de "cowpea" (53) evidenciaram a presença 

do inibidor na vagem, porém este se encontra presente ape-

nas numa determinada fase de desenvolvimento da mesma, sen-

do totalmente inexistente no estagio final do desenvolvimen 

to, Em nosso trabalho, também foi detectado a presença do 

inibidor em vagem verde, apesar de não termos estabelecido 

qual o estagio de desenvolvimento em que se. encontrava (Ta-

bela IX) . 

A termolabilidade da atividade inibitõria em extra-

tos da semente de A. pavonina contra tripsina foi observa-

da, sendo esta completamente destruída quando submetida a 

95°C durante uma hora sob condições ácida ou neutra (57)..Ten • 

do em vista o conhecimento deste fato, não :foi feito este 

tipo de experiéncia, porém, o que foi observado no decurso 

do nosso trabalho, em relação a labilidade do inibidor foi 

que mesmo estando ele em condições habituais de armazenden 

to (-19°C) a sua capacidade de inibição era 	comprometida, 

havendo decréscimo desta no decorrer do tempo. Como podemos 

observar nas Tabelas V e VI ocorre perda em torno 	de 23% 

desta capacidade em ensaios realizados nas mesmas condições, 

relação a F 4060. 

No que diz respeito a atividade inibitõria do ET e 

ET dializado (Tabela I) podemos observar que a recuperação, 

em termos percentuais, foi em torno de 86% porém nos resul-

tados encontrados por SUMATHI e PATTABIRAMAN (57) a varia-

ção foi da ordem de 93,5-106,4%. Vale salientar, no entan-_ 

to, que a diálise do ET, em nosso trabalho, foi feita com o 

mesmo tampão de extração, ou seja, tampão fosfato 	0,1 M 

pH 7 ,6 / NaC1 1%, enquanto que no outro caso citado a diáli-y 

se foi efetuada em agua destilada. 

Os inibidores isolados de A. pavoa-.na  apresentaram 

capacidade de inibição tanto para tripsina como para qui-

miotripsina (Figs. 13 e 14). Tal fato foi também evidencia 

do em estudos realizados por SUMATHI e PATTABIRAMAN (57) quan 

do investigavam extrato bruto de sementes de "red wood", acã 

cia, tamarindo, soja e outras espécies. Foi verificado que 

a mais alta atividade inibitória contra tripsina e quimio- 

em 
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tripsina, entre as espécies em estudo, era encontrada 	em 

ektratos de semente de "red wood" (Adenanthetta pavokuina) . No 

entanto, a perda paralela das atividades antitriptica e an-

tiquimiotriptica dessas sementes, durante . o tratamentp pelo 

calor, poderia sugerir que o mesmo inibidor é responsável 

pela inativação de ambas as enzimas (57) . 

De acordo com os dados contidos na Tabela V e Tabe-

la XI, podemos observar que a atividade especifica obtida 

na F 4060 foi apenas 1,8 vezes maior que a encontrada 	no 

ET, havendo um rendimento em torno de 77%. Durante a fase 

de estudos em cromatografia de troca iónica foi 	possível 

observarmos que na FDEAE ocorreu um decréscimo na ativida-

de específica, que foi logo recuperada na fase seguinte do 

processo de purificação, ou seja, com a FSP1 (Tabela XI).No 

entanto, nenhuma diferença significativa foi observada du-

rante as preparações nos últimos estágios, no que se refere 

a atividade especifica. E provável que a porção de ativida- 

de inibitória, em parte perdida na FDEAE, fosse devida 	a 

uma fração lábil, ou a uma insolubilização parcial daF 4060 

no tampão de equilíbrio da, coluna. Podemos também levar em 

consideração o fato da F2. (Fig. '8) , também com 	atividade 

inibitória, contra tripsina, ter ficado retida na coluna de 

DEAE-celulose, só sendo eluida com ácido cítrico 0,2M/NaC11M, 

colocado após o gradiente de acido cítrico 0,01 - 0,2 M. Na 
cromatografia de afinidade (Fig. 12) em Sepharose 4 B-ani-

dro-tripsina, além da proteína ativa; uma proteína inativa 

foi eluida com o próprio tampão de equilíbrio. 	GENNIS e 

CATOR (58) trabalhando com sementes de Vtigna z inen4- 4 var. 
"redbow", e utilizando cromatografia de afinidade, isola-

ram um inibidor de- tripsina com peso molecular em torno de 

8.000 daltons. Estudando-se os inibidores de tripsina em tu 

bérculos de Co.2ocab.,a antLquottum (59) , foi obtido um inibi-
dor de tripsina cujo peso molecular foi de 40.000 daltons. 

KUNITZ (5, 60) ao isolar um inibidor de soja, disse ser es 

te uma proteína estável, do tipo globina e de peso molecu-

lar na faixa de 24.000 daltons. VENTURA e XAVIER (61) estu-

dando inibidores de "black eyed pea" (Vígna zinenztió) encon 



74 

traram um inibidor de tripsina com peso molecular 	de 

1,0.000 daltons. Um inibidor de tripsina isolado de 	"navy 

beans" em estudos realizados por WAGNER e RIEHM (citado em 

4) e tendo por base sua eluição em Sephadex G-75, dados de 

sedimentação e análise de aminoácidos, apresentou um peso 

molecular estimado em 23.000 daltons. Estudos recentes. (62) 

evidenciaram um peso molecular de 24.000 daltons para 	um 

inibidor isolado de sementes de "red wood" por extração com 

HC1 0,01 M, cromatografia em gel, Sephadex G-100 e PAGE-SDS. 

0 inibidor de tripsina isolado de A. pavon'ina conforme des- 

crito no presente trabalho tendo por base estudos 	com 

PAGE-SDS, apresentou, tal como os inibidores citados acima, 

um peso molecular relativamente alto, em torno 	de 

20.100 daltons (Fig. 20). 

Os resultados obtidos por eletroforese com SDS fo-

ram contrários a hipótese inicial de trabalho que postula-

va, que quase 100% das proteínas existentes no material iso 

lado eram inibidores. Esta hipótese foi sugerida diante dos 

resultados obtidos com a FSPZ, cuja atividade especifica de 

132 UI/mg, se aproximava da encontrada com a F 4060, 	isto 

6, 128 U I/mg . 

Estudos eletroforéticos .em gel de poliacrilamida e 

em fitas de acetato de celulose indicam que os inibidores 

são capazes de sofrer agregaçóes, formando complexos (62) . 

De acordo com os resultados encontrados na PAGE em presen-

ça de SDS, SDS com 8-ME, SDS com 8-ME e uréia 8 M (Fig. 21), 

este fato foi confirmado. A fração de inibidor obtido 	em 

SP-Sephádex C 50 (FSP2) mostrou-se homogé.Hea com relação ao 
peso molecular (PAGE-SDS, Figs. 19-2 e 20-1) , porém mostrou 

micro-héterogeneidade em relação a carga (Focalização isoe-

létrica, Fig. 13) . 

Através de focalização isoelétrica em placa de gel 

de poliacrilamida foram detectadas seis bandas com ativida- 

de inibitória contra tripsina, cujos pontos 	isoelétricos, 

estão no intervalo entre 4,5  e 5,1. Na- Figs. 15 e 16 pode-

mos observar frações de proteínas com comportamento igual 
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aos dos inibidores detectados na Fig. 13. 

Se levarmos em consideração as eletroforeses 	com 

SDS (Figs. 19-1 e 21-2) e as focalizações isoelétricas (Figs. 

12, 15 e 16) poderíamos perguntar: - seriam de fato as di-

versas bandas de proteína, com atividade inibitória, isoini 

bidores, provavelmente semelhantes em tamanho e diferindo 

nas cargas elétricas ou estariam proteínas contaminantes e 

inativas tão associadas ao inibidor que este as acompanha-

ria durante o processo de deslocamento ao longo da placa de 

gel? 

0 inibidor presente na FSP2 não sofre redução mesmo 

sob a ação do e-ME e do 8, -ME e uréia 8 M (Fig. 21) . 	0 que 

poderíamos supor é que as outras proteínas associantes 	e 

inativas, solubilizadas pela ação do SDS seriam reduzidas 

pela ação do e-ME, tendo em vista o decréscimo observado no 

peso molecular da fração de proteína com 	17.900 	para 

13.500 daltons. A presença da uréia não ajudou de maneira 

significativa no processo em estudo. Analisando-se os resul 

tados da Fig. 21 é de se pensar que este inibidor pode até 

ter pontes dissulfeto e pela ação do e-ME esta ponte 	ser 

rompida, mas não ocorrer fragmentação da cadeia. 	Poderã 

também haver uma sô cadeia, de modo, que apesar de ocorrer 

rompimento da.ponte -S-S- o inibidor permanece com a mesma 

mobilidade, sendo observada uma mesma posição nas diversas 

etapas de eletroforese com. SDS efetuadas no decorrer do nos 

so trabalho. 
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V - CONCLUSÕES  

1 - Os resultados de atividade antitriptica com a azo-casei 

na, usada como substrato para tais determinações, foram 

satisf atorias. 

2 - O tampão fosfato 0,1 M pH 7,6 / NaC1 1% foi a solução ex 

tratora que apresentou melhor rendimento de inibidores 

de tripsina. 

3 - Através da precipitação por sulfato de amónio a maior 

parte dos inibidores de tripsina precipita 	entre 

40-60% de saturação. 

4 - Os inibidores de proteases em Adenanthena pavon-.na  es- 

tão localizados nas folhas, cotilédones (verdes e 	se- 

cos) e na vagem verde, sendo inexistentes no tegumento. 

Sua maior concentração estâ na semente quiescente 	- 
17.680 UI/g de farinha. 

5 - Os inibidores detectados apresentam capacidade inibitó-

ria tanto para tripsina como para quimiotripsina. 

6 - A labilidade da atividade inibitória contra tripsina é 

evidente;. não apenas durante tratamento pelo calor, co-

mo também em condições. habitualmente satisfatórias de 

armazenamento. 

7 - A atividade inibitória e concentração de proteínas en-

contradas nas folhas vão aumentando com. o desenvolvimen 

to da planta para então decrescer com a senescéncia. 

8 - O inibidor isolado de A. pavonina através de cromatogra 
fia em SP-Sephadex C 50 e Sepharose 4 B-anidro-tripsina, 

apresentou peso molecular em torno de 2 0.100. daltons por 

eletroforese em gel de poliacrilamida em presença 	de 

SDS. 

9 - A fração de inibidor ativa obtida em SP-Sephadex C 50 

(FSP2) mostrou-se homogénea na eletroforese 	com SDS, 
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porém na focalizaçáo isoelétrica mostrou micro-heteroge 

neidade, sendo detectadas seis bandas com atividade ini 

bit6ria contra tripsina, cujos pontos isoelétricos es-

tão no intervalo de 4,5 e 5,1. 

10 - O inibidor presente na FSP2 não sofre redução com 8,-ME, 

mesmo em presença de uréia 8 M. 
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VII - COMUNICAÇÃO  A CONGRESSO  

29 
INIBIUOsES DE TRIPSINA EM Adenanthera pavonina  (carotins). 

ESTUDAIS PRELIMINARES. 

t:ENe'ZA MARIA CALDAS•MA1A 1  • J.I.P111102  
• 

l) Departamento de Analise• Clinicas e Toxicolôgicas da UPRM. 

2) Departamento de Bioquímica e siotogi ■ Molecular da UPC. 

Semantic qutesc•ntes (livras d• tegumento) 	de 	Adenanthsra 

pavonina (carolina) foram analisadas quanto ao seu conteúdo di inibidor•s 

de trtpstoa. A extraçio de inibidores foi feita utilizando-se taapio fos 

fato 0,1 M pH 7.6 em N•C1 li. Aso-C 	, cm apsorçio mania. a 44 Ohm, 

foi utilizada como substrato para detectar a capacidade de inibiçio 	con 

ira tripetna. Através da ensaios de atividade foi estabelecido, que para 

tascar a atividade antitriptic•, utiliaanao-se Aso-Aaseina, a tripeina de 

varia estar paru concentraçio de 10 pg/m1 • o substrate • 1,5 gi em tam 

pio fosfato u,l M pH 1.6. Nestas condições os griticoa de atividade 	nio 

u apresentam r•citíoeos, razia porque usou-se o artificio, sugerido por 

Kaxad• • i.ien•r (l), pato qual as absorbinctas obtidas ea 44 Oca cao ale 

vedas • potincia 3/4. obtem-se, assim, wm gritico linear característico 

Detiniu-se uma unidade de atividade críptica (TU) comp sendo o aumento de 

I unidade de abaorbincis ea 44 Onm na mistura de reaçio, sob cobdiç.es de_ 

ensaio. A atividade antitríptic• ë definida como o nítmaro de unidades de 

triplica inibida. Quando o estrato total (LT) de (ariana de semente, 	d• 

Adenantnsra pavonina foi submetido • precipitaçio com sulfato de mania, 

observou-se qua a maior parte da atividade antttríptica precipitava entre 

40-60i de saturaçio. Esta atividade e facilmente comprometida. A perdi da 

capacidade de inibiçio é observada aio apeou pela aço do calor (2),mae, 

cambia quando a amostra se encontra estocada a temperaturas baixas(-19°C) 

roi possível demonstrar • anistiaria de atividade antitríptica, cio 	ape 

nas nas sementas quiescentes, mas também e■ outras partes da planta, tale 

como tolhas, vagens e cotilldones de vagem verde. No caso de (olhas • va 

gene esta atividade parece ser ioa.pecttice. 

(l) Ka~ade,M.N. • iiener,l.E. - An ivaluation of Natural vs. 	Synthetic 

Substrat•, for Measuring the Aatitryptic activity of Soybean bample . 

6rsadmaring with gly colipads, /I w1-.46 .eptmoer, 1909 pp.S18-526. 

(2) S.Sumatni 4 i.N.Pattaniramab - Natural Plant Enzyme lnhibiLor• 	of 

Seeds. Indian Journ of biochemistry a siophyaic - vo l. 13,March .1976, 

'pp. 5256. 

AUaTll.is 	 UA CAPES/PiCD 

I Reunião Reg ion al .da Spcâ.edade. Br asìleìr a de Bìoquimica , F or - 

taleza - 22-24/9, 1980• 
Livro de Resumos, 
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