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A s calai as es  são cara cter iza d a s  pelo fato de utilizarem- o 

peroxido de hidrogênio como cioador de hidrogênio e também  corno substrato na de 

com posição cata lít ica  da água oxigenada para form ar oxigênio e água. Além  da 

reação  cata lít ica , as ca ta la ses  podem efetuar a oxidação peroxidativa de uma gran 

de variedade de doadores orgânicos (1).

As ca ta la ses  são c la ss if ic a d a s  com o hem ooroteinas juntamen

te com peroxidases, hem oglobina, mioglobina e c ito cro m o s .  Enquanto o paoel fi 

s io log ico-d o  transporte. d e-ox igên io , arm azenam ento e u tilização dos m em entos es 

tão bem defin idos, a im portância da cata lase  e oeroxidase  ainda não es tá  esc la re  

cida (2). O bservações em p ír icas  indicara que a atividade de cata lase  e peroxioa - 

se  node ser  usada com o indice do valor da entalpia de inativaçao de enzim as res  

ponsáveis pelo desenvolvim ento de perda de sabor de frutas (3).

Eurris  (1) c ita  cue em 1901, Loew, baseado em  suas obser  

v a çõ es ,  declarou não ex is t ir  um gruoo de o rg a n ism o s , oualquer órgao ou m esm o  

uma s im p les  célu la  vegeta l ou animal que nao con tiv esse  alguma auantidade de ca 

ta la se .  Trabalhos p o ster io res  v ieram  dem onstrar a ausência  de cata lase  som ente  

em bactérias- obrigatoriam ente anaeróbicas e algumas b actérias  m ic r o a e r ò i i la s . A 

concentração de cata lase  nos tec idos  anim ais é usualm ente m aior do que nos teci 

dos de plantas su p e r io r e s .  Estudos sôbre c a ta la ses  de plantas são muito l im ita 

dos pelas dificuldades de iso lam en to , p rob lem a reso lv id o  por Galston em 1951(4).
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Dependendo do pR. do m eio , sa is  inorgânicos de ferro  pos

suem  as prooriedades de uma oxidase e de um transportador de e le tro n s , mas 

sua capacidade para funcionar com o cata iase  ou peroxidase é muito peouena. - 

' uando e incorporado ferro  ao anel de oorfirina a atividade de ca ta la ses  e pero 

xidases  e aumentada (5). Abadia (6) dem onstrou oue xolhas defic ientes  em ferro  

apresentam pouca atividade de cata iase  e que 48 horas deoois da injeção deste e 

lem erto  há um aumento de atividade da en zim a. Foi observado que o cobre é es  

sencia l para a form ação  de cata iase  e para a manutençao de sua atividade em  

ligado de rato (5). C bservou-se  também que a atividade da cata iase  é rnuito 

m aior em  vegeta is  d efic ientes  em. cobre do que em v egeta is  norm ais e que há a 

cúmulo de ferro  nos nódulos de v egeta is  d efic ien tes  em  cobre . Farece  oue o 

cobre constitui parte do m ecan ism o regulador para o ferro  em  c e r e a is  (5). ’rat- 

tanaik (7) observou m aior atividade de cata iase  em arroz com  quantidade adequa 

da de manganês em com paração com plantas d ef ic ien tes .  V ilm eyer et alii (8) 

estudaram  recentem ente os e fe ito s  da d efic iênc ia  de ferro  e manganês sobre a 

atividade de ca ta iase  em  plantas e ob servaram  que houve diminuição na ativida

de desta enzim a. Appleman (9) observou que plantas de cevada no in ício  do e s 

tagio de defic iência  em manganês apresentavam  m aior atividade de cata iase  do 

cue em plantas com solução nutriente com pleta . Fir.kle e Apoleman (10) também  

investigaram  o efeito  do m anganês sõbre a produção de cata iase  nor Chlorella .

Kasanski, citado por A ltschui e Xaron ( l i ) ,  determinou que 

a atividade da cata iase  pode ser  destruída se le tivam en te  por incubaçao da solu  

ção de enzim a com  p irogalol. Stern e Bird (12) observaram  su p ressão  de ativ i

dade de cata iase  por peroxidase e seu s  substratos em  preparações de sem en tes .
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Chartrenne (13) demonstrou que a azida inibe quase com pletam ente a atividade 

da cata lase  sem  im pedir ro entanto a form ação desta  enzim a. Concluiu que a 

azida pode m esm o  favorecer  a s ín te se  de c a ta la se s .  Gautneret (14) cita  Galston, 

o qual observou que estim ulantes  do desenvolvim ento de tec idos  vegeta is  Oaixam 

a atividade da ca ta la se ,  assiçn com o retardantes do c r esc im en to  de vegeta is  - 

causam  um aumento considerável na atividade desta  enzim a. Cm 1930 Adams 

(15) estudou o m ecan ism o  de ação de num erosas  su b stân cias , incluindo hormo - 

nios androgênicos, sobre ca ta lase  de fígado de camundongo. 7/arren e Eechcigl  

(!•■;) conseguiram  inibir ca ta la se ,  conservando a atividade de peroxidase em  le u 

cócitos  po lim orfon u cleares , usando com o inibidor am inotriazol.

Estudos sobre v a r ia çõ es  de atividade de cata lase  em v e g e 

tais  foram rea lizad os  por va r io s  autores sob d iv ersa s  con d ições .  Altschul et 

alii (17) in vestigaram  a atividade de ca ta lase  e peroxidase em sem en tes  do algo 

dão. Burris  (1) cita ~attanaik, que observou m ais  baixa atividade de catalase  

em  pétalas do que em fõlhas de H ibiseus. Cbservou também oue a atividade 

da cata lase  era  m aior nas fõlhas do que nas r a iz e s  de arroz . B iale (18) cita  

E ze ll  e Gerhardt, os quais observaram  aumento de atividade de cata lase  com o 

aumento de m aturação de m a ç ã s .  O bservaram  também  (19) que a atividade da 

cata lase  de pêras é in ic ia lm ente  alta, diminui para um m ínim o durante o desen  

volvim ento e outra vez e le v a - s e  nos últim os es tág ios  de m aturação. C ponto de 

atividade m áxim a de cata lase  é considerado ótimo para a colheita  de frutas de£  

tinadas a preparação de co n se r v a s .  Autores (20) observaram  que a atividade da 

cata lase  é m aior em  tecidos  de plantas com  tumor do que em  tecidos de plan

tas norm ais . Em 1954 Galston, citado em  Bonner e Bandurski (21' observou que



há uma corre la çã o  in versa  entre o cresc im en to  dos tec id os  v egeta is  e o conteú

do de ca ta la se .  Szendrai e Juhasz (22) observaram  aumento de atividade de ca-  

ta lase  em  vegeta is  durante a prim avera e diminuição quando se  aproximava o 

fim do v e rã o .  Estudos ainda m ais  r e cen tes  de Narayanaswamy e RamaJrrishnan 

(23) sobre plantas infectadas, dem onstraram  v a r ia çõ es  na atividade de d iversas  

en z im a s, sendo observado aumento de atividade de ca ta lase  nas fõlhaq do v e g e 

tal infectado. Whaley (24)  demonstrou que tom ates  hibridizados aprese -atam .rxaioi 

atividade de ca ta lase  do que seu s  pais . Foram  determ inadas v a r ia çõ es  na ativ i

dade de ca ta lase  de algodão hibridisado (25) e diminuição da atividade ,desta en

zim a foi recentem ente observada durante o per iodo de am adurecim ento de mo - 

rangos (26). Gylling e von Euler (27) observaram  que folhas de uma mutante de 

cevada apresentava 10 a 20 v e z e s  a quantidade de ca ta lase  de fõlhas norm ais . 

Nakai e Ynaba (28) observaram  que quando fõlhas de tab ,co se  torna am velhas  

havia diminuição de atividade de c a ta la se .  A variação  anual de atividade de cata 

la se  foi medida recentem ente em fõlhas de árvores  e arbustos por 'Víyhalyfi (29). 

Cs problem as de nutrição m in era l, form ação de c loro fila  e produção d.e c a ta la 

se  podem ser  corre lac ion ad os . Appleman (30) sugeriu  que quando es tá  o c o r r e n 

do rápida s ín tese  de c loro fila ,  a quantidade de ca ta lase  de plantas diminui e 

quando a s ín tese  de c lo ro fila  é bloqueada há novamente form açao de cata lase  . 

Burris (l)  cita Schwarze o qual concorda com  a conclusão de que se  a produção 

de c lorofila  e im pedida, m ais  poríir ina f ica  disponível para outras s ín te s e s .  By£  

ter (31) estudou cata lase  e sua p o ss ív e l  partic ipaçao na fo to s s ín te s e . A localiz^a 

ção intracelular desta  enzim a tem sido investigada por num erosos autores, por 

diferentes m étodos, principalm ente em  tec idos  an im ais . Ludewig e Chanutin (32) 

em 1950, estudaram a distribuição intracelular da ca ta lase  em  fígado de rato,



usando com o técn ica  de fracionarnento a re fer id a  por dchneider (33). C oserva - 

ram alta atividade de cata lase  na fração correspondente a m itocôndria e no s o - 

brenadante e apenas traços  em outras fr a ç õ e s .  Thompson e Kliofel (34) utilizar, 

do o método de gradiente de centrifugação d iferencia l no estudo de fígados de 

ratos e camundongos, encontraram  grande d iferença nas duas ê s p é c ie s ,  sendo  

a catalase de m ateria l de racos associada  aos m ic ro s  som as e a ca ia lase  de fi • 

gado de camundongo ã s  partículas que continham u r icase  Em 1955 Greenfield  

e Frice (35) apresentaram  um método de iso lam ento  de catala.se de í açao m i-  

tocondrial de fígado de rato , ’VTais tarde foi estudada por Adams e Burgess (33; 

a red istr ibu ição  da cata lase  durante a incubaçao de fatias de fígado de canaun - 

dongo. Em i9.'0 de Duve et alii (37) estudaram  a lo ca lizaçao  intracelular da ca 

ta lase  e Oüidases em  fígado de rato . T rê s  anos m ais  tarde de Duve et alii (38) 

continuando os estudos sôbre lo ca liza çã o  de ca ta lase  em fígado de rafo e rea li - 

zando o fracionarnento sob d iversas  con d ições ,  concluiram  que as partículas cue 

contem cata lase  são d iferentes  de m itocôndria e l i s o s o m a s .  Em trabalho p o s te 

r io r ,  de Duve (39) propôs o têrm o n crox isom as para designar e s ta s  partículas.

Antes de í950 são encontradas na literatura  botanica poucas 

referên c ia s  sôbre loca liza çã o  in tracelu lar  de enzim as em  célu la  vegeta l,  b a se a 

dos m ais  em  ob servações  c ito lóg icas  do oue em  estudos e n z im á t ic o s . Forém  os 

estudos rea liza d o s  por Dounce (40) em  ±950 sao de grande utilidade para a o r i 

entação de investigação  neste  cam po. Hagen e .Jones (41; em  j.952 estudaram  a l

guns fatôres envolvidos na aparente lo ca liza ça o  in tracelu lar  de enzim as em  p r e 

parações de fô lh as , incluindo tem peratura, p r essã o  osrnótica, fôrça  iô r ica  

pH. D eterm inaram  que a atividade desta  enzirna estava  associada  a c lorop lastos



o >t> d M 5, m as em  preparações  rea lizad as  em  pH 3, 3 ou 5, S a atividade de 

catalase  foi encontrada predominantemente na fração so lú ve l.  Mo ano seguinte  

V;'c Clendon, citado por Burris  (1) fracionou homogenados de folhas de tabaco e 

determinou que a ca ta lase  estava presente  em  tôdas as preoaraçÕes numa auan- 

tidade aproximadamente proporcional ao conteúdo de proteína de cada fraçao,por  

tanto não se  encontrava concentrada nos c lo r o p la s to s . P u rr is  (1) c ita  também  

Jagendorf e Wildman que estudando p reparações  de folhas de tabaco determ ina

ram  que a fração correspondente ã mitocôndri.a era  r ica  em  cata lase  e os c loro  

plastos purificados continham pouco ou quase nada desta  en zim a, Mc no seguin  

te Goddard e Gtafford (4 2) d iscutiram  o problem a da lo ca lização  in tracelu lar  de 

enzim as de plantas e concluiram  ' ue a ca ta lase  estava  loca lizada  na fração nu 

tocondrial. Pm trabalho m ais  recen te ,  Yiurphy e Ylaier (43) chegaram  aos m es

m os resu ltad os .

A germ inação de sem en tes  geralm ente provoca uma varia  ~ 

çáo r>a atividade de ca ta lase  e p e r o x id a se . .  A ltschul et a lii (17) estudaram  a 

atividade de ca ta lase  em  sem en tes  de algodão e observaram  que a quantidade de 

cata lase  ex tra íve l diminui durante a germ inação , â s t e s  autores citam  que Delea  

no em  1909 investigou as v a r ia çõ es  de ca ta lase  e peroxidase durante a germinji 

ção de sem en tes  de Ricinus com m unis e encontrou que a atividade da catalase  

dos extratos aumentou muito rapidamente no in ício  da germ inação, passando por 

um m axim o e diminuindo tão rapidamente quanto aumentava no início; Each et 

alii em  1927 os quais estudaram  sem en tes  de tr igo  durante a germ inaçao e e n 

contraram  uma re lação  s im ila r  entre ca ta lase  e peroxidase e Afanasev e C ress  

que em  j l942 observaram  aumento de atividade de cata lase  durante a germ inaçao
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de sem en tes  de Juniperus scopulorum . Mo m esm o  ano Holman (44) observou  

atividade m áxim a para ca ta lase  no quarto dia de germ inação de sem en tes  de fei 

jão soja . 3 ro d sk is  (45) determinou que a atividade de cata lase  diminui duran

te o arm azenamento de sem en tes  de tr igo , de uma m aneira correspondente á 

diminuição da capacidade de germ inação  da sem en te .  Manda (43) apresentou um 

método de determ inação de ca ta la se ,  com  a finalidade de pred izer  a germ inação  

de uma variedade de s e m e n te s .  Nosov e 'íustova (47) ob servaram  um aumento -■ 

na atividade da cata lase  durante a germ inação de sem en tes  de algodão. Foi ob

servado por Takasugi e Yamazaki (48) aumento de cata lase  em grãos e brotos -

de trigo durante a germ in ação . Gylling e von F uler  (£7) determ inaram  que a 

atividade de cata lase  de folhas de cevada aumenta pelo m enos durante 11 dias  

depois do in ício  da germ in ação . Chikasue em  ^953 (49) observou que há uma re  

lação  entre o poder de germ inação e a atividade de cata lase  em  se m e n te s .  No 

m esm o  ano foi determinado por Roca e Ondarza (50) aue a atividade de catalase  

de sem en tes  de milho germ inadas aumentou de 45 v e z e s  em  7 d ia s .  Kori e 

Nakamura (51) observaram  atividade maxirna de ca ta lase  em  r a íz e s  e brotos de 

Vicia  faba deoois de dois dias e nos cotilédones depois de 5 dias de germ ina - 

çâo. Goksõyr et a lii (52) observaram  que a atividade de ca ta lase  de Fisum s a 

tivum aumenta durante os tr ê s  p r im eiros  dias de germ inação . Buruiana (53) d e 

terminou a atividade de cata lase  em  sem en tes  de tr igo , cevada, aveia , m ilho,er  

vilha e feijão e observou que o seu m áxim o coincide com a germ inação em  t r i 

go, cevada, aveia e m ilho .

No presente  trabalho apresentam os um estudo sôbre as p os

s ív e is  v a r ia çõ es  na atividade da cata lase  em  sem en tes  de Fhascolus aureus f'orr
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tem pos c r e sc e n te s  de germ inação . Foi também rea lizad o  um estudo, com  

finalidade de obter in form ações  sôbre a lo ca liza çã o  desta  enzim a no m esm o ma  

t e r ia l .

M A T E  íi  I A L E M 2 T C D C  3

Gementes de Fhaseolus a u reu s , ofertadas nela Fazenda São 

Luiz, m unicípio de São Pedro do Ivaí, Paraná, foram  usadas com o fonte de en 

zirna.

Cs produtos quím icos utilizados na r e a liza çã o  deste  trabalho  

foram de boa procedência .

As determ inações  de proteínas dos extratos brutos e frações  

enzim aticas  obtidas por fracionam ento das partículas por diferença de densidade 

e fracionam ento do extrato bruto com sulfato de amónio, foram  rea lizad os pelo  

método de Kjeldahl (54).

As d eterm in ações  de proteínas para o m ater ia l obtido a par

tir do pó acetênico  foram  rea lizad as  pelo método de Lowry et alii (55). Todas 

as determ inações  de proteínas foram  rea liza d a s  em  duplicata. As densidades ó 

t ic a s  for-a-m m edidas usando esp ectrofo tôm etro  Beçhrran modêlo Prj.

P reoaraçao  da enzim a — Foram  utilizados dois m étodos de



preparação de enzim a. C prim eiro  método seguiu em  parte a orientaçao de 

Altschul e Xaron (19), os quais trabalharam  com  sem en tes  de algodão germ i - 

nadas. C outro método seguiu a orientação de L .A .  V eiga (53).

No p r im eiro  método foram  deixadas germ inar 50 g de s e 

m entes de feijão  em 500 ml de água com' aeração  em  tem peratura ambiente du

rar.te intervalos de tempo v a r iá v e is ,  dependendo das n ecess id a d es  do trabalho.

As sem en tes  forarn destitu ídas de seu s  tegum entos e trituradas em  liqu id ifica

dor com e x c e s so  de acetona fr ia , durante alguns m inutos. A m istura  resultan  

te foi centrifugada, o sobrenadante desprezado e o res ídu o  reextra ído  tr ê s  v e 

z e s  com  acetona gelada. C m ateria l a s s im  l iv re  de gorduras, foi secado, t r i 

turado em  gral de agata e guardado a - Í c ° C .  rara  lg dêste m ater ia l foram  

adicionados 10 m l de tampãc fosfato M /15 , pPI 7. As atividades dos extratos e 

res idu os  foram  determ inadas pelo método m anom étrico  convencional de ^7s.rbarg.

No segundo método foram  deixadas germ inar 50 g de sem en  

tes  de Phaseolus aureus em  500 m l de água com  aeração durante 24- h o r a s ,e m

tem peratura am biente. As sem en tes  destitu ídas de seu s  tegum entos foram  t r i 

turadas em  gral de porcelana gelado com  70 m l de tampao preparado da se - 

guinte maneira: 40 m l de sa c a r o se  1M, 5 m l de tampão fosfato 0 ,0 1  M e 55 ml 

de água destilada . C homogenado foi filtrado através de gaze e centrigugado a 

2000 x g . ,  durante 10 m inutos. C sobrenadante líquido foi centrifugado a

18000 x g durante 30 minutos e o precipitado a ss im  obtido foi suspendido em  

3 m l de tampão T r is  0 ,5  M, pH 7. E sta  fração foi designada ccm o Partícu

la s  g ra n d es ,  correspondendo provavelm ente a c lo r o p la s to s . C sobrenadante- 

líquido foi centrifugado a 80000 x g durante 30 m inutes e o precipitado ass im
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obtido roi suspendido em  2 m l de tampão T r is  0 ,5  M, pH 7. Esta  fração , de_ 

signada com o Partícu las pequenas, correspondente provavelm ente a fraçao m_i 

toccndria l. Ao sobrenadante de 80000 x g (33 m l)  foram  adicionados 14, 1 ml

de solução saturada de sulfato de amónio pE 7 e deixados durante 5 minutos a
O _

0 °C . C precipitado foi obtido por centrifugação a lOOOOxg durante 15 m inutos, 

d isso lv id o  em  10 ml de tampão fosfato 0 ,1  M, pli 7 e d ialisado durante uma 

noite contra I litro  do m esm o tampão. E sta  fração foi denominada Fraçao SAI, 

e corresponde a uma saturação de 0 -  30 %. Ao sobrenadante obtidc {4S ml) 

foram  adicionados 10 ,9  m l de so lução saturada de sulfato de amónio pK 7 e 

deixados 5 m inutos a 0 ° C .  C precipitado foi obtido por centrifugação a

10000 x g por 15 m inutos, d isso lv id o  c-m 10 ml de tampao fosfato 0 ,1  M, pE 7

e dia lisado durante uma noite contra 1 litro  do m esm o  tampao. E sta  fração  

foi denominada Fraçao 3A II e corresponde a uma saturaçao de 30-40%. A 

55 ml do sobrenadante foram  adiciGnadcs 18 ,4  ml de so lução saturada de s u l 

fato de amónic pE 7 e deixados 5 minutos a 0 ° C .  C precipitado foi obtido por 

centrifugação a 10000 x g durante 15 m inutes , d isso lv id o  em 10 ml de tampao  

fosfato 0 ,1  M pE 7 e dialisado durante uma noite contra 1 l itro  do m esm o - 

tampão. E sta  fração , denominada Fração 3A III corresponde a saturação de 

40 a 50%. A 72 m l do sobrenadante obtido foram  adicionados 33 ml de so luçac  

saturada de sulfato de amónio pH 7 e deixados 5 minutos a 0 °C . C p r e c ip ita 

do foi obtido por centrifugação a 10000 x g por 15 m inutos, d isso lv id o  em  

10 ml de tampão fo s fa to  0 ,1  IE pR 7 e d ialisado uma noite contra I litro  do 

m esm e tam oão. E sta  fraçao foi denominada Fraçao 3A IV e corresponde a uma  

saturação de 50 a 50%. Ao sobrenadante (108 ml) foram  adicionados 93 ml de
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solução saturada de sulfato de amónio pH 7 e deixados durante 5 minutos a

0 ° C . C precipitado foi obtido por centrifugação a ïOOOO x g oor 15 minutos, -

d isso lv id o  em  10 ml de tampão fosfato 0,1 M pH 7 e d it l isa d o  durante uma 

noite contra 1 l itro  do m esm o  tampão. Esta fração foi denominada Fração >Á

V e corresponde a ''-0-70% de saturação . A 200 ml do sobrenadante foram a

dicionados 333 ,4  m l de solução saturada de sulfato de amónio pH 7 e deixa -
O -dos durante 5 minutos a 0 C. C precipitado foi obtido por centrifugação - 

10000 x g durante 15 m inutos, d isso lv id o  em  10 ml do tampão fosfato 0 ,1  IV! 

pH 7 e d ialisado durante uma noite contra 1 litro  do m esm o  tampao. Esta fra  

ção foi denominada Fração  SA VI e corresponde a saturaçao de 70 a 80%.

Medida da ativ idade da enzim a

Método m anom étrico  - A determ inação da atividade da cata-  

la se  foi fe ita  em  aparelho convencional de vVarburg de volume constante, rnedin 

do a velocidade de evolução do oxigênio (17). A concentração da enzim a íoi 

ajustada para que 25 a 50% da água oxigenada fó sse  consum ida em  5 minutos. 

Nas condições experim enta is  d e sc r ita s ,  nas quais a concentração in icia l de 

peróxido de hidrogênio é mantido constante, a atividade da cata lase  pode ser
 ̂ - 3.e x p r e s sa  em term o s  de reaçao  constante de 1. ordem . C valor para a v e lo c i-

3 -dade constante de 1. ordem  foi calculado partindo da seguinte equaçao.

onde K = constante e sp e c íf ic a  de velocidade de reaçao  

—r- „ ono n „  ^  (n? oor unidade de tempo).
"■ ~  ̂' l°g - V °°

t V oo -Vt' V f  = volum e m áxim o de oxigênio evoluído depois de

um período de reação  de t m inutos.

V co = volum e m áxim o de oxigênio evoluído quando é 

usado e x c e s so  de ca ta la se .



Cs s is te m a s  montados para e s ta s  determ inações  con s is t iram  

de quantidades v a r iá v e is  de tampão fosíato  M/15 pH 7, 0 ,1 5  ml de peróxido de 

hidrogênio (uma parte do peróxido de hidrogênio co m erc ia i  Merck de 10 voiu - 

roes, recentem ente  diluído com  9 partes de água) introduzidos no fra sco  de 

Warburg e quantidade de enzim a sufic ien te  para conseguir velocidade constan - 

te durante 5 minutos foi adicionada no braço la tera l do fra sco  de vkarburg. C 

volume final de cada preparação foi de 2 ,8 5  ml e a tem peratura de 28°C foi 

mantida con stan te .

Método permanganozmetrico - Foi preparada uma solução de 

permanganato de p otáss io  N /10  a qual foi faíorada com oxalato de sódio (57). 

C peroxido de hidrogênio c o m erc ia l  Merck de 10 volum es foi titulado com  e s 

ta so lução . A d iferença entre a concentração de água oxigenada in ic ia l e a con 

centração de agua oxigenada após incubação com  a enzim a forneceu a quantida 

de de agua oxigenada decom posta pela enzim a e e s ta  d iferença foi considerada  

com o índice de atividade en zim ática  (58). As determ inações  de atividade para 

a cata lase  foram  rea liza d a s  incubando a enzim a com peróxido de hidrogênio e 

tampão, durante periodos de tem pos c r e s c e n te s .  A reação  foi interrom pida - 

com H SG 2N e a solução foi titulada com  permanganato de potáss io  N /1 0 .  A
Ct ai

velocidade de desdobram ento da água oxigenada perm aneceu constante em  r e la 

ção ao tempo considerado. C va lor  para a velocidade constante de l ê  ordem  

foi calculado partindo da equação:

onde K = velocidade rnonolecular constante
^  = log- A t = tempo em  minutos

t A - X A = água oxigenada in icia l
. A -X  = água oxigenada a t minutos



C valor de'8rfl,r^ rte««n ta i.ia unidade de ca ta lase  na diluição 

em pregada no en sa io ,  e a d e íerm ínação  de atividade foi relacionada com  o nú

m ero  de gram as da enzim a, (X/g de proteina) e Webb (59).

R E S U L T A D O S

D eterm inação da cata lase  em  v á r ia s  fa se s  da germ in a çã o .Fc 

ram  estudadas sem en tes  de Fhaseolus aureus não germ inadas e sem en tes  com  

in tervalos s u c e s s iv o s  de 24 horas durante 5 dias de germ inação . A m ostras do 

m aterial foram  hom ogenizadas, extrai das com acetona, secad as  como foi des - 

crito anteriorm ente (M aterial e Métodos), e os extratos  foram  preparados a 

partir do pó acetôn ico . A atividade da en z im a , bem como o conteúdo de orotei 

na foram  determ inados nos extratos e r e s íd u o s .  C metodo utilizado para estas  

determ inações  foi o perm anganom ètrico. Examinando a re lação  entre a ativida

de de enzim a e o conteúdo de proteina dos extratos e r e s íd u o s ,  foi observado  

que houve um abaixamento d es te s  v a lo res  com o aumento do tempo de germ ina  

ção. Considerando apenas a cata lase  e x tra ív e l ,  ob servam os um considerável a 

baixamento na atividade durante os dois p r im e iro s  dias de germ inação e um 

aumento de atividade no te r c e ir o  dia, seguido de pequeno abaixamento no 49 

dia e estab il ização  até o 5? dia de germ inação .
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TAAALA I

DETARMINACÃC DA CATA LA3A AIA VAIlIAo FA3A3 DA Ga RMINA^AC DA 3A 

MEKTA3 DA PHASAOLUo AUAAU:

Tempo de
r o p  y y > i

V alores  de K. 1 Proteína total 
(gnamas) *

t

Atividade Anzimátlca  
(K/g de proteína)

iJLiX I i d y  ,J.W

(dias) Axtrato Resíduo Total Axtrato Aesiduo Axt rato U esiduo  '.Total 
I 1

0 6 1 , 5 1 , 2
"» r  r t
'3 £  9 t 0 ,  1 8 5

1
0 , 0 2 8

r . Q  fg
%J õ  Ó

1
1

4 2 , 8

Í
Í 3 7 5

-
8 1 3 , 7 8 4 , 7

1
A  <■' r  o
U  ,  o  ó  ù 0 , 0 4 8 2 5 1 7 7

1

j 3 2 8

2 4 2 , 5 J . 4 , 2 5  3 ,  7 0 , 3 2 2 0 , 0 7 2 132 a  9 7 i 3 2 9i

3 60 11, 7 71, 7 0,  332 0,  102 1 8 0 _ 14 2 9 4

4 4 2 ,  5 2, 9
j
45 , 4 0 ,  2 9 7 0 , 0 3 1 143 93 23S

5

. - -..................................... )

5 1 , 5 4 , 3  11 5 5 , 8

. . Í

0 , 3 5 0

1 . .

0 , 0 5 5

1
1

147
I
! 1

7 8 2 2 4
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Distribuição da cata lase  nos extratos  de sem en tes  ge£  

miradas de Phaseolus a u r e u s . A tabela II apresenta  os resu ltad os  da cen tr ifu 

gação diferencial de um homogenado de sem en tes  de Phaseo lus  aureus germ ina  

das . Foi realizada a determ inação da atividade da enzim a nas d iferentes fr a 

ções  e a atividade maior íoi encontrada na fração correspondente ao sobrena - 

dar.te de 80000 x g. Foi observado também  ap rec iáve l atividade de ca ta lase  - 

nas particulas que correspondem  provavelm ente a m ito cõ rd r ia s ,  em  com para - 

ção com aquelas consideradas c lo r o p la s to s .

TABELA II

DISTRIBUIÇÃO DA CATALASE MC5 EXTBATC 2 DE 3EKSNTES GERMINADAS 

DE PHASEOLUS AUREUS

F rações volume
(ml)

, 4 gastos
(ml)

v a lo res  
de T<T*

Proteínas  
tota is  (g)

1 Atividade enzim ática  
(K/g de proteína)

Sobrenadante 
de 2,000 x g.

47 0 ,9 9 . 400 3, 39 2772

Sobrenadante
de . 8000 x g 40 0 , 8 8 . 800 2, 08 4229

11 Partículas  
grardes" 6 2 ,7 108 0, 154 701

Sobrenadante - 6 0 ,8 7. 700 1 , 15: f747de 80000 x g o d

J'Partícula3  
pequenas 1 5

1 .
i , 0 950 0 , 462 2053

. . 3.- A atividade e e x p ressa  em  term o s  de velocidade constante de 1 . or 
dem. ' ~
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A tabela III apresenta o fracionam ento do sobrenadan - 

te de 80000 & g com sulfato de am ónio. A m aior atividade da enzim a fo i  

observada na F r a ção 3A II , ~;ue corresponde a saturação entre 30 a 40% com  

sulfato de am ôrio.

TABELA III

?RANCICNAMENTC PC SCBRENADAMTE DE 80000 x g com SA

F ra çõ es Volume
(ml)

:<Mn04
gastos

(ml'

V alores  
de K

Proteínas  
totais (g)

Atividade enzim ãtica  
(K/ g de proteína;

Jração C. A. I 10 2 ,3 400 0, 245 1889

Fração 3 A. II 10 0 ,3 4000 0, 308 12. 987

. ração 3. A III 10 2 ,8 120 0, 243 488

j ração S. A*. IV 10 2 ,8 120 0, 154 778

Fr aç ão 3. A . V 10 2 ,8 i20 0, 154 778

Jraçao S. A. VI * 10 3 ,0 - 0 , 03

* Fração sem  atividade para ca ta la se .
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. D I S C  f J S S ÃO

Os resu ltad os  apresentados ra tabela I m ostram  que hou 

ve um abaixamento dos v a lo r e s  re feren tes  a atividade da cata lase  com re la  

ção ao aumento do tempo de germ in ação . A ltschul et alii (17) observaram  - 

diminuição de atividade de ca ta lase  ex tra íve l durante a germ inação  de se  - 

m entes de algodão. No presente  trabalho foi observado um abaixamento de 

atividade de ca ta lase  total contida no extrato e res íduo . Cbservando ainda 

na tabela I, na coluna referen te  a ca ta lase  ex tra ív e l ,  vem os que houve dimi 

nuição da atividade da cata lase  de sem e n te s  não germ inadas até 2 dias de 

germ inação , apresentando um aumento re la tivo  no te r c e ir o  dia e estabilizan  

do do 49 dia em  diante. Altschul et alii (17) explicam  a ocorrên cia  da 

diminuição de atividade d esta  enzim a durante a germ inação , considerando - 

que na reação  catalizada pela ca ta la se ,  44% do total de en erg ia  l iv re  l ib e 

rada não e n ecessa r ia m en te  acoplada para uma reação  de oxido redução e 

pode ser  d issipada corno ca lo r .  Na reação  catalizada pela peroxidase tôda 

a energia  l iv re  é acoplada pela reação  de óxido redução, portanto potencial 

mente disponivel para funções que requerem  en erg ia . C on clu i-se  que um 

cresc im en to  rápido do tec id o , com  alta n ecess id ad e  de trabalho s e r ia  gover  

nada por um s is te m a  no qual a atividade da peroxidase d everia  predominar  

sôbre a atividade da ca ta la se .

Cs resu ltad os  apresentados nas Tabelas II e III re ferem  

se  ao estudo da lo ca lização  in tracelu lar  da ca ta la se .  Para entender o papel
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f is io ló g ico  de uma enzim a e sp e c íf ic a  na econom ia da ce lu la  ou organism o é 

n e c e ssá r io  conhecer o seu  ponto de ação. Utilizando o método de centrifuga  

ção d iferencia l cujos resu ltad os  estão  apresentados na tabela II, encontramos  

m aior atividade da enzim a na fração correspondente ao sobrenadante de 

80000 x g, o que s ign if ica  que a enzim a foi encontrada em  m aior quantida

de, nas condições de trabalho d e s c r i ta s ,  no sobrenadante correspondendo - 

portanto ã ca ta lase  chamada por Loew, ca ta lase  , citado por Altschul et 

alii (17).  Foi encontrada também  (Tabela II) grande atividade de cata lase  na 

fração correspondente a m itocõndria , com parativam ente com  aquela que cor  

responde a c lo r o p la s to s . D isto conclu im os que nas condições de trabalho a 

presentadas, a ca ta lase  e s tá  distribuída tanto no sobrenadante das p r e p a r a 

çõ es  com o nas frações  particu ladas, principalm ente m ito cõ n d r ia s . Goddard e 

Stafford (42) estudaram  a lo ca liza çã o  in tracelu lar  da cata lase  de plantas e 

concluíram  que e s ta  enzim a estava  loca lizad a  na fraçãc m itocondrial. Murphy 

e Maier (43) em  trabalhos m ais  r e cen tes  chegaram  aos m e sm o s  resu ltad os .
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C C N C L U 3 C E 3

1 - Foi observado um abaixamento na atividade da cata lase  total e varia  -

çõ es  na atividade da cata lase  ex tra íve l ,  de sem en tes  de Phaseolus au

reus com  o aumento do tempo de germ inação .

2 - Estudando a lo ca liza çã o  in tracelu lar  da c a ta la se ,  ob servam os que esta

enzim a e s tá  distribuida na fração considerada m itocondrial e no sobre ~ 

nadante da preparação.

3 - Foi rea lizad a  centrifugação fracionada com  sulfato de amónio no sob re-

nadante de 80000 x g da preparação e a m aior atividade da enzim a foi 

encontrada na fração que corresponde á  saturação entre 30 e 40%.

S U M Á R I O

Foi obtido pó acetônico de sem en tes  de Phaseolus

aureus não germ inadas e sem en tes  com  tem pos c r e sc e n te s  de germ inaçao,  

o qual foi utilizado com o fonte de en z im a . Nos extratos e res ídu os  obtidos 

por centrifugação foi determ inada a atividade da cata lase  pelo método mano 

m étr ico .  Foi observado diminuição na atividade total desta  enzim a com o

aumento do tem po de germ inação das sem en tes  estudadas e v a r ia çõ es  na

atividade da cata lase  ex tra ív e l .

O b teve-se  um homogenado de sem en tes  de Phaseolus
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aureus germ inadas durante 24 h oras ,  o qual foi utilizado com o fonte de en 

zim a. Foi rea lizada  uma centrifugação d iferencia l do homogenado e determi 

nada a atividade da enzim a nas d iferentes  fr a ç õ e s ,  utilizando o método per-  

m anganom étrico Foi encontrada m aior atividade de cata lase  no sobrenadan- 

te correspondente a centrifugação de 80000 x g. Ê ste  sobrenadante foi s u b 

metido a centrifugação fracionada com  sulfato de amõnio. A m aior atividade 

da enzim a foi encontrada na fração correspondente a 30-40% de saturação . 

Foi encontrada tam bém  grande atividade de cata lase  na fração considerada  

m itocondrial.
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