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RESUMO

O presente teabatho consistin na separagio das enzimas proteoliticas do Taiex
de dez variedades diferentes de Ficus carica 1. Todas as variedades estudadas sio
cultivadas na Califérnia (E.U.A). O método empregado foi o de carboximetil
celulose (CM-celulose).

O objetive principal do trabalho foi verificar se havia diferencas entre os
latices das diversas variedades de figo, no que diz respeito a nimero, quantidade
e propriedades de suas enzimas proteoliticas.

Difrencas quantitativas e qualitativas foram encontradas. As variedades
Kadota ¢ Calimyrna apresentaram-s¢, respectivamente, com 10 e 4 componentes
proteoliticos ativos. A porcentagem da atividade recuperada foi caleulada para
cada variedade, bem comeo a contribuicio porcentual de cada componente de uma
mesma variedade, com relagio i proteina total recuperada da coluna. A atividade
especifica foi caiculada, ¢ apresentou variagdo para o mesmo componente, nas
diversas variedades.

1 — INTRODUCAO

A ficina extraida do latex de diversas espécies do género Ficus (10)
¢ um principio ativo que age sobre proteinas. Embora sua atividade
proteolitica tenha sido utilizada por séculos e Walti (13) tenha crista-
lizado uma enzima proteolitica do tatex de figo, pouco se conhece sobre
suas propriedades quimicas, fisicas e enzimiticas. A literatura indica
que essa enzima do figo se assemelha muito & papaina com respeito a
especificidade do substrato, atividade de esterase, rea¢es de transpepti-
zacgio e ativacdo por agentes redutores (11}, Bernbard e Gutfreund (1),
Hammond e Gutfreund (2) e Liener (6} purificaram parcialmente a
ficina e estudaram suas propriedades.

(1) Parte dos trabalhos realizados na Universidade da California, Davis, E.U.A., para
obtenclio do titule “Master of Science” (M.S5.), em 1963. Recchido para publicagBe em 1z de
janeiro de 1063.
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Virios pesquisadores tém-se referido i presenca de mais de um
tomponente proteolitico na ficina. Nakao (8) demonstrou que as ati-
vidades da ficina sobre gelatina, peptona ¢ benzoilglicil-glicina foram
destruidas quando submetidas a diferentes tratamentos térmicos,  Pelas
técnicas de adsorgio e precipitacdo com  etanol, Krishnamurti e Su-
brahmanyan (3) conseguiram a separacdo parcial dos componentes do
latex de F. carica que hidrolisam a caseina e coagulam o leite, respecti-
vamente. Através de dados de variacio da atividade da ficina sébre
taseina com a variacio do pH. Whitaker (14) postulou a presenca de,
pelo menos, duas enzimas proteoliticas do latex de Ficus glabrata.
Messing e Van Ness (7) obtiveram trés componentes protecliticns ati-
vos do tatex de F, glabrata, usando a técnica de eletroforese de cortina.
Smith e Kimmel (11) demonstraram que preparagbes cristalinas de fi-
cina mostram-se heterogéneas quando submetidas & eletroforese.

Trabathos realizados por Whitaker, Kramer, Gupte e Sgarbieri
(12), nos laboratérios de enzimalogia da universidade da California,
em Davis, permitiram-lhes concluir (que o uso da cromatografia de
coluna em carboximetil celulose di os nelhores resultados no isola-
menco ¢ purificagio das enzimas proteoliticas do latex do fign.

O interésse pelo estudo das enzimas do figo se deve ao fato de ésse
material se ter revelado de grande valor em determinados setores da

inddstria ¢ nos Iaboratorios, coma agente hidrolisanie das proteinas.

2 — MATERIAIS 1¥ METODOS

2.1 — MATERIAIS

As dez variedades de Ficus carica 1.. utilizadas neste trabalho sio
classificadas em quatro grupos:

b) Tipo caprifigo. E o tipo mais primitivo de figo cultivado e se
caracteriza por apresentar fléres de pistilos curtos, adaptadas i ovipo-
sigdo da vespa (Blastophaga psenes Cav.).

Pertence a éste grupo a varicdade Stanford, com interior violeta ou
purpura e casca verde.

&) Tipo Smirna. Sé se desenvolve apés fertilizacio de suas flores
1), p p G
de pistilos longos e conseqitente desenvolvimento de sementes férteis.
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Pertence a éste grupo a variedade Calimyrna, com interior de cor
branca, dmbar ou ligeiramente avermelhada, e casca verde ou amarela.

¢) Tipo Sdo Pedro. Os frutos podem se desenvolver tanto par-
tenocarpicamente como através do processo de fertilizagao.

Pertence a éste grupo a variedade King, que apresenta polpa ver-
melha e casca verde.

d) Tipo comum, Os frutos se desenvolvem por partenocarpia,
tsto ¢, ndo necessitam de fertilizago.

Pertencem a éste grupo as seguintes variedades: Kodata e DBlan-
cuette, com polpa clara e casca verde; Adriatic, pele verde ou amarela
¢ polpa com virias tonalidades de vermelho: Beall, pele escura e polpa
branca ou ambar; Brown turkey e Black Mission. com pele escura ¢
polpa com varias tonalidades de vermelho.

Finalmente, a variedade Conadria, que resultou do cruzamento
entre Adriatic ¢ uma variedade califormiana do tipo . Caprifigo.

Os latices estudados dessas dez variedades de figo provieram de
trés regides diferentes da Califérnia. Os das variedades California
Brown Turkey, Calimyrna, Beall, King, Blanguette, Black Mission e
Stanford foram obtidos nos pomares da Universidade da California, em
Davis., O latex da variedade Kodata {01 obtido do pomar do Senhor
kd Scott, em Planada, California, e, finalmente, os das variedades
Adriatic e Conadria, da colegio de variedades que a Estacdo Experi-
mental de Riverside, em cooperagdo com o Departamento de Agricul-
tura dos Estados Unidos, mantém em Fresno,

Carboximetil celulose — A carboximetil celulose (CM-celulose)
usada neste estudo for preparada a partir de pd de celulose Whatman
{Baum — Knecht — Heimann Co., S3u Francisco), pela técnica de
Peterson e Sober (9). Antes da carboximetilagio, o material foi penéi-
rado, a fim de se obterem particulas de 80-100 «meshes». O material
final apresentava 0,49 meq. de grupos carboxilicos por grama de péso
SE8CO,

Substrato e ativadores — A caseina usada como substrato foi
Hammerstein Quality, obtida da Nutritional Biochemicals Corporation,
Cheveland 28, Ohio. O verseno (grau analitico), obtido da Eastman
Kodak Co.. Rochester 3, New York. e a cisteina — HCI, obtida da
Mann Research Laboratories. Inc., New York, foram usados como
substancias ativadoras na mistura reativa. '
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2.2 — METODOS

a) Preparagdo dos latices — Dara coletar o latex, quebram-se os
pedinculos dos frutos verdes, e o liquido leitoso é coletado em vasi-
lhame de vidro. fsse material ¢ levado ao laboratdrio dentro de uma
hora, e submetido a uma centrifugacio de 30.000 rpm (59.000 x g)a
0°C, durante 20 minuios, em uma ultracentrifuga Spinco. A goma ou
latex de cdr branca separa-se na parte superior. O liquido claro ama-

relado ¢ cuidadosamente removido dos tubos, congelado e armazenado
a 200C.

b) Preparagdo da resina e da coluna — Antes de ser usada, a CM-ce-
lulose foi lavada com cisteina — HCL 0.1 M. para remover todo e qual-
cuer excesso de dcido monocloroacético. Todas as vézes, depois de
usada, a resina foi lavada consecutivamente com hidrdxido de sédio
0.5 M. que continha 0.5 M de cloreto de sodio, com dgua deionizada
até eliminar completamente os fons Cl, com solucio tampio 0,1 M de
fosfato de sodio pH 7,00 e, finalmente, cinco vézes com solucio tampio
de fosfato de sddio 0.01 M pH 7.00 gue continha 012 N de cloreto
de sodio, A coluna (200 x 45,0 em) foi preenchida A temperatura am-
biente, em seguida transportada para cimara frigerifica (4°C) e la-
vada com 500 ml da solugdo tampdo de fosfato 0.01 M pH 700 com
0,12 M de cloreto de sddio.

¢) Adsor¢ido da enzima 3 CM-celulose — A CM-celulose era
equilibrada com uma solugio tampio que continha 001 M de 4cido
citrico e fosfato de sédio 0,02 M pH 4,90, priticamente como descrito
para a preparagio da coluna, substituindo-se apenas a solucio tampio.
A trés gramas dessa resina assim preparada e parcialmente séca por
filtragdo a vacuo, adicionaram-se 20 ml do latex e 100 ml da solucio
tampdo mista, acido citrico 001 M mais NaH, 1’0, 002 M pH 4,90.
Apds 5§ minutos, filtrava-se através de um pequeno funil de Buchner.
A resina era lavada mais seis vézes com 100 ml da solugdo tampdo,
Nos filtrados provenientes dessas lavagens eram determinadas as pro-
teinas e a atividade enzimitica nio adsorvida. Esse tratamento elimina
cérca de 60-709% do material que absorve no comprimento de onda de

280 my e somente 2-5% proteoliticas.
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A resina com as enzimas adsorvidas era imediatamente posta no
topo da coluna c iniciava-se a cromatografia. Fragoes de 10,0 ml eram
coletadas 2 velocidade de eluicdo de 1.5 ml/minuto. Todos os cromato-

gramas foram executados pelo menas em duplicata.

d) Concentragdo de proteina — A proteina nas amostras eluidas
da coluna, bem como nas fracdes coletadas durante as lavagens dos
materiais ndo adsorvidos, para todos os cromatogramas, foi determinada

pela leitura da absorgdo a 280 my em um espectrofotometro Beckman Du.

-

¢) Concentragio de proteina —— A\ proteina nas amostras eluidas
terminada pela digestdo da caseina a 2% que foi preparada com solo-
¢io tampio de fosfato de sédio 0.1 M, dH 7.60, aquecendo-se em banho
de dgua fervente cérca de 15 minutos. O pH final dessa solugdo com
2¢ de caseina era 7.2, sendo estavel por uma semana quando armaze-
nada em refrigerador, Em cada tubo de ensaio colocavam-se 1.0 mi
de solugdo de caseina 2%, 0.3 ml de solugiio tampdo de fosfato de sddio
1.00 M pH 700, 0.5 ml de hidroxido de sadio 0,05 N, 0.1 ml de cisteina
— HC1 025 M e 0.1 ml de verseno .23 M. A quantidade de tampao
adicionada era suficiente para haixar o pH da mistura até 700, A mis-
tura era assim preparada imediatamente antes de ser usada a fim de
evitar a oxidaciv da cisteina e, em seguida, cquilibrada a 35°C num
hanho de temperatura controlada. Apods aquilibrio (10-13 minutos).
0,05 mi da solugio de enzima era adicionada a cada um dos tubos de
ensaio que continha a mistura reativa, em intervalos de 30 segundos.
As reaces eram interceptadas apds o tempo de incubagdo desejado. adi-
cionando-se 3,0 ml de uma solucio de acido tricloroacético (TCA) a 5%.
O precipitado era agitado enérgicamente com um bastonete de vidro e,
em seguida, os tubos permaneciam pelo menos uma hora 4 temperatura
ambiente antes de centrifuga-los. A centrifugacio era feita numa cen-
trifuga Internacional, modélo clinico, durante 10-15 minutos, a 2.000 rpm.
O liquido claro sobrenadante, soluvel em (TCA). era removido e a
densidade 6tica da solugdo determinada a 280 my. em um espectrofoto-
metro Beckman Du. A atividade especifica fol expressa em térmos de
variacio da densidade dtica a 280 myp por minuto por ml da mistura

reativa, dividida pela densidade Otica a 280} mp por ml da amostra
original .
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3 — RESULTADOS EXPERIMENTAIS

A técnica usada no preparo da enzima para a coluna, isto ¢, adsor-
¢do em CM-celutose ao pH 4,90, eliminava, em média, 67% do material
que absorve a 280 my; contudo, somente 4,70, em média, da atividade
proteolitica nfo era adsorvida & CM-celulose a ésse pH.

A andlise dos cromatogramas mostra que os componentes [ e 2
eram eluidos em tampio de fosfato 0.01 M pH 700, v qual continha
uma concentragio (.12 N de cloreto de s6dio: os componentes 3. 4, 5
e 6 eram eluidos no mesmo tampio com apenas uma concentragido maior
de cloreto de sdédio, 0.17 N os componentes 7, 8 e 8 eram eluidos na
mesma solugdo tampdo de fosfato de sodio, que continha, porém, 0,23 N
de cloreto de sédio e, finalmente, o componente numero /0 so era eluida
quando se usava o mesmo tampio, porém com 050 N de cloreto de
sodio (figuras 1 a 3).

Essas condi¢bes foram estabelecidas como sendo as melhores para
o latex da variedade Kadota e todos os outros foram estudados sob as
mesmas condi¢des, para se estabelecer uma comparacdo entre va-
riedades,

Os dados mustram grandes variacdes qualitativas e quantitativas
entre as dez variedades estudadas. A mais complexa que se apresentou
foi a variedade Kadata, com dez componentes proteoliticos diferentes, e
as menos complexas foram as variedades Calimyrna e Blanquette, com
quatro componentes. As outras apresentaram niimero intermedidrio de
componentes (quadro 1).

O quadro 1 também mostra como os diferentes componentes para
as dez variedades estudadas foram eluidos da coluna.

Observa-se que os componentes 7 ¢ 8 da variedade Kadota foram
eluidos considerdvelmente depois que os mesmos componentes para as
outras variedades. Ao contrario, na variedade King os componentes
8 ¢ 8 foram eluidos antes.

Quantitativamente, pode-se também encontrar acentuadas diferen-
¢as entre 0s componentes de latices diferentes. As porcentagens de
atividade e proteina totais recuperadas da coluna para cada variedade,
bem como a atividade especifica de cada componente, podem ser ana-
lisadas no qudro 2.

Torna-se evidente, pelo exame dos cromatogramas (figuras 1 a 3
e quadro 2), que a maior porcentagem da atividade total foi eluida em
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sotugdo tampdo de fosiato de sodio 0,01 M. pH 7.00, ¢ 0.23 N de cho-
reto de sodio. O componente 0 tamhém representou sempre hoa por-
centagem (9-29.6%) da atividade total para todas as variedades, exceto
Stanford (4,77%). Beall (3,20%) e Calimvrna (0% ).

O componente 2 representa boa porcentagem da atividade total nas
variedades Conadria, Beall e Black Mission (15,20, 8,72%, 21.80% , res-
pectivamente) .

O componente § representa 40,106 da atividade total recuperada
na variedade Beall. A variedade Adriatic foi a dnica que apresentou
um dos componentes eluidos da coluna completamente inativo. Deve-se
notar que ésse componente foi eluido da coluna antes do ponto em «jue
o compomente / usualmente aparece (figura 33. Para todas as outras
variedades, os componentes eluidos foram enzimiticamente ativos.
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Freura 1, — Cromatografin dos latices de F. carica, variedades King, Calimyrna, Black
Mission ¢ Conadria, em colunas de CM -~ celulose (2,0 x 45,0 em) a 4°C, usando-se come
eluente solugbes tampbes de fosfato de sadio pH 7,00, contendo diferentes concentragies de
cloreto de sodio (0,12 N, 0,17 N, 0,23 N respectivamente) .  Absorciio a 280 mu (~——).
Atividade sobre caseina a 19, pH 7,00 ¢ 35¢C. (——).
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Frouna 2. - Cromatografia dos latices de F. carica, variedades California Brown Turkey,

Stanford, Beall ¢ Blanquette, em colunas de CM — celulose (2,0 x 45,0 cm) a 40C, usando-
se como eluente solugbes tampoes de fosfato de sddio pH 7,00 contendo diferentes concen-

tragdes de cloreto de sédio (0,12 N, 0,17 N, 0,23 N ¢ 050 N, respectivamente) .

Absor¢io a 280 mu ( ). Atividades sébre caseina a 19, pld 7,00 ¢ 35°C. {(——).
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Ficura 3. — Cromatografia dos latices de I, corica, varicdades Kudota e Adriatic,

em colunas de CM — celulose (2,0 x 450 em) a 4°C, usando-se como elvente so-
lugdes tampdes de fosfato de sédio pH 7,00, contendo diferentes concentragdes de

cloreto de sodio (0,12 N, 0,17 N, 0,23 N e 0,50 N, respectivamente) .
). Atividade sobre caseina 1%, pH 7,00 ¢ 35C,

280 mu (

Absorgio a
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4 — DISCUSSAQO DOS RESULTADOS £ CONCLUSOES

I muito provavel que os componentes obtidos por cromatografia
para vs diferentes latices ndo sejam homogéneos e possam sofrer puri-
ficaches posteriores,

Por recromatografia de cada um dos derx componentes de Ficus
carica variedade Kodata, Kramer (5) demonstrou que a separagio em
colunas de CAM-celulose. nas condigdes usadas nesse trabalho. nio for-
nece compunentes homogénens, passando-se o litex uma tnica vez
através da coluna; contudo, homogeneidade pode ser obtida por su-
cessivas recromatografias.

E tamhém admissivel que melhor separagio se pudesse conseguir
para as nove variedades, excetuando-se a Kadota, desde que as condi-
¢oes foram inicialmente ajustadas para cla ¢ que os resultados mostram
diferengas quantitativas e qualitativas entre variedades,

0O méximo numere de componentes isolado foi dez na variedade
Kadota. Das dez variedades estudadas, Calimyrna e Blanquette apre-
sentaram somente quatro componentes. Todas as outras apresentaram
um nimero intermedidrio de componentes proteoliticos .

Apesar dessas difeerncas gquanto ao namero de componentes, cada
componente isolade de cada variedade mostrou acentuada semelhanga
cromatografica com o mesmo componente de outras variedades.  sso
leva a postular que, muito provivelmente. em outras variedades de
F.carica, ainda nao estudadas. ndo serd encontrada nova enzima pro-
teolitica com diferente comportamento no gue diz respeito 4 croma-
tografia,

A discrepancia encontrada para a atividade especifica de certos
componentes para diferentes variedades pode ser explicada com base
em trés fatos: concentragio relativa dos componentes, presenga, no
mesmo pico, de mais de um componente com diferentes atividades
especificas, e diferencas no espaco de tempo. desde que as fracdes fo-
ram coletadas até a determinacio da atividade enzimatica.

A influéncia da concentracdo relativa na atividade especifica pode
ser verificada para o componente 10 (quadro 2). As variedades Stan-
ford e Beall. que tinham quantidades menores do componente 10, apre-
sentaram uma atividade especifica muito mais baixa do que as outras
para o mesmo componente. Em concentragio muito baixas. as enzimas
perdem atividade.




122 BRAGANTIA Vol 24, Neo 10

No caso dos componentes 7 e 8, que aparecem em (uantidades
aprecidveis para todas as variedades, a atividade especifica estd em hoa
concordancia, exceto para a King, em que o componente 8 foi aluido
antes do ponto de eluigiio para as outras variedades.

PPara os outros componentes, desde que representam em geral pe-
quena fracfo da atividade total, as diferengas em atividade especifica
devem ser atribuidas, principalmente. 4 superposigdo de outros com-
pomentes, bem coma as diferencas no tempo decorrido antes que a ati-
vidade fhsse determinada,

Desde gue as variedades estudadas pertencem & mesma espécie. ¢
os caracteres da genética classica, tais como nimero e forma dos cro-
maossomos, morfologia celular ¢ partenocarpia. nio explicam as diferen-
¢as encontradas na composicao enzimatica dos diferentes latices, deve-se
procurar a explicaciio para o fendmeno ao nivel da estrutura molecular,
ou seja, na dindmica quimica das macromoléculas ue constituem
0% genes.

Um estudo da moderna hiteratura sobre bioquimica ¢ genética fisio-
logica leva a concluir que os organismos vivos sdo, em grande parte.
um reflexo das enzimas gue contém ¢ gue as enzimas sdo, por sua vez,
uma manifestacio da atividade Jdos dcidos nucleicos das células. Todos
os bioquimicos tém-se familiarizado com a teoria que relaciona a se-
(iiéncia lnear dos amino-icidos em uma proteina, a determinada se-
quéncia de nucleotideos no DNA (4cido desoxiribonuclieico) e no RNA
(acido ribonucleico).

Fsta inter-relacdo tem sido referida na literatura como a hipotese
«um gene-uma enzima». Market ¢ Apella (15). citadas por Wroblewski.
com base nesta hipdtese. langaram a teoria de que um organismo homo-
zigoto sintetizaria moléculas idénticas para cada uma de suas protei-
nas, e isto seria verdadeiro para todas as células do organismo. Quanto
mais homozigoto um organismo, tanto mais homogéneo seriam suas
proteinas do ponto de vista molecular, e as formas multimoleculares de
uma mesma enzima produzida por organismos homozigotos seriam
lso-enzimas.

I possivel que as enzimas protenliticas encentradas nessas varie-
dades representam os produtos finais de uma seqiléncia de modifica-
¢Oes ocorridas na planta durante sua ontogenia,

[Jentre désses principios, poder-se-ia imaginar que a hiossintese de
cada um désses componentes fosse controlada por um gene diferente.
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Nesde (ue uma proteina ¢ sintetizada ¢ pode ser modificada. quanto a
suiL estrutura e funcio, sob a intluéncia do gendtipo e fatdres microeco-
logicos, ¢ razoavel admitir que algumas variedades possuem genes mais
adaptados e operantes para suas fungdes do que outras.

As grandes diferencas quantitativas encontradas para alguns com-
ponentes em certas variedades, somente podem ser interpretadas em
térmos de diferengas genotipicas, em cstreita interacio com os fatores
microecologicos.

PROTEOQLYTIC ENZIMES FROM SEVERAL VARIETIES OF
FICUS CARICH L.
SUMMARY

Tatex from 10 varieties of Ficws carica were fractionated by column-chro-
matography on CM-cellulose under the same conditions.

Both gualitative and quantitative differences were found among different
varieties. The percentage of activity recovered was calculated for all varieties as
well as the percentage of protein and activity that the different components cou-
tributed 1o the 1otal protein and activity recovered from the column.

The percentage of the total activity recovered from the column ranged
from 62.6% in Adriatic to 99% for the Reall variety.

The most complex latex in terms of proteolytic activity was from Kadots
which Lad 10 active components. In this variety component 2 accounted for 2.80%
of the total ativity while component 10 accounted for 29.6%. The specific acti-
vity of the components in this varicty ranged from 1.28% for component 1 to
7.52 for component 10.

The least complex latices were obtained from Calimyrna and Blanquette
which had 4 components each. In the Calimyrna latex component I accounted
for 4.30% of the total activity while component 6 accounted for 54.95%. Com-
ponent 10 was absent in Calimyrna latex., The specific activity of the components
from Calimyrna ranged from 1.3 for component 1 to 3.57 for component 7. The
latter was the only component that appeared in all the varieties studied,

In most of the latices component 7 and 8 accounted for a large amount
of the total activity, However component 6 composed 40.1(0¢% of the total acti-
vity in Beall and 54.95% of the total activity in Kodata.

Most of the components were chromatographically very similar for all the
different varieties.

The specific activity was the highest for compenent 10 in all varieties
studied except for Beall and Conadria. For these two varicties component 2 had
the highest specific activity.

Adriatic was the only variety studicd which had a large protein fraction
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(17.32% of the total} which wax ads

orbed 1o the resin but which had 16 engy-
matic activity.

Drespite the quantitative mul qualitative differences aniong
notice thal vo more than 10 components w
the same Tor all the latices studied .

vaneties one shouid
ere Ffoud and that these appear to he

An attempt was made to explain these  differcnces

on the basis of hoth
genetic and ccological factors.
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