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O presente trabalho visa a fornecer informações só

bre a caracterização do sistema enzimãtico presente em hepa
topãncreas de lagosta do género P an u-^.-í.^-UA White..

A reação enzimática desenvolveu-se pela adição de
1,0 ml do extraio bruto da 5,0 ml de hemoglobina bovina

(Sigma) a 1% ou caseína (segundo Hammarsten, E. Merck AG

Darmstadt) a 1%. A incubação ocorreu a 40~C durante sessen
ta minutos, finda a qual a reação foi parada com l, O ml de
acido tricloroacético a 40%. A leitura da absorbância a 750

nm em espectrofotometro Bausch & Lomb Spectronic 20 foi fei

ta apôs a reação com o Folin.

O intervalo de pH ôtimo encontrado inicialmente para
a reaçao ficou compreendido entre 7,5 e 9,0. Entretanto, após

o fracionamento por precipitação com sulfato de amónio a re
açao atingiu máxima atividade em pH 8,0.

A melhor temperatura para o desenvolvimento da rea
cão foi alcançada em 50 C com sessenta minutos âe incubação.

A quantidade de substrato escolhida foi 50 mg de ca
seína a 1% para 0,5 ml do extra to encerrando l mg de liofi
lizado em 3 ml de tampão com uma incubação a 50"C durante
sessenta minutos.

O sistema enzimãtico de hepatopãncreas de lagosta

submetido a 40 C foi ligeiramente ativado mesmo apôs âecor
ridos sessenta minutos. As f rações 20/40 e 40/60 exibiram
uma perda da ordem de 35 a 37% da atividaâe. depois de sessen
ta minutos a 50 C. Quando a temperatura foi âe 60 C com quin
ze minutos de aquecimento do extraio, a redução âa ativida
de original foi 77%,, em média.

^
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A fração 20/40 experimentou inibição da atividade
pela adição de cloreto de mercúrio (HgCl^), etilenoâiamino
tetracëtico (EDTA) .e tiossulfato de sódio (Na^S^O^ . 5 H^O)
a ImM. A fracao 40/60 foi ativada pelo acido ascõrbico
(CgHgOg) e bissulfito âe sódio (Na^S^O^) a l mM e inibida
pelo cloreto de mercúrio (HgCl^) , cloreto de ferro III
(FeCl^ . 6 H^O), etilenodiaminotetracético (EDTA), cloreto
de manganês (MnCl^ . 4 H^O), ácido cítrico (H^CçH^O^) e
2-mercaptoetanol (HSCH^CH^OH) a l mM.

u

O sistema enzimãtico presente em hepatopãncreas de
lagosta ao género Panu^/i-aá White exibiu atividade compara
vel aquela encontrada para três enzimas comerciais A, B e C,
embora com a concentração de proteína ainda muito elevada,
devido ao estado primário âe purificação em que o sistema
enzimãtico de hep atopãncre as se encontra, considerando ape
nas o fracionamento por precipitação com sulfato de amónio
 ^^0^.

Apôs a eluição do material em coluna âe gel Sephadex
G-100, a atividade proteolítica específica passa a assumir
um valor superior em 1,5 a 2,5 vezes aquele encontrado para
as pro te ase s come rei ai s. ?"
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The present research work is aimed at supplying

information about the characterization of the enzymatic

system in the hepatopancreas of lobsters of genus Pa.yiu^/t.u.^

White.
»

The enzymatic reaction was developed by adding 1.0

ml of the raw extract at 5.0 ml of bovine hemoglobin(Sigma)

at 1%. The incubation occurred at 40°C for sixty minutes , and
once it is finished, the reaction was stopped with 1.0 ml

of tricloroacetic acid at 40%. The absorbance reading at

750 nm in a Bausch & Lomb Spectronic 20 spectrophotometer

was taken after the reaction with the Folin phenolic

reagent.

The interval of optimum pH initially established

for the reaction ranged from 7.5 to 9.0. However, after the

fractionation by precipitation with ammonium sulphate the

reaction reached its maximum activity at pH 8.0.

The best temperature to the development of the

reaction was attained at 50^C during a sixty minute

in cu a.b at ion .

The chosen quantity of substrate was 50mg of caseine

at 1% for 0.5ml of the extract containing Img of lyophilized

in 3.0 ml of buffer with an incubation at 50 C for sixty
minutes.

The enzymatic system of the lobster's hepatopancreas

under a temperature of40Cwas slightly activated even after
sixty minutes had elapsed. The fractions 20/40 and 40/60

showed a loss of about 35 to.37% of activity after sixty

minutes at 50°C. When the temperature was 60 C with. a fifteen
minute heating of the extract there occurred an average
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reduction of 77%.

The 20/40 fraction underwent activity inhibition

through the addition of mercury chloride (HgCl^,), etilenodia

mino tetracetic acid (EDTA) and sodium tiosulphate' (Na^S^O-j.

5 H^O) at ImM. The fraction 40/60 was activated by sodium

tiosulphate (Na^S^O^ . 5 H^O), ascorbic acid (CgHgO ) and
sodium bisulphite(Na^S^Oc) at 1 mM and inhibited by mercury

chloride (HgCl^), iron chloride III (FeCl^ . 6 H^0),etilen^
diaminotetracetic(EDTA), manganese chloride(MnCl^ . 4 H^O),

citric acid (H CgH^O^) and 2-mercaptoethanol(HSCH^CH^OH) at
l mM.

The enzymatic system present in the hepatopancreas

of lobsters of genus Pan.u-^.-ÍA.u^ White displayed activity

comparable to the one found for three commercial enzymes A,

B and C, despite th..:- still very high protein concentration,

owing to the primary state of purification in which is the

enzymatic system of hepatopancreas/ only considering the

fractionation by precipitation with ammonium sulphate

(NH^^SO^.
After the material elution in a Sephadex G-100 colum

gel, the specific proteolytic activity assumes a superior

value ranging 1.5 to 2.5 times that found for the commercial

pro te ases.
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l - INTRODUÇÃO

As lagostas Pdnu.^.-c/tU-ó aftQiiii (Latreille) e Pa.nu-£-cA.u.4

í.a.ev-í.cau.da (Latreille) estão incluídas entre os principais

recursos pesqueiros ao Nordeste brasileiro, sendo uma impor

tante fonte âe divisas para o Estado do Ceara (FIGURA. l) .

A pesca âa lagosta consiste de uma atividade volta

da prioritariamente para a exportação, onde somente a carne

da cauda possui valor económico. Por esta razão, no momento

da captura, esses animais sáo descabeçados e seus cefalo

tórax lançados ao mar. Em consequência desta atitude de ca

rater pouco racional, substâncias tais como glucosamina e

seus cloriâratos, quitina, quitosana,astacina e enzimas pró

teolíticas (GONZALEZ, 1961) são desperdiçadas. Da mesma for

ma deixam de ser aproveitados produtos como farinha e só lu

vel proteico, obtidos a partir desta matéria-prima (BASTOS

et al., 1971) ou a própria carne, que poderia ser utilizada

na preparação.âe patê (OGAWA & PAULA^ 1971). A todos estes

prejuízos, soma-se ainda o fato de que os predadores • natu

rais da lagosta são atraídos por causa da grande disponibi

lidade âe alimentos.

No processo metabólico dos crustáceos, o hepatopãn

creas (FIGURA 2) desempenha papel central'," atuanâo como ar

mazenador âe glicogënio, gordura e cálcio. Nele estão cont^

das as enzimas responsáveis pelo metabolismo da purina, se

gregaçao dos ácidos biliares .e muitas outras reaçoes envo-L

vidas no metabolismo dos crustáceos(PASSANO,1960; VAN WEEL,

1974).

Muitos trabalhos têm indicado a presença e utiliza

cão de produtos e subprodutos de pescado para elaboração âe

substâncias de alto valor econõmico, entre as quais podem

l
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ser incluídas as enzimas proteolíticãs(CROSTON, 1960 e 1965;
DEVILLEZ & BUSCHLEN, 1967; GATES & TRAVIS, 1969; TOMAâEK et
al.,1970; ZWILLING et al.,1975; RIBAS, 1978; COHEN. et al.,
1981; MÜRAMATSÜ & MORITA, 1981; SIMPSON & HAARD, 1984).

No Brasil tem havido pouco erapenho no estudo para a
elaboração âe produtos nobres, apesar do grande potencial
existente. Amatéria-prima é exportada e, apôs processada ê,
em seguida, importada por preços exorbitantes. Outro fato è
essa matèria-prima ser processada em território nacional por
indústrias estrangeiras, resultando em baixo lucro para o
país produtor. Somente em 1985 o Brasil importou 204 tonela
das de enzimas, a un'i. custo de US$ 4,7 milhões, cujo destino
principal foi as indústrias alimentícia e farmacêutica (RE
VISTA BRASILEIRA DE TECNOLOGIA, 1988).

Os organismos marinhos são produtores âe enzimas pró
teolíticas,as quais, segundo a literatura, parecem ser mais
estáveis e de maior atividade do que ^ aquelas extraídas de
bovinos (.SIEBERT, 1958; PRAHL & NEURATH, 1966; BRADSHAW et
al.,1970; REECK & NEURA.TH, 1972 ; RIBAS, 1978; TITANI et al.,
1983; S IMP SON & HAARD, 1984).

A matéria-prima para extração âe proteases existe em
abundância no Nordeste brasileiro, podendo ser oriunda âe
subprodutos de pescado. No caso particular âe. hepatopãncreas
âe lagosta como fonte de proteases, sua produção somente em
Fortaleza-Cearã foi da ordem âe 266 toneladas durante o ano

de 1987, considerando que a.produção . âe caudas âe lagosta
foi estimada em 1.899 toneladas (CACEX - Banco do Brasil),
o que correspondeu a 3.798 toneladas de cefalotõrax, que re
presenta 2/3 do peso do animal. Isto pode significar perdas
de consideráveis quantidades desses compostos biológicos,
uma vez que o rendimento médio para obtenção do material
liofilizado, a partir do õrgão fresco^ pode atingir 3%. As^
sim, tomando esses dados como base, pode-se sugerir que qua
se 8 toneladas âe po liofilizado deixaram de ser produzidas
somente no período em questão.

Enzimas são proteínas mais especializadas, encontra

••^^

•l..'
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das nas células vivas, que possuem uma extraordinária ação
catalítica, muito superior aos catalisadores sintéticos. As
enzimas têm um alto grau de especificidade por seus substra
tos,aceleram reaçoes químicas específicas sem a formação de
produtos colaterais e funcionam em soluções aquosas diluídas
em condições muito suaves de temperatura e pH. Poucos cata
lisadores nao-biolõgicos exibem todas essas propriedades
(LEHNINGER, 1985).

As enzimas proteolíticas ou proteases hidrolisam a
molécula de proteína nas ligações peptídicas, resultando em
compostos de estruturas mais simples. Entre os exemplos clãs
sicos de enzimas pode-se mencionar a pepsina,tripsina e qui^
miotripsina, todas envolvidas no processo digestivo.

As enzimas proteolíticas são empregadas como auxi
liar nos produtos de panificação, no amaciamento de carnes,
no processo de clarificação de cervejas, como agente coagu
lante na manufatura de queijos, no enriquecimento de resí
duos alimentares, além de outras aplicações fora da indús^
tria de alimentos (SIMPSON & HAARD, 1984 a).

Na indústria âe panificação essas enzimas são de
grande valia, considerando que, em geraldo trigo possui uma
atividade proteolítica muito reduzida^ e a utilização de pró
teases serve para suplementar tal carência. A ativiâade da
enzima proteolítica é limitada ã proteína do glúten, que é
responsável pelas propriedade..... âe viscosidade e elasticidade
da farinha de trigo.

A aplicação de enzimas proteolíticas também tem sido
observada no amaciamento de carnes^ embora a distribuição
âe modo uniforme ainda se constitua em ura sério problema,
pois a excessiva açao da enzima pode transformar uma porção
de carne em uma massa pastosa indesejável. Entretanto, além
da importância comercial-, o uso de proteases no amaciamento
âe carnes também exerce um papel relevante quanto ao valor
nutricional. Sua ação é responsável pela hidrólise de um ou
mais componentes do tecido muscular, em particular o sarco
lema - membrs.na que envolve • as fibras musculares.
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Um grande numero de enzimas proteolíticas de origem
vegetal, animal e microbian.a funciona de modo eficiente no
amaciamento âe carnes. A atividaâe dessas enzimas tem sido
estudada química, histológica e sensorialmente e, embora em
graus diferentes, sempre é o sarcolema qiie é'hidrolisaâo.
Entre outras proteases a tripsina, papaína, bromelina, fiei
na e "Rhozyme P-11", obtido de fungos do grupo Mpí^g^íiu.^
^a.uu-6-o^yzae-, são citadas como importantes para tal fim
(MIYADA & TAPPEL, 1956).

•» Segundo STOF^Y & WAGNER (1986) , na célula microbia
na e do tecido animal a proteõlise desempenha um papel fun
damental em nume.rosos processos, entre os quais a ativaçao
âe enzimas, maturação.hormonal, funções âe lisossomos, for
mação de meinbranas, excreção proteica,diferenciação celular
e envelhecimento; entretanto, nos tecidos vegetais, a maio
ria das pesquisas tem se concentrado em explicar a função
das proteases na mobilização das proteínas de reserva.

Um serio problema enfrentado .pelas cervejarias é a
turvaçao ocasionada pela proliferação âe microrganismos in
fectantes e, ainda, como resultado âe reações químicas ocor
ridas entre substancias presentes na cerveja. Com o avanço
da moderna tecnologia, a turvação de ordem biológica foi el3_
minada^ porém aquela de carâter não biológico ainda é re_s
ponsãvel por grande parte aos problemas n& fabricação âe cer^
veja. Essa turvação é o resultado da combinação de polipe^
tídeos e moléculas de tanino com a formação de partículas
facilmente observadas. A utilização de enzimas proteolíticas
tem sido um sucesso na prevenção desse tipo âe turvaçao, uma
vez que, estas atuam sobre a molécula de proteína (.polipe£
tídeo), cujo tamanho, é consideravelmente maior ao que o da
molécula de tanino, resultando, em um agregado final de pró
porções mais reduzidas. Assim, o tempo para que o agregado
final alcance uma dimensão visível auraenl.arã e, consequente
mente, o aparecimento da turvaçao devera ocorrer âe forma
mais lenta. A papaína, pepsina, ficina^ bromelima, e as pró
teases bacterianas têm sido usadas na clarificação âe cerve
jas; entretanto, segundo o INFORMATIVO BRASCAN NORDESTE

<-?
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(1979), a papaína tem sido fornecida ao mercado/ praticamen
te sem concorrentes,considerando que a alternativa para sua
substituição seria a pepsina, que além de mais cara, ainda
apresenta a desvantagem de produzir um sabor amargo indese
jãvel no processamento de alimentos e na fabricação âe cer
vejas.

A renina, uma enzima proteolítica obtida comerciai
mente âe estômago âe bezerro, desempenha um papel importante
na produção de queijo. O primeiro passo deste processo en
vo-Lve a coagulação de leite pela renina, através de hidrôl^
se das ligações peptíâicas da caseína. O processo não é tão
simples como pode parecer a princípio,e muitas etapas estão
envolvidas. Embora outras proteases também sejam capazes de
provocar a coagulação do leite, esta obvio que a renina é
aquela que fornece o sistema mais eficiente e económico pa
ra a manufatura de queijo.

O uso de proteases para obtenção de hiârolisados
proteicos, com o objetivo de enriquecer resíduos alimenta
rés, tem contribuído de modo satisfatório para aumentar o
valor nutricional dos proüutos destinados ã alimentação do
homem e de outros animais. Os concentrados.proteicos de pés
caâo são.largamente aplicados em alimentos, no mundo intei
ro, por disporem de proteína animal abundante, barata e sem
contra-l-nâi cação.

Muitos produtos ricos em protefna de alto valor biq
lógico já se encontrau-i disponíveis no mercado consumidor.
Tais produtos são constituídos de proteínas de origem animal
e vegetal, previamente tratadas por exoproteases,resultando
na hidrólise das cadeias polipeptíâicas com liberação âe
peptídeos e aminoãcidos livres que são rapidamente assimila
dos pelo organismo. Esses produtos podem ser ministrados em
todas as faixas etárias para me3-horar o desenvolvimento da
atividade física e mental.

Alem da utilização na indústria alimeiití cia, as pro^
teases são amplamente empregadas na fabricação âe produtos
farmacêuticos, cosméticos e nos curtumes para limpeza e tra
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tamento de couros e peles.

A grande importância das enzimas proteolíticas, nas
mais diversas aplicações e, ainda, a utilização de uma fon
te barata e abundante são os argumentos básicos para justi
ficar a pesquisa em questão. Assim, o estudo das caracterís
ticas ao sistema enzimãtico presente em hepatopãncreas âe
lagosta do género Panu-^/t.u-A White, e a possibilidade de seu
aproveitamento para elaboração âe um produto nobre, incentí
varam a realização deste trabalho.

e
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O uso de enzimas proteolíticas no amaciamento âe car
nes tem registro ha 400 anos, quando os índios mexicanos en
volviam pedaços de carnes em folhas âe mamoeiro [Ca.^c.a.
pa.pa.ya.) , resultando em uma carne mais tenra, embora a expl^
cação para tal fenómeno fosse inteiramente desconhecida. Sq
mente a partir âa década de 50 a papaína, enzima proteolít^
ca encontrada no mamoeiro começou a ser industrializada e
comercializada nos Estados Unidos (ESKIN et al., 1971).

A aplicação industrial das enzimas proteolíticas é
muito vasta devido á grande importância que elas representam
em muitos processos para obtenção de produtos alimentícios e
farmacêuticos. Essas enzimas podem ser extraídas âe micror
ganismos, vegetais e animais.

As enzimas proteolíticas ou proteases, também chama
das de peptidases, são todas as enzimas envolvidas na cliva
gem de proteínas. Este grupo particular de enzimas está re
lacionado principalmente com a quebra das moléculas âe pró
teína por hidrólise de ligações peptíâicas (BENDER & KÉZDY,
1965). Se a hidrólise ocorrer no interior da molécula, elas
são chamadas de endopeptidases ou proteinases, as quais po
dem ser classificadas,de acordo com o sítio ativo envolvido
na catálise, em: proteinase serínica como a quimiotripsina,
tripsina, elastase e trombina;proteinase cisteínica como pa
paína,ficina e bromelina; proteinase acido aspãrtico e meta
loproteinase. Se a molécula de proteína for rompida na por
cão terminal, tais enzimas são chamadas âe exopeptidases. A
quelas específicas para oí. - NH^ - terminal são aminopeptida
sés(que removem unidades de aminoãcidos) ou dipeptidil pepti_
dases(que removem sequencialmente .dipeptídeos de proteínas
e peptídeos). As enzimas atuando na porção c< - COOH - ter^

te-
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minai são carboxipeptidases (.que removem unidades de aminoa
eidos) ou peptiâil dipeptiâase (que removem sequencialmente
âipeptídeos). Dipeptidases convertem dipeptídeos em aminoa
eidos, enquanto tripeptidases agem sobre tripeptídeos para
produzir um âipeptídeo e um aminoácido.

As proteinases endógenas participant de muitas fun
coes vitais na fisiologia do músculo âe animais vivos em es^
tado de latência, quando a energia gasta é unicamente para
a manutenção do metabolismo basal, de. forma idêntica ao que
acontece durante os processos âe crescimento e desenvolva
mento normais, regulando desse'modo, o "turnover" de protei^
na. Todavia, existem controvérsias sobre qual ou quais pró
teases desempenham a função mais importante nesse processo
e sobre o mecanismo pe.lo qual diferentes proteínas estão en
volvidas na transformação e transferencia que ocorrem nos
músculos. A atividade de proteinases no sistema muscular ê
âfetada por numerosos fatores tais como inibiâores endôge
nos, nutrição, idade cronolõgica, sistemas nervoso eendõcn
no e diferentes condições patológicas ao animal (ASGHAR &
BHATTI, 1987).

Um número substancial de produtos farmacêuticos e
bioquímicos podem ser derivados de tecidos e órgãos de pés
cado, entre os quais se encontram ácidos nucléicos, núcleo
sídeos, protaminas, insulina, cortisona, sais biliares e en
zimas proteolíticas (WINDSOR & BARLOW, 1981).

Está comprovado ha muito tempo que extratos aquosos
de vários tecidos animais como rim, fígado e baço exibem ati
viâade proteolítica, cuja responsável ê unia enzima intrace
lular denominada catepsina, que atua em proteínas ou em subs
tratos sintéticos âe proteinases bem definidas em pH acido
(TALLAN et al., 1952; DE LA HABA et al., 1959; WOJTOWICZ &
ODENSE, 1972).

MYCEK (1970) encontrou que as catepsinas A e B ex^
bem efeito proteolítico máximo.em valores de pH entre 4,0 -
- 5,0, ao passo que as catepsinas D e E são mais ativas na
faixa de pH compreendida entre 2,5 e 3,5. Dentre os tipos
conhecidos, a catepsina C, também chamada de dipeptiâil

f"
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'transferase, tem sido a mais extensivamente estudada.

HÜANG S. TAPPEL(1971) purificaram parcialmente as ca
tepsinas C e D e encontraram que a primeira aumenta a exten
são da proteõlise, começada pela catepsina D» De acordo com
as determinações de peso molecular aos produtos de digestão
é possível observar que a protease catepsina D inicia a hi_
drõlise da proteína produzindo fragmentos de peptÍdeos que
podem ser digeridos,em seguida,pela paptiâase catepsina C -
inativa contra moléculas de proteínas intatas.

e

Em tecidos frescos âe peixes marinhos pertencentes
a família dos gaâÍdeos, SIE3ERT (1958) constatou ativiâade
catéptica 10 vezes maior que aquela•detectada em músculo de
maiaíferos (rato, boi, porco ou coelho). Para o autor, não
existe nenhuma indicação da presença âe outras proteinases
com pH õtimo proximo da neutralidade.

A maior parte das informações disponíveis sobre en
zimas catèpticas tem sido obtida a partir de investigações
em órgãos como o pâncreas,rim e fígado, e some.nte pouca aten
cão tem sido dispensada para aquelas de origem muscular,tal_
vez pelo fato .dessas últimas exibirem uma ativiâade menor.
GRONINGER JR. (1964) purificou a proteinase de müsculo âe
a.1bacor a, T huinnu.^ a.^a£u.nga. a qual foi similar ã catepsina E.
As catepsinas de músculo tem sido purificadas de animais co
mo porco (PARRISH JR. & BAILEY, 1966), bovino (PARRISH JR.
& BAILEY, 1967) e galinha (MARTINS & WHITAKER, 1968). Em to
dos os casos essas catepsinas parecem ser similares ã categ^
sina D. ESKIN et al. (1971) e ASGHAR & EHATTI(1987) concor
dam que as proteinases endógenas desempenham um importante
papel durante o período pós-morte, na conversão ao músculo
em carne comestível.

TING et al. (1968) estudaram .as catepsinas presentes
em músculo de salmão Onc.o^kync.kiL^ t-í,h.a.wytí> íka. tendo encon
trado que em pH 3,7 a hidrólise da hemoglobina era máxima e
nos pHs 7,0 e 8,5 também observou-se. atividade catepsínica,
embora em menor grau.

Em músculo de camarão Pe.^ae.u.4 4e-t^áe-/LU-0 / EITENM.ILLER

•;^;
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(1974) detectou atividade enzimâtica característica de ca

tepsina D e ausência dos tipos A, B e C.

A catepsina âe músculo de bacalhau exibe indices ma
ximos de atividade em pH igual a 4,2 (WOJTOWICZ & ODENSE;
1970). SAKAI & MATSÜMOTO (1981) encontraram elevada ativida
de proteolítica com mãximo empH 3,1 e a designaram como
uma proteinase do tipo catepsina D, presente em músculo âe
lula OmmcUitn.apkii^ iitoa.nA. pa.c-í.á-í-c.itó.

<?
LEBLANC & GILL (1982) sugerem que as catepsinas D e

E são os maiores componentes proteolíticos encontrados em
músculo âe lula LO^QO pe.a.ie.^ e lUay. /L£-£e.ce.b^-o-ó UA , resçec
tivamente.

As proteinases presentes em músculo de doze espécies
de peixe foram investigadas por MAKINODAN & IKEDA (1969).
Dois tipos foram encontrados no material muscular analisado,
um com atividade em píl acido e outro na faixa alcalina. To
das as espécies estudadas exibiram atividaâe na faixa acida,
ao passo que proteinase alcalina foi detectada nos peixes
de músculo branco, exceto o bacalhau, enquanto que nos âe
músculo vermelho como T^iu-nnuÀ a.t&iu.nga., AU.XÍA ï.a.pe.^inoíioma.,
Scombe./t. ja.poyi^cu^ y SafLilinopí> me.ía.moiit-ic.ta, Sabota.
qiü.nqu.e.^ad^ctta., T n.achu.^u.é japonÁ.c.u^, a atividade foi muito
reduzida ou inexistente.

LIN et al.(1980) encontraram atividade de catepsina
D em tecido muscular e renal de corvina, cujas característi
cãs de tennoestabilidade foram consideradas razoáveis.

As enzimas proteolíticas do fluido sarcoplasmático
da pescada M&^£uacxu.ó p^-oáuc-ta-á foram estudadas porERICKSON
et al. (.1983) para determinar quais proteases poderiam estar
envolvidas com as alterações de textura associadas a esta
espécie, e os resultados foram comparados com aqueles obU
dos para o bacalhau Ga.du.í, ma.c.^oc.ípha.íu.^, um peixe de text^u
ra firipe. A pescada exibiu ativiâade enzimâtica similar ã
da catepsina B e a atividade de catepsina C foi superior á
ao bacalhau. Nos casos onde a aüividade enzi^iãtica foi maior
em uma espécie do que na outra, uma ou ambas as razoes podem
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estar implicadas: (a) um incremento no numero de lisossomos
presentes no tecido, ou (b) uma intensificação na fragilida;
de da membrana lisossomal, ambas aumentando as enzimas li
sossomais liberadas no fluido muscular.

Vários pesquisadores têm investigado a presença de
atividade proteolítica e sua extensão em organismos planeta
nicos,relacionanâo-a com processos metabólicos vitais, além
de observarem sua aplicação em produtos para consumo humano.

SAMAIN et al. (1977) verificaram ativiâade trÍptica
em zooplãncton. CORRÊA et al. (.s. â.) estudaram proteases âe
limo aquático Bia&to c.ia.cLie.tta. e.m&^-óon-c-í em relação ao ciclo
de vida, tendo encontrado ativiâade aminopeptidase presente
em todos os estágios, sem exibir grandes variações em seu
nível ao longo do tempo, e duas proteases caseinolíticas.
MAYZAUD & MAYZAÜD(1981) detectaram atividaâe de tripsina em
copépodos, embora nenhuma atividade quimiotríptica tenha si
do registrada. Aprotease acídica foi considerada como a mis
tura de catepsinas A e B, possivelmente.

OLALLA et al.(1978) purificaram proteases alcalinas
de larvas âe ^i.tzm^.a. &cttivi0i, e. HARA et al. (.1984) aquelas pré
sentes em rotífero B^-ac.^onu.A pt^.c.a.t'iiA.^, cujos pesos mole
calares foram considerados extremamente elevados quando com
parados com o peso molecular de muitas tripsinas de maiaÍfe
ros e enzimas trípticas de crustáceos.

Para HEAD & CONOVER(1983) a indução da enzima diges
tiva em Caía.nu-ó ^ypa/Lbo^e.u-ó parece ser um processo não espe
cífico. A alimentação estimula a síntese enzimática de modo
diferente de acordo com o estágio fisiológico do indivíduo.

A protease bacteriana do Bac^.-££u.4 ^u.b.t^í^í, foi uti
lizada para a solubilização do concentrado proteico de peixe
(FPC), que é tido como uma fonte de proteína de alto valor
biológico, eiubora esse produto, julgado altamente desnatura
do, possua propriedades funcionais consideradas pobres para
justificar sua incorporação em sistemas alimentícios, pois
além âe não ser prontamente solúvel ou âispersível, ainda
exibe propriedades insuficientes de hidratação e intumescën
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cia. A interaçao da enzima e do FPC, por adsorção, provoca
a solubilização da proteína insolúvel, e em seguida, a enzi
ma livre pode ser removida com pouca ou nenhuma diferença
na produção de proteína solúvel(ARCHER et al., 1973). O mes^
mo procedimento tem sido utilizado por BERTULLO (1986) usan
do uma exoprotease da levedura HanAe.nu-C.a montav^de.0 .

TENUTA-FILHO & ZUCAS (1987) sugerem que a proteína
do resíduo industrial de cefalotôrax de camarão é passível
de uso na alimentação animal e, inclusive, humana. Embora te
nhã sido considerada de boa qualidade sob o ponto de vista
nutricional,esta comprovado que o teor de aminoãcidos essen
ciais presente nessa proteína é mais baixo ao que aquele re
gistrado para a caseína e para a proteína padrão da FAO/OMS,
principalmente com respeito aos níveis âe triptofano e lisi
na.

A atividade proteolítica âe mais de cinquenta espe
cies âe invertebrados marinhos pertencentes a vários grupos

sistemáticos foi investigada por KOZLOVSKAYA & VASKOVSKY
(1970). Pêlos dados revelados poâe-se observar que as cias

sés Asteroidea, Crustácea, Polychaeta, Sipunculidea, Larica
ta e Cephalopoda exibem atividade proteolítica bastante
elevada, ao passo que outras classes possuem atividade in
significante. Bivalvia e Echinoiâea não apresentaram ativ^
dade. Entretanto, segundo MAUGLE et al.(1982 a), alguma ati
viâade pepsín^ca foi observada no molusco bivalve Ve.yie.A.u.p^
pk^t^pp^ncL^Liim, enquanto FIOLZMAN et al. (1982) evidenciaram
a presença de um zimogeno tipo tripsinogênio em ceco pilôn
co da estrela-do-mar . P^-óa.-ó/Éz^ oc.^.^a.ce.u-^ , similar ao encon

tro no pâncreas aos vertebrados. Em suco gástrico âe polvo,
MORISHITA (.1978) encontrou quatro componentes proteolíticos,
três dos quais com.propriedades semelhantes ã carboxipepti
dase A e o outro julgado uma proteinase tipo a quimiotrips^
na A.

TOGASAWA et al. (1959) fizeram a extraçao âa protei_
nase presente'em ceco pilorico de bonito, KO.ÍA uwonu.A píia.m-i'í>
e observaram que apôs o procedimento âe obtenção sob forma
cristalizada, a enzima apresentou ativiâade 2% maior, com
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atividade específica 24 vezes superior a da solução origi
nal.

CROSTON (1960) estudou enzimas trípticas em ceco pi
lórico de salmão OyiC.o^.hyvichix-fi t^hcLwy.tíickcL cujas caracterís
ticas são semelhantes â tripsina e quimiotripsina dos mamí
feros. Ambas são estabilizadas por íons de cálcio e inibidas
pelo inibidor de tripsina presente na soja; entretanto, as
enzimas âe peixe são inativaâas em soluções acidas,ao passo
que as de mamíferos são estáveis.

As enzimas encontradas em ceco pilôrico de salmão,
na maioria dos casos, são bastante semelhantes á tripsina e
quimiotripsina dos mamíferos com relação as características
físico-químicas e as propriedades funcionais, dentre as
quais estão incluídos os padrões de eluição,o comportamento
eletroforético e os efeitos do inibiâor de tripsina presente
na soja (CROSTON, 1965).

MURAKAMI & NODA (1981) encontraram três proteinases
alcalinas em ceco pilõrico de sardinha, todas pertencentes
ao grupo das proteases serínicas. Embora essas enzimas de
peixe possuaiïi propriedades comuns em relação á tripsina e
quimiotripsina de origem bovina, elas diferem quanto ao pH
ôtimo, pH de estabilidade, carga líquida e propriedades imu
no lógicas.

Para avaliar a estabilidade das proteases âe ceco
pilôrico e estômago de sardinha, NODA et al. (1982) utili
zaram cloreto de sódio com concentração varian.ao de O a 25%
e encontraram que as proteases alcalinas I, II e III foram
fortemente inibidas a proporção que maior quantidade de NaCl
era adicionada ao meio de reaçao.

PRAHL °. NEÜRATH (1966) investigaram as enzimas pan
creâticas do Sçua.^.u-ó ixca.n-íUaA e encontraram que provável
mente só existe quimiotripsinogënio entre os componentes ca
tiônicos, ao contrário de mamíferos, onde o tripsinogénio
ocorre na f ração aniônica e parece ter caráter mais acídico
do que básico. Embora de diferentes períodos evolutivos
BRADSHAW e^ al. (1970) também encontraram semelhanças signi^
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ficativas entre o tripsinogénio ao "dogfish" Squ.a.ÍLiÁ a.c.cLntkÁ.cUí

e aquele de origem bovina.

O intestino do peixe âe água doce EÍ-íop-£u.A 4 u.A.a.Íen^^.A

foi considerado uma fonte promissora de proteinase alcalina

com grande estabilidade entre pH 6,0 e 8,5, não sendo uma

enzima sulfidrila. Com um rendimento aproximado de 20%, ela

não requer ions metálicos para sua ativação e é inibida pe
lo inibidor de tripsina presente na soja (SÜNDARAM & SARMA,

1960) .

O tripsinogënio de origem pancreãtica do peixe pul_

manado PA.otopta^Lií, ae^^^op^cuA foi purificado e caracteriza

do por REECK & NEÜRATH (1972) quanto ao peso molecular, com

posição de aminoãcidos e compostos ativadores, cujos resul

tados possibilitaram afirmar que as propriedades funcionais

da tripsina dessa espécie de peixe e a de origem bovina são

semelhantes. Em pâncreas âe peixe Pa./LO.A-c-eu^u.-í a40-£u4 ,

YOSHINAKA et al.(1983) encontraram tripsina em forma ativa,

sendo os zimôgenos ativaâos autocataliticamente, ao nível

maxima, quando incubados em pH 8,0 a 4"C durante 4 dias na

presença de Ca"'.

A tripsina, quimiotripsina e elastase do pâncreas da

carpa [Cyp^nu.^ ca.^pÁ,o} têm peso molecular aproximado de

25.000 e a carboxipeptidase B, 34.000, não sendo estáveis em

pHs baixos, embora conservem suas atividades em pH neutro

na presença de Ca . Essas proteases possuem características

que revelam alto grau de semelhança cora as enzimas aos mami

feros, embora algumas diferenças tenham sido observadas
(COHEN et al., 1981). COHEN et al. (1981 a) citaram, dentre

outras, as seguintes diferenças: (l) a atividaâe catalítica
da tripsina e quimiotripsina sobre certos substratos ê ele

vada em comparação com as enzimas dos mamíferos,provavelmen

te resultante de alterações estruturais menos importantes

nas proximidades, do sítio catalítico; (2) a tripsina da car

pa interage com os sítios de ligações âa guimiotripsina de

vários inibidores, proprieaac'e que pode resultar de algumas

diferenças no sítio de ligação da tripsina; e (3) o padrão

de inibição das elastases âa carpa e âe porco parece ligej^
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ramente diferente.

JÕNÃS et al.(1983)classificaram as enzimas proteoU
ti cãs digestivas dos peixes S-C^UA.UA gian^, Hypopkth.ctím^^kthijÁ
mo^.^í/L^.x. e Cyp/t.^.nu.-ó .ca/t-p-ío como proteinases serínicas em
sua maioria.

As enzimas proteolíticas participam na utilização
das proteínas, consequentemente elas afetam diretamente o
crescimento de um organismo. Os processos digestivos em pe±
xes, são pouco conhecidos e isto pode ser uma das razoes pa
ra as dificuldades encontradas quando se trata da alimenta
cão âe pescado (DABROWSKI & GLOGOWSKI, 1977).

A atividaâe proteolítica dos extratos brutos de va
rios órgãos ao trato digestivo do peixe Ckctnoíi ckano^f divi
didos em dois grupos âe acordo com a dieta, foi investigada
por BENITEZ & TI RO (1982). Em airubos os grupos, alta ativiâa
de proteolítica ocorreu em ceco pilôrico, intestino e pan
areas, significante atividade no esofago, pouca no fígado e
nenhuma no õrgao epibranquial e estômagos cardíaco e pilõn
co. Atividade quiraiotríptica foi detectada em extï-atos âe
pâncreas, intestino e ceco pilõrico de ambos os grupos,, con
tudo atividade tríptica ocorreu somente no grupo âe peixes
alimentado com alga unicelular.

Um estudo das proteases de vários crustáceos decãpo
dos,separados âe acordo com o regime alimentar e desenvolvi
do por SATHER (1969) demonstrou que. os omnívoros Me.Í(Xpog^.ctp-óy4
me-AAoA- e P^.oca.mba/í-uA aLa.ftk^-i apresentaram maior ativiâade
proteolÍtica do que os carnívoros PodophtcLÍmu.^ vÁ.g-ií,
Panu.^/í.u.A Ja.pon-ccu.^ e Po^u.nuA 4a.nq'u^no-£&níu.-6 . Para HOFER
(1979) as proteases são as enzimas digestivas mais importan
tes, não somente nos animais carnívoros mas também nos omnx
voros e herbívoros. Seus estudos resultaram em uma contradi
cão, quando o peixe omnívoro Ru^-êu.A A.U^L^U-Ó alimentado com
uma ração com 13,6% âe componentes de origem animal aprese^
tou atividaâe 2 vezes maior que o carníyoro Sc.a.^cU.nlu.í,
zK.ijtkn.opktka.imu.i, , cuja dieta continha 45% âe componentes de
origem animal, partindo âa premissa âe que a ativiâade pró
teolítica é muito maior em peixes predatórios do que em es_ .
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pécies omnívoras (VONK apud HOFER, 1978).

MAUGLE et al.(1982)e5tuaaram as características das
enzimas digestivas de camarão Pe-nae-aA ja.pon.ccu-.í alimentado
com uma ração desidratada contendo 60% de proteína. Nos ex
tratos de hepatopâncreas não foi detectada atividaâe pepsí
nica, ao passo que uma estável atividade proteolítica foi
observada entre.pH 7,0 e 8,5.

O graiiâe interesse demonstrado por sistemas enzima
ticos presentes em organismos marinhos parece estar baseado
em dois aspectos fundamentais: (l) conhecer mais profuiiâa
mente a fisiologia e bioquímica da espécie, facilitando o
entendimento de sua biologia, e (.2) avaliar a viabilidade de
uma extração rentável com o objetivo de aplica-la nos mais
diversos ramos industriais.

As enzimas digesfcjvás dos crustáceos e outros inver
tebrados apresentam .muitas semelhanças quanâo comparadas com
aquelas dos vertebrados, exceto pela ausência de enzimas do
tipo pepsínica (VONK, 1960). Entretanto, muitos organismos
marinhos exibem elevada atividade proteolítica na faixa de
pH acido, quase sempre atribuída a uma enzima com caracterís^
ticas de catepsina. Embora de ocorrëncj •'• rauito rara, LEE et
al. (1980) indicaram a presença de significante atividade en
zimãtica, inclusive de pepsina em extrato de hepatopãncreas
âe camarão de âgua-doce McLC.^ob^.a.c.k^.u.m ^OA anba-íg^^. Uma enzi
ma digestiva com pH õtimo compreendido entre 1,8 e 2,3 tarn
bem foi encontrada em -peixe carnívoro S/c-£u.^.LLó gía.n^&. Esta
enzima foi considerada análoga a pepsina extraída de sist-e
mas digestivos de organismos superiores (.JÕNÃS et al., 1983).
NODA & MÜRAKAMI (1981) indicaram a presença de duas prote^
nases acidas isoladas do estômago da sardinha similares ã
pepsina aos mamíferos e â proteinases acidas de origem m^
crobiana em relação ã estrutura do sítio ativo, que possui
dois grupos carboxila, embora sejam distintas com respeito
ao número de propriedades moleculares e enzimãtica. Em hepa
fcopãncreas de polvo, OcíopuA vu.íga.^í, TAKAHASHI et cüi.
(1964 a) encontraram máxima atividade proteolÍtica em pH 2,5
e LEBLANC & GILL (1982) verificaram em duas espécies de lula
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pH- õtimos em 2,6 e 3,6 para J^i&x. ^££&ceò^o4u4 e Lot^go
p,.e.a£e^., respectivamente, que são indicativos de proteases
acidas.

Embora a tripsina, um importante membro das protea
sés serínicas, seja conhecida detalhadamente com relação a
sua estrutura e função, na verdade pouco se sabe sobre as
proteases dos invertebrados quando são comparaâas com as dos
vertebrados ou de bactérias. Em crustáceos decâpodos, um fe
nõmeno geralmente característico, é o da ocorrência da tri£
sina em múltiplas formas. Então, sua diferenciação é feita
através do estudo de propriedades eletroforêticas e imunolo
gicas, dificultando a analise da sequência de aminoãciâos
(TITANI et al., 1983) .

Segundo DEVILLEZ & BÜSCHLEN (.1967) , que estudaram as
enzimas digestivas trípticas em varias espécies âe crusta
ceos,o suco gástrico e a glândula digestiva da craca Sa.ícLnu.í>
yiULbÃ-iuL^ possui ativiâade em meio alcalino menor que a regis
trada para anfípodos,, isõpodos ou âecápodos. DEVILLEZ(1975)
mostrou que a maior ativiâade proteolítica do fluido diges
tivo da craca Baí.a.nuA nub^.^.LLó ficou limitada â faixa ácida,
com pH õtimo variando de 3,5 a 6,4 de acordo com o utiliza
ao (hemoglobina, azocaseína ou caseína) .

Dentre outras características encontradas para a
tripsina, GATES & TRA.VIS (1969) isolaram esta enzima de he
patopãncreas de camarão Pe.na.e.uA <í> aí-í-^ e-íu.-ó cujo peso molecu
lar é igual a 24.000, tem ponto isoelétrico acídico, não re
quer ions de cálcio (Ca ) para sua estabilidade, é resis
tente a autodigestao e experimenta inativaçao de forma irre
versível em pH inferior a 5,0. Além ao mais, a composição
provável âe aminoãcidos da molécula sugere algumas diferen
cãs em sua estrutura total, parecendo não haver indícios de
que"essa enzima possua a forma de zimõgeno.

BRÜN & WOJTOWICZ(1976) descobriram duas proteinases
em hepatopâncreas dos caranguejos Canc.e./t bo/t.e.a^á e C.
X.^LA.O/Í.O.ÍU.A com pH ótimos em 3,8 e 8,0 e peso molecular de
16.700.e 20.500, respectivamente. De acordo com TOMÃSEK et
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al. (1970) a protease isolada do trato digestivo do caran
guejo A.óíacu/í iaptoda.c.tyZiií, apresenta a mesma especificida
de da tripsina bovina, sendo inibida tanto por inibi dores
naturalmente presentes como por inibidores sintéticos. Mais
tarde ZWILLING et al. (1975) a identificaram como sendo uma

protease serinica.

ZWILLING et al. (1979) apontaram a presença de uma
carboxipeptidase no fluido digestivo do crustáceo Mta.c.ii.íi
^iuLV^a..t^..t^. Outros estudos empreendidos por ZWILLING ,et al.
(1981) revelaram uma enzima proteolítica âe baixo peso mole
cular (11.000) que pode pertencer a uma nova família. Essa
endopeptidase hidrolisa a caseína e outros substratos de pró
teína e peptídeo, sendo inativa sobre qualquer substrato es
pecífico para tripsina e quimiotripsina. A distribuição dês
sá proteína âe baixo peso molecular ainda é desconhecida em
outros invertebrados e, parece que nos animais vertebrados
ela esta completamente ausente.Efatretanto,PFLEIDERER et al.
(1967); DEVILLEZ & LAÜ(1969); DEVILLEZ & LAU(1970) e ARI4STRONG
& DEVILLEZ (1978) demosntraram a presença de uma protease
de baixo peso molecular em suco digestivo de outros crusta
ceos. Para DEVILLEZ & LAU (1969) essa enzima tem ampla espe
cificidade de endopeptidase com preferência por ligações
peptídicas de leucina. Segundo GATES & TRAVIS (1969) é pôs
sível que enzimas desse tipo também ocorram em camarão.

As enzimas proteolíticas digestivas têm sido exten
sivamente estudadas em crustáceos, especialmente os decãpq
dos.

TAKAHASHI et al. (1964) observaram rápida hidrólise
âe caseína pêlos extratos preparados a partir de hepatopãn
creas e intestino de lagosta Pa.n"..t^fi.u.^ ja.pon^c.u.í>, enquanto a
hidrólise nos de estômago foi muito lenta. O hepatopãncreas
dos cefalopodos e da lagosta P. ja.po^-cc.LLó exibiram atividade
enzimãtica muito mais significativa que a demonstrada em f.!_
gado de peixe (TAKAHASHI et al., 1964 a).

BROCKERI-IOFF et al. (1970) estudaram as enzimas di

gestivas âa lagosta tíomct/LU-ó üt.me.^.cc.a.nu.-í e encontraram duas

^
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proteinases com pH, õtimos em torno de 4,0 e 8,0 e com baixo
peso molecular, além de uma enzima do tipo tríptica com pH
õtimo de 7,9 a 8,1 e peso molecular de 25.000, estimado por
filtração ein gel Sephaâex G-100.

TRELLU & CECCALDI(1976) estudaram as enzimas proteq
Ixticas em músculo e hepatopâncreas de crustáceo decâpoâo
Pa-êae-mon í í^.n.a.tu.^ . SAKER et al. (1982) usaram,como fonte de
proteases, hepatopãncreas e, VIEIRA et al. (1985) investiga
ram a presença dessas enzimas em heraolinfa de jovens âa la
gosta Pa.nu.-t-i^.u.é ^a.av^c.CLLida, todos relacionan.do a atividade
enzimãtica com as alterações que ocorrem naturalmente duran
te os estágios ao ciclo âe muda.

Através âa determinação âa atividade enzimâtica tam
bem é possível se acompanhar processo de d.eterioração da pró
telna muscular. A atividade enzimâtica', . foi observaâa atra
vês do aumento do valor de tirosina por BALEM et al. (1970)
para acompanhar a decomposição em músculo dos crustáceos
M£/£a.p£n£te.u-4 ete.bb^.ng^ e Ca.-£-£-i.yi&cÍ&A 4ap-ídu.4 e dos moluscos
Tapu díCLi^^a.-tciQ Omna.^^Lípk^ (X^ab^.cu.A. FOLCO et al. (1984)
estudaram a açao das proteases de müsculo esquelético de cor
vina branca M'ic.^iopo QO n op&/LCU-£(X/í.^4 sobre as proteínas miofi
brilares e concluíram que possivelmente a protease I degra
da as cadeias de meromiosina pesada, componente do complexo
actomiosina, enquanto a protease II não afeta a actomiosina
sob as mesmas condições.



•^

3 - MATERIAL E MÉTODOS

.9 3.1 - Material
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Foi utilizado hepatopãncreas âe lagostas do género
Panu-tc/LU-ó White, capturadas na Costa de Fortaleza e obtidas
vivas junto ã Colónia âe Pescadores do Mucuripe, em Fortale
za-Cearâ.

Os hepatopãncreas foram removidos dos cefalotõrax
e, em seguida, macerados em graal âe porcelana e homogénea
zados em Potter (TRI-R STIR-R Modelo K 41) a aproximadamen
te 8.000 rpm por dois minutos a 4"C.

3.2 - P^pa^a^a^. ^ E2. cetoni co

^-

~y^.

Os hepatopãncreas homogeneizados foram suspensos em
acetona (-15 C) na proporção de 1:5 (p/V) e deixados em agi
tacão por uma hora. Apôs este período o material foi filtra
do a vácuo com auxílio âe um funil de Büchner e ressuspenso
em,acetona. Esta operação foi repetida duas vezes, quando a
acetona já não apresentava mais coloração ainarelada. Final_
mente, o material foi submetido ao tratamento com acetona e
éter etílico na proporção de 1:1 (V/V) a -15 C e, em segu^
âa, filtrado a vácuo. Todo o procedimento âe preparação do
po cetõnico foi realizado em câmara fria a 4^C.

O po cetõnico, assim preparado, foi deixado a tempe
ratura ambiente para possibilitar a evaporação do solvente,
sendo pesado, estocado em frasco de vidro e mantido a 4 C.

22
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A partir do pó cetõnico foi preparado um extrato na
proporção de 1:100 (p/V) em tampão fosfato 0,01M contendo
cloreto de sódio 0,1M pH 7,0, por homogeneização em Potter
durante um minuto a 5.000 rpm,, centrifugação(Centrífuga IEC
Modelo HT) a 20.000 x g por trinta minutos a 4°C e filtra
cão em papel Whatman 42.

o

O extraio assim obtido, denominado extrato bruto,foi

utilizado para determinação âe proteína e da atividade pró
teolítica.

"g=
.^

i?i«:
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3.4 - Fracionamento por precipitação com sulfato de amõnio

Ao extraio bruto de hepatopãncreas de lagosta foi
adicionado,, gradualmente, sulfato âe amónio - (NH^)^SO^ sõ
lido de modo a atingir 20% de saturação. O precipitado foi
removido por centrifugação a 20.000 x g por trinta minutos
a 4°C (Centrífuga IEC Modelo HT). O sobrenadante resultante
foi usado para as próximas precipitações com 40, 60, 80 e
100% de saturação com sulfato de amónio. Os ^precipitados ob
tidos foram suspensos em tampão fosfato 0,01M contendo cio
reto de sódio 0,1M pH 7,0 e dialisados contra agua destila
âa a 4 C, durante um período de tempo suficiente para que a
reação entre a agua e o hidróxido de bário apresentasse re
sultado negativo.

As f rações obtidas, denominadas 0/20, 20/40, 40/60,
60/80 e 80/100, foram suspensas em tarapão fosfato 0,01M con
tendo cloreto de sódio O,1M pH 7,0 sendo usadas para a de
terininação do teor de proteína e âa atividaâe proteolítica.

"-Tf

3.5 - Determinação de proteína
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No extrato bruto e nas fraçoes obtidas por fraciona
mento com sulfato de amónio o teor âe proteína foi determi
nado pelo método do microbiureto(GOA, 1953), usando-se como
padrão a albumina sérica bovina (Sigma) (FIGURA 3).

Nos ensaios posteriores ao fracionamento por prQCi
pitação com sulfato âe amónio a concentração de proteína foi
determinada pelo método do Folin (LOWRY e^ al., 1951) , usan
do como padrão a tirosina (Merck) (FIGURA 4).

Y^^
./*^.

3.6 - Determinação da atividade enzimatica

>»,

A atividade proteolítica foi definida como a capaci
dade de hiârolisar a caseína ou hemoglobina.

A reaçao enzimãtica, com 10 ml de volume final, de

senvolveu-se pela adição âe 1,0 ml do extraio bruto de hepa
topãncreas âe lagosta a 5,0 ml de hemoglobina (Sigma) a 1%
em solução tampão citrato ou caseína(segundo Hammarsten, E.
Merck AG Darmstadt) a 1% em solução tampão fosfato ou bora
to.

A incubação foi realizada ã temperatura de 40"C por
sessenta minutos em banho-maria (ünitemp - Fanem). Parou-se
a reação enzimâtica com a adição de 1^0 ml de acido triclo
roacético (TCA) a 40% (AINOUZ et al., 1972). Apôs trinta mi
nutos de repouso, a mistura foi filtrada em papel âe filtro
Whatman 42, sendo a ativiâade proteolítica estimada na fra
cão solúvel em TCA e quantificada pela leitura da absorbãn
cia a 750 nm em espectrofotõmetro (Bausch & Lomb modelo
Spectronic 20), depois da reaçao com o reagente fenõlico de
Folin - Ciocalteau (LOWRY et al., 1951). O branco âa reaçao
foi obtido pela adição do substrato apôs a colocação do TCA
a 40%. Todos os valores de absorbãncia dos brancos foram sub
traídos aos valores das amostras.

3.6.1 - Concentração ao substrato
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FIGURA 3 - Curva padrão âa albumina sérica bovina (Sigma)
pelo método do microbiureto (.GOA, 1953).

I



26

^.

.>

y,

^,..

•ssmnmFwsssassaii'sea 1

500

400 'í-

g

300
E
c A

o
U-)
t^.

< -200 S-
A

A
.100

10 20 30 40 50 60

pg tlroslna
^5

*,

FIGUI\A 4 - Curva padrão da tirosina (Merck) pelo método de
Folin (.LOWRY et al. , 1951).

..f..



27

<r'^.

j>

^

Para a determinação da concentração ideal de substra
to a. ser usada, for^m feitos ensaios com caseína(10 a 70 mg),
mantenâo-se o volume do extrato constante e igiial a 1-0 ml
preparado na proporção de l mg âe liofilizado para l,5 ml de
tampão fosfato O,01M contendo cloreto de sódio 0,1M pH 7,0.
A.reaçao procedeu-se ã temperatura de 4Q~'C por sessenta ma^
nutos.

Definidos cs valores âe tempo e temperatura, nova.
relação enzima-substrato foi determinada, usando-se um ex
trato cuja proporção era 0,5 g de liofilizaâo para l,5 ml de
tampão fosfato 0,01M contendo cloreto de sódio 0,1M pH 7,0.

3.6.2 - Efeito do pH

-«e:

^-

A determin.açao do pH õtimo ao sistema enzimãtico foi
estudada em extrato bruto de hepatopãncreas de lagosta na
proporção de 1:100 (p/V) usando-se tampão acido cítrico
0,1M - Na^HPO 0,2M nos pHs 2,6; 3,0; 3,6,- 4,0,- 4,6 e 5,0,
tampão KH^PO^O,1M - NaOH 0, 1M nos pHs 6,0; 6,5; 7,0 e 7,5
e tampão KC1 + H BO 0,5M-NaOH 0,5M nos pHs 8,0; 8,5; 9,0;
9,5 e 10,0, citados por DAWSON^et a^. (1969). Os substratos
(hemoglobina e caseína 1%) também.foram preparados nos mês
mos intervalos de pH, senão.que âe 2,6 a 5,0 o substrato em
pregado foi a hemoglobina e de 6,0 a 10,0, esta foi substi
tuída pela caseína.

Nas fraçoe'7' obtidas pelo f racionamento por precipi
tacão com sulfato de amónio onde maior ativiâade enzimàtica
foi registrada, outra curva de pH foi efetuada no intervalo
entre 6,0 e 10,0. Os extratos foram preparados pela dissolu
cão de l mg das frações liofilizadas em l,5 ml de tampão fos^
fato 0,01M contendo cloreto de sódio O,1M pH 7,0.

As condições de ensaio .obedeceram os mesmos padrões
dos anteriores.

•*•••..,
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3.6.3 - Efeito da temperatura e do tempo

.s

^-
•-Ï'».

A temperatura e o tempo âe reação foram estabelece
aos mediante a incubação do ensaio enzimâtico em temperatu
rãs de 40, 50, 55 e 60 C por trinta,sessenta, noventa e cen
to e vinte minutos.

Os extratos foram preparados na proporção âe 0,5 "13
de liofilizado para 1,5 ml de tampão fosfato 0,01M contendo
cloreto de sódio O,1M pH 7,0.

3.6.4 - Termoestabilidaâe

^

A estabilidade térmica do sistema enzimãtico foi ava

liada submetendo-se o extrato preparado com 0,5 mg de liofi
lizado em l, 5 ml âe tam-oao fosfato 0,01M contendo cloreto de
sódio 0,1M pH 7,0 a pré-incubação em temperatura de 40, 50
e 60°C durante quinze, trinta, quarenta e cinco e sessenta
minutos.Decorrido cada intervalo de tempo, o extrato era re
tirado ao banho-maria e nele úeterminaâa a atividaâe enzima
tica a 50"C por sessenta minutos.

Os resultados de atividaâe proteolítica específica
foram transformados em percentagem de atividaâe, consideran
do-se 100% a atividade do extrato não submetido ao aqueci

mento prévio.

3.6.5 - Ativadores/inibidores

:^.
O comportamento do sistema enzimãtico foi pesquisa

do no extraio de hepatopãncreas de lagosta: preparado com
0,5 mg de liofilizado em 1,5 ml âe tampão fosfato O,01M con
tendo cloreto .de sõdio O,1M pH 7,0, frente aos compostos:
cloreto de câlcio(CaCl^ . 2H^O), cloreto âe raercürio (MgCl^) ,
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cloreto de sõdio(NaCl), cloreto de ferro III (Fe Cl^.6H^O),
etilenodiaminotGtracôtico (EDTA), cloreto de manganês(Mn Cl^.
4H^O), tiossulfato âe sódio (Na^S^O^.5H^O), acido ascõrbico
(C H O ),,..âcido cítrico(H C H^O ),2-mercaptoetanol(HSCH^CH^OH)
e bios(~,ulfito de sódio (Na^S^Oc.) na concentração de l mM.

A reação enzimãtica sem a adição de qualquer reagen
te químico (controle) foi considerada 100%. A rean.ão ocorreu
a 50"'C por sessenta minutos.

"<y
A-;"~T°^.

y

3.7 ~ Unidar'.e de proteinase

A atividade proteolítica do sistema enzimâtico âe
hepatopãncreas foi definida arbitrariamente como unidade de
proteinasc (U.P.),sendo a quantidade âe produto da re ac ao en
zimãtica, nas condições especificadas (50"C e sessenta minu
tos), solúvel em TCA e equivalente a 50 ^.g de tirosina. Os
resultados desta atividade proteolítica foram expressos em
U.P./ml e a atividade proteolítica especificarem U.P./mg de
proteína.

^ 3.8 - Çromato grafia em S.ephade^í G-10^

.^-

A partir da fração 20/40 , obtida por precipitação do
extraio bruto com sulfato de amónio, foi preparado um extra
to na proporção âe 15 mg de liofilizado por ml de tampão fos^
fato O 01M contendo cloreto de sódio O , 1M pH 7, O ,, o qual foi
passado em coluna de gel de Sephadex G-100 (Pharmacia), me
dindo 2G x 1,7 cm. O puporte foi tratado eonform's'instrucoes
do fabricante (GEL FILTRATION) e as colunas foram equilibra
das e eluídas com o mesmo tampão. Todas as cromatografias
foram feitas a temperatura ambiente (ca 26"C)usando o fluxo.
âe 30 ml/h e os efluentes coletados em f rações de 3 ,0 ml,
com auxílio da bomba peristãltica (Pha.rmacia) graâuaó.a em

«.
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3,4 e coletor Beckman.

A eluição foi seguida pela medida de absorbãncia em
espectrofotõmetro (Varian série 634) a 280 nm.

Posteriormente, o teor âe proteína e a ativiâade
proteolítica foram determinados nos efluentes.

As massas moleculares foram estimadas usando-se a

formula de DETERMAN & MICHEL (1966),

Log M 5,941 - Q r 847 (Ve/Vo)

onde:

Vê = volume de e luiçao
Vo = volume de exclusão

3.9 - Comparação com enzimas comerciais

40

"K"
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A ativiâade proteolítica do sistema enzimático pré
sente em hepatopãncreas âe lagosta foi comparada com a âe
três proteases encontradas no mercado e denorninaâas A, B e
c.

O extraio âe hepatopãncreas de lagosta foi prepara
do na proporção 0,5 mg/ml, e os das proteases A e B com l
mg/ml e aquele âa C igual a 10 mg/ml (,põ liofilizaâo: raeio
de extraçao).

As proteases comerciais forar' previamente caracte
rizadas quanto aos seus parâmetros õtimos de reação, de mo
do semelhante ao que foi feito para o sistema enzinãtico de
hepatopãncreas.

A reação enz-l.mãtica foi procedida de forma idêntica
ao descrito no item 3.6.

í'

^íi
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4 - RESULTADOS E DISCUSSÃO
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4.1-- Hepatopãncreas/po cetõnico

0 hep atop an cré as localiza-se no cefalotorax, como as
demais vísceras, senão formado por um ou mais pares âe apên
dices glandulares. Esses divertículos digestivos nos decãpq
dos representam morfologicamente os pares de cecos anteriq
res, os qu^is estão presentes quase universalmente nos crus^
tãceos ein diversas formas e dimensões.

Segundo TRAVIS(1955) o hepatopãncreas atua na segre
gaçao das enzimas digestivas, absorção e transformação do
alimento, senão o maior deposito de estocagem das reservas
orgânicas e minerais e, consequentemente, o órgão mais im
portante sob o aspecto âe que a partir dele, tais reservas
são mobilizadas quando requeridas por outros tecidos.

O hepatopãncreas ë tipicamente uma glândula exõcr3_
na, com suas estruturas microscópicas completamente âistin
tas daquelas presentes no fígado aos animais vertebrados.
Entretanto,na realidade ele funciona como tal, tendo em vis^
ta que substâncias como glicogënio e gordura são armazena;
das em grandes quantidades era suas células, apesar âe que
no fígado não ha produção de enzimas digestivas, função de^
sempenhada pelo pâncreas. Assim, embora ainda muito polemica
a nomenclatura deste órgão, dois pontos parecem bera defina
dos: (a) o hepatopâncreas é uma glândula, e (b) encontra-se
situado proximo ao intestino médio estando conect£do direta^
mente a ele (VAN WELL, 1974).

O hepatopâncreas aos crustáceos tem sido extensiva
mente estudado com relação ã caracterização das enzimas di_

''••.... 31
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gestivas presentes. No caso particular das lagostas do gene

ro Panu.^/tU.4 White, o hepatopã.n.creas representa aproximada

mente 7% do peso do cefalotorax do animal.

O processo âe remoção da agua aos tecidos pelo tr^a

tamento com acetona é um método amplamente utilizado na pre^

paração de enzimas (KELLER et al., 1956; FOLK & SCHIERJVIER,
1965; PRAJIL & NEURATH. 1966; REECK & NEURATrI, 1972; BRUN &

WOJTOWICZ, 1976; MAYZAUD & MAYZAUD, 1981; HOLZMAN et al.,

1982; GRANT etal.,1983; VO et al.,1983; YOSI-IINAKA et al. ,

19ff3^ , porque esse procedimento n.ao resulta em perdas signi_

ficantes âa atividaâe proteolítica, alem de conservá-la por

uni longo período de tempo.

A preparação do po cetõnico a partir do hepatopan^
areas fresco foi estimado como senão da ordem de 20%, em me

dia.

4.2 - Fracionamento com sulfato de amónio

O processo de purificação através da adição gradual
de sulfato de araõnio tem sido amplamente utilizado para en

zimas proteolÍticas (SUNDARAJ\í. & SARMA, 1960; GRONTNGER JR.,

1964; GATES & TRAVIS,1969; MAKINODAN & IKEDA, 1969 b; HÜANG

& TAPPEL, 1971; BAUER & EITENMILLER, 1974; MURAKAMI & NODA,

1981; NODA & MÜRAKAMI, 1981; SAKER et al., 1982; JÕNÂS et

al.,1983; HARA et al., 1984; VIEIRA et al., 1985; SIQUEIRA,

1986). De um modo geral, o intervalo âe 20 a 80% de satura

cão com sulfato de amónio é aquele verificado com maior f re

qucncia para proteases de pescado, embora não seja rauito di_

ferente quando outros materiais são utilizados como fonte

de investigação (TALL^J*^ et al. , 1952' GREENBAÜM & FRUTON,
1957; KOLSZi^KA & MILLER, 1960; PARRISH JR. & BAILEY, 1966;

PARRISH JR. &BAILEY, 1967; MARTINS & WHITAKER, 1963; FRISCO

& VIEIRA, 1976; AINOUZ et al., 1981).

O primeiro passo para a purificação do sistema en

zimãtico foi o tratamento com sulfato de amónio solido. Es
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te sal foi sendo adicionado gradualmente e as frações de
20-40 e 40-60% de saturação foram aqueles que exibiram maior
atividaâe proteolítica específica (TABELA l, FIGURA 5). Vê
rifica-se que houve uma recuperação de cerca âe aproximada
mente 9,4 e 18,7% e uma purificação da ordem de 2,5 e 1,8
vezes, respectivamente nas frações 20/40 e 40/60(TABELA l).

SUNDARAM & SARMA(1960) submeteram a enzima presente
no intestino ao peixe EíA.op£u4 4> uA.a-.t&n4-t-& a cinco etapas de
purificação conseguindo uma purificação âa ordem de 200 vê
zes a uma recuperação de 21%, ao passo que a proteinase de
músculo de albacora foi purificada 2ÇO vezes com apenas 2,3%
de recuperação (GRONINGER JR., 1964). O f racionamento com
sulfato de amónio e acromatografia em coluna de Sephadex G-75
conferiram ao sistema enzimãtico de hepatopãncreas de cama
rao Pa.yia.dLLí, -óe.í^^e.^u.-ó uma purificação de 6,3 vezes com 47,9%
de recuperação e de 115 vezes com 43% de recuperação para a
enzima alcalina âe músculo de carpa obtida do mesmo modo,

porém com a resina G-200 (MAKINODAN & IKEDA, 1969 a) . Quan
do a proteinase acida presente em müsculo de carpa foi tra
tada com sulfato âe amónio e acetona e eluída com Sephadex
G-200 sua purificação foi da ordem de 20<. vezes (IV^KINO DAN &
IKEDA, 1969 b). As enzimas digestivas de peixes de âiferen
te.s hábitos alimentares foram purificadas âe 5 a 8 vezes e
de 10 a 15 vezes quando tratadas com sulfato âe amónio e com
Sephadex G-100 e G-150, respectivamente(JÕNÃS e^ al.,1983).

4.3 - Efeito ao pjl

I

a.:

^;;

A influência do pH na ação catalítica das enzimas
tem sido extensivamente estudada, uma vez que sua ocorren

cia é verificada dentro de intervalos limitados de pH. De um
modo geral, cada reação enzimâtica exibe seu pH ôtimo; con
tudo, se a mesma enzima atua em diferentes substratos, o va
lor ôtimo de pH pode variar em cada caso. Assim, de acordo
corn KELVIN (1963) uma carboiârase requer âifereiTites pHs õti_
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FIGURA. 5 - Ativiâade proteolítica específica do sistema e^
zimàtico presente em hepatcpâncreas de lagosta do
género Panu^/tLi-ó White, em função do seu tratamen^
to com sulfato de amónio.
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mos para os.vários açúcares sobre os quais ela atua, enquan
to a pepsina possui somente unia faixa muito limitada de pH
variando entre 1,5 e 2,5., âependen.do ao substrato proteico.

Segundo LEHNINGER (1985) as enzimas possuem um pH
õtimo característico, no qual sua ativiâade catalítica é ma.
xima. As curvas âe variação da atividade enzimãtica em dife
rentes valores âe pH, refletem o pH no qual importantes gru
pôs doadores ou receptores de protons no sítio catalítico
estão no seu estado de ionização adequados. Como tais inter
valos de variação ocorreni âe maneira muito limitada, estu
dos com sistemas biológicos somente são possíveis quando se
mantém wo. controle rígido ao pH do meio.

A classificação das e'~r?:imcis proteolíticas digestx
vás dos invertebrados tem sido frequentemente baseada nos
estudos de pli ôtimo utilizando como matéria-prima extratos
brutos de tecidos do trato digestivo. Entretanto, tal dado
fornece pouca informação sobre a natureza aos componentes
proteolífcicos envolvidos na digestão das proteínas, visto
que as proteases experimentam uma distribuição universal
nas células vivas e o pH otimo, isoladamente, constitui-->e
em um fraco critério de classificação.

A primeira tentativa para caracterizar a especif^
cidade das proteases em crustáceos foi feita por SHINODA
(1928), que encontrou três enzimas em ÂA-Íac-uA mac/LO d(xcít/-£u.ó ,
as quais foram separadas em relação ao seu pH õtimo(HUGGINS
& MÜNDAY, 1968).

A atividade proteolítica do sistema enzimãtico âe he
patopãncreas foi âeterminaâa em uma faixa âe pH que variou
de 2,6 a 10,0. Na faixa acida, usanâo-se a hemoglobina a 1%
como substrato, foi verificado um valor máximo em pH 3/6,
correspondendo a aproximadamente 30% da ativJ.daâe registra^
da na faixa alcalina, quando o substrato foi a caseína a 1%,
onde a atividaâe máxima foi observada no intervalo âe pH com
preendiâo entre 7,5 e 9,0 (TABELA 2, FIGURA 6). O teor de
proteína no extrato bruto, determinado pelo método do micro
biureto (GOA, 1953), foi de 3,07 mg/ral.

No sistema enzim?tico fracionado por precipitação
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TABELA 2 - Variação da atividade proteolítica do sistema en
zimãtico âe hepatopãncreas de lagosta do género
Panu.£^^LL.ó White, em função do pH de reaçao.

.a

3^

•;ï"

9teS'
<-r.^!!--'

w%2'

pH âa re ac ao

<?

2,6
3,0

3,6
4,0
4,6
5,0
6,0

6,5
7,0
7,5
8,0

8,5
9,0
9,5

10,0

Atividade proteolítica

(U.P./ml)

7,47

9/37

12,60

11,44

7,70

9,80

31,51

33,84

35,59

39,09

40,26

40,26

39,68

31,51

21,01

Ativiâade proteoli

fica específica

(ü.P./mg de proteí
*

na )

2,43

3,05

4,11
3,73

2,51

3,19
10,26

11,02

11,59

12,73

13,11
13,11

12,92

10,26

6,84

Os dados referem-se ã extração de l g de pó cetõnico.
* A proteína foi d-.-terminada pelo método do microbiureto.

H,

'**'...
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FIGURA 6 —.Variação âa atividade proteolítica específica <3o
sistema enzimãtico presente em hepatopãncreas âa
lagosta do género Panu.LifLU.í Ku.i.ita no extraio bru
to, em fuiição ao pH de reação.
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com sulfato de amónio,foi procedida outra curva de pH cujos
valores variaram de 6,0 a 9,5. O pH ótimo foi,então, estabe
lecido como senão igual a 8,0 (TABELA 3, FIGURA 7) para as
fraçóes 20/40 e 40/60% obtidas pelo referido tratamento,, sen
do os teores de proteína, calculados pelo Folin (LOWRY et
al., 1951), iguais a 0,123mg/mg de liofilizado e 0,189mg/mg
de liofilizaâo^ respectivamente. Esses valores âe concentra
cão de proteína foram os mesmos para todas as determinaçóes
dos parâmetros de caracterização do sistema enzimãtico de he
paí-opancrsas de lagosta, exceto quando alguma referencia for
mencionada.

Diversas espécies âe peixe foram estudadas com rela
cão ás enziraas presentes no tecido muscular. A proteinase
isolada âe músculo âe albacora, Thu.nnu.í> a.ia-tayiga. (GRONINGER
JR., 1964) exibiu pH õtimo de 2,4 a 2,5. Em músculo de pei
xe das espécies Scomb&^i. j'apon^.c.u-o , Sa^cLcnop4 mítamoí>t^c.tcL,
Sc-.^oia. quliiqut^cLd^ata. o. Ga.áu-.í mcLc^oc.e.phatiL.& y MAKINODAN &
IKEDA (1969) não encontrarara ativiâade enzimãtica na faixa

alcalina, embora elevada atividaâe proteolítica tenha sido
observada no intervalo âe pH compreen.âiâo entre 2,6 e 3,5;
um pí-í õtimo em8,0 (MAKINODAN í4 IKEDA, 1969 a) e outro na

faixa entre 2,8 - 3,0 ]coram encontrados para os sistemas en
zimâticos isolados de músculo de carpa (M.aj<INODAN & IKEDA,
1969 b). No músculo esquelético de'corvina branca M/cc/í-opogon.
op£^c.uZa^-ó , BÜSCONI et al. (1984) encontraram duas protea
sés alcalinas, uma com pH ótimo igual a 8,5 e a outra 9 ,, l.

Um numero muito maior de estudos tem sido empreendi

do utilizando órgãos e fluidos digestivos âe peixe e crusta
ceos, além daqueles procedidos no tecido muscular.

Em ceco pilõrico de salmão, Onc.o^hync.hiL^ t&kawytíi cka
CROSTON (.1960) encontrou enâopeptiâases com pH õtimo de S,O
e SUNDARAM & SARI'IA (1960) purificaram enzima ao intestino do
peixe 'Êt/topíiii, & u.fLO.t(Ln.& ^& cujo píl âa máxima atividade foi
de 9,0 a 10,0. Para a protease extraj-da âe f •:. gado de cangu
lo Ba.-ít^.4íeó ua^u-^a., a ativiâade proteolítica máxima ocorreu
em pH 9,0 (SIQUEIRA,1986), entretanto em fígado âe Tka^a.gn.a.
ah a.^. c.0 g fLO.mm a., TAKAIIASHI et e^. (1964 u) encontraram enzimas
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FIGURA 7 - Variação da atividade proteolítica específica do
sistema enzimStico presente em hepatopãncreas de
lagosta do género Pa^u^^uÀ Wnite, submetido ao
f racionamento com sulfato de amónio no intervalo
de 20-40 (Â—A)'e 40-60 (A----A) de saturação,
em função ao pH de reaçao.
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com pH õtimo em 7,0. No pâncreas do peixe pulmonado
P/Loíopíe.A.u/í ac./ííi^op^c.uó DE HAEN & GERTLER (1974) encontra
ram um novo tipo âe protease serínica, denominada proelasta
se A. A . carpa comum, Cyp^na^ c.dA.p^.o e a carpa capim
Ctín.oph.a^yngodon ^áa.tia. exibiram atividade proteolítica raa
xima em pH 9,5 (DABROWSKI & GLOGOWSKI, 1977). Em extrato de
rim de corvina, uma protease com píl õtimo igual a 8,0 foi
observada por LIN et al.(1980). Segundo COHEN et al.(1981 a)
as proteinases serinicas ao pâncreas da carpa comum apresen
taram alto grau de s.irai lar idade com aquelas de' mamíferos.
Três proteinases alcalinas foram isoladas de ceco pilórico
de sardinha por MURAKAMI & NODA (.1981) , com pH otimo entre
10,0 e 11,0. BENITEZ & TIRO (.1982) encontraram ativiâaâe ir.ã
xima entre pH 7,0 e 7,6 em õrgaos digestivos aos peixes ali^
mentados com algas unicelulares e, outro pico entre 9,5 e
10,0 tanto para os peixes alimentados com algas unicelulares
quanto para aqueles cuja dieta foi â base de alga verde f i
lamentosa. De acordo com JÕNÂS et al. (1983), as enzimas di
gestivas da carpa Hypopktha.-im^c.ktky^ mo-^.-c-tA.-íx apresentaram
aumento dc at-ividade na faixa de pH entre 2,0 e. 6,0, segui
do por um plai-õ entre 7,0 e 8,0 e aumentando novamente em
pH superior a «,0. A atividade encontrada no intestino da
carpa cor"..?.m Ct/p-í-cnu-ó c.a.^p^o exibiu um incremento significa
tivo entre çtï 7,8 e 8,,4, embora em pH 11,5 ainda persistis^
se uma elevada atividade proteolitica. No peixe S-c-£u^.u.<&
g^.a.n^Á foi detectada máxima proteôlise entre píl 7,0 e 8,0.
Duas aminopeptidases da sardinha, Sc'.'id^viop^ m&iayi.o^tÂ.cta. fq
ram examinadas por VO et al. (..1983) e apresentaram ativiâa
de máxima entre pH 7 e 7,5.

Os órgãos e fluidos digestivos dos crustáceos são
fontes muito promissoras de substâncias de alto valor biolõ
gico como as enzimas proteolíticas que estão envolvidas no
processo de digestão desses animais. A lagosta Panuí.^.Au.-ó
yapon^cu-ó exibiu píï : õtimos distintos em 2,0-2,5; 8,5-9,0
e 11,5 no hepatopâncreas e 8,5-9,0, no intestino (.TAKAHASEl"
et al.:, 1964)..

*f

'rí'
•»
^

A encima estudada por GATES & TRAVIS (.1969) em hepa
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topâncreas de camarão Pefiae.u.-ó Ae-t^.áe.^u.^ apresentou máxima
hidrólise de caseína no intervalo compreendido entre 7,0 e
9,5, enquanto aquela do caranguejo Podopktka.Ímut^ \I^Q.ÍÍ ocor
réu em pH 6,0 (SATHER, 1969). ASAMARA(1973) encontrou em he
patopâncreas de camarão Tà.a.c.kijpe.na.&u.^ c.a.^\}^oí>t/t^& máxima
atividade em pH 8,4. TELFORD(1970) estudou enzimas âigesti
vás no hepatopâncreas dos crustáceos Ca./tce.^ Á.fi.h.otta.tu.^ e C.
boA.e.a^^A e BRUN & WOJTOWICZ (1976) afirmaram que a ativida
de específica registrada para a primeira espécie foi supe
rior» aquela em C. boA.e.a^ó . M?\UGLE et al. (1982)- indicaram
atividaâe proteolïtica em pH 7,0 a 8,5 em hepatopãncreas âe
camarão P&n<xe.u.-ó ja.pod-cc.u.-ó. Em hepatopãncreas de jovens da
lagosta Pa nu.-£-c/LU.-ó -£a&v^cau.dix, SAKER et al. (1982) encontraram
que a caseina era hidrolisada mais acentuaâamente nos pHs
7,0 e 9,0. KURAMATSU & KAKIÜCHI (1978) mostraram atividaâe

em pH 8,0 usando hepatopâncreas âe camarão Pa.^ciha.iÁ.po^.u.é
À^bogae.. GRANT et al.. (.1983) isolaram uma segunâa protease
serínica colagenolítica era hepatopâncreas de caranguejo Uca.
piLg-itaton.. A presença da protease I foi noticiada anterior
mente por EISEN & JEFFREY (.1969).

As proteinases digestivas dos caranguejos Po-t/Éu.nu^
t^Á.tLLb^LC.LLÍCLti.Lí,, P. ^cLngu.^.no te.n.tuLà e ChcL^ybd^ ja.poïiÁ.c.a ex^
biram estabilidade na atividade proteolltica na faixa de pH
âe 6,0 a 8,0 (GALGANI & NAGAYAMA, 1986).

Em suco gástrico âe O^cane.c.-tu v^n.^L^i>, DEVILLEZ
(1965) encontrou atividaâe caseinolïtica em pFIs 6, G e 7,5-
8,5 e DEVILLEZ & EUSCHLEN (1967) detectaram máxima ativida

de ein pH 4,0 em suco gástrico de craca, Ba.-ía.nu^ nu.b-í.^u.4 e,
pelo menos, x-m õtimo de pH acin-ia de 7,0 em isõpoda L^/LC.e.uA
sp. e aiifípoda Si/yiu.^ííía. sp. O pli õtimo âe hidrólise de he
moglobina foi 3,5, de azocaseina 6,0 e de caseína .6,5 em
fluido digestivo âe craca, 'Bata.yiu.^ nu.b^u.-ó (DEVILLEZ, 1975).
Entretanto, em suco gástrico de laqosta tíoma./í.u.A am&^.^c.a.nu.^
foi determinada atividade tipo tríptica em pH8 , O (BROCKERHOFF
et al., 1970). Usando a hemolinfa de indivíduos jovens da
lagosta- Panu.í.-í./í.u.^ £.<iív^c.a.u.d&, VIEIRA et al. (1985) encontra
ram maxima atividade proteolïtica nos pHs 7,0 e 9,0.

«

*.
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ZWILLING et al. (1979), mostraram qua a carboxipepti•

dase do fluido digestivo do crustáceo Â4.íacu4 ^tu.\) ^a.t^iÁ.&

exibiu pH òtimo em torno âe 6,5. Mais tarde, foi isolada uma

protease de baixo peso molecular (11.000) do mesmo carangue

jo por ZWILLING et al. (1981). Essa enzima foi facilmente

distinguida de proteínas contaminantes pelo seu baixo ponto

isoelétrico e tamanho reduzido. Entretanto, os autores dês

cartaram a possibilidade dessa protease ser um fragmento a

tivo de tripsina ou de carboxipeptiâase, com base nos resul

taaos de ensaios imunolõgicos, especificidade de clivagem e

sequência parcial de aminoácidos. A tripsina do crustáceo

A^-íac-u-ó ^tiiu Á.Ctt^i^, estudada por TITANI et al. (1983), apre

sentou características mais acíâicas que a âe origem bovi^

na,, resistência a autoâigestáo e desnaturação, de modo irre

versivel, quando em pH inferior a 3,0.

4.4 - Efeito âa concentração do substrato

^*-.

-^>

O efeito da variação da concentração ao substrato

[S j na velocidade inicial(V ) de uma reação enzimâtico, quan
do se mantém a concentração da enzima constante, e represen

taâo por uma hipérbole retangular. Assim,. em concentrações

muito baixas âe substrato a velocidade da reaçao ocorre âe

forma muito lenta; entretanto, ela aumentara com u^i aumento

na concentração âe substrato, ate um determinado limite,

quando então não haverá correspondência de.proporcionalidade

direta, ou seja, aumentos cada vez maiores na concentração

de substrato implicam era incrementos sempre menores na velo

cidade âe reaçao, atingindo um ponto além do qual haverá ape

nas acréscimos desprezíveis na velocidade de reação, não im

portando o quanto seja aumentada a concentração de substra^

to. A velocidaâe da reação aproximar-se-ã âe um platõ - ve^

locidaâe rriSxima (V.^,^^) , sem nunca atingi-lo de fato.

Embora seja difïcil estabelecer exatamente em que

concentração de substrato a velocidade máxima è atingida,
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devido a sua aproximação ocorrer muito lentamente, Michaelis
e Menten definiram uma constante, chamada K.,;, que ë útil pa
ra estabelecer a relação precisa entre a concentração de
substrato e a velocidade da reação enzimâtica.

" a

RICK(1965) encontrou que a concentração òtima âe ca
seina hidrolisaâa pela quimiotripsin-a foi de 4 mg/ml^ enquan
to que a hidrólise máxima âa hemoglobina ocorreu nas concen
trações de 6,7 mg/ml com tripsina(RICK,1965 a) e 1,6 mg/ml
com pepsina (RICK, 1965 b) . A atividade proteolítica maxima
foi® alcançada em suco proveniente do duodeno com 0,5 mg de
azocaseína por ml do extraio (CI-IARNEY & TOMARELLI, 1947).

Os valores relativos ao estudo ao efeito âa ,concen

tração do substrato sobre a ativiâade enzimãtica das frações
obtidas pelo tratamento com sulfato âe amónio nos intervalos
20-40 e 40-60% âe saturação, nas temperaturas de 40 e 50~C
durante sessenta minutos, estão apresentados na TABELA 4 e
FIGURA.S 8 e S, tendo revelado que em ambas as condições de
ensaio, a saturação do complexo enzima-substrato ocorreu
quando 50 mg de caseína reagiram com 0,5 ml do extraio pró
veniente da dissolução de l mg de liofilizaâo em 1,5 e 3,0
ml do tampão fosfato O,01 M contendo cloreto de sódio 0,1 M
pH 7,0, respectivamente para 40 e 50~'C de incubação durante
sessenta minutos.

Esse nível de saturação foi semelhante ao encontra
do por GRONINGER JR.(1954); -1AKINODAN & IKEDA (1969 a e b);
SAKER et al. (1982) e SIQUEIRA (1986). Entretanto, VIEIRA
et al. (1985) encontraram uma razão de 80 mq âe caseína para
protease de hemolinfa de lagosta.

s

-í

4.5 - Efeito da temperatura e ao tempo í.'

à

••í

^-; A natureza proteica das enzimas tem sido destacada
e é refletida na relação existente entre a temperatura e a
ativiâade enzimãtica. Ã medida que a temperatura se eleva,
a ativiâade enzimãtica aumenta a tal ponto que a velocidade ^^
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FIGURA 8 - Variação, da a.tivió.ade proteolítica específica do
sistema enzimãtico presente em hepatopãncreas âe
lagosta do género Pa.níí-£^^u.4'White,, submetido ao
f racionamento com sulfato de amónio no intervalo
de 20-40 (.A—A) e 40-60'à (A---^\) de saturação,
em função da concentração de substrato. A reaçao
enzimâtica foi realizada a 40°C por 60 minutos.

.

?'
:4:;

' ,*..

ft ^



^Sift
wW .

•.;,

.2

J^

.'• .

, v-
^

'^

«

•*-.

48

1»^Á

31 Ü
A

, 290

270

ro
c 250
<ü
.t-i

o
230

Q.

G)
210•o

^- —A- - - ---A- - - - --A--01

E A190

Q; A-
170

=3
^

A
/

150 /
/

o/

130 /

/
/

/
A/

110 /
J- /

/"c
/

/

40 60 7010 20 30 50

iEaas

mg de caseína
t,y£'£ÏSESSSSS£

FIGURA 9 - Variação âa atividade proteolítica específica do
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lagosta do género Panu.í^LLií, White, submetido ao
frãcionamento com sulfato de anonio no intervalo
de 20-40 (A—A.) e 40-60% (A-----A) de saturação,
em função da conceiitracao de gubstrato. A reaçao
enziraatïca foi realizada a 50 C por 60 minutos.
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, de reação é.aproximadamente o dobro para cada 10°C âe aumen
to da temperatura. A velocidade de uma reação química depen
âe da energia de. ativação, ou seja, da energia potencial a
ser adquirida pelas moléculas para que a reação se desenvol
va. Quando a energia de ativação é baixa, as moléculas f a
cilraente atingem o nível necessário, de modo que a reação
ocorre muito rapidamente. As enzimas,como catalisadores que
são, age;'; reduzindo a energia de ativaçao, permitindo assim,
que a reaçao se processe com mais rapidez.

De acordo com ESKIN eb al. (1971) a grande maioria
das enzimas exibe atividade õtima entre 30 e 40 C. A 45-50 C
as enzimas começam a experimentar o processo de desnaturação
e, em aproximadan-ieiits 50^C, ocorre inativaçao, devido as al
teraçóes sofridas pela porção proteica da enzima, a apoenzj^
ma, cuja exposição a elevadas temperaturas resulta no desdo
bramento da molécula e consequente perda âe especificidade.
Normalmente, a inativação térmica ocorre âe forma muito ra
piâa ein temperaturas superiores a 50"C.

A temperatura ôtima é frequentemente citada coiao uma
característica de uma dada enzima.Contudo, isoladamente não
é um critério satisfatório para a caracterização de enzimas
porque ê um valor variável. A temperatura õtima depc:ade do
tempo e ao pl-i e, deve ser aplicável somente para certas con
aiçoes.

A determinação ao tempo e temperatura õtimos âe rea
cão mostrou que a 50"C durante sessenta minutos o sistema
enzimático exibiu máxima atividade em arabas as f rações (TABtí
LAS 5 e 6, FIGÜF^.S 10 e 11), razão pela qual foram escolha
dos para os enzima bicos.

MAKINODÀN & IKEDA(i9ô9), investigando doze espécies
de pc":cado, mencionaram que para quatro horas âe reação a
temperatura õbima para as proteinases âe músculo^ abivas em
pH alcalino, -"oi considerada relativamente elevada, 60-65"C
em comparação com 45-50 C para as da faixa ácida. A prote^
nase alcalina (MAKINODAN & IKEDA, 1359 a) de músculo âe car
pa, Ci/p^yiu-í, ea/i.p-io âeinonsfcrou atividaâe máxima em cerca de
65 C quando a incubação ocorreu por duas horas e para aqu^e
la de caráter acÍdico, 50 C por uma hora foram os valores
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TABELA 5 - Variação da atividade proteolÍtica do sistema en
zimâtico de hepatopâncreas âe lagosta do género
PtXiiaí.-í./tu./ó Khite, submetido ao tratamento com sul
fato de amõnio no intervalo de 20-40% âe satura
cão, em função da temperatura e do tempo de en
...saio.

.9

*»

Tempo
o

(minutos)

o,
Temperatura ("C)

Ativiâade oroteolític.a

Ü.P./mg liofilizado
Específica

U.P./mg proteína

40

30

60

90

120

14,35

21,36

27,66

33,96

111/27

165,55

214,40

263,25

50

^

30

60

90

120

20,31

32,91

40,61

47,51

157,41

255,11
314,82

369,10

55

30

60

90

120

21,71

31,16

3G,76

4C,ül

168,27

241,54

284,97

.314,82

/-»"^
"'n

60

30

120

17,86

23,81

26,61

29,06

60

138,41
184,55

206,26

225,26.
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TABELA 6 - Variação da atividade proteolítica do sistema en

zimâtico de hepatopâncreas âe lagosta ao género
Pa.nu^.-t-^.u-ó White, submetido ao tratamento com sul
fato de amónio no intervalo âe 40-60% âe satura
cão, em função da temperatura e do tempo âe en^
saio.

„)

<.

Tempo
•e

(minutos)

o,
Temperatura ("C)

Atividade proteolítica

U.P./mg liofilizaâo
Específica

U.P./mg de proteína

40

30

60

90

120

15,75

23,46

29/76

34,66

83,36

124,11

157,45

183,39

•<h
ïyí,

30

60

90

120

24,16

34,31

44,81

48,31

50

55

127,81

181,53

237,10

255,63
«;

30

60

90

120

22,06

29,41

32,91

36,06

116,70
155,60

174,12

153,80

60

<t<

30

60

90

120

16,30

21,01
22.76

26,96

83,91

111,14
120,40

142,63.

"1-,



*g

» 52

^:

-^

^

^

^35r^S5SS"'7-'t-;-tSÏ^'"KS^SR!

A
/

/
^350 /

/
/

/
/

/
ro A/£=

/
'Ü /

300 /-M
/o

/
/ ,.â>Q.

/
/

S) /
'a /

A/
250CT> /

Ë /
/

/

Q. /
/

=Ï
v200 I-

y
/ ^

/
/ /

A' y/

150 i- /
/

y

v

100 j.
J-
T

so 60

SE'SS

90 120

s.i'a.iv..ssssase!ssaassssa!ssss3.ís.--'3sx.^3.

^-"!-:
<^

FIGURA 10 - Variação da ativiâade proteolítxca específica
do sistema, enzimático presente em hepatopancreas
de lagosta do género pa.nu^-í-^u.4 White, submetido
ao f racionamento com sulfato âe amónio no inte^
valo de 20-40% de saturação, em função âa temPê
ratura e do_teinpo de ensaio (.40 C v—V ;50°C
A----A ; 55°C 1—;À ;60oc T-----V J.
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FIGURA 11 - Variação da --tiviâade proteolítica específica
do sistema en^íimãtico presente em hepatopancreas
de lâ.gosts do .género Panu-^^uA White, submetido
ao fracionamento com sulfato de amónio no inter

valo de 40-ü0% de saturação, em runção da tempe
ratura e do tempo de ensaio (4ú C v•" v ;500C
A----A ; 55°C 'A—Â ;600C,V----W^
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õtirnos de temperatura e tempo (MAKI^ODAN & IKEDA, 1963 n).
Em músculo de corvina, íÃÁ.c.n.opúgon or"2.^cu.£a/fi-í.4 BUSCONI et al.
(1984) também encontraram .uma temperatura o'':; ima considerada
alta, 60 C,....ao passo que eia músculo de bacalliau, WOJTOWICZ
& ODENSE (1970) testemurú-iaram atividaâe enzimâtica máxima a

35 C durante uma hora de incubação. A temperatura âe 42 C
foi considerada aquela onde ocorreu maxima ativiâade do ex
trato de músculo de albacora, Thu-nniL^ ata.tu.n.ga. (GRONINGER
JR., 196 •'l), e de camarão P&nae.u.A À£^^e./LUA durante quatro ho
ral; âe incubação (EITENMILLER, 1974) .

ERICKSON et al. (1983) ressaltaram que em fluido sar

copiasipâtico de pescada Me^.^.u.cc^aA p/toáac^u-4, a temperatura
na qual máxima atividade è observada varia com o tempo de
incubaçSo, sendo 65 C por trinta minutos e caindo para 55 C
quando o tempo é âe sessenta, noventa e cento e vinte rainu
tos .

De acordo com TAKAHASHI et al.(1964 a;), as encimas

digestivas âa lula . ü^"ia.4/£:/t.£pne-ó ^ioa-nÁ. pa.c-í^c.LLí> experimen
taram maxima; atividaâe caseinolítica em 40 C quando o pH
foi igual a 2,5 e em 50"C a pH 6,0. Os extratos hepáticos
aos moiuccos cefalõpoâos .Se.p^.a e.Acu.-Êe.n/Éa. e Oc.topu.^ vu-ÍQa^^
apresentaram 30°C (pH 2,5) e 50-55°C (pH 6,0) como tempera
turas ôtimasy enquanto que para o molusco bivalve v&ne.A.u.p^
ph^i^pp^yia.^tu.m a maxima atividaâe enzimâtica foi observada
eiít 35 C a pH 6,0 (fL^ÜGLE et al., 1982 a).

As enzimas digestivas presentes em ceco piiõrico âe

salmão, Onco^hynchuLí, ï.^ha.iüy'Ucka.{CROSTOï!, -1960) exibiram ma
xima hidrólise d:- caseina em 49"C durante vinte minutos e

em 45°C as estudadas por MÜFAKÀMI & NODA(1981) em sardinha,
Sa.^d-ínop& m£-íla.nOÂ-'t^c.-éü!.. Eiiii fígado de várias espécies âe pei
xes, TAKAI-IASHI et al. í.1.964 a) afirmaram que a temperatura
otima ë geralmente âe 40-45°C em pH 2,5 e 50-55°C em pH 6,0
para três horas âe rezção de hidrólise de caseína, enquanto
que para fígado de cangulo, Ba^^-í-e-ó v e-íu^a., SIQUEIRA (1986)"'
encontrou máxima ativ.-'.dade proteolítica em 50 C durante ses_
senta minutos. Em estômago de sardinha, NODA & MURAKJ.MI (1981)
observaram máxima hidrólise âe hemoglobina a 55"C em ?H 4,0
e a 40°C em pH 2,0. A temperatura ôtima de 50-60°C foi aque
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'la descrita por BENITEZ & TIRO(1982) para os órgãos digesti.

vos do peixe Chayio^ c-ha.noí, alimentado com alga unicelular e
de 45-60~C para o grupo cuja dieta era a base âe alga verde
filamentosa.

A maxima hidrólise da caseína pêlos extratos de es

tõmago, intestino e hepatopâncreas da lagosta Pa.nu.-i'.-cAu.A
ja.pon^.c.u.Á ocorreu a 50-55"C e entre 40-45"C em pH 11,5 du

rante três horas de incubação (TAKAI-IASHI et a_l. , 1964). Dan
do continuidade aos estudos com essa espécie de lagosta

TAK^HASHI e_fc al. (1964 a) ratificaram a temperafcura de 50-
55 C para os pHs 2,5 e 9,0 e âe 40-45°C para pH 11,0 em ex
tratos de hepatopãncreas. SAKER et al.(1982) encontraram pa

ra jovens âa lagosta Panu-Ê^./í.u.-ó ^a.e.v^c.au.da. 50"C por sessenta
minutos como os parâmetros ôtimos de tempo e temperatura de
hidrólise da caseína.

Em suco gástrico do crustáceo O^cone.c.-Íe.á ü^-í.^^.-ó,
DEVILLEZ (.1965) observou máxima atividade caseinolÍtica a

49"C com vinte minutos de incubação. A temperatura ôtima
próxima a 50"C parece ser uma função do mëtodo de digestão
âa caseína, embora SIZER apud DEVILLEZ (1965) tenha consiâe
raâo que esse valor de temperatura é de pouca significância

na caracterização de uma enzima.

Estudos realizados cora enzimas proteolíticas de he
patopãncreas de camarão têm demonstrado que a hidrólise má
xima âa caseína ocorreu a 49°C em Pe.na.e.u.-ó ^e.-Í.t.áe.^u.-ó (GATES &
TRAVIS, 1969) e a 55"C com sessenta minutes de incubação em
T4.a.c.^í/pe.na&u.-6 C-U^-Ü^OÁÍ^-CA (ASAHARA, 1973) . As enzimas diges
tivas de Pzna.e.u.A japon^c.u.A (MAUGLE et al.,1982) e de Panixe.u-ó
fea/i-aí/iu/i.u.-ó (GALGANI et al. , 1984) apresentaram 40°C e 50 C,
respectivamente., como sendo as melhores temperaturas para

uma incubação de trinta minutos. Em ?afLOika.í.ipo^u.& 4^bog<x£,
MÜRAMATSÜ & KAKIÜCHI (1978) observaram atividaâe oroteolíti

ca máxima a 37"C com quinze minutos de incubação. Outros

crustáceos decãpoâos estudados por SATHER (1969) exibiram a

mesma temperatura ótima, mas para uma incubação âe quatro
horas.

MAYZAÜD& MAYZAUDC1981) e FIARA et al. (1984 a) invés
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tigaram as enzimas digestivas de coDépodo/Aca/t.-t-ca kud^oa.Lc.a,
Ean. y tarn o ^LCL hí^dman^ r O^.th.oncL &-im^t^^ , Podon sp. e rotlfero
B^ac/i^.onu.-ó piÁ.c.a.t^i^ e encontraram máxima atividaâe em 45 C
por.quarenta e cinco minutos e em 37"C por sessenta minutos,
respectivamente.

LIN et al. (1980), caracterizando as proteases de

origem muscular e renal de corvina com substratos marcaâos
,14_.

com isõtopo radioativo (-*C), observaram maxima ativiâade

das proteases alcalinas quando o ensaio enzimãtico era pró

cefiido em 45~'C por sessenta minutos e DRUCKER (1972) também
usando caseína raarc'da radioativc'.mente, encontrou atividade

proteolítica máxima em 37^'C quando a incubação ocorreu du
rante trinta minutos.

4.6 - Ter'T.oestabiliaade

^

^-

O efeito da temperatura sobre a atividade enzimàti

ca tem sido considerado de grande valia principalmente'por
dar condições de se avaliar o grau âe vulnerabiliâade de en
zimas quando submetidas ao calor. Esta importante caracte
rística tem sido referida como termoestabilidaâe.As enzimas

são usualmente inativadas pelo aquecimento a 70~C oi.1 mais ^

por poucos minutos. De um modo geral, um aumento na tempera

tura provoca acréscimo da ativiâade enzimatica ate atingir
um tempo onde a desnaturação ocorre.

A termoestabilidade do sistema enzimãtico (.TABELA 1,

FIGURAS 12 e 13) revelou que a 40 C há uma ativação enzima
tica mesmo apôs decorridos sessenta minutos âe incubação. As
fraçoes 20-40 e 40-60% âe saturação com sulfato âe amónio
exibiram uma perda da ordem âe 35 a 37% da atividade inicial

o
após sessenta minutos de exposição a 50''C,, ao passo que os
extratos subinetidos a 60~"C perderam, em media, 77% da ativ^
dade original com apenas quinze minutes de aquecimento. Es^
ta propriedade inerente ao sistema enzimãtico de hepatopãn
areas de lagosta confere uma 'certa margem de .segurança no
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-ŷ TABEL? 7 •- VariaçSo percentual da atividade proteo.lítica es
pecífica do sistema enzimS/'-'ico âe hepatopãncreas
âe lagosta do género Payiu.£/L/lLi..ó White, subir"'"tido
ao f racionamento com sulfz'"-o de amónio nos inter
.valos de 20-40 e 40-60% de saturação e p ré-in cuba
do a 40, 50 e 6 O°Cy em função do tempo.

M.

^

Fraçao

20/40 40/60
Tempo de

exposição

(minutos)

Ati v. proteolítica Ativ. proteolítica

15

30

45

60

o

15

32

45

60

.0

15

30

45

60

U.P./mg
liofili

7. a do

Espccífi
ca U. P. /

mg pro

te Í n a

% de ati

viâaâe

U.P./mg

lio f i li

z a do

Específi

ca U. P. /

mg pro

teína

ï de ati

vida de

o,Temperatura (UC)

40

33,51

33,51

;3,G4
39,64

39,19

298,53

298,53

307,26

307,26

303,77

100,0

100,0

102,9

102,9

,101,8

41,67

41,44

48/19

48,65

47,74

220,45

222,87

255,00

257,38

25?,62

100,0

101,1

115,7

116,8

.114,6

5^

38,51

33,56

29,50

27,70

^.^f f \i ^ •

298,53

260,13

228,70

214,74

19-'.79

100,0

87/1

76,6

71,9
64,9

ï

41,67
34

31,53

27,43
26, „

220,45

182,31

166,82

•145,37

139,42

100,0

82,7

75,7
65,9

63,2

60

^^.

38,51

9,46

9,01

7,21
6,53

298,53

73,32

69,83

55,87

50,63

100,0
24,6
23,4

18,7

17,0

41,67

9,01

', 76

6,31

5,63

220,45

47,67

35,75

33,36

29,79

100,0

21,6

IS, 2

15 , l

13,5

•A:-..,.

:m

"%;̂

'i
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FIGURA 12 - Variação percentual da atividade protsolítica
específica ao sistema enzimãtico presente em he
patopâncreüü, de lagosta' do género Panu.^-í./LU-.ó
White, subractido ao f racionamento cora sulfato
de amónio no intervalo de 20-40% de saturação
e pré-incubação a 40 (A—A), -50 ( A----A ) e
60°C ( "'—@), em função do te7-po.
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FIGURA 13 - Variação percentual da atividade proteolítica
especifica do sistema enzimâtico presente era he^
patopãncreas de lagosta do gêhero Panu.í^a.ó
White, submetido ao f racionamento com sulfato
âe amónio no intervalo de 40-60% de saturação
e prë-incubação a 40 ( A—A. ) , 50 ( A----A ) e
60°C ( e—@ ), em função ao tempo.
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decorrer da preparação e manuseio do extrato enzimãtico,sem
oferecer grandes riscos de inativaçao.

Nos extraias de músculo de carpa Cijp/i.^.niLí> c.a.fi.pÁ.o,
bruto e tratado com sulfato de amónio, MAKINODAN & IKEDA
(1969 a) mostraram que as proteinases ativas em pH alcalino
foram estáveis a 65"C por dez minutos,, embora a 70"C a per
da registrada no extrato bruto tenha sido da ordem âe 50%.
O extrato tratado com sulfato de aiaõnio sofreu redução de
30% na atividade quando aquecido a 60"C e aproximaâamente
«> ^^0_ _ , . ' _^- ~80% quando colocado a 65"C durante trinta minutos. A f ração

•eluida em Saphadex G-200 perdeu somente cerca de 20% da ati
v idade depois de submetida a 60"C por dez minutos e, mesmo
apôs sessenta minutos, a redução foi da ordem de 40%. Entre
tanto, a 65~C por .quarenta minutos e a 70"C por dez minutos,
a atividaâc foi quase complotamente perdida. De modo contra
rio, as proteinases ativas em pH acido parecem menos esta
veis ao calor, tendo experimentado inativaçao quase total
pelo aquecimento a 55"C durante dez minutos (I''I2'.KINODAN &
IKEDA, 1969 b).

Para avaliar a importância relativa das diferentes
proteases durante o processamento a quente,LIN et al. (1980)
encontraram que cerca âa n-.ücade da atividade da protease ãci
âa oriunda de extraias da müsculo e rim foi perdida quando

incubada a 60~"C por vinte minutos. De maneira curiosa,somen
te 15% âa atividaás da protease alcalina de .músculo foi per
âida, ao passo que para aquela de origem renaj. a perda foi
de 80%. A 70"C, a maior parte âa atividade âa protease acida
foi peráida, enquanto que a da protease alcalina de músculo
e rim ainda ficou com 27% e 12% da atividade inicial,respec
t i vãmente.

A atividade proteolítica remdnescente apôs a pré-in
cubação a 55 C foi da ordem de 65, 42 e 32% para as enzimas
alcalinas de ceco pilõrico de sardinha denominadas I, II e
Ill, respectivamente, depois de decorridos cinco minutos
(MURAKAMI ". NODA, 1981). Segundo JÕNÃS et al. (1983) os e n
saias realizados a 55 C indicaram que, apôs 14,6; 3,8 e 1,3
minutos de incubação, ha perda de 50% da atividade em S-í^u.^u.4
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gian^, Hypopktkctt.m-id.kï.hy^ mot^-t/tÃ.y. e Cijpn.Á.n^-í, ^a.fLp^.o, rés

pectivamente. Igual percentagem âe perda foi registrada quan

do a enzima de rotÍfero, 13^.a.c-k^onuL^ pt^c.Git>LtÁ.^ ,F-1 foi incu

bada a 45"C por duas horas, enquanto que para a F-II a tem

peratura de 40"C durante a.ez minutos foi suficiente para pró

mover o mesmo índice de inativaçao enzimâtica tendo corao re

ferëncia a ativiâaâe inicial (HARA et al., 1984). No inüsculo

esquelético âe corvina, tí^.c.^LOpogon opffAcu-êa./í.-c.A a atividade

registrada para a protease alcalina I a 37~'C foi somente 25%

âa«atividade observada a 60"C, ao passo que a protease II,

nessas condições, è completamente inativa (3USCONI et al,,

1934).

A enzima estudada em músculo de camarão P&na.&u.í

-ó£Í-í.á2-/;-U^ POr EITENMILLER (1974) foi completamente inativa

âa com dez minutos de exposição a 50~'C, senão, classificada

como termolãbil, vez que a perda de atividade ocorreu âe mo

do muito rápido em .temperaturas superiores aquela considera

da õtima. A enzima proteolítica encontrada em hepatopâncreas

de cagarão Pa.^aka.t^pofLLLé ^^bogo.e. por MÜRAKAMI & KAKIUCHI

(1978) perdeu quase 50% da sua atividade quando a incubação

ocorreu a 50"C, por quinze minutos.De modo contrario, o sis

tema enzimãtico do mesmo órgão âe jovens de lagosta PO.M.U.^/LU-Ó.

i.a.z^^.c.a.u-dc: foi estável as temperaturas de 40 e 50^C, tendo

perdido cerca âe 84% da ativiâade original somente quando

submetido a 60 C por sessenta minutos (SAKER et al., 1982).
Também muito estável ao calor foi a enzima estudada em hemo

linfa de lagosta por VIEIRA. et al. (1985) quê, mesmo depois

de sessenta minutos a 60 C, ainda apresentou 75% da ativida
de inicial.

l»s,ï

E^fe

*

4.7 - Ativadores/inibidores

A maioria das enzimas pode sofrer alteração em sua

atividaâe quando em contato coin certos reagentes químicos,

os quais podem ativar ou inibir a velocidade âe reaçao.
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Além da enzima e do substrato,outras substâncias po.

dem ser necessárias para a completa atividaâe enzimàtica.

Estas são denomina •"''a s cofs.tores e catalisam a reaçao de de
qradaçao da enzima, sendo classificada em dois grupos: as
coenzimas específicas, coinpostos orgânicos de baixo peso mq
lecular e estrutura complexa que, em geral, participara da
reação transportando âeterniinados grupos químicos; e os ati
vaâores, em geral íons inorgânicos que levam â formação ao
complexo ativado sem participarem da reaçao. Pertencem a es
te «.grupo, os cations; Na", K', Rb', Cs', Mg"',.Ca"', Zn"',

Cá , Cr3+, Cu2+, Mn2+, Fe2+, Co2+, Ni2+, Al3+ e NH^. O n^
mero atómico situado entre 11 e 50 leva s, crer que um dos
fatores que determinam a açao ativadora oCija o tamanho do
ion. 0 principal ãnion ë o cloreto e, a relação entre a ati^
vidade en.ï.imãtica e valência esta indicada, pelo fato âe que
somente os ions monovalentes são ativos. ions lipofilicos
carregados negativamente também ativam determinadas enzimas
cm reaçoes cora Kolèculas r^utras insolúveis em agua (BOBBIO
& BOBBIO, 1985).

A1.guns compostos denominados inibidores têm a capa
cidade de se combinar, de modo reversível, com determinadas

enzimas, inibindo sua açao. Estas podem ser inativaâas por
modificações irreversíveis em algum grupo funcional essen
ciai para atividade catalítica. Elas também podem ser inibi^
das reversivelmente de forma competitiva ou nao-competiti

va. Os inibidores competitivos^ geralmente de estrutura.se
melhante â ao substrato, competem reversivclmcnte coiri ele

pela ligação no sitio ativo, mas eles não são transformados
pela enzima. Os inibidores nao-competitivos ligam-se a a.l_
gum outro sitio da enzima livre ou do complexo enzima-subs^
trato; a açao deles não pode ser revertida pelo substrato
(LEHNINGER, 1935).

O comportamento do sistema enzimãtico presente em
hepatopâncreas de lagosta, frente a onze reagente s.químicos,
esta registrado na TABELA 8. Na fraçao 20-40%, o cloreto de
mercúrio (I-IgCl^,), o etilenodiaminQtetracëtico (EDTA) e o

tiossulfato de sõdio (Na^S^O^ . 5 H^O) na concentração âe

•^'
•fr*.
' ?1 ?,
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l mM provocarcini uma inibição âa ordem 60, 40 e 11%, respe^

tivamente com relação ao valor inicial de atividaâe. Os de^

mais compostos podem ser considerados sem influência sobre

o sistema enzimático, todos na concentração de l mM, exceto
o bissulfito âe sõdio (Na^S^Or-) que provocou uriía ativaçáo âa
ordeni âe 10%.

A fração 40-60% de saturcrção foi ativada pelo tios^

sulfato de sódio (Na^S^O . 5 H^O), ácido ascõrbico(C HgOç)
e bissulfito âe sódio (Na^S^O,-) a l mM nos seguintes níveis
percentuais: 8, 30 e 32%, respectivamente. Por outro laâo.y

o cloreto âe mercúrio (FIgCl^) , cloreto âe ferro III (FeCl^.

6 H^O), etilenodiaminotetracético(EDïA)y cloreto de manganês

(MnCl .4 HO), âciâo cítrico (H^CgH^O) e 2-mercaptoetanol
(HSCH^CH^OH) inibiram fortemente a atividade. Os outros rea-

gentes empregados parecem não alterar a atividade observada

para o controle, quando nenhum composto é adicionaâo(TABELA

8) .

A enzima do intestino do peixe Eí/í-op£u.4 4u/Lfí./Ée.n-6^.4

não foi afetada pêlos Ions metálicos Hg"', Mg"', Co" \ Cu'

e Ca mesmo quando a concentração foi igual a l mM. Os íons
Mn"' ativaram a enzima, ao passo que os Fe"' e Zn"" promove

ram leve inibição (SONDARAM & SARí-ÍA, 1960). A proteinasc a.Cï_

da de músculo de carpa foi.ativaâa em 73% pela adição âe 2-

mercaptoefcanol a 1 mM.. O EDTA na mesma concentraçáo não alte •

rou a ação enzimãtica(MAKINODAN& IKEDA,, 1969 b) . BROCKERHOFF
et al. (1970) tanibëm encontraram que o EDTA não exerceu ne

nhum efeito ativador ou inibidor na enzima âe suco gástrico

da lagosta Homa^LU.^ ciw&.^.-ic.anu.^. A proteinase de hepatopãncre^

as de camarão TA.ac^.í/pe.na.e.u.A c. U-^-U-Í/L o 4-t^.^4'foi levemente ati^
vada pêlos Íoiis Mn , Mg , Li e Ca e fortemente .inibida

Hg2+ e Pb4+. O tiossulfato depêlos íons Fe"", Fe"', sódio

e a hidroquinona ativaram a enzima, enquanto o 2-mercaptoe^

tanol, acido ascórbico, ácido cítrico e EDTA inibiram a ac^_

vidade em 83, 68, 87 e 47%, respectivamente (ASÂHARA,1973).
Em músculo de lula Ommaíit^ípkíí, íio&n^ pa-c.^^&u.A, a probej_
nase ativa em pH, 3,1 experimentou incremento em sua ativida^

âe com a adição âe EDTA (SAKAI & MATSUMOTO, 1981) .

ma'
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O único ion metálico requerido para a ativaçâo da pró
tease do camarão Penae.u.-ó j'apon^cu.4, segundo I"IAUGLE et al.
(1982), foi o Fe +, tendo siâo inibida por Ag2+, Ca2+, Cu2+
2+ -, . , 2+

e Cd"' e quase completamente por Hg"', cujo potencial de

mente não modificaram a ativiâade

EDÍA e HgCl^ a l mM reduziram a ativiâade em'22 e 46%,

atividade caiu para 12%. A adição de C^HQO.., Na SÓ ,
^ HSCH^CH^OH, H^CgH^O^, EDTA MnCl^ e NaCl não alterou âe rcodo

significante a ativiâade proteolÍtica. MAUGLE et al. (1982
a) observaram que os coinpostos C^HQO^ e CaC-1^ e l.mM pratica

proteolítica, enquanto
res

pectivamente.

YOSHINAKA et al.(1984) mostraram que os íons âivalen
tes de cobalto y ferro e cobre inibiram fortemente a enzima
pancreâtica de Pa4.a4-í£u./í.a4 a4oiu.4 e os de manganês e níquel
somente de farina .moderada. Por outro lado, os íons de zinco,
mag-nêsio e cálcio não apresentar.-i.m efeito inibidor. Os íons
metálicos não afetaram a atividade enzimãtica estudada em

camarão Pe.na&u.ó k.e.^a.thLL^u.^ por GALGANI et al. (1984), exceto
no caso do Cu""' que düixou uma atividaâe residual de 70%.
Entretanto, o sistema enzimâtico de rotlfero B/í.a.c.^^onu.^
p^.^.ca^-í^-í.-ô foi marcadamente inativado quando houve adição
âe Hg , Ag e Cu (HARA et al., 1984 a) .

MÜRAM^.TSU & KAKIüCHI (1978) encontraram que a inibi
cão da atividade da enzima de hepatopâncreas de camarão
Pa^LOLh.a.iÁ.po^.u.à Á^.bogae. foi da ordem de 49 e 58%,quando foram
utilizados FeCl-, e. Hg(CH^COO)^, respectivamente. Não se ob
servou alterações na ativiâade pela adição de CaCl.,,, MnCl^,,
ïia S O , EDTA.e 2-mercaptoetanol a ImM. BUSCONI e^ al. (1984)
mostraram que o EDTA e•2-mercaptoetanol a 10 mM inibiram a
atividaâe da protease I de raüsculo âe corvina em 55 e "'5%,
respectivamente i, ao passo que a protease II experimentou a
tivação por ambos os compostos. As duas enzimas • tiveram
suas atividaâes reduzidas em diferentes graus âe acordo com
a concentração de NaCl. Uma inibição de 50% foi observada
com 250 mM e 450 mM para as proteases I e II, respectivamen^
te.

As proteases digestivas I, II e III de sardinha não

'.J

^«>".̂ .
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sofreram qualquer tipo de alteração na presença âe agentes

quelantes de metais e reagentes sulfidrilas,.entretanto elas

foram fortemente inibidas 'pelo diisopropil flurofcsfato

(DEP). O inibidor de tripsina presente na soja não afetou a

enzima I, porém inibiu a ativiâaâe das demais (MURAKA-MT &

NODA, 1981). GRONINGER Jr. (1964) observou que a atividade

proteolítica registrada em músculo de' albacora também não

foi modificada pelo inibidor de tripsina âa soja e ovoalbu

mina a 0,01% nem pelo DEP a 10 rnM. Contudo, o p-cloromercu

ri&benzoato (p-CMB) , iodoacetamida e N-metil'maleimida a 1,4

raM inibiram a atividade.enzimãtica em' 40, 20 e 20%, respec

tivamente. CROSTON (1960) verificou que a atividade das en

dopeptidases de ceco pilõrico de salmão foi inibida pelo

inibidor de tripsina presente na soja âe forma semelhante

aquela que ocorre nos mamíferos.

CÂNOVAS & MAS (1987) desenvolveram um trabalho para

avaliar a ação toxica ao Cd"' sobre uma enzima oriunda ao

fígado e baço âe alevino de L^za au^aía. Com uma concentra
cão subletal âe 600 ppb eles observaram uma ligeira diminui

cão na ativiâade enzimâtica, provavelmente devido a proces

sós anëmicos ou degenerativos produzidos nos tecidos âe ani

mais expostos a tal concentração de íons de cádmio.

'M̂
s^

4.8 - Cromatografia em Sephadex G-100

^

Desde a sua introdução ha 20 anos, a filtração ein

gel de Sephadex tem ocupado uma'posição âe destaque na pur-L

ficação de milhares de compostos como enzimas, polissacari^
decs, ácidos nucléicos,, proteínas e outras macromoléculas
biológicas.

Muitos autores têm utilizado esse processo âe puri

ficação, embora os tipos âe gel sejam diferentes e emprega^
dos de acordo com o material que se trabalha e com o grau

de separação que se deseja atingirÍANDREWS, 1964; GRONINGER
JR., 1964; FOLK & SCHIRMER, 1965; GATES & TRAVIS, 1969;

MA.KINODAN & IKEDA, 1969 a e 1969 b,- DE HAEN et al., 1977;
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MURAKAMI & NODA, 1981; JÕNÂS et al., 1983; TITANI, et al.;

1983; VO et al., 1983; YOSHINAKA et al., 1983; HARA et al.,
1984 e 1984 a).

A fração 20/40 submetida a filtração em gel de Sephc^
dex G-100 (FIGURA.14) em tampão fosfato 0,01 M contendo cio
reto de sódio 0,1 M pí-I 7,,0, apresentou três picos (I, II e
Ill) cujas massas ir.oleculares foram estimadas em 124.000,
34.000 e 6.000 daltons, respectivamente.

Os efluentes da coluna foram testados para a ativi
daâe proteolítica (pH 8,0), mostrando-se que provavelmente
duas enzimas estão presentes em hepatopãncreas âe lagosta
ao género Pa.nu.iÁ.^.u.^ White.

4.9 - Comparação com enzimas comerciais

ii^
^^à

;^

"^

A atividade proteolítica registrada para o sistema
enzimático presente em hepatopãncreas âe lagosta exibiu va
lores comparáveis aqueles verificados para as protease co
merciais A, B e C. Entretanto,' devido ao baixo grau âe pur^
ficação em que o sistema enzimãtico de lagosta se encor..traj,
os valores de proteína foram maiores do que nas outras pró
teases, cujo estado de purificação e extremamente mais ele
vado. Contudo, o sistema enziraâtico de hepatopãncreas de la
gosta apresenta grandes possibilidades âe experimentar um
incremento significativo na atividade proteolítica específi
ca ao ser submetido a processos mais .3fisticaâos de purifj_

cação.

Na TABELA 9 estão apresentados os teores de prote^
na e atividade proteolític?. específica de três proteases en
contradas no comercio e com aplicação industrial,comparados
com aqueles encontrados para o sistema enzimâtico âe hepat^
pâncreas de lagosta, submetido ao f racionamento com sulfato
âe amónio, no;;; intervalos âe 20-40, 40-60 e 20-60% de satv_
ração e da fração 20-40% eluída em Sephaâex G-100.

"''•>...
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FIGURA 14 - Filtração em gel de Sephadex G-100 da fraçáo ob

tida por precipitação do extrato âe hepatopân
areas de lagosta ao género Pa.nu.^^u.-ó White corn
sulfato ac amónio no intervalo de 20-40% de sá
turaçao.
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O f racionamento com sulfato de amónio, que resultou

na obtenção da fraçao 20-60%,foi importante porque permitiu
a concentração do material.. embora não tenha aumentado a ati^
vidade específica de modo significativo.

Como resultado dos parâmetros ôtimos para.caracteri

zar- as proteas.es comerciais foram encontrados: pH igual a
8 j, 5, tempo de sessenta minutos e temperatura de 40'^C e 50mg

de caseína para 0,2.ml ao extrato preparado pela dissolução
de 2 mg de proteases em l ml âe tampão.

A enzima protcolítica de ceco pilôrico de peixe
Ka^ÁU.wonuA pfc^am-í.4 . foi comparada por TAKAHASHI et al. (.1984)
com outras três proteases comerciais com relação â taxa de
hidrólise do.músculo vermelho ao mesmo animal. Com base nes

se estudo, eles encontraram que a taxa de solubilidade da

proteína de músculo verçielho era mais reduziâa ao se utiii
zar a protease de ceco pilôrico, quando comparada com as en
zimas testadas e disponíveis no mercado.

^.^

^
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5 - CONCLUSÕES

..) 1-0 sistema enzimãtico de hepatopancreas de lagos

ta apresentou maxima ati vidaâeproteolíti ca específica em
pH 8,0, usando a caseína a 1% como substrato.

«

/"
^-

.;Ï^M-

2 - A temperatura otima foi 50 C, com o tempo âe in

cubaçao âa mistura de reaçao igual a sessenta minutos.

3 - Para a relação enzima-substrato ficou estabele

cida a razão de 50 mg de caseína para 0,5 ml do extraio pré

parado pela dissolução de l mg de liofilizaâo em 3 ml ao tam

pão fosfato, 0,01 M contendo cloreto de sódio 0,1M pH 7,0.

4-0 sistema enzimãtico foi ligeiramente ativado a
.0

40"C, mesmo depois de sessenta minutos de incubação ao ex

ï-rato. A 50"C por sessenta rainutos, a perda foi âe 35 a 37%

aã atividade original, mas com quinze, minutos a 60"C a atí

vidade inicial diminuiu cerca âe 77%.

;:^."
^K<Í".

•; .'-'

5 - As fraçóes obtidas pelo fracionamento com sulfa

to âe amónio no intervalo de 20-40 e 40-60% âe saturação fq

rara aquelas que revelaram maior atividade. proteolítica espe

cífica, aumentando a atividade inicial om 2,5 e 1,8 vezes,

correspordendo a uma recuperação de 9^4 e 18,7%, respectiva
mente.

%.. •a..

6 - A fraçao 20/40 experimentou inibição de sua atí

vidaâe pelo cloreto de mercúrio (HgCl^), etilenoâiaminotetra

cético (EDTA) e ticssulfato âe sódio (Na^S^O . 5 H^O)
ïnM.

a

71
•*'-

^



•^

72

jy
7 - A fraçáo 40/60 foi ativada quando em contato

com tiossulfato de sódio (Na^S^O. . 5 H^O), acido as corbico
) e bissulfito âe sõdio (Na^S^Oc) a l inM, senão ini

.)

(C6H8°Ê
bida pelo cloreto de mercúrio (HgCl^), cloreto de ferro III

(FeCl^ . 6 H^O) , etilenodiaminotetracético (EDTA) e cloreto
de maganës (Mn Cl

captoetanol (HSCH^CH^OH) a l  í.
. 4 H^O) / ácido cítrico (H^CgH^O^,) e 2~mer

8- A filtração em gel de Sephaâex G-100 da f ração

20/40 permitiu a observação de duas enzimas cujas massas mo
leculares foram estimadas em 124.000 e 34.000 daltons.

:«1x.
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