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RESUMO

O presente trabalho visa a fornecer informagoes so
bre a caracterizagao do sistema enzimitico presente em hepa

topancreas de lagosta do género Panufirus White.

s A reagao enzimdtica desenvolveu-se pela adicao de
1,0 ml do extrato bruto da 5,0 ml de hemoglobina bovina
(Sigma) a $ ou caseina (segundo Hammarsten, E. Merck AG
Darmstadt) a 1%. A incubagao ocorreu a 40°C durante sessen
ta minutos, finda a qual a reagao foi parada com 1,0 ml de
acido tricloroacético a 40%. A leitura da absorbancia a 750
nm em espectrofotometro Bausch & Lomb Spectronic 20 foi ted

ta apds a reagao com o Folin,

O intervalo de pH 6timo encontrado inicialmente para
a reagao ficou compreendido entre 7,5e 9,0. Entretanto, apos
o fracionamento por precipitagao com sulfato de aménio a re

" agao atingiu mdxima atividade em pH 8,0.

A melhor temperatura para o desenvolvimento da rea

= ; : o . : : =
¢ao foi alcangada em 50°C com sessentaminutos de incubagao.

A quantidade de substrato escolhida foi 50 mg de ca
seina a 1% para 0,5 ml do extrato encerrando 1 mg de liofi
lizado em 3 ml de tampdo com uma incubacdo a 50°C durante

sessenta minutos.

O sistema enzimatico de hepatopancreas de lagosta
submetido a 40°C foi ligeiramente ativado mesmo apos decor
ridos sessenta minutos. As fracoes 20/40 e 40/60 exibiram
uma perda da ordem de 35 a 37% da atividade depois de sessen
ta minutos a.SOOC.Quando a temperatura foi de GOOC com guin
ze minutos de aquecimento do extrato, a redugao da ativida

de original foi 77%, em média.
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A fragdo 20/40 experimentou inibigao da atividade
pela adicao de cloreto de mercirio (HgCl,), etilenodiamino
tetracdtico (EDTA) e tiossulfato de sodio (Na,5,0, . 5 H,0)
a ImM. A fracdo 40/60 foi ativada pelo a&cido ascorbico
(C6H806) e bissulfito de sddio (Na25205) almM e inibida
pelo cloreto de mercurio (HgClz), cloreto de ferro III
(FeCl,

de manganes (MnC12 . 4 HZO)’ acido citrico (H306H507) e

. 6 H20), etilenodiaminotetracético (EDTA), cloreto

2-mercaptoctanol (HSCHZCHZOH) a 1 mM.

O sistema enzimatico presente em hepatopancreas de
lagosta do género Panuliius White exibiu atividade compara
vel acuela ancontrada para trés enzimas comerciais A, 7 e C,
embora com a concentracdo de proteina ainda muito elevada,
devido ao estado primario de purificagio em que o sistema
enzimidtico de hepatopancreas se encontra, considerando ape
nas o fracionamento por precipitagao com sulfato de amonio
(NH4)2804.

Apds a eluigao domaterial em coluna de gel Sephadex
G-100, a atividade proteolitica especifica passa a assumir
um valor superior em 1,5 a 2,5 vezes aquele encontrado para

ac proteases comerciais.



ABSTRACT

The present research work is aimed at supplying
information about the characterization of the enzymatic
system in the hepatopancreas of lobsters of genus Panulirus
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 devemlopment of the
reaction was attained at 50°C during a sixty minute

‘ncuebation.

The chosen quantity of substrate was 50mgof caseine
at 1% for 0.5ml cf the extract containing lmg 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 of 40°Cwas 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°Cwith a fifteen

minute heating of 'the extract there occurred an average

b7
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reduction of 77%.

The 20/40 fraction underwent activity dinhibition
through the addition of mercury chloride (HgCl,), etilenodia
minotetracetic acid (EDTA) and sodium tiosulphate'(Na28203.
5 H20) at lmM. The fraction 40/60 was activated by sodium
tiosulphate (Na28203 . 5 HEO), ascorbic acid (C6H806) and
sodium bisulphite{Na58205) at 1 mM and inhibited by mercury
chloride (HgClz), iron chloride III (FeC13 o (B HZO),etileng
diaminotetracetic(EDTA), manganese chloride(MnC12 . 4 H20),

-H.0.,) and 2—mercaptoethanol(HSCHchZOH) at

citric acid (H3C6 50+

1 mM.

The enzymatic system present in the hepatopancreas
of lobsters of genus Panulirus White displayed activity
comparable to the one found for three commercial enzymes A,
B and C, despite tl.. 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 -

(NH4)250&.

After the material elution in a Sephadex G-100 colum
gel, the specific proteolytic activity assumes a superior
value ranging 1.7 to 2.5 times that found for the commercial

proteases.



1 - INTRODUCAO

As lagostas Panulirus argus (Latreille) e Panulirus
Laevicauda (Latreille) estao incluidas entre os principais
recursos pesqueiros do Nordeste brasileiro, sendo uma impor

tante fonte de divisas para o Estado do Ceara (FIGURA 1).

@

A pesca da lagosta consiste de uma atividade volta
da prioritariamente para a exportacgac, onde somente a carne
da cauda possui valor econdmico. Por esta razao, no momento
da captura, esses animais sao descabegados e seus cefalo
torax langados ao mar. Em conseqlincia desta atitude de ca
rater pouco racional, substancias tais como glucosamina e
seus cloridratos, quitina, quitosana, astacina e enzimas pro
teoliticas (CONZALEZ, 1961) sao desperdigadas. Da mesma for
ma deixam de ser aproveitados produtos como farinha e soll
vel protéico, obtidos a partir desta matéria-prima (BASTOS
et al., 1971) ou a prdopria carne, que poderia ser utilizada
na preparagao de paté (OGAWA & PAULA, 1971). A todos estes
prejuizos, soma-se ainda o fato de que os predadores natu
rais da lagosta sao atraidos por causa da grande disponibi

lidade de alimentoes.

No processo metabSlico dos crustdceos, o hepatopan
creas (FIGURA 2) desempenha papel central, atuando como ar
mazenador de glicogénio, gordura e calcio. Nele estao conti
das as enzimas responsaveis pelo metabolismo da purina, se
gre§agao dos acidos biliares e muitas outras reagoes envol
vidas no metabolismo dos crustaceos (PASSANO, 1960; VAN WEEL,
1974).

Muitos trabalhos tém indicado a presenga e utiliza
g3o de produtos e subprodutos de pescado para elaboragao de

substdncias de alto valor econdomico, entre as guais podem
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FIGURA 1 - Estrutura anatomica dorsal da lagosta do género
Panulirus White.
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FIGURA 2 - Estrutura anatdmica ventral da lagosta do género
Panulinus White.



ser incluidas as enzias proteoliticas (CROSTON, 1960 e 1965;
DEVILLEZ & BUSCHLEN, 1967; GATES & TRAVIS, 1969; TOMASEK et
al., 1970; ZWILLING et al., 1975; RIBAS, 1978; COHEN. et al.,
1981; MURAMATSU & MORITA, 1981; SIMPSON & HAARD, 1984).

No Brasil tem havido pouco empenho no estudo para a
elaboracao de produtos nobres, apesar do grande potencial
existente. Amatéria-prima é exportada e, apds processada &,
-m seguida, importada por pregos exorbitantes. Outro fato é
essa matéria-prima ser processada em territorio nacional por
indGstrias estrangeiras, resultando em baixo lucro para o
pals produtor. Somente em 1985 o Brasil importou 204 tonela
das de enzimas, a um custo de US$ 4,7 milhoes, cujo destino
principal foi as indiistrias alimenticia e farmacéutica (RE
VISTA BRASILEIRA DE TECNOLOGIA, 1988).

Os organismos marinhos sao produtores de enzimas pro
teoliticas, as quais, segundo a literatura, parecem ser mais
estiveis e de maior atividade do que aguelas extraildas de
bovinos (SIEBERT, 1958; PRAHL & NEURATH, 1966; BRADSHAW et
al.,1970; REECK & NEURATH,1972; RIBAS, 1978; TITANI et al.,
1983; SIMPSON & HAARD, 1984).

A matéria-prima para extracao de proteases existe em
abundancia no Nordeste brasileiro, podendo ser oriunda de
subprodutos de pescado. No caso particular de hepatopancreas
de lagosta como fonte de proteases, sua produgao somente emnm
Fortaleza;Cearé foi da ordem de 266 toneladas durante O ano
de 1987, considerando que a produgaoc de caudas de lagosta
foi estimada em 1.899 toneladas (CACEX - Banco do Brasil),
o gue correspondeu a 3.798 toneladas de cefalotdrax, que re
presenta 2/3 do peso do animal. Isto pode significar perdas
de consideraveis quantidades desses compostos biologicos,
uma vez que o rendimento médio para obtengao do material
liofilizado, a partir do O6rgao fresco, pode atingir 3%. As
sim, tomando esses dados como base, pode-se sugerir gue qua
se 8 toneladas de pd liofilizado deixaram de ser produzidas

somente no periodo em guestao.

Enzimas sao proteinas mais especializadas, encontra



das nas células vivas, gue possuem uma extraordindria agao
catalitica, muito superior aos catalisadores sintéticos. As
enzimas tém um alto grau de especificidade por seus substra
tos, aceleram reactes quimicas especificas sem a formagao de
produtos colaterais e funcionamem solugdes aquosas diluidas
em condigoes muito suaves de temperatura e pH. Poucos cata
lisadores nao-bioldgicos exibem todas essas propriedades
(LEHNINGER, 1985).

As enzimas proteoliticas ou proteases hidrolisam a
mol8cula de proteina nas ligagbes peptidicas, resultando em
compostos <2 estruturas mals simples, Entreos exemplos clas
sicos de enzimas pode-se mencionar a pepsina,tripsina e qui

miotripsina, todas envolvidas no processo digestivo.

As enzimas proteoliticas sao empregadas como auxi
liar nos produtos de panificagao, no amaciamento de carnec,
no processo de clarificacao de cervejas, como agente coagu
lante na manufatura de queijos, no enriguecimento de resi
duos alimentares, além de outras aplicagdes fora da indas
tria de alimentos (SIMPSON & HAARD, 1984 a).

Na ind@stria de panificagdo essas enzimas sao de
grande valia, considerando que, em geral,o trigo possui uma
atividade proteolitica muito reduzida, e a utilizagao depro
teases serve para suplementar tal caréncia. A atividade da
enzima proteolitica é limitada a proteina do gliten, gue &
responsave! pelas propriedade. de viscosidade e elasticidade

da farinha de trigo.

A aplicag3o de enzimas proteoliticas também tem sido
observada no amaciamento de carne:z, embora a distribuigao
de modo uniforme ainda se constitua em um sério problema,
pois a excessiva agao da enzima pode transformar uma porgao
de carne em uma massa pastosa indesejivel. Entretanto, além
da importancia comercial, o uso de proteases no amaciamento
de carnes também exerce um papel relevarte quanto ao valor
nutricional. Sua acao & responsavel pela hidrSlise de um ou
mais componentes do tecido muscular, em particular o sarco

lema - membrzna que envolve as fibras musculares.



Um grande numero de enzimas proteoliticas de origem
vegetal, animal e microbiana funciona de modo eficiente no
amaciamento de carnes. A atividade dessas enzimas tem sido
estudada gquimica, histoldogica e sensorialmente e, embora em
graus diferentes, sempre & o sarcolema que & hidrolisado.
Entre outras proteases a tripsina, papaina, bromelina, fiei
na e "Rhozyme P-11", obtido de fungos do grupc Aspenrgiflus
fLavus-oryzae, sio citadas como importantes para tal fim
(MIYADA & TAPPEL, 1956) =

Segundo STOREY & WAGNER (1986) , na célula microbia
na e do tecido animal a protedlise desempenha um papel fun
damental em numerosos processos, entre oOs gquais a ativacao
de enzimas, maturagao. hormonal, fungdes de llsossomos, for
macao de membranas, excregao protéica, diferenciagao celular
e envelhecimento; entretanto, nos tecidos vegetais, a maio
ria dac pesguisas tem se concentrado em explicar a funcgao

das proteases na mobilizacao das proteinas de reserva.

Um sério problema enfrentado . pelas cervejarias € a
turvagao ocasionada pela proliferagao de microrganismos in
fectantes e, ainda, como resultado de reagaes guimicas ocoxr
ridas entre substancias presentes na cerveja. Com O avango
da moderna tecnoclogia, a turvagao de orden bioldgica foli eli
minada, porém aquela de carater nao bioldgico ainda é res
ponsavel por grande parte dos groblemasrx“fabricagaode cexr
veja. Essa turvagao € o resultado da combinagao de polipep
tideos e moléculas de tanino com a formacdo de particulas
facilmente observadas. Autilizagao de enzimas proteoliticas
tem sido um sucesso na prevencao desse tipo de turvagao, uma
vez que, estas atuam sobre a molécula de proteina (polipep
tideo), cujo tamanho, & consideravelmente maior do que o da
molécula de tanino, resultando em um agregado final de pro
porcoes mais reduzidas. Assim, o ‘tempo para gue O agregado
final alcance uma dimensao visivel aumen.ara e, conseqﬁentg
mente, o aparecimento da turvagéo devera ocorrer de forma
mais lenta. A papaina, pepsina, ficina, bromelima, e as pro
teases bacterianas tém sido usadas na clarificacao de cerve

jas; entretanto, segundo O INFORMATIVO BRASCAN NORDESTE



(1979) , a papaina tem sido fornecida ao mercado, praticamen
te sem concorrentes, considerando que a alternativa para sua
substituigao seria a nepsina, que além de mais cara, ainda
apresenta a desvantagem de produzir um sabor amargo indese
javel no processamento de alimentos e na fabricagao de cer

vejas.

A renina, uma enzima proteolitica obtida comercial
mente de estdmago de bezerro, desempenha um papel importante
na producao de queijo. O primeiro passo deste processo en
volve a coagulacao de leite pela renina, através de hidroli
se das ligagdes peptidicas da caseina. O processo nao & tao
simples como pode parecer a principio,e nmuitas etapas estao
envolvidas. Embora outras proteases também sejam capazes de
provocar a coagulagao do leite, estd Sbvio gque a renina &
agquela gue fornece o sistema mals eficiente e econémico pa

ra a manufatura de queijo.

O uso de proteases para obtengao de hidrolisados
protéicos, com o objetivo de enriquecer residuos alimenta
res, tem contribuido de modo satisfatorio para aumentar o
valor nutricional dos produtos destinados a alimentagao do
homem e de outros animais. Os concentrados protéicos de pes
cado s3o largamente aplicados em alimentos, no mundo inteil
ro, por disporem de proteina animal abundante, barata e sem

contra-indicagao.

Muitos produtos ricos em proteina de alto valor bio
16gico 4& se encontraa disponiveis no mercado consumidor.
Tais produtos sao constituidos de proteinas deorigem animal
e vegetal, previamente tratadas por exoproteases, resultando
na hidrélise das cadeias polipeptidicas com liberagao de
peptideos e aminoacidos livres que sao rapidamente assimila
dos pelo organismo. Esses produtos podem ser ministrados em
todas ac faixas etdrias para melhorar o desenvolvimento da

atividade fisica e mental.
Além da utilizacBo na indUstria alimenticia, as pro

teases sao amplamente empregadas na fabricagao de produtos

farmaciuticos, cosméticos e nos curtumes para limpeza e tra



tamento de couros e peles.

A grande importancia das enzimas proteoliticas, nas
mais diversas aplicacdes e, ainda, a utilizagao de uma fon
te barata e abundante s3o os argumentos basicos para justi
ficar a pesquisa em guestao. Assim, o estudo das caracteris
ticas do sistema enzimaético presente em hepatopancreas de
lagosta do género Panulirus White, e a possibilidade de seu
aproveitamento para elaboragao de um produto nobre, incenti

varam a realizacao deste trabalho.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

0 uso de enzimas proteoliticas no amaciamento de car
nes tem registro ha 400 anos, quando os indios mexicanos en
volviam pedacos de carnes em folhas de mamoeiro (Carnica
papaya) , resultando em uma carne mais tenra, embora a expli
cagzo para tal fenomeno fosse inteiramente desconhecida. S0
mente a partir da década de 50 a papaina, enzima proteoliti
ca encontrada no mamoeiro comegou a ser industrializada e

comercializada nos Estados Unidos (ESKIN et al., 1971) .

A aplicacgao industrial das enzimas proteoliticas é
muito vasta devido a grande importancia que elas representam
em muitocs processosparaobtengéo de produtos alimenticios e
farmacduticos. Essas enzimas podem ser extraidas de micror

ganismos, vegetais e animais.

As enzimas proteoliticas ou proteases, também chama
das de peptidases, sao todas as enzimas envolvidas na cliva
gem de proteinas. Este grupo particular de enzimas estd re
lacionado principalmente com a guebra das moléculas de pro
teina por hidrélise de ligagoes peptidicas (BENDER & KE2ZDY,
1965). Se a hidrdlise ocorrer no interior da molécula, elas
s3o0 chamadas de endopeptidases ou proteinases, as guais po
dem ser classificadas,de acordo com o sitio ativo envolvido
na catalise, em: proteinase serinica como a quimiotripsina,
tripsina, elastase e trombina; proteinase cisteinica como pa
paina,ficina e bromelina; proteinase acido aspartico e meta
loproteinase. Se a molécula de proteina for rompida na Ppor
c3o terminal, tais enzimas s3ao chamadas de exopeptidases. A
quelas especificas para ohl = NH, - terminal sao aminopeptida
ses (que removem unidades de aminoacidos) oudipeptidil pepti
dases (que removem sequencialmente dipeptideos de proteinas

e peptideos). As enzimas atuando na porgao ¢+ - COOH - ter

O
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minal s3o carboxipeptidases (cue removem unidades de aminoa
cidos) ou peptidil dipeptidase (que removem sequencialmente
dipeptideos). Dipeptidases convertem dipc tideos em aminoa
cidos, enquanto tripeptidases agem sobre tripeptideos para

produzir um dipeptideo e um aminoacido.

As proteinases enddgenas participam de muitas fun
goes vitais na fisiologia do musculo de animais vivos em es
tado de laténcia, quando a energia gasta € unicamente para
a manutengao do metabolismo basal, de forma idéentica ao que
acontece durante os processos de crescimento e desenvolvi
mento normais, regulando desse modo, o "turnover" de protei
na. Todavia, existem controvérsias sobre qual ou guais pro
teases desempenham a fungao mais importante nesse processo
e sobre o mecanismo pelo qual diferentes proteinas estao en
volvidas na transformacao e transferéncia gque oOCOrrem nos
misculos. A atividade de proteinases no sistema muscular &
afetada por numerosos fatores tais como inibidores enddge
nos, nutricio, idade cronolégica, sistemas nervoso e endderi
no e diferentes condigoes patoldgicas do animal (ASGHAR &
BHATTI, 1987).

Um nimero substancial de produtos farmacéuticos e
bioguimicos podem ser derivados de tecides e 6rgaos de pes
cado, entre os quais se encontram acidos nucléicos, nucleo
sideos, protaminas, insulina, cortisona, sals biliares e en
zimas proteoliticas (WINDSOR & BARLOW, 1981).

Esta comprovado ha muito tempo que extratos aguosos
de varios tecidos animais como rim, figado e bago exibem ati
vidade proteolitica, cuja responsavel & uma enzima intrace
lular denominada catepsina, que atua em proteinas ouem subs
tratos sintéticos de proteinases bem definidas em pH &cido
(TALLAN et al., 1952; DE LA HABA et z1., 1959; WOJTOWICZ &
ODENSE,. 1972).

MYCEK (1970) encontrou gue as catepsinas A e B exi
bem efeito proteolitico maximo em valores de pH entre 4,0 -
- 5,0, ao passo que as catepsinas D e E sao mais ativas na
faixa de pH compreendida entre 2,5 e 3,5. Dentre os tipos

conhecidos, a catepsina C, também chamada de dipeptidil
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transferase, tem sido a mais extensivamente estudada.

HUANG ¢ TAPPEL(1971) purificaram parcialmente as ca
tepsinas C e D e encontraram que a primeira aumenta a exten
s3o da protedlise, comegada pela catepsina D. De acordo com
as determinagoes de peso molecular dos proudutos de digestao
é possivel observar que a protease catepsina D inicia a hi
drélise da proteina produzindo fragmentos de peptideos que
podem cer digeridos,em seguida,pela ; >ptidase catepsina C -

inativa contra moléculas de proteinas intatas.
°

Fm tecidos frescos de peixes marinhos pertencentes
a familia dos gadideos, SIEBERT (1958) constatou atividade
catéptica 10 vezes maior que aguela detectada em musculo de
mamiferos (rato, boi, porco ou coelho). Para o autor, nao
existe nenhuma indicag&o da presenga de outras proteinases

com pH 6timo prdximo da neutralidade.

A maicr parte das informacOes disponiveis sobre en
zimas catépticas tem sido obtida a partir de investigagoes
em 6rgacs como O pancreas, rim e figado,e somente pouca aten
cao tem sido dispensada para aquelas de origem muscular, tal
vez pelc fato . dessas iltimas exibirem uma atividade menor.
GRONINGER JR. (1964) purificou a proteinase de misculo de
albacora, Thunnus alalunga a qual foi similar a catepsina E.
As catepsinas de misculo tém sido purificadas de animais co
mo porco (PARRISH JR. & BAILEY, 1966), bovino (PARRISH JR.
& BAILEY, 1967) e galinha (MARTINS & WHITAKER, 1968). Em to
Aos os casos essas catepsinas parecem ser similares a catep
sina D. ESKIN et al. (1971) e ASGHAR & PTIATTI (1287) concor
dam qgue as proteinases enddgenas desempenham um importante
papel durante o periodo pds-morte, na conversao do misculo

em carne comestivel.

TING et al. (1968) estudaram as catepsinas presentes
em misculo de salm@o Oncorhynchus tshawyischa tendo encon
trado gue em pH 3,7 a hidrdlise da hemoglobina era maxima e
nos pHs 7,0 e 8,5 também observou-se atividade catepsinica,

embora em menor grau.

Em misculo de camarao Penaeus setdferus , EITENMILLER
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(1974) detectou atividade enzimdtica caracteristica de ca

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

A catepsina de miisculo de bacalhau exibe indices ma
ximos de atividade em pH igual a 4,2 (WOJTOWICZ & ODENSE;
1970) . SAKAI & MATSUMOTO (1981l) encontraram elevada ativida
de proteolitica com maximo em pH 3,1 e a designaram <COmo
uma proteinasc do tipo catepsina D, presente em misculo de

lula Ommastrephes sLoand pacd ficus.

LEBLANC & GILL (1982) sugerem gue as catepsinas D e
E saoc os maiores componentes proteoliticos encontrados em
misculo de lula Loligo peafei e ILLex LlLecebrosus, respec

tivamente.

As proteinases presentes em misculo de doze espécies
de peixe foram investigadas por MAKINODAN & IKEDA (1969) .
Dois tipos foram encontrados nomaterial muscular analisado,
um com atividade em pH dcido e outro na faixa alcalina. To
das as espécies estudadas exibiram atividade na faixa adcida,
ao passo que proteinase alcalina foi detectada nos peixes
de misculo branco, exceto o bacalhau, enguanto que nos de
misculo vermelho como Thunnus afalunga, Auxis Lapedinosoma,
Scomber  japondcus, Sanrdinops melamosticta, Saniola
quingueradiata, Thrachunrus faponicus, a atividade fol muito

reduzida ou inexistente.

LIN et g;.{lQSU) encontraram atividade de catepsina
D em tecido muscular e renal de corvina, cujas caracteristi

cas de termoestabilidade foram consideradas razoaveis.

As enzimas proteoliticas do fluido sarcoplasmatico
da pescada Merluccius productus foram estudadas por ERICKSON
et al.(1983) para determinar quais proteases poderiam estar
envolvidas com as alteracGes de texturs associadas a esta
espécie, e os resultados foram comparados com agqueles obti
dos para o bacalhau Gadus macrocephalus, um peixe de textu
ra firme. A pescada exibiu atividade enzimatica similar a
da catepsina B e a atividade de catepsina C foi superior a
do bacalhau. Nos casos onde a atividade enzimatica foi maior

em uma espécie do que na outra, uma ou ambas as razoes podem



estar implicadas: (a) um incremento no nimero de lisossomos
presentes no tecido, ou (b) uma intensificagéo na fragilida
de da membrana lisossomal, ambas aumentando as enzimas 1li

sossomais liberadas no fluido muscular.

Varios pesquisadores tém investigado a presencga de
atividade proteolitica e sua extensao em organismos planctd
nicos, relacionando-a com processos metabdlicos vitais, além

de observarem sua aplicagéo em produtos para consumo humano.

SAMAIN et al. (1977) verificaram atividade triptica
em éoopléncton. CORREA et al. (s.d.) estudaram proteases de
limo aquatico BLastocladiellfa emersonii em relacao ao ciclo
de vida, tendo encontrado atividade aminopentidase presente
em todos os estagios, sem exibir grandes variagoes em seu
nivel ao longo do tempo, e duas proteases caseinoliticas.
MAYZAUD & MAYZAUD(1981) detectaram atividade de tripsina em
copépodos, embora nenhuma atividade guimiotriptica tenha si
do registrada. Aprotease acidica foi considerada como a mis

tura de catepsinas A e B, possivelmente.

OLALLA et al.(1978) purificaram proteases alcalinas
de larvas de Axatemia salina, e HARA et al. (1984)aquelas pre
sentes em rotifero Brachionust plicatilis, cujos pesos mole
culares foram considerados extremamente elevados guando com
parados com o peso molecular de muitas tripsinas de manife

ros e enzimas tripticas de crustéaceos.

Para HEAD & CONOVER(1983) a indugao da enzima diges
tiva em Calanus hyperboreus parece ser um processo nao espe
cifico. A alimentagao estimula a sintese enzimatica de modo

diferente de acordo com o estidgio fisiolSgico do individuo.

A protease bacteriana do Baciflus subtilis foi uti
lizada para a solubilizagao do concentrado protéico de peixe
(FPC), que & tido como uma fonte de proteina de alto valor
bioldgico, embora esse produto, julgado altamente desnatura
do, possua propriedades funcionais consideradas pobres para
justificar sua incorporagao em sistemas alimentiIcios, pois
além de n3o ser prontamente sollvel ou dispersivel, ainda

exibe propriedades insuficientes de hidratacao e intumescen
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cia. A interagao da enzima e do FPC, por adsorgao, provoca
a solubilizacao da proteina insoldvel, e em seguida, a enzi
ma livre pode ser removida com poucz ou nenhuma diferenga
na produgdo de proteina soldvel (ARCHER e* al., 1973). O mes
mo procedimento tem sido utilizado por BERTULLO (1986) usan

do uma exoprotease da levedura Hansenula montevideo.

TENUTA-FILHO & ZUCAS (1987 sugerem gque a proteina
do residuo industrial de cefalotdrax de camarao & passivel
de uso na alimentagao animal e, inclusive, humana. Embora te
nha sido considerada de boa qualidade sob o ponto de vista
nutricional, esta comprovado que o teor de aminodcidos essen
ciais presente nessa proteina é mais baixo do que aquele re
gistrado para a caseina e paraa proteina padrao da FAQ/OMS,
principalmente com respeito aos niveis de triptofano e lisi

na.

A atividade proteolitica de mais de cinguenta espé
cies de invertebrados marinhos pertencentes a varios grupos
sistematicos foi investigada por KOZLOVSKAYA & VASKOVSKY
(1970). Pelos dados revelacdos pode-se observar que as clas
ses Asteroidea, Crustacca, Polychaeta, Sipunculidea, Lorica
ta e Cephaloroda exibem atividade proteolitica bastante
elevada, ao passo que outras classes possuem atividade in
significante. Bivalvia e Echinoidea nao apresentaram ativi
dade. Entretanto, segundo MAUGLE et al. (1982 a), alguma ati
vidade pepsin.ca foi observada no molusco bivalve Venerupis
philippinarum, engquanto HOLZMAN et al. (1982) evidenciaram
a presenca de um zimbgeno tipo tripsinogénio em ceco pildri
co da estrela-do-mar Pisasfern ochraceus, similar ao encon
tro no pancreas dos vertebrados. Em suco gastrico de polvo,
MORISHITA (1978) encontrou quatro componentes proteoliticos,
trés dos quais com propriedades semelhantes a carboxivepti
dase A e o ontro julgado uma proteinase tipo a quimiotripsi

na A.

TOGASAWA et al. (1959) fizeram a extragao da protei
nase presente em ceco pildrico de bonito, Kafsuwonus pelamisd
e observaram que apds o procedimento de obtengaoc sob forma

cristalizada, a enzima apresentou atividade 2% maior, com
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atividade especifica 24 vezes superior a da solugao origi

nal.

CROSTON (1960) estudou enzimas tripticas em ceco pi
16rico de salmdo Oncorhynchus tshawytscha cujas caracteris
ticas sao semelhantes a4 tripsina e quimiotripsina dos mami
feros. Ambas s3o est.abilizadas por Ions de calcio e inibidas
pelo inibidor de tripsina presente na soja; entretanto, as
enzimas de peixe sao inativadas enm solugoes acidas,ao passo

que as de mamiferos sao estaveis.
@

As enzimas encontradas em ceco pildrico de salmao,
na maioria dos casos, sao bastante semelhantes a tripsina e
quimiotripsina dos mamiferos com relagéo 3s caracteristicas
fisico-quimicas e as propriedades funcionais, dentre as
quais estao incluidos os padroes de eluicao, o comportamento
eletroforético e os efeitos do inibidor de tripsina presente
na soja (CROSTON, 1965).

MURAKAMI & NODA (1981) encontraram trés proteinases
alcalinas em ceco pildrico de sardinha, todas pertencentes
ao grupo das proteases serinicas. Embora essas enzimas de
peixe possuca propriedades comuns em relagao a tripsina e
quimiotripsina de origem bovina, elas diferem guanto ao pH
Stimo, pH de estabilidade, carga liquida e propriedades imu

nologicas.

para avaliar a estabilidade das proteases de ceco
pilérico e estémago de sardinha, NODA et al. (1982) wutili
zaram cloreto de sédio com concentragao variando de 0 a 25%
e encontraram que as proteases alcalinas I, II e III foram
fortemente ir bidas a proporgac que maior gquantidade de NaCl

era adicionada ao meio de reagao.

PRAHL ° NEURATH (1966) investigaram as enzimas pan
creaticas do Squafus acanthias e encontraram gue provavel
mente sO existe quimiotripsinogénio entre os componentes ca
tidnicos, ao contriario de mamiferos, onde O tripsinogénio
ocorre na fragao anionica e parece ter carater mais acidico
do que basico. Embora de diferentes periodos evolutivos

BRADSHAW et al. (1970) também encontraram semelhancas signi



ficativas entre o trinsinogénio do "dogfish" Squalus acanthias

e aquele de origem bovina.

O intestino dopeixe de agua doce Efnoplus suratensis
foi considerado uma fonte promissora de proteinase alcalina
com grande estabilidade entre pH 6,0 e 8,5, nao sendo uma
enzima sulfidrila. Com um rendimento aproximado de 20%, ela
nao requer ions met&licos para sua ativacao e é inibida pe
lo inibidor de tripsina presente na soja (SUNDARAM & SARMA,
19§0).

O tripsinogenio de origem pancreatica do peixe pul
monado Protopterus aethiopicus foli purificado e caracteriza
do por REECK & NEURATH (1972) gqguanto ao peso molecular, com
posicao de aminodcidos e compostos ativadores, cujos resul
tados possibilitaram afirmar que as propriedades funcionais
da tripsina dessa espécie de peixe e a de origem bovina sao
semelhantes. Em pancreas dz2 peixe Parasilunrus asolus,
YOSHINAKA et al. (1983) encontraram tripsina em forma ativa,
sendo os zimbgenos ativados autocataliticamente, ao nivel
maximo, guando incubados em pH 8,0 a 4°C durante 4 dias na

A
presenca de Ca .

A tripsina, quimiotripsina e elastase dovancreas da
carpa (Cyprinus canrpio) tém peso molecular aproximado de
25.000 e a carboxipeptidase B, 34.000, nao sendo estiveis em
pHs baixos, embora corservem suas atividades em pH neutro
na presenca de Ca++.Es:asproteases possuenm caracteristicas
que revelam 2lto grau de semelhanga com as enzimas dos mami
feros, embora algumas diferengas tenham sido observadas
(COHEN et =1., 1981). COHEN et al. (198l a) citaram, dentre
outras, &s seguintes diferencas: (1) a atividade catalitica
da tripsina e quimiotripsina sobre certos substratos é ele
vada em comparagao com as enzimas dos mamiferos,provavelmen
te resultante de alteragOes estruturais menos importantes
nas proximidades do sitio catalitico; (2) a tripsina da car
pa interage com os sitios de ligagOes d~ guimiotripsina de
varios inibidores, propriedade que pode resultar de algumas
diferengas no sitio de ligagao da tripsina; e (3) o padrao

de inibigao das elastases “a carpa e de porco parece ligei
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ramente diferente.

JONAS et al.(1983)classificaram as enzimas proteoli
ticas digestivas dos peixes S{Lurus glanis,Hypophthalmichthys
molitnix e Cyprinus carpio como proteinases serinicas em

sua mailoria.

As enzimas proteoliticas participam na utilizacao
das proteinas, consequentemente elas aletam diretamente o©
crescimento de um organismo. Os processos digestivos em pel
xes sdo pouco conhecidos e isto pode ser uma das razoes pa
ra as dificuldades encontradas quando se trata da alimenta

cao de pescado (DABROWSKI & GLOGOWSKI, 1977).

A atividade proteolitica dos extratos brutos de va
rios 6rglos do trato digestivo do peixe Chanos chanos , divi
didos em dois grupos de acordo com a dieta, foi investigada
por BENITEZ & TIRO (1982). Em ambos os grupos, alta ativida
de proteolitica ocorreu em ceco pilérico, intestino e pan
creas, significante atividade no esbfago, pouca no figado e
nenhuma no 8rgao epibranguial e estdmagos cardiaco e pilori
co. Atividade quimiotriptica foi detectada em extratos de
pancreas, intestino e ceco pilérico de ambos Os grupos, cOn
tudo atividade triptica ocorreu somente no grupo de peixes

alimentado com alga unicelular.

Um estudo das proteases de varios crustdceos decapo
dos, separados de acordo com o regime alimentar e desenvolvi
do por SATHER(1969) demonstrou que os omnivoros Metapoghapsys
messon e Procambarus clarkii apresentaram maior atividade
proteolitica do que os carnivoros Podophtalmus vigad,
Panulirus faponicus e Porntunus sanquinofentus. Para HOFER
(1979) as proteases sao as enzimas digestivas mais importan
tes, ndo somente nos animais carnivoros mas também nos omni
voros e herbivoros. Seus estudos resultaram em uma contradi
cao, quando o peixe omnivoro Rutifus rutifus alimentado com
uma ragao com 13,6% de componentes de origem animal apresen
tou atividade 2 vezes maior que o carnivoro Scardinius
enythrophthalmus, cuja dieta continha 45% de componentes de
origem animal, partindo da premissa de que a atividade pro

teolitica & muito maior em peixes predatdrios do que em es .



pécies omnivoras (VONK apud HOFER, 1978).

MAUGLE et al. (1982)estudaram as caracteristicas das
enzimas digestivas de camarao Penaeub japonicus alimentado
com uma ragao desidratada contendo 60% de proteina. Nos ex
tratos de hepatopancreas nao foi detectada atividade pepsi
nica, ao passo gue uma estavel atividade proteolitica foi

observada entre pH 7,0 e 8,5.

O grande interesse demonstrado por sistemas enzima
tigos presentes em organismos marinhos parece estar baseado
em dois aspectos fundamentais: (1) conhecer mais profunda
mente a fisiologia e bioquimica da espécie, facilitando o
entendimento de sua biologia, e (2) avaliar a viabilidade de
uma extragao rcntavel com o objetivo de aplica-la nos mais

diversos ramos industriais.

As enzimas digestivas dos crustaceos e outros inver
tebrados apresentam muitas semelhancas gquando comparadas com
aguelas dos vertebrados, exceto pela ausénecia de enzimas do
tipo pepsinica (VONK, 1960). Entretanto, muitos organismos
marinhos exibem elevada atividade proteolitica na faixa de
pH acido, quase sempre atribuida a uma enzima com caracteris
ticas de catepsina. Embora de ocorrénci - muito rara, LEE et
al. (1980) indicaram a presencga de significante atividadeen
zimatica, inclusive de pepsina em extrato de hepatopancreas
de camarao de Adgua-doce Macrobrachium rosenbengii. Uma enzi
ma digestiva com pH Otimo compreendido entre 1,8 e 2,3 tam
bém foi encontrada em _2ixe carnivoro Sifurus glanis. Esta
enzima foi considerada andloga a pepsina extraida de siste
mas Jigestivos de organismos superiores (JONAS et al., 1983).
NODA & MURAKAMI (1981) indicaram a presenga de duas protel
nases acidas isoladas do estOmago da sardinha similares a
pepsina dos mamifcros e a proteinases acidas de origem mi
crobiana em relagao a estrutura do sitio ativo, que possuil
dois grupos carboxila, embora sejam distintas com respeito
ao numero de propriedades moleculares e enzimatica. Em hepa
copancreas de polvo, Octopus vulgaris TAKAHASHI et al.
(1964 a) encontraram maxima atividade proteoliticaempH 2,5

e LEBLANC & GILL (1982) verificaram em duas espécies de lula
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pH. G6timos em 2,6 e 3,6 para [£Lex {Llecebrosus e Loldigo
pealel, respectivamente, que sao indicativos de proteases

acidas.

Embora a tripsina, um importante membro das protea
ses serinicas, seja conhecida detalhadamente com relagao a
sua estrutura e fungao, na verdade pouco se sabe sobre as
proteases dos invertebrados quando sao comparadas com as dos
vertebrados ou de bactérias. Em crustdceos decapodos, um fe
ndmeno geralmente caracteristico, & o da ocorréncia da trip
sina em maltiplas formas. Entao, sua diferenciagao & feita
através do estudo de propriedacdes eletroforéticas e imunold
gicas, dificultando a anadlise da sequéncia de aminodcidos
(TITANI et al., 1983).

Segundo DEVILLEZ & BUSCHLEN (1967) , gue estudaram as
enzimas digestivas tripticas em viarias espécies de crusta
ceos, 0 suco gastrico e a glandula digestivada craca Balanus
nubilus possui atividade em meio alcalino menor que a regis
trada para anfipodos, isdpodos ou decapodos. DEVILLEZ(19753)
mostrou que a maior atividade proteolitica do fluido diges
tivo da craca Balfanus nubilus ficou limitada & faixa acida,
com pH 6timo variando de 3,5 a 6,4 de acordo com o utiliza

do (hemoglobina, azocaseina ou caseina).

Dentre outras caracteristicas encontradas para a
tripsina, GATES & TRAVIS (1969) isolaram esta enzima de he
patopancreas de camarao Penaeus bseliferus cujo peso molecu
lar @ igual a 24.000, tem ponto isoelétrico acidico, nao re
quer Ions de calcio (ca™ ™) para sua estabilidade, & resis
tente a autodigestao e experimenta inativagao de forma irre
versivel em pH inferior a 5,0. Além do mais, a composigao
provavel de amincicicdos da molécula sugere algumas diferen
cas em sua estrutura total, parecendo nao haver indicios de

gue essa enzima possua a forma de zimbgeno.

BRUN & WOJTOWICZ (1976) descobriram duas proteinases
em hepatopincreas dos car-nguejos Cancer borealds e €y

innoratus com pH Stimos em 3,8 e 8,0 e peso molecular ZJe
16.700 e 20.500, respectivamente. De acordo com TOMASEK et
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al. (1970) a protease isolada do trato digestivo do caran
guejo Astacus Leptodactylus apresenta a mesma especificida
de da tripsina bovina, sendo inibida tanto por inibifores
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 presenga de uma
carboxipeptidase no fluido digestivo do crustaceo Aslacus
§Luviatilis. Outros estudos empreendidos por ZWILLING et al.
(1981) revelaram uma enzima proteclitica de baixo peso mole
cular (11.000) que pode pertencer a uma nova familia. Essa
endopeptidase -idrolisa a caseina e outros substratos de pro
teina e peptideo, sendo inativa sobre qualguer substrato es
pecifico para tripsina e quimiotripsina. A distribuigao des
sa proteina de baixo peso molecular ainda & desconhecida em
outros invertebrados e, parece gque nos animais vertebrados
ela estid completamente ausente.Entretanto,PFLEIDERE™ et al.
(1967); CEVILLEZ & LAU(1969); DEVILLEZ & LAU(1970) e ARMSTRONG
& DEVILLEZ (1978) demosntraram a prosenga 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 preferéncia por ligagoes
peptidi~as de leucina. Segundo GATES & TRAVIS (1969) & pos

sivel gque enzimas decse tipo tambémocorram em camarao.

As enzimas proteoliticas digestivas tém sido exten
sivamente estudadas em crustdceos, cspecialmente os decapo

dos.

TAKAHASHI et al. (1964) observaram rapida hidrdlise
de caseina pelos extratos preparados a partir de hepatopan
creas e intestino de lagosta Panufirus faponicus, enguanto a
hidrdlise nos de estdmago foi muito lenta. O hepatopincreas
dos cefaldpodos e da lagosta F. japondicus exib’ram atividade
enzimatica muito mais significativa que a demonstrada em fi

gado de peixe (TAKAHASHI et al., 1964 a).

BROCKERHOFF et gi. (1970) estudaram as enzimas di

gestivas da lagosta Homanrus amer{canus e encontraram duas



proteinases com pH Otimos em tornode 4,0 e 8,0 e com baixo
peso molecular, além de uma enzima do tipo triptica com pH
Stimo de 7,9 a 8,1 e peso molecular de 25.000, estimado por

filtragao em gel Sephadex G-100.

TRELLU & CECCALDI (1976) estudaram as enzimas proteo
1iticas em miasculo e hepatopancreas de crustaceo de capodo
Palaemon serratus. SAKER et al. (1982) usaram, como fonte de
proteases, hepatopancreas e, VIEIRA et al. (1985) investiga
ram a presencga dessas enzimas em hemolinfa de jovens da la
goé%a Panwlinus Laevicauda, todos relacionando a atividade
enzimidtica com as alteracdes que ocorrem naturalmente duran

te os estagios do ciclo de muda.

Através da determinagao da atividade enzimdtica tam

bém & possivel se acompanhar processo de deterioragac da pro

teina muscular. A atividade enzimatica.. foli observacds atra
vés do aumento do valor de tirosina por SALEM et al. (1970)
para acompanhar a decomposicao em miscrlo dos rustaceos

Metapenacus stebbingi e Callinectes sapidus e dos moluscos
Tapes decussata e Omnas.lrephes arablcus. FOLCO et al. (1984)
estudaram a agao das proteases de miisculo esquelético de cor
vina branca Micropogon opercularis sobre as proteinas miofi
brilares e concluiram que possivelmente a protease I degra
da as cadeias de meromiosina pesada, componente do complexo
actomiosina, enguanto a protease Il nao afeta a actomiosina

sob as mesmas condigoes.



3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Material

Foi utilizado hepatopancreas de lagostas do género
Panulirus White, capturadas na Costa de Fortaleza e obtidas
vivas junto 3 Colonia de Pescadores do Mucuripe, em Fortale

za-Ceara.

Os hepatopancreas fo-am removidos dos cefalotorax
e, em seguida, macerados em graal de porcelana e homogenei
zados em Potter (TRI-R STIR-R Modelo K 41) a aproximadamen

te 8.000 rpm por dois minutos a 7.

3.2 - Preparagao do pd cetonico

~ Os hepatopancreas homogeneizados foram suspensos em
acetona (-15°C) na proporgao de 1l:5 (p/V) e deixados em agi
tagao por uma hora. ApOs este periodo o material foi filtra
do a vacuo com auxilio de um funil de Buchner e ressuspenso
em acetona. Ecta operacgao foi repetida duas vezes, quando a
acetona j2 nao apresentava mais coloragao amarelada. Final
mente, o material foi submetido ao tratamento com acetona e
&ter etilico na proporgao de l:1 (V/V) a -15°C e, em segui
da, filtrado a vacuo. Todo o procedimento de preparacao do

- e i . -~ . o
pd cetdnico foi realizado em camara fria a 4-C.

O p6 cetdnico, assim preparado, foi deixado a tempe
ratura ambiente para possibilitar a cvaporagao do solvente,

sendo pesado, estocado em frasco de vidro e mantido a 4%c.
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3.3 - Preparagao do extrato

A partir do pé cetdnico fol preparado um extratoc na
proporgac de 1:100 (p/V) em tampao fosfato 0,01M contendo
cloreto de sddio 0,1M pH 7,0, por homogeneizagéo em Potter
durante um minuto a 5.000 rpm, centrifugacgao (Centrifuga IEC
Modelo HT) a 20.000 x g por trinta minutos a 4°c e filtra

¢ao em papel Whatman 42.

0 extrato assim obtido, denominado extrato bruto,foi
utilizado para determinacao de proteina e da atividade pro

teolitica.

3.4 - Fracionamento por precipitaci@o com sulfato de amonio

Ao extrato bruto de hepatopancreas de lagosta foi
adicionado, gradualmente, sulfato de amdénio - (NH,),S0, so
lido de modo a atingir 20% de saturagao. O precipitado foi
removido por centrifugacao a 20.000 x g por trinta minutos
a 4°C (Centrifuga IEC Modelo HT). O sobrenadante resultante
foi usado para as proximas precipitagoes com 40, 60, 80 e
100% de saturacgao com sulfato de amGnio. Os precipitados ob
tidos foram suspensos em tampao fosfato 0,0lM contendo clo
reto de sddio 0,1M pH 7,0 e dialisados contra agua destila
da a 4OC, durante um periodo de tempo suficiente para gue a
reagao entre a agua e o hidréxido de bario apresentasse re
sultado negativo.

As fracOes obtidas, denominadas 0/20, 20/40, 40/60,
60/80 e 80/100, foram suspensas em tampaoc rfosfato 0,01M con

tendo cloreto de sédio 0,1M pH 7,0 sendo usadas para a de

terminacdo do teor de proteina e da atividade proteolitica.

3.5 - Determinacao de proteina
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No extrato bruto e nas fragoes obtidas por fraciona
mento com sulfato de amdnio o teor de proteina fol determi
nado pelo m“todo do microbiureto (GOA, 1953), usando-se como

padrao a albumina sérica bovina (Sigma) (FIGURA 3).

Nos ensaios posteriores ao fraciocnamento por preci
pitacdo com sulfato de amonio a concentragao de proteina foi
determinada pelo método do Folin (LOWRY et al., 1951), usan

do como padrao a tirosina (Merck) (FIGURA 4).

3.6 - Determinacfo da atividade enzimatica

A atividade proteolitica foi definida como a capaci

dade de hidrolisar a caselina ou hemoglobina.

A reagao enzimatica, com 10 ml de volume final, de
senvolveu-se pela adigac de 1,0 ml do extrato bruto de hepa
topancreas de lagosta a 5,0 ml de hemoglobina (Sigma) a 1%
em solucao tampdo citrato ou caseina(segundo Hammarsten, E.
Marck AG Darmstadt) a 1% em solugao tampao fosfato ou bora
TO..

A incubagao foi realizada a temperatura de 40°c por
sessenta minutos em banho-maria (Unitemp - Fanem). Parou-se
a reacdo enzimitica com a adig@ de 1,0 ml de acido triclo
roacético (TCA) a 40% (AINOUZ et al., 1972). ApSs trinta mi

-

nutos de repouso, a mistura foi f£iltrada em papel de filtro
Whatman 42, sendo a atividade proteciitica estimada na fra
cdo solivel em TCA e guantificada pela leitura da absorban
cia a 750 nm em espectrofotOmetro (Bausch & Lomb modelo
Spectronic 20), depois da reagao com o reagente fenolico de
Folin - Ciocalteau (LOWRY et al., 1951). O branco da reagao
foi obtido pela adicdo do substrato apbs a colocagao do TCA
a 40%. Todos os valores de absorbancia dos brancos foramsub

traidos dos valores das amostras.

3.6.1 - Concentragao do substrato
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FIGURA 3 - Curva padrao da albumina sérica bovina (Sigma)
pelo método do microbiureto (GOA, 1953).
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FIGUIA 4 - Curva padrdo da tirosina (Merck) pelo método de
Folin (LOWRY et al., 1951).
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Para a determinacdo da concentragao ideal desubstra
to a ser usada, for.m feitos ensaios com caseina (10 a 70 mg),
mantendo-se o volume do extrato constante e igual a 1.0 ml
preparado na proporgac de 1 mg de liofilizado paral,5ml de
tampao fosfato 0,01M contendo cloreto de SOle 0,1M pH 7,0.
A reagao procedeu-se 3 temperatura de 4C Sg por sessenta mi

nutos.

Definidos cs valores de tempo € temperatura, nova

relagdo enzima-substrato foi determinada, usando—se um ex
=] o . = A -

trato cuja proporgao eva 0,5 g de liofilizado para l,5ml de

tamp3o fosfato 0,01M contendo cloreto de sédio 0,1M pH 7,0.

3.6.2 - Efeito do pH

A determinagéo do pH otimo do sistema enzimatico foi
estudada em extrato bruto de hepatopancreas de lagosta na
proporcao de 1:100 (p/V) usando-se tampao acido citrico
0,18 ~ NaZHPO4 0,2M nos pHs 2,6; 3,0; 3,6; 4,0; 4,6 e 5,0,
tampao KH, PO, 0,1M - NaOH 0,1M nos pHs 6,0; 6,5; 7,0 e 7,5
e tampao KCl + H3BO3 0,5M - NaOH 0,5M nos pHs 8,0; 8,5; 9,0;
9,5 e 10,0, citados por DAWSON et al. (1969). Os substratos
(hemoglobina e caseina 1%) também foram preparados nos mes
mos intervalos de pH, sendo que de 2,6 a 5,0 o substrato em
pregado foi a hemoglobina e de 6,0 a 10,0, esta foi substi

tuida pela caseina.

Nas fragoer obtidas pelo fracionamento por precipi
tagao com sulfato de amonio onde maior atividade enzimatica
foi registrada, outra curva de pH foi efetuada no intervalo
entre 6,0 e 10,0. Os extratos foram preparados pela dissolu
c3o de 1 mg das fragoes liofilizada- em 1,5 ml de tampao fos
fato 0,01lM contendo cloreto de sdodio 0,1M pH 7,0.

As condigbes de encalo obedeceram OS MESMOS padroes

dos anteriores.
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3.6.3 - Efeito da temperatura e do tempo

A temperatura e o tempo de reagao foram estabeleci

dos mediante a incubag@o do ensaio enzimatico em temperatu
o .

ras de 40, 50, 55 e 60 C por trinta,sessenta, noventa e cen

to e vinte minutos.

Os extratos foram preparados na proporgac de 0,5 mg
de licfilizado para 1,5 ml de tampao fosfato 0,01M contendo
cldreto de sb6dio 0,1M pH 7,0.

3.6.4 - Termoestabilidade

A estabilidade térmica do sistema enzimatico foi ava
liada submetendo-se o extrato preparado com 0,5 mg de liofi
lizado em 1,5 ml de tampao fosfato 0,01M contendo cloreto de
sédio 0,1M pH 7,0 a pré-incubagao em temperatura de 40, 50
e 60°C durante guinze, trinta, quarenta e cinco e sessenta
minutos. Decorrido cada intervalo de tempo, o extrato era re
tirado do ban'n-maria e nele determinada a atividade enzimé

. o ;
tica a 50°C por sessenta minutos.

Os resultados de atividade proteolitica especifica
foram transformados em percentagem de atividade, consideran
do-se 100% a atividade do extra‘oc nao submetido ao aqueci

mento prévio.

3.6.5 - Ativadores/inibidores

O comportamento do sistema enzimdtico foi pesquisa
do no extrato de hevatopancreas de lagosta: preparado com
0,5 mg de liofilizado em 1,5 ml de tampao fosfato 0,01M con
tendo cloreto .de sddio 0,1M pH 7,0, frente aos compostos:

cloreto de célcio(CaCl2 .ZHZO), cloreto de mercﬁrio(HgCl2),
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cloreto de sodio(NaCl), cloreto de ferro III (Fe3C12.6H20),
etilenodiaminotetracitico (EDTA), cloreto de manganés(MnClz.
4H,0), tiossulfato de soddio (Na25203.5H20), acido ascorbico
- " “ 4 4 R, : T =1
(C6H806)rac1do 01Lr1co(H3C6H5O7LM Nrcaptoetanol(HSCHECdzoh)
e biosculfito de sddi (Na25205) na concentracao de 1 mM.
A reagao enzimatica sem a adigac de gualquer reagen
te gquimico (controle) foi considerada 100%. Areagao ocorreu

o ;
a 50°C por sessenta minutos.

@

3.7 - Unidacda de proteinase

A atividade proteolitica do sistema enzimatico de
nepatopancreas foi definida arbitrari~mente como unidade de
proteinasc (U.P.),sendo a quantidade de produto da reagao en
zimética, nas condigaes especificadas (5OOC e sessenta minu
tos), soluvel em TC) e eguivalente a 50 ug de tirosina. Os
resultados desta atividade proteolitica foram expressos em
U.P./ml e a atividade proteolitica especifica,em U.P./mg de

proteina.

3.8 - Cromatografia em Sephadex G-100

A partir da fragao 20/40, obtida por precipitagdo do
extrato brutc com sulfato de amonio, fol preparado um extra
to na proporgao de 15 mg de liofilizado por ml de tampao fos
fato 0 01M contendo cloreto de sddio 0,1M pH 7,0, 0 gual foi
passado em coluna de gel de Sephadex G-100 (Pharmacia), me
dindo -G x 1,7 cm. O suporte foi tratado conforme -instrugoes
do fabricante (GEL FILTRATION) e as colunas foram equilibra
das e cluidas com o mesmo tampao. [odas as cromatografias
foram feitas a temperatura ambiente (ca 26°C)usando o fluxo
de 30 ml/: e os efluentes coletados em fragoes de 3,0 ml,

com auxilio 7= bomba peristaltica (Pharmacia) graduada em
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3,4 e coletor Beckman.

A eluicao fo. seguida pela medida de absorbancia em

espectrofotdmetro (Varian série 634) a 280 nm.

Posteriormente, o teor de proteina e a atividade

proteolitica foram determinados nos efluentes.

As massas moleculares foram estimadas usando-se a
f6rmula de DETERMAN & MICHEL (1966),

Log M = 5,941 - 0,847 (Ve/Vo)

onde:

Ve = volume de eluigao

Vo = volume de exclusao

3.9 - Comparacaoc com enzimas comerciais

A atividade proteolitica do sistema enzimatico pre
sente em hepatopi@n.ceas de lagosta fol comparada com & de
trés proteases encontradas no mercado e denominadas A, B e
C.

C extrato de hepatopancreas de lagosta foi prepara
do na proporcac 0,5 mg/ml, e os das proteases A e B com 1
mg/ml e aguele da C igual a 10 mg/ml (pd& llofilizado: meilo

de extragao).

As proteases comerciais foraer previamente caracte
rizadas quanto aos seus parametros Gtimos de reagac, de mo
do semelhante ao que foi feito para o sistema enzimritico de

hepatopancreas.

A reacdo enz midtica foi procedida de forma idéntica

ao descrito no item 3.6.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Hepatopancreas/pd cetdnico

. O hepatopancreas localiza-se no cefalotdorax, como as
demais visceras, sendo formado por um ou mais pares de apén
dices glandulares. Esses diverticulos digestivos nos decapo
dos representam morfologicamente Os pares de cecos anterio
res, O0s quoils estao presentes quase universalmente nos crus

taceos em diversas formas e dimensoes.

Segundo TRAVIS (1955) o hepatopancreas atua na segre
gac3o das enzimas digestivas, absorgao e transformagao do
alimento, sendo o maior deposito de estocagem das reservas
organicas e minerais e, consequentemente, O 6rgao mais im
portante sob o aspecto de gue a partir dele, tais reservas

s3o mobilizadas guando requeridas por outros tecidos.

O hepatopancreas & tipicamente uma glandula exdcri
na, com suas estruturas microscdpicas completamente distin
tas daguelas presentes no figado dos animais vertebrados.
Entretanto,na realidade ele'funciona como tal, tendo em vis
ta que substdncias como glicogenio e gordura sao armazena
das em grandes quantidades em suas células, apesar de que
no figado nao ha produgac de enzimas digestivas, funcao de
sempenhada pelo pancreas. Assim, embora ainda muito polémica
a nomenclatura deste 6rgao, dois pontos parecem bem defini
dos: (a) o hepatopancreas & uma glandula, e (b) encontra-se
situado proximo ao intestino médio estando conectzio direta

mente a ele (VAN WELL, 1974).

O hepatopancreas dos crustaceos tem sido extensiva

mente estudado com relacdc & caracterizagao das enzimas di

31
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gestivas presentes. No caso particular das lagostas do géne
ro Panulinrus White, o hepatopancreas representa aproximada

nente 7% do peso do cefalotorax do animal.

O processo de remcgao da dgua dos tecidos pelo tra
tamento com acetona € um método amplamente utilizado na pre
paragao de enzimas (XKELLER et al., 1956; FOLK & SCHIERMER,
1965; PRAHL & NEURATH. 1966; REECK & NEURAYH, 1972; BRUN &
WOJTOWICZ, 1976; MAYZAUD & MAYZAUD, 198l; HOLZMAN et g&.,
1982; GRANT et 2l.,1983; VO et gi.,1983; YOSHINAKA et al.,
1983), porque esse procedimento nao resulta em perdas signi
ficantes da atividade proteolitica, além de conserva-la por

um longo periodo de tempo.

A preparagao do pd cetdnico a partir do hepatopan
creas fresco fol estimado como sendo da ordem de 27%, em mé

dia.

4.2 - Fracionamento com sulfato de amonio

O processo de purificagao através da adigzo gradual
de sulfato de amonio tem sido amplamente utilizado para en
zimas proteoliticas (SUNDARAM & SARMA, 1960; GRONTHWGER JR.,
1964; GATES & TRAVIS,1969; MAKINODAN & IKEDA, 1969 b; HUANG
& TAPPEL, 1971; BAUER & EITENMILLER, 1974; MURAKAMI & NODA,
1981; NODA & MURAKAMI, 1981; SAKER et al., 1982; JONAS et
al.,1983; HARA et al., 1984; VIEIRA et al., 1985; SIQUEIRR,
1986). De um modo gernl, o intcrvalo de 20 a 80% de satura
¢ao com sulfato de amdnio & aguele verificado com maicr fre
quéncia para proteases de pescado, embora nac seja muito di
ferente quando outros materiais sao utilizados como fonte
de investigagao (TALLAN et al., 1952; GREENBAUM & FRUTON,
1957; KOLSZ. LKA & MILLER, 1960; PARRISL JR. & BAILEY, 1966;
PARRISH JR. & BAILEY, 1967; MARTINS & WHITAKER, 1968; PRISCO
& VIEIRA, 1976; AINOUZ et al., 1981).

O primeirc passo para a purificacao do sistema en

zimdtico foi o tratamento com sulfato de arSnio sélido. Es



te sal foi sendo adicionado gradualmente e as fragoes de
20-40 e 40-60% de saturagao foram aqueles gque exibirammaior
atividade proteolitica especifica (TABELA 1, FIGURA 3). Ve
rifica~-se que houve uma recuperagao de cerca de aproximada
mente 9,4 e 18,7% e uma purificagio da ordem de 2,5 e 1,8
vezes, respectivamente nas fragoes 20/40 e 40/60(TABELA 1).

' SUNDARAM & SARMA(1960) submeteram a enzima presente
no intestino do peixe Efroplus suratensis a cinco etapas de
purificagdo conseguindo uma purificagao da ordem de 200 ve
zes'a uma recuperagéo de 21%, ao passo que a proteinase de
misculo de albacora foi purificada 260 vezes com apenas 2,3%
de recuperagao (GRONINGER JR., 1964). O fracionamento com
sulfato de aménio e acromatografia em coluna de Sephadex G-75
conferiram ao sistema enzimatico de hepatopancreas de cama
rao Penaeus setiferus uma purificagao de 6,3 vezes com 47,9%
de recuperagao e de 115 vezes com 43% de recuperagaoc para a
enzima alcalina de misculc de carpa obtida do mesmo modo,
porém com a resina G-200 (MAKINODAN & IKEDA, 1969 a). Quan
do a proteinase acida presente em misculo de carpa foi tra
tada com sulfato de amdnio e acetona e eluida com Sephadex
G-200 sua purificagdo foi da ordem de 20. vezes (MMKINODAN &
IKEDA, 1969 b). As enzimas digestivas de peixes de diferen
tes habitos alimentares foram purificadas de 5 a 8§ vezes e
de 10 a 15 vezes quando tratadas com sulfato de amonio e com

Sephadex G-100 e G-150, respectivamente(JONAS et al.,1983).
4.3 - Efeito do pH

A influénecia do pH na agao catalitica das enzimas
tem sido extensivamente estudada, uma vez gue sua OCOTrTrén
cia é verificada dentro de intervalos limitados de pH. De um
modo geral, cada reagao enzimdtica exibe seu pH Otimo; con
tudo, se a mesma enzima atua em diferentes substratos, o va
lor S6timo de pH pode variar em cada caso. Assim, de acordo

com KELVIN (1963) uma carboidrase requer diferentes pls oti
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TABELA 1 - Fracionamento do sistema enzimatico presente em hepatopancreas de lagosta do gene
ro Panufirus White por sulfato de amonio.

®
Proteina Atividade proteolitica Recupera
~ Vezes de
Fracoes Volume - y bl ‘s ¢ao da a 6
) (1)  (mg/ml) TO°  (p.p./mly oral Espegiiica tividage COFiRiC2
(mg) (u.p.) (UP/mg prot.) (%) cao
Extrato bruto 100 3,07 307 40,26 4.026 13.11 100 X
0/20 50 Zero - Zero - - - -
20/40 50 0,235 1,75 7,59 3795 32, 30 9,43 2,46
40/60 50 @ 657 32,85 15,09 754,5 22,97 18,74 1,75
60/80 50 0,289 14,45 4,77 238,3 16.:51 5,92 1,26

80/100 50 zero - 1,52 76,0 - - -

Os dados referem-se a extragao de lg de pd cetdnico.

* A proteina foi determinada pelo método do microbiureto.

4%
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FIGURA 5 - Atividade proteolitica especifica Jo sistema en
zimatico presente em hepatopancreas de lagosta do
género Panulirus White,em fungcao do seu tratamen
to com sulfato de amonio.



mos para oS varios aglcares sobre os quais ela atua, enguan
to a pepsina possul somente uma faixa muito limitada de pH

variando entre 1,5 e 2,5, dependendo do substrato protéico.

Segundo LEHNINGER (1985) as enzimas possuem um pi
Stimo caracteristico, no gual sua atividade catalitica é ma
xima. As curvas de variagdo da atividade enzimatica em dife
rentes valores de pH, refletem o pH no qual importantes gru
pos doadores ou receptores de protons no sitio catalitico
estio no seu estado de ionizagao adequados. Como tais inter
valos de variagao ocorrem de maneira muito limitada, estu
dos com sistemas bioldgicos somente sao possiveis guando se

mantém um controle rigido do pH do meio.

A classificagdao das e~zimas proteoliticas digesti
vas dos invertebra?css tem sido frequentemente baseada nos
estudos de ©»H Otimo utilizando como matéria-prima extratos
brutos de tecidos do trato digestivo. Entretanto, tal dado
fornece pouca informagao sobre a natureza dos componentes
proteoliticos envolvidos na digestao das proteinas, visto
gue as proteases experimentam uma distribuicao universal
nas células vivas e o pH otimo, isoladamente, constitui-se

em um fraco critério de classificagao.

A primeira tentativa para caracterizar a especifi
cidade das wnroteascs em cristidceos foi feita por SHINODA
(1928), que encontrou trés enzimas em AsfLacus macnodactylus,
as guai: foram separadas em relac@ao ao sev pH Otimo (HUGGINS
& MUNDAY, 1968).

A atividade proteolitica do sistema enzimatico de he
patopancreas foi determinada em uma faixa de pH gue variou
de 2,6 a 10,0. Na faixa acida, usando-se a hemoglobina a 1%
como substrato, foi verificado um valor maximo em pH 3,6,
correspondendo a aproximadamente 30% da atividade registra
da na frixa alcalina, guando o substrato foi a caseinaa 1%,
onde a atividade maxima foi observada no intervalo de pH com
preendido entre 7,5 e 9,0 (TABELA 2, FIGURA 6). O tecxr de
proteina no extrato bruto, determinado pelo método do micro

biureto (GOA, 1953), foi de 3,07 mg/ml,

No sistema enzim:ico fracionado por precipitagao



TABELA 2 - Variagao da atividade proteolitica do sistema en
zimatico de hepatopancreas de lagosta do
Panulirus White, em fungao do pH de reagao.

genéro

Atividade proteolitica
pH da reagao (

U.P./ml)

-

Atividade proteoll

tica especifica

(U.P./mg de protei
*

na-)

(8]
-

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
10,0 21,01

w
~

Ul o o W
. T ST
O U o Ut o O o O O o Oy

~

-

®C w3 9 O G
~ o= ~
(%31

O WO
~ -
(52 ]

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 a extragao de 1 g de pd ceton.co.

* A protelina foi ¢ terminada pelo método do microbiureto.



38

PRl ST L s S T it i, i I o T S A st T A Y S0 e e mm
b 120 -
- %
100 &
80 L
s
= i
@
b 5
]
|
(o}
@ 60 &
=
o
=
.
& 40}
=]
20 ¢
; R
10 20 30 40 50 60 O 80 +ﬁO
B , &

FIGURA 6 - Variagdo da atividade prcieolitica especifica do
sistema enzmmatlco presentc em hepatopancreas do
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com sulfato de amdnio, foi procedid: outra curva de pH cujos
valores variaram de 6,0 a 9,5. O pH otimo foi,entao, estabe
lecido como sendo igual a 8,0 (TABELA 3, FIGURA 7) p&ra as
fragoes 20/40 e 40/60% obtidas pelo referido tratamento,sen
do os tecores de r-oteina, calculados pelo Folin (LOWRY et
al., 1951), iguais a 0,122mg/mg de liofilizado e 0,189mg/mg
de liofilizado, respectivamente. Esses vclores de concentra
gao de proteina foram os mesmos para todas as determinagoes
dos parametros de caracterizagao do sistema enzimatico de he
pajopancieas de lagosta, exceto guando alguma referéncia for

mencionada.

Diversas espécies de peixe foram estudadas com rela
cao as enzimas presentes no tecido muscular. A proteinase
isolada de misculo de albacora, Thunnus alfalunga (GRONINGER
JR., 1964) exibiu pH Otimo de 2,4 a 2,5. Em masculo de pei
xe das espécies Scomber japonicus, Sardinops melamosticta,
Seniola quinguenadiata e Gadus machocephalfus, MAKINODAN &
IKEDA (1969) nao encontraram atividade enzimatica na faixa
alcalina, embora elevada atividade proteolitica tenha zido
observada no intervalo de pH compreendido entre 2,6 e 3,5;
um pH Otimo em 8,0 (MAKINODAN & IKEDA, 1969 a) e outro na
faixa entre 2,8 - 3,0 foram encontrados para os sistemas en
zim3ticos isolados de misculc de carpa (MAXINODAN & IKEDA,
1969 b). No misculo esquelético de corvina branca M{cropogon
operculanis, BUSCONI et al. (1984) encontraram duas protea

ses alcalinas, uma com pH Otimo igual a 8,5 e a outra 9,1.

Um numero muito maior de estudos tem sidc empreendi
do utilizando &rgaos e fluidos digestivos de peixe e crustad

ceos; além daqueles procedidos no tecido muscular.

Em ceco p.lérico de salmio, Oncorhynchus tshawyts cha
CROSTON (1960) encontrou endopeptidases com pH otimo de 9,0
e SUNDARAM & SARMA(1960) purificaram enzima do intestino do
peixe EZnoplus suratensds cujo pH de maxima atividade foi
de 9,0 a 10,0. Para a protease extraida de f7gado de cangu
lo Bafistes vetula, a atividade proteolitica maxima ocorreu
em pH 9,0 (SIQUEIRA,1986), entretanto em figado de Theiragia

=

chalecogremme, TARMINSHI et &. (1964 a) encontraram enzimas
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TABELA 3 - Varlagao da ativicdade proteolltlca do sistema enzimatico de hepatopancreas de ]dqosta
do genéro Panulirus White nas fragoes obtidas pelo fracionamento com sulfato de amdnio
no iitervalo de 20-40 e 40-60% de saturagdo, em fungao do pH de reagao.

20/40 40 /60

Atividade proteo Atividade 1roteol£ Atividade proteQ Atividade proteo
litica (U.P./mg tica especifica 1itica (U.P./mg litica especifica
liofilizado) (U.P./mg proteina) liofilizado) (U.P./mg proteina)

6,0 12,43 96,36 13,13 69,47

6,5 14,13 109,92 5. 58 82,43

7,0 15,40 119,33 16,63 87,99

1i5 16, LL 124,88 17,33 91,69

8,0 1?,86 136,45 18,21 96,32

8,5 17,33 134,34 17,51 92,62

9,0 16,46 127,60 16,80 88,91

9,5 15 ;75 122,09 16,80 88,91

087
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FIGURA 7 - Variagdo da atividade proteolitica especifica do
sistema enzimftico presente em hepatopancreas de
lagosta do género Panulirus waite, submetido ao
fracionamento com sulfato de amonio no intervalo
de 20-40 (A—=a) e 40-60 (4A----a) de saturagao,
em funcao do pH de reagac. ‘



com pH &timo em 7,0. No pancreas do peixe  pulmonado
Protopterus acthlopicus DE HAEN & GERTLER (1974) encontra
ram um novo tipo de protease serinica, denominada proelasta
se A. A .carpa comum, Cypiinus carpioc e a carpa capim
Ctenopharyngodon idella exibiram atividade proteolitica ma
xima c¢m pH 9,5 (DABROWSKI & GLOGOWSKI, 1977). Em extrato de
rim de corvina, uma protcase com pH Otimo igual a 8,0 foi
observada por LIN et al.(1980). Segundo COHEN et al. (1981 a)
as proteinases serinicas do pancreas da carpa comum apresen
taram alto grau de similaridade com aquelas de mamiferos.
Trés proteinases alcalinas foram isoladas de ceco pildrico
de sardinha por MURAKAMI & NODA (1981), com pH otimo en.Lre
10,0 e 11,0. BENITEZ & TIRO (1982) encontraram atividade ri
Xxima entre pH 7,0 e 7,6 em drgaos digestivos dos peixes ali
mentados com algas unicelulares e, outro pico entre 2,5 e
10,0 tanto para os peixes alimentados com aljas unicelulares
guanto para agueles cuja dicta fol a base de alga verde £i
lamentosa. De acordo com JONAS et al. (1983), as enzimas di
gestivas da carpa Hypophthalmichthys molitaix apresentaram
aumento de atividade na faixa de pH erntre 2,0 e 6,0, segui
do por um placd entre 7,0 e 8,0 e aumentando novamente em
pH sunerior a ¢,0. A atividade encontrada no intestino da
carpa com:m Cyprinus carpio exibiu um incremento significa
tivo entre pH 7,8 e 8,4, embora em pH 11,5 ainda persistis
se uma elevada atividade proteolitica. No peixe Silurus
glanis foi detectada maxima protedlise entre pH 7,0 e 8,0.
Dras aminopeptidases da sardinha, Satdinops melanosticta fo
ram examinadas por VO et al. (1983) e apresentaram ativida

de maxima entre pH 7 e 7,5.

Os 8rgdos e fluidos digestivos dos crustadceos sao
fontes muito promissoras de substancias de alto valor biold
gico como as enzimas proteoliticas que estao envolvidas no
processo de digestao desses animais. A lagosta Panulirus
japonicus exibiu »H: Stimos distintos em 2,0-2,5; 8,5-9,0
e 11,5 no hepatopancreas e 8,5-9,0.nc intestino (TAKAHASI
et al., 1964).

A enzima estudada por GATES " TRAVIS (1969) em hepa
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topdncreas de camarao Penacus setiferus apresentou maxima
hidrdlise de caseina no intervalo compreendido entre 7,0 e
9,5, enguanto aquela do caranguejo Podophitialmus vigil ocor
reu em pH 6,0 (SATHER, 1969). ASAHARA(1973) encontrou em he
patopidncreas de camarao Thdchypenaews curvirosindis maxima
atividade em pH 8,4. TELFORD(1970) estudou enzimas digesti
vas no hepatopincreas dos crustdceos Cancer ALrroratus e C.
borealis e BRUN & WOJTOWICZ (1976) afirmaram gue a ativida
de esvecifica registrada para a primeira espécie foi supe
rior dgquela em C. borealis., VAUGLE et al. (1982) indicaram
atividade proteolitica em pH 7,0 a 8,5 em hepatopdncreas de
camarao Penaeus japonicus. Em hepatopdncreas de jovens da
lagosta Panulirus Laevicauda, SAKER et EE.(1982) encontraram
gque a caseina era hidrolisada mais acentuadamente nos plHs
7,0 e 9,0. IURAMATSU & KAKIUCHI (1978) mostraram atividade
em pH 8,0 usando hcpatopincreas de camarao Parahaldlporus
sibogae. GRANT et al. (1983) isolaram uma segunda protease
serinica colagenolitica em hepatopdncreas de caranguejo Uca
pugilator. A presenca da protease I fol noticiada anterior

mente por EISEN & JEFFREY (1960).

As proteinases digestivas dos caranguejos Poafunus
trnitubenculatus, P. sanguinolentus e Charybdis japondca exi
biram estabilidade na atividade proteolitica na faixa de pH

de 6,0 a 8,0 (GALGANI & NAGAYAMA, 1986).

Em suco gastrico de Orconectes virndilfdis, DEVILLEZ
(L965) encontrou atividade caseinolitica em pHs 6,0 e 7,5~
3,5 e DEVILLEZ & PTSCHLEN (1967) detectaram maxima ativida
de em pH 4,0 em suco gastrico de craca, Bafanus nubilus e,
pelo menos, um Otimo de oH acima de 7,0 em isdpoda Lirceus
sp. e anfipoda Synurellfa sp. O oH Stimo de hidrdlise de he
moglobina fui 3,5, de azocaseina 6,0 e de caseina 6,5 em
fluido digestivo de craca, Balfanus nubifus (DEVILLEZ, 1975).
Entretantc, em suco gidstrico de lagosta Homarus amerleanusb
foi determinada atividade tipo triptica em pH 8,0 (BROCKERHOFF
et al., 1970). Usando a hemolinfa de individuos Jjovens da
lagosta Panulinus Laevicauda, VIEIRA et al. (1985) encontra
ram maxima atividade proteolitica nos pHs 7,0 e 9,0,
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ZWILLING et al. (1979) mostraram que a carboxipepti
dase do fluido digestivo do crustaceo Astacus fluviatilis
exibiu pH o6timo em torno de 6,5. Mais tarde, foi isolada uma
protease de baixo peso molecular (11.000) do mesmo carangue
jo por ZWILLING et al. (198l). Essa enzima foi facilmente
distinguida de proteinas contaminantes pelo seu baixo ponto
isoelétrico e tamanho reduzido. Entretanto, os autores des
cartaram a possibilidade dessa protease ser um fragmento a
tivo de tripsina ou de carboxipeptidase, com base nos resul
tados de ensaios imunoldgicos, especificidade de clivagem e
sequéncia parcial de aminoidcidos. A tripsina do crusticeo
Astacus fLluviatilis, estudada por TITANI et al. (1983), apre
sentou caracteristicas mais acidicas que a de origem bovi
na, resisténcia a autodigestao e desnaturagao, de modo irre

versivel, quando em pH inferior a 3,0.

4.4 - Efeitc da concentracao do substrato

O efeito da variagao da concentracao do substrato
(s ] na velocidade inicial(V )de uma reagdo enzimdtico, quan
do se mantém a concentragao da enzima constante, €& represen
tado por uma hipérbole retangular. Assim, em concentragoes
muito baixas de substrato a velocidade da reagac ocorre de
forma muito lenta; entretanto, ela aumentara com umn aumento
na concentragao de substrato, até um determinado limite,
quando entao nao haverd correspondéncia de proporcionalidade
direta, ou seja, aumentos cada vez maiores na concentragao
de substrato implicam em incrementcs sempre menores na velo
cidade de reagdo, atingindo um ponto além do qual havera ape
nac acréscimos despreziveis na velocidade de reagao, nao im
portando o guanto seja aumentada a concentracao de substra
to. A velocidade da reagao aproximar-se-a de um platd - ve

locidade mixima (V sem nunca atingi-lo de fato.

A\
max’’
Embora seja dificil estabelecer exatamente em gque

concentracdo de substrato a velocidade maxima @€ atingida,
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devido a sua aproximagdo ocorrer muito lentamente,Michaelis
e Menten definiram uma constante, chamada K,, que & 0til pa
rz estabelecer a relacdo precisa entre a  concentragao de

substrato e a velocidade da reacao enzimdtica.

RICK(1965) encontrou qgue a concentragac Otima de ca
selna hidrolisada pela gquimiotripsina foi de 4 mg/ml, enguan
tr que a hidrdolise maxima da hemoglobina ocorreu nas concen
tragbes de 6,7 mg/ml com tripsina (RICK, 1965 a) e 1,6 mg/ml
com pepsina (RICK, 1965 b). A atividade proteolitica maxima
foi* alcangada em suco proveniente do ducdeno com 0,5 mg de
azocaseina por ml do extrato (THARNEY & TOMARELLI, 1947).

Os valores relativos ao estudo do efeito da concen
tragio do substrato sobre a atividade enzimdtica das fragoes
obtidas pelo tratamento com sulfato de amdnio nos intervalos
20-40 e 40-60% de saturacdo, nas temperaturas de 40 e 50°¢
durante sessenta minutos, estdo apresentados na TABELA 4 e
FIGURAS 8 e ¥, tendo revelado cue ew ambas as condigoes de

ensaio, saturagao do complexo enzima-substrato ocorreu

€]

vuando ©0 mg de caseina reagiram com 0,5 ml do extrato pro
veniente da dissolugio de 1 mg de liofilizado em 1,5 e 3,0
m? Jo tampdo fosfato 0,01 M contendoc cloreto de sdédio 0,1 IV
pH 7,0, respectivamente para 40 e 50°¢C de incubagao durante

sessenta minutos.

Esse nivel de saturacao foi semelhante ao encontra

do por GRONINGER JR. (1964); .IAKINODAN & IKEDA (1969 a e b);

SAKER et al. (1982) e SIQUEIRA (198¢'. Entretanto, VIEIRA
et al. (1985 encontraram uma razao de 80 mg de caseina para

protease de hemclinfa de lagosta.

4,5 - Efeito da temperatura e do tempo

A natureza protéica das enzimas tem sido destacada
e & refletida na relagd3o existente entre a temperatura e a
atividade enzimatica. A medida que a temperatura se eleva,

a atividade enzimdtica aumenta a tzl ponto gue a velocidade



TABELA 4 - Variagdo da atividade proteolitica do sistema enzimdtico de hepatopan
creas de lagosta do génexo Panulirus White nas fragoesobtidas pe o fra
cionamento com sulfato de amonio no irtervalo de 20-40. e 40-60% de sa
turagao, em fungdo da concentragao de substrato. O ensaio enzimdtico
foi realizado a 40 e 509C por sessenta minutos.

Concentraczo
do ' 20/40 40/60 20/40 ‘ 40/60
substrato - o a
{mag) Ativ. proteolitica Ativ, proteolitica Ativ. proteolitica Ativ, proteolitica
CU.D. g Bspecifi U P g Especifi U.D. /mg Bspecifi U.2. /mg BEspecifi
tiokily O B giapiny B8 DR giepiny B UBY gieegy SR TP/
zado g BhO zado g Pxg zado g g zarn i BNE
teina teina teina teina
0 7 11,55 89,56 10,35 57,42 23,46 181,83 22,06 116,70
20 14,70 113,99 15,58 82,43 31,388 246,97 30,211 159,30
30 15, 40 119,.4% 15,93 34,28 34,31 265,97 33,26 175,93
40 16,45 127,56 16,892 88;91 36,41 282,25 36,41 192,65
50 16,63 128,91 16,10 85,21 37,46 290,39 37,81 200,06
60 16, 28 126,20 17,86 Gi,47 3T 5 290,39 37,81 200,06
70 16,45 127,55 19,61 103;73 39:5 306,68 38,5 L 203,76

?\

9y
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FIGURA 8 - Variacao da atividade proteolitica especifica do
sistema enzimatico presente em hepatopancreas de
lagosta do ¢2nero Panulirus White, submetido ao
fracionamento com sulfato de amdnio no intervalo
de 20-40 (4&—a) e 40-60% ( A---4) de saturagao,
em fungao da concentragao de gubstrato. A reagao
enzimatica foi realizada a 40 C por 60 minutos.
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FIGURA 9 - Variagao da atividade proteolftica espacifica do
sistema enzimidtico presente em hepatopancreas de
lagosta do género Panufirus White, submetido ao
fracionamento com sulfato de andnio no intervalo
de 20-40 (& A) e 40-60% ( A----a) de saturacao,
em funcio da conceintracdo de gubstrato. A reagao
enzimatica foi realizada a 50°C por 60 minutos.




,de reacao & aproximadamente o dobro para cada 10% ge aumen
to da temperatura. A velocidade de uma reagao guimica depen
de da energia de ativagdo, ou seja, da cenergia potencial a
ser adquirida pelas mollculas para gue a reagao se desenvol
va. Quando a energia de ativagdo & baixa, as moléculas fa
cilmente atingem o nivel necessario, de modo que a reagao
ocorre muito raridamente. As enzimas, como catalisadores que
sao, agrn reduzindo a energia de ativagao, permitindo assim,

gue a reagao se processe com mais rapidez.

De acordo com ESKIN ct al. (1971) a grande maioria
das enzimas exibe atividade dtima entre 30 e 40°C. 2 45-50°C
as enzimas comegam a experimentar o processo de desnaturagao
e, em aproximacdamente SOOC, ocorre inativacgao, devido as al
teragdes sofridas pela porgdc protéica da enzima, a apoenzi
ma, cuja exposigdo a elevadas temperaturas resulta no desdo
bramentc da molécula ¢ consequente perda de especificidade.
Normalmente, a ihativagéo térmica ocorre de forma muito r3

. ; 53 O
pida emn temperaturas superiores a 50°C.

A temperatura otima & frequentemente citada como uma
caracteristica de uma dada enzima.Contudo, isoladamente nao
& um critério satisfatdrio para a caracterizagdo de enzimas
porque & um valor varidvel. A temperatura Ctima depconde do
tempo e do pl e, deve ser aplicavel somente para certas con

digoes.

A determinacdo do tempo e temperctura Otimos de rea
cao mostrcu gque a 50°C durante sessenta minutos o sistemc
enzimatico ex’'biu maxima atividade em ambas as fragoes (TABE
IAS 5 e 6, FIGURLS 10 e 11), razao pela qual foram escolhi

dos para os enzimaticos.

MAKINODAN & IKEDA(1969), investicando doze espécies
de pc-cado, mencionaram gue para quatro horas de reagao a
temperatura dtima para as proteinascs de misculo, ativas em
pH alcalino, Foi considerada relativamente elevada, 60-65°C

em comparagac com 45-50°¢C para as de faixa &zida. A protei
nase alcalina (MAKINODAN & IKEDA, 1569 a) de musculo de car
pa, Cyprinus carplo demonstrou atividade maxima em cerca de
65°¢ guando a incubagao ocorreu por duas horas e para aque
la de cariter acidico, 50°C por uma hora foram os valores

-~
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TABELA 5 - Variagdo da atividade proteolitica do sistema en

zimitico de hepatopdncreas de lagosta do gen€ro
Poiulirus White, submc:ido ao tratamento com sul
fato de amdénio no intervalo de 20-40% de satura
¢do, em funcao da temperatura e do tempo de en
saio.

Temperatura (OC)

Fenpo Atividade proteoclitica
(minutos)
U.P./mg iiofilizado Especifica
U.P./mg proteina
40
20 14,35 1L, 27
60 21,36 165,55
90 27,66 214,40
120 33,96 263,25
50
30 20,31 157,41
60 32,91 205k
90 40,61 314,82
55
30 21,71 168,27
p 31,16 241,54
90 35,76 284,97
120 42,06l 314,82
60
25 17,86 138,41
ca 23,81 184,55
30 26,61 206, 26
120 29,06 225,26
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TABELA 6 - Variagdo da atividade proteolitica do sistewma_en

zimdtico de hepatopdncreas de lagosta do genéro
Panulirws White, submetido &o tratamento com sul
fato de amdnio no intervalo de 40-60% de satur:

c3o, em funcio da temperatura e do tempo de en

salio.

Tempo

<«
(minutos)

o
Temperatura (- C)

Atividade proteolitica.

e Especifics
U.P./mg liofilizado HEpe %

L.P./mg de proteina

40
30 15,75 33,36
60 23,46 124,11
90 29,76 157,45
120 34,66 183,39
50
30 24,16 127,81
60 34,31 181,53
90 44,81 237,10
120 48,31 255,63
55
30 22,06 116,70
60 29,41 155,60
90 32,91 174,12
120 36,06 159,80
60
30 16,80 83,91
60 21,01 111,14
90 22 76 120, 40
120 26,96 142,63
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do sistema enzimdtico presente em hepatopancreas
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dtimos de temperatura e tempo (MAKINODAN & IKEDA, 19635 b).
Fm misculo de corvina, Micropogon overcularss BUSCONI et al.
(1984) tcuwbém encontraram uma temporatura &tima considerada
alta, 6OOC,_a0 passo que em misculo de bacalhau, WOJTOWICZ
& ODENSE (1970) testemunharam atividade enzimatica maxima a
359C durantc uma hora de incubagao. A temperatura de 42°C
“oi considerada aquela onde ocorreu maxima atividade do ex
trato de miisculo de albacora, Thunnus alalunge (GRONINGER
JR., 196%), e de camarao Penacusd seliferus durante quatro ho

ras de incubagdo (EITENMILLER, 1974).

FRICKSON et al.(1983) ressaltaram que em fluido sar
coplasmitico de pescada Merfuccdius productus, a temperatura
na qual wmaxima atividade & observada vevia com O tempo de
incubaczo, sendo 65°C pcr trinta minutos o caindo para 55°¢
quando o tempo & d= sessenta, noventa e cexto e vinte ming

tos.

De acordo com TAXAHASHI et al. (1964 a), as enzimas
digestivas da lula Ommuasirephes sLoand pacsdpicus experimen
taram méxima atividade caseinolitica em 40°¢c gquando o pH
foi igual a 2,5 e em 50°C a pH 6,0. Os extratos hepadticos
dos molu:-cos cefaldpodos Sepia esculenta e Octopus vulgardis
apresentaram 30% (p 2,5) e 50-55°¢ (pH 6,0) como tempera
turas &timas, enquanto gue para o molusco bivalve Veneiupis
philippinarnum a mdxima atividade enzimatica fol observada
em 35°C = pH 6 0 (MAUGLE et al., 1982 a).

As enzimas digestivas presentes em ceco pildrico de
salmo, Oncorhynchus tshaw;tscha (CROSTON, -1960) exibiram ma
xima hidrdlise < caseina em 49°C durante vinte minutos e
em 45°C as estudadas por MURAKAMI & NODA(1981) em sardinha,
Sandinops melanosticita. Em figado de varias espécies de pei
xes, TAKAHASHI et al. (7964 a) afirmaram gque a temperatura
dtima & ceralmente de 40-45°C em pH 2,5 e 50-55°C em pH 6.0
para tré:z horas de renrgdo de hidrdlise de caseina, enguanto
que para figado de cangulo, Baldisies vetula, SIQUEIRA (1986)~
encontrc: maxima ativ’dade proteolitica em 50°C durante ses
senta minutos. Em estdmago (e sardinha, NODA & MURAKZMT (1981)
observaram maxima hidrolise de hemoglobina a 55°C em -H 4,0

e a 409C em pH 2,0. A temveratura Stima de 50-60°C foi aque
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'la descrita por BENITEZ & TIRO(1982) para os Orgaos digesti
vos do peixe Chanos chanos alimentado com alga unicelular e
de 45-60°C para o grupo cuja dieta era a base de alga wverde

filamentosa,

A maxima hidrblise da caseina pelos extratos de es
tOmago, intestino e hepatopincreas da lagosta Panulirws
japonicus ocorreu a 50-55°C e entre 40-45°C em pH 11,5 du
rante trés horas de incubagao (TAKAHASHI et al., 1964). Dan
do continuidade aos estudos com essa espécie de lagosta
TAKAHASHI et al. (1364 a) ratificaram a temperatura de 50-
55°¢ para os pis 2,5 e 9,0 e de 40-45°¢ para pH 11,0 em ex
tratos de hepatopancreas. SAKER et al. (1982) encontraram pa
ra jovens da lagosta Panulirus Laevicauda 50°¢ poOr sessenta
minutos como os parametros Otimos de tempo e temperatura de

hidrdlise da caseina.

Em suco gistrico do crustdceo Orconectes vinilis,
DEVILLEZ (1965) observcu maxima atividade caseinolitica a
49°C Com vinte minutos de incubacdo, A temperatura otima
proxima a 50°C parece ser uma fungao do método de digestao
da caseina, embora SIZER apud DEVILLEZ (1965) tenha conside
rado que esse valor de temperatura & de pouca significdncia

na caracterizagao de uma enzima.

Estudos realizados com enzimas proteoliticas de he
patopancreas de camarao tém demonstrado que a hidrdlise md
xima da caseina ocorreu a 49°C em Penaeus setlferus (GATES &
TRAVIS, 1969) e a SSOC com sessenta minutos de incubagﬁo em
Thachypenaeus curvirosindis (ASAHARA, 1973). As enzimas diges
tivas de Penaeus japondicus (MAUGLE et al.,1982) e de Penacus
kerathurus (CALGANI et al., 1984) apresentaram 40°C e SOOC,
respectivamente, como sendo as melhores temperaturas para
uma incubacao de trinta minutos. Em Pairahaliporus sibogae,
MURAMATSU & KAKIUCHI (1978) observaram atividade proteoliti
ca mixima a 37°C com quinze minutcs de incubagdo. Outros
crustaceos decapodos estudados por SATHER (1969) exibiram a
mesma temperatura Otima, mas para uma incubacao de guatro

horas.

MAYZAUD & MAYZAUD(1981) e HARA et al. (1984 a) inves
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tigaram as enzimas digestivas de copépodo,Acartia hudsoidlca,
Eurytemona hendmandd, OLithona s4imilis, Podon sp. e rotifero
Brachionus plicatifis e encontrarmm mixima atividade em 45°C
por. . quarenta e cinco minutos e mn37OCpor sessenta minutos,

respectivamente.

LIN et al. (1980), caracteri:ando as proteases de
origem muscular e renal de corvina com substratos marcados
com isdOtopo radioativo (14C), observaram maxima atividade
das proteases alcalinas quando o ensa.o enzimatico era pro
cedido em 45°C por sessenta minutos e DRUCKER (1972) também
uszando caseina marc-da radicativamente, encontrou atividade
proteolitica mixima em 37°C quando a incubacdoc ocorreu du

rante trinta minutos.

4.6 - Termoestabilidade

O efeito da temperatura scbre a atividade erzimati
ca tem sido considerado de grande wvalia principalmente por
dar condigoes de se av>liar o grau de vulnerabilidade de en
zimas quando cubmetidas ao calor. Ista importante caracte
ristica tem sido referida como termoestabilid-de.As enzimas
sdo usualmente inativadas pelo aguecimento a 70°C ov mais,
por pouccs minutos. De um modo geral, um aumento na tempera
tura provoca acréscimo da atividade enzimitica até atingir

um tempo onde a desnaturagao ocorre,

A termoestabilidade do sistema enzimatico (TABELA 7,
FIGURAS 12 e 13) revelou que a 40°C hi uma ativagao enzima
tica mesmo apds decorridos sessenta minutos de incubagdo. As
fragoes 20~-40 e 40-60% de saturagdo com sulfato de ambnio
exibiram uma perda da ordem de 35 a 37% da atividade inicial
apOs sessenta minutos de exposicao a SOOC, ao passo gue o0s
extratos submetidos a SOOC perderam, em média, 77% da ativi
dade original com apenas quinze minutcz de aguecimento. Es
ta propriedade inerente ao sistema enzimatico de hepatopan

creas de lagosta confere uma certa margem de seguranga no



TABEL? 7 -

-

Variagio percentual da atividade proteclitica es
xatopa

13
pecifica do sistema enzimi+ico de nepatopancreas
de lagosta do género Panulfirus White, submr~+ido
ao froacicnamento com sulf-“- de amdnio nos inter
valos de 20-40 e 40-60% de saturagao e pré-incuba

do a 40, 50 e 60°C, em fungio do tempo.

Fragdo

20/40 . 40/60
Tempo da
| s rateo? THice \tlv. proteclitica
cxposicio Ativ. proteo?itica Atlv. proteolitica
(mxnu?os) U.p. /g Espesifi 6 do apy UeP-/mg Esp?c%ri I
1jegily @ YR O T lgefiiy @ U.B/ U T =
— e — vidade — e —_ vidade
7ado 4 P2 zado J =
teina teina
Temperatura {OCJ
40
38,51 298,53 100;0 41,67 220,45 100,0
15 N 298,53 100,0 41,44 222,87 10L ¥
30 by W 307,26 102,94 48,19 255,00 115,7
45 39,64 367,26 102.9 48,65 257,38 116.8
GO 39,19 303,77 101,8 47,74 287 .62 114,6
5(‘\
0 38,51 298,53 1060,0 41,67 220,45 100,0
15 33,56 260,13 87,1 34, 182,31 82,7
e 29,50 228,70 76,6 31,53 166,82 75 7
45 27,70 214,74 71,9 20, 43 ‘145,37 65,9
GO Ziry w3 187 .79 64,9 26, Sub 139,42 62,2
60
0 38,51 298,53 100,0 41,67 220,45 100,0
5 9,46 ) 73, 32 24,6 9,0L 47,67 21,6
3 9,01 G2,83 23,4 C .16 35,75 16,2
45 7,21 55,87 18,7 T 33,36 3 B
GO 6,53 50,63 170 5,63 29,79 13,5
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especifica do sistema enzimatico presente em he
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e pré-incubagao a 40 (4&—aA), 50 ( A----A ) e

60°C (™—8), em fungdo do tecpo.
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decorrer da preparagao e manuseio do extrato enzimatico, sem

oferecer grandes riscos de inativacdo.

Nos extratos de misculo de carpa Cyprinus caipio,
bruto e tratado com sulfato de aménio, MAKINODAN & IKEDA
(1969 a) mostraram que as protrinases ativas em pid alcalino

~

foram estaveis a 25°C por dez minutos, embora a 70°C a per
da registrada no extrato bruto tenha sido da ordem de 50%.
O extrato tratado com sulfato de c:..Onio zofreu redugdo de
30% na atividade quando agquecido a 60°C e aproximadamente
80% quando colocado a 65°C durante trinta minutos. A fracao
eluida em ¢ phadex G-200 perdeu somente cerca de 20% da ati
;idade depois de submetida a 60°C por dez minutos e, mesmo
apds sesuenta minutos, a redugao foi da crdem de 40%. Entre
tanto, a 65°C por quarerta minutos e a 70°C por dez minutos,
a atividadc foi qguase comp. ~tamente perdida. De modo contra
rio, as proteinases ativas em pH acido parecem menos esté
veis ao calor, tendo experimentado inativagdo gquase total
pclo agquecimento a 55°C dursate dez minutos (MAKINODAN &
IKEDA, 1969 b).

Para avaliar a importancia relativa das diferentes
proteases durante o processamen:o a guente, LIN et al.(1980)
encontraram que cerca da nceade da atividade da protease aci
da oriunda de extratos do misculo e rim foi perdida quando
ncubada a 6OOC por vinte minutos. De maneira curiosa, somen
e 15% da atividalc da protease alcalina de mGsculo foi per
dida, ao passo que para agucla de origem renal a perda foi
de 80%. A 70°C, a maior parte da atividade da zrootease acida
fol perdida, enquanto que 2 da protease alcalina de musculo
@ rim ainda ficou com 27% e 12% da atividade inicial, respec

tivamente.

A atividade proteolitica remanescente apbs a pré-in
cubacgao a 55°C £0i da ordem de €5, 42 e 32% para as enzimas
alcalinas de ceco pilorico de sardinha denomiradas I, II e
III, respectivamente, depois de decorridos <c¢inco minutos
(MURAKXAMI - NODA, 198l). Segundo JONAS et al.(1983) os en
saios realizados a 55°C indicaram que, apds 14,6; 3,83 e 1,3

=~

minutos de incubagao, ha perdade 50% da atividade em S{Lurus
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glanis, Hypophthalmichthys molitnix e Cyprinus carpio, res
pectivamente. Igual percentagem de perda foi registrada quan
do a enzima de rotifero, Brachifonus plicatilis,T-I foi incu
bada a 45°C por duas horas, enquanto que para a F-II a tem
pcratura de 40°c durante der minutos foi suficiente para pro
mover © mesmo indice de inativagao enzimatica tendo como re
feréncia a atividade inicial (HARA et al., 1984).No misculo
esquelético de corvina, Mdicropogon opercufaris a atividade
registrada para a protease alcalina . a 37°C foi somente 25%
da «atividade observada a GOOC, ao passo gue a protease LI,
nessas condig5es, e completamente inativa (RBUSCONI et al.,
1984).

A enzima estudada em misculo de camaraoc Peunaeuw!
sefiferus por EITEVMILLER (1974) foi completamente inativa
da com dez minutos de exposigao a SOOC, sendo classificada
como termolabil, vez que a nerda de atividade ocorreu de mo
do muito rapide em temperaturas superiores aquela considera
da otima. A enzima proteolitica encontrada emhepatopincreas
de comardo Parahaliponus sibogae por MURAKAMI & KAKIUCHI
(1978) perdeu quase 50% da sua atividade guando a incubacao
ocorreu a BOOC, por quinze minutos.De modo contrario, o sis
tema enzimatico do mesmo Orgao de jovens de lagosta Panulirus
Laevicaud: foi estavel as temperaturas de 40 e SOOC, tendo
perdido cerca de 84% da atividade original somente guando
submetido a 60°C por sessenta minutos (SAKER et al., 1232).
Também muito estavel ao calor foi a enzima estudada em hemo
linfa de lagostc por VIEIRA et al. (1985) que, mesmo depois
de sessenta minutos a GOOC, ainda apresentou 75% da ativida

de inicial.

4,7 - Ativadores/inibidores

A maioria das enzimas pode sofrer alteracgao em sua
atividade gquando em contato com certos reagentes guimicos,

os quais podem ativar ou inibir a velocidade de reagdo,



Além da enzima e do substrato, outras substancias po
dem ser necessarias para a completa atividade enzimatica.
Estas s3o denomina“as cofatores e catalisam a reagao de de
cradagac da enzima, sendo classificada em dols grupos: as
coenzimas eépecificas, compostos orgdnicos de baixo peso mo
lecular e estrutura complexa gque, em geral, participam da
reagao transportando determinados grupo:s ~uimicos; e os ati
vadores, em geral 1Ions inorgdnicos qu- levam d formagao do

complexo ativado sem participarem da reagao. Pertencem a es

te .grupo, ©s cations: Na+, K+, Rb+, Cs+, Mq2+,.Ca2+, Zn2+,
+ + : + . o+ -
cat, o3, cu?, wa?t, pe?’, co?t, ni?t, a1t e wil. o nd

4
mero atdmico situado entre 11 e 50 leva & crer gque um dos

fatores que determinam a agao ativadora wcja o tamanho do
jon. O principal Znion @ o cloreto e, a relagao entre a ati
vidade enzimatica e valénecia estad indicada pelo fato de que
somente os Ions monovalentes sdo atives. Ions lipofilicos
carregados negativamente também ativam determinzdas enzimas

1 reagbes com mol@culas reutras insolfveis em agua (BOBBIO
& BOBBIO, 1985).

Alguns compostos denominados inibidores tém a capa
cidade de se combinar, de modo reversivel, com determinadas
enzimas, inibindo sua acao. Estas podem ser inativadas por
modificagOes irreversiveis em algum gruvno funcional essen
cial para atividade catalitica. Elas tcmbém podem ser inibi
das reversivelmente de forma competitiva ou nao-competiti
va. Os inibidores competitivoes, geralmente de estrutura se
melhante & do substrato, competem reversivelimcnte com ele
pela ligagdo no sitio ativo, mas eles nao sao transformados
pela enzima. Os inibidores nao-competitivos ligam-se a al
gum outro sitio da enzima livre ou do complexo enzima-subs
trato; a agdo deles nao pode ser revertida pelo substrato

(LEHNINGER, 1985).

0 comportamento do sistema enzimatico presente em
hepatopancreas de lagosta, frente a onze reagentes.guimicos,
esta registrado na TABELA 8, Na frag&d 20~40%, o cloreto de
mercurio {chlz), o etilencdiaminotetracético (EDTA) e o©

tiossulfato de sodio (Na,8,04 . 5 H,0) na concentragao de



TABELA & -

Dados relativos a agao de compostos quimicos, com concentrac@o igual a
1 mi, sobre a atividade proteolitica especifica do sistema enzimitico de
I patopancreas de lagosta do género Panullrus White, nas fragoes obtidas
relo f racicnamento com sulfato de amdnio no intervalo de 20-40 e 40-60%
we saturagao.

Compo - .08

guimic:s

20/40

P ividade proteolitica

(1 M)

U.P./mg Especifica % ¢ atividade U.P./mg Bspecifica de atividade

liofili U.P: /mg licfili g.P./myg

zado proteina zado proteina
Controle 38,51 298,53 100,0 41,67 220,45 100,00
G ‘12 = ZLZO 39,86 308,01 103,58 38,29 202457 91,9
Hg 2 15,31 118,72 39,8 14,64 77,45 35;1
NaCl 36,93 286,31 9549 40,54 218,49 7.3
i Cl3 . 6H20 36,03 274,33 83,6 ¥7,12 80,56 41,1
EDRTA 2297 178,07 59,7 25528 133, 46 60,5
MnC12 i 4520 37,84 293,30 98,3 32,66 172,78 78,4
N325203 . 582 34,23 235,36 88,9 £5,04 238, 32 08,1
Arido ascdrbico 37,39 289,81 97,1 54,05 285,98 129,7
Acido citrico 37,39 289,81 $7,1 35,58 188,27 85,4
Z-mercaptoetanol 35,58 275,84 52,4 36,723 185,42 88,7
Na25205 .42,34 328,21 69,9 55,18 291,94 132,14

al
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1 mM provocaram uma inibicao da ordem 60, 40 e 1l1l%, respec

. tivamente com relagao ao valor inicial de atividade. Os dg

[ @

mais compostos podem ser considerados sem influéncia sobre
o sistema enzimdtico, todos na concentragao de 1 mM, exceto

o bissulfito de sddio (NaZSZO que provocou uma ativagao da

)
5/
ordem de 10%.

A fragao 40-60% de saturagao foi ativada pelo tios

sulfato de sodio (Na 8203 . 5 HZO)' acido ascorbico(CGHBOG)

2 & 5

2
e bissulfito de sddio(Na.,S,0.) a 1 nM nous seguintes niveis
2. ]
30 e 32%, respectivamente. Por outro lado,

percentuais: 8,
o cloreto de mercirio (HgClz), cloretoc de ferro III {FeCl3.
6 H, ), etilencdiaminotetracético (EDTA), cloreto de manganes
(MnCl2
(HSCHECHZOH) inibiram fortemente a atividade. Os outros rea
gentes empregados parecem nao alterar a atividade observada

. 4 H,0), &cido citrico(H3C,HtO7) e 2-mercaptoetanol
Z o o

para o controle, guando nenhum composto & adicionado (TABELA
8) .
A enzima do intestino do peixe Etioplus suratensds
~ ; & * L S 24 2 . 2% 2+
nao fol afetada pelos ions metalicos Hg™ , Mg , Co” , Cu

Pig - - -
e Ca mesmo guando a concentragado fol igual a 1 mM. Os 1ons

-
4

-
3

2+ . " S+
Mn ativaram a enzima, ao passo gque o0s Fe

e anﬁ promove
ram leve inibic8o(SUNDARAM & SARMA, 1960). A proteinas:® aci
da de misculo de carpa foi ativada em 73% pela adigdo de 2=
mercaptoetanol a 1 mM. O EDTA na mesma concentragdo naoalte
rou a agao enﬁimatica(MAKINODAN & IKEDA,1969 b) . BROCKERHOFF
ek .al, (1970) tanbém encontraram que o EDTA nao exerceu ne
nhum efeito ativador ou inibidor na enzima de suco gastrico
da lagosta Homarus amendicanus. A proteinaserde hepatopéancre
as de camardo Trachypenacus curvirostris foi levemente ati
vada pelos ious Mn2+, Mg2+, Li+ (= Ca2+ e fortemente inibida

. 1 .
ZT, Fe3+, Hg2+ e Pb‘+. 0 tiossulfato de sodio

pelos ions Fe
e a hidroguinona ativaram a enzima, enguanto o 2-mercaptoe
tanol, dcido ascOrbico, acido citrico e EDTA inibiram a ati
vidade em 83, 68, 87 e 47%, respectivamente (ASAHARA,1973).
Em misculo de lula Ommastrephes sloand pacificus, a protei
nase ativa em pf 3,1 experimentou incremento em sua ativida

de com a adigao de EDTA (SAKAI & MATSUMOTC, 1981).



65

O Gnico Ionmetédlico requerido para a ativa@éockaprg
tease do camardo Penaeus jfapondicus, segundo MAUGLE et al.
(1982), foi o Fe“', tendo sido inibida por e Ca2+, cul?t
e Cd2+
atividade caiu para 12%. A adigdo de CeilgOp Na,8,0,,
HSCH2CH

OH; H C H O EDTA MnCl, e NaCl nao alterou do modo
significante a at1V1dade proteolitica. MAUGLE et al. /1982

2 . . b §
e quase completamente por Hg~ , cujo potencial de

2 3 17

a) observaran gue os compostos Cr HBOG e CaC12

mente ndo modificaram a atividade proteolitica, engquanto

e 1lmM pratica

EDTA e HgC12 a 1 mM reduziram a atividade em 22 ¢ 46%, res

pectivamente.

YOSHINAKA et 21.(1984) mostraram gue os Ions divalen
tes de cobalto, ferro e cobre inibiram fortemente a enzima
pancreatica de Parasilurus asofus e os de mangands e niquel
somente de forma moderada. Por outro lado, os ions de zinco,
magnesio e cadlcio ndo apresentar-~m efeito inibidor. Os ions
metdlicos ndoc afetaram a atividade enzimdtica estudada em
camardo Penaeus kerathurus por GALGANI et al. (1984), exceto
no caso do Cu2+ gue weixou uma atividade residual de 70%.
Entretanto, o sistema enzimatico de rotifero Baachionus
plicatilis foi marcadamente inativado quando houve adicdo

de Hg2+ Ag2+ e Cu2+ (HARA et al., 1984 a).

MURAMATSU & KAKIUCHI (1978) encontraram que a inibi

| b

cac da atividade da enzima de hepatopidncreas de camardo
Parahaliporus sibogae foi da ordem de 49 e 58%,quando foram

utilizados Fecl3 e Hg(CHBCOO)Z,
servou alteragdes na atividade pela adigdo de CaCl,, MnClz,
Na252 5+ BDITA e 2-mercaptoetanol a lmM. BUSCONT et al. (1984)
mostraram que o EDTA e Z-mercaptoetancl a 10 mM inibiram a

respectivamente. Nao se ob

e

atividade da protease I de mGsculo de corvina em 55 e 75%,
respectivamente, ao passo que a protcase II experimentou a
tivagdo por ambos os compostos. As duas enzimas - tiveram
suas atividades reduzidas em diferentes graus de acordo com
a concentragado de NaCl. Uma inibic3oc de 50% foi observada
com 2?50 mM e 450 mM para as proteases I e II, respectivamen

te.

As proteases digestivas I, II e III de sardinha n3o
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sofreram gualguer tipo de alteragac na presenga de agentes
gquelantes de metais e reagentes sulfidrilas,entretanto elas
foram fortemente inibidas 'pelo diisopropil flurofcszfato
(DEP) . O inibicdor de tripsina presente na soja ndc afetou a
enzima I, por@m inibiu a atividade das demais (MURAKAMT g
NODA, 1981). GRONINGER Jr. (1964) observou que a atividade
p-oteolitica registrada em misculo de albacora també&m nao
foi modificada pelo inibidor de tripsina da soja e ovoalbu
mina a 0,01% nem pelo DEP a 10 mM. Contudo, o p-cloromercu
ridbenzoato (pQCMB), iodoacetamida e N-metil maleimidaa 1,4
mM inibiram a atividade enzimatica em- 40, 20 e 20%, respec
tivamente. CROSTON (1960) verificou que a atividade das en
dopeptidases de ceco pildrico de salmac foi inibida pelo
inibidor de tripsina presente na soja de forma semelhante

aguela qu~ ocorre nos mamiferos.

CANOVAS & MAS (1987) desenvolveram um trabalho npara

0

i ~ o 2+ : : —
avaliar a acao toxica do Cd sobre uma enzima oriunda d
figado e bago de alevino de Liza auwiata. Com uma concentra
a

O

subletal de 600 ppb eles obsérvaram uma ligeira diwdinui

()

)

na atividade enzimatica, provavelmente devido a proces

&

jal

sos anémicos ou degenerativos produzidos nos tecidos de ani

mais expostos a tal concentragdo de ions de cadmio.

4.8 - Cromatografia em Sephadex G-100

Desde a sua introdugao ha 20 anos, a filtragao em
gel de Sephadex tem ocupado uma ‘posigao de destague na puri
ficag@o de milhares de compostos como enzimas, polissacari
deos, a&cidos nuclé&icos, proteinas e outras macromoléculas

biologicas.

Muitos autores tém utilizado essn processo de puri
ficagdo, embora os tipos de gel sejam diferentes e emprega
dos de acordo com o material que se trabalha e com o grau
de separag@o que se deseja atingir (ANDREWS, 1964; GRONINGER
JR., 1964; FOLK & SCHIRMER, 1965; GATES & TRAVIS, 1969;
MAKINODAN & IKEDA, 1969 a e 1969 b; DE HAEN et al., 1977;

-



MURAKAMI & NODA, 1981; JONAS et al., 1983; TITANI,
1983; vO et al., 1983; YOSHINAKA et al., 1983; HARA
1984 e 1984 a).

2 12
B 2

A fragdo 20/40 submetida a filtragao em gel de Seph:z
dex G-100 (FIGURA 14) em tampdo fogfato 0,01 M contendo cl>
reto de sédio 0,1 M pH 7,0, apresentou trés picos (I, II =
IIT) cujas massas moleculares foram estimadas em 124.000,

34.000 e 6.000 daltons, respectivamente.

¢ Os efluentes da coluna foram testados para a ativi
dade proteolitica (pH 8,0), mostrando-se que provavelmcnte
duas enzimas estd3o presentes em hepatopancreas de lagosta

do género Panufirus White.

4.9 - Comparacao com enzimas comerciais

A atividade proteolitica registrada para o sistema
enzimatico presente em hepatopancreas de lagosta exibiu va
lores comparaveis agueles verificados para as protease <cQO
merciais A, B e C. Entretanto, devido ac baixo grau de pur?
ficagéo em gue o sistema enzimatico de lagosta se enccatra,
os valores de proteina foram maiores do gque nas outras pro
teases, cujo estado de purificagao. & extremamente mais ele
vado. Contudo, o sistema enzimatico de hepatopancreas de la
gosta apresenta grandes possibilidades de experimentar um
incremento significativo na atividade proteolitica especifi
ca ao ser submetido a processos mais sfisticados de purifl

cagéo .

Na TABELA 9 estdo apresentados os teores <e protel
na e atividade proteolitic= especifica de trés proteases en
contradas no comércio e com aplicag¢ac industrial, comparados
com agueles encontrados nara o sistema enzimatico de hepato
pancreas de lagosta, submetido ao fracionamentc com sulfato
de amdnio, nog intervalos de 20-40, 40-60 e 20-60% de satr

ragdo e da fragdo 20-40% el.lda em Sephadex G-100.
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FIGURA 14 - Filtragao em gel de Sephadex G-100 da fragao ob

tida por preci pltagao do extrato de hematoPaE
creas de lagosta do género Panufirus White com
sulfato dc amdnio no intervalo de 20-40% de sa

turagao.




TABEIA 9 - Dados comparativos do teor de proteina e atividade proteoll*tica espescifica de pro
teases comerciais e do sistema enzimatico de hevatopincreas de lagosta do género
Panulirus White.

Atividade proteolitica
Proteina

Especificagao

(mg/mg liofilizado) Esvecifica

(U.P./mg liofilizado)
(U.P./mg proteina)

Enzimas comerciails

A 0,221 56,02 253,47

B 0,060 26,84 447,35

G 0,076 23,34 307,11
Hepatopancreas de lagosta

20-40% (NH,),
40-60% (NH4)280
20-60% (NH,),SO
20-40% Sephadex G-100

- tubo 17 0,089 53,34 589,28

SO, 0,129 38,51 298,53
0,189 41,67 220,45

4
4 0,831 265,80 ' 319,86

62
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0 fracionamento com sulfato de amdnio, que resultou
na obtencdo da fracao 20-60%, foi importante porque permitiu
a concentracao do material, embora nao tenha aumentado a ati

vidade especifica de modo significativo.

Como resultado dos parametros Otimos para caracteri
zar as proteases comerciais foram encontrados: pH igual a
8,5, tempo de sessenta minutos e temperatura de 40°C e 50mg
de caseina para 0,2 ml do extrato preparado pela dissolugao

de 2 mg de proteases em 1 ml de tampao.

A enzima protcolitica de ceco pildorico de peixe
Katsuwonus pelamis foi comparada por TAKAHASHI et al. (1984)
com outras trés proteases comercials com relagao a taxa de
hidrdlise do.misculo vermelho do mesmo animal. Com basc nes
se estudo, eles encontrarar que a ta<a de solubilidade da
proteina de misculo vermelho era mais reduzida ao se uwtilli
zar a protease de ceco plldorico, guando comparada com as en

zimas testadas ¢ disponiveis no mrrcado.



5 - CONCLUSOES

1 - O zistema enzimatico de hepatopancreas de lagos
ta apre=sentou méxina atividade proteolitica especifica em

pH 8,0, usando a caseina a 1% como substrato.

2 - A temperatura Stima foil SOOC, com o tempo de in

cubagao da mistura de reagao igual a sessenta minutos.

3 - Para a relagac enzima-substrato ficou estabele
cida a razao de 50 mg de caseina para 0,5 ml do extrato pre
parado pela dissolugao de 1 mg de liofilizado em 3 ml do tam

nao fosfato, 0,01 M contendo cloreto de s&dio 0,1M pH 7,0.

4 - C sistema enzimatico foi ligeiramente ativado a
40°C, mesmo dnpoic de sessenta minutos de incubagao do ex
.rato. A 50°C por sessents minutos, a perda foi de 35 a 37%
da atividade original, mas com quinze minutos a 60°¢C a ati

‘idade inicial diminuiu corca de 77%.

5 - As fracgOes obtidas pelo fracionamento com sulfa
to d= amdnio no intervalo de 20-40 e 40-60% de saturacgao fo
fam aquelas que revelaram maior atividade proteoclitica espe
cifica, aumentando a ativ-dade inicial =m 2,5.e 1,8 wvezes,
correspordendo a uma recuperagzo de 9,4 e 18,7%, respectiva

mente.

6 - A fragﬁo 20/40 experimentou inibigao de sua ati

vidade pelo cloreto de mercurio (HgCl,), etilenodiaminotetra

)
, 2
cético (EDTA) e ticssulfato de sbédio (Na25203 . 5 H20) a 1

mM.

7L
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7 - A fragcao 40/60 foi ativada quando em contato

com tiossulfato de sddio (Na28203 . 5 H, ), acido ascorbico

(CGHSOG) e bissulfito de sédio (Na28205) a 1 mM, sendo ini
bida pelo cloreto de mercurio (IgCl,) , cloreto de ferro III
(FeCl3 g B Hzo), etilenodiaminotetracético (EDTA) < cloreto
de maganés (MnCl, . 4 H,O), dcido cItrico(II3C6HSO

2

captoetanol (HSCHZCH20H) a 1 mM.

7) e 2-mer

8- A filtracao em gel de Sephadex G-100 da fragao
20440 permitiu a observagao de duas enzimas cujas massas mo

leculares foram estimadas em 124.000 e 34.000 daltons.
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