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INTRODUGAO

A identifica950 de peixes &€ usualmente feita pe=
los processos classicos, que dao especial atengéo as caracte

risticas morfometricas e meristicas.

Nos anos nais recentes, as técnicas bioquimicas
vém sendo utilizadas na identificacfo de peixes, tendo as da
eletroforese uma meior difusao (TSUYUKI & ROBERTS, 1965 ;
TSUYUKI et al., 1965). Estas técnicas permitem conhecer  as
espécies de peixes que foram processadas sob a forma de pos-
tas, filés e outros produtcs da industria pesqueira (BASTOS

et al., 1975). e 1331 ¥

Desde 1962 os servigos oficials dos Estados Unidos
da América identificam as espécies de peixes, importadas na
condigao de produtos de pescado, atraves da eletroforese de
proteinas de mﬁsculos, para comparagao com padraes previamen

te conhecidos (LANE et al., 1966).

A eletroforese e um produto altalitico de separagéo

de misturas, cujo principal agente e o campo eletrico.

Os principios eletroforéticos baseiam-se em parti-
culas, moléculas ou ions que tem capacidade de adquirir car-
ga eletrostatica livre, em solugoes ou em suspensac, migram
para o polo de carga oposta as suas, quando submetidas a
agdo de um campo elétrico. Para que uma particula se mova no
campo elétrico, & necessirio que possua carga, isto e, um
excesso ou deficiédcia de elétrons resultando em carga ele-
trostatica livre. Esta migracao e regida pela Lei de Cou-
lomb: moléculas ou ions de carga positiva migram para o pé—

lo negativo (catodo); e moléculas, particulas ou ions de car

ga negativa vao para o polo positivo (anodo).
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A velocida&e com que uma particula se movimenta no
campo eletrico depende de varios fatores, mas o de maior
importancia € a sua -ropriedade em adiquirir carga eletrica.
Desta maneira, quanto maior for a densidade de carga eletri-
ca livre de uma particula maior sera a sua velocidade quan-
N

do submetida a agao de um campo elétrico; as mais lentas se-

rao aquelas de menor densidede de carga elétrica livre.
As proteinas contém grupos acidos (CO0 ) e grupos

q
podem se apresentar:

- + P -~
basicos (NH_ ), portanto quando em solucac ou em suspensao,

a) Carregadas positivamente ou seja, apresentam maior numero
de grupos (NHE). Isto ccorre em pH acido uma vez que o0s gru-
pos (CO0 ) vao se neutralizando pela adicao de protons (H+)
e, consequentemente, havera excessc de Lrupos (NH;).
b) As particulas ficam carregadas negativamente, isto é com
maior numero de grupos (COO"), o gue acontece com pH alcali-
no pela neutralizagao dos grupos (NHS), gquando se adiciona
alcali (OH ).
c) As particulas podem permanecer neutras se o pH do tampéo
empregado corresponde ao ponto isoelétrico de proteinas. Des
ta manei a nao havera migraqao, pois as cargas positivas se-
rao iguais as cargas negativas, igual numero de grupos (COO
+

e NHS)'

0 ponto isocelétrico & o pH de uma solugao em que
as cargas positivas se equivalem as cargas negativas e, con-

sequentemente, o movimento sob a agao do campo eletrico e nu

lo.

s

Forga ionica e a icnicidade da solugao tampao, ten
do influéncia basica sobre a eletroforese. Solugoes de bai-
xa forga ionica permitem migragoes mais rapidas, oferecendo

menor resistéencia e, em decorrencia, o desprendimento de ca-



lor sera menor. Com tamp:%s de forca ionica alta acontece o

contrario, porem melhoram a definiggo das zonas.

Na prética sempre se trabalha com tampSes de forga
ionica entre 0,025 e 0,075 para os tampoes de veronal. Ape-
sar dos tampdes de alta forga idnica darem zonas mais defini
das, deve-se trabalhar com os de baixa forga ionica por cau-

sa da rapidez e efeitos termicos, como neste trabalho.

Fol Kohn quem utilizou pela primeira vez membranas
de acetato de celulose como material suporte em eletroforese
de zona., Este material apresenta inGmeras vantagens scbre o
papel de filtro, tanto no que se refere a eletroforese pré—
priamente dita, como as etapas complementares do nrocesso

(BECHTEL & ALVES, 1973).

Para o desenvolvimento desta pesquisa algumas modi
ficagSes da técnicaiacima mencionada foram procedidas para
permitir a obtengéowde diagramas, que fornecessem uma visua-
lizagao mais clara da analise eletroforetica dos extratos

proteicos.

A possibilidade de utilizagao destes diagramas na
identificagéo de es;écies jé foli evidenciada por alguns pes-
quisadores, empregando eletroforese em papel filtro, acetato
de celulose, eletroforese l;vre, tipo TISELIUS, em geél de A=

mido ou em poliacrilamida.

Estes metodos também sio aplicados para o acompa-
nhamento das varias fases de purificagac de um determinado
extrato. Isto € de suma importancia nos trabalhos bioquimi -
cos porque permite avaliar se os métodos de purificagao apli

cados saoc os adequados para aquele tipo de material.

C principal orgﬁo de reserva em crustaceos e o he-
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patopancreas, o qual estoca glicogénio, gordura e calcio.
Nele estao contidas as enzimas responséveis pelo metabolismo
da purina, segregagao de acidos biliares, substancias que de
vem ser usadas para a aliﬁentagéo e demanda especial de mate

P

riais e energia durante o processo de muda (PASSANO,1960).Em
&
consequencia disto ocorre uma intensa mobillizagao dessas re-
servas para suprir as necessidades de outros tecidos (TRA-

VIS, 1955).

Embora os conhecimentos sobre a estocagem de pro-
teinas e sua utilizagao sejam escassos, as proteinas parecem
ser o mais importante componente. de reserva organica armaze-
nada durante o periodo compreendido entre duas mudas sucessi
vas. Dessa forma, o crescimento normal dos tecidos é possibi
litado nos estagios de pos-muda, segundo SAKER$Z£§82) e

~x @,3(, .

SAMPAIO(1982).

Estudos realizados por VONK (1960) com crustaceo

Maja squinado demonstraram a presenga de, pelo menos, quatro

componentes proteoliticos no hepatopéncreas e suco intesti -
nal: proteinases, carboxipeptidases, aminopeptidases e dipep
tidases. A proteinase de Maja pode muito bem ser relaciona-
do com a tripsina dos vertebrados, parecendo estar presente

no suco estomacal e no hepatopancreas como enzima ativada.

Os cefalotorax de Lagostas sao jogados ao mar pe-
los barcos lagosteiros. 0 estudo das proteinas contidas no
hepatopéncreas, pode levar a um aproveitamentoc deste materi-

al, principalmente na industria de alimentos.

A obtengao de hidrolizados proteicos, com o objeti
vo de enriquecer residuos alimentares, tem contribuido de mo
do satisfatorio para aumentar o valor nutricional dos produ-

tos destinados a alimentagéo do homem e de outros animais.
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Os concentrados preieicos de pescado Sa0 largamente apli -
cados em alimentos, no mundo inteiro, por disporem de uma

proteina animal abundante, barata e sem contra indicagéo.

Muitos produtos ricos em proteina de alto valor bi
olégico jé se encontram diéponiveis no mercado consumidor .
Tais produtos sao constituidos de proteinas de origem animal
e vegetal, previamente tratados por exoproteases, resultando
na hidrolise das cadeias polipoptidicas com 1iberag50 de pep
tideos e aminoacidos livres gue sa0 répidamente assimilados,
metabolizados, pelc organismo. Esses produtos podem ser mi -
nistrados em todas as faixas etérias para melhorar o desen-

volvimentec da atividade fisica e mental.

Dessa forma, o presente trabalho objetiva avaliar
se a metodologia empregada para a purificagao de extratos de
hepatopancreas em atividade proteolitica e adequada, acompa-
nhando atraves de bandas'protéicas dos extratos brutc, de p6
acetonico e das fragoes obtidas por tratamento em sulfato de

amonia do po acetonico.
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JATERTIAL E METODO

Amostras
Foram utilizadas amostras de hepatopﬁncreas de la-
gostas do género Panulirus (White), provenientes do litoral

cearence desembarcadas no porto do HMucuripe.

Preparacao do extrato bruto

Foram tomados S5g de hepatopancreas macerados em
Potter com 50ml de tampéo fosfato 0,01M em NaCl 0,1M, pH 7,0
e centrifugados a 20.000xg por 30 minutos. O sobrenadante

foi utilizado para as analiSes posteriores.

Preparagac do po acetonico
0 pé acetonico foi obtido mediante o tratamento de

55,7g de hepatopancreas em 275ml de acetona fria através de
agitagao constante por 30 minutos. O precipitado obtido foi
novamente suspenso em acetona na proporgao de 1:5 (p/v). Fi-
nalmente o precipitado foli tratadc com a mistura éter-aceto-
na, 1:1 (v/v), com agitacao por 10 minutos. O po obtido foi
secado a temperatura de 259C, e utilizado para as analises

posteriores.

Purificagao com sulfato de amonia

No extrato de pE acetonico de hepatopéncreas de la
gosta, preparado em tampéo fosfato 0,01M em NaCl O©,111, pH
7,0 foi adicionado, gradualmente, sulfato de amonia  solido
para 20% de saturagao, sendo o precipitado removido por cen-
trifugagao a 20.000xg por 30 minutos a 4¢C em centrirfuga in-
ternacional IEC modelo HT. O sobrenadante resultante fol usa
do para as préximas precipitagSes com 40, 60, 80 e 100% de
saturagéo com (NH4)2804. Os precipitados obtidos foram sus-
pensos em tampao fosfato 0,011 em NaCl 0,1M, pH 7,0 e diali-

sados contra égua destilada fria, durante um periodo de



tempo suficiente para que a reagao entre a agua e o hidroxi-

do de bario apresentasse resultado negativo.

Atividade proteolitica

A atividade proteolitica, capacidade de hidrolisar
A caseina, foi determinada pela reagao de 0,5ml do extrato
das varias fases de preparagio, 5,0ml de caseina ( segundo
HAMMARSTEN, E. MERCK A.G. DARNSTADT ) a 1% em solugao tampao
KC1 + HSBOS 0,5M - NaOH 0,5M ( CLARK & LUBS ) citado por
DAWSON et 2&.,(1969). A incubagﬁo ocorreu a 50¢C por 60 minu
tos em banho maria Unitemp (Fanen). Parou-se a reagao com 1
ml de acido tricloro acético (TCA) a 40% (AINOUZ ot al.
1972). Apés 3C minutos de repouso, a mistura fol filtrada em
papel de filtro Whatman 42, sendo a atividade proteolitica
estimada na fraggo soluvel em TCA e gquantificada pela leitu-
ra da absorbancia registrada a 750nm em espectofotometro
Baush & Lomb modelo Spectronic 20, depois da reagéo com o
reagente fenolico de Folin Ciocolteau (LOWRY et als.s 1981%;
utilizando uma curva padrgo de L-tirosina (Merck, Figura 1).
0 tempo zeroc ou branco da reagao foi obtido pela adicao do
TCA a 40%. Todos os valores de absorbancia das amostras fo-
ram subtraidos dos valores dos brancos. A atividade proteoli
tica foi expressa em micrograma (ung) de tirosina por grama
de po acetdnico e a atividade proteolitica especifica deter-
minada por meio da divisao da atividade proteolitica pela

! £ . .
concentracao de proteina, sendo expressa em pg de tirosina

por mg de proteina.

Eletroforese
A aparelhag>m & constituida de uma cuba fonte ele-
troforese modelo Arges 12, unidade de leitura modelo Argos 8

e um densitometro intsgrador automatico de eletroforese mode

lo Argos 7, todos da TECNOW.
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Figura (1): Curva padraoc L-tirosina, (ilerck).
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Foli realizado um longo trabalho de pesquisa com O
objetivo de determinar as melhores condigoes de fracionamen

to dos extratos e melhor visualizacao das bandas protéicas.

As informagges contidas no manual da TECNOW foram
gtomadas como base para gue as modificagSes necessarias fos-

sem realizadas.

Em cada canaleta da cuba foram colocados 75ml de
tampéo barbiturico de pH 8,6 e forca jonica (u) dgual a 0,1.
As fitas de acetato de celulose da poligel, 25x120 mm, foram
mergulhados no tampgﬁ barbiturico por 10 minutos. O excesso
de tamp§0 das fitas foi removido com auxilio de papel fil-

7% 4 0 {1

As fitas foram esticadas, em numerc de 4 por wez,
na ponte da cuba, de forma que as duas extremidades da fita
ficassem em contato com o”tampao em cada canaleta (anodo e
catodo). A aplicagao da amostra foi feita com o macro aplica
dor da TECNOW a lcm do anodo por 5 vezes. A cuba foi 1ligada
a uma fonte de 220 volts e Q%gulada para 300volts e o tempo

de corrida estabelecido em 25 minutos.

As bandas foram fixadas com solugao de acido teiclo
roacetico a 5% por 10 minutos. O corante utilizado foi 0

Ponceau S por 10 minutos.

A lavagem constou da retirada do excesso de coran-
te das fitas com solugao de acido aceticdo a 5% ate obtermos
um fundo perfeitamente claroc.

Apés a lavagem as fitas foram mergulhadas em meta-
nol por 30 segundos para a desidratagao.

As fitas foram entao mergulhadas em acido acetico,

glicerina, metanol (14ml:1ml:85ml) por 1 minuto para permi-
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RESULTADOS E DISCUSSAO

0 estabelecimento dos padroes eletroforeticos e
feito basicamente através das diferengas de intensidade de
coloragao e mobilidade das zonas de proteinas de cada espé-

cies (JONES & MACKIE, 1970).

Os extratos preparados com hepatopancreas, com pé
acetdnico e aqueles obtidos pelo tratamento com sulfato de
amonia com 0-20, 20-40 e 40-60% de saturagao apresentaram zo
nas coradas, ao passo que as fragoes 60-80 e 80-100% nao exi
biram qualquer tipo de mancha nas fitas de acetato de celulo

se, usando o tampaofbarbitﬁrico pH 8,6 e u igual a 0,1.

PO : ~

As distancias medidas entre o ponto de aplicagao

do material e o centro las bandas proteicas foram confirma -
das nos diagramas, onde o primeiro pico a aparecer correspon

de exatamente ao ponto onde se fez a aplicacao dos extratos.

Para o extrato obtido com hepatopancreas parece
clara a ocorréncia de duas zonas com media intensidade de
cor, boa mobilidade e separ;das de forma nitida. A primeira
zona apareceu a 13mm do ponto de aplicaggo, ao passo que a
segunda ocorreu a 19mm (Figura 2-A) como pode ser visto no
diagrama (Figura 3-A), onde os dois picos surgiram nas mes-
mas distancias citadas acima. Devido a ajustes realizados no
densitometro, o diagrama A da figura 3 perdeu 3mm em altu-
ra, embora a area medida sob a curva seja de 278mm2° Cs de-
mais diagramas nao sofreram qualquer tino de al.eragao e as
éfeas foram iguais a 325, 78, 280 e 255mm2 para os diagramas
B, C, D e E, respectivamente. As medidas das areas possibili
tam uma avaliagao da concentragao de proteina, embora  haja

necessidade de se dispor de algum outro dado de dosagem de



(A)
(B)
¢ (C)
[
(D)
V‘H 13T
ﬁﬁﬁ %é?
(E)
Bl W
i i
Figura (2): Fitas de acetato de celulose com aplicacgoes de

(A)-extrato bruto, (B)-extrato do p6 acetonico,
(C)-fragao de 0-20%, (D)-fragao de 20-40% e

(E)-fragao de 40-60%.
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Figura (3):
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proteina, uma vez que diagramas com peguenas diferencgas em
suas configuragaes, devido a velocidade do registrador, pos-
sam revelar quantidades comparéveis de proteina, mesmo quan-—
do elas se apresentam concentradas em uma determinada faixa

ou, ainda quando se estendem por uma banda um pouco mais am-

pla.

Na fita onde foi aplicado extrato preparado a par-
tir do pé acetonico, somente uma zona fortemente corada pode
ser visualizada, exibindo grande mcbilidade. A banda apare-
ceu a 19mm do ponto de aplicagao (Figura 2-B), como tambem
pcde ser observado pelo pico registfado no diagrama 3-B,
onde uma pequena inflexao na curva ocorreu a 13mm. E possi-
vel que tal fato seja resultado do deslocamento da primeira
banda do extrato bruto para a posigao da segunda zona, ainda
que um pouco espalhada, causadc pelc tratamento com eter-ce-
tona que provavelmente carregou a proteina negativamente. Es
ta tendéncia ainda continuou até a fragao 40-60% de satura-
gao com sulfato de amonia, onde a inflexao €& bem maior do
que nas demais, quase retornando a posigéo registrada ini=
cialmente no extrato brutc situados a 13mm do ponto de apli-
cagﬁo. Isto talvez possa ser explicado com base na ~hip6tese
de que a caracteristica isoeletrica inicial da proteina ou
grupo protéico foli restabelecido em parte pelo tratamento
com o0 sal.

A fita correspondente a fragao 0-20% exibiu uma
banda fraca em coloragao mas com boa mobilidade (Figura 2=
C); mostrando também.no diagrama com um pico fraco aos 18mm
do ponto de aplicagio (}igura 3-C). Esta distancia e mobili-
dade foram mantidas nas fragaes de 20-40 e 40-60%5, apresen—

tando diferengas com relagﬁo a lntensidade de cor, que foi
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maior para a fragao de 40-60%, chegando proximo a altura do
diagrama correspondente ac extrato do po acetonico.

Para as fragoes de 60-80 e 80-100% nao foram obser
vadas marcas nas fitas, nem mesmo a referente ao ponto de

aplicacao.

O perfil das zonas eletroforeticas foi comparado

-

de po aceto

9]

com a atividade enzimatica dos extratos bruto
nico e aqueles obtidos a partir do tratamento de purificacgao
protiolitica especifica (Tabela I) dos extratos com a inten-
sidade de cor e mobilidade das proteinas (Figura 2) pode-se
observar que as fragoes 20-40 e 40-60% foram consideradas me
lhores sob este ponto de vista. Com relagao aos dados de
teor de proteina, a fragao 40-60% foi aquela que exibiu

maior intensidade de cor observada na fita da figura 2-E.

A analise eletroforética de proteinas embora nao
tenha sido considerada excelente sob a otica do poder de re-
solugao (SCOPES,1984), consiste de um método simples e rapi-
do para avaliar o sucesso da purificagao pelo fracionamento

com sulfato de amonia, entre outras aplicacgoes.

BECHTEL & ALVES (1973) e BASTOS &t al. (1975) es~
tudaram proteinas em musculo de pescado atraves de eletrofo-
rese em acetato de celulose e encontraram que este metodo é
de grande valia quando se deseja fazer identificagéo de espé
cies. Nao foi observada qualquer alteraqéo nos modelos ele-
troforeticos quando individuos de sexo e estadio gonadal di-
ferentes foram analisados. )

»

As proteinas presentes na hemolinfa das lagostas

Panulirus laevicauda (Latreille) e Panulirus argus (Latrei

lle), foram analisadas eletroforeticamente por IMOTA & VIEIRA

(1977), onde a separacao protéica nao evidenciou diferencgas
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TABELA (I):

Dados re
tica medidoes em hepatopancreas de

nero Panulirus argus (Latreill

g

1Civos & Droi

o
)

atividade proteoli-

lagosta do Ge-

®
Nt

Extratos Proteina Atividade Atividade
{mg Prot./g) proteolitica proteolitica

total especifica
Cibg Pir. lg) (g Tir./mg Prot)

hepatop. 149,60 T:852 49,1

po acet. 330,00 100.654 305,0

0-20% 0 g =

20-40% 15,40 18,964 1231 .4

40-60% 42,35 42,304 998,9

60~-80% 14,85 9.774 65852

80-100% 220 875 9




CONCLUSOES
i
!
1. No extrato bruto pareceu clara a ocorréncia de
2 zonas com media intensidade de cor. Nos demais extratos
.uma unica banda foi observada, embora os diagramas densitome
tricos revelem um ponto de inflexao a 13mm do local de apli-

cacao da amostra.

2. Todos os extratos preparados a partir de hepato
pancreas de lagosta Panulirus (White) exibiram mobilidade
proteica considerada boa quando acetato de celulose foi usa-

do como suporte.

3. O diagrama correspondente ao extrato de p6 ace-
tonico apresentou a maior area sob a curva e a maior concen-
tragao de proteina. Os extratos das fragoes de 20-40 e  40-
60% tiveram areas de 280 e 255 . GBS oh. e proteinas i-

guais a 15,40 e 42,35 mg/g, respectivamente.

4. A analise eletroforética em acetato de celulose
parece um bom método de separacaoc das bandas protéicas  dos
extratos brute, de pé acetonico e daqueles obtidos pelo tra-
tamento de purificagao com sulfato de amoni@, preparados a
partir de hepatopancreas de lagostas do género Panulirus

(White).



O presente estudo visa avaliar se a metodologia em
pregada para a purificagao de extratos de hepatopancreas de
lagostas do género Panulirus (White) com atividade proteoli-
tica e adequada, acompanhando atravées de zonas protéeicas em
fita de acetato de celulose e seus respectivos diagramas den
sitométricos dos extratos bruto, de pé acetonico e das fra-
goes obtidas por tratamento em sulfato de amonia do po aceto

nico.

As lagostas foram adquiridas no porte do Mucuripe,

capturadas na costa do Estado do Ceara.

A materia-prima foi repetidas vezes tratada com a-
cetona e, finalmente secada, usando-se a mistura acetona -

eter (1:1).

0 extratq‘do pé acetdOnico assim preparado, foi ho-
mogeneizado em tampao fosfato 0,01M em NaCl 0,1M, pH 7,0 na
proporgac de 1:5 (p/v) e centrifugado por 30 minutos a
20.000xg a 4°2C. O sobrenadante fol usado para precipitar a
20, 40, 60, 80 e 100% com sulfato de amania, dialisados con

tra égua destilada fria.

A atividade proteolitica foi determinada pela rea-
gao de 0,5ml do extrato das varias fases de preparagao  com
5,0ml de caseina (segundo UAMMARSTEN, E. MERCK A.G. DARIIS-
TADT) a 1% em soluggo tampao KCl1 + H_.BO_. 0,5M - NaOH 0O,5M .

3 3
A incubagao ocorreu a 502C por 60 minutos, finda a qual a re
agcao foi parada com 1:Oml de acido tricloroacético a 40%. A
leitura da absorbancia a 750nm em espectrofotometro  Bausch
& Lomb Spectrnic 20 foi feita apos a reagao com o Folin.

A eletroforese de cada cxtrato foi realizada em
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aparelhos da TECHOW constituldo de uma cuba foiite eletrofore

se modelo Argos 12, unidade de leitura modelo Argos 8 e um

densitometro integradcr automatico de eletroforese modelo Ar

g8 T
& Com estudos feitos para adaptar a técnica aos ex-
tratos de hepatopancreas, usou-se tampao barbiturico de  pH

8,6 e forga ionica u=0,1, 75ml em cada lado da cuba.

Foram feitas corridas em numero de 4 fitas de ace-
tato de celulose da marca Poligel, por vez, aplicando a amos
tra a lem do catodo e regulando a cuba para 300V e estipulan

do o tempo em 25 minutos.

Depois das fitas fixadas, coradas com corante
Ponceau 5, lavadas, desidratadas, transparentizadas e seca-
das a 60°C por 4 minutos, fol feita a leitura na unidade de
leitura e feito os diagramas no densitometro, respectivamen-
te aos extratos bruto, do po acetdonico e das fragoes oriun-

das destes.

o extrato bruto ocorreu duas bandas protéicas,uma
a 13mm de distancia do ponto de aplicagao e outra a 19 mm .
Nas demais fitas verificou-se uma uUnica zona a 19mm sendo
gque encontrou-se uma tendencia a permanecer aos 13mm a pri-

meira banda visualizada na fita e diagrama do extrato bruto.

0 perfil das zonas eletroforéticas foi comparado
com a atividade enzimatica de cada extrato, onde pode-se ob-
servar gue as frag5e5_20-40 e 40—60% foram consideradas me-
lhores sob este ponto de’vista, e ainda, com relagao ao tecor
de proteina a fragao 40-60% foi aquela que exibiu maior con-
centragéo, correspondente a banda de maior intensidade de

cor.
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