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ENSAIO PRELIMINAR AO ESTUDO DA AgAo DAS PROTEASES EM HEMOLINFA DE 

LAGOSTAS JOVENS DA ESPÉCIE Panulirus laevicauda (Latreille). 

INTRODUCAO 

As lagostas do gnenj Panulirus,  White,  constituem um dos 

principais produtos de exportaggo do Nordeste do Brasil, sendo o 

Cear g o maior produtor. 

A especie Panulirus laevicauda (Latreille), embora no se- 

ja a maior representante em termos quantitativos na exportaggo, e 

responsável por uma parcela bastante significativa, pois em 1981 

contribuiu com 717 toneladas (CACEX - Banco do Brasil) de caudas 

exportadas pelas indUstrias de pesca do Estado do Ceará. 

Apesar da grande import;ncia deste crustáceo para a econo-

mia nordestina, pouco  so  os estudos sobre o mesmo no que se refere 

a sua fisiologia e bioquímica. Praticamente, todo conhecimento cien 

tifico a esse respeito 6 oriundo de outros países cujas condigo-esam 

bientais  so  bastante distintas das que predominam na regido nordes 

tina. 

0 ser vivo 6 constantemente atingido por correntes de ele- 

mentos químicos p/ venientes do meio exterior, apresentando reagOes 

e 
quimicas  que caracterizam o pr6prio indivíduo. As transformag5es 

químicas que se processam no ser vivo  so  a origem de sua energia 

(Coutinho, 1900). 

No reino animal, 6 o sangue um dos principais componentes 

corpOreos que, a16m de propiciar o transporte de material nutritivo 

para todo o organismo, 6 tamb6m um dos veículos de eliminaggo de ca 

tabrilitos. 
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Nos crustáceos 0 sistema circulatOrio aberto e o sangue, 

. 
mas precisamente chamado de hemolinfa, contem  do's  componentes besi- 

. .  
cos:  o plasma e os corpusculos.  So  fungoes básicas da hemolinfa o 

transporte de oxigenio, força tamponante, atividade osmetica e  trans  

porte de material nutritivo  (Maynard,  1960). 

0 sangue e um tecido cujas características variam com o es-

tado fisiolegico do animal e responde prontamente *is modificagges do 

meio ambiente. 

Obviamente, as trocas no sangue resultante da muda  so  de-

correntes de virias outras trocas funcionais correlatas, tais como 

a absorggo de igua durante e depois da muda e a quantidade de subs-

tancias estocadas nos tecidos  (Maynard,  1960). Alem do mais, a indi-

caggo dos fatores físicos e químicos como temperatura,  pH,  salinida-

de e demais condigges ambientais estio envolvidos nas mudanças fisio 

legicas do indivíduo. 

A hemolinfa dos crusteceos mostra uma grande variaggo de 

seus constituintes em relaggo ao ciclo de muda e, implibitamente,com 

o estado fisiolOgico. 

Na hemolinfa os componentes mais estudados tem sido c fs-

foro (P), o cálcio (Ca) e o magnesio (Mg). 

Apesar destes elementos serem os que apresentam maior varia 

gao em relação ao ciclo de muda  (Travis,  1955), os componentes nitro 

genados devem tambem sofrer marcadas modificagges com os diversos es 

tegios de muda, tendo em vista suas milltiplas fungges no organismo. 

0 metabolismo destes compostos nitrogenados em hemolinfa de 

crusticeós tem sido pouco estudado. Pelos estudos de  Stevens  et alii. 

(1961), foram determinados 17 aminoecidos em hemolinfa de Homarus 

americanus, Homarus vulgaris e  Cancer  irroratus sendo que suas 

concentragies variavam com o estado fisiolOgico e nutricional do in-

dividuo. Outros estudos relacionam-se com a excreggo de substancias 



nitrogenadas e com o metabolismo de aminoácidos  (Baldwin,  1933;  Ro-

che  et alii, 1952t  Smith  &  Moses,  1960;  Huggins  et alii, 1967). 

QuantO ao metabolismo proteico propriamente dito, relacio-

nado hemolinfa de crustáceos, muito pouco 4 encontrado na litera-

tura, sendo concebido atraves de analogia com outros animais. 

Segundo  Allison  & Cole (1940) e  Clark  &  Burnet  (1942) bita 

dos por Florkin (1960), na hemolinfa de H2M4rus qammayus  (Linnaeus)  

'   °eta°  presentes 3 componentes proteicos facilmente separaveis por 

eletroforese. 

Nas celulas sanguíneas dos crustáceos já foram detectadas 

algumas enzimas tais como tirosinase (Blaagvret &  Richter,  1938),ami  

lase  (Damboviceanu, 1932) e fosfatase  (Roche  & Latreille,1934). Se 

gundo Damboviceanu, 1929, estio ausentes na hemolinfa de crustáceos 

as enzimas oxidase, peroxidase, catalase e  protease.  
- - - 

0 ciclo periOdico do crescimento de 

te acompanhado por modificaçaes periOdicas no exoesqueleto,epiderme 

e hepatopancreas, mas  so  acompanhadas tambem por marcadas altera--

çaes nos sangue e urina  (Travis,  1965). Em consequancia, pode-se  ad  

mitir que as protelnas estruturais e enzimáticas devem variar pro-

fundamente com o estágio de mudaL 

Segundo  Travis  (1955) e Passano (1960), podem ser identifi 

cados em lagosta, 4 estágios de muda: A, B, C e D, sendo que para 

cada estágio podem ser detectados vários  sub-estágios. Os estágios 

A, B e C correspondem pOs-muda, enquanto que o estágio D corres 

ponde 1 pra-muda. 

0 estágio A e Imediatamente seguinte 1 muda. 0 exoesquele-

to (nova carapaça) de consistancia de uma membrana macia. 0 ani-

mal no se alimenta. A OuragEo de 24 horas aproximadamente. 

No estágio B ocorre o endurecimento preliminar do esquele- 

crustaceos no e somen  
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to, o qual atinge a consistncia de um pergaminho. A carapaça fica 

rígida em certas regiges, enquanto OUB a regigo branquial permanece 

ainda mole. 0 animal tambem no se alimenta. A duraggo deste esta-

gio 4 de 1 a 6 dias apOsa a muda. 

No estagio C, o esqueleto fica inteiramente duro, mas con-

tinua a engrossar durante grande parte do período. Este 6 um perío-

do de atividade alimentar e 6 o mais longo ciclo, durando aproxima-

damente do setimo ao quinquagesimo primeiro dia apOs a muda, corres 

pondendo aproximadamente a 44 dias. Durante o final do estagio C, 

as camadas da membrana e a camada principal da epiderme esto com--

pletas. 0 termo "intermuda" pode. ser explicado para animais com o 

desenvolvimento completo do esqueleto, acontecendo no intervalo de 

dias entre duas mudas, isto e, 28 a 35 dias seguintes de uma muda 

e outra  (Travis,  1955). 

-0 estagio D 6 aquele em que o futuro novo esqueleto pro-

gressivamente formado sob a velha carapaça. Este período dura apro 

ximadamente de 10 a 14 dias, durante o qual o animal no se alimen 

ta. A nova endocuticula visível externamente por observaggo na 

regige ventral do  abdomen  ou por quebra das antenas ou patas. 

Segundo Passano (1960), a principal fungo do sangue na  

pre-muda e transportar material entre a  integument°  e o hepato--

pancreas. Pode tambem agir como Orggo de estocagem e como local de 

certas reagOes enzimaticamente controladas. 

Considerando que a hemolinfa pode funcionar como OrgEo de 

estocagem (Passano, 1960), admitiu-se a possibilidade da presença 

de  protease  na hemolinfa mesmo conflitando com Damboviceanu (1929), 

que negou sua presença. 

0 presente trabalho visou, portanto, a investigar a presen 

ga de protease em hemolinfa de  lagostas  Panulirua laevicauda  (Latre 
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MATERIAL E MÉTODOS 

Para a realizaggo do presente trabalho, utilizamos lagos-

tas jovens da especie Panulirus lasvicauda (Latreille). Os animais 

foram capturados na praia do Meireles e na praia do Farol, em For-

taleza, Cear, e mantidos em aqugrios  at  o momento da retirada da 

hemolinfa, Antes da coleta da hemolinfa, foram determinados o está-

gio de muda e o comprimento zoolOgico. 

A hemolinfa foi retirada de animais vivos, com os recipien 

tes em banho de gelo, onde procuramos manter a temperatura em torno 

de 0°C, para assegurarmos a integridade do material. 0 liquido lin 

fgtico foi obtido mediante um corte com tesoura na junggo do  abdo- 

men  com o cefalotgrax, deixando-o escorrer por um funil  at um  

beaker,  onde era agitado com o auxilio de um basto de vidro, com a 

finalidade de evitar a coagulaggo. 

Imediatamente, a hemolinfa foi centrifugada a 3.000 RPM 

em centrífuga refrigerada Internacional modelo PR-J durante 15 minu 

tos. 0 sobrenadante foi diluido em tampo fosfato 0,01 M em Na01 

0,1 M (pH=7,0), na proporggo de uma parte de sobrenadante para 9 

de tampo (v/v) e conservado em congelador  at  a hora de sua utili 

zagao. 0 precipitado foi desprezado‘ 

A determinaggo dos estggios do ciclo de muda foi feita pe-

lo me-Lod°  de Drach (1939), citado por  Travis  (1955). 

Utilizamos somente individuos no estggio C nos ensaios  pH  

Otimo, relaggo enzima-substrato, tempo e temperatura, termo-estabi-

lidade e purificaggo de proteinas com sulfato de  amnia.  

Nos extratos foram determinados o teor de proteina e a ati 

vidade proteolitica. 



A concentração de proteína foi determinada pelo metodo do 

Micro-biureto (Goa, 1953), usando-se como padrgo a albumina s6rica 

bovina (Sigma,  fig.  1) e os resultados foram expressos em miligra-

ma (mg) de proteina por mililitro (ml). 

A atividade proteolitica foi considerada como a capacidade 

que a enzima possui de hidrolizar caseína. 

A reagao enzim6tica realizou-se entre o extrato de hemo-- 

linfa (1:10, v/v) e a soluço de caseína (segundo Hammarsten, E.  

Merck  AG  Darmstadt)  a 1% em tampo fosfato 0,01 M em NaCl 0,1 

(pH=7,0). A incubaggo desenvolveu-se Arn uma temperatura de 5000 

por um período de 45 minutos. Parou-se a reaggo com 1,0 ml de ácido 

tricloro  acetic()  (TcA) a 40% (Ainouz et alii, 1972). ApOs 15 minu--

tos de repouso, a mistura foi filtrada em papel de filtro quantita-

tivo Framex, faixa branca, de 12,5 cm de diãsmetro, sendo a ativida-

de proteolitica determinada na fraggo sol6ve1 em  TOR  e medida pela 

absorbãncia a 750 mm em espectofotcimetro  Varian  Techtron modelo 635 

k, depois da reaggo com o reagente de Folin  (Lowry  et alii, 1951).0 

tempo zero ou branco da reaggo foi obtido pela adiço de substrato 

ap6s ter sido adicionado TCA a 40%. Todos os valores de densidade 

6tioa das amostras foram subtraidos dos valores dos brancos. A uni-

dada de atividade corresponde "a variaggo de 0,1 de densidade Otica. 

A atividade proteolitica foi expressa em unidade de atividade por 

mililitro (ml) e a atividade especifica determinada pela diviso da 

atividade proteolitica pelo contealo de proteína em miligrama por 

A determinaggo do  pH  Otimo desenvolveu-se adicionando-se 

0,25 ml do extrato e 8,0 ml de caseína 1% em tampo fosfato 0,01 M 

em cloreto de scldio (NaC1) 0,1 M nos seguintes  pHs  6,0; 6,5; 7,0; 

7,5; 8,0;  9,0  e 10,0, totalizando um volume final de 10 ml. A 
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caseina também foi preparada nos respectivos  pHs.  A reaggo enzimáti 

ca foi desenvolvida como descrita no parágrafo anterior e os resul-

tados expressos em unidade de atividade por mililitro (U.A.x ml j. 

Na determinagao do tempo e  temperature  Otimos utilizamos as 

mesmas quantidades de extrato e caserna utilizadas na determinaego 

do  pH.  0 extrato e o substrato foram incubados nas temperaturas de 
o 

40; 45 e 50 C, durante periodos de 15; 30; 45; 60 e 90 minutos. A 

reaggo enzim4tica foi desenvolvida da mesma maneira que os demais 

ensaios e os resultados tambem foram expressos em U.A. x ml
-1

. 

Para a determinaggo da melhor concentraggo de substrato a 

ser utilizada, foi desenvolvida uma reaggo onde a concentraggo do 

substrato variou de 10 a 36 mg de caseina, conservando-se o volume 

do extrato constante em 0,25 ml. A reaggo enzim6tica foi id&itica 

.A.s anteriores, assim  cam  a apresentaggo dos resultados, ou seja, 
-1, 

em unidade de atividade por mililitro (U.A. x ml j. 

A termo-estabilidade foi determinada submetendo-se 0,5 ml 

O 
do extrato 'a temperatura de 40 e 60 C, durante um periodo de tempo 

que variou de zero a 60 minutos. Apcis cada tempo o extrato era reti 

rado e submetido a reaggo enzimática descrita para os ensaios ante-

riores, onde era determinada a atividade proteolitica. Os resulta-

dos foram expressos em unidade de atividade por mililitro(U.A.xml ) 

sendo transformados em porcentagem de atividade, relativa ao extra-

to no submetido ao calor, cuja atividade foi considerada 100%. 

Na purificaggo, o sulfato de amania sOlido foi gradualmen-

te adicionado ao extrato para 20% de saturaggo e o precipitado foi 

removido por centrifugaggo a 20.000 x g por 15 minutos em centrifu-

ga  International,  modelo  HT,  'A temperatura em torno de 4
o
C. 0 sobre 

nadante resultante desta primeira centrifugagao foi utilizado para 

as precipitagges subsequentes com 40; 60;  BO;  e 100% de satura- 
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gao com sulfato de  amnia  (NH
4  )2 

 SO
4 
 . Os precipitados obtidos fo- 

ram suspensos em tampo fosfato 0,01 M em NaC1 0,1 M (pH=7,0) e 

dializados contra água destilada deioniZada durante um periodo de 

tempo suficiente para que a égua apresentasse reagao negativa com 

hidroxido de brio. Os precipitados foram convencionados de P 
1 

P
2 
 ,P

3
,P, eP correspondendo, respectivamente, as precipita- 

4 5 

Oes O - 20;  20 - 40, 40 - 60, 60 - 80 e  BO  - 100% com 

(NH4)2SO
4
. As fragBes S

1 
 e S

2
, correspondem aos sobrenadantesdo 

extrato bruto e sobranadante da fraggo 80 - 100%, respectivamente. 

Foi determinada a concentraggo de protelna e desenvolvida 

a reaggo enzimgtica em todas as fragEes para obtenggo das ativida-

des proteollticas. Os resultados foram expressos em miligrama de 

proteína por mililitro para o conteUdo de proteína e em U. A.xmg. 

, -1 
proteina para as atividades especificas. 

A atividade proteolítica, apás determinadas as condigEes 

Otimas, foi desenvolvida para extrato de hemolinfa de lagostas em 

vários estágios de muda e por classe de comprimento, onde  -Lamb&  

foi determinada a concentragao de proteína pelo metodo do Micro-

-biureto (Goa, 1953). 



RESULTADOS 

Na tentativa de determinarmos as condigges 6-Limas de en- 

10.  

saio da atividade proteolitica em hemolinfa de lagostas 

especie Panulirus laevicauda (Latreille), determinamos 

rametros; entre eles  pH,  tempo e temperatura de reaggo, 

jovens da 

vgrios pa- 

relaggo  en  

zima-substrato, bem como a estabilidade do sistema enzimgtico em 

" 
relagao a temperatura. 

Os resultados 

proteolitica em  pH  7,0 

atividade menor, cerca 

(Tabela I, Figura 2). 

Com relaggo a  

dos ensaios alcançam um mgximo de atividade 

e  pH 9,0,  tendo o segundo apresentado uma 

de 87,6% de atividade apresentada no  pH  7,0 

0 tempo de incubaggo,  obser- temperatura 

vamos que a atividade aumentou com a temperatura e tempo,  at  os 

45 minutos iniciais. A partir dos 60m minutos, a atividade permane 

ceu mais ou menos constante nas diversas temperaturas de incubaggo. 

0 ponto mgximo de atividade considerado foi na temperatura de 50% 

e no tempo de 45 minutos. (Tabela  III  , Figura 4), condigEes caco 

lhidas para os ensaios posteriores. 

Com a finalidade de desenvolver a reagao enzimgtica na  pre  

senga ao excesso de substrato, determinamos a relagEo enzima-subs-

trato.  Palos  valores obtidos e a conformaggo da curva, ficou esta-

belecida uma relaggo de 80 mg de substrato (caserna 1%) para 0,25 

ml do extrato, em um volume total de 10,0m1 (Tabela II, Figura 3). 

0 extrato quando submetido a aquecimento em temperatura do 

o 
40 C, apresentou um aumento de sua atividade proteolitica com o tem 

o  
pa  de incubagao. Entretanto, na temperatura de 60 C, o sistema  en  
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zimAtico diminuiu de atividade em relaggo ao tempo de incubaggo 

atingindo um decrescimo mAximo em 60 minutos (Tabela IV, Figura 5), 

cuja perda de atividade atingiu 25%. 

Os resultados referentes a atividade proteolitica e con--

centraggo de proteína em relaggo ao ciclo de muda de lagosta jovem 

Panulirus laevicauda (Latroille), devem ser considerados prelimi-

nares e, como tal, sujeitos a reviso. 

0 conte6do de proteína solUvel apresentou um pico de mini 

me no estAgio 8 e um acrAscimo em C, 0, atingindo neste Ultimo 

pico MaXiMD. A atividade proteolítica especifica apresentou-se de 

forma crescente de A para D, sendo o mínimo em A e c pico de  maxi- 

mo em D (Tabela V, Figura 6 e 9) 

Os resultados referentes a atividade proteolítica especi- 

fica em relaggo As classes de comprimento, apresentaram um mAximo 

na classe de 7-8 cm e  minims  na classe de 5-6 cm. 0 conteUdo de 

proteína solUvel apresentou-se do modo no uniforme nas diversas 

classes de comprimento (Tabela VI, Figura 7 e 10). 

A purificaggo do sistema enzimAtico apresentou uma ativi-

dade  maxima,  para o  pH  7,0, na fraggo 20-40% de saturaggo com sul 

fato de am&lia. Neste intervalo, a atividade aumentou de 1,7 vezes 

em relaggo ao extrato bruto, havendo uma recuperaggo de 5,0%. Pa-

ra a atividade no  pH 9,0,  os resultados foram semelhantes, sendo 

que a atividade  maxima  na fraggo 20-40% foi superior Aquela veri-

ficada para o  pH  7,0, assim como a.relaggo purificaggo extrato bru 

to foi de 2,8. (Tabela VII, Figura 8 ). 



tem cas seu  pH 

DISCUSSA0 

A atividade proteolitica em sangue (hemolinfa) da cruste 

ceos tem sido pouco estudada e  he  autores que afirmam ser nula na 

maioria deles (Florkin, 1960). Portanto, este trabalho inicia por 

constatar a presença de proteases em hemolinfa e, em consequencia 

determina as condigges 6timas para sua atividade. 

Dois picos de atividade  so  encontrados, um em  pH 7,0 

e outro de menor intensidade, no  pH 9,0,  podem sugerir a presença 

de duas proteaaes na hemolinfa de lagostas jovens, capazes de hi- 

drolizar a caseína. Ebem conhecido que virias enzimas proteollti- 
-  

Otimo no intervalo de 6 a 9 (Degkwitz, 1957; De 

Villez, i94.6), sendo estas no entanto de origem_gestriqa,_ 

A presença de  protease  na hemolinfa bastante justifice 

vel, visto que, este tecido e o encarregado de conduzir subst;n-

cias nutritivas para os locais de crescimento da lagosta. 

A temperatura tima de incubaggo a 50°C situa-se dentro 

do intervalo de temperatura encontrado para proteases de tecidos de 

/ organismos marinhos  (Stern  &  Lockhart,  1953; Dabrowski & Glogo- 

wski, 1977). 

A saturagao da enzima ocorreu com relaggo de 0,25 ml do 

extrato Para 80 mg de substrato (caseína), evidenciando uma grande 

afinidade entre enzima e substrato. Essa saturaggo da enzima, em 

outros materiais biol6gicos, tem ocorrido com menor quantidade de 

substrato (Vieira, 1976; Ainouz, 1972). 

Uma outra característica favor4ve1 ao sistema enzim6tico 

extraído da hemolinfa do lagostas jovens, 6 sua resistncia ao ca 

12. 
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br. A exposiggo do extrato a 40°C provocou um aumento de sua ati-

vidade em torno de 15%, apresentando uma inibigao, quando a tempe 

ratura foi de 60°C; de 25% em comparaggo com o extrato bruto. Esta 

resist&ncia de se inativar confere ao sistema enzimatico uma cm- 

- sz ,  racteristica muito importante, porque poder a ser trabalhado n  

grande preocupação quanto a sua inativaggo. 

A fraggo correspondente A precipitação de 20-40%  porno  sul 

fato de amônia apresentou uma atividade proteolltica m6xim8, cor-

respondendo a 1,7 vezes Aquela apresentado pelo extrato bruto 

uma recuperaggo de 5%. Proteases de outros tecidos tem apresenta-

do uma atividade  maxima  na fraggo 40-60% de saturaggo com sulfato 

de amonia. Considerando os dados de purificagao da enzima e sua 

recuperagão, pode-se admitir este tratamento com sulfato de amo-

nia como a primeira etapa na marcha da purificaggo do sistema enzi 

matico em estudo. 

Ocomportamento de  protease  e de proteína de hemolinfa de 

lagosta em relagao ao ciclo de muda ainda  nõ  esta bem definido, 

mesmo porque  so  poucos os estudos cluer se ocupam com o problema. 

Em Panulirus argus (Latreille),  Travis  (1955) encon- 

trou que a proteína da hemolinfa alcança um rAximo de concentraggo 

no estagio D, sendo portanto semelhante aos dados apresentados na 

Tabela V, Figura 9. Observagges semelhantes foram encontradas por 

Damboviceanu (1932) em  Astacus  e por Drilhon (1935) em Maia. 

Paralelamente ao aumento de proteína no estagio 0, houve 

tambem um aumento de atividade proteolftica neste estagio. A expli 

caço para este fato pode-se baseiar em que no estagio C começa 

A 
a estocagem de material de reserva no hepatopancreas, o qual deve 

r5 ser mobilizado nos est5gios em que a lagosta experimenta o je- 
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jum fisiolggico (estagios 0, A e 0). Nestes es*ios, as reservas 

seriam transportadas para os: locais de muda atraves da hemolin- 

fa que teria a necessidade de quebrar as moleculas maiores que 

seriam de proteínas. 

Quanto ao tamanho da lagosta, parece que no  he  influe'n-

cia em relaggo A atividade proteolltica e poncentraggo de pro-

teína. Bastos G Bezerra (1970) trabalhando com Panulirus argus e 

Panulirus 1QPvicauda  , tombem no observaram correlaggo entre • 

proteína e tamanho do indivíduo. E vigvel que isto aconteça, uma 
A 

vez que o crescimento da lagosta ocorre mediante o fenomeno de 

muda, o qual esta presente em todo o período de vida da lagosta, 

com mais nfase no período juvenil. 



coNcLusAo 

Excetuando-se as determinagges referentes aos par;metros 

do sistema enzimAtico, as conclusges relacionadas aos estágios de 

muda devem ser consideradas de caráter preliminar, e como tal, su 

jeitos a reviso, pois o nUmero de amostras analisadas foi peque-

no e portanto, no muito  significative.  

1. 0  pH  Otimo encontrado para a reaggo enzimEltica de  pro 

teases  em hemolinfa de lagostas jovens da  °specie  Pa- _ 

nulirus laevicauda (Latreille) apresentou dois valo-

res  (pH  7,0 e  9,0).  

A atividade apresenta no  pH 9,0  foi cerca de 67,6 % 

da atividade apresentada no  pH  7,0. 

2. 0 tempo 6timo de incubaggo da reaggo enz1m5.t1ca foi 

de 46 minutos, enquanto a temperatura Ctimo foi de 

o 
50 C. 

3. Na relaggo enzima-substrato, estabelecemos uma razgo 

6tima de 80mg de substrato (caserna 1%) para 0,26 ml 

do extrato diluido em tampo fosfato (1:10) (v/v) , 

em um total de 10,0 ml. 

4. A enzima foi ativada em 15% em relaggo ao extrato 

o  
brute  quando incubada a temperatura de 40 C, e inibi 

o 
da em 25% quando incubada A temperatura de 60 C, atin 

gindo este decr6scimo maximo  ern  60 minutos. 

S. A fraggo do extrato correspondente a purificaggo com 

sulfato de  amnia  ((NH4) 250
4
), no intervalo de 20 - 

15. 
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40% de saturagao,  foie  que apresentou maior atividade 

nos  pHs  7,0 e  9,0  de reaggo. 

6. A fraggo 20-40% apresentou uma purificaggo de 1,7 ve-

zes em relagao ao extrato bruto, com uma recuperagaode 

5% no  pH  7,0. Para o  pH 9,0  a purificaggo foi de 2,8ve 

zes e a recuperagao, também de 5%. 

7. Para o conteildo de proteína solInvel em relagao ao ciclo 

de muda, o pico de  maxima  concentragao foi no estggio 

C, enquanto o pico de mínimo no estagio B, crescendo de 

C para D. 

8. 0 mgximo de atividade proteolitica especifica em rela—

go  ao ciclo de muda foi encontrado no estagio D e o mi 

nimo no estggio A. 

9. 0 mgximo de atividade proteolltica especifica em rola-

go  is classes de comprimento foi encontrado na classe 

de 7-8 cm, enquanto que o mínimo, na classe 5-6 cm. 

10. 0  con-tondo  de proteína solUvel, relativo Is classes de 

comprimento,ngo apresentou uniformidade, no existindo 

portanto, relaggo entre classe de comprimento e conteil 

do de proteína. 



SUMARIO 

0 presente estudo objetivou desenvolver ensaios prelimina-

res ao estudo da aço das proteases em hemolinfa de lagosta jovens 

da especie Panulirus laevicauda (Latreille). 

As lagostas foram capturadas nas praias do Meireles e do 

Farol, Fortaleza, Cearg, e colocadas em aquários  at  a retirada da 

hemolinfa. 

Foram desenvolvidos  \Arias  ensaios, onde determinamos os 

parametros bgsicos ao estudo, como  pH,  tempo e temperatura de rea--

ggo, relagao enzima-substrato, bem como a estabilidade do sistema 

enzimgtico. 

Utilizando-se os parametros Otimos, foram desenvolvidos,em  

carter  preliminar, os ensaios da atividade proteolitica com os es-

tggios de muda e as classes de comprimento, para as lagostas no es-

tggio "C". 

0 mgtodo de derminaggo do contegdo de proteína sohlvel uti 

lizado foi o do Micro - Biureto (Goa, 1953). Os estggios foram de-

terminados segundo Drach, 1939 e a atividade proteolitica como a ca 

pacidade de hidrolizar caseína. A reaggo enzimgtica realizou-se en-

tre o extrato de hemolinfa (1:10) (v/v) e a soluço de caseína 1% em 

tampo fosfato 0,01 M em NaCl 0,1M  (pH  7,0). A incubaggo durou 

45 minutos a 50C de temperatura. Utilizou-se TCA a 40% (Ainouz  at  

alii, 1972), para parar a reagao. Apgs 15 minutos de repouso, a mis 

tuia foi filtrada e a absorbancia medida a 750 nm em espectrofot-

metro  Varian  Techtron Modelo 635, depois da reaggo com o reagente de 

Folin  (Lowry  et alii, 1951). 

17.  
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O pH Otimo  para  a reaggo enzimgtica  apresentou dois valo-

res:  pH 7,0 e pH 9,0. 

A temperatura tima encontrada foi de 50°C enquanto o tem 

po Otimo para a reação foi de 45 minutos. 

o 
A enzima foi ativada a uma temperatura de 40 C e inibida 

o 
a 60 C, atingindo um decrescimo mgximo em 60 minutos. 

A razgo tima da relaggo enzima-substrato foi de 80 mg 

de caseína 1% para 0,25 ml do extrato diluído em tampo fosfato 

0,01 M em NaC1 0,1M  (pH  7,0). 

A purificaggo com sulfato de  amnia  apresentou uma maior 

atividade proteolitica na fraggo de 20-40% de saturaggo, tanto em  

pH  7,0 como em  pH 9,0.  

O pico de mgxima concentraggo do conte6do de proteína so-

ltnvel, em relaggo ao ciclo de muda, foi no estagio 0 e o mínimo no 

estgio B. 

A atividade proteolitica apresentou, em relaggo ao ciclo 

de muda, um m5ximo de atividade no estagio D e mínimo no °sta.-gip A. 

O mgximo de atividade proteolitica especifica, em relaggo 

Is classes de comprimento, foi encontrado no classe de 7-8 cm, en-

quanto o mínimo na classe 5-6 cm. 

O conteildo de proteína solUvel no apresentou nenhuma re-

lagao com as classes de comprimento. 
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TABELA I - Variaggo da atividade proteolltica em hemolinfa de 

lagosta jovem da especie Panulirus laevicauda  (La  

treille), em fungo da variaggo do  pH.  

pH 
^ A 

950 
-1 

U.A. x ml 

690 . 235 940 

6,5 . 255 1020 

9,0 . 365 1460 

7,5 . 320 1280 

8,0 . 305 1220 

9,0 . 315 1260 

10,0 . 240 960 



TABELA II - Variaggo da atividade proteolltica em hemolinfa de 

lagosta jovem da especie Panulirus laevicauda  (La  

treine) em fungo da concentraggo de substrato. 

Concentraggo do subs 
. , 

tratO (mg Caseinatml 
U.A.m1 

-1 

10 . 170 

30 . 440 

50 . 615 

70 . 665 

80 . 680 

85 . 630 

680 

1760 

2460 

2FP0 

2720 

2520 

A 
750 



TABELA  III  - Variaggo da atividade proteolitica em hemolinfa de 

lagosta jovem da espécie Panulirus laevicauda  (La-

treille), em funggo da variaggo da temperatura e 

do tempo. 

Tempo(mm)   

o t , 
Temperatura ( C) 

40 45 50 

U.A. x ml
-1 

U.A. x ml
-1 

U.A. x ml
-1 

15 

30 

45 

60 

90 

220 

425 

560 

640 

650 

425 

570 

625 

615 

640 

265 

480 

610 

660 

700 



TABELA IV - Variaggo da atividade proteolitica 

lagosta jovem Panulirus laevicauda  

diante a previa exposiggo do extrat 
o 

ras de 40 e 60 C durante um  period  

nado. 

de hemolinfa de 

(Latreille), me.  

o a temperatu- 

o de tempo va-- 

Tempo (min) 

Temperatura (°C) 

40 60 

U.A. x m1
-1 

% de At. U. A. x m1
-1 

°//0 de At. 

0 565 100 5?5 100 

10 565 98 

15 590 104 

20 545 95 

30 600 106 525 91 

40 480 83 

45 635 112 

50 450 78 

60  650 115 430 75 



TABELA V - Unidade de atividade proteolitica, atividade especifi 

ca e quantidade dep proteína sol6ve1 em hemolinfa de 

lagosta jovem da espécie Panulirus laevicauda (La- 

treille), em funçao dos estágios de muda. Durante o 

ensaio usou-se caseina como substrato,  pH  7,0; duran 

te um tempo de 45 minutos e temperatura de 50°C. 

Estágios 

de muda 

N 9- de  la  
gostas 
analisa- 
das 

U. A. x ml
-'-' 

mg P x ml
-1  

U.A. xtng  
4 f ' 

Prot  . (*, 

Mi Ma M Md. Ma M MI. Ma M 

A 

4 

C 17 

5 

10 120 52,5 23,3 36),0 ,?1,6)0,29 5,14 1,94 

40 1570 350,7 9,55 11SJ51,9l,57 101, 7 15y53 

70 1580 948 19,9 82,3:57,40,85 44,8 21,36 

e . 
Mi = mínimo 

Ma = máximo 

media 

Atividade proteolitica especifica 



TABELA VI - Unidade de atividade proteolitica, atividade especifi 

ca e quantidade de proteína solUvel em hemolinfa de 

lagosta jovem da espécie Panulirus laevicauda ( La-- 

treille), no estagio "C", em fungo das classes de 

comprimento. Usou-se caseína como  substrata, pH  7,0, 

durante um tempo de 45 minutos e  temperature  de 50
o
C. 

Classe 
de com 
primen 

N2  de 
lagos 

U.A.x m1
-1 -1 

mgPxml U. A. xmg Prot,  

tasana 
to — liaadM's Mi Mi Mi Ma 

5-6 2 272 290 281 37,7 6346 50,6 4,6 7,2 5,8 

7-8 2 220 330 275 7,58 85,8 46,7 2,6 43,7 23,1 

9-10 a 40 1570 384 14,8 114,9 53,9 1 , 6 101, 7 15, 8 

11-12 5 60 580 356 9,7 87,5 51,5 1,3 50,4 16,2  

Mi = mínimo 

Ma= mgximo 

media 

(*) - Atividade proteolitica especifica 



Sulfato 
de Amo-
nia 

(A) 

-1 
U.Axml mgPxml

-1 (*) 
U.AmgP

-1  

    

Recupera 
gao - 
t%) 

Vezes de 
Purifica - 

gao 

3926 ." - 100 1 

- - - 

111,11-2  5,0 2,8_ 

8,55 61,4 0,2 

16,06 3,6 0,4 

- - - 

TABELA 'VII - Dados relativos a, purificaggo, com sulfato de amOnia ((NH
4
).250

4
)
' 

de  protease  

da hemolinfa de lagosta jovem Panulirus laevicauda (Latreille). No ensaio,usou 

-se caseína como substrato, sendo a incub4go 'a temperatura de 45
o
C durante 45 

minutos.  

pH 9,0  pH 7,0 

(*) -1 
U.A.mgP Recupe 

raggo- 
Vezes de 
Purifica 

gao 

U.Axml
-1 -1 

mgPxml 

o 1440,0 37,73 38,16 100,0 1 1500 37,73 

0 - 20 0,0 0,0 - - 0,0 0,0 

20 - 40 122,0 1,89 64,554 5,0, 1,7 210,0 1,89 

40 - 60/ç-160,0 23,15 6,61)/n 61,4 0,2 198,0 23,15 

60 - 80 8,0 1,37 5,84 3,6 0,2 22,0 1,39 

ao -100 0,0 0,0 - - , - 0,0 0,0 

(*) - Atividade proteolitica especifica. 

VFO 
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FIGURA 4 - Variaggo da atividade proteolltica em 

hemolinfa de lagosta jovem da especie 

Panulirus laevicauda  (Latreille), em 

fungo da variaggo da temperatura e do 

tempo. 
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FIGURA 5 - Termo - estabilidade da  protease  em hemolinfa de  la  

gosta jovem da especie Panulirus laevicauda (Latreil  
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FIGURA 7 - variagEo da atividade proteolitica especifi 

ca em hemolinfa de lagostas jovens da espe 

cie Panulirus laevicauda (Latreille), no es 

tE-Igio "C", em fungo do comprimento zoolcigi  

co.  



pH 9,0 

10 

0-20 20-40 40-60 . 60-80 80i-100 

Concentraç3o de ( NI-14)zSO4  (0/0)  

FIGURA 8 - Atividade proteolitica especifica da hemolinfa 

de lagosta jovem da espcie Panulirus laevicau 

da (Latreille), em relagao com a sua satura--

go  com sulfato de amonia. 
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FIGURA 9 — Variaggo do contdo de protelna soltrivel em homolinfa 

de lagostas jovens da especie Panulirus laevicauda  (La  
treille), em fungo dos estgios de muda. 



FIGURA 10 - Variaçao -d0-toTiteudo de prffteina soaUvei, em 

nemolinfa de lagosta jovem da espcie Pnulí- 

ruo laevicauda (Latreille) no esti;uio "b",em 

funcao do comprimento zoollSoico. 
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Gloss° do Comprirnento (orci)  
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