
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA 

CENTRO DE CIÊNCIAS AGRARIAS 

DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA DE PESCA 

ENSAIO PRRLIMINAR AO ESTUDO DE CARAC 

TERIZAÇA0 E PROPRIEDADES DE RNZIM-AS 

PROTEOLITICAS EM HETATOPANCREAS DE 

LAGOSTA .JOVEM Panulirus lasvicauda  

(Latreille)  

Silvana  Aradjo Saker 

Dissertação apresentada ao Departa 

mento de Engenharia de Pesca do Centro de CAncias 

Agrárias da Universidade Federal do Ceara, como 

parte das exige4cias para obtenção do titulo de Enge 

nheita de Pesca. 

FORTALEZA—CEARA 

Julho-1982 



Dados Internacionais de Catalogação na Publicação 
Universidade Federal do Ceará

Biblioteca Universitária
Gerada automaticamente pelo módulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

S152e Saker, Silvana Araújo.
    Ensaio preliminar ao estudo de caracterização e propriedades de enzimas proteolíticas em hepatopâncreas
de lagosta jovem Panulirus leevicauda (Latreille) / Silvana Araújo Saker. – 2019.
    37 f. : il. 

     Trabalho de Conclusão de Curso (graduação) – Universidade Federal do Ceará, Centro de Ciências
Agrárias, Curso de Engenharia de Pesca, Fortaleza, 2019.
     Orientação: Prof. Gustavo Hitzschky Fernandes Vieira.

    1. Lagostas. I. Título.
                                                                                                                                                  CDD 639.2

1982.

1982.



Prof, Ass. Gustavo Hitzschky F.  Vieira  

Professor  Orientador  

°MUSS AO  EXAMINADORA  

Prof. Aux. Regine Helena Silva 15-.  Vieira 

Presidente  

Prof. Ass. Antonio Renato  Soares  Casimir°  

VISTO  

Moises  Almeida de Oliveira 

Chefe do Departamento de Engenharia de Pesca 

Francisca Pinheiro Joventino 

Coordenadora do Curso de Engenharia de Pesca 



ENSAIO PRELIMINAR AO ESTUDO DE CARACTE 

RIZAÇA0 E PROPRIEDADES DE ENZIMAS  PRO  

TEOLITICAS EM HEPATOPANCREAS DE LAGOSTA 

JOVI Panulirus laevicauda (Latreille). 

INTRODUgA0 

As lagostas Penulirus armus (Latreille) 

e Fanuliru.,  l_aevicauda (Latreille) esto incluidas entre 

os principais recursos pesqueiros do nordeste brasileiro. 

Estes crustáceos  tam  sido objeto de es 

tudos nos principais  Daises  produtores, sob os mais  diver  

sos ;ngulos. No Brasil, que está situado entre os princi 

pais exportadores, poucas  so  as informagges sobre a fisio 

lo,mie e bioquímica desses animais. 

Como os demais crustgceos, a lagoste 

Penulirus leevicaude (Latreille) cresce descontinuamente. 

Rm intervalos determinados pela idade, sexo, alimentaggo e 

possivelmente outros fatores ambienteis, a lagosta sofre 

ecdise ou muda  (Donahue,  1953). 

A muda figure entre as principais  trans  

formagE5es que ocorrem nos crustáceos, sendo responsável 

pelo crescimento e desenvolvimento do animal  (Aiken  1980). 

0 período de muda reconhecido como o 

intervalo critico do ciclo de vida da lagosta, porque com 

a carapaça mole, sua susceptibilidade a danos físicos au  

menta consideravelmente (Passeno, 1960). 

0 crescimento de crustáceos 4 restrito 

ao período da muda. Durante o período de pr6—mude, verifi 

ca—se um incremento de peso  (Skinner,  1962) devido ao 



grande armazenamento de égua nos sacos pericardiais  (Bliss  

ec  Boyer,  1964). No dia  Oa  ecdise, o animal perde peso, A 

medida que seu velho exoesqueleto 4 eliminado. 

Os períodos cíclicos de crescimento  am  

crustáceos  so  acompanhados por modificaOes periódicas no 

exoesqueleto, epiderme, tecido sub—epidermial e hepatop3n  

cress  e tamb4m por alteragaes marcantes no sangue e urina  

(Travis,  1955 b). 

A muda periódica do exoesqueleto, duran 

te o crescimento dos artrOpodos, parece ser controlada por 

um ou mais hormOnios asteróides, coletivamente referidos 

como ecdisones ou ecdisterOides (Scheller & Karlson, 1977 

a). 

Em paralelo ao ciclo de muda, ocorre 

uma estocagem e mobiliza0o dos produtos da digesto. 0 

principal drggo envolvido nesta estocagem 4 o hepatop3n  

areas (Travis,  1955 a).. Logo após a muda, muita gordura 

e glicognio  so  encontrados no hepatop3ncreas, ao mesmo 

tempo que o conteddo de proteína 4 atenuado. Nos estágios 

seguintes, as quantidades dos vários componentes aumentam, 

sendo a principio moderado, pois a matdria derivada do ali 

mento  in  ando 4 utilizada para o crescimento e, posterior 

mente mais acentuado, visto que o crescimento do tegumento 

recentemente endurecido tem cessado, podendo rrande parte 

do material ingerido ser armazenado (Vonk, 1960). 

Durante o inicio do estágio de prei—mudp, 

reservas oranicas acumulam—se no hepatopAncreas dos  deed  

podoa, na forma de lipídeos  (Renaud,  1949). Pouco tempo 

depois, o - aninal, péra de se. alimentar, ocorrendo a muda e 

o crescimento do novo tecido. Uma vez na.ausgncia. da. dieta. 

de esterol, deve—se esperar uma mobilizagao do "estoque de  

ester  esteril"  (Whitney,  1969). 

Ao final do ciclo de muda, estas reser 



vas so  gastas para formar o novo exoesqueleto. 0 glicogg 

nio e algilmas proteínas depaparecem do hepatopgncreas nes 

te momento (Passano, 1960). 

No processo metabOlico dos crustdceos, o 

hepatopgncreas desempenha papel central, atuando como arma 

zenador de glicogenio, gordura e c4lcio. Nele estgo conti 

das as enzimas responsdveis pelo metabolismo da purina, se 

gregaggo dos 6eidos biliares e muitas outras reag6es do me 

tabolismo dos crustSceos (Passano, 1960). 

Embora os conhecimentos sobre a estoca  

gem  de proteína, e sua utilizaçgo sejam escassos, as protel 

nas parecem ser o principal componente da reserva orggnica 

armazenada durante a intermuda. Dessa forma, o crescimento 

normal dos tecidos S possibilitado nos estdgios de p6s— 

muda. 

Estudos realizados por Vonk (1960) com 

o crustáceo Maja squinado demonstraram a presença de pelo 

menos quatro componentes proteollticos no hepatopgncreas e 

suco intestinal: proteinases, carboxipeptidase, aminopepti 

dase e dipeptidases. A proteinase do Mala  pode muito bem 

ser relacionada com a tripsina dos vertebrados, parecendo 

estar presente no suco estamacal e no hepatopgncreas como 

enzima ativada (Vonk, 1960). 

As proteinases.de  um grande nlimero de 

dec6podos t8m Sido reinvestigadas. 0 fato de elas se apre 

sentarem do tipo triptica e cat4ptica, com pontos Otimos 

mais elevados que os previamente anunciados, pode ser  pro  

vavelmente detido ao uso de extratos em vez de suco. intes 

tinal (Vonk, 1960).  

Mews  (1957), estudando o decápodo Erio  

chair,  verificou que a atividade proteolítica do suco in  

testinal era maior  am  animais conservados a 2000 que a 

1500. Trabalhando com a caseína com substrato, os  primed.:  



mais 

cias 

cio de,muda em quatro estágios A, B, C e D segundo 

(1939). Sua vantagem 4 a possibilidade de agrupar os 

dentro de 

sobre o intervalo de tempo ao qual tal estágio estende 

um mesmo estágio sem precisar fazer 

Drach 

ani 

ref ern  

ros aminoácidos 

suco intestinal 

rente o período 

presnmivelmente 

a aparecerem durante a aço proteolítica do 

foram: a alanina, prolina e leueina. 

Em geral, existe em todos os tecidos,  du  

de intermudal  um baixo nível de atividade, 

refletindo a manutenggo e recuperaggo do me 

tabolismo do animal durante a fase ativa, de sua vida.  (akin  

ner, 1968). 

Em associaggo com a muda, existe tAllo in  

cremento substancial na síntese de proteína, refletindo—se 

nos conteddos de proteínas e enzimas requeridas para a ecdi 

se e o crescimento  (Skinner,  1968). 

A nível de constituintes or6nicos, 3S 

proteínas, incluindo as enzimas e os lipídeos,  so  os com 

postos mais susceptíveis a mudanças em relaggio ao ciclo de 

muda. 

Para, a designaggo dos estágios do ciclo 

de muda, de acordo com  Travis  (1955 a), vários métodos fo  

ram  necessários e dois principais t8m sido enfatizados: 1) 

indicaçgo pelo período de tempo exato, e 2) indicaggo pelos 

caracteres morfolOgicos do esqueleto e tecidos. 0 primeiro 

oferece a vantagem de se saber o quanto o animal cresce de 

uma muda a outra. 0 segundo mátodo consiste em dividir o ci 

se.  

Ambos os mátodos sergo usados, visto que 

eles  so  suplementares e necessários para uma camparaggo  in  

terespecifica  (Travis,  1954). 

Os seguintes estágios do ciclo de muda 

foram determinados para a lagosta Panulirus argus (Latrei 

11e) por  Travis  (1955 a), baseando—se no mdtodo original de 



Drach (1939).  

Estagio A — estágio imediatamente apcis 

a muda. 0 exoesqueleto 4 completamente mole. 0 animal no 

se alimenta. Sua duraggo 6 aproximadamente 24 horas. 

Estágio B — endurecimento prdvio do es 

queleto; a carapaça 4 rígida em algumas regiges, enquanto 

os branquioestegitos „permanecem macios. 0 animal ainda no 

se alimenta. Sua duraçgo varia de 1 a 5 ou 6 dias ap6s a 

muda. 

Estagio C — o esqueleto 4 completamente 

duro, continuando a engrossar durante uma boa parte do pe 

rodo, 2 o mais longo período 4o ciclo de muda, com . dura 

ggo de 7 a 51 dias apás a muda. 0 animal se alimenta. No 

final do estagio C as Camadas membranosa, e principal sgo 

concluídas. 0 termo "intermuda animal" será usado para ani 

mais com desenvolvimento completo, isto 6, de 28 a 35 dias 

de uma muda a outra. 

Estagio D — o futuro esqueleto está 

sendo construido progressivamente sob o velho que 4 gra 

dualmente fragmentadopela perda de constituintes minerais 

e org3nicos, Sua duraggo 4 de 10 a 14 dias e o animal n.o 

se alimenta. Há um aumento da estocagem de reservas org3—

nicas e minerais no hepatop3ncreas, as quais  so  mobiliza 

das quando requeridas por outros tecidos. 

0 objetivo de nosso trabalho 4 conhecer 

as propriedades do sistema proteolitico do hepatop5ncreas 

de lagostas jovens Panulirus laevicauda (Latreille), e 

observar seu gomportamento com relaggo aos estágios de seu 

ciclo de muda. 



MATERIAL E MÊTODOS 

No presente estudo, utilizamos lagostas 

jovens da espécie Panulirus laevicauda (Latreille) captura 

das na praia do Meireles e do Farol, em Fortaleza-Cear. As 

lagostas foram acondicionadas nos aquérios do _Laboratório 

de Ci'dncias do Mar com renovagao de dgua e aeraçao constan,-) 

tes, e de ld retirada g no momento da preparagao dos extra 

tos de hepatopgncreas. 

Alguns individuogem estdgio de pré-

muda foram isolados dos demais, com a intengao de obte%-los 

nos estégios A e B. Neste periodo,_o animal torna-se muito 

vulnerdvel a danos físicos, carapaça sem resistgncia, prote 

gendo-se e dificultando sua captura. 

A determinaçao dos estdgios do ciclo de 

muda foi feita pelo método de Drach (1939), citado por  

Travis  (1955 a). 

Os ensaios para as determinaaes e ca 

racterizagaes do,sistema enzimdtico foram feitos com lagos 

tas no estagio C. 

Antes da retirada do hepatopgncreas, fo  

ram  detelminados em cada indivíduo, o comprimento zoológico 

e o estdgio do ciclo de muda. 

Em laboratório, o hepatopgncreas era  re  

tirado através da remoço da parte superior da carapaça e 

deixados durante 2 minutos sobre papel de filtro quantita 

tivo Framex, faixa branca, 12,5  an  de digmetro, a fim de 

que os fluidos corpOreos fossem absorvidos para no influir 

no peso do hepatopgncreas. 

Nestas condig3es, os hepatopgncreas fo  

ram  pesados em balança Metller P 1200, homogeneizados com 



tampo fosfato 0,01M em cloreto de scidio (NaC1) 0,1 M  pH  

79 0 na proporggo de 1:10 (p/V). 

Os extratos foram centrifugados a 

20.000 x g durante 15 minutos em centrifuga  International,  

modelo  HT,  à temperatura em torno de 400. Os sobrenadantes 

foram conservados em congelador  at  o morp.ento de sua utili 

zaggo, sendo desprezados os precipitados. 

Nos extratos, foram determinaeas as  con  

centrag3es de proteina, nitrognio  amino  soldvel e ativi 

dada proteolítica. 

A concentraggo de proteína foi deteimi 

nada pelo método do Micro-biureto (Goa, 1953), usando-se 

como padrgo a albumina s6rica bovina (3igra9  Figura 1), 

sendo os resultados epressos em miligrama (mg) de proteí 

na por mililitro (ml). 

0 teor de nitroenio  amino  soldvel ,foi 

determinado mediante o método de Tnam &  Cocking  (1955). A 

0 9 5 ml de amostra adicionou-se 1,0 ml  do reagente de ninhi 

drina, sendo a mistura colocada em banho-maria (10000) por 

15 minutos. Pm  cada tubo foi adiCionado 49 0 ml  de etanol a 

50%, com agitaggo. A cor desenvolvida foi lida ,a 570 nm em 

espectrofotametro  Varian  Techtron modelo 635 K. Calculou-

se a concentraggo de N -  amino  soldvel por comparaggo com 

uma curva padrgo da L - Leucina  (Merck,  Figura 2) e expres 

sa  am micrograms  (yg) de N -  amino  soldvel por mililitro 

(m1). 

A atividade proteolltica,foi determi 

nada  comp,  a -CapaCidadedeilbidrblizarac6zeína. 

A reaggo enzimética desenvolveu-se pela 

adiço de 0,1 ml do extrato a 5,0 ml de .caseína (segundo 

Hammarsten, E.  Merck  AG Dariftstadt) a 1% em tampo fosfato 

0,01 M  am  Na01 011,M  pH  7,0. A incubaggo foi feita a 5000 



durante 60 minutos. Parou-se a reaggo com 1,0 ml  de .cido 

trioloro  acetic()  (TCA) a 40% (Ainouz  at 1972). Alp&  

30 minutos de repouso, a mistura foi filtrada em papel de 

filtro quantitatito Framex, faixa branca, de 12,5 cm de dia. 

tro, sendo a atividade proteolltica determinada na fraggo 

soll5vel  an  TCA e medida pela absorlAncia em 750 nm  am  espec 

trofotametro  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 adiggo do substrato  

alp&  ter sido adicionado TCA a 40%. Todos os valores de  den  

sidade ética das amostras foram subtraidos dos valores dos 

brancos. A unidade de atividade correspondeu a variaggo de 

0,1 de densidade ética. A atividade proteolitica foi expres 

sa em unidade de atividade (U.A.) por mililitro (ml) e a 

atividade especifica determinada por meio da divisgo da ati 

vidade proteolitica,pela concentraggo de proteína  am mill  

grama. por mililitro. 

A determinaggo do PH étimo da  protease  

efetuou-se utlizando-se tampo fosfato 0,01  Td  em cloreto de 

sOdio  (Nan)  0,1 14 nos seguintes  pHs:  6,0; 710; 8,0; 9,0;  

10,0; 11,0 e 12,0. 0 substrato (casena 1%) usado, foi  pre  

parado também nos respectivos  pHs.  A reaggo enzimética foi 

desenvolvida como descrita anteriormente e os resultados fo  

ram  expressos em unidade de atividade por mililitro. 

0 tempo  ea  temperatura étimos foram de 

terminados mediante a incubaggo da enzima e substrato am  

temperaturas de 30, 40 e 50°C, durante períodos de 30, 60, 

90 e 120 minutos. A reaggo enzimética foi semelhante aos de 

mais ensaios e os -esultados expressos em unidade de ativi 

dada por mililitro. 

Para a escolha da concentraggo de  subs  

trato a ser usada, foram feitos experimentos em que a  con  

centraggo do substrato variou de 10 a 70 mg de caseína,  con  



servando—se o volume de 0;1 do extrato. A reaggo enzimética 

foi idntica s anteriores e os resultados expressos  am  uni 

dada de atividade por mililitro. 

A termo — estabilidade foi determinada 

submetendo—se o extrato a,temperaturas de 40, 50 e 60°C  du  

rante 15, 30 e 60 minutos.  Apes  cada tempo, o extrato era. 

rettrado,da temperatura e, nele, determinada a. atividade  en  

zimética. Os resultados foram expressos  am  U.A. x m1-1, sen 

do transformados  am  porcentagens de atividade relativa ao 

extrato no submetido ao calor, cuja atividade foi conaide 

rada 100%. 

Para a determinaggo do tampo e  pH  de  ex  

traggo foram usados os tamp3es: acetato nos  pHs  1,0 e 5,0; 

fosfato nos  pHs  6,0 e -7,0, e borato nos  pHs  8,0;  9,0 e 

10,0. Nos sobrenadantes, foram determinadas as .tiVidades 

proteollticas e teor de proteína, sendo os resultados ex  

pressosam'unidade de atividade por mililitro e miligrama 

de proteina por mililitro, respectivamente. A atividade es 

pecifica. 4 o quociente da diviso da atividade pela, protel 

na, sendo seus resultados expressos  am  J.A. x mg  Prot.
-1. 

Os extratos de hepatop5ncreas de lagos 

tas jovens, preparados com tampo acetato de scSdio pH  5,0 

na proporggo de 1;5 (p/V) foram usados para purificaggo com 

sulfato de  amnia.  0 sulfato de  amnia  scilido foi gradual 

mente adicionado ao extrato para 20% de.saturaggo e o pre  

cipitado foi removido por centrifugaggc (20.000 x g, 15 mi 

natos, 400. 0 sobrenadante resultante foi usado para 

prOximas precipitag3es com 40, 60, 80 e 100% de saturaggo  

con  (11i4
)
2 
SO
4' 

Os precipitados obtidos foram suspensos em 

tampo fosfato  pH  7,0, e dializados contra égua destilada e 

deionizada, durante um período de tampo suficiente para que 

a égua no apresentasse reaggo positiva com o hidrOxido de 

bério. 0 conteddo de proteína e as atividades proteoliticas 

as 



fornn determinadas em todas as frag3es. Os resultados obti 

dos foram expressos em mg de proteina_por ml e UA x mg,P 

para a proteína e atividade especifica, respectivamente. 

Ap6s a. determinagao dos paAnetros de ca 

racterizagao do sistema enzimftico, foram realizados experi 

mentos relativos à atividade proteolitica e ao conteddo de 

proteína em lagostas jovens nos diversos estágios de muda. 



RESULTADOS 

Na detellAinaçgo das condiOes Otimas de 

ensaio, o extrato de hepatopgncreas foi utilizado como fon 

te de enzima. 

A curva da atividade proteolitiea em  re  

laço ao  pH,  usando a caseína 1% como substrato, indica 

que o m4ximo de atividade foi alcançado em  pH  7,0, sugerin 

do ser este o  pH  Otino para a reaggo enzimdtica (Tabelal, 

Figura 3). Em  pH 9,0  observa-se um  leve aumento na ativi 

dade proteolítica, representando cerca de 84% daquela obti 

da em  pH  7,0. 

Inicialmente, pode se observar que a 

atividade proteolitica 4 crescente quando hd al?mento da 

temperatura de incubaggo (Tabela II, Figura. 4). Na tempe 

ratura de 50°C e no tempo de sessenta minutos esta ativi 

dade apresentou um incremento percentual mais elevado,quan.  

do comparado aos demais, ra-A.o pela qual foram esenhidos 

para os ensaios enzimdticos. 

Afim de que a reaçgo enzim4tica se de 

senvolvesse na presença de excesso de substrato, foi deter 

minada a relaçgo enzima - substrato. Pela. curva obtida 

ficou estabelecida a relaggo de 50 mg de substrato (casei 

na 1%) para 50 mg de proteína por mililitro do extrato, em 

um  volume total de 10 mi  (Tabela  III,  Figura 5). 

A estabilidade da enzima _gm relaçgo 

temperatura 6 mostrada na Tabela IV, Figura 6. Observou-se 

que somente a 6000 de temperatura a., enzima, perde mareada 

mente grande parte de sua atividade. 

Nas temperaturas de 4090 e 50°C verifi 

ca-se, inicialmente, um aumento de atividade e, a :•partir 

de 60 minutos de incubaçgo, a enzima começa a perder sua 



atividade. 

A Tabela V e Figura 7 mostram a ativi 

dade proteolitica especifica em relação ao  pH  de extragão, 

o qual apresentou-se mais eficiente em tampão acetato dg 

sódio  pH  5,0 9  seguindo-se do tampão fosfato  pH  6,0 e 7,0. 

No processo de purificação do sistema 

enzimatico, observou-se que a fração entre 40 - 60% de Sa 

turação  cam  sulfato de amOnia foi a que apresentou maior 

atividade proteolitica especifica, seguindo-se das fraç3es 

20 - 40% e 60 - 80%. ,Com o tratamento de sulfato de  amnia  

a 40 - 60% de saturação ha um aumento de 5,65 vezes em  re  

laço A atividade do extrato bruto, correspondente a 565% 

havendo urns recuperação de 13,9% (Tabela VI, Figura 8). 

Os resultados da atividade proteoliti 

ca especifica, bem como os teores de proteína e nitrog;nio  

amino  soldvel em hepatopAncreas de lagosta jovem Panulirus  

laevicauda (Latreille), relacionados com o estagio do ci 

elo de muda, devem ser considerados de  carter  preliminar. 

O pico máximo de atividade proteoliti 

ca especifica ocorreu no estagio C, sendo seu,valor mínimo 

observado no estágio D (Tabela VII, Figura 9). 

Em relagão a classe de comprimento, o 

máximo de atividade especifica foi verificado para os ani 

mais pertencentes a classe de 80 a 90 mm (Tabela VIII). 

O conteddo mais elevado de proteína 

ocorreu no estagio D e o mais baixo no estagio B (Tabela 

VII). Em relação As classes de comprimento, o máximo foi 

verificado para indiyiduos pertencentes A classe de 100 a 

110 mm (Tabela VIII). 

O nitrogncio  amino  soldvel teve sua 

concentração máxima no estagio C, sendo a  minima  observada 



ADISCUSSA0 

A primeira tentativa para caracterizar 

a especificidade das proteases em crustáceos foi - :feita 

por Shinoda (1928) que encontrou tr;s enzimas, as quais 

foram separadas em_rblardo ao seu;pH'ótimo(Huggins & Man  

day,  1968). 

YOmsour —  Beck  (1932) trabalhando com 

hepatop'3ncreas de Maja souinado encontrou uma protease  

com atividade  maxima  no  pH  entre 6,0 a 6,4 1  uma carboxi  

peptidase  e aainopeptidase com um maximo em  pH  8,2 e urna 

dipeptidade com o  maxim°  de atividade  am pH  8,4. 

Em trabalhos mais recentes  ten—se evi 

denciado atividade proteolltica  maxima  em  pH  que varia de 

6,0 a 8,4  (Travis,& Gates,  1969; De Villez, 1975; Trellu 

& Ceccaldi, 1975). 

Os resultados reportados na Tabela 19  

Figura 3, estariam de acordo  cam  a literatura, sendo que 

o sistema enzinatica apresentou dois ótimos de  pH,  um em 

7,0 e outro, com menor intensidade,  am pH 9,0.  Isto auge  

.re  que no hepatopncreas de lagosta jovem Panulirus lee—

vicauda (Latreille) ocorram duas proteases capazes de  hi  

drolizar a caseína. 

A temperatura ótima de incubaggo a 

50°C (Tabela II, Figura 4) situa—se próxima aquelas encon  

trades  na literatura para  organism)  marinho 9  quando o 

substrato usado foi caseína  (Stern  &  Lockhart,  1953; Cros  

ton,  1960; Dabrowski & Glogowski, 1977). 

Os resultados referentes a Tabela 

Figura 4, demonstram uma grande atividade entre a enzima 

e o substrato, uma vez que o nível de saturaggo de  subs  

trato ocorre na raz'6o de 0,1 ml de extrato diluído de 10 



vezes para 50 mg de caseína. Estes valores  so  bem mais 

significativos do que aqueles encontrados para outros mate 

riais (Vieira, 1976; Ainouz  at  alii, 1981). 

0 sistema enzimético apresentou—se  bas  

tanta est6vel em relaggo a sua exposiggo,ao calor. Nas  tan  

peraturas de 4000 e 5000 houve uma ativaggo nos primeiros 

30 minutos de aquecimento do extratg9  ocorrendo.um  decree  

cimo apés 45 minutos de aquecimento. Entretanto, na tempe—

ratura de 6000 houve um decréscimo crescente  am  relaggo a0 

tempo, atingindo uma perda de 84% da atividade com 60 mini 

to de exposiggo do extrato ao calor (Tabela IV, Figura 

5). Esta resistncia do sistema enzimético ao calor confe  

re  grande estabilidade A. enzima, podendo—se trabalhar com 

o extrato preparado  QOM  uma certa segurança e sem _grandes 

riscos de inativaggo. 

Dentre os tampes utilizados em  diver  

aos Is, foi o tampo acetato  pH  5,0 que melhor se pres 

tou para a extraggo de proteases em hepatop5ncreas de  la  

gosta (Tabela V, Figura 6). Uma grande parte da literatura 

indica o tampo fosfato  pH  790 como o ideal para a extra 

ggo de proteases (Makinodan &  Ikeda,  1969; Vieira4  1976 ; 

Ainouz  at  alii, 1981). 

Atividade proteolltica m6xima ocorrida, 

na fra0o 40 — 60% de saturaggo com sulfato de  amnia,  si 

tua—se no intervalo de purificaggo para a maioria das  en  

zimas proteollticas encontrados no literatura consultada 

(Makinodan &  Ikeda,  1969,  Travis  &  Gates,  1969;  Beverly  & 

Eitenmiller, 1974). Considerando que esta fraggo 40 — 

60% apresenta uma grande purificaggo da ordem de 59 65 ve 

zes (565%) em relaggo ao extrato bruto e uma boa recupera 

ggo da ordem de 13,9% da proteína total, pode—se admitir 

este tratamento com sulfato de amOnia como a primeira  eta 

pa  de purificaggo para o sistema enzimdtico encontrado em 

hepatoOncreas de lagosta jovem Panulirus laevicauda  (La  



treille), 

0 comportamento das proteases e de 

proteínas em relaggo 30 ciclo de muda em animais 4 variá 

vel de espécie a  °specie.  Segundo Trellu & Ceccaldi(1976) 

as proteases do Carcinus ruenas tem seu mdximo de ativi 

dade no estagio C, enquanto que no Palaemon serratus  

atividade máxima ocorreu nos estágios C e D. 

No Callinectes a renovaggo de protel 

na atinge o máximo no hepatop5ncreas durante o estágiaD 

(Passano, 1960). 

Observa—se todavia que há uma tenden 

cia de se encontrar maior concentraggo de proteína no es 

tágio D do ciclo de muda. Os resultados encontrados no 

presente trabalho esto de acordo com esta tendência, pois 

o teor de proteína mais elevado situou—se no estagio D. 

Neste período, o crustáceo inicia sua. inatividade , apds 

uma  longs  fase de atividade verificada no estagio C. Se 

gundo Trellu & Ceccaldi (1976), no estágio D há uma dimi 

nuiggo das atividades enzimdticas, coincindirido com o  in  

cio da fase de jejum fisiológico do animal que nesse mo 

mento começa. a requisitar as reservas acumuladas no hepa 

top5ncreas, durante a fase ativa (estágio C), para utili 

zá—las em seu processo vital. Isto explicaria a maior ati 

vidade proteolítica ter ocorrido no estagio C, decresceu 

do no estágio D (Tabela VII, Figura 9), quando o animal 

diminui intensamente suas atividades metabólicas e, conse 

quentementq suas necessidades nutricionaist  

0 nitrogenio  amino  soldvel representa 

um produto catabólico da quebra de proteína e de purina, 

ocorrendo trocas paralelas ao metabolismo das proteínas, 

embora seja no estágio,D que se encontra em maior concen 

traço (Passano, 1960). Entretanto, no presente t-1-.-ab1llti 

o mdximo de concentraggo ocorreu no estágio C,. correspon 



CONCLUSOES 

Embora os resultados referentes a ati_ 

vidade proteolltica, teor de proteína e nitrogênio  amino  

soldvel sejam de cardter preliminar, podemos tirar algu 

mas conclus3es sobre estes paremetros e, com mais proptie 

dade, sobre a caracterizaggo do sistema enzindtico extrai 

do do hepatopencreas de lagosta jovem Panulirus laevicau-

da (Latreille). 

1. A enzima apresentou um  pH  ótimo para a caseína  en  7,0. 

No  pH 9,0  observou-se cerca de,84% da atividade pro  

teolltica obtida para o  pH  7,0. 

2, 0 ótimo de tamperatura foi 50°C,e o tempo de -incuba 

gao da reaggo foi de 60 minutos. 

3. Para a relagao enzima-substrato ficou estabelecida a 

razao de 50 mg de caseína pare 50 mg de proteína do  ex  

trato correspondendo a 0,1 n1 do mesmo diluído de 10 

vezes. 

4. 0 sistema enzimdtico foi est4ve1 As temperaturas de 40 

e 50°0, diminuindo na atividade, em tgrno de 84%, fi 

cando submedida a 6000 por 60 minutos. 

5. 0  pH  mais eficiente de extraggo da enzima foi mostrado 

em  pH  5,0 usando tampo acetato de .sódio. 

6. A fraggo correspondente a 40 - 60% de saturaggo com 

sulfato de  amnia.,  foi a que apresentou a maior ativi 

dade específica, a purificação foi em torno do 5 vezes 

em re1a0o ao extrato bruto, com uma recuperaggo de  en  

zina da ordem de 13,9%. 

7. A maior atividade especifica ocorreu no estagio C de 

muda e a menor no estdgio D. 

8. A concentra0o m4xima de proteína no hepatopgncreasfoi 



observada no estdgio D e a  minima  no estagio B. 

9.;A classe de comprimento que apresentou maior atividade 

especifica foi a dos indivíduos entre 80 a 90 mm de  con  

primento zooldgico. 

10. A mdxima concentraggo de proteína com relaggo a classe 

de comprimento foi apresentada para os indivíduos _ per 

tencentes A classe de 100 a 110 mm de comprimento z0o16 

gico, e a  minima  para aqueles pertencentes .classe de 

80 a. 90 mm. 

11. A concentrag3o mdxima de nitroOnio  amino  soldvel em  re  

laço aos estdgios do ciclo de muda apresentou—se no es 

tdgio 07  enquanto a minima foi verificada no estagio B. 



SUMARIO 

O_Iropósito do presente trabalho foi 

foi determinar as condig3es Otimas do sistema enzinático 

proteolftico e as carateristicas. fundamentais da  protease  

em hepatop5ncreas e sua relação com os estágios do ciclo 

de muda de lagosta jovem Panulirus laevicauda (Latreille). 

As lagostas foram coletadas nas praias 

do Meireles e Farol em Fortaleza-Ceará e colocadas no sis 

tema de aquários do Laboratório de Ciências do Mar, até o 

momento da. preparaggo dos extratos de hepatopAncreas. 

Os estágios do ciclo de muda foram de 

terminados pglo método de Drach (1939) de acordo com Tra 

vis (1955 a). 

Os ensaios enzimáticos e os contelidos 

de proteína foram elaborados com lagostas no estágio C, 

com exceggo,daquelas que fazem referncia a estágios do ci 

cio de muda. 

A atividade proteolltica foi fixada 

através da aptidgo de hidrdlise da caseína na razgo de 50 

mg para. 50 mg de proteína por mililitro do extrato. - 

0 extrato de hepatop5ncreas foi  homage  

neizado em tampo fosfato 0,01 M em NaC1 0,1 M  pH  7,0 na 

razlo de 1:10,(D/V) em banho de gelo e centrifugado por 15 

minutos em 20.000 x-g a 4°C. 0 precipitado era desprezado 

e.no sobrenadante determinava-se a atividade proteolítica 

e o teor de proteína. 

A reaogo enziTnática desenvolveu-se pela. 

adign de 0,1,ml do extrato a 5,0 ml de caseína (segundo 

Hammarsten, E.  Merck  AG DaTmstadt) a. 1% em tampo fosfato 

OçQl M em NaCl 0,1 NI  pH  7,0. A incubaogo foi feita a 50°C 



or  60 minutos. Parou-se a reação com 190 ml  de acido tri 

cloro acético (TO,) a 40% (Ainouz et alii, 1972). A leitu 

ra da absorbancia a 750 nm foi feita após a reação 

com o reagente de Folin  (Lowry  et alii,,1951) em espec-

trotLietro  Varian  Techtron modelo 635 K. 

0  pH  átimo encontrado para a reaçgotbi 

7,0, embora em  pH 9,0  possa ser verificado cerca de 84% 

da atividade apresentada em  pH  7,0. 

A temperatura ótima de reago foi de 

terminada 50°0 durante 60 minutos de incubagão. 

A quantidade de substrato ,eScilhida 

foi 50 mg de caseína para 50 mg de proteina por mililitro 

do extrato. 

Somente a 6000 a  protease  sofre altera 

g6e§, perdendo 84% de sua atividade no final de 60 minu 

tos. 

Para a extração da  protease  o tampo 

que se mostrou mais eficiente foi o tampo acetato em  pH  

5,0. 

ra  caráter preliminar observamos maior 

atividade proteolítica no estagio D9  maior concentraggo 

de proteína no estágio C e concentraM de nitroganio ami 

no soldvel mais elevada no estágio C. 

Com relaggo ao comprimento do animal, 

a maior atividade foi verificada no intervalo de classe 

de 80 a 90 mm. 0 teor de proteína máximo foi observado 

para os indivíduos da classe de 100 a 110 rrin  e a concen 

traggo de nitroee'nio  amino  soldvel mais alta para aqueles 

entre 90 e 100 mm. 
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Tabela I: Vatiagao da atividade proteo 

litica de hepatop5noreas de 

lagosta jovem Panul  irus  la  e—

vie  auda ( Latreille ) em fungao 

do  pH.  

pH A A 750 
_ 

—1 
U.A. x m1 

6 • 385 962 

7 • 530 1325 

__. 

8 ' 415 1038 

9 • 445 1112 

10 . 405 1012 

11 * 380 770 

12 ' 135 338 



Tabela Variego da atividade proteolltica de hepatop5n 

creas de lagosta jovem Panulirus laevicauda  (La  

treille) em fungo do tempo e temperatura de  in  

cubaggo. 

Tempo (min) 

Temperatura (°C) 

30
0 
 C 400  C 50°  C 

U.A. x ml U.A. x ml U.A. x ml 

30 
,• 

238 475 

-;- 

975 
. 

60 438 
- 

888 1150 

90 
, 

588 950 , 1162 

120 725 938 1150 



Tabela  III:  Variagao da atividade proteolitica de hepatop5n 

creas de lagosta jovem Panulirug laevicanda  (La,  

treille) em funggo da concentragn do substrato. 

concentragn do  substrato  (mg casein 1) 
_ 

Uai_x 

10 1250 

30 2775 

50 3425 

70 3650 



Tabela IV: Variaggo percentual de atividade proteolltica no hepa 

toOncreas de lagosta jovem Panulirus laevicauda  (La  

treille) em fungo do tempo e temperatura de aquecimen 

to do extrato. 

Tempo 

(min) 

Temperatura (°C) 
. 

40 50 60 
_ 

-1 
U.A.xml % At. U.A.xml

-1 % At. U.A.xml
-1 

% At. 

0 2500 100 2500 100 1875 100 

15 2525 101 L600 104 525 28 

30 2525 101 2475 99 325 17 

60 2300 92 2325 93 300 16 



Tabela V: Varingo da atividade proteolitica especifica 

do hepatop5ncreas- de lagosta jovem Panulirus  

1-aevicauda (Lateille) em fungao do  pH  da solu 

0.to de extraggo,  

pH U.A, x ml 1  mg Prot x m1-1  U.A. x mg Prot.-1  

4 1550 3493 45,2 

5 6600 61,7 107,0 

6 6600 85,8 76,9 

7 7200 90,9 79,2 

8 7500 128,6 58,3 

9 7650 111,5 68,6 

10 7000 178,4 39,2 



Tabela.. VI: Atividade especifica, da enzima de hepatop3ncreas de lagosta jovem Panulirus 

laevicauda (Latreille) em relagao a. sua satura0o com sulfato de  amnia.  

% de sulfato 
de am8nia 

U.A. x ml 
-1 -1 

mg.Prot.x ml 
-1 

U.A.x mg.Prot 
Recupera Vezes de 

purificaçao 

0 3525 106,3 33,2 10090 1,0 

0 - 20 275 491 6701 3,9 290 

20 - 40 1425 13,7 10490 12,9 3,1 

40 - 60 2775 14,8 187,5 1319 5,7 

60 . 80 200 2,4 83,3 2,3 2,5 

80 - 100 100 2,4 41,7 2,3 193 



Tabela . VII: Variag6o da atividade proteolltica do hepatop6ncreas de lagosta jovem Panulirus laevicauda  

(Latreille) em relação aos estágios de muda. 

`0-5 rd  
+5 m rd 

o 
PI 9-1 

tIO 

N2  Lagostas 

Analisadas 

mg.Prot x m1-1  U.A. x mg.Prot.-1  

Mi Ma Mi Ma Mi. Ma 

.11 2 1.500 5.900 3.700 42,9 77,2 60,0 35,0 76,4 55,7 

3 450 3.250 2.217 22,3 87,5 46,9 20,2 105,3 53,1 

C 18 1.550 6.950 4.042 30,9 125,2 59,9 19,7 181,4 76,9 

6 550 6.650 3.808 51,5 101,2 72,9 9,7 75,2 50,4  

Mi = valor mínimo 

Ma = valor máximo 

5ff-  = valor nedio 



Tabela VIII: Variaggo da atividade proteolitica do hepatopgnereas de lagosta jovem Panulirus laevicauda  

(Latreille) em relag&o s classes de comprimento. 

Classe  de 

comprimen 

to (mm) 

Ng de Lagos 

tas Analisa 

das 

U.A. x ml-1 mg.Prot. x m1-1 U.A. x mg.Prot.-1  

Mi Ma fi Mi Ma Mi Ma 

80 - 90 5 1.600 5.600 3.260 3099 51,5 39,1 35,9 181,4 89,0 

100 - 110 7 1.550 6.700 4,100 39,4 125,2 75,0 19,7 90,4 59,9 

120 - 130 6 2.150 6.950 4.625 30,9 118,3 59,7 50,7 150,6 86,6  

Mi valor mínimo 

Ma = valor máximo 

ET . valor médio 



Tabela  TX:  Concentragao de nitrogLio  amino  soltivel em hepatoancreas de lagosta jovem Panulirus  

laevicauda (Latreille) com relaggo aos estágios de muda. 

Est6gios N2 de Lagostas 

de muda Analisadas 

 

)-(g N - amino sollivel/m1  

Mi Ma 

A 2 2163,8 3945,7 3054,7 

2 12722 8 2927,4 2100,1 

C 6 2513,8 6045,8 4057,1 

4 2418,2 2959,3 2649, 0  

Mi = valor mínimo 

Ma . valor rAximo 

= valor radio 



Tabela X: Concentragao de nitrog'Lio  amino  soll/vel em  he  

patolAncreas de lagosta jovem Panulirus laevi-

cauda (Lgtreille) em relagao s classes de com 

primento. 

Classe de com  Ng  de -  1-agostas: pg N -  amino  soldvel/m1 

primento (mm) analisadas 

Mi Ma 

70 - 80 4 2418,3 3945,7 3062,7 

90 - 100 5 1272,8 6045,8 378616 

110 - 120 5 2163,8 40730,0 2812,9  

Mi - valor minino 

Mb - valor rAximo 

M - valor radio 
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