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ENSAIO PRELININAR AO ESTUDO DE CARACTE
RIZACAO E PROPRIEDADES DI ENZIMAS PRQ
TEOLITICAS ®I HEPATOPANCREAS DE LAGOSTA
JOVEN Panulirus lsevicauvda (Latreille).

INTRODUGXO

As lagostas Panulirus agrgus (Latreille)

e Panulirvs laevicauda (Latreille) est@o incluidas  entre

0S8 principais recursos pesqueiros do nordeste brasileiro,

Estes crustdceos tém sido objeto de es
tudos nos principeis paises produtores, sob os mais diver
sos 2ngulos. No Brasil, que estd situado entre os prinei
pais exportadores, poucas sZo as informagdes sobre a fisio
logia e bioguimica desses animais,

Como os demais crustdceos, a lagosta
Panulirus lasevicauda (Latreille) cresce descontinusmente.

Enm intervalos determinados pela idade, sexo, alimentaci@o e
possivelmente outros fatores ambientais, a lagosta sofre
ecdise ou muda (Donshue, 1953).

A muda figura entre as principais trans
formagles que ocorrem nos crustdceos, sendo responsdvel
pelo crescimento e desenvolvimento do enimal (Aiken, 1980).

0 periodo de muda é reconhecido como o
intervalo critico do ciclo de vida da lagosta, porque :com
a carapaga mole, sua susceptibilidade a danos fisicos au
menta consideravelmente (Peszano, 1960).

0 crescimento de crustdceos é restrito
ao perfodo da muda, Durante o periodo de pré-muda, verifi
ca~-se um incremento de peso (Skinner, 1962) . . .devido ao



grande armazenamento de dgua nos sacos pericardiais (Bliss
& Boyer, 1964). No dia da ecdise, o animal perde peso, 3
medida que seu velho exoesqueleto é eliminado.
Os periodos ciclicos de crescimento em
crustdceos sdo acompanhados por modificagdes vperiddicas no
xoesqueleto, epidemme, tecido sub-epidermial e hepetopég
creas e também por alteragdes marcantes no sangue e urina
(Travis, 1955 b).

A muda periddica do exoesqueleto, duran
te o crescimento dos artrdpodos, parece ser controlada por
um ou mais hormdnios esterdides, coletivamente referidos
como ecdisones ou ecdisterdides (Scheller & Karlson, 1977
a).

Em paralelo 2o ciclo de muda, ocorre
una estocagem e mobilizaglo dos produtos da digestdo. 0
principal drgdo envolvido nesta estocagem é o hepatopan
creas (Travis, 1955 a).. Logo apds a muda, muita gordura
e glicogénio s3o encontrados no hepstopdncreas, ao mesmo
tempo que o conteddo de proteina & atenuado. Nos estdgios
seguintes, a@s quantidades dos vdrios componentes aumentamn,
sendo a principio moderado, pois a matéria derivada do ali
mento ingerido € utilizada para o crescimento e, posterior
mente mais acentuado, visto que o crescimento do tegumento
recentémente endurecido tem cessado, podendo grande parte
do material ingerido ser ermazenado (Vonk, 1960).

Durante o infcio do estdgio de pré-muds,
- &
reservas organicas acumulam-se no hepatopancreas dos decd
podos, na forma de lipideos (Renaud, 1949). Pouco tempo
depois, o eninal, pdra de se alimentar, ocorrendo a muda e
- S Sy 19 . “~ . . o

o crescimento do novo tecido. Uma vez na ausencia da dieta
de esterol, deve-se esperar uma mobilizagfo do "estoque de
dster esteril™ (Whitney, 1969).

Ao final do ciclo de muda, estas reser



vas sdo gastas para formar o novo exoesqueleto. O glicogé
nio e algumas proteinas desaparecem do hepatopancreas nes
te momento (Passano, 1960).

No processo metabdlico dos crustdceos, o
hepatopancreas desempenha papel central, atuando como arma
zenador de glicogénio, gordura e cdlcio. Nele estlo conti
das as enzimas responsdveis pelo metabolismo da purina, se
gregagdo dos dcidos biliares e muitas outras reagGes do me
tabolismo dos crustdceos (Passano, 1960).

Embora os conhecimentos sobre a estoca
gem de proteina e sua utilizagZo sejam escassos, as protel
nas parecem ser 0 principal componente da reserva orgﬁnica
armazenada durante a intermuda, Dessa forma, o crescimento
normal dos tecidos & possibilitado nos estdgios de pds-
nuda,

Estudos realizados por Vonk (1960) com
o crustdceo Maja sguinado demonstraram a presenga de pelo

menos quatro componentes proteoliticos no hepatopancreas e
suco intestinal: proteinases, carboxipeptidase, aminopepti
dase e dipeptidases. A proteinase do Maja pode muito  bem
ser relacionada com a tripsina dos vertebrados, parecendo
estar presente no suco estomacal e no hepatopéncreas como
enzima ativada (Vonk, 1960).

As proteinases de um grande numero de
decdpodos tém sido reinvestigadas. O fato de elas se apre
gsentarem do tipo triptica e catéptica, com pontos dtimos
mais elevados gque os previamente anunciados, pode ser pro
vavelmente devido go uso de extratos em vez de suco intes
tinal (Vonk, 1960).

Mews (1957), estudando o decdpodo Erio
cheir, verificou que a atividade proteolitica do suco in
testinal era maior em animais conservados a 20°¢ que a
15°¢. Trabalhando com a caseina com substrato, QS Pprimel .



ros aminodcidos a aparecerem durante a ag3o proteolitica do
suco intestinal foram: a alanina, prolina e leuéina.

Em geral, existe em todos os tecidos, du
rante o perfodo de intermuda, um baixo nivel de atividade,
presumivelmente refletindo a manutengZo e recuperagdo do me
tabolismo do animal durante a fase ativa de sua vida (Skin
ner, 1968),

Em associagdo com a muda, existe um in
cremento substancial na sintese de protefna, refletindo-se
nos conteddos de proteinas e enzimas requeridas para a ecdi
se e o crescimento (Skinner, 1968),.

A nivel de constituintes organicos, as
proteinas, incluindo as enzimas e os lipideos, sfo os com
postos mais susceptiveis a mudangas em relagfo ao ciclo de
muda,

Para a designagdo dos estdgios do ciclo
de muda, de acordo com Travis (1955 a), vdrios métodos fo
ram necessdrios e dois principais tem sido enfatizados: 1)
indicagdo pelo periodo de tempo exato, e 2) indicagdo pelos
caracteres morfoldgicos do esqueleto e tecidos., O primeiro
oferece a vantagem de se saber o quanto o animal cresce de
uma muda a outra. O segundo método consiste em dividir o ci
clo de muda em quatro estdgios A, B, C e D segundo Drach
(1939)., Sua vantagem € a possibilidade de agrupar os ani
mais dentro de um mesmo estdgio sem precisar fazer referég
.cias sobre o intervalo de tempo ao qual tal estdgio estende

Se.

Anbos os métodos serdo usados, visto que
eles s8o0 suplementares e necessdrios para uma comparagfo in

terespecifica (Travis, 1954).

Os seguintes estdgios do ciclo de muda
foram determinados para a lagosta Panulirus argus (Latrel
1le) por Travis (1955 a), baseando-se no método original de




Drach (1939).

) Estdgio A -~ estdgio imedjatamente apds
a muda. O exoesqueleto é completamente mole., O animal nZo
se alimenta, Sua duragdo & aproximadamente 24 horas.

Estdgio B - endurecimento prévio do eg
queleto; a carapaga € rigida em algumas regiles, enguanto
08 branquioegestegitos Dermanecem macios, O animal ainda ndo
se alimenta. Sua duragfo varia de 1 a 5 ou 6 dias apds a
muda,

Estdgio C - o esqueleto & completamente
duro, continuando a engrossar durante uma boa parte do pe
riodo, E o mais longo periodo do ciclo de muda, com dura
¢80 de 7 a 51 dias apds a muda. O animal se alimenta, No
final do estdgio C as ocamadas membranosa e principal s3o
conclufdas, O termo "intermuda animal" serd usado para ani
mais com desenvolvimento completo, isto &, de 28 a 35 dias
de uma muda a outra.

Estdgio D - o futuro esqueleto estd
sendo construido progressivamente sob o velho que € gra
dualmente fragmentado pela perda de constituintes minerais
e organicos, Sua duragio &€ de 10 a 14 dias e o animal nfo
se alimenta. H{ um aumento da estocagem de reservas orga-
nicas e minerais no hepatopéncreas, as quais s8o mobiliza
das quando requeridas por outros tecidos,

O objetivo de nosso trabalho € conhecer
as propriedades do sistema proteolitico do hepatopincreas
de lagostas jovens Panulirus laevicauda (Latreille), e

observar seu comportamento com relagdo aocs estdgios de seu
ciclo de muda,



MATERIAL E METODOS

No presente estudo, utilizamos lagostas
jovens da espdéecie Panulirus laevicauda (Latreille) captura
das na praia do Meireles e do Farol, em Fortaleza-Ceard. As
lagostas foram acondicionadas nos aqudrios do _Laboratdério

de Ciéncias do Mar com renovag3o de dgua e aeragio constann
tes, e de 14 retiradas no momento da preparacdo dos extra
tos de hepatopincreas.

Alguns individuos~-em estdgio de  pré-
muda foram isolados dos demais, com a inteng3o de obte-los
nos estégios A e B, Neste periodo,_ o animal torna-se muito
vulnerdvel a danos fisicos, carapaga sem resisténcia, prote
gendo-se e dificultando sua captura.

A determinag8o dos estdgios do ciclo de
muda foi feita pelo método de Drach (1939), citado por
Travis (1955 a).

Os ensaios para as determinagles e ca
g

racterizagles do sistema enzimdtico foram feitos com lago
tas no estdgio C.

Antes da retirada do hepatopancreas, fo
ram determinados em cada indjviduo, o comprimento zooldgico
e 0 estdgio do ciclo de muda.

Em laboratdério, o hepatopédncreas era re
tirado através da remogdo da parte superior da carapaga e
deixados durante 2 minutos sobre papel de filtro quantita
tivo Framex, faixa branca, 12,5 cm de difmetro, a fim de
gue os fluidos corpdreos fossem absorvidos para ndo influir
no peso do hepatopincreas.

Nestas condig¢Bes, os hepatopincreas fo
ram pesados em balanga Metller P 1200, homogeneizados com



tampd@o fosfato 0,01M em cloreto de sddio (NaCl) 0,1 M pH
7,0 na proporgdo de 1:10 (p/V).

Os extratos foram  .ceftrifugados a
204 OOO X g durante 15 minutos em.oentrlfuga International,
modelo HT, & temperatura em torno de 4°C, Os sobrenadsntes
foram conservados em congelador até o momento de sua utili
zagdo, sendo desprezados os precipitados.

Nos extratos, Ioram determinaceas as con
centragBes de protefna, nitrogénio. amino soldvel e ativi
dade proteolitica.

A concentragdo de proteina foi determi
nada pelo método do Micro-biureto (Goa, 1953), usando-se
como padrfo a albumina sdérica bovina (Signa; Figura 1),
sendo os resultados expressos em miligrama (mg) de protel
na por mililitro (ml).

0 teor de nitrogénio amino soldvel  foi
determinado mediante o método de ¥emm & Cocking (1955). 4
045 ml de amostra adicionou-se 1,0 ml do reagente de ninhi
drina, sendo a mistura colocada em banho-maria (100°G) por
15 minutos. Em_cada tubo foi adig¢ionado 4,0 ml de etanol a
50%, com agitagBo. A cor desenvolvida foi lida ,a 570 nm en
espectrofot&metro Varian Techtron modelo 635 K, Calculou-
se a concentrac30 de N - amino soluvel por comparagdo com
uma curva padrdo da L - Leucina (Merck, Figura 2) e expres
sa em micrograma (Mg) de N - amino soldvel por mililitro
(ml).
A atividade proteolitica, foi determi
nada como: a ¢apacidade de:xhidrdlizar.a-cfgeina.
_ A reag¥o enzimdtica desenvolveu-se pela
adicfo de 0,1 ml do extrato a 5,0 ml de caseina (segundo

Hammarsten, E. Merck AG Dargstadt) a 1% em tampfo fosfato
0,01 M em NaCl 0,1,M pH 7,0, & incubagBo foi feita a 50°C



durante 60 minutos, Parou-se a reagdo com 1,0 ml de dcido
tricloro acético (TCA) a 40% (Aimouz et alii, 1972).  Apds
30 minutos de repouso, a mistura foi filtrada em papel de
filtro quantitatito Fremex, faixa branca, de 12,5 cm de did
tro, sendo a atividade proteolitica determinada na fragdo
solivel em TCA e medida pela absorbéncia em 750 nm em espec
trofotometro Varian Techtron modelo 635 K, depois da reagdo
com o reagente de Folin (Lowry et alii, 1951). O tempo zero
ou branco da reagd@o foi obtido pela adigfo do substrato
apds ter sido adicionado TCA a 40%. Todos os valores de den
gsidade ¢tica das amostras foram subtraidos dos valores dos
brancos. A unidade de gtividade correspondeu a variagido de
0,1 de densidade Stica. A atividade proteolitica foi expres
sa em unidade de atividade (U.A,) por mililitro (ml) e a

atividade especifica determinada por meio da divisZo da ati
vidade proteolitica K pela concentragfo de proteina em iz 0 i

grama por mililitro.

A determinagfo do pH dtimo da.  protease
efetuou-se utlizando-se tampdo fosfato 0,01 M em cloreto de
sddio (NaCl) 0,1 M nos seguintes pHs: 6,0; 7,0; 8,03 9,0;
10,0; 11,0 e 12,0, O substrato (caseina 1%) usado, foi pre
parado também nos respectivos pHs. A reagfo enzimdtica foi
desenvolvida como descrita anteriormente e os resultjados fo
ram expressos em unidade de atividade por mililitro.

0 tempo e a temperatura dtimos foram de
terminados mediante a incubagfo da enzima e substrato en
temperaturas de 30, 40 ¢ 50°C, durante perfodos de 30, 60,
92 e 120 minutos. A reagZo enzimdtica foi semelhante aos de
mais ensaios e os resultados expressos em unidade de ativi

dade por mililitroe

Para a escolha da concentrag@o de  subs
trato a ser usada, foram feitos experimentos em que a con
centragdo do substrato variou de 10 a 70 mg de caseina, con



servando-se o volume de 0,1 do extrato. A reacdo enzimdtica
foi idéntica &s anteriores e os resultados expressos em uni

dade 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. Apds cada tempo, o extrato era
retirado da temperatura e, nele, determinada a atividade en
zimédtica, Os resultados foram expressos em U.A, x ml_l, sen
do transformados em porcentagens de atividade relativa ao
extrato ndo submetido ao calor, cuja atividade foi conside
rada 100%,

Para a determinagdo do tampZo e pH de ex
tragdo foram usados os tamples: acetato nos pHs 4,0 e 5,03

fosfato nos pHs 6,0 ¢ "7,0, e borato nos pHs 8,03 9,0 e
10,0. Nos sobrenadantes, foram determinadas as -atividades
proteoliticas e teor de proteina, sendo os resultados ex

pressos ‘em unidade de atividade por mililitro e miligrama
de protefna por mililitro, respectivamente, A atividade eg
pecifica é o quociente da divisBo da atividade pela protei
na, sendo seus resultados expressos enm U.A. X ng Prot.-l.

Os extratos de hepatopancreas de  lagos
tas jovens, preparados com tampdo acetato de sddio pH 5,0
na proporcdo de 1:5 (p/V) foram usados para purificagBo com
sulfato de amdnia. O sulfato de amonia sdlido foi  gradual
mente adicionado ao extrato para 20% de saturagfo e o e
cipitado foi removido por centrifugagﬁcg‘(Z0.000 % 2y 2h i
nutos, 400). 0 sobrenadante resultante foi usado para .as
préximas precipitagdes com 40, 60, 80 e 100% de saturacgdo
con (NH4)2,SO4. Os precipitados obtidos foram suspensos en
tampdo fosfato pH 7,0, e dializados contra dgua destilada e
deionizada, durante um periodo de tempo suficiente para que
a dgua nfo apresentasse reacdo positiva com o hidrdxido de
bdrio. O conteddo de protefna e as atividades proteol{iticas



- .

foram determinadas em todasgs as fragles. Os resultados obti
dos foram expressos em mg de proteina_por ml e UA x mg,P~
para a protefna e atividade especifica, respectivamente.

Apds a determinagBo dos parfmetros de ca
racterizag8o do sistema enzimdtico, foram realizados experi
mentos relativos a atividade proteolftica e ao conteddo de
proteina em lagostas jovens nos diversos estdgios de muda.



RESULTADOS

Na determinag@o das condig8es Jdtimas de
ensaio, 0 extrato de hepatopancreas foi utilizado como fon

te de enzima,

. A curva da atividade proteolitica em re
lag®o ao pH, usandc a caseina 1% como substrato, indica
que o mdximo de atividade foi algangado em pH 7,0, sugerin
do ser este o pH dtimo para a reagdo enzimdtica (Tabelal,
Figura 3). Em pH 9,0 observa-se um leve aumento na ativi
dade proteolitica, representando cerca de 84% daquela obti

da em pH 7,0,

Inicialmente, pode se observar gue a
atividade proteolitica € crescente quando hd aumento da
temperatura de incubagZo (Tabela II, Figura 4). Na tempe
ratura de 50°C e mo tempo de sessenta minutos esta ativi
dade apresentou um incremento percentual mais elevado,quan
do comparado aos demais, ra+ 8o pela qual foram escodlhidos
para os ensaios enzimdticos.,

A fim de que a reagdo enzimdtica se de
senvolvesse na presenga de excesso de substrato, foi deter
minada a relag3o enzima - substrato. Pela curva obtida
ficou estabelecida a relagdo de 50 mg de substrato (casei
na 1%) para 50 mg de proteina por mililitro do extrato, em
un volume total de 10 ml (Tabela III, Figura 5).

A estabilidade da enzima em relaglo 2
temperatura € mostrada na Tabela IV, Figura 6. Observou-se
que somente a 60°C de temperatura a, enzima perde marcada
mente grande parte de sua atividade.

‘ 0 s

Nas temperaturas de 409¢ e 50°C verifi

ca-se, inicislmente, um_ aumento de atividade e, a ~ partir
de 60 minutos de incubagfo, a enzima comega & perder sua



atividade,

A Tabela V e Figura 7 mostram a ativi
dade proteolitica especifica em relagdo ao pH de extragdo,
o qual apresentou-se mais eficiente em tampdo acetato de
sédio pH 5,0 , seguindo-se do tampdo fosfato pH 6,0 e 7,0.

No processo de purificagdo do sistenma
enzindtico, observou-se que a fragdo entre 40 - 60% de sg'
turag8o com sulfato de amdnia foi a que apresentou maior
atividade proteolitica especifica, seguindo-se das fragldes
20 - 40% e 60 - 80%. Com o tratamento de sulfato de amdnia
a 40 - 60% de saturagZo hd um aumento de 5,65 vezes em re
lagBo a atividade do extrato bruto, correspondente a 565%
havendo uma recuperagio de 13,9% (Tabela VI, Figura 8).

Os resultados da atividade proteoliti
ca especifica, bem como os teores de protefna e nitrogeénio
amino soldvel em hepatopincreas de lagosta jovem Panulirus

laevicauda (Latreille), relacionados com 0 estdgio do el

clo de muda, devem ser considerados de cardter preliminar.,

0 pico méximo de atividade proteoliti
ca especifica ocorreu no estdgio C, sendo seu, valor minimo
observado no estdgio D (Tabela VII, Figura 9).

Em relagfo & classe de comprimento, o
mdximo de atividade especifica foi verificado para os ani
mais pertencentes d classe de 80 a 90 mm (Tabela VIII),

O conteddo mais elevado de proteina
ocorreu no estdgio D e o mais baixo no estdgio B (Tabela
VII)., Em relagBo as classes de comprimento, o mdximo  foi
verificado para individuos pertencentes a classe de 100 a
110 mm (Tabela VIII).

0 nitrogéncio amino soldvel teve sua

concentragio mdxima no estdgio C, sendo a minima observada



“DISCUSSZO

A primeira tentativa para caracterizar
a especificidade das proteases em crustdceos foi .:~"Ffeita
por Shinoda (1928) que encontrou trés enzimas, as quais
foran separadas em.relagfio aorseu. PH Etino! (Huggins & Mun
day, 1968). :

¥ensour - Beck (1932) trabalhando con
hepatopancreas de Maja squinado encontrou uma protease

com atividade mdxima no pH entre 6,0 a 6,4 , una carboxi
peptidase e aminopeptidase com um mdximo em pH 8,2 e uma
dipeptidade com o mdximo de atividade em pH 8,4.

Em trabalhos mais recentes tem-se - evi
denciado atividade proteolitica mdxima em pH que varia de
6,0 a 8,4 (Travis & Gates, 1969; De Villez, 1975; Trellu
& Cececaldi, 1975).

Os resultados reportados na Tabela I,
Figura 3, estariam de acordo com a literatura, sendo que
0 sistema enzimdtico apresentou dois Stimos de pH, um en
7,0 e outro, com menor intemsidade, em pH 9,0. Isto suge
re que no hepatopancreas de lagosta jovem Panulirus lae-

vicauda (Latreille) ocorrem duas proteases capazes de hi

drolizar a caseina.

A temperatura dtima de incubagio a
50°¢ (Tabela II, Figura 4) situa-se préxims Aquelas encon
tradas na literatura para organismo marinhc , quando o
substrato usado foi caseina (Stern & Logkhart, 19533 Cros
ton, 1960; Dabrowski & Glogowski, 1977).

Os resultados referentes a Tabela IIT,
Figura 4, demonstram uma grande atividade entre a enzima
e o substrato, uma vez que o nivel de saturagdo de subs
trato ocorre na razdo de 0,1 ml de extrato diluido de 10



vezes para 50 mg de caseina, Estes valores sfo ben mais
significativos do que aqueles encontrados para outros mate
riais (Vieira, 1976; Ainouz et alii, 1981).

0 sistema enzinmdtico apresentoy-se bas
tante estdvel em relagfo a sua exposigdo ao calor., Nas tem
peraturas de 4000 e 5000 houve uma ativag&o nog primeiros
30 minutos de aguecimento do extratq, ocorrendo um decrés
cimo apds 45 minutos de aquecimento, Entretanto, na tempe-
ratura de 60°C houve um decrdscimo crescente em relag@o a@o
tempo, atingindo uma perda de 84% da atividade com 60 minu
tog de exposigBo do extrato ao calor (Tabela IV, Figura
5). Esta resisténcia do sistema enzimdtico ao calor confe
re grande estabilidade & enzima, podendo-ge trabalhar com
0 extrato preparado com uma certa seguranga e sem grandes
riscos de inativagfo,.

Dentre os tampdes utilizados em  diver
gsos pHs, foi o tampido acetato pH 5,0 que melhor se pres
tou para a extragBo de proteases em hepatopincreas de la
gosta (Tabela V, Figura 6). Uma grande parte da literatura
indica o tampdo fosfato pH 7,0 como o ideal para a  extra
¢8o de proteases (Makinodan & Tkeda, 1969; Vieira, 1976 ;
Ainouz et alii, 1981).

tividade proteolitica mdxinma - ocorrida
na fraglo 40 - 60% de saturagdo com sulfato de ambnia, si
tua-se no intervalo de purificag@o para a maioria das en
zimas proteoliticas encontrados na literatura consultacda
(Makinodan & Ikeda, 1969, Travis & Gates, 1969; Beverly &
Eitemmiller, 1974). Considerando que esta fragdo A =
60% apresenta uma grande purificagfo da ordem de 5,65 ve
zes (565%) em relagfo ao extrato bruto e uma boa recupera
¢Ho da ordem de 13,9% da proteina total, pode-se admitir
este tratamento com sulfato de embnia como a primeira eta
pa de purificagfo para o sistema enzimdtico encontrado en
hepatopénecreas de lagosta jovem Panulirus laevicauda (Ia




‘

treille),

O comportamento das proteases e de
proteinas em relagdo ao g¢iclo de muda em animais & varig
vel de espécie a espdcie. Segundo Trellu & Ceccaldi (1976)
as proteases do Carcinus ruoenas tém seu mdximo de ativi

dade no estdgio ¢, enquanto gue no Palaemon serratus a

atividade mdxima ocorreu nos estdgios C e D.

No Callinectes a renovagfo de protei

na atinge o mdximo no hepatop@ncreas durante o estdgio D
(Passano, 1960).

Observa-se todavia que hd uma tendén
cia de se encontrar maior concentragfo de protefna no es
tdgio D do ciclo de muda. Os resultados encontrados no
presente trabalho estBo de acordo com esta tendéncia, pois
o teor de proteina mais elevado situou-se no estédgio By
Neste periodo, o crustdceo inicia sua inatividade , apds
uma longa fase de atividade verificada no estdgio C. Se
gundo Trellu & Ceccaldi (1976), no estdgio D hd uwma dini
nuic8o das atividades enzimdticas, coincindindo com o ini
cio da fase de jejum fisioldgico do animal gque nesse mo
mento comega a requisitar as reservas acumuladas no hepa
topdncreas, durante a fase atviva (estdgio C), para utili
zd-las em seu processo vital., Isto explicaria a mddor ati
vidade proteolitica ter ocorrido no estdgio C, decrescen
do no estdgio D (Tabela VII, Figura 9), quando o animal
diminui intensamente suas atividades metabdlicas e, consg

quentementg suas necessidades nutricionais,

0 nitrogénio amino soldvel representa
um produto catabdlico da gquebra de proteina e de purina,
ocorrendo trocas paralelas ao metabolismo das proteinas,
embora seja no estdgio. D que se encontra em maior concen
tracdo (Passano, 1960). Entretanto, no presente :trabalhe
o mdxinmo de concentragdo ocorreu no estdgio C, correspon



CONCLUSUES

Embora os resultados referentes a ati

vidade proteolitica, teor de proteina e nitrogénio emino

solivel sejam de cardter preliminar, podemos tirar  algu

nas conclusdes sobre estes parametros e, com mais propiie

dade, sobre a caracterizagfo do sistema enzimdtico extrai

do

da

-

L

8.

do hepatopéncreas de lagosta jovem Panulirus laevicau-
(Latreille).

A enzima apresentou um pH Stimo para a caseina em 7,0.
No pH 9,0 observou-se cerca de 84% da atividade pro
teolitica obtida para o pH 7,0.

O étimo de temperatura foi 50°C.e o tempo de  “incuba
¢3o da reagdo foi de 60 minutos.

Para a relagdo enzima-substrato ficou estabelecida a
razdo de 50 mg de caseina para 50 mg de proteina do ex
trato correspondendo a 0,1 ml do mesmo diluido de 10
vezes,

0 sistema enzindtico foi estdvel as temperaturas de 40
e SOOC, diminuindo na atividade, em tormno de 84%, A
cendo submedida a 60°C por 60 minutos.

O pH mais eficiente de extragfo da enzima foil mostrado
em pH 5,0 usando tampfo acetato de sddio.

A frac3o correspondente a 40 -~ 60% de saturacgio con
sulfato de amania, foi a que apresentou a maior atvivi
dade especifica, a purificag8o foi em torno de 5 vezes
em relagdo ao extrato bruto, com uma recuperagaoc de en
zima da ordem de 13,9%.

S o

A maior atividade especifica ocorreu no estdgio C de
muda e a menor no estdgio D,

A concentracfo mdxima de proteina no hepatopancreas fa
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104

11,

’

observada no estdgio D e a minima no estdgio B.

‘A classe de comprimento gque apresentou maior atividade

especifica foi a dos individuos entre 80 a 90 mm de com

primento zooldgico,

A mdxima concentragiao de proteina com relagZo a classe
de comprimento foi apresentada para os individuos _ per
tencentes 3 classe de 100 a2 110 mm de comprimento zoold
gico, e a pinima para aqueles pertencentes 3 classe de
80 a 90 mm,

A concentragfo mdxima de nitrogénio smino soluvel em re

lag8o aos estdgios do ciclo de muda apresentou-se no esg
tédgio C, enquanto a minima foi verificada no estdgio B.



SUMARTO

O zropdsito do presente trabalho .. £oi
foi determinar as condigles dtimas do sistema  enzimdtico
proteolitico e as carateristicas fundamentais da protease
em hepatopdncreas e sua relagio com os estdgios do ciclg
de muda de lagosta jovem Panulirus laevicauda (Latreille).

As lagostas foram coletadas nas praias
do Meireles e Farol em Fortaleza-Ceard e colocadas no sis
tema de agudrios do Laboratdrio de Ciéncias do Mar, até o
momento da preparagio dos extratos de hepatopincreas.

Os estdgios do ciclo de muda foram de
terminados pelo método de Drach (1939) de acordo com  Tra
vis (1955 a).

Os ensaios enzimdticos e os conteddos
de proteina foram elaborados com lagostas no estdgio Gy
com excegdo daguelas que fazem referéncia a estdgios do el
clo de muda,

A atividade proteolfitica foi fixada
atravds da aptid3o de hidrdlise da caseina na razfo de 50
‘mg para 50 mg de proteina por mililitro do extrato.

0 extrato de hepatopancreas foi homoge
neizado em tampdo fosfato 0,01 M em NaCl 0,1 M pH 7,0 na
raz8o0 de 1:10 (p/V) em banho de gelo e centrifugado por 15
minutos em 20,000 x g a 1%g, B preoipitado era desprezado
e no sobrenadante determinava-se a atividade proteolitica

e o teor de proteina.

; A reagdo enzimdtica desenvolveu-se pela
adicd3 de g,1.ml do extrato a 5,0 ml de casefna  (segundo
Hammarsten, E. Merck AG Darmstadt) a 1% em tamp3o fosfato
0,01 M em NaGl 0,1 M pH 7,0, A incubag¥o foi feita a 50°C



por 60 minutos., Parou-se a reagd@o com 1,0 ml de deido tri
cloro acético (TCA) a 40% (Ainouz et alii, 1972). A leitu
ra da absorbancia a 750 nmm foi feita .. apds a reaglo
com o reagente de Folin (Lowry et alii, 1951) em  espec-
trotdmetro Varian Techtron modelo 635 K.

O pH étimo encontrado para a reagdofoi
740, embora em pH 9,0 possa ser verificado cerca de 84%
da atividade apresentada em pH 7,0,

A temperatura 6tima de reag3o foi de
terminada 50°C durante 60 minutos de incubagdo.,.

A guantidade de substrato .eScoelhida
foi 50 mg de easeina para 50 mg de proteina por mililitro
do extrato.

’ Somente a 60°C a protease sofre altera
¢0eg, perdendo 84% de sua atividade no final de 60 minu

108,

Para a extragd@o da protease o tampZo
que se mostrou mais eficiente foi o tampZo acetato em pH
5,0.

Em cardter preliminar observamos maior
atividade proteolitica no estdgio D, maior concentragdo
de protefna no estdgio C e concentraf@o de nitrogeénio ami
no soldvel mais elevada no estdgio C.

Com relagdo ao comprimento do animal,
‘a maior atividade foi verificada no intervalo de classe
de 80 a 90 mm., O teor de proteina mdximo foi observado
para os individuos da classe de 100 a 110 mm e a  concen
tragBo de nitrogénio amino soldvel mais alta para agueles
entre 90 e 100 mm,
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Tabela I: Varieg@o da atividade proteo
1ftica de hepatopi@ncreas de

lagosta jovem Panulirus lae-—

vicauda (Latreille) em fung8o

dag pH,
ol AR50 . B mamlT
6 © 385 962
7 - 1325
8 415 1038
9 * 445 1112
10 * 405 1012
¥1 * 380 770
2/ A R 338



Tabela II: VariagBo da atividade proteolitica de hepatopin

creas de lagostva jovem Panulirus laevicauda (Lg

treille) em funcgio do tempo e temperatura de in

cubagio,
Temperatura (OO)
Tempo (min) 30° ¢ 40° ¢ 50° ¢
Woks = g1t Tede 2™ 1w, war

30 238 475 975

60 438 888 1150

90 | 588 | 950 1162

120 785 938 1150




Tabela III: VariagBo da atividade proteolitica de hepatopér_l_
creas de lagosta jovem Panulirus laevicauda (ILa
treille) em fungfo da concentrac3o do substrato,

=k

concentrac8o do substrato (mg caseina/ml) 0 T o A

10 1250
30 2775
50 3425

70 3650




Tabela IV: Variag@o percentual de atividade proteolitica no hepa
topancreas de lagosta jovem Panulirus  laevicauda (ILa
treille) em fuync3o do tempo e temperatura de aguecimen
to do extrato.

§ Temperatura (°Q)

Lempe 40 50 60
(min) — - : -
U Al 4 &b, | U.A.xml™t 4 &b, | U A.xml™l % At,
0 2500 100 2500 100 1875 100
15 2525 101 2600 104 525 28
30 2525 101 2475 99 325 17
60 | 2300 92 2325 93 300 16




Tabela V¢ Variag&o da atividade proteolitica especifica
do hepatopincreas de lagosta jovem  Panulirus
laevicauda (Latreille) em fungdo do pH da solu

¢do de extracgio,.

e

i Il

pH U.A. x ml"l mg Prot; x ml” UA x mg Prot.”
| 4 1550 34,3 45,2

5 6600 | 61,1 107,0

6 6600 85,8 76,9

7 7200 90,9 79,2

8 7500 128,6 1 e

9 7650 13,5 68,6

10 7000 178,4 3942




Tabela VI: Atividade especifica da enzima de hepatopdncreas de lagosta jovem Panulirus

laevicauda (Latreille) em relagao a sua saturacao com sulfato de amlnia.

%dge :;%ii;o U;A. X ml"1 ng.Prot.x ml_l U;A;x mg;Prot"l Rgggpe;a pziigicaggo
0 3525 106,3 13,2 100, 0 1,0
0 - 20 275 4,1 oy " 38 2,0
20 - 40 1425 13,7 1024,0 12,9 ¢ 3
40 ~ 60 2775 14,8 187,5 13,9 5,7
60 - 80 200 2,4 83,3 2,3 2,5

80 - 100 100 2,4 41,7 2 153




Tabela VII: Variagdo da atividade proteolitica do hepatopancreas de lagosta jovem Panulirus laevicauda
(Latreille) em relag8o aos estdgios de muda. '

;cgl'ffg N¢ Lagostas U_:A:*};“nl—l | mg;Prot x mwl ™t U;A; X mg;Pro‘t."'l

8 -§0§ ARLISRdES | T 1 M T Mi Ma 4 Mi Ma m
A > 1.500 5.900 3.700 42,3 77,2 60,0 35,0 16,4 55,7
B 3 450  3.250 2,217 22,3 87,5 46,9 50,9 165,3 53,1
¢ 18 1.550 6.950 4.042 30,9 125,2 59,9 19,7  181,4 76,9
D 6 550 6,650 3.808 51,5 101,2 72,9 9,7 75,2 50,4

Mi = valor minimo
Ma = valor mdximo

M = valor médio



Tabela VIII: Variacdo da atividade proteolitica do hepatopincreas de lagosta jovem Panulirus laevicauda

(Latreille) em relagdo as classes de comprimento,

4 7

Classe de N2 de Lagos U.A, x mt mg.Prot, x m1 ™t Ul % mg.Prot.‘l
Gompmaten | SRmtuRbies gn Ma, i Mi Ma i i Ma T
to  (mm) das

80 - 90 5 1,600 5.600 3,260 S0, ol,E . 39:% 35,9  181,4 89,0
100 - 110 T 1.550 6.700 4,100 39,4 125,72 7540 19,7 90,4 2959
120 ~ 130 6 2,150 6.950 4.625 30,9, 11B.3 59,7 50,7  150,6 86,6
Mi =

valor minimo

Ma = valor mdximo

valor médio

=)
I



~ - ~ . *
Tabela TX: Concentrag@o de nitrogenio amino soluvel em hepatopdncreas de lagosta jovem Panulirus
laevicauda (Latreille) com relagio aos estdgios de muda.

Estdgios Ne de Lagostas Mg N - enino solivel/ml

de muda Analisadas Mi Ma, m
A | 2 2163,8 3945, 7 3054, 7
B 2 1272, 8 2927, 4 2100,1
c : 6 2513,8 6045,8 4057,1
D 4 2418,2 2959, 3 264.9,0
Mi = valor minimo

Ma valor mdximo

1

valor médio

=1
I



Tabela X: ConcentragBo de nitrogenio amino soldvel em he

patopéncreas de lagosta jovem Panulirus laevi-

cauda (Latreille) em relagfo as classes de com

primento,

Classe de com N? de  1lagostas: pg N - amino soldvel/ml
primento (mm) analisadas

b

Mi Ma M
70 - 80 4 2418,3 3945,7 3062,7
90 - 100 5 1272,8 6045,8 3786,6
190 = 120 5 2163,8 40730,0 2812,9

Mi - valor minimo

Ma - valor mdximo

M - valor médio



T2 50°0

7~

30°C

1500

750
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