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SUMARIO 

Pupas de Cat£o,obituchu racufatui apresentam for-

te atividade proteolrtica em pH ácido. Utilizando-se hemo-

globina e azo-caserna como substrato foram detectados valo-

res de pH õtimos de 3,5 e 5,0, respectivamente. As ativida-

des hemoglobinãsica e azo-casein5sica são mais forte em pu-

pas que em adultos, sendo que a atividade hemoglobinãsica ê 

cerca de 17 vezes mais forte que a atividade azo-caseinãsi- 

ca. 

0 extrato bruto de pupa de Catto4obAuehu4 macuta- 

.u4, quando submetido a filtração em gel dextrana (Sephadex 

G-100) em pH 5,0 e 7,6 mostra dois componentes: o componen-

te "A" de peso molecular em torno de 104.000 daltons, encer 

rando as atividades hemoglobinãsica e azo-caseinãsica e um 

componente "B" sem estas atividades e com peso molecular em 

torno de 6.000 daltons. É evidente a presença de um compo-

nente com atividade hemoglobinãsica na região de peso mole-

cular em torno de 30.000 daltons. 

Ë evidente a presença de um inibidor de 	quimio- 

tripsina em pupas de C. macuta-ub. Este inibidor pode 	ser 

um fragmento ativo do inibidor de "dupla-cabeça" tripsina/ 

quimiotripsina. Os inibidores de tripsina, hemoglobinase e 

azo-caseinse podem ser fatores responsãveis pela resisten-

cia do cultivar TVu-2027 ao ataque de C.macaeata4, 
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Cerca de 30% da produção mundial de grgos se per-

de durante o armazenamento, estimando-se que as perdas bra-

sileiras sejam da ordem de 20%. Estas perdas são principal-

mente devidas â infestação por insetos (40). 

No Nordeste do Brasil, onde estão concentradas as 

populações de mais baixa renda do pais, o feijão representa 

uma das mais importantes fontes de proteína. Nesta 	região 

90% da área cultivada com feijão é destinada ao cultivo do 

género V-Lgna.. 

De acordo com dados do IBGE (14) e produçáo total 

de feijão no Brasil em 1977 foi da ordem de 2.290.007 tone- 

ladas. No Estado do Ceará, quarto produtor brasileiro, 	o 

feijáo representa a terceira mais importante fonte de renda 

da agricultura; sua produção no mesmo ano foi de 144.000 to 

neladas. Neste Estado o Cat.eo4obnuchu3 macu- a.uZ ( gorgulho 

do feijão) é responsãvel por uma redução de ate.  50% no va-

lor comercial do feijão (32). 

0 Ca.P_toz obnuchu4 rnc w atuz é uma das 1.300 espé-

cies que formam a família $nueh-Ldae. As espécies desta fami 

lia se distribuem por todos os continentes, exceto a Antár- 

tida. 0 maior número de espécies se encontra nas 	regiges 

tropicais da Asia, Africa, América do Sul e América Central 

(33). 

Os bruqurdios necessitam de sementes hospedeiras 

1 



para sua perpetuação, visto que seu desenvolvimento sõ o- 

corre em sementes (33). Com relação ao CcUodobnuchud maeu-

£a-tu4, existe uma dependéncia muito grande com respeito á se 

mente hospedeira; he uma preferência quase absolute para es 

sementes de V-,gna (33). 0 tamanho da semente e a cor do tegu 

mento parecem não exercer nenhuma influencia sobre a postura 

do Ca.CUo4obnueh_a4 ma_eu!a.tu4 (2) . As fêmeas já fecundadas, o- 

vipositam sobre a casca das sementes e o período de incuba- 

çáo destes ovos e eclosão das larvas é de 4 a 6 dias, em épo 

cas quentes e, em épocas frias, requer até mais de 30 	dias 

(4) . Apes a eclosão, a larva de Catto4obhuehu4 macutatu4 a-

travessa vários estádios ate atingir a fase adulta. Os se-

guintes valores para a duração dos estádios foram Ltbbserva-

dos por Carvalho e Machado (5): 14  estádio larval, 3 dias ; 

29  estádio larval, 3 dias; 39  estádio larval, 2,5 dias; 	44  

estádio larval, 4 dias; estádio de pre-pupa, 2 dias e está-

dio de pupa, 5 dias. Estes são valores para as duraçôes mi-

vimas dos estádios. 

ENZIMAS PROTEOCÏTICAS OE INSETOS  

Enzimas proteoliticas tém sido estudadas em 	mu 4- 

tos insetos (7,15,16,17,18,22), sendo quase sempre classifi' 

cadas coma semelhantes á tripsina ou ã quimiotripsina. 	Em 

comparação com as endopeptidases de bactérias e vertebrados 

estas enzimas foram muito pouco estudadas.'" A carecterizegéo 

destas proteases sempre -Foi feita em extratos brutos, prova- 
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velmente devido á dificuldade de obtenção de material sufi-

ciente para sua purificação. Sõ recentemente ê que algumas 

destas enzimas foram purificadas e comparadas com as protea 

ses serinicas de mamíferos, com respeito ã evolução destas 

endopeptidases. 

Em 1968, Zwilling (41), trabalhando com Tenebh-Lo 

rrrad.toh, conseguiu separar duas proteases a partir deste or 

ganismo: a a-protease com peso molecular de aproximadamente 

24.000 daltons e a a-protease com peso molecular em torno 

de 60.000 daltons. Este autor observou que os inibidores de 

soja, de "lima bean", de pancreas de porco e o inibidor po-

livalente bovino, que normalmente inibem a tripsina e a qui 

miotripsina, não eram capazes, com exceção dos dois primei-

ros, de inibir a a-protease, enquanto que a a-protease era 

inibida por todos eles. 

Dahlmann e colaboradores (7), estudando as protea 

ses de larvas e adultos de 4414 nieWZi¡ica (abelha). consta- 

taram a presença de proteases com atividade semelhante 	á 

tripsina e á quimiotripsina. Das quatro frações com ativida 

de semelhante ã quimiotripsina presente na larva, duas desa 

parecem na fase adulta enquanto que a protease com ativida-

de semelhante ã tripsina esta presente apenas 'em adultos. 

Trabalhando com adultos de Aedez aegyptL 	Kunz 

(22), detectou a presença de oito diferentes espécies enzi-

mgticas. Todas parecem ser proteases do tipo serina, com pe 

so molecular entre 20.000 e 23.000 daltons. Sete destas pro 
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teases são semelhantes ã tripsina e uma semelhante â 	qui- 

miotripsina. Fazendo o estudo comparativo de larva e adul-

to, Kunz observou que a larva apresenta de 4 a 5 proteases 

a mais que o adulto e que a atividade das enzimas tipo trip 

sina é a mesma em todos os estgdios de desenvolvimento 	do 

A.edeb ae ypti, enquanto que a atividade da protease 	tipo 

quimiotripsina ë bem mais fraca no adulto. 

Jany e colaboradores (17) determinaram um peso mo 

lecular de aproximadamente 13.800 daltons para a 	protease 

tipo quimiotripsina, encontrada em larva de Vebpa ohienta-

LL4, considerado baixo quando comparado com o de outras pro 

teases tipo quimiotripsina, isoladas de vertebrados ou in- 

vertebrados. A protease tipo quimiotripsina encontrada 	em 

larva de Vespa chabr,_o é constituída de uma Gnica cadeia po-

lipeptfdica com duas pontes dissulfeto e com peso molecular 

em torno de 14.500 daltons (15). 

Applebaum (1), trabalhando com larvas de Catto'so-

bhuchuz chLnensi4 e Âcantiho4cetLdez ob-tectu4, observou que 

a atividade proteolitica destas larvas era muito baixa 	e 

não seria suficiente para suprir suas necessidades nutricio 

nais de aminoãcidos durante o desenvolvimento. 0 autor su-

gere que a ação combinada das proteases da larva com as de 

semente, associada ã alta concentração de peptfdios inici-

almente presente na semente infestada, pode compensar a bai 

xa atividade proteolitica destas larvas. 

A atividade proteolitica da larva de CaUo,6obhu- 



chub macutatus, em pH bãsico, foi recentemente 	observada 

por Gatehouse (10), utilizando os substratos a-N-benzoil- L-

arginina etil aster, a-N-benzoil-DL-arginina-p-  nitro.ai,ilina 

e globulina de "cowpea" marcada com fluorresceina. Esta ati- 

vidade se mostrou proporcional ã quantidade de extrato 	de 

larva usada. 

INIBIDORES DE ENZIMAS PROTEOLfTICAS EM SEMENTES  

Substãncias proteicas capazes de inibir as ativi-

dades das enzimas proteoliticas animais, tripsina e quimio-

tripsina, encontram-se amplamente distribuídas na natureza. 

No reino vegetal tëm sido encontradas em sementes de numero-

sas famílias, principalmente em todas as gramineas e legumi-

nosas estudadas (26,31,38). 

A grande maioria dos inibidores de origem vegetal 

apresenta peso molecular inferior a 50.000 daltons e, quase 

sempre, inferior a 20.000 daltons. A maior parte dos inibi-

dores encontrados em plantas contém entre 70 e 90 aminoãci-

dos, correspondendo a pesos moleculares que variam de 8.000 

a 10.000 daltons, estando quase sempre associados como dime-

ros ou tetr5meros (28,31,38). 

Complexos muito estáveis são formados por ocasião 

da interação inibidor-enzima, estando nesta interação envol- 

vidos seus centros ativos (31). Os inibidores 	espêcífit#os 

para tripsina possuem no seu centro ativo 	uma sequendia 
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LIS-X ou ARG-X, enquanto que os inibidores de quimiotripsi-

na apresentam normalmente LEU-X, TIR-X ou FEN-X (8,23,28), 

sendo isso aparentemente reflexo das especificidades das en 

zimas. 

Apesar de conterem uma grande diversidade de subs 

tãncias t5xicas como: hemaglutininas, glicosidios cianoge-- 

néticos, fatores bociogénicos e inibidores de proteases os 

legumes desempenham importante papel na dieta humana, pois 

a maioria destas substâncias e destruída parcial ou total-

mente pelo calor (25). 

Apesar dos numerosos trabalhos feitos com inibido 

res vegetais, até hoje nAo se sabe exatamente qual o papel 

ou papêis desempenhado por estas substãncias no metabolismo 

da planta. Dentre os prováveis papeis desempenhados 	peles 

inibidores o de agente protetor contra proteinases de inse-

tos e microrganismos, atualmente ë um dos mais estudados. 

Em 1964 Applebaum, trabalhando com larvas de Ca.-

tto4obnuchu.4 ch.ínen.4.í.6, mostrou que a incorporação do inibi 

dor de tripsina de soja na dieta destas larvas ao nível de 

0,2% não exercia nenhum efeito sobre seu desenvolvimento e 

que suas proteases nAo eram inibidas por este inibidor nas 

concentraçóes usadas (1). 

Weil e colaboradores (39), estudando os diferen-

tes níveis de susceptibilidade apresentados por diferentes 

variedades de cevada ao ataque do gafanhoto, observaram que 
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o nível de inibidores de proteases pode ser um dos fatores 

responsãveis pela resistência apresentada por algumas varie 

dades. 

0 efeito de inibidores de tripsina sobre o cresci 

mento e metamorfose da larva de v4-tJ Ln.ia nub.ítatiz 	("corn 

borer") foi estudado por Steffens e colaboradores (34).Eles 

observaram que o inibidor de soja, um forte 	inibidor 	de 

tripsina, quando incorporado ã dieta desta larva -ao nível 

de 2 a 5%, inibia seu crescimento e retardava sua pupação, 

porém não era capaz de impedir o ciclo de vida. Em 	outro 

experimento, estes autores adicionaram à dieta desta larva 

o inibidor de tripsina de milho, tido como um fraco inibi- 

dor de tripsina, e verificaram que o mesmo não exercia ne-

nhum efeito no crescimento e metamorfose da larva. 

Janzen e colaboradores (19), estudando a influen-

cia da incorporação de pequenas doses de alcalõides na die-

ta normal de Catta4abJtuchta ma_cutatuS, verificaram que das 

11 substâncias usadas 9 eram letais ao nível de 0,1% e as 

outras 2 se eram letais ao nível de 1%. Fazendo este mesmo 

teste, utilizando aminoâcidos não proteicos e 	aminoácidos 

proteicos, estes autores observaram que os aminoácidos não 

proteicos eram sempre mais tóxicos ao C. macuea-ta-, que os 

aminoãcidos proteicos. 

A observaçáo de que o C. macu.2atu4 não se desen-

volve em feijão preto (` va4 eatu4- vu2gatti4) levou Janzen(20) 

a sugerir que tal fato se deve á presença de fitohemagluti- 
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nina, inibidor de tripsina ou compostos secundários nestas 

sementes. Para eliminar a possibilidade de que o feijão pre 

to 	resistente ao ataque do C. macu.2a-tu4 devido ao seu con 

teúdo de inibidor de tripsina, ele adicionou as sementes ar 

tificiaìs, feitas com farinha de sementes de Vigna unguicu-

La_a (não contém fitohemoglutinina, tem inibidor de tripsi-

na e é susceptível) inibidor de tripsina de soja e inibidor 

de tripsina da clara do ovo, nos níveis de 0,1 e 1%, verifi 

cando que os gorgulhos se desenvolviam normalmente 	nestas 

sementes. Sementes contendo 5% de inibidor de tripsina 	da 

clara do ovo não afetam o desenvolvimento do gorgulho, en-

tretanto sementes com 5% de inibidor de tripsina de soja re 

duzem sua sobrevivência em 21%. 

Gatehouse sugeriu recentemente que a resisténcia 

ao Ca.2to4obnuehu4 macutatws apresentada por um cultivar de 

VLgna (TVu-202.7) seria devida ã concentração maior de inibi 

dor de tripsina apresentada pela semente. Estes inibidores 

teriam um papel importante na resisténcia, por inibirem a 

atividade proteolítica, tipo tripsina detectada na larva do 

inseto (10). 

0 fato de que as sementes de feijões do 	género 

V,r.gna tém concentração relativamente alta de proteína (24- 

34%), substrato nitrogenado provãvel para as larvas de seu 

hospedeiro CaLeodobhuchuó macaLa-tu4, aliado à escassez de 

informação sobre o equipamento proteolítico das larvas des- 
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te inseto nortearam o desenvolvimento da presente investiga 

ção. 0 objetivo do trabalho se prende a um exame mais deta-

lhado do espectro da atividade proteolitica de larvas de C. 

ma_culaxüb e a aspectos da interação dessa atividade com pre 

paraç6es ricas, em inibidores de enzimas proteoliticas, ob-

tidas de sementes de V.gna. 



II. MATERIAIS E MÉTODOS 

A. MATERIAIS 

No presente trabalho foram usadas sementes de di- 

versos cultivares de Viena zinen4.í3 (L.) Savi fornecidas pe 

lo Centro de Ciéncias Agrárias da Universidade Federal 	do 

Cearã. 

Sementes de V-Lgna unguLcu. atia (TVu-2027) 	foram 

fornecidas pelo Centro Nacional de Pesquisa-Arroz,Feijão da 

EMBRAPA, Goiania-Go. Estas sementes foram obtidas a partir 

de sementes fornecidas pelo International Institute of Tro-

pical Agriculture, Ibadan-Nigéria. 

Os 	insetos de Cai Lo4obttuchu3 m.acu.Jatub (Fabr.) u- 

tilizados foram obtidos a partir de cultura fornecida pelo 

Prof. José Higino Ribeiro dos Santos do Centro de Ciéncias 

Agrárias da Universidade Federal do Cearã. 

Albumina sérica bovina (fraçgo V 96-99%,Lot.126C-

0199) de Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA. 

a-Quimiotripsina bovina, preparação duas 	vezes 

cristalizada e liofilizada, Sigma Chemical Co., St. Louis, 

EUA. 

Caseína, preparada segundo Hammarsten, E. Merck 

AG Darmstadt, Alemanha. 

Tripsina bovina, preparação duas vezes cristaliza 

da, Nutritional Biochemicals Co. (NBCo), EUA. 

10 
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Pepsina, preparação tres vezes cristalizada, 	Nu- 

tritional Biochemicals Co. (NBCo), EUA. 

Hemoglobina bovina, preparação cristalizada, Wor-

thinton Biochemical Corp, New Jersey, EUA.. 

Sephadex G-100 e Blue dextran 2000, adquiridos de 

Pharmacia, Uppsala, Suëcia. 

Todos os demais reagentes empregados 	foram 

de grau analítico e obtidas comercialmente. 

B. METODOS 

1. Preparação da farinha de feijão  

Sementes quiescentes dos diversos cultivares 	de 

V--.gnc 	nen4 4 (L.) Savi foram usadas para preparação 	das 

farinhas apõs remoção dos tegumentos. As sementes foram tri 

turadas em gral até obtenção de uma farinha de granulação i 

gual a 20-40 malhas por polegada linear (mesh) e armazena-

das em refrigerador (5°C), 

2. Preparação dos extratos de farinha  

Os extratos das diversas farinhas foram prepara- 

dos com tampão fosfato 0,1 M, pH 7,6 (6), na proporção 	de 

1:10 (farinha : meio de extraçgo) sob agitação constante, 

temperatura ambiente (26°C). Após esse tempo de contacto, a 

suspensão foi centrifugada a 2.500 x g por 30 minutos, tam-

bém ã temperatura ambiente. 0 precipitado foi descartado e 
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4 

o sobrenadante, chamado extrato bruto, filtrado em 	papel 

qualitativo e usado para determinações de proteína e ativi-

dades anti-enzimática. 

3. Criaçgo de insetos  

Indivíduos adultos de Cc.X,L04obnuchu4 	macu atuo 

desde sua chegada ao laboratório foram mantidos sobre semen 

tes de VLgna zin nSJ4 cv. seridó, acondicionados em frascos 

de vidro transparente, de boca larga, fechados com tela de 

nylon. Os frascos foram mantidos a temperatura ambiente(26-

30°C) e a cada geração, fez-se e infestação de novas semen-

tes. 

4. Preparação dos extratos de insetos  

Na preparação desses extratos foram utilizados in 

setos adultos, com até 24 horas de emersão das sementes. Os 

insetos foram triturados em almofariz, com ãgua destilada, 

na proporçgo de 100 indivíduos para 10 ml. A extração 	se 

processou por uma Mora, sob agitação, ã temperatura ambien-

te. Após centrifugação a 2.500 x g por 30 minutos, a 0°C, 

resíduo foi desprezado e o sobrenadante filtrado em papel 

qualitativo e usado para determinações de proteína e ensa-

ios de atividade enzimãtica e anti-enzimgtica. 

5. Preparação dos extratos de detritos  

0 termo detrito aqui empregado engloba os detri-

tos propriamente ditos, como restos de tegumentos origina- 
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dos de mudas e excrementos deixados pelas larvas durante o 

seu desenvolvimento. Os detritos nas sementes infestadas fo 

ram cuidadosamente retirados e deixados em contacto por uma 

hora com tampão fosfato 0,1 M, pH 7,6 , com agitação ocasio 

nal, na proporção de 3-4 mg/ml e ã temperatura ambiente. A 

suspensão foi centrifugada a 2.500 x g por 30 minutos, 	ã 

temperatura ambiente (26°). 0 precipitado resultante 	foi 

desprezado e o sobrenadante filtrado em papel qualitativo. 

6. Preparação dos extratos de pupas  

As pupas (17 a 20 dias apôs oviposição foram obti 

das por seccionamento cuidadoso dos cotilédones até que as 

mesmas fossem liberadas. As pupas assim obtidas foram liofi 

lizadas e guardadas em frascos hermeticamente fechados, em 

congelador (-19°C). Os extratos de pupas foram preparados u 

sando-se pupas liofilizadas, sendo estas trituradas em alma 

fariz, com água destilada, em proporções que variavam de 4 

a 30 mg/ml de acordo com o experimento. A extração se pro- 

cessou por uma hora sob agitação, ã temperatura 	ambiente. 

Em seguida, a suspensão resultante foi centrifugada por 30 

minutes a 16.000 x g a 5°C. 0 precipitado foi descartado e 

o sobrenadante filtrado em papel qualitative e guardado em 

congelador (-19°C). 

7. Preparação de azo-caseína  

A preparação de azo-caserna foi feita essencial- 

mente de acordo com o mstodo desenvolvido por Goad (12) 	e 
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modificado por Geruza Maia (Dissertação de Mestrado em pre-

paração). A preparação é obtida apõs um processo de 7 eta-

pas : 

Etapa 1 - Uma solução A constituída de : 

ãcido sulfanilico 	0  616 g 

brometo de potássio 	0  084 g 

ãcido clorídrico 1 N 	45 ml 

água destilada  	37 ml 

agitada em banho de gelo (0°C). Apes equilíbrio 

adiciona-se gota a gota 18 ml da solução B (nitri 

to de sódio 0,2 M). Deixa-se a solução final, áci 

do diazo-sulfanilico, em banho de gelo (0°C) em a 

gitação, por mais 15 minutos. 

Etapa 2 - Prepara-se uma solução de caserna 2% em NaOH 0,1N 

resfriada em banho de gelo e tendo o pH ajustado 

a 10. 

Etapa 3 - Adiciona-se a solução de ãcido diazo-4-sulfanilico 

gota a gota, à solução de caserna 2%. A reação se 

processa em um banho de gelo e o pH ë mantido em 

torno de 10 pela adição de NaOH 1 N. Apes a adi-

ção total do ácido diazo-sulfanilico, mantem-se a 

mistura sob agitação por 15 minutos a 0o0, quando 

então a reação ë parada pela adição de HC1 1 N a 

te pH 7. 
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Etapa 4 - A solução de azo-caseina é dialisada exaustiva-

mente contra NaCl 0,1 M, por 24 horas e contra 

ãgua destilada per mais 24 horas. 

Etapa 5 - A solução dialisada na etapa acima, é adicionado 

TCA 100%, sob agitação, de modo que a suspensão 

fique com uma concentração final de 2,5% do ãci-

do. 

Etapa 6 - Deixa-se a suspensão em repouso por 15 horas,fil 

tra-se sob vácuo e lava-se o produto com 1 litro 

de TCA 2,5%. 

Etapa 7 - 0 precipitado da etapa 6 6 ressuspenso em 150 ml 

de água destilada, dialisado contra ãgua por 16 

horas e liofilizado. 

8. Preparação de inibidor bruto de feijão  

A purificação parcial de inibidores de tripsina 

(T) e quimiotripsina (^T) foi feita de acordo com o método 

estabelecido por Ventura e Xavier Filho (35), utilizando- 

se farinha de sementes de V-í na 	cv. seridó moldas 

em moinho Wiley e passadas em peneira de 60 malhas por po- 

legada linear (mesh). Esta purificação parcial, após 	a 

qual se obtém uma mistura de inibidores de tripsina e qui-

miotripsina, chamada de inibidor bruto (IB), consiste num 

processo de 3 etapas, a saber: 
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Etapa 1 - Extração com água: 500 g de farinha foram suspen 

sas em 2 litros de água .destilada, com agitação 

frequente, durante 3 horas, â temperatura ambien 

te (26°C). Em seguida a suspensão foi 	filtrada 

através de tecido fino de algodão. 0 resíduo foi 

ressuspenso em 2 litros de água com agitação fre 

quente por mais 3 horas, ã temperatura ambiente. 

A suspensão foi filtrada e ambos filtrados foram 

reunidos. 0 resíduo foi desprezado. 

Etapa 2 - Precipitação com /eido tricloroacetico (TCA): ao 

filtrado obtido no etapa 1 foi adicionado 	TCA 

100% (p/v), sob agitação, em volume 	suficiente 

para que a concentraç5o final ficasse 2,5% de /-

eido. A suspensão foi deixada em repouso por 16 

horas, a 4°C, após o que foi filtrada a vácua. 0 

precipitado foi desprezado. 

Etapa 3 - Precipitação com sulfato de amônio (NH4)2  SO
4 

• 

ao sobrenadante da etapa anterior foi adicionado 

sob agitação, (NH4)2  SO4  sõlido, de modo que a 

soluço final ficasse 80% saturada. A suspensão 

foi deixada em repouso por 16 horas, a 4`
n  
C, e em 

seguida centrifugada a 16.000 x g durante 30 mi-

nutos e o sobrenadante desprezado. 0 precipitado 

obtido nesta etapa foi submetido a precipitação 

com TCA e (NH4)2SO4  como descrito nas etapas 2 e 

3. 
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0 precipitado foi então redissolvido em 10 ml de 

égua destilada e dialisado contra égua,a 12°C por 

24 horas, e em seguida licfilizado. 0 material ob 

tido foi chamado de inibidor bruto (IB). 

9. Determinação de protein°  

A concentraçéo de proteína nos diversos extratos 

foi determinada pelo método do micro-biureto a 330 nm (11), 

usando-se como padrão albumina sérica bovina. As leituras 

foram feitas em um espectrofotõmetro Beckmann modelo 	DU. 

10. Preparação das soluções utilizadas como subs-

tratos 

Os substratos caserna, hemoglobina e azo-caseína, 

foram preparados de acordo com os métodos estabelecidos por 

Kunitz e Iracema Ainouz. 

10.1. Caseína (21)  

As soluções de caseína 1% foram preparadas, sus-

pendendo-se 1 g de caserna em 100 ml de tampão 0,1 M,pH 7,6 

e aquecendo-se até ebuliçéo por 15 minutos, quando então a 

caseína e totalmente solubilizada. Deixa-se esfriar, ajus- 

ta-se a pH 7,6 e em seguida completa-se o volume com 	égua 

destilada para 100 ml. A solução era armazenada em congela-

dor (-19°C). 
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10.2. Hemoglobina  

Dissolve-se 1,0 g de hemoglobina bovina em 50 ml 

de HC1 0,06 N, adiciona-se em seguida 40 ml de tampão ace-

tato 0,28 M, pH 3,5 , ajusta-se a pH 3,5 e completa-se o 

volume com tampão acetato para 100 ml (I.L.Ainouz, comuni-

cação pessoal). A solução é armazenada em congelador. 

10.3. Azo-caserna 

Uma grama de azo-caseína é suspensa em 100 ml de 

tampo universal pH 5,0 (6). Aquece-se e deixa-se em ebuli 

ção por 15 minutos. Deixa-se esfriar, ajusta-se a pH 5,0 e 

em seguida completa-se o volume com água destilada 	para 

100 ml. A solução ë mantida em congelador. 

11. Determinação de atividades enzimãticas  

As condições de ensaio para a determinação das 

atividades de enzimas proteolfticas de pupas foram estabe-

lecidas, utilizando-se soluções de azo-caserna e hemoglobi 

na. As atividades da tripsina e quimiotripsina foram deter 

minadas, utilizando-se soluções de caserna como substrato. 

11.1. Atividade azo-caseinásica  

11.1.1. Concentrações ótimas de subs-

trato e enzima 

Nestas experiencias o meio de reação 	encerrava 

1,0 ml de extrato de pupa, contendo 2, 4 e 6 pupas/ml 	e 
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2,0 ml de azo-caserna em tampão universal pH 5,0 em concen-

trações, variando de 0,17 a 0,53% no volume final de rea-

ção. A mistura foi incubada por 30 minutos a 50°C, sendo a 

reação parada com 1,0 ml de TCA 10% (p/v). Após 30 minutos 

de repouso as suspensões foram filtradas em papel de filtro 

qualitativo e 1,o ml do filtrado alcalinizado com 1,0 ml de 

NaOH 2 N. A atividade enzimática foi medida pela absorbãn-

cia em 440 nm dos peptrdios diazotizados. 

A fim de corrigir os resultados para a atividade 

autodigestiva do extrato, foram sempre usados controles on-

de o extrato e o substrato foram incubados separadamente ã 

mesma temperatura, pelo mesmo tempo e o substrato adiciona-

do ao extrato apõs adiço de TCA 10%. 

11.1.2. Efeito do pH  

0 efeito do pH sobre a atividade azo-caseinásica 

foi estabelecido, utilizando-se o substrato na concentração 

de 0,33% em valores de pH que variavam de 2,5 a 10. 	0 pH 

das soluções de azo-caserna foi mantido nos valores deseja 

dos por diluiçõo de uma solução estoque de azo-caseína a 

2%, preparada como no item 10.3 com tampão universal 	nos 

diversos valores de pH e estes reajustados em potenciõme-

tro. Os ensaios foram feitos incubando-se 1,0 ml do subs-

trato com 0,5 ml de extrato (16 pupas/ml) e 1,5 ml de tam-

pão universal nos diversos valores de pH por 30 minutos a 

50°C, sendo a reação parada com 1,0 ml de TCA 10%. Apõs 30 



minutos de repouso, as suspensões foram filtradas em papel 

qualitativo, sendo retirado 1,0 ml do filtrado e alcalini-

zado com 1,0 ml de NaOH 2N. A hidrólise enzimgtica foi me-

dida pela absorbância em 440 nm dos produtos corados forma 

dos. Foram feitas provas em branco, sendo que, nestes ca-

sos, a adição de TCA precedeu á de azo-caserna. 

1.1.3. Efeito da temperatura e do tem-

po de reação  

A temperatura e o tempo de reação foram estabele 

cidos, fazendo-se ensaios de atividade enzimgtica nas tem- 

peratures de 30, 40, 50, 60 e 70°C e intervalos de tempo 

de 15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos. Os ensaios foram fei-

tos incubando-se 1,0 ml do substrato a 1% com 0,5 ml de ex 

trato (16 pupas/mll e 1,5 ml de tampgo universal, 	pH 5,0. 

A reação foi parada com 1,0 ml de TCA 10%, apes 30 minutos 

de repouso as suspensões foram filtradas em papel qualita-

tivo, sendo retirado 1,0 ml do filtrado e alcalinizado com 

1,0 ml de NaOH 2N. A atividade azo-caseinásica foi medida 

pela absorbância em 440 nm dos produtos corados formados. 

Foram feitas provas em branco para todos os tubos. 

11.1.4. Unidade de atividade azo-case- 

in4sica 

Para os cãlculos de atividade 	azo-caseinâsica 

foi definida a seguinte unidade: 1 unidade de atividade 



21 

a quantidade de enzima que produz uma absorbãncia a 440 nm 

de 0,1000 U.D.O. por 1,0 ml do extrato por 30 minutos de 

reação a 50°C e pH 5,0. 

11.2. Atividade hemoglobinãsica  

11.2.1. Concentrações ótimas de subs-

trato e enzima 

As concentrações ótimas de substrato e extrato 

foram determinadas, usando-se 5,0 ml de hemoglobina 	nas 

concentrações que variavam de 0,17 a 0,83% em tampão ace- 

tato 0,28 M, pH 3,5 (6) e 1,0 ml de extrato de pupa nas 

proporções de 1, 2 e 3 pupas/ml. A mistura 	foi incubada 

por 60 minutes, a 40°C, sendo a reação parada com 1,0 ml 

de TCA 40% (p/v). Após 30 minutos de repouso,as suspensões 

foram filtradas em papel quantitativo, sendo retirado 1,0 

ml do filtrado e alcalinizado com 0,2 ml de NaOH 2N. A ati 

vidade hemoglobinásica foi determinada empregando-se o rea 

gente de Folin, modificado por Lowry (27). A densidade áti 

ca foi determinada num espectrofotametro Spekol a 750 nm. 

Foram feitas provas em branco para todos os tubos, 

11.2.2. Efeito do pH  

0 efeito do pH sobre a atividade hemoglobinãsica 

foi determinado utilizando-se hemoglobina na concentração 

de 1% em valores de pH, que variavam de 2,5 a 11. 0 pH das 



soluçães de hemoglobina foi mantido nos valores desejados 

por diluiçAo de uma solução estoque de hemoglobina 2%, pre 

parada como no item 10.2 com tampão universal e o pH rea-

justado em potenciametro. Os ensaios foram feitos incuban-

do-se 1,o ml do extrato (2 pupas/m1) com 5,0 ml do substra 

to por 60 minutos, a 40°C. A reação foi cessada com 1,0 ml 

de TCA 40% e, apcs permanecer 30 minutos em repousa, 	as 

suspensões foram filtradas em papel quantitativo e retira-

do 1,0 ml do filtrado que foi alcalinizado com 0,2 ml de 

NaOH 2N. A atividade hemoglobin6sica foi medida usando-se 

o reagente de Folin, modificado por Lowry (27). A densida- 

de ótica foi determinada num espectrofotãmetro 	Spekol a 

750 nm. Provas em branco foram feitas para todos os tubos. 

11.2.3. Efeito da temperatura 	e 	do 

tempo de reação  

A temperatura e o tempo de reação foram determi-

nados, fazendo-se ensaios de atividade hemoglobinãsica nas 

temperaturas de 30, 37, 40 e 50°C e intervalos de tempo de 

15, 30, 45, 60 e 90 minutes. As determinaç5es foram feitas 

usando-se 5,0 ml de hemoglobina a 1% preparada em 	tampão 

acetato 0,28 M, pH 3,5 e 1,0 ml de extrato de pupas (2 pu- 

pas/m1), a reação foi cessada com 1,0 ml de TCA 40%. 	Ap6s 

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

filtro quantitativo e retirado 1,0 ml do filtrado que foi 

alcalinizado com 0,2 ml de NaOH 2N. A atividade hemoglobi- 
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nãsica foi determinada como no item anterior. 

11.2.4. Unidade de atividade hemoglo-

binásica 

Para os cãlculos de atividade 	hemoglobinãsica 

foi definida a seguinte unidade: 1 unidade de atividade é 

a quantidade de enzima que produz uma absorbãncia a 750 nm 

de 0,1000 U.D.O. por 1,0 ml de extrato por 60 minutos de 

reação a 40°C e pH 3,5. 

11.3. Atividade triptica e quimiotriptica  

Foram preparadas soluções estoque 	de tripsina 

dissolvidas em HC1 0,0025 M; a concentração de enzima foi 

determinada por meio de leituras de absorbãncia a 280 nm 

em espectrofotõmetro Beckmann DU, usando-se como fator õti 

co F
280 nm 
1 mg/ml 	

= 0,621 (36). As soluções continham de 0,345 

a 0,379 mg/ml. Para a determinação da atividade da tripsi-

na utilizou-se caseína como substrato, segundo o método de 

Kunitz (21). Diluindo-se a solução estoque de tripsina em 

HC1 0,0025 M, obtem-se uma solução de concentração, aproxi 

madamente 13 pg/m1; essa solução diluída foi usada nos en-

saios de atividade. Volumes crescentes de solução diluída 

de tripsina foram pipetados em tubos de ensaio e os volu-

mes completados para 1,0 ml com HCl 0,0025 M; em seguida 

foi adicionado 1,0 ml de tempão fosfato 0,1 M, pH 7,6 aos 

diversos tubos. Os tubos assim preparados foram colocados 
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em banho a 37oC e após 10 minutos a reação foi iniciada pe-

la adiço de 1,0 ml de caseína a 1% em tampão fosfato 0,1 M 

pH 7,6. Decorridos 20 minutos a reação foi parada com 3 ml 

de TCA 5% e os tubos retirados do banho. Apõs 30 minutos de 

repouso, as suspensões foram filtradas em papel quantitati-

vo e suas atividades determinadas pelo reagente de Folin, 

modificado por Lowry (27). A densidade ótica foi determina-

da num espectrofotômetro Spekol a 750 nm. Foram -Feitas pro-

vas em branco para as concentrações extremas de tripsina, 

sendo que nestes casos a adiço de TCA sempre precedeu ã de 

caseína. Correções para concentrações intermedigrias 	das 

provas em branco foram obtidas por interpelação. 

Para a determinaçgo de atividade quimiotríptica o 

procedimento foi exatamente o descrito acima com 	exceção 

das concentraçces de enzima (diluída em ggua), que foi da 

ordem de 0,355 a 0,380 mg/ml. Estas concentrações foram ob-

tidas utilizando-se o fator ótico F1 
mg/ml

280 nm 
= 0,500 (21). 

11.4. Atividade da pepsina  

Foram preparadas soluções estoque de pepsina (0,2 

mg/ml) dissolvidas em HC1 10 mM (3). Para determinação 	da 

atividade da pepsina utilizou-se como substrato azo-caseína 

e hemoglobina. As condiç6es de ensaio foram as mesmas utili 

zadas na determinaçgo da atividade azo-caseingsica de pupas 

de Ca..easobnucku4, mccutafu4. 
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12. Determinação de atividades inibitórias  

Atividades inibitõrias das preparações estudadas 

foram avaliadas por comparação de amostras; contendo quanti 

dades crescentes de inibidores em presença de uma quantida-

de fixa de enzima, com amostras contendo somente tripsina, 

quimiotripsina ou extratos de pupas. Provas em branco para 

as enzimas e para concentraçôes extremas de inibidores fo-

ram sempre feitas. Correções para concentrações intermediã-

rias das provas em branco de inibidores foram obtidas por 

interpolação. Para determinação das atividades anti-tripti-

ca e anti-quimiotriptina o método utilizado foi o de Kunitz 

descrito anteriormente, e as atividades foram expressas em 

unidades de inibidor (UI), definidas por Xavier Filho (37). 

As atividades anti-hemoglobinãsica e 	anti-azo-caseinásica 

foram expressas em unidades de inibidor, assim definidas: 

1 UT
AzC-ase  

- ã a quantidade de inibidor 	que baixa para 

0,050 U.D.O. (440 nm) a leitura de um padrão 

de enzima que dã 0,100 U.D.O. (ou 1 UE) 	nas 

condições do ensaio. 

1 UI
Hb-ase  

é a quantidade de inibidor que baixa para 

0,050 U.D.O. (750 nm) a leitura de um padrão 

de enzima que dá 0,100 U.D.Q. (ou 1 UE) 	nas 

condições do ensaio. 
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13. Filtração em gel dextrana 

Uma coluna de Sephadex G-100 foi preparada segue 

do Oetermann (9). 0 gel foi deixado equilibrar em água por 

72 horas com agitação ocasional, após o que foi deixado se 

dimentar livremente em uma coluna de 1,3 cm de diãmetro e 

25 cm de altura. A coluna foi em seguida equilibrada com 

tampão fosfato 0,02 M, pH 7,6 ou com tampão acetato 0,02 M 

pH 5,0 atemperatura ambiente (26°). Uma amostra de 20 mg 

de "Blue dextran" foi dissolvida em 2,0 ml do tampão 	de 

equilíbrio, contendo 200 mg de sacarose e aplicada na colu 

la para determinar o seu volume de exclusão (Vo). A elui- 

çgo foi feita com o tampão de equilíbrio a um fluxo de 20 

ml por hora. Os efluentes da coluna foram recolhidos 	em 

frações de 2,0 ml, em um coletor automãtico de 	frações 

LKB-Radi Rac e as absorbãncias determinadas em um espectro 

fotômetro Spekol a 660 nm. 

Aplicou-se na coluna previamente 	equilibrada, 

1,0 ml de amostra nc tampão de equilíbrio, contendo 20 mg 

de extrato liofilizado de pupa e 100 mg de sacarose. A elu 

iço foi feita com tampão de equilíbrio a um fluxo de 20 

ml por hera. Os efluentes da coluna foram recolhidos 	em 

frações de 2,0 ml, determinada sua densidade ótica a 280nm 

e as atividades azo-caseingsica e hemoglobingsica. 

Para os cálculos dos pesos moleculares foi usada 

a seguinte fõrmula, dada por Oetermann (9) : 
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log M = 5,941 - 0,847 (Ve/Vo), onde Ve e o volume de elui- 

çoo e Vo o volume de exclusão. 

14. Nitrogênio amino-solúvel  

Nitrogênio amino-solúvel foi medido na fraçEo so-

lúvel em TCA, resultante dos ensaios de atividade azo-casei 

násica, hemoglobinesica e de pepsina, de acordo o método de 

Hyman Rosen (29). A 0,5 ml da amostra adicionou-se 0,5 ml 

de álcool isopropilico 50%, 0,5 ml de tampAo acetato-ciane-

to pH 5,1-- e 0,5 ml de soluço de ninhidrina a 3% em metil 

cellosolve, sendo a mistura colocada em banho maria (1000C) 

per 15 minutos. Apes esse tempo, os tubos contendo as amos-

tras foram retirados do banho e adicionado a coda um deles 

5,0 ml de álcool isopropilico 50%, com agitação. 	A cor de- 

senvolvida foi lida a 570 nm em um espectrofotõmetro Spekol. 

Calculou-se a concentraç5o de nitrogênio amino-solúvel por 

comparação com uma curva padrAo de L-leucina. 

15. Resistência de sementes ao C.  macu.2atuó  

Tres sementes de diversos cultivares de V-Cg6?a ó.i- 

nenóÁó, de VJgna unguicuZa-a (TVu-2027) e de dois cultiva-

res de Phaó eo a4 vutgaI:..Có foram acondicionadas em frascos 

de vidro transparente, com 6,5 cm de altura e 5,0 cm de diA 

metro. Cinco casais de adultos de C. na_cu. aLuó foram intro- 

duzidos nos frascos e estes fechados com tela de nylon. 	A- 

pus 8 horas de permanência nos frascos os insetos foram re- 
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tirados, fazendo-se a remoção do excesso de ovos,cbixando- 

se apenas 3 casais por semente (32). A emergência de inse-

tos foi verificada diariamente e os adultos emergidos re-

tirados. A resistência ao inseto foi medida per um índice 

obtido ao se multiplicar o número de adultos emergidos pe-

lo inverso do tempo, em dias, necessário para emersão. 

16. Ação da hemoglobinase de pupa sobre o IB  

0 efeito da hemoglobinase presente em extratos 

de pupas sobre as atividades anti-triptica e anti-quimio 

triptica de inibidor bruto (IB) de sementes do cultivar se 

rid6 foi estudada medindo-se a atividade residual destes 2 

tipos de inibidores após incubação de extrato de pupas com 

IB, nas condiç5es de ensaio estabelecidas para a hidrólise 

de hemoglobina. 

Duas alLquotas de 15 ml de uma solução de inibi-

dor bruto, contendo 0,13 mg/ml em tampão universal pH 3,5 

foram postas em frascos de erlenmeyer de tampa esmerilha- 

da. Adicionou-se a um dos frascos 5,0 ml de um 	extrato, 

contendo 36 mg de pupas liofilizadas por mililitro de ãgua 

destilada, obtido como no item 6. A outro frasco contendo 

solução de IB foram adicionados 5,0 ml de ãgua destilada. 

Imediatamente apOs as adiçoes acima referidas foram retira 

das aliquotas de 3,0 ml poro tubos de ensaio, contendo 3,0 

ml de TCA 50. Logo ap5s esta operação ambos frascos foram 

postos em banho a 40°C e ap5s 60, 120, 180 e 240 minutos 
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foram retiradas alfquotas de 3,0 ml para tubos, 	, contendo 

3,0 ml de TCA 5. Apõs 30 minutos de repouso as suspensões 

foram filtradas em papel quantitativo e os filtrados, apôs 

serem neutralizados com 0,5 ml de NaOH 2 N, foram levados 

para 10 ml com tampão fosfato 0,1 M, pH 7,6. As atividades 

anti-triptica e anti-quimiotriptica foram avaliadas em ali 

quotas convenientes das soluções acima, pelo mi;todo de Ku-

nitz modificado por Xavier Filho (comunicação pessoal). 

17. Ação de azo-caseinase de pupa sobre o IB  

0 efeito da azo-caseinase de pupa sobre as ativi 

dades anti-triptica e anti-quimiotriptica de IS foi inves-

tigado de modo semelhante no descrito no item anterior. As 

condições estabelecidas para a determinaç5o de azo-casei-

nase foram utilizadas neste caso. 



RESJ LTA rOS 

1. Caracterização das pupas utilizadas  

Pupas de CaUo4obkaahuz r acu. a. u4 (17 dias após 

oviposição),quando frescas, pesam em media cerca de 5,3 mg 

e, apõs liofilização, este peso desce para mais ou menos 

3,0 mg. A concentração de proteína na pupa fresca ë em tor 

no de 4% e na pupa liofilizada p de 7%. 

2. Condições de ensaio  

No estabelecimento das condições a serem utiliza 

das nos ensaios das atividades hemoglobinãsica e azo-casei 

nasica presentes em extratos de pupas e adultos de Ca.2.2o-

4sobnuChu4 rnacutatuz, as pupas tinham de 17 a 20 dias e os 

adultos 1 dia apõs a emersão. 

As variações de atividade hemoglobinãsica em fun 

ção do pH, mostradas na Figura 1, foram determinadas no in 

tervalo de 2,5 a 11, verificando-se uma atividade máxima a 

pH 3,5 , sendo este valor escolhido para os ensaios subse- 

quentes. Observou-se uma atividade máxima a 4000 (Figura2) 

e o tempo de reação de 60 minutos foi escolhido tendo em 

vista os' dados da Figura 3. 

Os resultados obtidos quando do emprego de con- 

centraçóes crescentes de hemoglobina e quantidades 	fixas 

de extrato de pupas encerrando atividade 	hemoglobinásica 

são observados na Figura 4. Verificando-se que, para extra 

30 



100 

/1 

$3 80 

á 60 

ó 40 

Q 

20 

	~ 
3.0 	4.0 	5.0 	6.0 	7.0 	8.0 	9.0 	10.0 	11.0 

pH 

Figura 1 - Efeito do pH sobre a atividade hemoglobinásica presente em extrato de 

pupa de C. macutatub. Condiçbes de ensaio: 5 ml de hemoglobina 1%; 1 ml de extra 

to aquoso de pupa (2 pupas/ml); temperatura, 400C; tempo de reação, 60 minutos; 

reação parada com 1 ml de TCA 40%. Atividade enzimâtica medida em 750 nm e cal-

culada com relação â atividade máxima. 
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medidas de absorbãncia em 750 nm, apõs 	reação 
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bre a atividade hemoglobinãsica presente em extrato 

de pupa de C. mautta-tuó. Condições de ensaio: hemo-

globina 1%, pH 3,5 em tampão acetato (0,28 M); 1 ml 

de extrato aquoso de pupa C2 pupas/ml); tempo de in 

cubação, 60 minutos; temperatura, 40°C; reação para 

da com 1 ml de TCA 40%. Aliquotas de 1 ml dos fil-

trados foram usadas para medidas de absorbãncia em 

750 nm, apõs reação com reagente de Folin. 
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tos de pupas com 6 mg/ml, a concentração final de hemoglo-

bina, 0,83 no volume de reação é suficiente para saturar 

a enzima. 

Apõs o estabelecimento da concentração de subs-

trato foram feitos ensaios, variando-se, agora, a concen-

tração da enzima presente no extrato. De acordo com a Fi-

gura 5, a atividade hemoglobinásica aumenta linearmente em 

funçgo de quantidades crescentes de enzima. 

Feita a anGlise dos dados acima foram estabeleci 

das as seguintes condições de ensaio para a atividade hemo 

globingsica: pH, 3,5; tempo de reação, 60 minutos; tempera 

tura, 40oC; substrato, 5,0 ml de hemoglobina 1%; 	extrato, 

1,0 ml da preparação contendo de 6 a 8 mg-/ml de pupa lio- 

filizada, resultando um volume de reação de 6,0 ml. 	Foi 

utilizado 1,0 ml de TCA 40% (p/v) a fim de parar a reação. 

Uma vez estabelecidas as condições de ensaio com 

pupas de Catto4ob/tu_chuz na.cLL ct- us, foi feita a determina- 

çAo de atividade hemoglobinásica em extrato de insetos com 

1 dia ap6s emersão das sementes, verificando-se que a ati- 

vidade hemoglobingisica na pupa é cerca de 5 vezes 	maior 

que no inseto adulto (Tabela 1). 

A influéncia do pH 	sobre 	a 	atividade 

azo-caseinãsica de pupas 	mostrada na Figura 6, observan- 

do-se uma atividade mâxima a pH 5,0. 

As variaçces da atividade azo-caseinãsica em fun 

ção da temperatura (Figura 7) foram determinadas nas tempe 
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TABELA 1 

Enzima 
Unidade/indivíduo 

Pupas/Adultos 

Adultos pupas 

Hemoglobinase 0,440 2,213 5 

Azo-caseinase 0,210 0,432 2 

Unidades de hemoglobinasefUEHb) e azo-caseinase(UE
AzC)  

em adultos (1 dia) e pupas de C. macuPa•u4. 
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Figura 6 - Efeito do pH sobre a atividade azo-caseinásica presente em ex-

trato de pupa de C. macuLauuS. Condições de ensaio: 1 ml de azo-caseína a 

1%; 0,5 ml de extrato aquoso de pupa (16/pupas/m1); 1,5 ml de tampão uni- 

versal (pH 2,5 a 10); tempo de incubação, 30 minutos; temperatura, 	50oC; 

reaçáo parada com 1,0 ml de TCA 10%. A atividade enzimática foi.medida pe 

la absorbância em 440 nm, apôs a adição de 1 ml de NaOH 2 N a 1 ml do fil 

trado e calculada em relação ã atividade máxima. 

I 	I 	I 	I 	I 	I 	l 	I 	I 	I 	I 	I 	I 	I 	I 	I 



39 

100 

••••••••• 

w 
o 
o 
> 40 

20 

30 	40 	50 	60 

TEMPERATURA ('C) 

70 

Figura 7 - Efeito da temperatura sobre a atividade 

azo-caseinâsica presente em extrato de pupa de C. 

macutatus. Atividade determinada em pH 5,0 (tampão 

acetato 0,28 M). As demais condições de ensaio fo-

ram especificadas na Figura 6. 
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raturas de 30 a 70°C, observando-se uma temperatura ótima 

de 50°C. 0 tempo de reação de 30 minutos foi escolhido le-

vando-se em consideração os dados da Figura 8. 

A curva de efeito do substrato sobre a velocidade 

de reação mostra que, para extratos com concentração igual 

a 24 mg/ml de pupa, uma concentração final de 0,53 de azo-

caseína no volume de reação ã suficiente para saturar a en-

zima (Figura 9). 

Escolhida a concentração saturante de 	substrato 

(0,33%) foram feitos ensaios mantendo-se fixa esta concen-

tração e variando-se a concentração de enzima. Como mostra 

a Figura 10, a atividade azo-caseinãsica guarda uma relação 

linear com quantidades crescentes-de enzima. 

Ap6s a analise dos dados acima foram estabeleci-

das as seguintes condições de ensaio para a atividade azo-

caseinásica: tempo de reação, 30 minutos; pH, 5,0; tempera-

tura, 50°C; 1,0 ml de azo-caseina 1%; 1,0 ml de extrato de 

pupa (24 mg/ml) e 1,0 ml de tampão acetato 0,28 M, pH 5,0 , 

perfazendo um volume de reação de 3,0 ml. Foi utilizado 1,0 

ml de TCA 10% (p/v) para parar a reação. 

A atividade azo-caseinãsica presente em 	extrato 

de inseto com 1 dia após emersão das sementes foi determina 

da utilizando-se as mesmas condições estabelecidas para pu-

pas. Verificou-se que a atividade azo-caseinásica de pupa é 

cerca de 2 vezes maior que a do inseto adulto (Tabela 1). 
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ram feitos em tampão acetato D,28 M, pH 5,0. 

As demais condições de ensaio estão descri-

tas na Figura 6. Aliquotas de 1,0 ml dos fil 

trados foram usadas para medidas de absorb-an 

cia em 440 nm, apõs adiço de 1,0 ml de NaOH 

2 N. 
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3. Nitroggnio amino-solúvel  

A quantidade de nitroggnio amino-solcivel referi- 

da a uma curva padrão de. leucina foi determinada nos fil-

trados dos ensaios de atividade hemoglobinâsica e azo-ca-

seinãsica de pupas de CaZ2o4sabnuchus maeu-Pc-u44 e comparada 

ccm a determinada nos filtrados dos ensaios de 	atividade 

de pepsine utilizando-se hemoglobina e azo-caserna 	como 

substratos nas mesmas condições de ensaio desenvolvidas pa 

ra as atividades hemoglobinâsica e azo-caseinásica. Os re-

sultados mostrados nas Tabelas 2 e 3 sugerem que a ativida 

de hemoglobinâsica é cerca de 17 vezes maior que a ativida 

de azo-caseinâsica. 

4. Filtração em gel dextrana  

0 extrato total de pupas, dialisado e liofiliza-

do, mostrou 2 componentes quando submetido á filtração em 

gel dextrana (Sephadex G--100) em tampão fosfato 0,02 M, pH 

7,6. Um componente A, de peso molecular em torno de 104.000 

daltons, encerrando as atividades hemoglobinâsica e azo-ca 

seinãsica. 0 componente B não encerra estas atividades 	e 

tem peso molecular em torno de 6.000 daltons (Figura 11 ). 

Quando se usou tampão acetato 0,02 f", pH 5,0 como 	tampão 

de eluição, o comportamento do extrato de pupas foi idgnti 

co ao anterior, mostrando que a distribuiçgo de peso mole-

cular para as duas atividades não depende de pH, pelo me- 



TABELA 2 

Enzima pM 	Leu/pg 	peps pM 	Leu/pupa pM 	Leu/pg 	pupa pM 	Leu/pg 	prot pg 	peps/pg 	prot 

Pepsina 12 	x 	10
-3  

Hb-ase 180 	x 	10-3  0,06 	x 	10 3  0,875 	x 	10
,3  

0,073 

u M de leucina produzido nas seguintes condições de ensaio: substrato, hemoglobina 1%; tem-

peratura, 4000; pH, 3,5; tempo de reação, 60 minutos 



TABELE, 	3 

Enzima pM 	Leu/pg 	peps pM Leu/pupa 	pM 	Leu/pg pupa PM 	Leu/ups Prot Pg 	peps/Pg prQt 

Pepsina 2.3 	x 	10
_3  

AzC-ase 22 x 	10
-3 

 o,0074 	x 10
..3  

0,1 	x 10
_3  

0,0043 

pM de leucina produzido nas seguintes condições de ensaio: substrato, azo-caseína 1%; tem-

peratura, 50°C; pH, 5,0; tempo de reaço, 30 minutos. 



PM X 103 

100 	50 	25 
	

10 

2.4 

2.0 

E 
c 

1.6 
ao 
N 

c 
a 

0.900 0 

E 

Á 
0.700 

4 

~~ 

0.500 ~ 
.d 
2. 

0.300 
0 
0 
> 

0.100 C 

0.4 

10 

FRAÇÕES 

Figura 11 - Cromatografia em Sephadex G-100 de extrato de pupa dialisado e liofilizado. 

Coluna 1,3 cm x 18 cmj tampão fosfato 0,02 M, pH 7,6; Volumes das frações, 2,0 ml.(0-0) 

concentração de proteina (A280 nm
)j (1-fi) atividade azo-caseinãsica (A440 nm)j 

(0-60) 
a- 

tividade hemoglobinásica (A-__ 	). 

15 20 



48 

nos na região utilizada (Figura 12). Tanto em pH 7,6 	como 

em pH 5,0 -foi evidenciada a presença de um componente com a 

tividade hemoglobinásica na região de peso molecular em tor 

no de 30.000 daltons. Este componente aparentemente nAo a-

presenta atividade azo-caseinãsica. 

5. Atividade inibitória 

0 grãfico de inibição de hemoglobinase de pupas 

pelo inibidor bruto de VRna 4inQi' ó cv. serid6 ê mostrado 

na Figura 13. Observa-se que, para inibir totalmente a ati-

vidade hemoglobinãsica encerrada em 4 mg de pupas, sAo ne- 

cessãrias 5 mg de inibidor bruto, Como as pupas apresentam 

7% de proteína, verifica-se que são necessãrias 17,8 mg de 

inibidor bruto para inibir completamente a atividade hemo- 

globinãsica encerrada em 1,0 mg de proteína de pupa (Tabela 

4). 

A inibição de azo-caseinase de pupas pelo inibi-

dor bruto ë mostrada na Figura 14. A partir desse grãfico 

possivel se calcular que são necessárias 6,1 mg de inibidor 

bruto para abolir completamente a atividade azo-caseinãsica 

encerrada em 1,0 mg de proteína de pupa (Tabela 4). 

A Figura 15 mostra a inibição de tripsina 	ainda 

polo mesmo inibidor bruto observando-se que são necessárias 

apenas 0,3 mg de inibidor bruto para inibir completamente a 

atividade de 1,0 mg de tripsina (Tabela 4). 
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TABELA 4 

Enzima IB/proteína 	(mg/mg) 

Hemoglobinese 17,80 

Azo-caseinase 6,10 

Tripsina 0,30 

Relação entre a quantidade de inibidor bruto 

de V,ianc. z-Cne 4L4 cv. serid6 e a quantidade 

de proteína de pupa ou tripsina 	nacessãria 

para abolir as atividades 	hemoglobinâsica, 

azo-caseingsica e triptica, 
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Figura 14 - Efeito da concentração de IB de 	Vig na 

dinend.ed cv. seridO sobre a atividade azo-caseinási-

ca presente em extrato de pupa de Ca.2todobh.uchud ma- 

CuLattud. Foi utilizado 1,0 ml de extrato aquoso 	de 

pupa C 10 pupas/mil. A solução de IS foi 	preparada 

em água destilada na proporção de 38 mg/ml. 	As de- 

mais condições de ensaio foram as estabelecidas para 

o ensaio de azo-caseinase. 
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Figura 15 - Efeito da concentração do IB de Vig- 

n _ótnen/~t/~ cv. seridó sobre a atividade da trip 

sina C13,3 pg/ml; sendo utilizados 0,5 mll. A so 

luçéo de IB foi preparada em égua destilada na 

concentração de 4 tg/ml. As condições de ensaio 

foram aquelas usadas para determinaçéo de tripsi 

na e descritas em Métodos. 
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As atividades anti-azo-caseinãsicas de extratos 

brutos de sementes dos diversos cultivares de 4'-.goza s-Lien-

s-ís e do cultivar TVu-2027 de V gna angu-.cuIata foram deter 

minadas pelo mgtodo estabelecido. Duas curvas típicas para 

o cultivar seridó e para o cultivar TVu-2027 são mostradas 

nas Figuras 16 e 17, respectivamente. As atividades anti- 

triptica foram tambgm determinadas para os mesmos cultiva-

res. A Tabela 5 mostra ambos os tipos de atividade anti-en-

zimgtica dos diversos extratos brutos das sementes e do ini 

bidor bruto do cultivar serid6. A relação entre os dois ti- 

pos de inibidores sugere que o inibidor de 	azo-caseinase 

nãc é purificado quando da preparação de inibidor 	bruto, 

pois, enquanto a atividade anti-triptica passa de 4.180 pa- 

ra 1.040.000 a anti-caseinásica passa de 549 para 	apenas 

658 (Tabela 5). 

6. Presença de inibidores em pupas e adultos  

Extratos de pupas e adultos de C. mactaatuz foram 

examinados com a finalidade de se determinar a presença de 

atividade anti-triptica e anti-quimiotriptica. Os resulta-

dos obtidos mostraram que somente a atividade anti-quimio- 

triptica se encontra presente em pupas com 17-20 dias, 	na 

proporção de 0,036 UIQT/mg. 
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Figura 16 - Efeito inibitório da concentração de 

extrato bruto de Vf.rna zinendti4 cv. seridõ 1:10 

(farinha : meio de extraço) sobre a. atividade 

azo-caseinásica presente em extrato 	aquoso de 

Ca.2.ea.aabtcuchus macutaLuu (10 pupas%ml). As condi 

ções de ensaio foram as estabelecidas para o en-

saio de atividade azo-caseinásica. 
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Figura 17 - Efeito inibitório da concentra- 

ção de extrato bruto de 	V,ígna unauicutata 

CTVu-2o27) 1:10 Cfarinha:meio de 	extração) 

sobre a atividade azo-caseinásica 	presente 

em extrato de pupa de Cattosobtc.uchus macu.2a-

-tus (10 pupas/m1). As condições de ensaio fo 

ram aquelas estabelecidas para o ensaio de 

atividade azo-caseinâsica. 



TABELA 5 

Cultivares UI 	/a
* 

 
T " 

UI 	/g 
AzC-ase 

UI /UI 
T 	AzC-ase  

CE-01 	(serid6) 4.100 549 7,47 

CE-25 3.740 541 6,91 

CE-31 4,320 510 8,47 

CE-237 4.500 550 8,18 

CE-315 4.500 558 8.00 

Pitiúba 5.600 578 10.03 

Red-bow 13.100 571 22.94 

Q. 	cadeira 15.700 590 26,61 

TVu-2027 24.000 703 34,42 

IB 	(serid6) 1.040.000 658 1580 

Inibição da atividade triptica e da atividade azo-caseinãsi-

ca de pupas de Cce!o4obnucíucz riac_uZatu por extratos brutos 

de diversos cultivares de Vigna 4inen4.L , TVu-2027 (VLgna an-

oui ata). Para comparação são mostrados os valores para o IB 

do cultivar serid6. 

De acordo com Xavier Filho lUIT  = 0,6 ug, portanto o cul-

tivar serid6 apresenta cerca de 0,25% de_ inibidor e o ini-

bidor bruto cerca de 62%. 
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7. Resistência da semente ao CaQ.xoiobiruchu's  

A Figura 18 mostra a correlação entre a concen-

tração de inibidores de tripsina de diversas sementes e a 

emergência de adultos de CatQozobtt,uchuz macula-tuo em VLgna 

unguicuta-ta (TVu-2027), Pha4eotuo vtagaki4 (Rico 23 e 	um 

cultivar "mulatinho") e diversos cultivares de V. z.t,nenba. 

A correlação entre a emergência de adultos de C. macu2_a-uns 

e a concentração de inibidores de azo-caseinase 	presentes 

nas sementes é mostrada na Figura 19. 

8. Ação das proteases de pupa sobre o IB do cul-

tivar seridó  

Uma preparação bruta de inibidores de V. z.énenó.íb 

cv. seridõ foi incubada com extrato de pupa de C. maCuta-tu41 

com a finalidade de observar-se a ação exercida pelas pro- 

teases destas pupas sobre a atividade anti-triptica e anti- 

quimiotriptica do IB. Os resultados obtidos mostraram que 

as atividades anti-triptica e anti-quimiotriptica do IB per 

maneciam inalteradas. 
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Figura 18 - Correlação entre a emergéncia de adultos de 

Ca.e.2oiobhuchuó rnaculatud em diversos cultivares de V.ígna 

'óinen2.í4 ( (1) CE-25; C2) CE-01; C3) CE-31; (4) CE-237; 

C5) CE-315; (6) pitiúba;7) red-bow; (8) quebra cadei-

ra ), em VLgna unau.ícu.2ata C (9) TVu-2027 ) e em Phaieo-

Qu4 vutgati4 1 C10) "mulatinho"; (11) rico-23 ) e a con-

centração de inibidores de tripsina nestas sementes. 
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Figura 19 - Correlação entre a emergéncia de 	adultos 	de 

Cattadobnuchc a macula.tu4 em diversos cultivares 	de 	VÃ,gna 

ó.ene14L ( (1) CE-25; (2) CE-01; 13) CE-31; (4) CE-237; (5) 

CE-315; (6) pitiúba; (7) red-bow; (8) quebra cadeira ) e em 

Viana unguicu.La.ta ( (9) TVu-2027 ) e as concentrações de ini 

bidores de azo-caseinase nestas sementes. 



IXT . DISCUSSÃO 

Proteases digestivas de insetos foram sempre es-

tudadas em extratos brutos ou homogenatos de tecido intes-

tinal. Os substratos normalmente usados foram gelatina, ca 

seina e hemoglobina (24). As proteases isoladas de insetos 

apresentam, em sua quase totalidade, atividade semelhante 

a tripsina ou ã quimiotripsina. As do tipo tripsina tam pe 

so molecular entre 17.000 e 32.000 daltons e já foram iso-

ladas de P,LVLLs bnas4.Lca, Ap.Ls me t.L6ena, Manduca sexta, 

Vespa o' enta✓.L', Tí,neo.tla b,Ls4et4.Lata e Loeuzta. m..gnato-

nia (24). Proteases, tipo quimiotripsina, jâ foram isola- 

das de Vespa on.Lenta.Á.-Ls, Apis me.UU.í. ena e Pien.Lo 	bnas4.L- 

ca (24). 

Dos insetos estudados, poucos são os que 	apre- 

sentam proteases ativas em pH ácido e, dentre eles, pode- 

mos citar: Ca-?.íphona enythnoce.pha_Za, Locusta 	n7ígtcaton.La 

mignatono.Ldez, ChLtconomus tentans e AntheAacea pefny.L(24) . 

Pupas de Ca.teoZobnuehu4 ma.culatu6 	apresentaram 

forte atividade proteolitica em pH ácido. Utilizando-se he 

moglobina e azo-caseína como substrato foram detectados va 

lores de pH ótimos de 3,5 e 5,0 , respectivamente. As ati-

vidades hemoglobinásica e azo-caseinësica de pupa em pH al 

calino (> 7,0) correspondem a 3% e 7%, respectivamente, de 

sua atividade nos respectivos valores de pH ótimo (Figuras 

1 e 6). Ambas atividades são mais fortes em pupas gJeã: en 
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adultos (Tabela 1), sendo que a atividade hemoglobinãsica é 

cerca de 17 vezes maior que a atividade azo-caseinásica (Ta 

belas 2 e 3). 

Um peso molecular de aproximadamente 104.000 dal-

tons, por filtração em gel (Sephadex G-100), foi encontrado 

para as duas proteases ácidas. É evidente a presença de um 

componente com atividade hemoglobinásica na região de peso 

molecular de 30.000 daltons. Aparentemente este componente 

não apresenta atividade azo-caseinásica. Pode-se também ob-

servar que a distribuição de peso molecular para as duas a-

tividades não depende de pH, pelo menos na região estudada 

(Figuras 11 e 12). 

Quando um inseto seleciona sua semente hospedei-

ra, é bastante razoável aceitar-se a idéia de que seu sis- 

tema proteolitico seja capaz de digerir extensivamente 	as 

proteínas desta semente, principalmente se esta e' rica 	em 

proteína, como é o caso de VLgna (24-34%). Este sistema, ne 

cessariamente, forneceria os amincãcidos requeridos para o 

desenvolvimento da larva. 

Em confronto com esta idéia simples, 	Applebaum, 

no entanto, trabalhando com Ca.t?o4obn.uehu.6 ehinen4L4, semen 

tas de C cen. coLietinum, Vicia 6aLa, Lenz e4cuten-a (suscep-

tíveis) e Pha4eo u.4 vutgak.L (resistente), sugeriu que lar-

vas deste bruquidio apresentavam uma atividade proteolitica 

incapaz de suprir as necessidades nutricionais 	requeridas 
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pelo inseto em desenvolvimento. Esta observação levou o au- 

tor a afirmar que essa baixa atividade proteolitica, aliada 

as proteases da semente e ao nível de peptidios inicialmen-

te presentes na semente, poderia fornecer os aminoácidos ne 

cessãrios ao desenvolvimento da larva (1). 

A atividade proteolitica baixa encontrada em 	C. 

Chtinenzis, referida por Applebaum, provavelmente se deve ao 

fato do autor ter trabalhado em pH alcalino. Isto o teria 

levado a sugerir também que o inseto teria esta baixa ativi 

dade proteolitica em virtude de seu hospedeiro ser rico em 

inibidores de tripsina (1). 

Embora seja certo que Caaeozobiuchuis 	macutatu.o 

(filogeneticamente muito prõximo ao Ca lobobhuChud Chínen- 

Sio) tenha baixa atividade proteolitica tipo tripsina (10), 

esta e bastante baixa, provavelmente cerca de 290 vezes me-

nor do que a atividade hemoglobinAsica e cerca de 17 vezes 

menor que a atividade azo-caseinásica descritas neste traba 

lho. 

Existem sementes, normalmente não 	hospedeiras, 

que szo resistentes ao ataque de C. maeutatuz, mas permitem 

a oviposição (18). Janzen sugeriu que esta resistgncia pode 

ria ser devida ã presença de fitohemaglutinina, inibidores 

de tripsina ou outros compostos secundãrios presentes nes-

tas sementes, além de não afastar a possibilidade de inter- 

ferencia do tegumento (18, 20). A incorporação do inibidor 



64 

de tripsina de soja nos níveis de 0,1 e 1% a sementes arti-

ficiais, não causa nenhum efeito sobre o desenvolvimento da 

larva de C. maCu2a-tu4, entretanto, quando se eleva este ní- 

vel para 5% ocorre uma redução de 21% na sobrevivencia 	do 

inseto (20). 

A resisténcia ao ataque de C. macuta-tu4 	testada 

com sementes de VLgna mostrou que apenas um cultivar (TVu- 

2027) era resistente (Figura 18). Esta semente 	apresenta 

cerca de 1,5% de inibidor de tripsina, enquanto nas demais 

a concentração varia de 0,23 a 0,94%. As duas sementes de 

Pha,eoeub vu gana testadas, também são resistentes ao C. 

macueatu4, embora a concentração de inibidores de tripsina 

nestas sementes seja inferior a 1%. 

Gatehouse (10) sugeriu recentemente que o nível 

de inibidores de tripsina presente no cultivar TVu-2027,por 

sua ação sobre a atividade tipo tripsina, seja o fator res- 

ponsãvel pela resisténcia desta semente ao ataque de CaLeo-

40bnuehu4 maeuka-tu4. Esta sugestão parece não ter muita con 

sistencia, pois, a relação de inibição (a 70%) de protease 

tipo tripsina de larva e o inibidor de tripsina purificado 

de Vígna é de 1:5.000, como calculado a partir de seus da-

dos (10). 

As atividades hemoglobinásica e azo-caseinãsica 

presentes em larvas de C. macuwatu4 são inibidas por extra-

tos brutos de diversos cultivares de Vtigna Ainen4ti4 e pelo 
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IB do cultivar serid6, aparentemente com constantes de asso 

ciaçáo bastante altas (Figuras 13 e 14, Tabela 4). Isto su-

gere que os inibidores destas proteases poderiam também con 

tribuir para a resistência apresentada pelo cultivar 	TVu- 

2027, se esta fosse devida ã inibição de enzimas proteoliti 

cas. 

Os inibidores de tripsina parecem não ser os res- 

ponsãveis por essa forte inibição da atividade azo-caseinã-

sica. Isto se torna evidente pelo fato de que o extrato de 

V-Lgna $inen4ti4 cv. seridó contém cerca de 0,25% de inibido-

res de tripsina e o TB deste mesmo cultivar apresenta cerca 

de 62% desses inibidores, entretanto a concentração de ini-

bidores de azo-caseinase destas duas preparaçóes é pratica-

mente a mesma (Tabela 5). 

As proteases ácidas, hemoglobinase e azo-caseina-

se, de pupas de Catto4obhuchaz nacuta-tud não são capazes de 

destruir, "in vitro", os inibidores de tripsina de V. 4tinen 

4i4 cv. seridó. Estes se encontram na semente numa propor-

ção maior com relação ãs proteases da pupa. Mesmo o culti-

var serid6, que tem baixo teor de inibidores de tripsina, a 

presente uma concentração destas substãncias de 0,5 a 8,3 

vezes maior que a concentração de proteases larvais. 	Esta 

quantidade aparentemente poderia ser suficiente para inibir 

todas as proteases da larva (Tabelas 2, 3, 5). 

É tentador sugerir aqui, que os inibidores 	de 
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tripsina (ou mesmo os inibidores de azo-caseinase e hemoglo 

binase) provavelmente sejam responsãveis pela 	resistência 

do cultivar TVu-2027 ao C. macu.2a-ufs, não somente porque i-

nibam as proteases tipo tripsina (ou hemoglobinase e azo-ca 

seinase) da larva, mas por causa da sua prõpia indigestibi- 

1idade. 

Os inibidores de proteases, em sua conformação na 

tiva, são moléculas compactas cujos centros ativos estão, 

invariavelmente, localizados no interior de alças formadas 

por pontes dissulfeto (24). Nesta conformação os inibidores 

não sofrem, normalmente, o ataque de endopeptidases. 	Para 

que eles possam ser digeridos é necessãrio que as 	pontes 

dissulfeto sejam reduzidas, o que provavelmente ocorre no 

trato digestivo das larvas, o qual parece ser fortemente re 

dutor (24). A resistência do cultivar TVu-2027 ao C. maciaa 

tu4 provavelmente se deve ao fato de que o "poder redutor" 

encontrado no trato digestivo da pupa não é suficiente para 

diminuir a alta concentração de inibidores de tripsina pre-

sente na semente. Esta interpretação é sugerida por duas ob 

servações: a primeira, de que algumas larvas de Ca.Uo4obtu-

chu3 macu.2ata4 conseguem alcançar a fase adulta no cultivar 

resistente, embora não consigam emergir, e, a segunda e a 

observação da presença de um inibidor de quimiotripsina em 

pupas de C. macu) a,tud que se desenvolvem em V. 4inerusi4 cv. 

serid6. Este inibidor poderia ser um fragmento ativo do ini 
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bidor de "dupla cabeça" isolado por Ventura e Xavier (35). 

Como sugeriu Maria Ruschel (30), os centros anti-tríptico e 

anti-quimiotriptico deste inibidor, apresentam diferente•re 

sistência a redução por -mercaptoetanol. Este inibidor de 

quimiotripsina larval seria, portanto, resultado de redução 

incompleta do inibidor de tripsina/quimiotripsina da semen-

te. 

Parece licito sugerir aqui que a resistência ao 

CaU2a4abhucJu4 macu.atu4 apresentada pelo cultivar TVu-2027 

se deve, pelo menos em parte 73 insuficiência do "poder re-

dutor" do trato digestivo da larva frente z alta concentra-

ção de inibidores de tripsina da semente. 



CONCLUSÕES 

1. Pupas de Caeeo.6obituehu4 rnacu.eatu4 apresentam forte ativi 

dade proteolitica em pH ácido, sendo uma atividade hemo- 

globinãsica com pH õtimo a 3,5 e uma atividade azo-casei 

násica, cujo pH ótimo ë 5,0. 

2. As atividades hemoglobinásica e azo-caseinásica são mais 

fortes em pupas que em adultos. Em pupas, a atividade he 

moglobinâsica ë cerca de 17 vezes mais forte que a ativi 

dade azo-caseinásica. 

3. 0 extrato bruto de pupa, quando submetido ã filtração em 

gel dextrana (Sephadex G-100) em pH 5,0 e 7,6 , apresen-

ta um componente com peso molecular em torno de 104.000 

daltons, encerrando as atividades hemoglobinásica e azo-

caseinásica. Observa-se tambëm um componente com peso mo 

lecular em torno de 30.000 daltons, com atividade hemo- 

globinásica. 

4. Foram detectados em extratos brutos de diversos cultiva-

res de V.-Lgna 4s.ínen4- 4 e no inibidor bruto do cultivar se 

rid6 fortes atividades inibitõrias das duas enzimas áci-

das. 

5. Os inibidores de tripsina existentes em sementes de V.íg-

na não são afetados pelas duas atividades. 
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6. Foi observada a presença de um inibidor de quimiotripsi 

na em pupas de CaUo4obnuchu4 c aul:eatuz. 

7. Os inibidores de tripsina parecem não ser os responsá-

veis pela inibição da atividade azo-caseinâsica presen-

te em Ca2£o4ob,utchuAs macutatuz. 

8. A resisténcio do cultivar TVu-2027 ao 	CaUodobXuchu.S 

macutatuz poderia ser devida '6 alta concentração de ini 

bidores de tripsina, os quais não seriam adequadamente 

destruidos no trato digestivo da larva. 

r 
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