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As lagostas Panulirus argus (Latreille) e
Panulirus laevicauda (Latreille) estdo incluidas
entre os principais recursos pesqueiros do Nor-
daste brasileiro, sendo uma importante fonte de
divisas para o Estado do Ceard.

A pesca da lagosta consiste em uma ativida-
de voltada prioritariamente para a exportacao
onde somente a carne da cauda possui valor
econdmico. Assim, no momento da captura,
esses animais sdo descabecados e seus cefaloté-
rax lancados ac mar. Conseqlientemente, mui-
tas substancias que poderiam ser extraidas do
cefalotérax sdo desperdicadas, do mesmo modo
que, uma gama de produtos, que também pode-
riam ser obtidos a partir desta matéria—prima.

No processo rnetabolico dos crustdceos, o
hepatopéancreas - localizado no cefalotorax,
como as demais visceras, desempenha papel
central, atuando como armazenador de gordu-
ra, glicogénio e cdlcio (Passano, 1960 ; Van
Weel, 1974). Segundo Travis (1955} o hepato-
pancreas atua na segregacao das enzimas diges-
tivas, absorcdo e transformacdo do alimento,
sendo o maior depdsito de estocagem das re-
servas organicas € minerais €, consequentemen-
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te, o 6rgdo mais importante sob o aspecto de
que, a partir dele, tais reservas sdo mobilizadas
guando requeridas por outros tecidos.

Muitos trabalhos tém indicado que os or-
ganismos marinhos sdo produtores de enzimas
proteocliticas, as quais parecem ser mais estdveis
e de maijor atividade do que aguelas extrardas
de bovinos (Siebert, 1958 ; Reeck & Neurath,
1972 : Titani et al., 1983 :Simpson & Haard
1984).

No Brasil tem havido pouco empenho no
estudo para a elaboracao de produtos nobres,
apesar do grande potencial existente. Somente
no ano de 1985 o Brasil importou 204 tonela-
das de enzimas, a um custo de US$ 4,7 mi-
Ihges, cujo destino foi principalmerte, as indds-
trias alimenticia e farmacéutica (Revista Brasi-
leira de Tecnologia, 1988).

A matéria-prima para extracdo de protea-
ses existe em abunddncia no Nordeste brasilei-
ro, podendo ser oriunda de subprodutos do pes-
cado. No caso particular de hepatopéncreas de
jagosta como fonte de proteases, sua producdo
somente em Fortaleza — Ceard foi da ordem de
266 toneladas durante o anc de 1987.

As enzimas proteoliticas ou proteases
atuam na hidrolise da molécula de proterna
através do rompimento das ligagbes peptidicas,
dando como resultado, compostos de estruturas
mais simples; sendo amplamente empregadas na
industria alimenticia como auxiliar nos produ-
tos de panificagdo, no amaciamento de carnes,
no processo de clarificacdo de cervejas, como
agente coagulante na manufatura de gueijos, no
enriquecimento de residuos alimentares. Além
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de sua aplicagdo na industria de alimentos, as
proteases também sdo largamente utilizadas na
fabricacdo de produtos farmacéuticos, cosméti-
€Oos e nos curtumes para limpeza e tratamento
de couros e peles.

A grande importancia das enzimas protec-
Ifticas, nas mais diversas aplicacdes e, ainda, a
utilizacdo de uma fonte barata e abundante
sdo os argumentos bdsicos para justificar a pes-
quisa em questdo. Assim, o estudo das caracte-
risticas do sistema enzimatico presente em he-
patopdncreas de lagosta do género Panulirus
White e, a possibilidade de seu aproveitamento
para elaboracdo de um produto nobre, incenti-
varam a realizagdo deste trabalho.

MATERIAL E METODOS

As lagostas do género Panulirus White fo-
ram capturadas na Costa de Fortaleza e adqui-
ridas vivas junto a Coldnia de Pescadores do
Mucuripe em Fortaleza — Cear4.

Os hepatopéancreas foram removidos dos
cefalotérax e, em seguida, macerados em graal
de porcelana e homogeneizados em Potter
(TRl — R STIR — R modelo K 41) a aproxima-
damente 8.000 rpm por 2 minutos a 4°C.

Os hepatopancreas homogeneizados foram
suspensos em acetona ( — 15° C), na propor-
cdo de 1 :5 (p/v) e deixados em agitacdo por 1
hora. Apés este perfodo, o material foi filtrado
a vdcuo e ressuspenso em acetona. Esta opera-
¢do foi repetida mais duas vezes, sendo por Gl-
timo feito um tratamento com acetona e éter
etilico na proporcdode 1:1a — 152 C e, em se-
guida, filtrando o material a vacuo e obtendo o
po cetdnico.

A partir do p6 cetonico foi preparado um
extrato na proporcgio de 1:100 (p/v) em tam-
pao fosfato 0,01 M contendo cloreto de sédio
0,1 M pH 7,0, por homogeneizacdo em Potter
durante 1 minuto a 5.000 rpm, centrifugacao
{centrifuga EC modelo HT) 20.000 x g por 30
minutos a 4° C e filtracdo em papel Whatman
42.

O extrato assim obtido, denominado ex-
trato bruto, foi utilizado para determinac¢do de
proteina e atividade proteolitica.

Ao extrato bruto de hepatopancreas foi
adicionado, gradualmente, sulfato de aménio —
(NHg)2 804 solido de modo a atingir 20%
de saturacdo. O precipitado foi removido por
centrifugacdo a 20.000 x g por 30 minutos a

4% C. O sobrenadante resuitante foi usado pa-
ra as préximas precipitagbes com 40, 60 80 e
100% de saturacio com (NHg)2 S0,. Os pre-
cipitados obtidos foram suspensos em tampdo
fosfato 0,01 M contendo cloreto de sodio
0,1 M pH 7,0 e dialisados contra agua destilada
a 4% C, durante um periodo de tempo suficien-
te para que a reagdo entre a dgua e o hidréxido
de bério apresentasse resultado negativo.

As fracOes obtidas, denominadas 0/20,
20/40, 40/60, 60/80 e 80/100, foram suspen-
sas em tampdo fosfato 0,01 M contendo clo-
reto de sodio 0, 1 M pH 7,0.

No extrato bruto e nas fracBes obtidas por
fracionamento com (NH4lo S0, o teor de
proteina foi determinado pelo método do mi-
crobiureto {Goa, 1953), usando como padrio
a albumina sérica bovina {Sigma).

Nos ensaios posteriores ao fracionamento
por precipitagdo com (NH4)2 804 a concen-
tragdo de proteina foi determinada pelo méto-
do do Folin{fLowry et a/.,, 1951), usando co-
mo padrao a tirosina {Merck).

A atividade enzimatica foi definida como a
capacidade de hidrolisar a caseina ou hemoglo-
bina.

A reacdo enzimdtica, com 10 ml de volume
final, desenvolveu-se pela adicdo de 1,0 mi do
extrato bruto de hepatopdncreas de lagosta a
5,0 ml de hemoglobina {Sigma) a 1 % em so-
lugdo tampado citrato ou caseina {(segundo Ha-
mmarsten, E. Merck AG Darmstadt) a 1% em
solucdo tampao fosfato ou borato,

A incubacdo foi realizada a temperatura de
40° C por 60 minutos em banho—maria {Uni-
temp — Fanen ). Parou-se a reacdo enzimatica
com a adicdo de 1,0 ml de acido tricloroacético
(TCA) a 40% (Ainouz et al., 1972). Apds 30
minutos de repouso, a mistura foi filtrada em
papel Whatman 42, sendo a atividade proteo-
Iltica estimada na fracdo sollvel em TCA e
quantificada pela leitura da absorbancia a 750
nm em espectrofotdmetro (Bausch & Lomb
modelo Spectronic 20), depois da reacdo com o
reagente fendlico de Folin — Ciocalteau (Lowry
et al., 1951). O branco da reacdo foi obtido pe-
la adicdo do substrato ap6s a colocagio do TCA
a 40%. Todos os valores de absorbancia dos
brancos foram subtraidos dos valores das
amostras.

Para a determinacio da concentracdo ideal
de substrato a ser usada, foram feitos ensaios
com caseina (10 a 70 mg), mantendo-se o vo-
lume do extrato constante e igual a 1,0 ml. A
reacio procedeu-se a 40° C por 60 minutos.



A determinacdac do pH o6timo do sistema
enzimatico foi estudada no extrato bruto na
proporgcdo de 1:100 { p/v ), usando-se tampéo
4cido crtrico 0,1 M — NazPO4 0,2 M nos pHs
26; 30; 36; 40; 46 e 50, tampdo KH;
POs 0,1 M — NaOH 0,1 M nos pHs 6,0; 6,5;
70 e 75 e tampdo KCl + H3B053 0,5 M —
NaOH 0,5M nos pHS 8,0: 8,5; 9,0: 9,5 e 10,0
(Dawson et al., 1969). Os substratos {hemo-
globina e casefna a 1 % ) também foram prepa-
rados nos mesmos intervalos de pH, sendo que
de 2,6 a 5,0 o substrato empregado foi a hemo-
globina e de 6,0 a 10,0, esta foi substituida pela
casefna.

Nas fracBes obtidas pelo tratamento com
(NHg)2 S04 onde maior atividade enzimitica
foi observada, outra curva de pH foi efetuada
no intervalo de 6,0 a 10,0. As condicGes de en-
saio obedeceram aos mesmaos padrdes anteriores.

A temperatura e o tempo de reacdo foram
estabelecidos mediante a incubacdo do ensaio
enzimdtico a 40, 50, 55 e 60° C por 30, 60,
90 e 120 minutos.

A estabilidade térmica foi avaliada subme-
tendo-se o sistema enzimdtico a pré-incubacdo
em temperaturas de 40, 50 e 60° C por 15, 30,
45 e 60 minutos. Decorrido cada intervalo de
tempo, o extrato era retirado do banho-maria e
nele determinada a atividade enzimdtica a 50°C
por 60 minutos. Os resultados de atividade
proteolitica especifica foram transformados
em percentagem de atividade, considerando-se
100% a atividade do extrato ndo submetido ao
aguecimento prévio.

O comportamento do sistema enzimdtico
de hepatopdncreas foi pesquisado frente aos
compostos: cloreto de célcio (CaCly. 2H50),
cloreto de sédio {NaCl), cloreto de ferro IlI
(FesCly 6H50), etilenodiaminotetracético
(EDTA}, cloreto de manganés (MnCly.4H,0),
tiossulfato de sédic (NapSy03. 5H50), dcido
ascorbico{CgHgOg), dcido citrico (H3CgH5071,
2 — mercaptoetanol { HSCHoCH»0H) e bissul-
fito de sodio { NagS,0g) na concentracdo de
1mM. A reacdo enzimatica sem a adicdo de
qualguer reagente quimico (controle} foi consi-
derada 100%. A reacio ocorreu a 50° C por
60 minutos.

A atividade proteolitica do sistema enzimd-
tico de hepatopancreas foi definida arbitraria-
mente como unidade de proteinase (U.P.), sen-
do a quantidade de produto da reacdo enzima-
tica {(50° C e 60 minutos), solive! em TCA e
equivalente a 50 ug de tirosina. Os resultados
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dessa atividade proteolitica foram expressos
em U.P. /m| e a atividade proteolitica especifi-
ca, em U.P./mg de proterna.

A partir da fracdo 20/40, obtida por pre-
cipitagdo do extrato bruto com (NHg)o 504,
foi preparado um extrato na proporcio de
15 mgde liofilizado por ml de tampdo fosfato
0,01 M contendo cloreto de sodio 0,1 M pH
7.0, o qual foi passado em coluna de gel de
Sephadex G — 100 {Pharmacia), medindo 26 x
1,7 cm. O suporte foi tratado conforme instru-
¢Oes do fabricante {Ge! Filtration) e as colunas
tforam equilibradas e eluidas com o mesmo
tampdo. Todas as cromatografias foram feitas'a
temperatura ambiente {ca 26 © C), usando o
fluxo de 30 ml/hora e os efluentes coletados
em fragdes de 3,0 ml, com auxilio de bomba
peristditica {Pharmacia) graduada em 3,4 e co-
letor Beckman. A eluigdo foi seguida pela lei-
tura de absorbancia em espectrofotémetro
(Varian série 634) a 280 nm. Posteriormente, o
teor de proteina e a atividade proteolitica fo-
ram determinados nos efluentes.

As massas moleculares foram estimadas,
usando-se a féormula de Determan & Michel
(1966} :

Log M =
onde:

5,941 — 0,847 ( Ve/Vo)

’

Ve = volume de eluicdo
Vo = volume de exclusdo

!

REZULTADOS E DISCUSSAO

O primeiro passo para a purificagido do sis-
tema enzimatico foi o tratamento com (NH,);
S04. As fracfes 20/40 e 40/60 foram aquelas
que exibiram maior atividade proteolitica espe-
cifica ( tabela |, figura 1}, com recuperacio de
aproximadamente 9,4 e 18,7% e purificacio da
ordem de 2,5 e 1,8 vezes, respectivamenfe.

O fracionamento por precipitacdo com
(NH4)2 S04 tem sido um processo &ampla-
mente utilizado para enzimas proteoliticas
{Sundaram & Sarma, 1960; Gates & Travis,
1969: Huang & Tappel, 1971; Bauer & Ei-
tenmiller, 1974 ; Noda & Murakami, 1981 ; Sa-
ker etal., 1982 ; Hara et al., 1984 : Vieira,
et al., 1985). De um modo geral, o intervalo de
20 a 80% de saturagdo é aquele verificado com
maior freqiéncia para pescado, embora ndo seja
muito diferente, quando outros materiais sdo
pesquisados { Tallan et a/., 1952; Kolszalka &
Miller, 1960 ; Martins & Whitaker, 1968;
Prisco & Vieira, 1976; Ainouz et al., 1981).
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TABELA |

Fracionamento do sistema enzimdtico presente em hepatopincreas de lagosta do género Psnulirus White por sulfato de amonio.

ATIVIDADE PROTEOLITICA

RECUPERA-

VOLUME PROTEINA * VEZES
CAO DA DE
ATIVIDADE
FRACOES {mi) TOTAL TOTAL ESPECIF|- PURIFICA-
{mg/m1) {mq) {UP/mI) {up) CA {9% ) cho
{UP / mgP}
Extrato bruto 100 3,07 307 40,26 4.026 13,11 100 1
0/20 50 zero - zero — - - -
20/40 50 0,235 11,75 759 379,56 32,30 9,43 2,48
40/60 50 0,657 32,85 15,09 7545 22,97 18,74 1,75
60/80 50 0,289 14,45 4,77 238,3 16,51 592 1,26
80/100 50 zero - 1,52 76,0 - - -

Os dados referem-se & extracéo de 1 g de po cetdnico.
* A proterna foi determinada pelo método do microbiureto.
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Figura 1 - Atividade proteolitica especifica do sistema
enzimatico presente em hepatopancreas de lagosta
do género Panulirus White, em fungdo do seu trata-
mento com sulfato de aménio.

A classificacdo das enzimas proteoiiticas
digestivas dos invertebrados tem sido frequen-
temente baseada nos estudos de pH 6timo, uti-
lizando como matéria-prima extratos brutos de
tecidos do trato digestivo. Entretanto, tal dado
fornece pouca informacao sobre a natureza dos
componentes proteoirticos envolvidos na diges-
tdo da proterna e o pH Otimo, isoladamente,
constitui-se um fraco critério de classificagao.

A atividade proteolitica do sistema enzi-
matico de hepatopancreas observada na faixa
de pH de 2,6 a 6,0, usando hemoglobina a 1%,
como substrato, correspondeu a aproximada-
mente 30 % da atividade registrada no interva-
lo de 7,0 a 10,0, com caseinaa 1% (Figura 2}).
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Figura 2 - Variagdo da atividade proteolitica especifica
do sistema enzimético presente em hepatopéncreas
de lagosta do gé€nero Fanulirus White no extrato
bruto, em fungaoe do pH de reacao.



Nas fracSes 20/40 e 40/60 foi elaborada
uma nova curva de pH cujos valores variaram de
6,0 a 9,6. O pH 6timo foi, entdo, estabelecido
como sendo igual a 8,0 {(Figura 3}. Os teores de
proteina determinados pelo Folin foram 0,129
e 0,189 mg/mg de liofilizado, respectivamente
para as duas fracdes supra-citadas. Esses valo-
res de concentracao de proteina foram os mes-
mos para todas as determinacGes dos parame-
tros de caracterizacdo do sistema enzimatico de
hepatopancreas, exceto quando alguma referén-
cia for mencionada.

Estudos de proteases em crusticeos tém re-
velado, na sua maioria, que as proteases alcali-
nas sdo as predominantes; o pH &timo situa-se
em um intervalo mais amplo e a atividade enzi-
mética € mais alta do que aquela observada em
peixes (Takahashi et a/.,, 1964 5e 1964 b ;
Brockerhoff et a/,, 1970 ; Trellu & Ceccaldi,
1976). Segundo Vonk (1960Q) as enzimas di-
gestivas dos crustdceos e outros invertebrados
apresentam muitas semelhancas, quando com-
paradas com as dos vertebrados, exceto pela au-
séncia de enzimas do tipo pepsinica. Embara de
ocorréncia muito rara, Lee et af. {1980) indica-
ram a presenga de significante atividade enzima-
tica, inclusive pepsina, em extrato de hepato-
pancreas de camardo de dgua-doce Macrobra-
chitum rosenbergii.

Os valores relativos ac estudo do efeito da
concentracao de substrato sobre a atividade en-
zimdtica das fracdes 20/40 e 40/60 estdo mos-
trados na figura 4, onde a saturacdo do comple-
xo enzima-substrato ocorreu com 50 mg de ca-
sefna. Esse nivel de saturacdo foi semelhante
ao encontrado por Groninger Jr. (1964) ; Maki-
nodan & lkeda (1969 a e¢b ); Saker etal.
{1982} e Sigueira {1986}.

A determinacdo do tempo e temperatura
Otimos de reacdo mostrou que a 50° C durante
60 minutos, o sistema enzimatico exibiu maxi-
ma atividade para ambas as fracdes (Figuras 5 e
6 ), razdo pela qual foram escolhidos para os
£nsaios.

Outros estudos com crustaceos tém sempre
procurado ressaltar que existe uma relacdo muito
estreita entre o tempo e a temperatura de incu-
bacdo. As enzimas proteoliticas pesquisadas em
hepatopédncreas de vdrias espécies de camardo
win. demonstrado que a hidrélise maxima da ca-
sefna ocorreu a 49°C em Penaeus setiferus (Ga-
tes & Trevis 1969) @ a 559 C com 60 minu-
tos de incubacdo em Trachypenaeus curviros-
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tris [ Asahara, 1973). As enzimas digestivas de
Penaeus japonicus (Maugle et a/., 1982) e de
P. kerathurus {(Galgani et a/. 1984) apresenta-
ram atividade maior a 40° C e 50° C, respec-
tivamente, para uma incubacao de 30 minutos.
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Figura 3 - Variacao da atividade proteolitica especifica
do sistema enzimatico presente em hepatopéncreas
de lagosta do género Panulirus White, submetido ao
fracionamento com sulfatc de amdnio no intervalo de
20-40% (&—A) e 40-60% (/- - \) de saturagio,
em fungéo do pH de reagao.
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Figura 4 - Variagdo da atividade proteclitica especifica
do sistema enzimatico presente em hepatopancreas
de lagosta do género Panulirus White, submetido ao
fracionamento com sulfato de aménio no intervalo de

" 20-40](A—A) e 40-60%( &—-A\)de saturagao, em

fungdo da concentragao de substrato. A reagso enzi-
matica foi realizada a 40°C por 60 minutos.
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Figura S - Variagao da atividade proteoiitica especifica
do sistema enzimdtico presente em hepatopéancreas
de lagosta do género Panufirus White, submetido ao
fracionamento com sulfato de amdnio no intervalo de
20-40% de saturagdo, em funcao da temperatura e do
tempo de ensaio (40°CV—V; 50°C & -+ ; 55°C
&——A; 60°C ¥--¥ )

Em Parahaliporus sibogae, Muramatsu & Ka-
kiuchi (1978) observaram atividade proteoliti-
ca méaxima a 37° C com 15 minutos de incuba-
cdo. Qutros crustdceos decdpodos estudados
por Sather (1969) exibiram a mesma tempera-
tura 6tima, mas para uma incubacdo de 4 horas.

A termoestabilidade do sistema enzimatico
(Figuras 7 e 8 ) revelou que a 40° C hd uma
ativacdo enziméatica mesmo apo6s decorridos 60
minutos de incubagdb. As fractes 20/40 e 40/
60 exibiram uma perda da ordem de 35 a 37%
da atividade inicial apés 60 minutos de exposi-
cdo a 50° C, ao passo que a 60° C a perda foi,
em média, 77% com apenas 15 minutos de
aquecimento. Essa propriedade, inerente ao
sistema enzimatico de hepatopancreas de lagos-
ta, confere uma certa margem de seguranca no
decorrer da preparagdo € manuseio do extrato
enzimatico, sem oferecer grandes riscos de inati-
vacdo.

Makinodan & lkeda (1969 a ) mostra-
ram que as proteinases alcalinas de musculo de
carpa Cyprinus carpio foram estdveis a 65° C
por 10 minutos, mas a 70° C a perda correspon-
deu a 50% da atividade original. De modo con-
trério, as proteinases dcidas parecem menos
estdaveis ao calor, tendo experimentado inativa-
¢do quase total pelo aquecimento a 55° C du-
rante 10 minutos (Makinodan & lkeda, 1969
b).
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Figura 6 - Variag8o da atividade proteolitica especifica
do sistema enzimético presente em hepatopdncreas
de lagosta do género Panulirus White, submetido ao
fracionamento com sulfato de amdnio no intervalo de
40-60% de saturago, em fun¢8o da temperatura e do

tempo de ensaic (40°CV—V; 50°C & -~-A « 55°C
&—dA; 60°C ¥--¥ ).

Também classificadas como termoldbeis
foram a enzima de musculo de camardo Pe-
naeus setiferus, que sofreu inativacdo total com
10 minutos de exposicdo a 50° C (Eitenmiller,
1974) e, aquela presente em hepatopancreas de
camardo Parahaliporus sibogae (Muramatsu &
Kakiuchi, 1978), cuja perda de 50% da ativida-
de foi registrada a 50° C por 15 minutos.

A maioria das enzimas pode experimentar
alguma alteracdo em sua atividade quando em
contato com certos compostos quimicos, os
quais podem ativar ou inibir a velocidade de
reacao.

A fracdo 20/40 sofreu inibicdo da atividade
original em 60, 40 e 11% na presenga de HgCl,,
EDTA e NapS903. bHo0 a 1 mM, respectiva-
mente. Entretanto, o NaySo0g provocou uma
ativacdo da ordem de 10% e os demais compos-
tos nao interferiram sobre a atividade do siste-
ma enzimdtico (Tabela [1).

Para a fracdo 40/60, NapS,05. 5H50
CgHglg e NasS505 foram responsdveis pelo
aumento de 8, 30 e 32%, respectivamente na
atividade inicial. Por outro lado, HgCl,, FeCl3.
6H20 , EDTA, MnClz, 4H20, H3CgH507
e HSCH2CH20H inibiram tortemente a ativida-
de e, os demais ndo tiveram qualquer influéncia
sobre a atividade enzimética (Tabela i1).

A proteinase de hepatopdncreas de cama-
rdo Trachypenaeus curvirostris foi ativada pelo



tiossulfato de sddio, hidroguinona, fons de
manganés, magnésio, |itio e cdlcio e, inibida pe-
lo 2 —mercaptoetanol, dcido ascorbico, dcido ci-
trico, EDTA, ions de ferro It ¢ ferro |11, merca-
rio e chumbo (Asahara, 1973 ). Sakai & Mat-
sumoto { 1981) observaram gue a proteinase
adcida de musculo de lula  Ommastrephes
sloani pacificus experimentou incremento em
sua atividade com a adicdo de EDTA.

A fracdo 20/40 submetida a filtracdo em
gel de Sephadex G — 100 (Figura 9 } apre-
sentou trés picos (I, |1 e |11}, cujas massas mo-
leculares foram estimadas em 124.000, 34.000
e 6.000 daltons, respectivamente.

Os efluentes da coluna foram testados para
a atividade proteolitica (pH 8,0 ), mostrando
que provavelmente duas enzimas estdo presen-
tes em hepatopancreas de lagostas do género
Panulirus White,

CONCLUSGES

1 — O sistema enzimatico de hepatopén-
creas de lagosta apresentou maxima atividade
proteolitica especifica em pH 8,0, usando casei-
na 1% como substrato.

2 — A temperatura 6tima foi 50° C com o
tempo de incubacdo da mistura de reacdo igual
a 60 minutos.

3 — A saturagdo do complexo enzima—
substrato ocorreu com 50 mg de caseina.

4 — O sistema enziméatico foi considerado
termoestavel, com perda significativa de ativida-
de somente quando submetido a 60 ° C.

5 — As fragbes 20/40 e 40/60 oriundas do
tratamento por precipitacdo com sulfato de
amdnio foram as que revelaram maior ativida-
de proteolitica especifica, aumentando a ativi-
dade originat em 2,5 e 1,8 vezes, corresponden-
do a uma recuperacdo de 9,4 e 18,7%, respecti-
vamente.

6 — A atividade registrada na fracdo 20/40
foi inibida pelo HgCl,, EDTA e NayS;03.
5H50a 1mM.

7 — A fragdo 40/60 foi ativada quando em
contato com NagS504. 5H,0, CgHglg e
NasS90g, sendo inibida por FeCl3. 6H4,0,
EDTA, MnClg. 4H20, H3CgHEO7 e HSCH»
CH,OH.

8 — A filtragdo em gel de Sephadex G —
100, a partir da fracdo 20/40, permitiu a obser-
vacdo de duas enzimas, cujas massas molecula-
res foram estimadas em 124.000 e 34.000 dal-
tons.
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Figura 7- Variacdo percentual da atividade proteoli-
tica especifica do sistema enzimatico presente em
hepatopancreas de lagosta do género Panulirus
White, submetido ao fracionamento com sulfato de
aménio no intervalo de 20-40% de saturagio e pré-in-
cubacdo a 40 (A—hk) 50 (A—-A)e 60°C (e—e),
em fungéo do tempo.
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Figura 8- Variac&o percentual da atividade protecli-
tica especifica do sistema enzimético presente em
hepatopancreas de lagosta do género Panuiirus
White, submetido ao fracionamento com suffato de

amdnio no intervalo de 20-40% de saluragao e pré-in-

cubagdo a 40 (A—a ) 50 (A—-A) e 60°C (o—e)
em fungéo do tempo.
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Figura 9 - Filtracdo em gel de Sephadex G-100 da
fragdo obtida por precipitagé@c do extrato de hepato-
pancreas de lagosta do género Panulirus White com
sulfato de amdnio no intervalo de 20-40% de satura-
¢ao.

SUMMARY

The present research work is aimed at sup-
plying information about the characteriza-
tion of the enzymatic system in the hepato-
pancreas of lobsters of genus Panulirus White.

The enzymatic reaction was developed
by adding 1.0 m! of the raw extract either
at 5.0 ml of bovine hemoglobin (Sigma) or
casein {according to Hammarsten, E. Merck
AG Darmstadt) both at 1%. The incubation
occurred at 40° C for sixty minutes, and once
it is finished, the reaction was stopped with
1,0ml of trichloroacetic acid at 40%. The absor-
bance reading at 750nm in a Bausch & Lomb
Spectronic 20 spectrophotometer was taken
after the reaction with Fenol phenclic reagent.

The interval of optimum pH initially esta-
blished for the reaction ranged from 7.5 to 9. 0.
However, after the fractioning by precipitation
with ammonium sulphate the reaction reached
its maximum activity at pH 8.0.

The best temperature for the development
of the reaction was attained at 50° C during a
sixty —minute incubation.

The chosen quantity of substrate was 50mg
of casein at 1 % for 0.5 ml of the extract con-
taining 1 mg of Iyophilized in 3.0mf of buffer
with an incubation at 50° C for sixty minutes.

The enzymatic system of the lobster’s he-
patopancreas under a temperature of 40° C was
slightly activated even after sixty minutes had
elapsed. The fractions 20/40 and 40/60 showed
a loss of about 35 to 37% of activity after sixty
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minutes at 50° C. When the temperature was
60° C with a fifteen—minute heating of the ex-
tract there occurred an average reduction of
77%.

The 20/40 fraction underwent activity
inhibition through the addition of mercury
chloride {(HgCio), etitenodiaminotetracetic acid
(EDTA} and sodium tiosulphate (NapS203.
5H20) at 1mM. The fraction 40/60 was activa-
ted by sodium tiosulphate (NapS3045.5H20]),
ascorbic acid (CgHgOg) and sodium bisulphite
{Na25205) at TmM and inhibited by mercury
chloride (HgClg), iron chloride Iit (FeCl3.
6H20, etilenodiaminotetracetic acid (EDTA},
manganese chloride (MnClp. 4H20}, citric
acid (H3CgHg07) and 2-mercaptoethanol
(HSCH9 CH9 OH} at imM.

The enzymatic system present in the he-
patopancreas of lobsters of genus Panulirus
White displayed activity comparable to the
one found for three commercial enzymes A,
B and C, despite the still very high protein
concentration, owing to the primary state of
purification in which is the enzymatic system
of hepatopancreas, only considering the frac-
tioning by precipitation with ammonium sul-
phate — (NH4)5 S0,4.

After the material elution in a Sephadex
G — 100 column gel, the specific proteolytic
activity assumes a superior value ranging 1.5
to 2.5 times that found for the commercial
proteases.
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