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As lagostas, incluidas entre os mais
importantes recurso; pesqueiros do Nor-
deste brasileiro, tém sido objeto de
estudo nos principais pafses produtores,
sob 0s mais diversos dngulos. No Brasil
poucas sdo as informacgdes sobre a fisio-
logia e bioquimica desses animais.

No processo metabélico dos crusta-
ceos, 0 hepatopancreas desempenha
papel central, atuando como armaze-
nador de glicogénio, gordura e calcio.
Nele estdo contidas as enzimas respon-
saveis pelo metabolismo da purina, segre-
gacdo dos acidos biliares e muitas reacdes
do metabolismo dos crustaceos (Passano,
1960).

A muda figura entre as principais
transformagdes que ocorrem nos crus-
taceos, sendo responsavel pelo cresci-
mento e desenvolvimento do animal
(Aiken, 1980). Paralelamente ao ciclo
de muda, ocorre uma estocagem e mobi-
lizagdo dos produtos da digestdo, sendo
o hepatopancreas o principal oOrgdo
envolvido nesse processo (Travis, 1955).

Embora os conhecimentos sobre a
estocagem de protefna e sua utilizagdo
sejam escassos, as proteinas parecem ser
0 mais importante componente da
reserva organica armazenada durante o
periodo compreendido entre duas mudas
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sucessivas. Dessa forma, o crescimento
normal dos tecidos € possibilitado nos
estagios de pds-muda.

Estudos realizados por Vonk (1960)
com o crustaceo Maja squinado demons-
traram a presenca de, pelo menos, quatro
componentes proteoliticos no hepato-
pancreas e suco intestinal: proteinases,
carboxipeptidases, aminopeptidases e
dipeptidases. A proteinase do Maja pode
muito bem ser relacionada com a tripsina
dos vertebrados, parecendo estar pre-
sente no suco estomacal e no hepatopan-
creas como enzima ativada.

O presente trabalho aborda, em cara-
ter preliminar, as propriedades do sis-
tema proteolitico do hepatopancreas de
jovens da lagosta Panulirus laevicauda
(Latreille} e estuda, ainda, seu compor-
tamento em relagdo aos estagios do ciclo
de muda.

MATERIAL E METODOS

Utilizamos lagostas jovens da espécie
Panulirus laevicauda (Latreille) captu-
radas nas praias do Meireles e do Farol,
em Fortaleza — Ceard, nos meses de
janeiro a junho de 1982.

A determinacdo dos estédgios do ciclo
de muda foi feita pelo método de Drach
(1939), citado por Travis {1955} e Aiken
(1980).
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Os ensaios para as determinacdes e
caracterizacbes do sistema enzimatico
foram feitos em lagostas no estagio C do
ciclo de muda.

Os hepatopancreas foram homoge-
neizados com tampdo fosfato 0,01 M em
cloreto de sodio (NaCt) 0,1 M, pH 7,0,
na proporcdo de 1:10 (p/v).

Os extratos foram centrifugados a
20.000 x g por 15 minutos a 4°C em
centrifuga International modelo HT. Os
sobrenadantes foram conservados em
congelador até o momento de sua utili-
zacao.

Nos extratos foram determinadas as
concentracdes de proteina e nitrogénio
amino salOvel, e a atividade proteolitica.

A concentracdo de proteina foi
determinada pelo método do Micro-biu-
reto  (Goa, 1953), usando-se como
padrdo a albumina sérica bovina (Sigma),
sendo os resultados expressos em mili-
grama de proteina por mililitro.

O teor de nitrogénio amino solvel
foi determinado mediante o método de
Yemm & Cocking {1955), usando-se uma
curva padrdo da L-Leucina (Merck). Os
resultados obtidos foram expressos em
mg de nitrogénio amino solavel por mt.

A atividade proteolitica, capacidade
de hidrolizar a caseina, foi determinada
pela reacdo de 0,1 ml do extrato, 5,0 ml
de caseina (segundo Hammarsten, E.
Merck AG Darmstadt) a 1% em tampéao
fosfato 0,01 M e cloreto de sédio 0,1 M
pH 7,0. O tempo de reacdo foi de 60
minutos a 50°C. Parou-se a reacdo com
1,0 ml de acido tricloroacético (TCA} a
40% (Ainouz et al., 1972). Apo6s 30
minutos de repouso, a mistura foi fil-
trada em papel filtro quantitativo
Framex, faixa branca, sendo a atividade
proteclitica determinada na fracdo sold-
vel em TCA e medida pela absorbancia
em 750 nm em espectrofotdmetro
Varian Techtron modelo 635 K. depois
da reacdo com o reagente de Folin
{Lowry et al., 1951). O tempo zero ou
branco da reacdo foi obtido pela adicdo
do substrato apés ter sido adicionado
TCA a 40%. Todos os valores de densi-
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dade Otica das amostras foram sub-
traidos dos valores dos brancos. A uma
unidade de atividade correspondeu a
variacdo de 0,1 de densidade Otica. A
atividade proteolitica foi expressa em
unidade de atividade (U. A.) por ml e a
atividade especifica, determinada através
da divisdo da atividade proteolitica pela
concentracdo de proteina, sendo os
resultados expressos em U. A./mg pro-
teina.

O pH 6timo foi determinado usan-
do-se a mistura de reacdo nos pHs 6,0,
7,0,8,0,9,0,10,0, 11,0e 12,0.

O tempo e a temperatura 6timos
foram determinados mediante a incuba-
¢do da enzima e substrato em tempera-
turas de 30, 40 e 50°C, durante periodos
de 30, 60, 90 e 120 minutos.

A relagdo enzima-substrato foi deter-
minada variando-se o substrato de 10 a
70 mg, conservando-se o volume final de
10 mi.

Os resultados da atividade enzimatica
relativa aos experimentos citados foram
expressos em unidade de atividade por
mi (U. A./ml).

A termo-estabilidade foi determinada
submetendo-se previamente o extrato
a temperaturas de 40, 50 ¢ 60°C durante
15, 30 e 60 minutos, sendo, em seguida,
determinada a atividade enzimdtica em
cada fracdo. Os resultados, em U. A./ml,
foram transformados em porcentagens
de atividade, sendo considerada 100% a
atividade do extrato ndo submetido ao
calor,

Os tampdes acetato nos pHs 4,0 e
5,0, fosfato nos pHs 6,0 e 7,0 e borato
nos pHs 8,0, 9,0 e 10,0, foram usados
também na preparacio de extrato de
hepatopéncreas.

Os extratos de hepatopancreas, pre-
parados com tampdo acetato pH 5,0 na
proporcdo de 15 {p/v), foram usados
para o fracionamento com sulfato de
amonia. Este foi sendo adicionado grada-
tivamente ao extrato para atingir uma
saturacdo de 20% e, ap6és 15 minutos
(25°C), o precipitado foi removido por
centrifugagdo (20.000 x g, 15 minutos,
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4°C). O sobrenadante foi utilizado para
as proximas precipitacoes a 40, 60, 80 e
100% de saturacdo. QOs precipitados
obtidos foram suspensos em tampao
fostato pH 7,0 e dialisados contra agua
destilada (4°C), até que a reacdo da agua
com o hidroxido de bério fosse negativa.
O contetdo de proteina e as atividades
proteoliticas foram determinadas em
todas as fracOes, sendo estes expressos
em U. A./mg proteina.

Nos diversos estagios de muda foram
determinadas a atividade proteolitica,

concentracdo de proteina e nitrogénio
amino solavei.

RESULTADOS E DISCUSSAQO

A atividade proteolitica apresentou
um pico maximo em pH 7,0 e outro, de
menor intensidade, em pH 9,0, corres-
pondente a 84% do valor naquele pH
(figura 1). Isto sugere a possibilidade da
presenca de duas proteases capazes de
hidrolizar a caseina em hepatopancreas
de jovens da lagosta Panulirus laevicauda.
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Figura 1 — Variagdo da atividade proteolitica de hepatopancreas de jovens da lagosta Panulirus laevicauda

{Latreille), em funcdo do pH.
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Mansour-Beck (1932), trabalhando
com hepatopancreas de Maja squinado,
encontrou uma protease com atividade
maxima em intervalo de pH de 6,0 a 6,4,
uma carboxipeptidase e aminopeptidase
com méaximo de pH em 8,2 e uma
dipeptidase com méaximo de atividade
em pH 8,4.

Em trabalhos mais recentes, tem-se
evidenciado atividade proteolitica ma-
xima em pHs que variam de 6,0 a 8,4
{Gates & Travis, 1969; De Villez, 1975:
Trellu & Ceccaldi, 1976).
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Inicialmente, pode-se observar que a
atividade proteolitica é crescente quando
hd aumento de temperatura de incuba-
¢do. Esta atividade apresentou um incre-
mento porcentual mais elevado, 3 tem-
peratura de 50°C e no tempo de 60 mi-
nutos, razdo pela qual este tratamento
foi escolhido para os ensaios enzimaticos
{figura 2). '

A temperatura de incubacdo a 50°C
situa-se proxima daquelas encontradas na
literatura para proteases de organismos
marinhos, quando a casefna foi utili-
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Figura 2 — Variacdo da atividade proteolitica de hepatopancreas de jovens da lagosta Panulirus laevicauda

{Latreille), em fungdo do tempo e temperatura de incubacfo.
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Figura 3 — Variagdo da atividade proteclitica de

hepatopancreas de jovens dz lagosta Panulirus Jaevi-
cauda (Latreille), em funcdo da concentragdo do
substrato.

zada como substrato (Croston, 1960;
Dabrowski & Glogowski, 1977).

A saturacdo de enzima-substrato
ocorreu segundo a relagao de 50 mg de
caseina para 0,1 ml de extrato 1:10
(p/v), ou seja, 50 mg de substrato para
5 mg de proteina/mi no extrato
{figura 3). Estes valores indicam uma
grande atividade no extrato estudado,
superiores aqueles encontrados por
Prisco & Vieira {1976) e Ainouz et al.
(1981).

O sistema enzimatico apresentou-se
bastante estavei em relacdo as tempera-
turas a que foi submetido. A 40 e 50°C
houve uma ativagdo nos primeiros 30
minutos de aquecimento do extrato,
ocorrendo um decréscimo ap¢s 45 mi-
nutos. Entretanto, a 60°C houve uma
reducdo crescente em relagdo ao tempo,
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Figura 4 — Variacdo porcentual da atividade proteolitica no hepatopancreas de jovens da lagosta Panulirus

laevicauda (Latreille), em fungio do tempo e temperatura de aquecimento do extrato.
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atingindo uma perda de 84% da atividade
com 60 mintos de exposicdo do extrato
ao calor (figura 4).

O tampao acetato no pH 5,0 foi o
que se mostrou mais eficiente na extra-
cdo do sistema proteolitico do hepato-
pancreas de jovens da lagosta Panulirus
laevicauda, vindo por ordem decrescente
o tampdo fosfato pH 6,0 e 7,0 {figura b).
Ha indicacOes na literatura como sendo
o tampdo fosfato pH 7,0 o mais eficiente
para a extracdo de proteases (Makinodan

& lkeda, 1969; Prisco & Vieira, 1976:
Ainouz et a/., 1981).

No processo de purificacdo do sis-
tema enzimatico, verificou-se que a ativi-
dade proteolitica méxima ocorreu na
fracdo de 40-60% de saturacdo com sul-
fato de amonia, seguindo-se as fracBes
20-40% e 60-80% (tabela I; figura 6).
Gates & Travis (1969), Makinodan &
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Ikeda (1969}, Beverly & Eitenmiller
(1974) indicam que, para a maioria das
enzimas proteoliticas, o intervalo de
purificagdo situa-se na fracio 40-60%.
Considerando que esta fracdo apresenta
uma grande purificacdo, da ordem de
5,7 vezes (565%) em relacdo ao exirato
bruto, pode-se admitir este tratamento
com sulfato de aménia como a primeira

etapa de purificagdo para o sistema
enzimatico encontrado em hepatopan-
creas de lagosta jovem Panulirus laevi-
cauda.

O pico maximo de atividade prateo-
litica especifica ocorreu no estigio C,
sendo seu valor minimo observado no
estagio D {tabela Il; figura 7). O compor-
tamento das proteases e de proteinas, em
relacdo ao ciclo de muda em animais, é
varidvel de espécie para espécie. Segundo
Trellu & Ceccaldi (1976) as proteases
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Figura 6 — Variagdo da atividade proteolitica especffica do hepatopancreas de jovens da lagosta Panulirus

laevicauda (Latreille), em fun¢do do pH da solucdo de extragdo.
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de Carcinus maenas tém seu maximo de O teor mais elevado de proteina
atividade no estagio C, enquanto que em ocorreu no estdgio D e o mais baixo no
Palaemon serratus a atividade maxima estagio B (tabela Il). Passano (19€0)
ocorre nos estagios C e D. indica que "a renovacdo de proteina no

hepatopancreas de Callinectes atinge ©

209 maximo durante o estagio D. Neste estd-
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Figura 6 — Atividade especi ica da enzima de hepato- Figura 7 — Variacdo da atividade proteolitica do

pancreas de jovens da lagosta Panulirus laevicauda hepatopancreas de jovens da lagosta Panulirus laevi-
(Latreille), em relagdo a sua saturagdo com sulfato de  cauda (Latreille), em relagdo aos estagios de muda.
amadnia.

TABELA |

Atividade especifica proteotitica de hepatopancreas de jovens da lagosta Panulirus Jaevicauda (Latreille), em
relacdo a sua saturagdo com sulfato de amania.

[+12 -~

% de s?ifgto U A /ml mg Proteina/mi U.A‘/'mg Recuperacio nggs df

de amébnia Proteina (%} Purificacdo
0 3525 106,3 33,2 100,0 1.0

0O — 20 275 4.1 67,1 39 2,0

20 — 40 1.425 13,7 1040 129 31

40 - 60 2.775 14,8 187.,5 13,3 5,7

60 — 80 200 2.4 83,3 2,3 2,5

80 — 100 100 24 a1.7 23 1,3

TABELA I

Variacdo da atividade proteolitica e concentragdo de nitrogénio amino solivel de hepatopancreas de jovens da
lagosta Panulirus laevicauda {Lutreille), em relagdo aos estdgios do ciclo de muda.

. N- 1
Estagio do U.A./ml mg Proteina/mil U.A./mg Proteina g Famina
ciclo de sol./mi
muda Mi Ma M M| mMa | M Mi | Ma | M | mi| Maim
A 1.500 5.900 3.700 429 77,2 | 60,0 35,0 76,4 | 55,7 221 40 (31
B 450 3.250 2271 22,3 875 | 469 20,2 105,3 | 53,1 1,31 29 (2.1
C 1.5650 6.950 4.042 30,9 1252 | 59,9 19,7 1814 | 76,9 25) 6,1 |41
D 550 6.650 3.808 51,5 1012 729 9,7 752 | 50,4 241 3,0 27

Convengdo: Mi — valor minimo; Ma — valor maximo; M — valor médio,
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Figura 8 — Concentra¢do de nitrogénio amino soldvel
em hepatopéncreas de jovens da lagosta Panulirus
laevicauda (Latreille), com relacdo aos estdgios de
muda.

gio, o crustdceo inicia sua jnatividade
apos uma fase de extrema atividade veri-
ficada no estdagio C. Segundo Trellu &
Ceccaldi (1976}, no estagio D ha uma
diminuicdo das atividades enzimaticas,
coincidindo com o inicio da fase de
jejum fisiologico do animal que, nesse
momento, comeca a reguisitar as reservas
acumuladas no hepatopédncreas, durante
a fase ativa (estagio C), para utiliza-las
em seu processo vital. Isto explicaria a
maior atividade proteolitica ter ocorrido
no estdgio C, decrescendo no estagio D,
quando o animal diminui intensamente
suas atividades metabdlicas e, consequen-
temente, suas necessidades nutricionais.

O nitregénio amino solGvel teve sua
concentracdo maxima no estigio C,
sendo a minima observada no estagio B
(tabela Il; figura 8). A concentracdo
méaxima de nitrogénio amino solGvel
corresponde com o maximo de atividade
proteolitica, indicando coeréncia dos
dados, visto gue o N — amino solavel é
um produto de degradacao de protelnas.

CONCLUSOES

1 — A enzima apresentou um pH 6timo
para a caseina em 7,0, sendo que em pH
9,0 observou-se cerca de 84% da ativi-
dade proteolitica obtida em pH 7,0.
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2 - O 6timo de temperatura ocorreu a
50°C e o tempo de incubagdo da reacdo
foi de 60 minutos.

3 — Para a relagdo enzima-substrato
ficou estabelecida a raz3o de 50 mg de
caseina para 50 mg de proteina do
extrato correspondendo a 0,1 ml do
mesmo diluido de 10 vezes.

4 — O sistema enziméatico foi estavel as
temperaturas de 40 e 50°C, perdendo
aproximadamente 84% de sua atividade
quando submetido a 60°C por 60 minu-
tos.

5 — O pH mais eficiente para a extragdo
da enzima foi o 5,0 usando o tampio
acetato de sbdio.

6 — A fracdo correspondente a 40-60%
de saturacdo com sulfato de amonia foi
a que apresentou maior atividade especi-
fica. A purificacdo foi aproximadamente
de 5,7 vezes em relagdo ao extrato bruto,
com uma recuperacdo de enzima da
ordem de 13,9%.

7 — A maior atividade especifica acorreu
no estagio C e a menor no estagio D do
ciclo de muda.

8 — A concentracdo maxima de proteina
no  hepatopéncreas foi observada no
estagio D e a minima no estagio B.

9 — A concentracdo mais elevada de
nitrogénio amino solGvel em relacdo aos
estdgios do ciclo de muda foi verificada
no estdgio C, enquanto a minima foi no
estagio B.

SUMMARY

English title: Preliminary study for
the characterization of proteolytic
enzymes in hepatopancreas of juve-
niles of lobster Panulirus laevicauda
(Latreille}.

This paper is a preliminary study of
some fundamental characteristics of the
proteolytic system of hepatopancreas of
juveniles of lobster Panulirus laevicauda,
collected at Fortaleza (Ceard State,
Brazil), in the period from January
through July, 1982, and its relation to
the molting stages determined through
the method of Drach (1939).
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The enzymatic essays and protein
contents have been determined using
lobsters in stage C, except for those to
which other molting cycle stages are
referred.

The extract of hepatopancreas
was homogenized in buffer phosphate
0.01 M in NaCl 0.1 M, pH 7.0 at a
proportion 1.10 (weight/volume) in ice
bath and centrifuged for 15 minutes at
20,000 x g and 4°C.

The optimum reaction pH was 7.0,
although at pH 9.0 the activity main-

tained only 85 per cent of that presented
at pH 7.0. The optimum reaction tempe-
rature was 50°C, for 60 minutes of
incubation.

The enzymatic system showed to be
very thermo-stable, since only at 60°C
the proteasis has undergone some
changes, losing 84 per cent of its activity
when 60 minutes have elapsed.

in the process of purification the
40-60 per cent solution of saturation
with ammonia sulphate showed its
maximum proteolytic activity. The
purification of the enzymatic system was
about 5.7 times, in relation to the raw
extract,

The most efficient buffer for pro-
teasis extraction was found to be the
sodium acetate at pH 5.0.

On a preliminary basis, it was
observed that the highest specific pro-
teolytic activity and highest soluble
nytrogen amine occurred at stage C,
while the highest protein content was
observed at stage D of the molting
cycle.
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