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RESUMO: O estudo das caracteristicas estruturais e cinéticas das amilases presentes no trato digestivo
de larvas de insetos que afetam a producéo agricola de alimentos deve ser realizado em enzimas purificadas.
No processo de purificagdo das amilases, os rendimentos tem sido prejudicados por fatores como a atividade
de proteinases. Para estudar o efeito da adicdo de inibidores de proteinases sobre a estabilidade de
amilases, larvas inteiras de Acanthoscelides obtectus foram trituradas em solucao NaCl 0,85% contendo
3. 10, e 15 mM de acido iodoacetico. Os extratos oblidos foram ensaiados quanto a atividade proteinasica
e amilasica durante 48 horas a 4°C. Os resultados mostraram que a adicdo de 3 mM de AlA reduziu em
50% a atividade de proteinases, sem alterar significativamente a atividade de amilases durante 24 horas.
O emprego de concentracées de 10 e 16 mM de acido iodoacético reduziram a atividade proteinasica em
70%, e diminuiram tambem a atividade de amilases em torno de 80 e 95%, respectivamente. Os resultados
sugerem que, se tais condigbes forem consideradas, é possivel obter maior recuperacdo da atividade em
procedimentos de purificagdo de amilases de insetos.
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INTRODUGAO

A producéo agricola de leguminosas sofre sérios
prejuizos devido a infestacao das sementes por
Acanthoscelides obtectus (Ordem: COLEOPTERA,
Subordem: POLIPHAGA, Familia: BRUCHIDAE).
Conhecidos como “carunchos de feijao”, estes insetos
afetam a qualidade do produto destinado ac consumo
direto e @ semeadura, pois durante o atague o embriao
é destruido juntamente com o endosperma da
semente (Gallo et al., 1988).

A capacidade de infestacao e o desenvolvimento
dos insetos pode ser influenciada pelos nutrientes
constituintes das sementes (Parra, 1991) e pela
atividade de enzimas digestivas (Terra, 1988), como
as amilases responsaveis pela liberagado de energia
para o trabatho celular.

Amilases de larvas de A. obtectus apresentaram
menor atividade quando comparadas com outras
espeécies de insetos criados em cereais (Gutierrez
etal., 1990) e acentuada perda de atividade amilasica

em procedimentos de purificacao por cromatografia
em gel Sephadex G-100 (Miyagui, 1993) e
complexacao com glicogénio (Varéa-Pereira, 1999).
Tais perdas de atividade amilasica podem estar
relacionadas com a atividade de cisteino-proteinases
(Murdok et al., 1988; l.emos et al., 1990; Hines et
al., 1992) e/ou aspartato-proteinases (Silva e Xavier-
Filho, 1991) também presentes em extratos de
larvas de bruguideos. Estes fatos tem dificultado a
realizacdo de estudos sobre as caracteristicas
estruturais e cinéticas das amilases, e a consequente
elaboracao de propostas para redugdo de sua
atividade “in vivo”, colaborando com o controle do
desenvolvimento e infestacao de insetos.

Desta forma, o presente trabalho teve o objetivo
de estudar a influéncia da adicao de diferentes
concentracdes do inibidor acido iodoacetico (AIA)
sobre a atividade de proteinases, visando a
manutengao da atividade durante o isolamento e
armazenamento de amilases do trato digestivo de
larvas de A. obtectus.
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MATERIAL E METODOS

Obtencao de larvas de A. obtectus

Larvas de A. obtectus foram criadas em camara
semiluminagdo, a temperatura 25+£2°C e umidade
relativa de 70£10 %, empregando-se 100 insetos
de mesma geracao para cada 20 gramas de feijao
comum (Phaseolus vulgaris). As larvas foram
retiradas dos feij0es atraves da separagao e quebra
dos cotiledones da semente.

Extracao das enzimas

Foram extraidas enzimas de 800 larvas inteiras
de A. obtectus divididas em quatro grupos atraves
de trituracao em solugao de NaCl 0,85% contendo 3,
10 e 15 mM de acido iodoacético ~ AIA (Fluka). O
volume dos sobrenadantes obtidos da centrifugacéo
a 3.530 x g durante 15 minutos foram completados
para 10 mL e armazenados a 4°C durante 48 horas.
Um dos grupos de larvas foi triturado sem adicao de
AlA e considerado grupo padrao.

Determinagédo da atividade amilasica

A atividade das amilases de larvas de A. obtectus
foi determinada conforme descrito por Bernfeld (1955)
com modificacoes sugeridas por Miyagui (1993).
Aliquotas de 50mL de amostra adequadamente
diluidas, foram adicionadas a 450 mL de solucao
tampao acetato de s6dio 100 mM pH 5,4 contendo
38 mM de cloreto de sodio (NaCl) e 0,1 mM de
cloreto de calcio (CaCl, ) e 500 mL de solucao de
amido a 1% reduzido com borohidreto de sodio como
substrato (Strumeyer, 1967), a temperatura de 37°C.
Apods 5 minutos, a reacao foi interrompida pela adicao
de 1 mldo reagente acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
e aquecida em banho-maria fervente por 10 minutos.
Apos completar o volume da reacédo para 5 ml, os
agucares redutores formados pela acao das
amilases foram quantificados através da leitura da
absorbancia em 540 nm (espectrofotdmetro Femto
482 UV/VIS) utilizando solug&o padrao de maltose
Tmg/mL. Os resultados foram expressos em
Unidades de Amilase (AU). Uma AU foi definida
como a quantidade de enzimas que produz 1 mgde
maltose por mL de extrato por minuto nas condigoes
dareagao.

Determinagao da atividade proteinasica

A atividade proteinasica foi determinada de
acordo com Lemos et al. (1990), pelo emprego de
azocaseina como substrato. A reacdo foi iniciada
pela adicdo de aliquotas de 500 mL de extrato

enzimatico a 500 mL de solucdo de azocaseina 5
mg/mL preparada em tampao acetato 100 mM pH
5,4 a 37°C por45minutos, e interrompida pela adigao
de 500 mL de acido tricloroacetico (TCA) 10% gelado
e centrifugada a 1.100 x g por 15 minutos. Ao
sobrenadante adicionou-se igual volume de KOH 5 N,
A absorbancia foi obtida em 428 nm empregando como
branco uma reacao na qual o TCA 10% foi adicionado
ao meio antes da adicao do substrato.

Determinagao de proteinas

O teor de proteinas dos extratos enzimaticos foi
determinado logo apds a centrifugacao pelo método
descrito por Hartree (1972), utilizando solugao padrao
de albumina de soro bovino 1 mg/mL.

Efeito do AlA sobre a atividade das enzimas

O efeito da adigdo de 3, 10 e 15 mM de AlIA
sobre a estabilidade de enzimas de extratos de larvas
de A. obtectus mantidos a 4°C, foi obtido através
da determinacao das atividades amilasica e
proteinasica em diferentes tempos durante um
periodo de 48 horas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Obtengao de larvas de A. obtectus

As criacdes de A. obtectus forneceram grande
namero de larvas apds 23 dias de desenvolvimento,
demonstrando boa adaptagdo as condicdes
experimentais como temperatura e umidade
empregadas. Miyagui (1993) e Varéa-Pereira (1999)
tambem obtiveram tempos de desenvolvimento de
larvas de A. obtectus igual a 23 dias.

Durante a retirada das larvas dos cotiledones das
sementes de feijao, observou-se variabilidade dos
graus de infestacao e maior preferéncia pelos gréos
dispostos no fundo do recipiente de criagao.

Determinagao de proteinas

A adicdo de AlA nao interferiu no teor de proteinas
durante a obtencao dos extratos enzimaticos, cujos
valores foram semelhantes entre si e iguais a 0,726,
0,782,0,704 e 0,714 mg/mL, para o extrato padrao
e para os extratos com 3, 10 e 15 mM de AlA,
respectivamente.

Efeito do AlA sobre a atividade das enzimas

A Figura 1 mostra o efeito de diferentes
concentracdes de AlA sobre as atividades
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proteinasica e amitasica de extratos de larvas de
A.obtectus mantidos a 4°C durante 48 horas. A
adicado de 3, 10 e 15 mM de AIA reduziu
significativamente a atividade de proteinases nos
extratos de larvas de A. obtectus quando
comparados com o extrato padrao obtido sem adicao
de inibidor (Figura 1A). As porcentagens de reducac
media foram estimadas em 50% para adicao de 3
mM de AlA e 70% para adicdo de 10 e 15 mM de
AlA. Estes resultados foram comparaveis aos
obtidos por Silva & Xavier-Filho (1991), que obtiveram
58,2% de inibicao de proteinases de larvas de
Callosobruchus maculatus através da adicao de 3
mM de acido iodoacético. Tanto a atividade
proteinasica remanescente apresentada pelos
extratos contendo AlA, como a elevacao desta
atividade no extrato padrao verificada apés 24 horas
a4°C, podem estar relacionadas com a ativacéo de
diferentes espécies de endo e exoproteinases, pois,

segundo Silva & Xavier-Filho (1991), AIA inibiu
caracteristicamente aspartato-proteinases de tratos
digestivos de larvas de Callosobruchus maculatus
e Zabrotes subfasciatus. A Figura 1B mostra que
os extratos padrao e com 3 mM de AIA
apresentaram pequena variacado da atividade
amitasica até 24 horas. Entretanto, apos este
periodo, o extrato padrao sofreu acentuada reducao
da atividade amilasica, provavelmente relacionada
com a elevacao da atividade proteinasica verificada
apos este mesmo tempo (Figura 1A). Os extratos
padrdo e com 3mM de AlA apresentaram atividade
amilasica semelhantes entre si demonstrando que
nesta concentracao, o inibidor nao interferiu na
atividade das amilases. Por outro lado, a adicac de
10 mM e 15 mM de AlA interferiu significativamente
sobre a atividade das amilases ocasionando uma
reducaoc meédia de 80% e 95% da atividade
amilasica, respectivamente.
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Figura 1 — Efeito do tempo e da adicéo de 3, 10 e 15 mM de acido iodoacético sobre as atividades proteinasica (A)
e amilasica (B) de extratos enzimaticos de larvas de A. obtectus. Extrato padrdo sem adicao de AlA.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram
que a adicao de 3 mM de AIA foi suficiente para
inibir em torno de 50% da atividade de proteinases
sem afetar significativamente a atividade amilasica,

promovendo desta forma, a protecao das amilases
presentes nos extratos mantidos a 4°C durante 24
horas. Isto sugere que, nestas condi¢cbes, métodos
de purificacao de amilases de trato digestivo de
larvas de A. obtectus poderao ser realizados com
boa recuperagao da atividade amilasica.
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ABSTRACT: Research on the amylases from the gut of the insect pest Acanthoscelides obtectus was
studied using purified enzymes. The purification procedures resulted in low recoveries of enzyme because
of the degradative action of insect-qut proteinases. To study the inhibition effects of proteinases on amylase
stability, enzymes of whole larvae homogenates of Acanthoscelides obtectus were extracted with 0.85 %
NaCl solution containing 3, 10 and 15 mM of iodoacetic acid. The extracts were assayed for proteinase and
amylase activity against the substrates, azocasein and starch, respectively, in 100 mM sodium acetate
buffer (pH 5,4) containing 0,17 mM CaCl, and 38 mM NaCl over a 48 h-period at 4 "C. The resuit showed that
iodoacetic acid at a concentration of 3 mM did not interfere with the amylase activity. However, the proteinase
activity was reduced by some 50% at the same concentration during 24 h. When 10 and 15 mM iodoacetic
acid were used, the proteinase activity decreased by 70 %, while the amylase activity was reduced by 80

and 95 %, respectively.

KEY WORDS: Amylase; proteinase; Acanthoscelides obtectus, proteinase inhibitor.
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