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RESUMO  

Tem sido notória a contaminação de ambientes aquáticos com elementos químicos 

potencialmente tóxicos e compostos orgânicos (pesticidas, hidrocarbonetos, corantes 

etc.) devido à atividade industrial. Neste contexto, tem crescido o uso de rejeitos da 

carcinicultura como fontes de moléculas com aplicações em biorremediação, como as 

enzimas lacases, que apresentam atividade de degradação de diversos contaminantes 

como hidrocarbonetos aromáticos, fenóis, pesticidas, corantes, entre outros. Entretanto 

tais contaminantes são descartados na água junto à elementos químicos potencialmente 

tóxicos e estes podem interferir na atividade enzimática de biorremediação de enzimas 

nos diversos contamiantes. Então, é importante entender se as enzimas permanecerão 

ativas mesmo na presença dos elementos químicos potencialmente tóxicos. Portanto, 

este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito destes elementos químicos 

potencialmente tóxicos em enzimas do tipo lacase em extratos brutos do hepatopâncreas 

do camarão Litopenaeus vannamei. O efeito dos elementos químicos potencialmente 

tóxicos também foi evidenciado em metaloproteinases no mesmo extrato para entender 

se a presença destas enzimas interfere na interação dos elementos químicos 

potencialmente tóxicos com as lacases. Para a determinação do efeito dos metais 

potencialmente toxicos (níquel, mercúrio, cobre, cádmio e zinco em concentrações entre 

0,001 e 10 mM), os mesmos foram incubados (separadamente) com os extratos. Em 

seguida, foi verificada a atividade residual percentual das lacases e das metaloproteinases 

em comparação com um controle sem metais potencialmente toxico (100%). Nenhum dos 

metais potencialmente toxico entre 0,001 e 1 mM (concentração acima dos valores 

admissíveis) foi capaz de inibir as enzimas testadas. Além disso, o cloreto de níquel 10 

mM também não foi capaz de inibir a atividade de lacases e de metaloproteinases. Por 

outro lado, cloreto de mercúrio, de cobre e de cádmio 10 mM foram capazes de aumentar 

significativamente a atividade das lacases, enquanto que cloreto de mercúrio e de cobre 

inibiram as metaloproteinases. Já o sulfato de zinco 10 mM inibiu tanto as lacases quanto 

as metaloproteinases. Portanto, conclui-se que a maioria dos metais potencialmente 

tóxicos testados foi capaz de interferir na atividade de enzimas do tipo lacase no extrato 

de hepatopâncreas de L. vannamei.  

 

Palavras-chave: cobre oxidases, contaminantes, hepatopâncreas, metaloproteinases, 

rejeitos do pescado.  
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ABSTRACT  

The contamination of aquatic environments with potentially toxic chemical elements and 

organic compounds (pesticides, hydrocarbons, dyes, etc.) has been notorious due to the 

industrial activity. In such a context, there has been an increase regarding the use of 

shrimp farming residues as sources of molecules with applications in bioremediation, such 

as laccase enzymes, which present a degradation activity of various contaminants such 

as aromatic hydrocarbons, phenols, pesticides, dyes, among others. However, such 

contaminants are discarded in water along with potentially toxic chemical elements and 

these can interfere in the enzymatic activity of enzyme bioremediation in such a variety of 

contaminants. Then, it is important to understand whether the enzymes will remain active 

even with the presence of potentially toxic chemical elements. Consequently, this work 

aims to evaluate the effect of potentially toxic chemical elements on laccase enzymes from 

the crude extracts from the shrimp Litopenaeus vannamei hepatopancreas. The effect of 

metals was also evidenced in metalloproteinases in the same extract to understand 

whether the presence of these enzymes interfere on the interaction of metals with 

laccases. To determine the effect of the potentially toxic metals (nickel, mercury, copper, 

cadmium and zinc in concentrations between 0.001 and 10 mM), they were incubated 

(separately) with the extracts. Subsequently, the percentage of the residual activity of 

laccases and metalloproteinases was verified compared with a control without potentially 

toxic metals (100%). None of the potentially toxic metals between 0.001 and 1 mM 

(concentration above the allowable values) were able to inhibit the tested enzymes. 

Furthermore, 10 mM of nickel chloride also were not able to inhibit the activity of laccases 

and metalloproteinases. On the other hand, the 10 mM chlorides of mercury, copper and 

cadmium were able to significantly increase laccase’s activity, while chlorides of mercury 

and copper inhibited metalloproteinases. In its turn, the 10 mM zinc sulfate inhibited both 

laccases and metalloproteinases. Therefore, it is concluded that the majority of the tested 

potentially toxic metals were able to interfere in the laccase enzymes activity in the extract 

of hepatopancreas from L. vannamei. 

 

  

Keywords: copper oxidases, contaminants, hepatopancreas, metalloproteinases, fish 

waste.     
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1. INTRODUÇÃO  

Os ecossistemas aquáticos estão sujeitos à influência de inúmeros fatores 

ambientais resultantes dos ritmos diários e sazonais característicos dos ecossistemas 

costeiros e estuarinos, além do estresse decorrente de atividades antrópicas. Estes 

são fatores determinantes para a contaminação e prevalência das doenças em 

organismos aquáticos, os quais estão em estreita relação com o ambiente em que 

vivem (LE MOULLAC, HAFFNER, 2000).  

 Dentre as atividades antrópicas que causam prejuízos ao meio ambiente, 

destacam-se o acúmulo de metais potencialmente tóxicos, principalmente despejados 

por diversos tipos de indústria (LUNA-ACOSTA et al, 2017). Neste contexto, observa-

se que indústrias como a têxtil e a petrolífera, dentre outras, representam uma 

importante fonte de contaminantes inorgânicos (metais potencialmente tóxicos) e 

orgânicos (pesticidas, hidrocarbonetos, corantes etc.) no ambiente aquático 

(GIORDANO, 2004).  

Para a biorremediação de diversos contaminantes, tem-se testado o uso de 

moléculas provenientes de rejeitos do pescado, os quais também são descartados no 

meio ambiente de forma inadequada (NÚÑEZ-GÓMEZ, 2016). Assim, o uso dos 

subprodutos da indústria pesqueira contribui para a diminuição do impacto ambiental 

e para a obtenção de moléculas com aplicações biotecnológicas (CAHU et al., 2012).  

Dentre as partes descartadas de camarões, o hepatopâncreas é um órgão que 

está presente na cabeça e que é fonte de diversas biomoléculas. Esse é o órgão 

digestivo do camarão, de forma que contém diversas enzimas que podem ser 

utilizadas com aplicações biotecnológicas (BUARQUE et al., 2009). Apesar de conter 

em grande parte enzimas do sistema digestivo, tem sido relatado que o 

hepatopâncreas pode também ter enzimas com outras funções ligadas ao sistema 

imune destes organismos (SILVEIRA et al., 2018).  

Dentro do contexto apresentado, vem sendo estudado no hepatopâncreas o 

uso das enzimas do sistema das profenoloxidases no sistema imune (BARRETO, 

2020). Este sistema apresenta importante função na defesa imune de camarões 

(PERAZZOLO, BARRACCO, 1997). Sua ativação em fenoloxidases inicia uma 

sucessão de eventos proteolíticos que culminam na melanização de patógenos 

invasores, sendo este processo um dos mais importantes para o sistema imune de 
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crustáceos (CERENIUS, et al., 2010; EKASARI, et al., 2014). Essas enzimas são 

divididas em catecol oxidases, lacases e tirosinases (BRIS, et al., 2016).  

A maior parte dos trabalhos publicados sobre a atividade de fenoloxidases em 

crustáceos está focada nos papéis dessas enzimas nos mecanismos de defesa 

imunológica (POPE, et al., 2011; LIN, et al., 2013). No entanto, tem sido sugerida uma 

relevância ecológica para as fenoloxidases, especialmente as lacases, como 

biorremediadores para poluentes de ambientes aquáticos (KHALILI, 2016). Assim, torna-

se importante a caracterização das lacases de crustáceos como forma de produzir um 

meio de degradação dos contaminantes de poluição ambiental por meio de resíduos de 

reaproveitamento de indústrias pesqueiras.  

Neste contexto, para que as lacases possam exercer seu efeito na degradação de 

contaminantes (pesticidas, hidrocarbonetos, corantes etc.) é necessário que elas não 

sejam inibidas pelos metais potencialmente tóxicos que são descartados junto aos 

compostos tóxicos. Por isso, é necessário testar se diversos metais potencialmente 

tóxicos são capazes de inibir as lacases para possibilitar as aplicações de biorremediação 

dessas enzimas.  

O presente trabalho estudou o efeito dos metais potencialmente toxicos nas 

enzimas do tipo lacases em extratos de hepatopâncreas de camarão. Como os extratos 

são fontes de diversas enzimas, também foi necessário caracterizar o efeito dos metais 

potencialmente toxicos na atividade de enzimas do tipo metaloproteinase, as quais 

também podem sofrer a ação destes metais (GOMIS-RÜTH et al., 1994). Portanto, o 

estudo com as metaloproteinases serviu para entender se a presença destas enzimas 

interferiu na interação dos metais com as lacases.  

Diante disso, foi estudado o efeito de metais potencialmente tóxicos em enzimas 

do tipo lacase e metaloproteinase do hepatopâncreas do camarão Litopenaeus 

vannamei, o qual representa a principal espécie de camarão cultivada no Brasil e uma 

das principais fontes de descarte inadequado de rejeitos da indústria pesqueira no meio 

ambiente (BARBIERI JÚNIOR; OSTRENSKY NETO, 2002).  

  

 2.  REFERÊNCIAL TEÓRICO  

2.1 Impacto ambiental da atividade industrial  

As atividades antrópicas têm causado vários prejuízos ao meio, destacando-se 

o impacto da atividade industrial. Os danos causados ao meio ambiente pelo descarte 
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de compostos xenobióticos prejudicam as atividades decorrentes de um ecossistema 

sadio, como a rentabilidade decorrente do turismo e do uso sustentável dos recursos 

naturais (FANDÉ e PEREIRA, 2014; MICHELIN, 2006). Neste contexto, indústrias 

como a têxtil e a petrolífera apresentam um grande potencial econômico, mas podem 

gerar danos pela liberação de corantes e de petróleo ao ambiente aquático 

(KENNISH, 1991).  

Mediante o exposto, um grande desastre ambiental causou o derramamento de 

óleo proveniente de petróleo em praias do Nordeste (ARAÚJO et al., 2020). Esse 

desastre está levando um prejuízo sem precedentes aos ecossistemas aquáticos. A 

estimativa é de que esse derramamento de petróleo gere prejuízos durante décadas 

e que mesmo com a retirada do óleo, os seus subprodutos tais como os 

hidrocarbonetos policíclicos aromáticos ainda persistam no ambiente aquático 

(UCHOA, 2019).  

Outro exemplo é a indústria têxtil, que merece ênfase por ser responsável por 

um grande volume de efluentes lançados no meio ambiente (LI et al., 2020; 

GIORDANO, 2004). Os efluentes têxteis são caracterizados por serem extremamente 

coloridos, visto que possuem corantes que não se fixam na fibra durante o processo 

de tingimento (ZHUO et al., 2019). Isto leva à poluição dos corpos d’água pelos 

corantes reativos, os quais alteram os ciclos biológicos e causam prejuízos 

ambientais. Estudos revelam que os azocorantes podem causar mutações e podem 

ser carcinogênicos (JESUS, 2005).  

Além disso, resíduos de diversos tipos de indústria descartados na água, 

costumam estar associados a metais potencialmente tóxicos (ALENCAR et al., 2016). 

Isto potencializa os efeitos danosos desses resíduos, visto que os metais também 

podem ser bastante tóxicos, apresentando efeitos como o carcinogênico. Os metais 

potencialmente tóxicos podem se acumular em organismos aquáticos causando um 

desequilíbrio ecológico. Além disso, os seres humanos podem se intoxicar com os 

metais potencialmente tóxicos ao consumirem esses animais (SMITH, SCHINDLER, 

2009).  

  

2.2 Elementos químicos potencialmente toxico 

Os metais potencialmente tóxicos trazem preocupação devida a elevada 

resistência a degradação e ao potencial de bioacumulação no sistema aquático  (IKEM 



17  

  

et al., 2003; MORAES e JORDÃO, 2002; AHMAD et al., 2014), antigamente 

associava-se o efeito toxico a densidade destes metais, caracterizando como metal 

pesado aos que apresentam densidade maior que 5g/cm³ ou com número atômico 

maior que 20 (MALAVOLTA, 1994).   Entretanto a densidade contribui pouco para a 

previsão dos efeitos biológicos dos metais potencialmente tóxicos, uma vez que não 

apresenta grande importância em relação à reatividade de um metal, deste modo o 

termo metal pesado não foi empregado neste estudo mediante ser bastante impreciso 

em relação a classificação de metais em toxicidade ou ecotoxicidade (DUFFUS, 

2002). Deste modo embora o termo metal pesado seja bastante utilizado em trabalhos 

de toxicidade ou ecotoxicidade, preferiu-se utilizar neste estudo o termo elementos 

potencialmente tóxicos e metais potencialmente tóxicos, devido as limitações 

anteriormente descritas do termo frequentemente utilizado. 

 Uma característica que estes metais potencialmente tóxicos possuem é o 

aspecto brilhante, além de serem bons condutores e normalmente participarem de 

reações químicas com íons enzimáticos positivos durante o metabolismo (LEE et al., 

1985; MENESES, 2008). Dentre os metais que mais se destacam pode-se citar o 

arsênio (As), cádmio (Cd), chumbo (Pb), cromo (Cr), cobre (Cu), ferro (Fe), níquel (Ni), 

manganês (Mn), mercúrio (Hg) e zinco (Zn) (CANLI; ATLI, 2003; COSTA; HARTZ, 

2009; CUI et al., 2011; GUIMARÃES et al., 1999; GOMES; SATO, 2011; IKEM et al., 

2003; LIMA JR. et al., 2002; MUTO et al., 2011; PEREIRA et al., 2010; YI et al., 2008, 

2011; YI; ZHANG, 2012).  

 Atualmente, uma das grandes preocupações ecológicas refere-se ao impacto 

ambiental causado pela liberação de elementos químicos potencialmente tóxicos nos 

diversos ambientes naturais, provenientes dos efluentes industriais, mineração e das 

lavouras (AGUIAR, 2002).   

Mesmo em baixa concentração (valores abaixo da permitida pela legislação 

para cada metal potencialmente toxico), os cátions de metais sofrem o efeito de 

Ampliação Biológica, em virtude desses compostos não integrarem o ciclo metabólico 

dos organismos vivos, sendo assim armazenados e ampliados pela biomagnificação 

nos tecidos dos seres vivos que integram a cadeia alimentar do ecossistema (VIRGA, 

2007). Os metais potencialmente tóxicos podem alterar as estruturas celulares, as 
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enzimas e substituírem co-fatores importantes para as atividades enzimáticas 

(MINDELL, 1996). Alguns desses metais são descritos abaixo.  

  

 

2.2.1 Níquel  

O níquel corresponde a um elemento químico com o símbolo Ni, número 

atômico 28, massa atômica 58,7 u e densidade 8,9 g.cm-3 (DE CASTRO, 2006). A 

maior parte da produção de níquel no mundo é usada para fazer ligas, tais como aço 

inoxidável para processamento e construção de metal e para aviação, ligas de cobre-

níquel para cunhagem, ligas de cromo-níquel para louças, ligas de ferro-níquel para 

ímãs, cobre-níquel-zinco (prata alemã), usadas para decoração e utensílios 

domésticos entre outros (LINS, 2003).  

A introdução de níquel no meio ambiente é feita a partir de fontes naturais e de 

origem humana (HUGHES et al, 1995), circula em cada compartimento através de 

processos físicos, químicos e biológicos (LAUWERYS, 2001). O níquel proveniente 

de diversos processos industriais e de outras origens produzirá águas residuais, pois 

são geradas pelo tratamento prévio na estação de tratamento de águas residuais, 

sendo estas descartadas no oceano (HRUDEY, 1985; CARVALHO, 2000). De acordo 

com os dados disponíveis, a estação de tratamento de águas residuais contém 

aproximadamente 0,2 mg de níquel/L (CARVALHO, 2000).  

A toxicidade do níquel para invertebrados aquáticos varia consideravelmente 

de acordo com as espécies e fatores abióticos (CALLEJA et al, 1992; CAIRNES JR, 

1988). Os compostos de níquel liberados através de efluentes contaminados 

apresentam diversas implicações ambientais pois possuem a capacidade de ser 

bioacumulativo e, portanto, potencialmente perigoso para os organismos aquáticos, 

podendo promover alterações a nível da cadeia trófica e consequentemente levar a 

impactos negativos no meio ambiente (BATISTA, 2012) 

  

2.2.2 Mercúrio  

O mercúrio (Hg), elemento de número atômico 80, massa atômica 200,59 u e 

densidade 13,579 g/cm3 (UNESP, 2015), têm despertado o interesse da comunidade 

científica por conta de seu elevado potencial tóxico, uma vez que corresponde há um 
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elemento químico considerado não essencial a qualquer processo metabólico, e 

dessa forma, é facilmente acumulado na maioria dos organismos (KISAKA, 2013). 

Industrialmente, o mercúrio possuía grande aplicação, para a confecção de 

termômetros, amalgamas odontológicas, lâmpadas fluorescentes e interruptores 

elétricos (CETESB, 2012; COSTA, 2014), entretanto a ANVISA em março de 2017 

proibiu o seu uso  em serviços de saúde, de dispositivos de medição, tais como 

termômetros e esfigmomanômetros, além de que em setembro do mesmo ano proibiu 

também o uso  do mercúrio e do pó metálicos para confecção de amálgama em 

serviços de odontologia, exceto quando contidos em cápsulas pré-dosadas. 

Diversos estudos desenvolvidos no Brasil com relação ao mercúrio apontam a 

atividade garimpeira como principal responsável pela contaminação do meio ambiente 

(KISAKA, 2013; CALHEIROS e FERREIRA,1996), além dos polos industriais e 

petroquímicos (OLIVEIRA, 2007) 

Por meio do garimpo o principal metal potencialmente toxico liberado é o 

mercúrio, pois seu uso no beneficiamento do ouro é imprescindível para captura e 

retenção deste elemento, formando a amálgama. Neste processo, uma parte do 

mercúrio vai para a atmosfera e retorna para os rios pela chuva. Os outros 10% são 

despejados diretamente nos corpos d’água (BONUMÁ, 2006; CESAR et al., 2009; 

DESCHAMPS et al., 2010; HALBACH et al., 1998; LIMA, 1993; SOUZA et al., 2008).  

A forma química mais tóxica do mercúrio tem sido identificada como a do 

metilmercúrio (KITAHARA, et al 2000). O mercúrio é transformado em metilmercúrio 

por ação de bactérias e em seguida os organismos aquáticos (normalmente os peixes) 

absorvem o metilmercúrio da água e, também, pela ingestão de outros organismos 

aquáticos (LACERDA; MALM; 2008). Mesmo em regiões com níveis normais de 

mercúrio na água, podem ser observados níveis altos de mercúrio nos organismos 

aquáticos, pois ao ser incorporado na cadeia trófica, o mercúrio é biomagnificado e 

bioacumulado, devido a sua longa meia-vida nos organismos (PETERSON, 1973).  

  

2.2.3 Cobre  

O cobre é um elemento químico de símbolo Cu, número atômico 29, massa 

atômica 63,54 u e densidade 8.93 g/cm3 (LOZANO, 2016). Embora diversos 

organismos utilizem o cobre, acabam sendo bastante afetados quando expostos a 

quantidades elevadas deste metal. Dentre os diversos locais com contaminação por 
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este metal, pode-se destacar as áreas de vitinicultura pelo qual é bastante degradado 

pela intensa aplicação de produtos agrícolas que contem este metal em sua 

composição. Outro meio de enorme poder de contaminação e de grande risco a saúde 

dos seres vivos são as áreas de rejeito a mineração por conter altas concentrações 

de cobre e que se torna um potencial poluidor das áreas próximas a estes locais de 

mineração (ANDREAZZA, 2013).  

O cobre é particularmente importante para o equilíbrio do sistema aquático e 

pode colocar em perigo a vida de organismos que vivem nesse ecossistema. Embora 

o cobre seja considerado um oligoelemento básico para certas atividades celulares 

em comunidades aquáticas, esse metal pode se tornar tóxico, podendo gerar morte 

ou estresse subletal, reduzindo assim a eficácia dos organismos aquáticos em seu 

habitat (MAZON et al., 2000). Este efeito tóxico do cobre varia muito entre os 

diferentes organismos, pois depende da sensibilidade à exposição e de diversos 

fatores tais como o estágio de desenvolvimento, idade, tamanho, atividade, ciclo de 

reprodução e estado nutricional (PELGROM, 1994).  

A toxicidade desse elemento para organismos aquáticos é medida por meio da 

quantidade de concentração de íons livres ou de ligações com os grupos dos 

carbonatos, nitratos, sulfatos, cloretos, nitrogênio amoniacal, hidróxidos e materiais 

orgânicos, como os ácidos húmicos. Esta toxicidade pode ser influenciada ainda pelas 

características físicas e químicas da água (MAZON et al., 2000).  

Muitas vezes o cobre afeta a atividade das biomoléculas de organismos 

aquáticos. Alterações na atividade da fosfatase ácida foram descritas por Rajalakshmi 

e Mohandas (2005) em bivalve Lamellidens corrianus quando expostos a altas 

concentrações de cobre, com resposta maior em brânquias quando comparada ao 

hepatopâncreas. Peixes da espécie Esomus danricus, demonstraram alterações 

comportamentais como perda no equilíbrio, natação errática e agrupamento dos 

indivíduos. Além disso, foi constatada a inibição das enzimas da defesa antioxidante 

como a catalase e a superóxido-dismutase, resultados estes que demostram riscos 

aos organismos aquáticos expostos a este metal (VUTUKURU et al. 2006).  

  

2.2.4 Cádmio  

O cádmio é um elemento químico de símbolo Cd de número atômico 48, de 

massa atômica igual a 112,4 u e densidade 8,7 g.cm-3 (DE CASTRO, 2006). Desde 
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1940, o uso generalizado de baterias de cádmio aumentou muito a poluição ambiental 

causada por este metal. Outros usos industriais do Cádmio são a fabricação de 

pigmentos, a fabricação de reagentes plásticos, a fabricação de solda e placas de 

circuito eletrônico e a produção de fertilizantes (GUIMARÃES, 2008). Tal elemento 

não é considerado essencial para as atividades fisiológicas, e tem sido classificado 

como tóxico para diferentes grupos de organismos, em diferentes níveis tróficos 

(GAUTAM, et al., 2014).   

O cádmio é encontrado em pequenas quantidades na natureza. Entretanto, 

estudos demonstram malefícios aos organismos quando expostos a este metal, como 

por exemplo, por interferir diretamente no sistema de defesa antioxidante dos bivalves 

marinhos, conforme demonstrado por Company et al. (2009) em Bathymodiolus 

azoricus. Além disso, mesmo em baixas concentrações, abaixo do permitido pela 

legislação (na ordem de µg/L), destacase que o cádmio apresenta efeitos 

toxicológicos sobre espécies de peixes (EIFAC, 1977).  

2.2.5 Zinco  

O Zinco (Zn) é o metal de número atômico 30 com massa atómica 65,4 u, 

densidade 7,14 g/cm-3 (MAPELLI, 2017) e o 23º elemento mais abundante na Terra, 

sendo encontrado em praticamente todos os ambientes (CHANEY,1993, BROADLEY 

et al. 2007). Esse elemento é um micronutriente essencial para os organismos, por 

ser um componente estrutural de muitas proteínas, além de ser particularmente 

indispensável para o crescimento das plantas (CHANEY, 1993, LI et al. 2002). No 

entanto, em altas concentrações, acima dos valores permitidos para descarte em 

efluentes, esse metal é potencialmente tóxico (LI et al. 2002).  

O zinco é um metal de larga utilização nas indústrias de galvanização e aço, 

devido às suas propriedades químicas e metalúrgicas (LINS, 2003). Também é usado 

como catalisador na vulcanização de borrachas sintéticas e naturais, óxido de zinco 

nas indústrias farmacêuticas, agrícola e de cosméticos, na forma de pó de zinco como 

tintura na indústria têxtil e como agente precipitante de prata e ouro, em soluções de 

cianeto. (LINS, 2008). Outros compostos de zinco, tais como o estearato de zinco e 

palmitato de zinco são detergentes usados para estabilizar plásticos e como agentes 

secantes de tintas (LINS, 2008)  

Atualmente, a toxicidade advém de atividades de mineração e fundição em 

solos agrícolas tratados com lodo de esgoto que ocorre porque são materiais 
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orgânicos ricos em nutrientes com potencial para o uso agrícola, especialmente em 

solos de pH baixo, onde o metal é melhor absorvido (BROADLEY et al. 2007). 

Grandes quantidades de zinco entram no ambiente como resultados de atividades 

antropogênicas como a mineração, purificação do zinco, produção de aço e queima 

de carvão e lixo. O lixo de indústrias químicas que utilizam o zinco, os esgotos 

domésticos e as correntes de água pluvial de solos transportam esse metal e 

contaminam o ambiente aquático (AZEVEDO; CHASIN, 2003).  

 

2.3 Litopenaeus vannamei e reaproveitamento de rejeitos da indústria pesqueira  

Mediante os efeitos causados pelos contaminantes ambientais, medidas são 

necessárias para a biorremediação de ecossistemas aquáticos afetados. Dentro 

desse contexto, tem crescido o uso de rejeitos do cultivo do camarão Litopenaeus 

vannamei, cujos subprodutos representam fontes de diversas moléculas com 

aplicações de biorremediação (NÚÑEZ-GÓMEZ, 2016) 

Uma das espécies de camarão mais cultivadas no mundo sob condições 

controladas até hoje é o Litopenaeus vannamei (Figura 1) (GAXIOLA, 2006; 

VALENTIM NETO, 2011; QUISPE GASPAR, 2013), sendo assim uma das espécies 

melhor sucedidas internacionalmente na aquicultura (OZÓRIO, 2013). De acordo com 

as estatísticas da FAO mostram que a produção total cultivada de L. vannamei 

aumentou continuamente de 8.000 toneladas em 1980 para 194.000 toneladas em 

1998, em que no Brasil as fazendas de camarão começaram a operar na década de 

1980, mas foi somente a partir de 1995, com a introdução do L. vannamei , que o setor 

passou por um período de rápido desenvolvimento. No ano de 2003, a produção 

brasileira total deste camarão atingiu 90.190 toneladas produzidas em 14.824 ha de 

viveiros de camarão. Em alguns Estados, a produtividade atingiu 8.700 kg / ha / ano 

com os melhores rendimentos obtidos na região Nordeste, que foi responsável por 

95,2% da produção nacional total de camarão em 2003. O L. vannamei, também é 

conhecido como “Camarão Branco do Pacífico, Camarão Cinza ou Camarão de patas 

Brancas”, corresponde a uma espécie exótica no litoral brasileiro (NUNES, MARTINS 

2002; MATOS, 2015).  

  

Figura 1: Anatomia interna de camarões peneídeos Litopenaeus vannamei  

Fonte: adaptado de Quispe Gaspar (2013)  
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O cultivo desta espécie, cuja tecnologia de reprodução e engorda já está em 

grande parte consolidada, tem contribuído de modo significativo para o 

desenvolvimento da carcinicultura marinha brasileira (MOSER, 2005). A preferência 

pelo cultivo deste peneídeo está associada a uma gama de fatores de boa adaptação 

como: alta taxa de crescimento dos indivíduos, tolerância a estocagem em grandes 

densidades, dieta com baixas necessidades de proteínas, grande sobrevivência na 

larvicultura, boa aceitação das pós larvas a rações e tolerância a uma ampla variação 

na salinidade da agua (COSTA et al., 2006; GAMBOA‐DELGADO, 2003), curta 

duração dos ciclos de cultivo, além da boa aceitação dos mercados internacionais e 

altos preços do produto (NUNES, MARTINS, GESTEIRA, 2004; BRIGGS et al., 2004; 

MOSER, 2005).  

Pela grande exploração do cultivo de L. vannamei, uma grande quantidade de 

rejeitos é gerada, sendo também descartada no meio ambiente. Dentro deste 

contexto, os rejeitos do pescado correspondem a aproximadamente 50% do peso do 

animal, o que também leva à poluição ambiental por descarte em locais inadequados 

(SANTOS et al., 2012). No entanto, estes subprodutos da indústria pesqueira podem 

ser reaproveitados para produzir moléculas de interesse biotecnológico (CAHU et al., 

2012).  

Os subprodutos descartados incluem cabeças, caudas, carapaças e 

hepatopâncreas (CAHU et al., 2012). Este último merece destaque visto que é um 

órgão que é fonte de várias biomoléculas com aplicações biotecnológicas. O 

hepatopâncreas (retirado da cabeça dos camarões) é um órgão que é fonte de 

enzimas digestivas e de detoxificação (BUARQUE et al., 2009).  
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Dentro desse contexto, tem sido estudado no hepatopâncreas do L. vannamei 

atividade das lacases (BARRETO, 2020), as quais são enzimas detoxificantes do tipo 

cobre oxidases (RIVA, 2006). Essas enzimas são muito caracterizadas em fungos e 

bactérias (JIANG et al., 2014; LI et al., 2014) e, nos últimos anos, sua atividade tem 

sido também descoberta em organismos aquáticos (THEERACHAT et al., 2019). Isto 

reforça o potencial do reaproveitamento dos subprodutos da indústria pesqueira como 

fonte de biomoléculas para combate aos danos ambientais.  

2.4 Lacases  

As lacases (EC 1.10.3.2) são enzimas que fazem parte do sistema das 

prófenoloxidases, um tipo de resposta imune muito importante em camarões (SHI et 

al., 2017). As fenoloxidases (POs) correspondem a uma família de enzimas, incluindo 

tirosinases, catecolases e lacases, que desempenham um papel bastante importante 

nas defesas imunológicas de vários invertebrados (SHI, et al., 2017). Essas enzimas 

são oxidoredutases que catalisam duas reações sucessivas: a primeira de 

hidroxilação de um monofenol a difenol e a segunda de oxidação do difenol a quinona. 

Por meio da produção de o-quinonas ocorre a síntese de melanina por meio de uma 

cascata de reações e tal produção de quinonas leva também a esclerotização da 

cutícula (CERENIUS; SODERHALL, 2004; BARRACO; PERAZZOLO; ROSA, 2008). 

Na Figura 2 é possível visualizar como acontece essa cascata de reações por um 

reconhecimento proteico, ao qual é proposto que seja regulado por meio de inibidores 

de proteases específicos (CERENIUS e SODERHALL, 2004; SOARES, 2011; 

FRANSSENS, 2008).  
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Figura 2: Sistema ativador da pró–fenoloxidase (proPO) de artrópodes. (SOARES, 

2011)   

    
Como papel imunológico o sistema proPO, gera transitoriamente moléculas 

altamente tóxicas, como as quinonas, hemiquinonas e radicais livres, uma vez que 

ocorre consumo de oxigênio molecular e que leva a destruição dos patógenos 

invasores (BARRACO; PERAZZOLO; ROSA, 2008). Para minimizar os efeitos 

deletérios destes radicais livres, o pigmento escuro e insolúvel melanina atua como 

potente processo imunodefensor (NAPPI; VASS, 1993). Dentre as fenoloxidases, as 

lacases parecem ser as enzimas mais abundantes em peneídeos (BRIS et al., 2016).  

As lacases são enzimas que catalisam uma grande variedade de substratos 

orgânicos e inorgânicos, por abstração de quatro elétrons com concomitante redução 

de oxigênio para água. Estes substratos incluem mono-, di- e polifenóis, aminofenóis, 

metoxifenóis e aminas aromáticas (DURÁN, ROSA, D’ANNIBALE, GIANFREDA, 

2002), além da variedade de compostos fenólicos e aromáticos (SHLEEV et al., 2009), 

atuam também em alguns íons inorgânicos presentes em metais (BINOD et al., 2011) 

e presentes também em alguns corantes (JADHAV, SINGHAL, 2013) 

A lacase foi descoberta nos exsudatos da árvore japonesa produtora de verniz 

Rhus vernicifera e posteriormente foi encontrada em fungos e algumas espécies de 

bactérias, insetos e crustáceos (COLLINS, DOBSON, 1997; MAJEAU et al., 2010). 

Essa enzima é uma multi-cobre oxidase, cujo sítio ativo inclui quatro íons cobre. O 

cobre tipo I age como doador de elétrons de fenóis e amidas substituídas (substratos 

típicos), enquanto o cobre tipo II transfere elétrons para o aceptor final, di-oxigênio, o 
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qual é reduzido à água. Já os dois íons cobre tipo III agem como intermediários da 

transferência de elétrons (RIVA, 2006).  

Figura 3: Ciclo catalítico da enzima lacase mostrando a redução de um oxigênio 

molecular à duas moléculas de água e a concomitante oxidação de quatro moléculas 

de substratos para produzir quatro radicais livres. Fonte: adaptado de WESENBERG 

et al., 2003 

 

 

Por meio da análise da sequência de aminoácidos predita de uma lacase de L. 

vannamei é possível caracterizar esta enzima ao observar os domínios Cu-oxidase 

(Figura 3). Esses domínios Cu-oxidase apresentam dez resíduos de histidina 

conservados, uma cisteína e um resíduo de metionina, os quais são importantes para 

ligação de íons cobre (SHI, 2017).  
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Figura 4: Análise da sequência de aminoácidos predita de lacase de L. vannamei. Os 

domínios Cu-oxidase são sombreados por cinza claro e, entre esses domínios, as 10 

histidinas, 1 cisteína e 1 metionina que se prevê que se ligue ao cobre estão 

destacadas em amarelo. Fonte: adaptado de Shi et al. (2017).  
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Devido à sua habilidade de catalisar a oxidação de uma ampla variedade de 

substratos, a lacase tem sido utilizada em várias aplicações, dentre elas a 

detoxificação de poluentes ambientais (GOLVEIA, 2016). O poder catalítico das 

enzimas está associado à conformação nativa, que depende de condições específicas 

de pH, temperatura, força iônica do meio, presença de inibidores e outros (BETTIN, 

2010).  

As lacases estão associadas ao processo de detoxificação de alguns 

compostos e são consideradas importantes ao permitirem a sobrevivência de 

organismos em ambientes impactados (REBOUÇAS, 2017). Essas enzimas têm 

contribuído no combate aos subprodutos tóxicos liberados no ambiente por diversos 

tipos de indústria, como a têxtil e a de produção de papel (NAIR et al., 2013). Além 

disso, essas enzimas são capazes de degradar diversos tipos de hidrocarbonetos 

como o benzeno e os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (CHANDRA et al., 

2005).  

A análise dessas enzimas mediante a presença de contaminantes pode servir 

como parâmetro para entender se eles podem interferir na atividade enzimática. Isto 

é muito importante, visto que o ideal é que enzimas com ação detoxificante 

permaneçam ativas em um ambiente poluído para que possam degradar 

componentes tóxicos e danosos ao meio ambiente (DURÁN, ROSA, D’ANNIBALE, 

GIANFREDA, 2002). Como tem sido relatado que metais potencialmente tóxicos 

estão associados à diversos contaminantes que podem ser degradados pelas lacases 

(ALENCAR et al., 2016), torna-se importante entender se estes metais potencialmente 

tóxicos interferem na atividade das lacases. Este parâmetro é fundamental para 

viabilizar futuras aplicações da lacases de rejeitos de camarão para a biorremediação 

de compostos nocivos ao meio ambiente.  

O presente estudo verificou o efeito de metais potencialmente tóxicos em 

enzimas do tipo lacase de extratos brutos do hepatopâncreas de L. vannamei. Diante 

do exposto, o hepatopâncreas contém diversas enzimas, as quais podem sofrer a 

ação dos mesmos contaminantes. Por exemplo, as metaloproteinases são 

caracterizadas como uma família de endopeptidases Zn2+- dependente, que 

promovem a degradação da matriz extracelular (DE SOUZA ARAÚJO, 2011), deste 

modo há uma família de metaloproteinases presentes em crustáceos chamada 

Astacinas (BODE et al, 1993; HOOPER, 1994; STÖCKER et al, 1995; MATSUI et al, 
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2000; FOX; SERRANO, 2005; WANG et al, 2005; GOMIS-RUTH, 2009; SANTOS, 

2011), por apresentarem sequência de ligação a metais (STÖCKER et al., 1995), 

supõe-se que possam sofrer a interferência de metais potencialmente tóxicos 

(GOMIS-RÜTH et al., 1994) assim como ocorre com as lacases (ALENCAR et al., 

2016). Então, em estudos utilizando extratos brutos, é importante verificar se a 

presença ou ausência do efeito desses contaminantes nas lacases é subestimada 

pela interferência de outras enzimas com estes contaminantes, como as 

metaloproteinases.  

 3.  Objetivos  

3.1 Objetivo geral  

  Estudar o efeito de metais potencialmente tóxicos na atividade de enzimas do tipo 

lacase do hepatopâncreas do camarão Litopenaeus vannamei, visando gerar 

informações sobre enzimas candidatas à biorremediação de contaminantes do 

ambiente aquático (pesticidas, hidrocarbonetos, corantes etc.). 

  

3.2 Objetivos Específicos  

- Avaliar o efeito de níquel, mercúrio, cobre, cádmio e zinco na atividade de enzimas 

do tipo lacase de L. vannamei.  

- Determinar o efeito de níquel, mercúrio, cobre, cádmio e zinco na atividade de 

enzimas do tipo metaloproteinase de L. vannamei.  

  

4. MATERIAL E MÉTODOS  

4.1 Preparação dos extratos brutos  

Para a preparação dos extratos brutos, os camarões L. vannamei obtidos pelo 

Laboratório de Enzimologia do departamento de bioquímica da UFPE (Universidade 

Federal de Pernambuco) no qual foram anestesiados em gelo e os hepatopâncreas 

foram excisados. Então, os hepatopâncreas foram homogeneizados em NaCl 0,15 M 

a 4°C, na concentração 40 mg/mL. Em seguida, os extratos brutos (n=3) (3 pools para 

3 extratos) foram obtidos a partir dos sobrenadantes após centrifugação a 10.000 x g 

por 25 minutos a 4°C para a remoção de tecidos debris. A proteína solúvel total foi 

determinada de acordo com Bradford (1976) utilizando albumina de soro bovino 

(BSA), como proteína padrão.  
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4.2 Determinação da atividade das lacases  

A atividade foi determinada a partir da incubação desses extratos, onde foram 

utilizados 50 µL de água, 50 µL do tampão tris-HCl 50 mM pH 7,4, 50 µL de extrato 

e 50 µL do substrato hidroquinona (3 mg/mL), especifico para lacases. Além disso, 

também foi feito um branco sem extrato e outro branco sem substrato. A 

quantificação da absorbância (A380nm) foi feita em uma leitora de microplaca após 40 

minutos de incubação. A atividade enzimática específica (mU/mg) das lacases foi 

expressa pela variação da absorbância por minuto e por miligramas de proteínas.  

A determinação da atividade foi feita de acordo com os trabalhos de Söderhäll e Häll, 

1984.  

  

4.3 Determinação da atividade das metaloproteinases  

 A atividade colagenolítica das metaloproteinases do hepatopâncreas de L. vannamei 

foi determinada por adaptação do protocolo de OLIVEIRA et al. (2017). Para tal, 

extratos brutos previamente tratados com Tosil Lisina Clorometil Cetona (TLCK) (8 

mM) e Tosil Fenilalanina Clorometil Cetona (TPCK) (8 mM) foram incubados com 

Tris-HCl 50 mM pH 7,4 e colágeno impregnado com o corante azo (Azocoll) 5 mg/mL 

a 55°C por 30 minutos. Após esta etapa, foi adicionado ácido tricloroacético 40% 

para interromper a reação. Após 10 minutos, as amostras foram centrifugadas 

10.000 xg por 10 minutos a 4°C. A leitura das absorbâncias foi feita em uma leitora 

de microplaca no comprimento de onda A595nm. A atividade enzimática específica 

(mU/mg) das metaloproteinases foi expressa pela variação da absorbância por 

minuto e por miligramas de proteínas.  

4.4 Efeito de elementos químicos potencialmente tóxicos  

Os efeitos dos metais potencialmente tóxicos na atividade das enzimas do tipo 

lacases em hepatopâncreas de L. vannamei foram analisados incubando os extratos 

com soluções de cloreto de níquel, cloreto de mercúrio, cloreto de cobre, cloreto de 

cádmio e sulfato de zinco em concentrações variando de 0,001 a 10 mM, para cada 

concentração também foi feito um branco. Então, foi obtida a atividade residual 

percentual das enzimas do tipo lacase de L. vannamei mediante comparação com o 

grupo controle sem metais potencialmente tóxicos (100%).  
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4.5 Análise estatística  

Para os experimentos descritos acima, foram utilizados três extratos, sendo 

feitas triplicatas para cada amostra em cada grupo. Os resultados foram expressos 

em média ± desvio padrão e a análise estatística utilizada foi ANOVA de um fator 

seguida do teste de Tukey. As diferenças foram consideradas significativas quando p 

< 0,05.  

  

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

Por meio dos resultados obtidos com os experimentos, foi possível observar a 

influência de diferentes metais potencialmente tóxicos na atividade de enzimas do tipo 

lacase de L. vannamei. Estudos já demonstraram que metais podem interferir na 

atividade dessas enzimas em outros organismos (FANG et al., 2012). Entretanto, esta 

é a primeira vez que esse estudo é feito com essas enzimas de L. vannamei.  

Para que essa análise fosse feita com mais eficácia, o presente estudo também 

verificou o efeito dos metais potencialmente tóxicos nas metaloproteinases. Estas 

enzimas também estão presentes no hepatopâncreas de camarões e podem ser 

afetadas pela presença de íons metálicos (GARCIA-CARREÑO et al., 1994; LIAN et 

al., 2019). Assim, tornou-se possível entender melhor se a ação dos metais 

potencialmente tóxicos nas enzimas do tipo lacase foi subestimada pela interferência 

gerada pela da atuação desses contaminantes nas metaloproteinases dos extratos 

brutos, que por conter uma diversidade de enzimas, tais metais podem interferir na 

atividade de ambas.  

Para a determinação da atividade das metaloproteinases foi utilizado um 

substrato de colágeno associado a um corante. Isto ocorreu, pois é reconhecido que 

as metaloproteinases de camarões apresentam atividade colagenolítica (GARCIA-

CARREÑO et al., 1994). No entanto, tripsina e quimotripsina, que são as principais 

enzimas digestivas de camarões (BUARQUE et al., 2009), também apresentam esta 

atividade (GARCIA-CARREÑO et al., 1994). Por este motivo, para a determinação do 

efeito dos metais potencialmente tóxicos na atividade de enzimas do tipo 

metaloproteinase, foi feita uma incubação prévia dos extratos brutos com Tosil Lisina 

Clorometil cetona (TLCK) e Tosil Fenilalanina Clorometil Cetona, reconhecidos 

inibidores de tripsina e quimotripsina, respectivamente (BUARQUE et al., 2009), 

dessa maneira por meio da inibição destas enzimas, podemos ter resultados mais 
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confiáveis para determinação do efeito dos metais potencialmente tóxicos na atividade 

de enzimas do tipo metaloproteinase, pois uma vez as enzimas tripsina e 

quimotripsina inibidas não serão mais capazes de ligar-se aos metais.  

A seguir, será descrito e discutido o efeito dos metais potencialmente tóxicos 

na atividade das enzimas do tipo lacase e do tipo metaloproteinase.  

  

5.1. Níquel  

A partir dos resultados obtidos, foi possível verificar que o cloreto de níquel não 

foi capaz de inibir as enzimas do tipo lacase e do tipo metaloproteinase (Figura 4). 

Resultados similares foram verificados para a determinação do efeito do níquel em 

enzimas da hemolinfa do caranguejo Neohelice granulata (AIRES, 2012). Por outro 

lado, estudos apontam que esse metal é toxico para Daphnia magna por prejudicar a 

absorção de íons de magnésio, além de ser prejudicial para a atividade enzimática de 

outros organismos marinhos (DELEEBEECK, 2007).  

O valor permitido pela legislação vigente para o níquel em efluentes industriais 

corresponde a 0,034 mM (FAVERO et al., 2018), porém, nossos resultados 

demonstraram que a atividade das enzimas do tipo lacase não foi afetada por níquel 

em concentrações até 10 mM. Isto é interessante, pois tem sido relatado que o níquel 

na concentração de 0,1 mM já é capaz de gerar prejuízos ao meio ambiente e à 

biodiversidade aquática (GENCHI et al., 2020). Por exemplo, o níquel 0,1 mM é capaz 

de inibir diferentes enzimas importantes para o metabolismo de alguns organismos, 

incluindo as metaloproteinases (NIEMIROWICZ et al., 2007). No entanto, o mesmo 

não ocorreu com as lacases e metaloproteinases do hepatopâncreas de L. vannamei.  

O fato das enzimas do tipo lacase de L. vannamei não terem sido inibidas por 

níquel 10 mM é importante para as aplicações biotecnológicas dessa enzima. O níquel 

é bastante abundante e pode ser uma fonte de contaminação de ecossistemas 

aquáticos, pois está presente no descarte de resíduos industriais e esgoto (GENCHI 

et al., 2020). Portanto, aplicações da lacase de camarão na biorremediação desses 

resíduos poderia ser viabilizada, uma vez que o níquel parece não interferir na 

atividade dessa enzima.  
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Figura 5: Determinação da atividade das enzimas do tipo lacase (A) e do tipo metloproteinase (B) 

mediante incubação com cloreto de níquel (NiCl2) em diferentes concentrações (0,001 – 10 mM). 

As atividades foram determinadas em mili unidades por miligrama de proteínas por mg de tecido 

(mU/mg). Em seguida, foi calculada a atividade residual percentual utilizando como 100% o 

controle sem metais potencialmente tóxicos (lacases – 31 mU/mg; metaloproteinases – 15 mU/mg). 

Cada barra representa média ± desvio padrão (n = 3) e apenas a letra a em todos os grupos 

significa que não houve diferenças estatisticamente significativas.  

 

5.2 Mercúrio  

Normalmente, enzimas são inibidas por mercúrio quando apresentam na sua 

estrutura grupos tiol (-SH) (GARCIA, et al, 2006; CARDELLO, 1995). As alterações na 

atividade enzimática ocorrem por meio da afinidade do mercúrio com o enxofre. Dessa 

maneira, a enzima não irá atuar normalmente, ao qual resulta em inibição de sua 

atividade (FARINA et al., 2003). Além dos grupos tiol, o mercúrio é também capaz de 

ligar-se aos seguintes grupamentos químicos em ordem decrescente de afinidade: 

sulfidrila, amida, amina, carboxila e fosfato (HAYES, 1983). Assim, era esperado que 

as enzimas do tipo lacase fossem inibidas por mercúrio, porém isto não ocorreu.  

As enzimas do tipo lacase e metaloproteinase do hepatopâncreas de L. 

vannamei não foram inibidas por mercúrio em concentrações até 1 mM (Figura 5A e 

B). O valor admissível desse metal nos efluentes corresponde a 0,00005 mM 

(CONAMA, 2011), pois dentre todos os metais, o mercúrio é o mais tóxico e o que tem 

maior capacidade de se espalhar no ambiente aquático (LACERDA; MALM; 2008). 

Assim, esses resultados sugerem que as enzimas do tipo lacase podem ser utilizadas 
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na biorremediação de contaminantes que sejam descartados na água juntamente à 

concentrações de mercúrio acima do permitido.  

Além disso, as enzimas do tipo metaloproteinase do hepatopâncreas de L. 

vannamei foram inibidas por cloreto de mercúrio 10 mM (Figura 5B). Isto pode ser 

justificável pelo fato de que compostos de mercúrio e até mesmo o cloreto de mercúrio 

modificam o síitio ativo destas enzimas por meio de alterações conformacionais 

capazes de perturbar a interação do zinco (importante para a atividade das 

metaloproteinases) com o sítio catalítico, reduzindo assim a sua atividade 

(FERREIRA, 2010; TORRE, 2014; KUNTZE, 2012; CUELHO, 2016; BALBINO, 2005). 

Isto pode justificar a ausência de inibição das enzimas do tipo lacase de L. vannamei 

por mercúrio, pois, aparentemente, o mercúrio inibiu prioritariamente as 

metaloproteinases e não exerceu efeito inibitório nas lacases.  

Por outro lado, a atividade das enzimas do tipo lacase teve um aumento 

significativo na presença de cloreto de mercúrio 10 mM. Resultados similares foram 

observados para lacase do fungo Fusarium solani incubada com cloreto de mercúrio 

de 20 a 40 mM (WU et al., 2010). Assim, é possível que o contra íon cloreto possa ser 

um efetor positivo para as lacases de L. vannamei. Dentro deste contexto, FANG et 

al. (2012) demonstraram que o cloreto em concentrações até 80 mM elevou 

consideravelmente a atividade de uma lacase bacteriana. Esses autores relataram 

que essa ativação enzimática pode ser por via alostérica, onde a ligação do modulador 

positivo promove uma mudança conformacional na enzima e aumenta a afinidade pelo 

substrato. Isto sugere que as lacases de L. vannamei podem ser adequadas para 

aplicações em remoção de contaminantes da indústria de papel e da têxtil, cujos 

resíduos são descartados junto a uma elevada concentração de cloro (VANHULLE et 

al., 2008).  
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Figura 6: Determinação da atividade das enzimas do tipo lacase (A) e do tipo metloproteinase (B) 

mediante incubação com cloreto de mercúrio (HgCl2) em diferentes concentrações (0,001 – 10 

mM). As atividades foram determinadas em mili unidades por miligrama de proteínas por mg de 

tecido (mU/mg). Em seguida, foi calculada a atividade residual percentual utilizando como 100% o 

controle sem metais potencialmente tóxicos (lacases – 29 mU/mg; metaloproteinases – 14 mU/mg). 

Cada barra representa média ± desvio padrão (n = 3) e as diferenças estatisticamente significativas 

(p < 0,05 por ANOVA de um fator seguido por Tukey) são indicadas pelas letras diferentes (a, b).  
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5.3 Cobre  

As enzimas do tipo lacase e metaloproteinase de L. vannamei não foram 

inibidas por cobre até a concentração de 1 mM (Figura 6). Nesse contexto, o metal 

potencialmente toxico cobre vem se tornando um dos principais contaminantes dos 

ambientes aquáticos, cujo valor máximo de emissão aceitável na água é 0,00008 mM 

(CONAMA, 2011). Portanto, as lacases de L. vannamei não são afetadas por cobre 

em concentrações muito superior à permitida.  

Por meio da incubação do extrato de hepatopâncreas de Litopenaeus 

vannamei com cobre foi possível verificar a inibição das metaloproteinases apenas 

com o cloreto de cobre 10 mM (Figura 6B). Isto pode ser observado em outros 

trabalhos que analisam o efeito deste metal nessas enzimas que apresentaram 

potente efeito inibidor na atividade das metaloproteinases (DE SOUZA, 2000).  

Por outro lado, observa-se um aumento significativo na atividade das enzimas 

do tipo lacase (30% e 200%, respectivamente) com 1 e 10 mM de cloreto de cobre 

(Figura 6A). Lacase do fungo Trametes hirsuta teve aumento de 42% na atividade na 
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presença de sulfato de cobre 10 mM (NAVADA; KULAL; 2021). Assim, parece que o 

efeito observado nas enzimas do tipo lacase de L. vannamei é proveniente do papel 

do cloreto (já descrito anteriormente) e do cobre na atividade dessas enzimas. Visto 

que as lacases são oxidases dependentes de cobre, tem sido relatado que esses íons 

podem se ligar ao sítio ativo da enzima e aumentar a sua atividade (ZOU et al., 2012).  

  

Figura 7: Determinação da atividade das enzimas do tipo lacase (A) e do tipo metloproteinase (B) 

mediante incubação com cloreto de cobre (CuCl2) em diferentes concentrações (0,001 – 10 mM). 

As atividades foram determinadas em mili unidades por miligrama de proteínas por mg de tecido 

(mU/mg). Em seguida, foi calculada a atividade residual percentual utilizando como 100% o 

controle sem metais potencialmente toxicos (lacases – 30 mU/mg; metaloproteinases – 17 mU/mg). 

Cada barra representa média ± desvio padrão (n = 3) e as diferenças estatisticamente significativas 

(p < 0,05 por ANOVA de um fator seguido por Tukey) são indicadas pelas letras diferentes (a, b, 

c).     

 

5.4 Cádmio  

O valor admissível de cadmio total em efluentes corresponde a 0,004 mM 

(CONAMA, 2011). Entretanto, por ser um metal tóxico e não essencial para os 

organismos, é notável uma maior preocupação com os seus níveis presentes nos 

ambientes aquáticos (CALEFI, 2019). O cádmio de 0 a 1 mM não interferiu na 

atividade das enzimas do tipo lacase e metaloproteinase (Figura 7). Isto indica que as 

enzimas do tipo lacase podem ser aplicadas para a biorremediação de contaminantes 

descartados junto com o cádmio na água.   

Como é possível observar, o cloreto de cádmio na concentração de 10 mM foi 

capaz de aumentar a atividade das enzimas do tipo lacase de L. vannamei (Figura 7). 

Resultados similares também foram encontrados por BALDRIAN e GABRIEL (2002) 
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para lacase de fungo. Estes autores relataram que o cádmio pode contribuir na 

estabilização e proteção da enzima contra fatores externos, o que parece ter 

correlação com os nossos resultados, visto que a lacase de camarão também tem 

aumento na atividade pelo menos na maior concentração de cádmio testada. Estes 

resultados corroboram BALDRIAN e GABRIEL (2002) que mostrou a influência da 

adição de cobre ou cadmio na indução de lacases independentemente do tempo em 

que estes são adicionados para Pleurotus ostreatus, além de aumentar também a 

estabilidade destas enzimas. 

 

Figura 8: Determinação da atividade das enzimas do tipo lacase (A) e do tipo metloproteinase (B) 

mediante incubação com cloreto de cádmio (CdCl2) em diferentes concentrações (0,001 – 10 mM). 

As atividades foram determinadas em mili unidades por miligrama de proteínas por mg de tecido 

(mU/mg). Em seguida, foi calculada a atividade residual percentual utilizando como 100% o 

controle sem metais potencialmente toxico (lacases – 31 mU/mg; metaloproteinases – 16 mU/mg). 

Cada barra representa média ± desvio padrão (n = 3) e as diferenças estatisticamente significativas 

(p < 0,05 por ANOVA de um fator seguido por Tukey) são indicadas pelas letras diferentes (a, b).  
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5.5 Zinco  

De acordo com a incubação do extrato do hepatopâncreas com sulfato de 

zinco, foi possível verificar que as enzimas do tipo lacase de L. vannamei foram 

inibidas apenas na concentração de 10 mM (Figura 8A). Estes resultados são 

similares aos encontrados por NAVADA e KULAL (2021), que também não 

observaram inibição de lacase de fungo com menos de 10 mM de zinco.  

Assim, os resultados do nosso trabalho demonstraram que as lacases de L.  
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vannamei são inibidas em concentrações de zinco bastante superior à permitida em 

efluentes, que é de 0,015 mM (LINS, 2003). Isto é bastante importante, pois um dos 

grandes problemas atuais de poluição corresponde à contaminação de água por meio 

de efluentes industriais acima da concentração máxima estabelecida. Nesse contexto, 

tem sido demonstrado que milhares de animais aquáticos são mortos periodicamente 

em nossos rios por causa do descarte de substâncias que contêm zinco no combate 

a fungos que constituem pragas da lavoura (MARCANTONIO, 2015). Assim, é 

fundamental para uma enzima que poderá degradar diversos tipos de contaminantes 

que ela esteja ativa (o que foi observado para as lacases do nosso estudo) mesmo se 

estes contaminantes estiverem na presença de zinco.  

No entanto, sulfato de zinco 10 mM inibiu aproximadamente 90% das enzimas 

do tipo lacase de L. vannamei. Inibição utilizando cloreto de zinco 20 mM também foi 

observada para lacase bacteriana e fúngica (aproximadamente 55 e 35%, 

respectivamente) (WU et al., 2004; FANG et al., 2012). Assim, uma maior inibição das 

enzimas de L. vannamei pode estar relacionada ao efeito negativo do zinco na 

atividade somado ao efeito do contra íon utilizado no nosso trabalho que foi o sulfato, 

diferente dos trabalhos acima citados que utilizaram o cloreto como contra íon. De 

acordo com o exposto, o sulfato pode interferir em enzimas de outros organismos, 

como a ATP sulfurilase 2 da planta Stanleya pinnata, cuja atividade foi inibida em 50% 

com sulfato (JIANG et al., 2018).  

A determinação da atividade das enzimas do tipo metaloproteinase mediante a 

presença de sulfato de zinco (Figura 8B) reforça a hipótese de que o sulfato pode 

contribuir para a inibição enzimática. Assim como demonstrado para as enzimas do 

tipo lacase, metaloproteinases também foram inibidas (aproximadamente 60%) com 

o sulfato de zinco 10 mM. Entretanto, tem sido relatado que as metaloproteinases 

presentes em animais são enzimas dependentes de zinco e que são ativadas na 

presença deste metal (WILD et al., 2017; BJARNASON, FOX, 1995; WANDERLEY, 

2016.), deste modo estudos também afirmam que o zinco consiste em um metal traço 

essencial para camarão L. vannamei, participando da constituição do pigmento 

respiratório hemocianina e de diversos processos enzimáticos, respectivamente 

(RAINBOW et al., 1988).Portanto, sugere-se que o sulfato tenha exercido efeito 

negativo na atividade das enzimas do tipo metaloproteinase de L. vannamei e, por 

esta razão, essas enzimas foram inibidas mesmo na presença do zinco como possível 
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ativador. Porém, mais estudos são necessários para entender se o sulfato de fato 

inibe as lacases e as metaloproteinases de organismos como L. vannamei.  

  
Figura 9: Determinação da atividade das enzimas do tipo lacase (A) e do tipo metloproteinase (B) 

mediante incubação com sulfato de zinco (ZnSO4) em diferentes concentrações (0,001 – 10 mM). 

As atividades foram determinadas em mili unidades por miligrama de proteínas por mg de tecido 

(mU/mg). Em seguida, foi calculada a atividade residual percentual utilizando como 100% o 

controle sem metais potencialmente tóxicos (lacases – 28 mU/mg; metaloproteinases – 15 mU/mg). 

Cada barra representa média ± desvio padrão (n = 3) e as diferenças estatisticamente significativas 

(p < 0,05 por ANOVA de um fator seguido por Tukey) são indicadas pelas letras diferentes (a, b).  

  

 

 

6. CONCLUSÕES  

Nas condições em que o trabalho foi desenvolvido, pode-se concluir que as 

enzimas do tipo lacase do hepatopâncreas de L. vannamei não foram inibidas por 

cloreto de níquel, cloreto de mercúrio, cloreto de cobre e cloreto de cádmio. Por outro 

lado, os três últimos metais citados ativaram essas enzimas na concentração de 10 

mM. Nesta mesma concentração, o cloreto de mercúrio e o cloreto de cobre inibiram 

as enzimas do tipo metaloproteinase, a qual foi utilizada como um controle para uma 

verificação mais precisa da atividade das enzimas do tipo lacase. Além disso, ambas 

as enzimas testadas foram inibidas por sulfato de zinco apenas na concentração de 

10 mM. Por fim, os metais potencialmente tóxicos interferem na atividade das enzimas 

do tipo lacase apenas em concentrações bastante superiores aos valores admissíveis. 

Portanto, as enzimas do tipo lacase do hepatopâncreas de L. vannamei podem ser 

candidatas à aplicações de biorremediação de diversos contaminantes por meio da 
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utilização de rejeitos do pescado, os quais são descartados junto com metais 

potencialmente tóxicos em ecossistemas aquáticos. Entretanto, são necessários 

estudos futuros com a lacase de L. vannamei purificada, para verificar se os metais 

estudados interferem nos parâmetros cinéticos da enzima.  
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