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RESUMO 

 

 

 

 

 
MARTINS, Patrícia Lima de. M. Sc. Universidade Estadual da Paraíba / Embrapa Algodão; 

Março de 2013; Detecção de inibidores de proteases em genótipos de Amendoim visando o 

controle de pragas de grãos armazenados. Orientadora: Drª. Liziane Maria de Lima e 

Coorientadora: Drª. Roseane Cavalcanti dos Santos. 

 

O amendoim (Arachis hypogaea L.) é uma oleaginosa expressiva no cenário mundial, devido ao 

valor comercial de seu óleo. No Brasil, é cultivado em todas as regiões, para atender aos 

mercados in natura e de alimentos. Um dos problemas detectado na lavoura é na fase de        

pós-colheita, que, em condições inapropriadas levam a ocorrência de pragas nos grãos 

armazenados. Sabe-se, contudo, que algumas leguminosas detêm em suas sementes os inibidores 

de proteases (IP) que atuam na defesa direta contra pragas de grãos, provocando prejuízos na 

absorção de nutrientes e até mesmo a sua morte. Objetivou-se com este trabalho detectar a 

presença de inibidores de tripsina em genótipos de amendoim e estudar o potencial de inibição 

contra as enzimas digestivas de Alphitobius diaperinus e outros insetos de interesse agronômico. 

Para tanto, procedeu-se a detecção de IPs em 10 genótipos de amendoim pertencentes ao 

Programa de Melhoramento da Embrapa Algodão. As proteínas totais de sementes de cada 

acesso foram extraídas, quantificadas, fracionadas com sulfato de amônio, e submetidas a testes 

de estabilidade térmica e de pH, para posteriores ensaios in vitro e bioensaios. Os resultados 

obtidos evidenciaram a presença de inibidores de tripsina nos extratos proteicos das sementes de 

amendoim dos dez genótipos, contudo o BRS 151 L7 apresentou a maior inibição in vitro para as 

enzimas do trato digestivo do A. diaperinus e o menor número de larvas no bioensaio. A F3 do 

genótipo CNPA 280 AM apresentou o maior percentual de inibição tanto nos ensaios com 

tripsina bovina como no homogenato intestinal de A. diaperinus, e foi altamente estável nos 

ensaios com diferentes pHs e temperaturas. Destacou-se ainda por inibir em 16%, 42% e 82% as 

tripsinas intestinais de Spodoptera frugiperda, Tenebrio molitor e Tribolium castaneum, 



  

 

 

 

xiv 

respectivamente. Os resultados obtidos nesta pesquisa são bastante relevantes para contribuir 

com a redução de perdas de grãos no período de pós-colheita, tendo em vista que os genótipos 

investigados possuem características interessantes para posterior uso como recurso genético com 

fonte de resistência a insetos-praga.  

 

PALAVRA-CHAVE: Proteinase serínica, Inibidor de tripsina, amendoim 
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ABSTRACT 

 

 

 

 

 
Peanut (Arachis hypogaea L.) is an oilseed very expressive worldwide, due to commercial value 

of its oil. In Brazil, crop is grown in all regions, in order to attend in natura and food markets. 

The post-harvest is serious problem that affect the final output of the crop, which in 

inappropriate conditions, lead to occurrence of pests in stored grains. Some legumes contain 

protease inhibitors (PI) in their seeds that act directly in defense against grain pests, causing 

damage in nutrient absorption and further death. The objective of this study was to detect the 

presence of trypsin inhibitors in peanut genotypes and to study the potential inhibition against 

digestive enzymes in Alphitobius diaperinus and other agricultural pests. PI detection was 

carried out in 10 peanut genotypes belonging to Improvement Program at Embrapa Algodão 

(Campina Grande, PB, Brazil). Total proteins from seeds were extracted in each accession, 

quantified, fractionated with ammonium sulfate, and submitted thermal stability and pH tests, for 

further assays.  All peanut genotypes showed PI in seed-protein extracts, however the highest  

inhibition rate  for digestive enzymes of A. diaperinus was found in L7 BRS 151, which also  

reduced the number of larvae, in bioassay. The CNPA AM 280 showed the highest inhibition rate 

in both assays, bovine trypsin and intestinal homogenate of A. diaperinus. This genotype was 

also highly stable in different pH and temperature assays and inhibited the intestinal serine 

proteases from Spodoptera frugiperda, Tenebrio molitor and Tribolium castaneum, in 16%, 42% 

and 82% respectively. The results obtained in this study are quite relevant  due to contribute with 

the reduction of grain losses in post-harvest, considering that genotypes investigated here have 

interesting traits for further use as genetic resources with resistance to pests.  

 

KEYWORD: Serine proteinase, Trypsin inhibitor, Peanut 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

 

 O amendoim (Arachis hipogaea L.) é considerado uma das principais oleaginosas 

cultivadas no Brasil e no mundo. Atualmente é a quarta maior cultura de oleaginosa sendo 

cultivada em mais de 100 países com uma produção de 35,5 milhões de toneladas, (CONAB, 

2012). O amendoim é cultivado de forma mais significativa em dez estados brasileiros, sendo 

São Paulo o maior produtor, com 85% da produção nacional, seguido por Bahia 3,6% e Mato 

Grosso 2,8%. A estimativa de produção no Brasil para 2013 é de 255,9 mil toneladas (CONAB, 

2012).  

 A importância econômica do amendoim está relacionada ao fato das sementes possuírem 

sabor agradável, serem ricas em óleo (40% a 50%) e proteína (22% a 30%) (SILVEIRA, 2011). 

Na região Nordeste, o amendoim é uma excelente alternativa agrícola, em razão da riqueza 

nutricional de suas sementes e adaptação às condições semiáridas (FREITAS et al., 2005). A 

cultura tem ciclo curto, é de fácil manejo e apresenta mercado atraente. Cerca de 70% da área 

cultivável no Nordeste encontra-se em condições semiáridas com ampla variação de microclimas 

(GODOY, 2005; GOMES et al., 2007).    

 As pragas e doenças constituem fatores limitantes para a produtividade, pois acometem 

toda a planta como sementes, raízes e folha, e seu controle químico onera os custos de produção, 

além de ocasionar riscos ao meio ambiente (ARAÚJO et al., 2004). Desse modo, a busca por 

formas alternativas de controle de pragas tem se tornando relevante, haja vista ser necessário 

desenvolver manejos mais econômicos e ecologicamente corretos. Uma dessas alternativas 

refere-se à utilização direta de derivados das plantas, as quais possuem naturalmente, fatores 

intrínsecos de defesa que podem ser gerados por metabólitos secundários não proteicos ou 

primários proteicos como quitinases, lectinas, defensina, tioninas, proteínas de transferências de 

lipídios (LTPs), inibidores de proteinases (serínicas e cisteínicas), entre outras (PEREIRA, 

2005).    
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 Os inibidores de proteases (IPs) são especialmente conhecidos no processo de defesa das 

plantas em resposta ao ataque dos insetos por sua ação sobre as proteases digestivas dos mesmos. 

Ao serem ingeridos, os IPs inibem as atividades das enzimas proteolíticas, no intestino médio 

dos insetos, ocasionando desnutrição e consequentemente redução do desenvolvimento larval, 

podendo até levar a morte dependendo dos níveis de expressão dos inibidores. Com isso, se torna 

importante investigar seu potencial como ferramenta na obtenção de plantas resistentes a pragas 

(MOSOLOV e VALUEVA et al., 2008). Os IPs são aqueles que afetam a atividade de serino-

proteases, cisteínoproteases, proteases aspárticas e metaloproteases, que são os quatro grupos aos 

quais pertencem as enzimas proteolíticas (SOUSA, 2006). Os inibidores de tripsina, concentra o 

maior número de pesquisas no assunto, sendo as famílias Solanaceae e Leguminosae as mais 

investigadas quanto a esse aspecto (HUMA e FAZILI, 2007; OLIVEIRA et al., 2009).        

 O amendoim é uma das espécies que possui níveis variados de IPs em suas sementes, 

cuja expressão é genótipo-dependente. A justificativa para tamanho interesse na prospecção de 

genótipos resistentes a pragas de grãos armazenados, nos programas de melhoramento genético é 

devido ao seu impacto econômico e potencial exploração da variabilidade genética existente nas 

espécies cultivadas, além da possibilidade dessas características serem herdáveis, podendo serem 

repassadas, via cruzamento, entre genótipo com altos teores de IPs (SANTOS, 2011).   

 Neste sentido é evidente a importância de investigar a presença de inibidores de tripsina 

com enfoque na cultura do amendoim e que seja determinado o potencial de inibição contra as 

enzimas digestivas de Alphitobius diaperinus e outros insetos de interesse agronômico. 

 

 



 

 

 

 

18 

 

 

 

 

 

 

 

1.1. OBJETIVOS 

 

 

 

 

 

Geral  
 

Detectar a presença de inibidores de tripsina em genótipos de amendoim (Arachis 

hipogaea L.) e estimar o potencial de inibição contra as enzimas digestivas de A. diaperinus e 

outros insetos de interesse agronômico. 

 

Específicos 

 

 Identificar a presença de inibidores de tripsina em sementes de 11 genótipos de amendoim. 

 

 Estimar a atividade inibitória in vitro sobre enzimas digestivas do A. diaperinus e outros 

insetos de interesse agronômico. 

 

 Realizar bioensaios entomológicos com os genótipos de maior capacidade inibitória e A. 

diaperinus. 

 

 Caracterizar o inibidor quanto à estabilidade a agentes desnaturantes (pH e temperatura) com 

tripsina bovina e tripsina do trato digestivo de A. diaperinus. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

 

2.1. Aspectos gerais e importância da cultura  

 

O amendoim é uma leguminosa herbácea que apresenta uma peculiaridade intrínseca a 

seu gênero que é a geocarpia. As espécies possuem uma estrutura reprodutiva, denominada de 

ginóforo, que conduz o fruto fertilizado ao solo (Figura 1). Após o desenvolvimento, o fruto 

maduro gerará uma vagem, que conterá entre 2 a 6 sementes, de cores diferentes, de acordo com 

sua herança (SANTOS et al., 2006) (Figura 1). 

 

 

 

                                                                                                                                                                                   

 
                                              

Figura 1. Detalhe da geocarpia do amendoim, representada por vagens ligadas a ginóforos 

(esquerda) e padrão de coloração das sementes comerciais do amendoim (direita).  (Foto: 

Roseane Santos e Sérgio Cobel)  

 

 

 

Pertencente a família Leguminosae, subfamília Papilionidae, gênero Arachis, o 

amendoim é uma dicotiledônea, herbácea com ciclo anual indeterminado (SANTOS et al., 2006). 
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É originário da América do Sul, do sudeste da Bolívia e noroeste da Argentina com registros de 

A. ipaensis e A. duranensis como seus possíveis ancestrais (FÁVERO et al., 2006). 

A espécie se subdivide em duas subespécies, A. hypogaea L. subespécie hypogaea e       

A. hypogaea subespécie fastigiata (Graciano, 2009). A subespécie hypogaea, originada do 

sudeste da Bolívia e A. hypogaea subespécie fastigiata, do Peru. Segundo Valls e Simpson 

(2005), o Brasil se destaca como um grande centro de diversidade genética desta oleaginosa, 

dentre as 81 espécies de Arachis, 64 ocorre no Brasil e 48 são endêmicas do território brasileiro. 

O amendoim é uma planta alotetraplóide, que se reproduz quase exclusivamente por 

autogamia (SANTOS, 2000), herbácea, ereta ou prostrada, anual, com ciclo entre 90 e 160 dias, 

atingindo altura da haste principal entre 50 a 60 cm. Desenvolve, logo após a germinação, um 

ramo principal que se origina da gema apical do epicótilo e dois ramos laterais originados a 

partir das gemas axilares aos cotilédones. Cerca de 30 dias após a emergência observa-se o início 

da ramificação alternada ou sequencial (NOGUEIRA e TÁVORA, 2005). 

Atualmente, o amendoim é a quarta maior cultura de oleaginosa no mundo sendo 

cultivada em mais de 100 países com uma produção de 35,5 milhões de toneladas, perdendo 

apenas para soja, algodão e canola (CONAB, 2012). A cultura está predominante no continente 

americano, no Brasil, Paraguai, Argentina, Bolívia, Uruguai e principalmente no continente 

asiático. 

A produção nacional de amendoim esperada para safra de 2012, alcançou cerca de 296 

mil toneladas, 31% superior ao colhido na safra anterior. O estado de São Paulo assume a 

liderança, com 85% da produção e o Nordeste com 4,7% (CONAB, 2012; IBGE, 2012). A 

produção nacional visa atender principalmente o mercado de consumo in natura com cultivares 

de grãos médios e sementes de película vermelha. 

  O amendoim pode ser consumido de diversas formas, destacando-se os alimentos 

semiprocessados e processados. Um dos mais presentes na alimentação do brasileiro é o confeito 

de amendoim tipo japonês (MACHADO, 2006; SERQUIZ, 2012). 

 Na região Nordeste essa cultura possui condições edafoclimáticas favoráveis para 

obtenção de vagens de amendoim de boa qualidade, tanto em nível fitossanitário quanto 

sensorial. O cultivo emprega mão-de-obra familiar ou contratada, para realizar todas as 

atividades, desde o plantio até a colheita. Praticamente não são utilizados insumos, tanto em 

cultivo solteiro quanto consorciado com milho ou feijão (SUASSUNA et al., 2006). Cerca de  

12% dos agricultores usam sementes de amendoim selecionadas, mas a grande maioria planta 

tipos locais, adquiridos em feiras livres ou em armazéns, cujos genótipos além de apresentarem 
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baixo rendimento cultural, são geralmente vulneráveis aos ataques de pragas e/ou doenças 

(SANTOS et al., 2006). 

Os programas de melhoramento de amendoim desenvolvidos pelas instituições de 

pesquisa brasileiras levam em consideração a exploração da variabilidade existente entre as 

subespécies, focalizando em caracteres agronômicos associados a fatores bióticos e abióticos, 

sendo os mais expressivos a adaptação ambiental e tolerância a pragas e doenças da lavoura 

(SANTOS et al., 2011). 

 

2. 2. Proteases e inibidores de proteases 

 

2.2.1. Proteases 

 

Protease é a denominação geral para todas as proteínas com atividade proteolítica. As 

proteases são classificadas em endopeptidases, quando hidrolisam ligações peptídicas interna, e 

exopeptidases, quando hidrolisam ligações N-terminais ou C-terminais. As endopeptidases são 

também denominadas proteinases (RYAN et al., 1990).  

De acordo com a União Internacional de Bioquímica, as proteinases são classificadas em 

quatro grandes classes: serínicas, cisteínicas, aspárticas e metalo–proteinases, treonina e 

proteases de ácido glutâmico (Tabela 1) (RITONJA et al., 1990; BAUDYS et al., 1991).  

Em plantas, as proteases participam da proteção de fluidos e tecidos contra degradação 

pela atividade proteolítica (RYAN, 1990; RICHARDSON, 1991, WALKER et al., 1997), 

regulação da fotossíntese (ESTELLE, 2001; GOMES, 2004), regulação da expressão gênica 

(ADAAM, 2000), além da defesa da planta contra pragas e patógenos. 

Em insetos, um dos principais mecanismos de ação das proteases está relacionado com o 

processo digestivo das proteínas adquiridas na dieta animal. Os inibidores de proteases 

constituem uma das barreiras químicas de defesa da planta e atuam no intestino dos insetos 

herbívoros inibindo a digestão de proteínas da planta ou em função da super produção de 

enzimas digestivas, reduzindo a disponibilidade dos aminoácidos essenciais para a produção de 

outras proteínas (NADALLINE, 2007). 

 

2.2.2. Inibidores de protease vegetal  

 

 Inibidores de protease são proteínas ou peptídeos amplamente encontrados em animais, 
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vegetais e microorganismos capazes de inibir a atividade catalítica de enzimas proteolíticas 

(LINGARAJU e GOWDA, 2008). Nas plantas, os inibidores vão se concentrar principalmente 

nos órgãos reprodutivos e de reserva, tais como sementes e tubérculos (RYAN, 1990; CRUZ, 

2008); no entanto, já foram encontrados em polpa de frutas, folhas, frutos, raízes e vagens 

(ARAÚJO et al., 2004) e podem apresentar diferentes funções como: proteínas de reserva, 

agente regulador de proteases endógenas, que são importantes para proteger fluidos e tecidos da 

degradação pela atividade proteolítica (RYAN, 1990; RICHARDSON, 1991; WALKER et al., 

1997), além da defesa direta ou indireta contra os insetos, constitutiva ou induzida, inibindo as 

proteases nos intestinos de suas pragas (CARLINI e GROSSI-DE-SÁ, 2002; LAWRENCE e 

KOUNDAL, 2002).   

            Nas plantas, sabe-se que as angiospermas e dicotiledôneas englobam o maior número de 

espécies contendo os inibidores de proteases, merecendo enfoque as famílias Leguminosae, 

sendo representada pelo feijão, soja, amendoim e ervilha (XAVIER-FILHO, 1996; MACEDO et 

al., 2000), e a família Solanaceae, representada pela batata, tomate e tabaco (CRUZ, 2008). Em 

relação as monocotiledôneas os inibidores estão mais amplamente distribuídos na família 

Poaceae, tendo como representantes arroz, milho, trigo e centeio (OLIVEIRA, 2007).  

Os inibidores de proteases de plantas são, primeiramente, classificados de acordo com a 

classe mecanística das enzimas que eles inibem (Tabela 1). Dessa forma, são estabelecidas 

classes de inibidores de proteases: Inibidores de proteinases serínicas, cisteínicas, aspárticas, 

metalo-proteinases e mais recentemente treonina proteases (LUCENA, 2010), sendo os 

inibidores de proteinases serínicas os mais estudados (SANTOS et al., 2011). Em cada classe 

foram reconhecidas famílias de inibidores, baseando-se nas características de homologia da 

estrutura primária, massa molecular, conteúdo de cisteina e pontes de dissulfeto, sendo a classe 

de inibidores de proteases serínicas subdividida em sete famílias (RYAN, 1990; RICHARDSON, 

1997; SERQUIZ, 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Proteases_de_treonina&action=edit&redlink=1
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Tabela 1. Classificação dos inibidores de proteinases vegetais.  

Proteases Classes de inibidores Família de inibidores 

Serínicas Inibidores de proteinases serínicas 

Bowman-Birk 

Kunitz 

Batata I 

Batata II 

Superfamilia de Cereais 

Taumatina 

Ragi I-2/milho 

Cisteínicas 

 
Inibidores de proteinases cisteínicas Fitocistatinas 

 

Aspárticas 
 Inibidores de proteinases aspárticas            Inibidores de proteinases aspárticas 

Metalo-proteinases          Inibidores de metalo-proteinases  Inibidores de carboxipeptidases A e B 

 

Treonina 
 Inibidores de proteinases treonina            Inibidores de proteinases treonina 

Fonte: Ryan (1990) e Lucena (2010) 

 

 

 

2.2.3. Inibidores de proteases serínicas 

 

Inibidores de proteases serínicas ou serino-proteases são amplamente distribuídos no 

reino vegetal e já foram descritos em muitas espécies de plantas. Há um grande número de 

inibidores de serino-proteases conhecidos e parcialmente caracterizados, uma vez que é a classe 

de inibidores mais amplamente estudada (HAQ et al., 2004; SERQUIZ, 2012). 

Dentre todas as famílias de inibidores de serino proteases, as famílias Kunitz e Bowman-

Birk tem sido as mais estudadas e diferem principalmente em massa molecular, conteúdo de 

cisteína e número de sítios reativos (RICHARDSON, 1991).  

 O padrão estrutural da maioria dos inibidores da família Kunitz é representado por uma 

ou duas cadeias polipeptídicas, em geral, com apenas um sítio reativo, e massa molecular entre 

18 e 24 kDa, correspondendo a aproximadamente 180 resíduos de aminoácidos, geralmente com 

quatro resíduos de cisteína que formam duas pontes dissulfeto, que proporcionam estabilidade a 

estrutura protéica (SVENDNSEN et al., 1984; KIM e LAMBOOY, 1985; RICHARDSON, 1991; 

CRUZ, 2008). 

 Inibidores da família Bowman-Birk é mais estável (termoestável), apresenta massa 
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molecular entre 8 e 10 kDa e capacidade para inibir a tripsina e a quimotripsina em sítios de 

ligação independentes (SILVA e SILVA, 2000; FRANCIS et al., 2001; CARLINI e GROSSI DE 

SÁ, 2002;  SILVA, 2012) Apresenta  conteúdo de cisteina (geralmente 14, formando 7 pontes 

dissulfeto) e ainda dois sítios reativos (BHATTACHARYYA e BABU, 2009). 

  Recentemente, a presença de inibidores em outras famílias botânicas, tais como a 

Cactaceae (Angiospermas), além de relatos da ocorrência destes em familias de Gimnospermas 

(Cycadales, Coniferales e Ginkoales) tem sido registrado (SAWANO et al., 2008; TORRES-

CASTILLO et al., 2009; OLIVEIRA, 2011). 

 Os efeitos do IP sobre o desenvolvimento, a sobrevivência e a fecundidade dos insetos 

tem sido demonstrado em vários estudos (LAWRENCE e KOUNDAL, 2002; PRADO, 2010). 

Alguns trabalhos revelaram que a indução de inibidores de protases em folhas de tomate reduz o 

crescimento de larvas de cartucho da beterraba (Spodoptera exígua), quando comparadas com 

folhas sem inibidor (BRODWAY et al., 1986, CRUZ, 2008). O inibidor de tripsina de soja é 

efetivo contra enzimas do besouro da farinha, Tenebrio molitor (APPLEBAUM et al., 1985). De 

acordo com Macedo (2000), a presença de inibidores pode retardar o desenvolvimento larval 

quando esses são incorporados em ensaio in vivo, utilizando dietas artificiais. 

 

2.3. Interação planta-praga 

 

 As plantas encontram-se frequentemente expostas a diversos estresses abióticos e bióticos 

que consequentemente comprometem o seu crescimento, desenvolvimento e produção. Estes 

estresses desencadeiam diversas rotas de defesas naturais, em uma delas, a sistêmica adquirida, 

as plantas induzem a expressão de genes de defesas contra a invasão de um determinado 

patógeno ou praga (RESENDE et al., 2007). Neste contexto, várias proteínas já foram 

identificadas quanto as suas atuações no mecanismo de defesa de plantas (ALVES, 2002), 

destacando-se: os inibidores proteicos (α-amilases e proteinases), quitinase, proteínas 

inativadoras de ribossomo (RIPs), arcelinas, vicilinas, leguminas, lectinas, defensinas, tioninas, 

proteínas de transferências de lipídeos (LTPs), sendo os inibidores de proteinases serínicas e 

cisteínicas os que apresentam melhor caracterização (BODE e HUBER, 2000; FRANCO et al., 

2000; SALES et al., 2000; SANTANU et al., 2001; WIJAYA et al., 2000).  

 Ao serem ingeridos, os IPs inibem as atividades das enzimas proteolíticas, no intestino 

médio dos insetos, podendo induzir a hiperprodução das enzimas digestivas, o que resulta em 

comprometimento do desenvolvimento do inseto, pois grande parte dos aminoácidos essenciais 
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deixa de ser utilizado na síntese protéica para ser gasto na produção de enzimas digestivas 

(OLIVEIRA et al., 2009). Além disso, o resultado da inativação das proteases intestinais tem 

efeito direto na eficiência digestiva bem como sobre a disponibilidade e a absorção de nutrientes, 

podendo os insetos tornarem-se fracos, com crescimento e desenvolvimento reduzidos (redução 

de fecundidade, decréscimo de massa corporal, deformação e morte do inseto) (GATEHOUSE et 

al., 1979; MACEDO et al., 2002). 

   O efeito inseticida dos inibidores de proteases já foi comprovado de diversas maneiras: 

incorporados na dieta dos insetos (POMPERMAYER et al., 2003; PILON et al., 2006), 

pulverizados diretamente sobre a planta (MARINHO, 2006) e expresso em plantas transgênicas 

(STEPPUHN, 2007). Por um longo tempo pensava-se que, semelhantes aos vertebrados, os 

insetos continham apenas proteinases serínicas do tipo tripsina, quimotripsina e aspártica do tipo 

pepsina, pois a maioria das pesquisas foram realizadas com insetos da ordem Lepidóptera e 

Diptera. Tais insetos geralmente usam proteinases serínicas para a digestão das proteínas, 

possuindo no intestino médio um pH alcalino variando entre 8 a 11,5,  ideal para atividade dessa 

classe de enzimas.  

  Entretanto, estudos evidenciaram que outras classes de insetos utilizam proteinases 

cisteínicas e aspártica para degradar as proteínas da dieta. Dentre esses estão os insetos da ordem 

Coleóptera (larvas e adultos) os quais possuem a porção anterior do intestino médio na faixa de 

pH ácido, entre 5 e 7, enquanto a parte posterior é neutra ou alcalina (TERRA e FERREIRA, 

1994; LOPES et al., 2006).  Neste sentido, insetos da ordem coleóptera, viabilizam também a 

presença marcante de enzimas proteolíticas como tripsina, quimotripsina e elastase (TERRA, 

1994; OLIVEIRA 2007), destacando-se o Tenebrio molitor (TERRA e CHRISTOFOLETTI, 

1996), Rhizoperta dominica (ZHU e BARKER, 1999), A. grandis (OLIVEIRA NETO et al., 

2004). 

   Assim sendo, o potencial inseticida dos inibidores de proteases tem sido demonstrado em 

diversos estudos quando esses são ingeridos em dieta natural ou artificial, sugerindo que esses 

compostos podem ser efetivos no controle de várias ordens de insetos (PRADO, 2010). 

 

2.4. Pragas de grãos armazenados: Alphitobius diaperinus (Panzer) (Coleoptera: 

Tenebrionidae) 

  

  Dentre as pragas de grãos armazenados de amendoim destacam-se: Corcyra cephalonica 

(Staint) (Lepidoptera: Pyralidae), Tribolium castaneum (Herbest), (Coleoptera Tenebrionidae); 
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Alphitobius diaperinus (Panzer) (Coleóptera: Tenebrionidae), Lasioderma serricorne (Fabricio) 

(Coleoptera: Anobidae), Oryzaephilus surinamensis  (Lineu, 1758), Laemophloeus minutos 

(Oliver) (Coleoptera: Cuculidae) (AZEVEDO et al., 2007; AZEVEDO, 2008). 

  O A. diaperinus (Panzer) (Coleoptera: Tenebrionidae) é uma espécie cosmopolita, de 

origem tropical da África sub-saariana, praga secundária de grãos, que se alimenta também de 

produtos de cereais e de ração humana. De acordo com Spilman (1991) e Ferreira (2011), esses 

insetos infestam farinhas e grãos, especialmente em unidades de armazenamento de grãos mal 

condicionados, e tem sido encontrado em trigo, cevada, arroz, aveia, soja, feijão e amendoim. A 

presença desses insetos pode indicar alta umidade do produto (AZEVEDO et al., 2010). 

  O ciclo de vida completo desse inseto dura de 50 a 70 dias. A eclosão dos ovos ocorre em 

2 a 13 dias, em temperaturas entre 18 ºC e 40 ºC. O período larval dura entre 35 e 65 dias, 

variando de 6 a 11 estágios. A seguir, a fase de pupa, dura entre 4 e 17 dias. Na fase adulta o 

inseto adquire coloração que varia de castanha a preta. Os insetos adultos podem viver até 400 

dias dependendo das condições ambientais. A fêmea tem potencial para ovopositar mais de 2000 

ovos, escolhendo o local ideal para o desenvolvimento da larva. Nas temperaturas entre 35 ºC e 

38 ºC, todos os estágios se desenvolvem mais rapidamente e os índices de sobrevivência também 

são maiores (OURO FINO, 2000). Umidades entre 15% e 20% são mais propícias ao 

desenvolvimento deste inseto (AZEVEDO et al., 2010). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

 

 

3.1. Sementes de Amendoim 

 

 Sementes de 11 genótipos de Amendoim (Arachis hipogea L.) (Tabela 2) foram cedidas 

pelo Programa de melhoramento de Amendoim da Embrapa Algodão, os quais possuem 

descritores discriminatórios quanto aos aspectos morfológicos e agronômicos. 

 

 

Tabela 2. Genealogia, origem e alguns descritores agronômicos dos genótipos de amendoim 

investigados neste estudo. 

Genótipo Genealogia Origem HC Ciclo 

(dias) 

TS 

BRS Pérola 

Branca 
Cultivar PB, Brasil 

rasteiro 

copa densa 
115 G 

CNPA 270 

AM 

Linhagem 

(Manfredi 407 x 

Manfredi 424) 

PB, Brasil ereto 90 M 

CNPA 283 

AM 

Linhagem(Manfredi 

x Florruner) 
PB, Brasil ereto 90 M 

Florruner Cultivar EUA rasteiro 120 G 

IAC Caiapó Cultivar SP, Brasil rasteiro 130 G 

CNPA 271 

AM 

Linhagem 

(Manfredi 407 x 

Manfredi 424) 

PB, Brasil ereto 90 M 

BRS 

Havana 
Cultivar PB, Brasil ereto 90 M 
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Tabela 2, cont. 

L7 Bege 

Linhagem (IAC 

Tupã x Senegal 

55437) 

PB, Brasil ereto 90 G 

CNPA 280 

M 

Linhagem(Manfredi 

407 x Florruner 
PB, Brasil ereto 90 M 

L GoPE – 

06 

BRS 151-

L7 

Land race 

Cultivar (IAC 

TupaxSenegal 

55437) 

PB, Brasil 

 

Brasil 

Rasteiro 

 

Ereta 

120 

 

85-87 

EG 

 

G 
 

TS: tamanho da semente - M: média, G: grande e EG: extra grande; HC: Hábito de Crescimento. 

 

 

 

3.2. Insetos 

 

As populações de insetos de: A. diaperinus (Panzer, 1797) (Coleoptera: Tenebrionidae), 

Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), Tenebrio molitor 

(Linnaeus), (Coleoptera: Tenebrionidae) e Tribolium castaneum (Herbst, 1797) (Coleoptera: 

Tenebrionidae) foram obtidas a partir de criações mantidas no Laboratório de Entomologia e 

Laboratório de Biologia de Insetos, da Embrapa Algodão. 

 

 

 

 

Figura 2. Adulto de A. diaperinus em grãos. 

(Foto: Patrícia de Lima Martins). 
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3.3. Preparação do extrato proteico de sementes de amendoim 

 

Para obtenção do extrato bruto protéico foram triturados 10 g de sementes de cada 

genótipo de amendoim em multiprocessador, com posterior delipidação com 20 mL de acetona 

PA e 20 mL de hexano PA, seguindo metodologia descrita por Bland e Lax (2000); em seguida, 

foram pesados 100 mg da amostra delipidada e acrescentado 1 mL do tampão Tris-HCl 50  

mol.L
-1

, pH 8,5, incubado sob agitação durante a noite à 4 ºC. O extrato foi centrifugado a 

12.000 x g por 20 min a 4 ºC e o sobrenadante coletado denominado extrato bruto (EB).   

O EB foi fracionado por meio da precipitação sequencial com sulfato de amônio nas 

faixas de saturação de 0-30%, 30-60%, e 60-90% e denominadas F1, F2 e F3, respectivamente. 

Na sequência, cada fração foi mantida por cerca de 12 h a 8 °C para solubilização e centrifugada 

a 12.000 x g por 30 min a 4 °C para obtenção das proteínas precipitadas. Os precipitados foram 

ressuspendidos em tampão Tris-HCl 50  mol.L
-1

 pH 8,5, dialisados contra o mesmo tampão e 

mantidos a -20 °C até a realização dos ensaios. Seguiu-se a metodologia baseada em Green and 

Hughes (1955). 

 

 

 

 

Figura 3. Esquema da precipitação do extrato bruto de amendoim genótipo CNPA 280 AM com 

sulfato de amônio e concentrações 0-30%, 30-60% e 60-90%.  

 

 

 Extrato Bruto (EB) 

Precipitação com Sulfato de amônio 

 (0-30%), (30-60%) e (60-90%) 

Pellet ressuspendido com Tampão Tris-HCl 50 mol. 

L
-1

   pH 8,5 

Frações 
Fração 1 – 0-30% 

Fração 2 – 30-60% 

Fração 3 – 60-90% 

Diálise em tampão Tris-HCl 50  mol. L
-1

 pH 8,5 
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3.4. Determinação de proteínas 

 

As proteínas foram quantificadas pelo método de Bradford (1976), utilizando albumina 

serica bovina (BSA) como padrão analítico nas concentrações de 1,25; 2,5; 3,75; 5,0; 6,25 

µg/µL. As medidas de absorbância das amostras padrões foi 110 a 380 nm. A leitura de 

quantificação proteica foi realizada em espectrofotômetro (marca Femto espectrofotômetro 

700S) no comprimento de onda 595 nm. 

  

3. 5. Preparação da solução usada como substrato 

 

 Azocaseína a 1,5% (m/v) foi preparada em tampão Tris-HCL 50 mol.L
-1

, pH 8,5. A 

solução foi mantida a -20ºC até sua utilização. 

 

3.6. Determinação da atividade ótima da tripsina bovina e de A. diaperinus 

 

 O pH ótimo para determinar a atividade da tripsina bovina e de A. diaperinus foi 

realizado pelo uso de diferentes soluções tamponantes. Os tampões utilizados foram tampão 

Fosfato de sódio 50 mol.L
-1 

pH 6,5 e 7,5 e Tris-HCL 50 mol.L
-1 

para pH 8,5, 9,5 e 10,5. 

 

3.7. Preparo do homogenato intestinal de insetos 

 

Larvas em último instar dos diferentes insetos alimentando-se ativamente foram 

dissecadas, com o auxílio de pinças e lupa estereoscópica, para a remoção do intestino, que foi 

imediatamente imerso em tampão fosfato de sódio 50 mol.L
-1,

 pH 7,0 e mantido a 4 ºC.  Em 

seguida, os intestinos foram macerados em microtubo com auxílio de um pistilo. O homogenato 

foi centrifugado a 12.000 x g durante 20 minutos a 4 ºC e, posteriormente, coletado o 

sobrenadante, o qual foi utilizado nos ensaios de atividade enzimática e inibitória. Seguiu 

metodologia estabelecida por Terra et al. (1977). Posteriormente o homogenato foi quantificado 

pelo método de Bradford (1976) e diluído a 1 µg/µL e a leitura no ensaio padronizado para cerca 

de 0.100 de absorbância. 
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3.8. Bioensaio com A. diaperinus 

 

Sementes de cinco genótipos de amendoim (BRS Havana, Florruner, CNPA 270 AM, 

CNPA 280 AM e BRS 151 L7), selecionados previamente em ensaios bioquímicos por 

apresentarem maior percentual de inibição para tripsina bovina e o BRS 151 L7 com menor 

inibição, foram pesadas em amostras de 50 g e colocadas em recipientes plásticos (8,0 cm de 

altura x 11,0 cm de diâmetro) telados e etiquetados. Uma testemunha com farelo de milho foi 

utilizada. O delineamento adotado foi inteiramente casualizado com 4 repetições. 

As sementes foram infestadas com 20 insetos adultos sexados de A. diaperinus e 

mantidas a temperatura e umidade relativa ambiente. Para a avaliação da resistência dos 

genótipos, análises da reprodução dos insetos foram realizadas a partir da contagem do número 

de larvas após 53 e 90 dias seguindo metodologia estabelecida por Azevedo et al. (2010).  

 

3.9. Análises estatísticas  

 

Os dados foram submetidos a análise de variância pelo teste de Friedman (p ≤ 0,05) e a 

comparação de médias foi realizada pelo teste de Student Newman Keuls (p ≤ 0,05). 

 

3.10. Determinação da atividade antitríptica 

 

 A atividade inibitória foi determinada incubando-se alíquotas de 1 µg de proteína do 

homogenato intestinal e 5 µg de proteína do inibidor, foram acondicionadas a 69 µL de tampão 

Tris-HCl 50 mol.L
-1

 pH 8,5 e 100 µL da solução do substrato de azocaseína a 1,5% (m/v). A 

reação foi pré-incubada a 37 ºC por 20 minutos. No final desse tempo foram adicionados 100 µL 

da azocaseína nos negativos da atividade e a reação foi parada com 150 µL de solução de ácido 

tricloracético (TCA 20%). Após 5 minutos à temperatura ambiente, as amostras foram 

centrifugadas a 12.000 x g por 10 minutos. Alíquotas de 250 µL do sobrenadante foram coletadas 

e adicionados a 250 µL de NaOH 2 mol.L
-1

 e a absorbância medida a 440 nm. Os ensaios foram 

realizados em triplicata autêntica. Seguiu-se a metodologia estabelecida por Kakade et al. 

(1969). 
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3.11. Estabilidade térmica do inibidor 

 

A F3 obtida da precipitação com Sulfato de amônio apresentou a maior atividade 

antitríptica, sendo a escolhida para avaliação de estabilidade térmica. Seguiu-se a metodologia 

descrita por Gomes et al. (2005), na qual alíquotas de 50 µL do inibidor foram incubadas por 30 

minutos a 40 °C, 60 °C, 80 °C e 100 °C. Após incubação, as amostras foram resfriadas a 4 °C e 

então alíquotas contendo 5 µg do inibidor foram utilizadas no ensaio de atividade inibitória sobre 

a tripsina e sobre o homogenato de inseto como tratado no item 3.10. Os ensaios foram 

realizados em triplicata e provas em branco foram feitas. 

 

3.12. Estabilidade do inibidor em diferentes pHs 

 

Para avaliar a estabilidade do inibidor da F3 em diferentes pHs, seguiu-se a metodologia 

descrita por Gomes et al. (2005), com algumas modificações. Alíquotas de 100 µL do inibidor 

foram dialisadas por 16 horas contra os seguintes tampões:  fosfato de sódio 100 mol.L
-1 

pH 5-8; 

Tris-HCL 100 mol.L
-1

 para pH 9-11. Após 1 h de incubação a 37 ºC nos referidos tampões, as 

amostras foram dialisadas por 4 h, em Tris-HCl 50 mol.L
-1,

 pH 8,5, para ajuste ao pH do ensaio. 

Os ensaios de atividade inibitória para tripsina foram feitos em triplicata utilizando-se 5 µL do 

inibidor como descritos no item 3.10. Provas em branco também foram realizadas. 

 

3.13. Eletroforese em Gel de poliacrilamida (SDS–PAGE) 

 

Foram utilizadas placas de vidro de dimensões 10 x 14 cm, espaçadores de 0,75 mm e 

soluções estoque de acrilamida/bisacrilamida (30%/ 0,8%, m/v) dissolvidas em água destilada 

em volume para 100 mL. O gel de separação foi preparado com uma                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                 

solução de 12%, contendo: 15 mL de água destilada, 11,4 mL de tampão Tris-HCL 1,5 mol.L
-1

 

pH 8,8, 450 µL de SDS 10%, 18 mL de solução estoque de  acrilamida/bisacrilamida, 225 µL de 

persulfato de amônio e 22,5 µL de Temed. Às frações F1, F2, F3 e EB com 4,0 µg de proteínas 

foram adicionadas tampão de amostra constituído de Tris-HCL 62,5 mol.L
-1

 pH 6,8, 150 µL de 

SDS 2%, glicerol 10% (v/v) e 0,01% de azul de bromofenol. O tampão de corrida continha 

glicina 960 mol.L
-1

 e SDS 0,5%. A eletroforese foi realizada sob corrente constante de 30 mA 

por aproximadamente 6 horas seguindo a metodologia estabelecida por Laemmli (1970). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

 

 

 

4.1. Detecção da atividade inibitória para tripsina bovina em extratos proteicos de 

amendoim 

 

 Nos ensaios de inibição com extrato proteico dos onze genótipos de amendoim 

investigados, usando tripsina bovina como substrato, observou-se inibição em todas as amostras, 

variando entre 70% a 94% (Tabela 3), destacando-se o CNPA 280 AM, Florruner, CNPA 270 AM 

e BRS Havana com taxa de inibição superior a 90%. 

 

 

 Tabela 3. Atividade inibitória para tripsina em EB de Amendoim 

 

Genótipo Inibição (%) UI* 

CNPA 280 AM  94,2 11,7 

Florruner 92,6 11,5 

CNPA 270 AM  92,2 11,6 

BRS Havana 90,3 11,2 

CNPA 271 AM  89,7 11,1 

CNPA 283 AM  89,7 11,2 

IAC Caiapó 88,2 11,0 

L7 Bege 79,3 9,0 

BRS Pérola Branca  78,5 10,1 

LGoPE -06  78,0 9,8 

BRS 151 L7  70,7 8,6 

 *Uma unidade de inibição (UI) foi definida como a quantidade de inibidor que  

 diminui a atividade da enzima em 0,01 de absorbância a 410 nm. 
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A atividade inibitória para tripsina em extrato bruto de amendoim apresentou níveis 

variados, corroborando com este resultado Santos (2005) relata que o amendoim (Arachis 

hipogea L) é uma das espécies de leguminosas que possui níveis variados de inibidores de 

tripsina em suas sementes cuja expressão é genótipo-dependente. 

Há ainda relatos na literatura da presença de inibidores proteicos em sementes de várias 

outras classes de plantas, incluindo soja (Glycine max) (KUNITZ, 1947), uva (Vitis vinifera) (LI 

e GRAY, 2005), feijão-fava (Phaseolus lunatus) (TAN e STEVENS, 1971), amendoim (Arachis 

hypogoea) (SUZUKI et al., 1987), pau-brasil (Caesalpinia echinata) (OLIVEIRA et al., 2002); 

eucalipto (Eucalyptus urophylla) (TREMACOLDI e PASCHOLATI, 2002) e gergelim (S. 

indicum) (EL-BRAMAWY, 2011). 

 

4.2. Atividade inibitória dos genótipos de amendoim com o homogenato intestinal de A. 

diaperinus  

 

 Cinco genótipos de amendoim foram selecionados baseado no ensaio anterior, os que 

apresentaram maior percentual de inibição (CNPA 280 AM, Florruner, CNPA 270 AM e BRS 

Havana) e o BRS 151 L7 cujo percentual de inibição foi menor, visando observar o potencial de 

inibição no homogenato intestinal de A. diaperinus. Observou-se inibição entre 7,5% e 18% 

sugerindo diferentes compatibilidades estruturais entre os sítios reativos dos inibidores com o 

sítio ativo de proteinases serínicas presentes no homogenato intestinal de larvas de A. diaperinus.  
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Figura 4, cont.: Ensaio de inibição com os genótipos de amendoim BRS 151 L7, BRS Havana, 

CNPA 270 AM, CNPA 280 AM e Florruner com homogenato intestinal de A. diaperinus. O 

extrato proteico foi pré-incubado com homogenato intestinal por 20 min., a 37 ºC. A atividade 

inibitória foi determinada usando azocaseína a 1,5% (m/v) como substrato. Resultados expressos 

em média ± desvio padrão.  

 

 

 

A partir da análise de inibição in vitro de enzimas presentes no trato digestivo de insetos 

pode ser avaliado o potencial que as proteínas exercem sobre o desenvolvimento de larvas de 

insetos (GOMES, 2004; PRADO, 2010). Neste sentido outros trabalhos mostram a atividade 

inibitória de sementes de Crotalaria pallida contra extratos intestinais de diversos insetos pragas 

como C. maculatus (gorgulho do feijão de corda) com 74% de inibição e P. interpunctela (praga 

generalista) com 66% de inibição (GOMES, 2004). 

Diante dos resultados, o genótipo BRS 151-L7 destacou-se mais eficiente, dentre os 

outros genótipos testados com o homogenato de inseto do A. diaperinus, devido à capacidade de 

inibir a tripsina do trato digestório do inseto em estudo.   

 Os insetos A. diaperinus por serem da ordem coleóptera possuem as proteases digestivas 

pertencentes à classe macanística de proteases aspárticas e cisteínicas (XAVIER-FILHO et al., 

1996; OLIVEIRA, 2007). No entanto, no homogenato intestinal de larvas de outros insetos da 

ordem coleóptera, Callosobruchus maculatus e Zabrotes subfasciatus, foi detectada a presença 

de proteinases serínicas envolvidas na digestão de proteínas da dieta, sendo essa atividade em Z. 

subfasciatus duas vezes mais ativa em comparação com essa mesma atividade no homogenato 

intestinal de C. maculatus (SILVA et al., 2000). A presença de proteinases serínicas no 

homogenato intestinal desses coleópteros indica que essa atividade pode ser efetivamente 

suprimida por inibidores de proteases serínicas de plantas (MACEDO, 2002; GOMES et al., 

2005). 

 

4.3. Bioensaio de alimentação de adultos de A. diaperinus com duas fontes de dieta 

 

 Com o intuito de comprovar a influencia da dieta com amendoim sobre a oviposição de 

A. diaperinus, sementes de cinco genótipos de amendoim (BRS Havana, Florruner, CNPA 280 

AM, CNPA 270 AM, BRS 151 L7) foram fornecidas aos insetos adultos, tendo a dieta à base de 

milho como controle positivo. Foi observado, na análise de variância, diferença estatística 

significativa para o período de incubação e entre as dietas utilizadas, contudo, não houve 
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resposta na interação Período de incubação x Dieta, indicando que os efeitos das dietas sobre o 

período em que os insetos foram incubados são independentes (Tabela 4).  

 

 

 

Tabela 4: Síntese da análise de variância para número de larvas de A. diaperinus eclodidas após 

2 períodos de incubação em dietas in natura de amendoim e milho. 

 

Fonte de variação GL  QM F 

Período de incubação (P) 1  91,16 24,41** 

Repetição do período 6  4,97 1,33 

Dieta (D) 5  40,91 10,77** 

P x D 5  2,71 0,73 

Erro 28    

** Significativo a 1% pelo teste Friedman (p ≤ 0,05). 

 

 

 

Na Tabela 5 encontra-se a média do número de larvas obtidas nos diferentes tratamentos 

em que os adultos de A. diaperinus foram submetidos. 

 Verificou-se que o número de larvas foi 33% mais elevado quando os insetos estiveram 

incubados até os 53 dias. Sugere-se que este fato possa estar associado ao inibidor ter promovido 

um efeito negativo no que se refere à reprodução do inseto, ensejando consequentemente na 

diminuição do número de larvas após os 53 dias.  

Com relação à dieta, verifica-se que a BRS Havana permitiu a mesma produção de larvas, 

comparada ao controle, indicando que esta cultivar de amendoim é mais atraente para 

alimentação e oviposição dos insetos. Entre os cinco genótipos de amendoim testados, não 

apresentou diferença estatística, porém o genótipo BRS 151 L7 destacou-se com o maior número 

de larvas. Tais resultados corroboram com os dados obtidos in vitro, em que a maior (18%) e 

menor (7,5%) inibição para tripsina do homogenato intestinal de A. diaperinus foram 

conseguidas com as cultivares BRS 151 L7 e BRS Havana respectivamente. 

No aspecto agrícola, esse resultado é de grande relevância no que se refere à 

possibilidade de redução de perdas de grãos na fase de pós-colheita, uma vez que BRS 151 L7 é 

uma cultivar precoce, desenvolvida para o semiárido brasileiro, com características agronômicas 

de fácil transferibilidade por meio de hibridação (NOGUEIRA et al., 2000; GOMES et al., 

2007). Embora não se saiba ainda quantos genes estão relacionados com a resistência a pragas de 
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grãos armazenados em amendoim, ou os associados a produção de inibidores de proteases em 

cultivares tolerantes, com base nestes resultados, a utilização da BRS 151 L7 como genitor 

tolerante pode se constituir como um expressivo recurso genético não apenas para responder as 

questões ainda indefinidas quanto a genética da tolerância como também como doador desse 

caráter para formação de novas progênies. 

 

 

 

Tabela 5: Número de larvas de A. diaperinus eclodidas após 2 períodos de incubação em dietas 

in natura de amendoim e milho.   

 

Tratamentos Número de larvas 

Período de incubação (dias)  

53 9,00a 

90 6,08b 

Dieta  

BRS 151 L7 5,52b 

 Florruner  5,89b 

CNPA 280 AM 6,34b 

CNPA 270 AM 6,51b 

 BRS Havana  9,39a 

Farelo de milho 11,17a 

Média 7,47 

CV (%) 22,47 

Médias com a mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo teste Student-newman-

keuls (SNK) a 5% de probabilidade. As médias foram transformadas em raiz quadrada, para 

efeito de análise estatística. 

 

 

 

Diante do exposto, afirma-se que o genótipo BRS 151 L7 é um candidato promissor para 

posterior uso nos trabalhos de melhoramento do amendoim visando tolerância a pragas de grãos 

armazenados. Outro trabalho relata a importância desta cultivar para o programa de 

melhoramento, de acordo com Santos (2000), essa cultivar possui grande potencial produtivo e 

larga adaptação às condições da região Nordeste. 

 

4.4. Caracterização do inibidor de tripsina do genótipo CNPA 280 AM  

 

 4.4.1. Atividade antitríptica do extrato de amendoim e frações protéicas 

 

Baseado no ensaio com tripsina bovina, o genótipo CNPA 280 AM que inibiu a tripsina 
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em 94%, foi selecionado para caracterização bioquímica. O extrato bruto de proteínas totais de 

amendoim foi fracionado em três faixas de concentração de sulfato de amônio F1 (0-30%) F2 

(30-60%) e F3 (60-90%) e as atividades inibitórias para tripsina bovina e homogenato intestinal 

de A. diaperinus foram avaliadas em cada uma delas. Dentre as frações precipitadas com sulfato 

de amônio, a F3 apresentou maior atividade anti-tríptica atingindo índice de 91% com tripsina e 

38% com homogenato intestinal (Figura 5), correspondendo a 10,9 UI/mg e 1,2 UI/mg, 

respectivamente. 

 Na literatura, outros inibidores de amendoim já foram purificados. De acordo com 

Serquiz (2012), um novo inibidor de tripsina foi identificado e parcialmente purificado da paçoca 

de amendoim. Após o fracionamento de suas proteínas com sulfato de amônio a fração 

correspondente a 30-60% denominada F2 de saturação apresentou maior atividade antitríptica, 

com 18,3 UI/mg de proteína. Comparando a fração 30-60% de CNPA 280 AM precipitada 

apresentou atividade tríptica com 12,1 UI/mg de proteína.  

 

 

 

Figura 5. Ensaio de inibição com F1 (0-30%), F2 (30-60%) e F3 (60-90%) de CNPA 280 AM. 
As frações foram pré-incubadas com homogenato intestinal de A. diaperinus ou tripsina bovina 

por 20 min., a 37 ºC. A atividade inibitória foi determinada usando azocaseína a 1,5% (m/v) 

como substrato Resultados expressos em média ± desvio padrão.  
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 A precipitação de proteínas com sulfato de amônio é conhecida por ser útil na 

concentração de soluções diluídas de proteína e no fracionamento de mistura de proteínas. A 

precipitação de proteínas pelo gradativo aumento da concentração de sais é um processo muito 

importante para a separação de misturas complexas de proteínas, uma vez que a concentração de 

sal necessária para precipitação é diferente para cada proteína. O sulfato de amônio tem sido o 

sal mais comumente utilizado nos ensaios de precipitação de proteína por algumas de suas 

características como a alta solubilidade, baixo custo e baixa toxicidade (LIMA, 2008). 

   Desse modo o fracionamento com sulfato de amônio é bastante eficiente para separar as 

proteínas, demonstra isso o trabalho de Serquiz (2012) que conseguiu identificar um novo 

inibidor de tripsina e parcialmente purificar da paçoca de amendoim utilizando essa metodologia. 

   

4.4.2. Eletroforese em Gel de poliacrilamida (SDS–PAGE) 

 

Tanto o EB, quanto as frações F1, F2 e F3 foram analisadas em gel de poliacrilamida 

SDS-PAGE o qual revelou a presença de várias bandas proteicas, contudo há bandas 

diferenciadas em cada fração, mostrando que houve uma separação proteica. Na F3 pode-se 

observar duas bandas na altura de 12 e 15 kDa aproximadamente, que se diferencia das demais 

frações, sugerindo que pode ser o inibidor em questão (Figura 6). Com o fracionamento, na F3 

houve uma maior concentração das duas bandas proteicas nas alturas 12 kDa e 15 kDa o que 

sugere ser o inibidor de interesse. 

De acordo com outros estudos um grande número de proteínas envolvidas em processo de 

defesa de plantas foi isolado, purificado e caracterizado, destacando-se entre elas as proteínas de 

baixo peso molecular como inibidores de proteinases e amilases (GOMES et al., 2005; ARAÚJO 

et al., 2004; CARLINI e GROSSI-DE-SÁ, 2002; OLIVEIRA, 2007). Existem ainda relatos de 

outros inibidores de tripsina do amendoim que já foram purificados e contém baixo peso 

molecular (NORIOKA et al., 1982; DODO et al., 2004).  
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Figura 6. Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% na presença de SDS com proteínas de 

amendoim CNPA 280 AM. M- Marcador de peso molecular; 1- EB; 2- Fração protéica saturada 

com sulfato de amônio na faixa F3; 3- F2 ; 4- F1. 

 

 

 

Em função da fração F3 ter apresentado maior percentual de inibição, tanto nos ensaios 

com tripsina bovina como no homogenato intestinal de A. diaperinus, essa fração foi escolhida 

para os ensaios de estabilidade térmica, estabilidade de pH e ensaios in vitro com homogenato 

intestinal de S. Frugiperda, T. molitor e T. castaneum. 

 

4.4.3. Estabilidade térmica da F3 

 

O inibidor de tripsina do EB e da F3 foram avaliados quanto a sua resistência a diferentes 

temperaturas. Observou-se que a F3 manteve a atividade inibitória para tripsina entre 74% e 

78,5%, enquanto que o extrato bruto manteve a inibição entre 85% e 100%. 
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Figura 7. Estabilidade dos inibidores da F3 e do EB do genótipo CNPA 280 AM em diferentes 

temperaturas (40 ºC; 60 ºC; 80 ºC; 100 ºC), incubados por 30 min. Após o tratamento térmico, o 

inibidor foi pré-incubado com tripsina por 20 min, a 37 ºC. A atividade inibitória foi determinada 

usando azocaseína a 1,5%(m/v) como substrato. Resultados expressos em média ± desvio 

padrão.   

 

 

 

De acordo com Caceres (2008), as proteínas possuem temperaturas características, nas 

quais apresentam o máximo de estabilidade e à medida que a temperatura se eleva praticamente 

todas as proteínas se desnaturam. Esse resultado é esperado, de acordo com outros trabalhos que 

realizaram ensaios de termorresistência (GOMES, 2005; CRUZ, 2008). Contudo, o inibidor da 

F3 foi bastante termorresistente, mantendo sua atividade inibitória total sobre a atividade da 

tripsina, corroborando com outros inibidores de tripsina já caracterizados (MACEDO et al., 

2000; OSMAN et al., 2002; SERQUIZ, 2012). A estabilidade funcional das proteínas diante de 

agentes desnaturantes físico e químicos, como temperatura e pH ocorre devido as pontes 

dissulfeto entre as cadeias polipeptídicas, presentes na estrutura de inibidores de proteases. 

Resultados de termoestabilidade da F3 (Figura 8) mostraram que este inibidor não 

apresentou diminuição considerável de sua atividade inibitória com o homogenato intestinal de 

A. diaperinus até 80 ºC. Acima de 80 ºC houve um decréscimo da atividade inibitória. 

Semelhantes a outros inibidores de tripsina purificados e caracterizados (MACEDO et al., 2003), 

a F3 foi termorresistente, mantendo sua atividade total quando aquecido até 80 ºC e somente 

reduzindo sua atividade após o aquecimento a 100 ºC. 
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Figura 8. Estabilidade dos inibidores da F3 do genótipo CNPA 280 AM em diferentes 

temperaturas (40 ºC; 60 ºC; 80 ºC; 100 ºC), incubados por 30 min. Após o tratamento térmico, o 

inibidor foi pré-incubado com homogenato intestinal de A. diaperinus por 20 min, a 37 ºC. A 

atividade inibitória foi determinada usando azocaseína a 1,5% (m/v) como substrato. Resultados 

expressos em média ± desvio padrão. 

 

 
 
4.4.4. Estabilidade em diferentes pHs 

 

A estabilidade da F3 em diferentes pHs foi testada incubando-se o inibidor em tampões 

com pHs variando entre 6,5 a 10,5. Após ensaio com a tripsina bovina e homogenato intestinal 

de A. diaperinus, verificou-se pouca alteração da capacidade inibitória nos diferentes pHs 

testados. 

No ensaio com F3 e a tripsina bovina no pH 6,5, a atividade inibitória ficou em torno de 

86% e manteve-se nesse patamar em todos os pHs testados, contudo, no pH 10,5 a inibição ficou 

em torno de 90,5% (Figura 9). 

No ensaio da F3 com homogenato intestinal de A. diaperinus verificou-se também que 

houve pouca alteração na atividade inibitória, variando entre 19,5% a 28,5%, revelando que o 

inibidor é notadamente estável a uma ampla faixa de pH (Figura 9).  
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Figura 9. Estabilidade da F3 e, diferentes pHs. A F3 foi dialisada em diferentes pHs e em 

seguida pré-incubado com tripsina ou homogenato intestinal de A. diaperinus por 20 min, a 37 

ºC em pH 8,5. A atividade inibitória foi determinada usando azocaseína 1,5% (m/v) como 

substrato. Resultados expressos em média ± desvio padrão.  

 

 

 

Tais resultados demonstram que esses inibidores são capazes de suportar variações de 

pHs. Tal capacidade é muito importante para a defesa de plantas tendo em vista que os insetos da 

ordem Coleoptera (larvas e adulto) possuem a porção anterior do intestino médio ácida, enquanto 

a parte posterior é neutra ou alcalina (TERRA e FERREIRA, 1994; LOPES et al., 2006). Um 

inibidor isolado de sementes de Peltophorum dubium por Macedo et al., (2003), também 

apresentou estabilidade da atividade inibitória em diferentes pHs. 

 

4.4.5. Atividade inibitória da F3 com homogenato intestinal de diferentes insetos 

 

A atividade in vitro da F3, para enzimas digestivas de diferentes insetos pragas do 

amendoim foram testadas. A F3 inibiu a atividade das enzimas digestivas dos Coleópteras T. 

castaneum e T. molitor e do Lepidóptera S. frugiperda com 82% 42% e 16% de inibição, 

respectivamente. (Figura 10).  
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Figura 10. Atividade inibitória da F3 com homogenato intestinal de S. Frugiperda, T. molitor e 

T. castaneum. A F3 foi pré-incubado com homogenato intestinal por 20 min, a 37 ºC. A atividade 

inibitória foi determinada usando azocaseína 1,5% (m/v) como substrato. Resultados expressos 

em média ± desvio padrão.  

 

  

 

As plantas podem desenvolver mecanismos de defesa que diminuem o ataque de 

herbívoros. Essa defesa das plantas pode ser constitutiva ou induzida; ambas podem se expressar 

de formas direta e indireta e consistem de compostos químicos e estruturas morfológicas que 

prejudicam o inseto, podendo reduzir-lhes a sobrevivência, o desenvolvimento e a reprodução 

(KARBAN e BALDWIN, 1997). Porém os herbívoros podem suplantar essas defesas. 

Conforme pode ser observado na figura 10, verificou-se em S. frugiperda um menor 

percentual de inibição (16%). Alguns insetos conseguem se adaptar a determinados compostos 

de defesa produzidos pelas plantas. Lagartas de S. frugiperda, por exemplo, são capazes de 

suplantar os efeitos deletérios de inibidores de proteases de plantas de soja em dieta artificial, 

possivelmente por meio de uma habilidade na produção de novas enzimas tripsina-like menos 

sensíveis aos inibidores produzidos pelas plantas e ingeridos pelos insetos e, também, por meio 

da síntese de outras classes de enzimas (PAULILLO et al., 2000; XAVIER et al., 2005; PILON et 

al., 2006). 

De acordo com Oliveira (2007), foram também realizados ensaios in vitro sobre as 

proteinases digestórias de Lepidóptera e Coleóptera. Observou-se que esses inibidores foram 

efetivos para enzimas digestórias semelhantes à tripsina dos insetos destas ordens. Como 

exemplo as enzimas de C. maculatus apresentou 29% de inibição com as sementes de Jurema 
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Branca, enquanto que A. argillaceae e P. interpunctella foram suprimidas em 13,58% e 48,67%, 

respectivamente, e larvas de P. intepunctella e C. capitata foram inibidas em 8,97% e 37,47%, 

respectivamente. 

Em contrapartida o T. castaneum foi inibido em 82% da sua atividade digestiva para 

tripsina, o que revela que existe uma maior compatibilidade estrutural entre o sítio reativo do 

inibidor e o sítio ativo da enzima. 
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5. CONCLUSÕES 

 

 

 

 
 
 

 A presença de inibidores de tripsina nos extratos proteicos das sementes de amendoim dos 

onze genótipos testados foi bastante expressiva com tripsina, devido ao alto potencial inibitório 

acima de 70%. 

 

 Os maiores percentuais de inibição para tripsina foram dos genótipos BRS Havana, CNPA 

270 AM, Florruner e CNPA 280 AM, com: 90,3%, 92,2%, 92,6% e 94,2%, respectivamente. 

 

 Dentre os cinco genótipos de amendoim testados com A. diaperinus, o BRS 151 L7 

apresentou a maior inibição in vitro para as enzimas do trato digestivo e o menor número de 

larvas no bioensaio. 

 

 A F3 do genótipo CNPA 280 AM forneceu o maior percentual de inibição tanto nos ensaios 

com tripsina bovina como no homogenato intestinal de A. diaperinus, e foi altamente estável nos 

ensaios de pH e temperatura. 

 

 A F3 do genótipo CNPA 280 AM inibiu em 16%, 42% e 82% as serino proteases intestinais 

de S. frugiperda, T. molitor e T. castaneum, respectivamente. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

 

 

Os genótipos de amendoim BRS 151 L7 e o CNPA 280 AM destacaram-se como 

promissores, devido as suas capacidades de inibição in vitro para as enzimas do trato digestivo 

de insetos-pragas e tripsina bovina, inibição da capacidade de reprodução de A. diaperinus in 

vivo, e ainda apresentaram estabilidade nos ensaios com diferentes temperaturas e pH. 

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que os genótipos investigados são 

importantes fontes de inibidores de proteases serínicas podendo ser utilizados como candidatos 

potenciais para os trabalhos de melhoramento do amendoim, visando tolerância a pragas de 

grãos armazenados.  

A perspectiva que se tem em relação aos resultados obtidos é que outros genótipos de 

amendoim do Programa de melhoramento de Amendoim da Embrapa Algodão sejam analisados 

com a finalidade de uso em trabalhos de melhoramento e na possibilidade de redução de perdas 

de grãos na fase de pós-colheita. 
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