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RESUMO

Este trabalho objetivou extrair e caracterizar parcialmente duas proteases digestivas da cavala
(Scomberomorus cavala), quanto a sua temperatura étima e sua termoestabilidade. Para tanto,
foram utilizados 500g de visceras intestinais de S. cavala obtidas através de coldnia de
pescadores em Ponta Verde, Maceié- AL, Brasil. A etapa de extracdo enzimatica foi realizada
através do processo de maceragao e homogeneizacdo.O efeito da temperatura e a
termoestabilidade sobre a atividade enzimatica da tripsina e da quimotripsina foi avaliada a
temperaturas que variaram entre 25 e 80°C. a temperatura 6tima foi de 35°C e 40°C, mantendo-
se estavel ente 25-50°C e 25°-45°C, respectivamente, para tripsina e quimotripsina. As enzimas
testadas apresentaram temperatura 6tima e estabilidade térmica dentro do mencionado na
literatura para as enzimas de espécies de peixes Neotropicais.
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UTILIZATION OF BY-PRODUCTS OF MACKEREL (Scomberomorus
mackerel) TO OBTAIN PROTEASES DIGESTIVE: OPTIMAL
TEMPERATURE AND THERMOSTABILITY.

ABSTRACT

This study aimed to extract and partially characterize two digestive proteases mackerel
(Scomberomorus mackerel), as its optimum temperature and its thermal stability. Thus, we used
500g of mackerel viscera intestines of S. obtained through fishing colony in Ponta Verde, Maceié-
AL, Brazil. Step Enzyme extraction was performed by maceration and homogenization process.
The temperature effect on the thermostability and enzymatic activity of trypsin and chymotrypsin
was measured at temperatures ranging between 25 and 80°C. The optimum temperature was
35°C and 40°C while being stable 25-50°C and 25°C-45°C, respectively, for trypsin and
chymotrypsin. The enzymes tested showed optimum temperature and thermal stability mentioned
in the literature for enzyme Neotropical fish species.

Keywords: biomolecules, processing, protease, residues.

INTRODUGAO

Proteases sao um grupo de enzimas capazes de clivar ligagoes peptidicas entre
0s aminoacidos das proteinas, catalisando a hidrolise total das proteinas, comum em
processos de ativagao ou inativagao de enzimas, envolvido principalmente na digestao.
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Sao classificadas segundo o valor do pH no qual apresentam atividade maxima,
diferenciando-se dessa forma em: proteases acidas, neutras ou alcalinas. Elas sao
enzimas que desempenham um papel essencial no crescimento e sobrevivéncia de
todos os organismos vivos. Para os animais marinhos, proteases sao produzidas
predominantemente pelas glandulas digestivas dentre elas, pepsina, gastricsina,
tripsina, quimotripsina, colagenase, elastase, carboxipeptidase e esterase carboxila. As
proteases sao divididas em dois grupos principais, dependendo do seu local de agao:
endopeptidases e exopeptidases (1).

A tripsina (EC 3.4.21.4) € uma das mais importantes enzimas de peixes e
invertebrados aquaticos (2-3), sendo responsavel pela hidrolise de proteinas da dieta
(3-4). E uma serinoprotease que hidrolisa ligagdes peptidicas constituidas por residuos
de lisina e arginina (1, 3, 5). Os zimogénios secretados pelo pancreas sao ativados por
clivagem proteolitica (6) no intestino pela enteroquinase, convertendo o zimogénio
pancreatico tripsinogénico em tripsina (3,7,8) pela remog¢ao de um hexapeptideo na
porcdo N-terminal. A ftripsina, subsequentemente, converte outras moléculas de
tripsinogénio em ftripsina. De tal modo, a enteroquinase desencadeia uma cascata de
atividade proteolitica, pois a tripsina € o ativador comum de todos 0s zimogénios
pancreaticos, como por exemplo o quimotripsinogénio (1,3,7,8,9).

A quimotripsina (EC 3.4.21.1) € uma endopeptidase membro da familia de
serinoproteases, armazenada no pancreas de vertebrados e invertebrados na forma de
um precursor, 0 quimotripsinogénio, ativada através de um efeito cascata a partir da
ativagao da fripsina no duodeno (3). Ao sofrer clivagem com a tripsina, € clivada em
duas partes, que ainda ficam unidas por uma ponte dissulfeto (S-S). Quando o
guimotripsinogénio clivado perde dois peptideos pequenos, numa etapa chamada
de trans-protedlise, obtém-se a quimotripsina. E uma enzima especifica para a hidrolise
de ligagdes peptidicas em que grupos carboxila sao fornecidos por um dos trés
aminoacidos aromaticos, ou seja, fenilalanina, tirosina e triptofano. A enzima tem trés
estruturas diferentes (isoformas), variando ligeiramente na solubilidade, mobilidade
eletroforética, ponto isoelétrico e especificidade de clivagem (5,10,11,12,13). Este
trabalho objetivou extrair e caracterizar parcialmente duas proteases digestivas da
cavala (Scomberomorus cavala), quanto a sua temperatura otima e sua
termoestabilidade.
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MATERIAL E METODOS

Modelo biolégico

Para este ensaio, foram utilizadas visceras digestivas do peixe marinho
Scomberomorus cavala (Cavala) (Figura 1), oriundas do litoral alagoano, através de
coldnia comunitaria de pescadores situada na Ponta Verde, Maceio, Alagoas, Brasil.
Apos a evisceracgao realizada pelos pescadores, 100 g de visceras intestinais foram
imediatamente congeladas e conduzidas ao Laboratdrio de Enzimologia, Departamento
de Bioquimica, Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco
(CCB/UFPE), onde foram armazenadas no -80C para processamentos a posteriori.

Figura 1. Scomberomorus cavala. Fonte: basefish.

Etapa de extracao

Para a extragdo das duas proteases digestivas (tripsina e quimotripsina), as
visceras intestinais foram maceradas e homogeneizadas (18 rpm durante 5 minutos,
com intervalos de 30 segundos) em tampao Tris-HCI 0,06M pH 7,4 com 0,9% de NaCl
(p/v), obtendo-se o extrato bruto enzimatico (E.B.E.), utilizado nas analises (BEZERRA
et al., 2005).

Etapa de atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi determinada utilizando-se 170 pL de tampao Tris-HCI
0,05M pH 7,4, 30uL de extrato enzimatico (E.B.) e 30uL de substrato especifico, BApNA
(N-a-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida) e Suc-Phe-p-Nan para tripsina e quimotripsina,
respectivamente. Apos o periodo de incubagao de 15 min., as amostras foram lidas no
leitor de microplaca com comprimento de onda de 405 nm de absorbancia. Todas as
analises foram realizadas em ftriplicatas (14).
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Etapa de temperatura 6tima e termoestabilidade

O efeito da temperatura e a termoestabilidade sobre a atividade enzimatica da
tripsina e da quimotripsina foi avaliada a temperaturas que variaram entre 25 e 80°C.
Para a temperatura otima, o ensaio foi realizado por incubagdo das amostras com o
substrato, BApNA para tripsina e Suc-Phe-p-Nan para quimotripsina, em um banho-
maria. No teste da estabilidade térmica, a enzima foi incubada em banho-maria durante
30 min. e a atividade remanescente foi entdo mensurada a 25°C, usando o método
previamente descrito (15).

Analise estatistica

Os valores médios para os diferentes tratamentos foram comparados utilizando
analise de variancia com um fator (One-way ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. O
nivel de significancia adotado foi de 95% (p < 0,05), usando o software de modelagem
MicroCal Origin Versao 8.0 (Microcal, Northampton, MA, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A temperatura otima das enzimas testadas foram de 35°C e 40°C,
respectivamente, para tripsina e quimotripsina, como ilustrado nas figuras 1A e 1B. As
enzimas mantiveram-se estaveis de 25-50°C para tripsina e de 25-45°C para
quimotripsina, como visualizado nas figuras 2A e 2B, respectivamente.

A temperatura otima das enzimas testadas variaram de acordo com dados
encontrados na literatura. Tripsinas com temperatura 6tima de 60°C foi encontrado para
as espécies de peixes Oncorhynchus tshawytscha (16), Lutjanus vitta (17), Salaria
basilisca (18). A perda de atividade foi presumivelmente causada por tratamento
térmico. A temperatura tem um efeito significativo sobre a atividade da quimotripsina de
espécies de peixes (13). Neste trabalho foi observado diminui¢gao brusca de atividade a
partir de 40°C, cessando em absoluto aos 60°C.
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Figura 1. Atividade residual da tripsina (1A) e da quimotripsina (1B) de Scomberomorus
cavala.

A temperatura tem um efeito significativo sobre a atividade e estabilidade da
tripsina (2), enquanto que alguns autores ja relataram quimotripsinas de peixes
marinhos ambientados a regides frias apresentam maior atividade catalitica que

enzimas em mamiferos, por exemplo (13).
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Figura 2. Termoestabilidade da tripsina (2A) e da quimotripsina (2B) de Scomberomorus

cavala.

CONCLUSOES

As enzimas testadas apresentaram temperatura otima e estabilidade térmica

dentro do mencionado na literatura para as enzimas de espécies de peixes Neotropicais,

tornando-se fonte alternativa de obtengdo destas biomoléculas bioativas com

propriedades fisico-quimicas de amplo interesse industrial.
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