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ENSAIO SOBRE A ATIVIDADE PROTEOLfTICA EM  SUB-PRODUTOS DE PESCADO 

Antonio Romildo Ximenes Carneiro 

1. INTRODUÇÃO 

A pesca artesanal no Nordeste brasileiro 5 composta em 

sua maioria, por embarcagOes pequenas (jangadas, botes, canoas 5  

etc)  que exploram estoques pesqueiros geralmente constituidos 

por especies de baixo valor comercial. 

0 cangulo Balistes vetula linnaeus e cs tubar6es da 

familia Carcharhinidae se encontram entre as especies com grande 

representatividade na captura artesanal, sendo consumidos princi 

palmente pela camada da população de baixa renda. 

- particip& cm grandè-relevância neste  tip-)  

de exploraçao pesqueira, sendo sua abundância elevada, pois 3ua 

população ainda se encontra subexplorada (MENEZES,1981). 

O desembarque de cangulo no ano de 1983 na região Nor-

deste do Brasil, segundo dados da SUDEPE (1983), foi de 701.593 

kg, cabendo ao Cear 4 67% desta produgao. 

Quando da despesca dos manzuas na captura da lagosta , 

comum se verificar a inclusão de especimes de cangulo dentro do 

covo, atraido pela isca da lagosta. Esta produção não contabili 

za nos dados de pesca artesanal, chega a ser bastante significa-

tiva, levando-se em conta o enorme esforço de pesca aplicado na 

captura da lagosta. Sua comercialização 4 realizada a baixissimo 

custo, devido ao mau acondicionamento nos barcos lagosteiros,ois 

trata-se de peixe de baixo valor comercial e quando no muito  

so  lançados ao mar. Na pesca do pargo, tambem h4 uma relativa 

participação do cangulo na captura através das linhas par7ueiras, 

que aqui também, são lançados ao mar, pois como mencionado na 

pesca da lagosta, não h4 local para seu estoque bem como o valor 

comercial no viabilizar o seu desembarque nos portos pesquei - 

ros. 
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O tubarao uma especie marinha com grande abundancia 

na costa nordestina, tendo ja sido estudada sua real potenciali 

dade em termos industriais pela SUDENE E aUDEPE, e que sua cap-

tura  maxima  sustentavel esta em torno de 36.178 toneladas anuais 

(SUDENE ,1983). 

Atualmente, existem virias empresas de pesca que es - 

to elaborando projetos, visando a Droduçao industrial do tuba-

rao, abrindo um novo campo nas indiistrias de pesca. 

A captura do tubarao  at  hoje, e realizada na mesma I  

modalidade do cangulo, sendo a sua presença quase que ocasional 

no produto da pesca. No existe uma atividade especifica na ex-

ploragao desse recurso pesqueiro. 

O indice de aproveitamento do tubarao e total, obten-

do-se dele, 6leo de fígado, farinha de resíduos, file salgado 

seco, pele, barbatanas, dentes, gelatina, cola,  etc.,  todas com 

ampla aceitação e algumas com boa cotação no mercado internaci-) 

nal. Varios tem sido os estudos de aproveitamento de tubar6es, 

r-alizados por entidades de pesquisa, e entre eles podemos veri 

ficar os trabalhos de OGAWA et  al.,  (1973); OGAWA et  al.  ,(123Ba); 

PARENTE & NUNES (1973); MACHADO & BURGOS (1978); SUDENE (1983). 

A utilização de produtos e  sub-produtos de pescado  .pa  

na a elaboração de substancias sofisticadas de alto valor econa 

mico vem ganhando uma grande importância cientifica. 

Um substancial numero de produtos farmaceuticos e 

bioquímicos podem ser derivados de tecidos e 5rgaos de pescado, 

entre os quais se encontram cidos nucleicos, nucleosideos, po-

taminas, insulina, cortisona, sais biliares e enzimas proteoli-

ticas  (WINDSOR  & BARLOW, 1981). 

As proteases ou enzimas proteoliticPs  so  compostos 

que hidrolizam as proteínas transformando-as em substancias me-

nores e mais simples. Sua ação sobre as proteinas, proporciona, 

consequentemente, um efeito direto no crescimento de Qualquer  or  

ganismo (DARROWSKI & GLOGOWSKI, 1977). 

BRAVERMAN (1963) classifica as enzimas proteoliticas' 

em dois grupos: 
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- Proteinases: são aquelas capazes de hidrolizar qual- 

• quer molécula de proteína. 

- Peptidases:  são aquelas que catalizam (aceleram) a 

quebra de pequenos fragmentos de peptí 

deos. 

Um grande numero de enzimas proteoliticas g conhecido' 

e as principais são a pepsina, tripsina e quimiotripsina. 

A pepsina a principal enzima proteolítica do suco 

ggstrico, ocorrendo aparentemente em todos os vertebradcs, embo-

ra as propriedades individuais da enzima, possa variar algumas 1  

vezes. Sua ação no organismo g bastante conhecida, iniciando, a 

quebra digestiva, no estomago de quase todas as proteínas, sendo 

o seu  pH  em torno de 1,0 ou 2,0 e exibe atividade catalítica m:-.-

xima em solugOes moderadamente cidas desnaturando-se em valor3s 

de  pH  acima de 5.0. Pode ser obtida na forma cristalizada em  car  

nes, salmão e atuns (BRAVERMAN, 1963). 

A tripsina g outra importante  protease,  sendo uma enzi 

ma de atividade fortemente proteolitica capaz de quebrar protei-

nas nos seus fragmentos polipeptidicos. A atividade 5tima desta' 

enzima situa-se prOximo ao  pH  8,0. r secretada pelas cglulas  pan  

cregticas sob a forma de um percusor inativo, o tripsinogenio, 

que g convertido em tripsina ativa pela enteroquinase, enzima 

presente no suco intestinal, por ela mesma ou por certas protei-

nases (MAHLER & CORDES,1961). 

A quimiotripsina g uma enzima com certas semelhanças ' 

da tripsina, possuindo o mesmo sitio de origem; velocidade de 

sintese; atividade endopetidsica, peso molecular; ponto isoelg-

trico; composição dos aminogcidos e natureza catalítica do  pro  - 

cesso. Juntamente com a tripsina, sua ação g dar continuidade a 

digestão das proteinas, no duodeno. Ocorre no suco pancretico I  

como a mistura do chimiotripsinogeno A e B (MAHLER & CORDES,1961); 

Os organismos marinhos são produtores de enzimas  pro  - 

teoliticas, as quais parecem ser mais estgveis e de maior ativi-

dade da que aquelas extraidas de outros animais  (WINDSOR  & BAR -  

LOW  ,1981). 
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Vgrios estudiosos tem pesquisado sob enzimas proteolf 

ticas em organismos marinhos, tanto sobre a possibili,'ade de 

extração e purificagão para fins bioquimicos e farmaceuticos,pa 

ra conhecimento mais profundo sobre as transformagOes  post  mor- 

tem que ocorrem no pescado e ainda como estudo fisiol6gico e 

bioquímico de uma espécie de animal. (CROSTON,1960; GRONINGER, 

Jr. ,1964; MAKINODAN & IKEDA,1969;1969a;1969b; DABROWSKI & GLO - 

GOWSK1,1977; LIN f..1  al.,  1980; SAKER et  al.,  1982; ERICKSON,  at 

al.,  1983; VIEIRA et  al.,  1985). 

As proteases ou enzimas proteolfticas é um grupo de 

enzimas que tem uma variada utilidade industrial, sendo usadas 

na indUstria de bebidas (cervejas, vinhos,  etc.)  como clarifi - 

cante, no amolecimento de carnes, nos costumes para limpeza e 

amaciamento do couro, na preparação de produtos farmaceuticos 

(peptopancrease, panikleoflat,  etc.),  na  inch-Istria  de comesti  

cos,  na indllstria de pescado para elaboração de concentrado prL 

teco de pescado (HALE,1969). 

0 presente trabalho objetiva o conhecimento das  pro  - 

priedades do sistema proteolltico em fígado de cangulo PalisteE  

vetula  (Linnaeus)  e tubarão lombo preto Carcharhinus obscurus  

(Lisueur), visando a possibilidade do aproveitamento das enzi 
-  

mas proteolfticas destas duas especies de pescado, bem como poc 

sibilitar o conhecimento das características enzimgticas. 



05. 

MATERIAL E MfTODOS 

Para o presente estudo, utilizamos fígados de cangulo 

Balistes vetula   (Linnaeus)  e de tubarão lombo preto Carcharhi- 

nus obscurus (Lesueur) capturados na costa de Fortaleza, em 

pescarias de ida e vinda, adquiridas na col3nia de pescadores 

do Mucuripe. 

O fígado foi retirado da cavidade abdominal, atraves 

de um corte transversal e mascerado em graal sob con-lig6es de 

refrigeração. 

Os extratos foram homogeneizados em tampão fosfato 

0,01M em cloreto de s6dio 0,1M,  pH  7,0 na proporção de 1:10 (y: 

v) e centrifugados a 20.000xg durante 15 minutos em centrifuga 

modelo  HT International  Equipament  Company,  a temperatura em 

torno de 4°C. Os sobrenadantes foram conservados em congelador'  

at  o momento de sua utilização, sendo desprezados os precipita 

dos. 

Nos extratos, foram determinadas as concentragOes de 

proteína e atividade proteolitica. 

A concentração de proteína foi determinada pelo meto-

do do Micro-biureto (GOA,1953), usando-se como padrão a albumi 

na serica bovina (Sigma, Figura 1), sendo os resultados expres-

sos em miligrama (mg) de proteína por mililitro (ml). 

A atividade proteolitica foi determinada como a capa-

cidade de hidrolizar a caseína e a hemoglobina. 

A reação enzima-tica desenvolveu-se pela adição te 

1,0 ml do extrato de fígado a 5,0 ml de caseína (segundo HAMMARS  

TEN,  E.  Merck  AG  Darmstadt)  ou hemoglobina bovina (Sigma) a 1% 

em tampão fosfato 0,01M em NaC1 0,1M e tampão citrato res 

pectivamente. A incubação ocorreu a 40°C durante 60 minutos.Pa- 

rou-se a reação com 1,Um1 de ácido tricloro  acetic()  (TCA) a 

40% (AINOUZ et  al.,  1972). ApOs 30 minutos de repouso, a mistu-

ra foi filtrada em papel de filtro quantitativo Framex, faixa ' 

branca, sendo a atividade proteolitica determinada na fração  so  

lavel em TCA e medida pela absorbancia, em 75C11.m em espectrof6-- 
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tEmetro  Varian  Techtron modelo 635K, depois da reação com o 

reagente de Folin (LOWRY et  al.,  1951). 0 tempo zero ou br,Incó 

da reação foi obtido pela adiço do  substrata  ap6s ter sido I 

adicionado TCA a 40%. Todos os valores de densidade 6t1ca das 

amostras foram subtraidos dos valores dos brancos. A unidade de 

atividade correspondeu a variação de 0,1 de densidade 6tica. A 

atividade proteolitica foi expressa em unidade de atividade (U. 

A.) por mililitro (ml) e a atividade especifica determinada 

por meio da divisão da atividade proteolitica pela concentra 

gão de proteína em miligrama por mililitro. 

A determinação do  pH  Otimo das proteases efetuou-se' 

utilizando-se tampão fosfato 0,01M em cloreto de sOdio (NaCl ) 

0,1M para o substrato casarna nos seguintes  pHs:  6,0; 7,0;8,0;  

9,0;  10,0; 11,0 e 12,0 e tampão citrato, para a hemoglobina , 

nos  pHs:  1,0; 1,5; 2,0; 2,6; 3,0; 3,6; 4,0; 4,6 e 5,0. Tanto a 

caserna como a hemoglobina foram preparadas também nos respec-

tivos  pHs.  A reação enzimgtica foi desenvolvida como descrita' 

anteriormente e os resultados foram expressos em unidade de ati 

vidade por mililitro. 

Para a escolha da concentração ideal de substrato a 

ser usada, foram feitos experimentos em que a concentração do 

substrato (caseina e hemoglobina) variou de 10 a 70mg, conser-

vando-se o volume de 1,0m1 do extrato. A reação enzimgtica foi 

idêntica as anteriores e os resultados expressos em unidade de 

atividade por mililitro. 

0 tempo e a temperatura timos foram determinados me 

diante a incubação da enzima e substrato em temperaturas . de 

30, 40 e 50°C, durante periodos de 30', 43, 501  e 60% A reaoão 

enzimgtica foi semelhante aos demais ensaios e os resultados  ex  

pressos em unidade de atividade por mililitro. 

A termo-estabilidade foi determinada submetendo-se o 

extrato a temperaturas de 30, 40 e 50
o
C durante 15, 3 5  45 e 

60 minutos. ApOs cada tempo, o extrato era retirado da tempera 

tura e, nele, determinada a atividade enzimgtica. Os resulta - 

dos foram expressos em unidade de atividade por mililitro, sen 

do transformados em percentagens de atividade relativa ao -  -ex  
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trato não submetido ao calor, cuja atividade foi considerada 

100%. 

Os extratos de fígado das duas espe-cies, preparados 

com tampão fosfato 0,C1M em cloreto de s6dio 0,1M  pH  7,0 na 

proporção de 1:10  (ply)  foram usados para purificação com sul--

fato de  amnia  (NH4)2SO4* 0 sulfato de  amnia  sOlido foi gra - 

dualmente adicionado ao extrato inicialmente para 20% de satura 

gão, deixado em repouso em banho de gelo por 15 minutos e o 

precipitado foi removido por centrifugação a 20.000xg por 16 mi 

nutos a 40°C. O sobrenadante resultante foi usado para as prOxi 

mas precipitagOes com 40, 60, 80 e 100% de saturação. Os preci-

pitados obtidos foram suspensos em tampão fosfato  pH  7,0 e dia-

lizados em geladeira, contra ggua destilada e deionizada duran-

te um período de tempo suficiente para que a água não apresen 

tasse reação positiva com o hidr6xido de brio. O conteiido da 

proterna e as atividades proteoliticas foram determinadas em to 

das as fraç3es. Os resultados obtidos foram expressos em Unida-

de de Atividade por miligrama de proteína (U.A. x mg de Protel- 

n
-1 
a ). 
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RESULTADOS 

Para a determinação das condig3es timas de ensaio, o 

extrato de figado foi utilizado como fonte de enzima. 

A curva de atividade proteolrtica em relagão ao 7)H,pa 

ra o cangulo Balistes vetula   (Linnaeus),  usando a hemoglobina , 

indica que o mgximo de atividade foi alcançado no  pH  2,6, suge-

rindo ser esta o  pH  Otimo para a reagao enzim;tica nesta faixa. 

(Tabela I, Figura 2). Em  pH  3,6, observa-se um leve aumento na 

atividade proteolrtica, representando cerca de 90% daquela obti 

da em  pH  2,6. Na faixa mais alcalina, quando o substrato foi 

a caserna, verifica-se que o pico mgximo de atividade foi em  

pH  10,7 (Tabela I, Figura 3). 

Para o tubarão Carcharhinus obscurus (Lisueur), usan- 

do-se a hemoglobina, a atividade mgxima ocorreu em  pH  2,6, seme 

lhante a encontrada para o cangulo (Tabela II, Figura 4), não 

sendo observado atividade na faixa de  pH  alcalino. 

Inicialmente, pode-se observar que a atividade  ?rote°  

litica e crescente quando hg um aumento da temperatura de incu- 

bagao (Tabelas  III  e IV, Figuras 5,6 e 7). Na temperatura de 

4a c e.fio tempo'de 60 minutos esta atividade apresentou um  in  - 

cremento percentual mais elevado, quando comparado aos demais ' 

(30°C e 50°C) tanto para o cangulo  (pHs  2,6 e 10,7) quanto para 

o tubarão, razão pela qual foram escolhidas como o tempo e tem-

peratura Otimos de reação. Verifica-se que apesar do acrescimo' 

no inicio do tempo, as enzimas do cangulo na temperatura de 

50°C, perderam certa atividade quando atingiram os 50 minutos 

de reagao (Tabela  III,  Figuras 5 e 6). Para o tubarão, o compor 

tamento da enzima a 50°C foi totalmente inferior a 400C, desde' 

o inrcio da atividade (Tabela IV, Figura 7). 

A fim de que a reação enzimgtica se desenvolvesse na 

presença de excesso de substrato (hemoglobina e caserna 1%) foi 

determinada a relagão enzima-substrato. Pelas curvas obtidas,no 

ta-se que a relação de 50mg de substrato para 1,0m1 do extrato' 

de  fir-ado  de cangulo e tubarão (Tabelas V e VI, Figuras 3,9 e 

10). 



A estabilidade das enzimas, em relação a temperatura 

verificada nas Tabelas VII e VIII, Figuras 11 e 12 para o cangu- 

lo. Observa-se para o  pH  2,6 que nos primeiros 15 minutos de 

incubação do extrato, a temperatura de 40 e 50°C, houve perda de 
atividade de cerca de 22 e 41% respectivamente, aumentando esta 

perda  ac  passar do tempo, chegando a 61 e 80% em 60 minutos. A 
,o 
30 C no houve alteração na estabilidade da enzima ao longo do 

tempo. Pela Tabela VIII e Figura 12,  pH  10,7 verifica-se que a 

40°C com 15 minutos não houve perda da atividade, mas com 30 mi- 

nutos iniciou-se uma queda, chegando a 39% com 60 minutos. A 

50°C este declinio na atividade foi mais acentuado, perdendo a 

enzima 94% de sua atividade no fim do ensaio. Novamente como acan 
- 

teceu para o  pH  2,6, a temperatura de 30°C no modificou a esta- 

bilidade do extrato. 

0 sistema proteolitico oriundo do fígado do tubarão 

foi bastante estgvel a temperatura de 30°C, tendo a atividade de 
crescido somente 5% do nível inicial, no tempo de incubação de 

60 minutos. Nas temperaturas de 40 e 50°C, a atividade foi  bas  - 

tante afetada ao longo da incubação chegando a ser nula no tempo 

de 60 e 30 minutos respectivamente (Tabela IX, Figura 13). 

A purificação do sistema enzimgtico com sulfato de  

amnia,  mostrou um mgximo de atividade, para a enzima do cangulo  

pH  2,6, na fração de 40-60% de saturação, seguindo-se os valores 

correspondentes a 0-20i 20-40%, 60-80% e 80-100% (Tabela X, Fi- 

gura 14). Nestas fragOes houve um incremento na atividade (e 

7,8 vezes para 40-60%, 6,0 vezes para a fração 0-20% e 2,8 vezes 

de 20-40% de saturação em relação ao extrato bruto, e havendo 

uma recuperação de 82% na concentração de 40-60% de saturação. 

Para a enzima de  pH  10,7, o  aim°  de purificação ocor-

reu também na fração 40-60%, com 55,2 vezes em relação ao extrai 

do bruto e uma recuperação de 578%. As fragOes 20-40%; 0-20%00-

80% e 8G-100%.apresentaram um decréscimo na purificação nesta  or  

dem, conforme verifica-se na Tabela XI e Figura 16. 

Observando-se a Tabela XII e Figura 16, encontramos 

vamente, como nas duas situagOes acima, que o ótimo de concentra 

gao de sulfato de  amnia  para purificação do sistema enzimgtico' 

1 

no 
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DISCUSSÃO 

GRONNINGER,Jr (1964) trabalhando com proteases do  ms 

cub  o de albacora, encontrou um  pH  Otimo de atividade para a en-

zima em torno de 2,4-2,5, usando a hemoglobina como substrato. 

MAKINODAN & IKEDA (1969 e 1969a) estudando as enzimas 

proteoliticas presentes em v,qrias especies de pescado (carpa 

albacora, cavala, sardinha, bacalhau,sardinha e corvina), veri- 

ficou que o  pH  6t1m0 variou de 2,4 a 3,0, sendo o substrato a 

hemoglobina. 

DABROWSKI & GLOGOWSKI (1977) citam que o  pH  3,0 apre-

sentou elevada atividade proteolltica em fígado de truta e car-

pa, sendo o substrato a hemoglobina. 

Recentemente  Lin  et ai. ,(19b0) e ERICKSON et  al.,  

(1983) encontraram valores de  pH proximo  a 3,0 para proteases I  

de corvina e pescada. 

A atividade proteolitica observada nos extratos de  can  

guio e tubarão, quando o substrato usado era a hemoglobina,tar-

bem apresentou um mgximo em  pHs  bastante cidos, estando portan 

to em acordo com os autores acima citados (Tabelas I e II, FiFu 

ras 2 e 4). Observa-se, ainda, que no extrato de cangulo apare-

cem 2 picos correspondendo aos  pHs  2,6 e 3,6, sugerindo a  pre  - 

senga de dois sistemas enzimgticos na faixa gcida, fenOmeno  tam  

b6m observado por GRONINGER,Jr. (1964) em extrato cie masculo de 

albacora. 

A atividade caseolltica  maxima  encontrada no extrato' 

de fígado de cangulo ocorrida em  pH  10,7 (Tabela I, Figura 3), 

diverge de vgrios autores (CROSTON,1960; MAKINODAN & IKEDA, 

1969a DADROWSKI & GLOGOWSKI,1977; LIN et  al.,  1980; ERICKSON 

et  al.,  1983), cujos  pHs  6timos encontrados foram  9,0,  0,0,9,5, 

8,5 e 7,2 em extratos de salmão, carpa, corvina, bacalhau e 

merluza, respectivamente. 

As atividades proteoliticas frente aos substratos  he  

moglobina e caserna demonstram que hg pelo menos dois sistemas 

de proteases em figado de cangulo, enquanto no figado de tuba - 

rão s6 foi observada  protease  na faixa cida. 
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A ausencia de  protease  quer na faixa acida ou alcali-

na, tem sido encontrada em varias especies de peixe e estaria ' 

vinculada ao tipo de alimentação que o individuo estaria subme-

tido (MAKINODAN & IKEDA,1969; HOYLE,1973). 
- 

A temperatura otima de reação em relação a atividade' 

proteolitica em  pH acid()  foi semelhante para as duas especies 

consideradas, situando-se em torno de 40°C, enquanto em  pH  alca  

lino  a atividade  maxima  em extrato de cangulo situou-se em tor-

no de 50°C (tabelas  III  e IV, Figuras 5,6 e 7). 

Em geral as proteases de pescado apresentam atividades 

maximas entre 43 e 5000, como tem observado varios pesquisadores 

(CROSTON,1960; MAKINODAN & IKEDA,1969,1969a,1969b; SAKER  at al.,  

192; VIEIRA  at al.,  1995), ocorrendo variagOes dentro deste  in  

tervalo na dependencia da variação do --)F1 da reação. Ressalte-se 

que a atividade proteolitica acida em extrato de cangulo frente 

a variação de temperatura, sempre foi muito mais elevada do que 

aquelas para os extratos de tubarão. Por outro lado, as protea-

ses alcalinas apresentaram a nivel de temperatura 6tima, ativi-

dade 10 vezes superior as proteases acidas. 

A saturação enzima-substrato, tanto relativa a hemo - 

Elobina como para a caserna, foi semelhante na faixa 'acida de  

pH  como na faixa alcalina, para extrato das duas es-)cies (Tabe 

las V e VI, Figuras 8,9 e 10), com a relação de 50mg do substra 

to para 1,0m1 de extrato diluído de 10 vezes. Essa relação indi 
- 

ca uma grande afinidade do sistema enzimatico frente aos  subs  - 

tratos usados, semelhante ao encontrado por SAKER  at al.,  (1982) 

e superiores aqueles encontrados por PRISCO & VIEIRA (1976); AI 

NOZ et  al.,  (1981) e VIEIRA  at al  ., (1985). 

As proteases acidas e alcalinas oriundas dos extratos 

das duas especies estudadas, tiveram comportamento diferentes ' 

quando submetidos a ação do calor (Tabelas VII,VIII e IX J  Figu-

ras 11, 12 e 13). As proteases acidas oriundas de cangulo foram 

mais estaveis do que aquelas originadas de fígado de tubarão, 

sendo que as da primeira espcie experimentaram uma leve ativa-

ção a temperatura de 30°C. Por outro lado, nos extratos de tuba 
rão houve uma crescente inativagão do sistema enzimatico Zi 40 e 

50°C, sendo que nesta ultima temperatura ocorreu uma inativagão 

completa a partir de 30 minutos de tratamento térmico. 
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As proteases alcalinas do cangulo tambem apresenta -  

ram  uma ativagão quando os extratos foram tratados a 3e' C. En-

tretanto a 40 e 50°C, houve uma redução crescente da atividade 

enzimgtica em relação ao tempo de exposição ao calor, atingin-

do uma perda mgxima de 30% a temperatura de 50°C com 6" minu - 
tos. 

As enzimas proteoliticas geralmente apresentam-Es 

termo-estgveis, tanto quando ensaiadas a  pH  cido ou alcalino. 

Isto tem sido observado em diversos estudos com miisculo e vis-

ceras de pescado (MAKINODAN & IKEDA,1969; 1969a; SAKER et  al.,  

1982), entretanto esta resistencia ao calor s6 e efetiva a 

temperaturas'inferiores a 50°C e por tempo limitado. De qual - 

quer modo, esta resistencia do sistema enzimgtico ao calor fa-

cilita a manipulação dos extratos de fígado, podendo-se trabar,  

lhar com certa segurança e sem grandes riscos de inativagão. 

No processo de purificagão dos sistemas enzimgticos' 

(gcido e alcalino), a atividade especifica foi sempre mais ele 

vada nas fragOes 40-60% de saturação com sulfato de  amnia  (Ta 

belas X,XI e XII, Figuras 14,15 e 16), estando de acordo com ' 

os estudos realizados por GRONINGER,Jr. (1964); MAKINODAN & IKE 

DA (1969a e 1969b), SAKER et  al.,  (1982). 

Comparando-se as atividades proteoliticas aT)5s a pu-

rificagão com sulfato de  amnia  dos extratos de cangulo, ob 

serva-se que as enzimas alcalinas apresentaram uma purificagão 

muito mais elevada do que aquelas de comportamento gcido, na 

ordem de 7 vezes mais. Por outro lado, esse metodo de purifica 

gao foi pouco eficiente para as proteases cidas oriundas de 

fígado de tubarao, visto que c mgximo conseguido não atingiu a 

2 vezes de purificação em relação ao extrato bruto 

Para os extratos de cangulo, considerando-se que as 

fragOes 40-6A, apresentam uma purificação de 7,8 e 55,2 vezes, 



CONCLUSnES 

1. 0 extrato de fígado de cangulo Balistes vetula  (Linnaeus),  

apresentou um sistema enzimgtico com aimo de atividade nos  

pHs  2,6 e 3,6 (substrato hemoglobina) e  pH  10,7 (substrato 

caseína). 

2. 0 Otimo de atividade da enzima proteolitica encontrada no 

fígado do tubarão (Carcharhinus  -)bscurus (Lisueur), foi 

verificado no  pH  2,6 (substrato horcglobina). 

3. A temperatura ideal de reação enzim;tica para as tres enzi 

mas, foi de 43°C com incubação por 60 minutos. 

4. A relação enzima-substrato foi de 50mg de substrato (hemo- 

globina e caseína) para 1,0m1 do extrato de fígado das 

duas espe.cies. 

5. A atividade proteolltica do extrato de cangulo  (pH  2,6 e 

10,7), submetido a temperatura de 30°C, foi estgvel em to-

dos os tempos de incubagão. Com  a incubagão do extrato a 
40 e 50°C por 60 minutos, essa atividade decresceu em tor-

no de 61, 80, 39 e 94% do original, respectivamente. 

6. No sistema enzimgtico do tubarão, a enzima permaneceu está 

vel a 30°C, perdendo rapidamente sua estabilidade com o  au  

mento da temperatura, sendo nulas nas temperaturas de 40 e 
5
0
o
C, a partir de 60 e 30  minutos de incubação respectiva-

mente. 

7. A fração correspondente a 40-60% de qaturagão com sulfato' 

de amEnia, foi que apresentou maior atividade especifica , 

considerando os extratos oriundos de cangulo e tubarão. 
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SUMARIO 

0 presente trabalho objetivou determinar as condig3es 

Otimas do sistema enzimgtico proteolítico e as características' 

fundamentais das proteases de fígado de cangulo Balistes vetula  

(Linnaeus)  e tubarão lombo preto Carcharhinus obscurus  ........(Li 

sueur) a fim de possibilitar o conhecimento deste sistema, para 

obtenção de compostos bioquimicos e/ou farmaceuticos de grande' 

uso nas indiistrias alimentícia e farmaceutica, 

Os animais foram adquiri-los em pescarias de ida e 

vinda, na colEnia de pesca do Mucuripe, trazidos ao laborat5rio 

onde era retirado o fígado para preparo do extrato. 

0 extrato de fígado foi homogeneizado em tampão fosfa 

to u,01M em NaCl 0,1M  pH  7,0 na proporção de 1:1U  (ply)  em ba 

nho de gelo e centrifugado por 15 minutos em 20.000xa a C. C 

precipitado era desprezado e no sobrenadante determinava-se a 

atividade proteolitica e o teor de proteína. 

A atividade proteolítica foi fixada atravgs da apti 

dão de hidr5lise da hemoglobina ou caseína na razão de 5'img, de 

substrato para 1,0m1 do extrato. 

A reação enzimgtica desenvolveu-se pela adição de 

1,0m1 do extrato a 5,0m1 de hemoglobina ou caseína a 1% em tam-

pão citrato e tampão fosfato 0,01M em NaCl respectivamente. 

A incubação foi feita a 40°C por 60 minutos, Parou-se 

a reação com 1,0m1 de ecido tricloro acético (TCA) a 40%. A 

leitura da absorbãncia a 750nm foi feita apOs a reação com o 

reagente de Folin em espectrofotOmetro. 

A caracterização bgsica das enzimas relacionou-se com 

a determinação do  pH  5timo, tempo e temperatura de reação, rela 

gão enzima  substrata,  termo estabilidade e condição tima de 

purificação das enzimas. 

o  pH  5t1m0 de reação observado para o cangulo apresen 

tou tr'es picos meximos  (pH  2,6; 3,6 e 10,7), supondo-se a  pre  - 

senga de enzimas do tipo pepsínico e tríptico. Para o tubarão o 

5timo foi observado no  pH  2,6. 
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A temperatura 6tima de reação foi determinada a 40°C 

por 60 minutos. 

A quantidade de  substrata_  escolhido foi de 50mg de 

hemoglobina ou caserna para 1,0m1 do extrato de fígado. 

As proteAses estudadas, sofreram alteragOes em tempe 

raturas de 40 e 50°C, perdendo sua atividade ao longo dos 60 

minutos, sendo que a 30°C no houve queda da estabilidade das 

enzimas. 

A melhor purificação com sulfato de amOnia ocorreu ' 

na fragao 40-60% de saturagao, para os extratos de cangulo e 

tubarão. 
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TABELA I - Variação da atividade proteolitica em fígado de can-

gulo Balistes  vetula  (Linnaeus)  em furigão do  pH  de 

reação. 

I U.A.x m1-1  SUBSTRATO  pH 

HEMOGLOBINA 

CASETNA 

2,0 50 

2,6 80 

3,5 59 

3,6 72 

4,0 65 

5,9 14 

7,0 1 

7,8 4 

8,3 

9,5 11 

10,7 44 

11,8 7 



TABELA  III  - Variagao da atividade proteolitica de fígado de 

cangulo Balistes vetula  (Linnaeus)  em fungo 

do tempo e temperatura de incubagao.  

TEMPO 

(min) 

,_.. TEMPER - AT URA 

300 40
o n 

50 

- 
U.A. x ml U.A. U.A. x ml 

-1 
U 

-1 
.A. x ml 

pH 2,6 pH 10,7 pH 2,6 pH 10,7 pH 2,6 pH 10,7 
: 

30 35 380 56 490 54 509 

40 38 450 60 630 70 700 

59 46 560 70 730 68 640 

60 52 550 76 750 68 720 

, 



TEMPERATURA 

  

40°C 50°C 

  

-1 
U.A. x m1 U.A. x ml 

  

  

  

42 20 

46 34 

54 36 

58 140 

   

TABELA IV - Variação da atividade proteolitica de fígado de 

tubarão Carcharhinus obscurus (Lisueur) em  fun  

gão do tempo e temperatura de incubação. 

TEMPO 

(min) 

r- 

30°C 

U.A. x ml 

30 12 

L. 14 

50 20 

60 24 



TABELA V - Variação da atividade proteol2aica de fígado de 

cangulo Balistes vetula  (Linnaeus)  em função da 

concentração do  substrata.  

CONCENTRAÇÃO DO 
SUBSTRATO 

pH pH 10, 

HEMOGLOBINA CASEINA 
(mg/m1) 

10 

30 

50 

70 

U.A. x m1-1 

50 

7P 

92 

94 

-1 
U.A. x ml 

40 

56 

66 

62 



TABELA VII - Variação percentual de atividade proteolitica no frgado de cangulo 

Balistes vetula   (Linnaeus)  usando como substrato a hemoglobina  

(pH  2,6) em função do tempo e temperatura de aquecimento do extra-

to. 

TEMPO 
TEMPERATURA 

(min) 
30oc  

40°C 50°C 

-1 U.A. x ml % de Ativ. U.A. x m1
-1 % de Ativ. 

- 
U.A. x m1

1 
 % de Ativ. 

0 64 103 64 l':) 64 110 

15 75 117 50 70 30 59 

30 75 117 33 59 32 50 

45 69 100 38 59 25 39 

60 69 100 25 39 13 20 



lABEL. VIII - Variação percentual de atividade proteolitica no fado de cangulo Balistes  

vetUla  (Linnaeus)  usando como substrato a caserna  (pH  10,7) em  fungal() do 

tempo e temperatura de aquecimento do extrato. 

IEMPO 

(min) 

TEMPERATURA 

3eC 40°C 50°C 

U.A. x m1-1 % de Ativ. U.A. x m1-1 % de Ativ. U.A. x m1
-1 % de Ativ. 

o 194 100 620 100 620 100 

15 200 103 620 100 540 07 

2) 220 113 440 71 400 65 

45 215 111 380 61 100 16 

50  200 103 300 61 40 6 



TABELA IX - Variag:5.o percentual de atividade proteolitica no flgado de tubarão 

Carcharhinus obscurus (Lisueur) usando como substrato a hemoglobina  

(pH  2,0) em fungo do tempo e temperatura de aquecimento do extra - 

to. 

TEMPERATUR A  

TEMPO 

(min) 
30°C 

,c 
46 C 50°C 

U.A. x % de Ativ. 
1 

U.A. x ml
-  

° de Ativ. U.A. x mil
-1  

% de Ativ. 

O 40 100 43 100 40 100 

15 40 100 32 80 37 93 

30 38 95 r: , 15 0 r, 0 

45 38 95 6 15 0 0 

60 35 95 o tj r ri 



TABELA X - Dados relativos a purificação com sulfato de  amnia  

(NH)
2
SO) de  protease  de fígado de cangulo Balistes  

vetula  (Linnaeus).  No ensaio usou-se hemoglobina '  

(pH  2,6), sendo a incubação a temperatura de 40
o 

durante 60 minutos. 

% de Sulfato 
de Amania 

-1_ 
U.A. x ml 

‘. 

-1 
mgy x m1 U.A. x mg.P

-1 - 
Recuperagao 

Vezes de 
precipi_ 

tagao. 

74 36,02 2 ,1 100 1,0 

..(120 , 
4 

24 
• 

1,09 12 ,7   32 5,0 

i 20-40 4 26 4,46 5,8 34 2,8 

- 
40-60 t, 62 3,77 i 16,4 02 7,5 

I 
60-80 12 3,90 3,1 16 1,5 

80-100 - 2 0,86 2,3 3 1,1  

'. 



TABELA XI - Dados relativos a purificação com sulfato de am3n1a 

(NH4)2SO4
) de  protease  de fado de can.57,u10 Dalis -  

tes vetula  (Linnaeus).  No ensaio usou-se a' caserna' 

como substrato  (pH  10,7), sendo a incubação a tempe 
ratura de 40°C durante 60 minutos. 

9,5 DE SULFATO 
DE  AMNIA  

-1 U.A. x ml - mgP x m1 1  -1  U.A. x migp Recuperação 
Vezes de 
Purifica-
ção. 

0 76 36,02 2,1 100 1,0 

L. - 20. 1.0 1,09 9,5 24 4,5 

20-40 230 4,46 51,6 3014 24,6 

40-60 440 3,77 116,0 578 55,2 

60-80 20 3,90 5,1 26 2,4 

80-100 4 0,86 4,7 5 2,2 



TABELA XII - Dados relativos a purificagão com sulfato de amania 

((NH4)2SO4) de  protease  de fígado de tubarão  Car  -  

charhinus obscurus  (Lisueur). No ensaio usou-se  he  

moglobina como substrato  (pH  2,6), sendo a incubação 

a temperatura de 40°C durante 60 minutos. 

% de Sulfato 
de AMania - -1Z U.A. x 1 , py x m1-1  . ILA.  x rig.P-1  Rectperagão ‘Purifica 

,Vezes de 

gao. — 

0 90,0 18,86 1,48 100 130 

0-20 2,0 4,30 0-46 7 0,31 

20-40 0 27,06 0 1-. 0 0 

40-60 12,0 4,46 2,60 43 1,01 

60-80 8,0 3,26 2,45 29 1,65 

80-100 2,0 - 1,03 1,94 7 1,31 - 
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Figura 1 - Curva padrão da albumina serica bovina (Sigma). 
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Figura 2 - Variação da atividade proteollti-
ca  am  fígado de cangulo Balistes  
vetula (  Linnaeus  ) em função do  
pH  de reação, usando como substra 
to a hemoglobina. 
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Figura 3 - Variaço da atividade proteolitica 
em fígado de cangulo Balistes vetu- 
la (  Linnaeus  ) em função do pH  
da rcaçao, usando cola.) substrato a 
caseína. 



Figura 4 - Variação da atividade proteolltica 
em fígado de tubarão Cardharhinus  
Obscurus ( Lisueut ) em função do  
pH  de reaçao, usando como  substra-
ta  a hemoglobina. 
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Figura 5 - Variaçao da atividade pruteolitira 
de fígado de cangulo Balistes vetu-
la (  Linnaeus  ), em função do tempo 
e temperatura de incubação  (pH  2,6). 
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Figura 6 - Variação da atividade ploteolitica 
de fígado de cangulo Palistes vetu-
la (  Linnaeus  ) EM função do tempo 
e temperatura de incUbação(pH 10,7). 
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Figura 7 - Variadao da atividade proteolitica 
de fígado de tuba rio Cadharhinus  
obscuros ( Lisueur ) em função do 
tempo e temperatura de incubação. 
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Figura 8 - Variação da atividade ploteolltica de 
figado de cangulo Palistes vetula  (Lin  
naeus ) em função da concentraqao dE  
substrata  (  pH  2,6 ). 
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Figura 9 - Vaxiagao da atividade proteolitica de  
fig-ado  de cangulo Balistes vetula 
(  Linnaeus  ) em funqao da concentra--
gao do substrato (  pH  10,7 ). 
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Figura 10 - Variação da  atividade proteolitica de 
figado de tUbarão Cardharhinus Obscu-
rus ( Lisueur ) em fungao cl  concen—
tração do substrato. 
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Figura 11 - Variação percentual de atividade pro-
teolitica no  fig-ado  dP cangulo Balis-
tes vetula (  Linnaeus  ) em função do 
tenpo e terrperatura de aquecimento do 
extrato. (  pH  2,6 ). 
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Figura 12 - Variação percentual de atividade plo-
teolitica no  fig-ado  de cangulo Balis-
tes vetula (  Linnaeus  ) em fungao do 
tempo e temperatura de aquecimento do 
extrato. (  pH  10,7 ). 
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Figura 13 - Variação percentual de atividade pro-
teolitica no fígado de tubarão Cardha-
rhinus obscurus-( Lisueur ) em fungao 
do tempo e temperatura de aquecimento 
do extrato. 
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Figura 14 - Atividade especifica da enzima de fígado 
de cangulo Balistes vetula (  Linnaeus  ) 
em relação a sua saturação  cam  sulfato 
de amania. (  pH  2,6 ). 
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Figura 15 - Atividade especifica da enzima dP fígado 
de cangulo Balistes vetula (  Linnaeus  ) 
em Lelaçao a sua saturação com sulfato 
de  amnia.  (  pH  10,7 ). 
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Figura 16 - Atividade especifica da enzima de fígado 
de tubarão Cardha±hinus obscurus ( Usu.-
eur )  am  relação a sua saturação com sul 
fato de amônia. 
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