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CARACTERIZACAO '‘PRELIMINAR DE PROTEASES EM FIGADO DE CANGULO Balistes vetu—

la Linnaeus,

Grace N.V. Diogo de Siqueira

I.INTRODUCGCAO

0 cangulo, Balistes vetula Linnaeus & uma espécie demersal, en -

s - / 3
contrado em fundos coralinos e rochosos;sendo uma das especies de grande
representatividade na captura artesanal e consumido principalmente por po-

pulagges de baixo poder aquisitivo.

Segundo Menezes (1981), o cangulo participa com grande relevan -
cia na produggo da pesca artesanal, sendo sua abundancia elevada, embora o
volume atual de captura se apresente aquém do seu potencial produtivo. Ape
sar da populaggo ainda se encontrar subexplorada, existem amplas possibili

dades de que sua exploracao venha a se desenvolver em bases industriais,

A produgao de cangulo para o ano de 1983, de acordo com os dados
da SUDEPE (1983), na regiao nordeste do Brasil foi da ordem de 701.593 Kg,

e no ano de 1985, somente o estado do Ceara obteve 390,000kg.

0 cangulo apareée comumente como subproduto da pesca do pargo e
lagosta, ocorrendo com grande incidencia nos manzuds e nas linhas parguei-
ras no momento de suas despescas. Em ambos os casos, os individuos sao ge—
ralmente lancados ao mar, considerando que nao ha espaco suficiente para
o acondicionamento dos mesmos e tambem porque o baixo valor comercial da

o > - 3 .
especie, nao justifica o seu transporte para os portos de desembarque.



Essa produgao ocasional nao e computada nos dados oficiais da
SUDEPE, uma vez gque este Srggo so registra a produgao artesanal realizada

pelos barcos que fazem as pescarias de ida e vinda.

O aproveitamento do pescado no nordeste brasileiro restringe-se

somente ao tecido muscular, utilizado para o consumo humano.

Entretanto, sabe-se atraves da literatura que o pescado e uma
fonte promissora de varios produtos de agao biolagica, entre os quais des -

. |,
tacam-se as enzimas proteoliticas.

Um vasto grupo de enzimas, algumas vezes chamado de proteases ou
enzimas proteoliticas hidrolisam a molécula de proteina na ligacao peptidi—
ca, resultando em estruturas mais simples. Entre os exemplos cléssicos,sgo

citados a pepsina, tripsina e quimiotripsina.

A pepsina € a mais estudada de todas as endopeptidases. Esta e
segregada pela mucosa gastrica na forma de pepsinoggnio inativo, o qual e
convertido a pepsina sob a influencia de Ions hidroggnio, como tambem por
aggo autocatalitica da pepsina. O pepsinoggnio apresenta um ponto isoelét;l
co de pH 3,7, enquanto a pepsina & anionica mesmo em pH 1,0. A pepsina tem
o peso molecular mais baixo do que o pepsinogEnio. A hidrolise das prote{ -
nas pela pepsina exibe um otimo de pH em torno de 1,5 a 2,5. A pepsina tam-
bem possui aggo coagﬁlante ho leite, com pH otimo em torno de 5,0 (Canta -

row & Schepartz, 1967).

. - . g - .
A tripsina e uma enzima proteolitica, cujo precussor inativo trip
é - = - - - - - '
sinogenio e formado nas celulas exocrinas do pancreas e segregado no lumen
. - - 3 e e .
do intestino. O zimogeno e convertido em enzima ativa pela enteroquinase e
o . . e - - - -
tambem autocataliticamente pela acao da tripsina formada, estando o pH oti-

mo para a ativaggo entre 7,0 e 9,0. O tripsinoggnio forma-se durante o seu



processo de ativagEo, podendo entretanto, haver uma inib{ggo de sua sinte-
se por fons de cilcio, 0os quais impedem a agregacao das moleculas de trip-
sina, mecanismo pelo qual ha formagao do tripsinoganio. A presenga dde
fons de calcio, além de aumentar a estabilidade da tripsina tambem parece’
ser responsgvel pela elevada atividade da enzima, em sistemas onde os mes-

mos estao presentes (Rick, 1974).

Uma outra enzima proteolitica originaria do pancreas e a quimio-
tripsina. Seu precussor, o quimiotripsinoganio, e transformado em enzima °®
ativa pela tripsina, provavelmente atraves de um processo que envolve a
quebra de 1igag5es peptidicas internas da molécula do zimSgeno, com a libe
ragso de peptideos alcalinos. O pH otimo para a ativaggo do quimiotripsino
ggnio & aproximadamente o mesmo daquele para o tripsinoggnio (Cantarow &

Schepartz,1967).

Inumeros foram os trabalhos realizados em produtos marinhos bus-
cando um maior entendimento sobre as caracteristicas dessas principais pPro
teases. Sabe-se hoje, que as enzimas proteolfticas podem apresentar-se de
diversas formas nos tecidos vivos dos animais. Siebert (1958) acreditando'
que nao existisse outra protease com pH otimo praximo a neutralidade em
musculo de peixes marinhos, afirmou que os tecidos frescos desses animais’
mostram atividades de catepsinas muito maior que os tecidos corresponden -

tes em mamiferos.
Sather (1969) estudando as enzimas digestivas do hepatopancreas'

de crustéceos, afirmou que a atividade proteol{tica dos omnivoros Metapo -

4 3 - -
grapsus messor e Procambarus clarkii e maior que aquela demonstrada para'

os carnivoros Podophthalmus vigi, Panulirus japonicus e Portunus sangui -

nolentus,



us

Dentre as proteases existentes no trato digestivo dos organismos
marinhos,a tripsina e a quimiotripsina sao as mais comumente encontradas .
A caracterizaggo da tripsina purificada de pescado tem revelado um grande'
numerc de propriedades similares a tripsina dos mamiferos. Estas proprieda
des incluem o peso molecular e a inibigEO da atividade proteolftica por

determinados reagentes qu{micos.

Cohen et al, (1981) encontraram que o peso molecular aproximado'

da tripsina e quimiotripsina da carpa (Cyprinus carpio) esta em torno de

. . = - . . o
25,000 e que estas enzimas nao sao estaveis em pHs baixos, mas retem suas

o 2 ++ L
atividades no pH neutro na presenca de Ca . As caracteristicas destas '

. -
proteases revelam um alto grau de semelhanga com as enzimas dos mamiferos.

Trabalhzndo com o "catfish", Parasilurus asotus, Yochinaka et =zl

(1983) informaram que nao foi encontrada a forma ativa da tripsina em ex -
tratos de pancreas, sendo os zimégenos ativados autocataliticamente, ao qi
vel maximo, quando este extrato foi incubado a pH 8,0 e a 4°c durante 4
dias na presencga de fons de calecio. O peso molecular da tripsina anionica’
de "catfish" foi determinado em 26.000, e seu ponto isoelétrico 5,4. A com
posicao de aminoiacidos desta enzima foi similar a das tripsinas anionicas

-
de muitas outras especies de vertebrados, incluindo peixes,

Dentre outras caracteristicas encontradas para a tripsina, Gates
& Travis (1969). isolaram esta enzima da glandula digestiva do camarao Pe-

. . s L3
naeus setiferus e encontraram que a mesma possui um ponto isoeletrico aci-

dico, nenhum requerimento de Ca++ para a sua estabilidade, resistencia a
autodigestao e inativacao irreversivel em pH inferior a 5,0. Além do mais,
a composiggo provgvel de aminoacidos da molécula sugere algumas diferencas
em sua estrutura total, parecendo nao ter indicacao de que essa enzima te-

nha a forma de zimogeno,



Titani et al. (1983) estudaram a sequencia de aminoacidos da

tripsina do Astacus fluviatilis e demonstraram que esta tem 43,67 de se -

melhanga com a tripsina bovina e 407 com aquela do Strevtomyces griseus.Em

contraste com a tripsina dos mamfferos, a tripsina deste crustaceo € uma
proteina mais acidica, sendo resistente a autodigestao e irreversivelmen-
te desnaturada em pH inferior a 3,0. Segundo Zwilling et al.(1975) algu -
mas dessas caracteristicas saoc mais semelhantes a tripsina bacteriana do
que a tripsina bovina.

Devido a grande abundancia dos recursos marinhos, varios sao os
¥

trabalhos que procuram demonstrar quais os organismos que apresentam

maior taxa de atividade proteolftica.

e inver

£

Kozlovskaya & Vaskovsky (1970) pesquisaram 50 espécies
tebrados marinhos e mostraram que duas classes sao particularmente apro -
priadas como matéria—prima para os referidos trabalhos: a Asteroidea e
a Crustacea, considerando a disponibilidade dos recursos e a elevada ati-
vidade.

Takahashi et al. (1964b) estudaram dez espécies de animais ma -

Lof . <
rinhos, entre eles moluscos e crustaceos e concluiram que nos figados dos

cefalépodés (Ommastrephes sloani pacificus, Sepia esculenta e Octopus vul

garis) e do crustaceo decapodo (Panulirus japonicus) a atividade proteoLi

tica era marcadamente mais elevada do que aquela observada nos ffgados :

dos peixes em estudo.

A protease isolada do trato digestivo de caranguejo Astacus lep
todactylus, apresenta a mesma especificidade da tripsina bovina e e inibi
da tanto por inibidores sintéticos como por aqueles presentes naturalmen-

te (Toma%ek et al. 1970), sendo esta identificada mais tarde como uma '



protease serinica (Zwilling et al., 1975).

A ocorrencia dessas enzimas tem sido repetidamente observada em
crustaceos. Brockerhoff et al. (1970) estudando as enzimas digestivas da

Homarus americanus, mostraram que a tripsina da lagosta apresenta uma ca-

oy 3 . o - - .
racteristica altamente anionica, um pH otimo em torno de 8,0 e um peso mo

lecular de aproximadamente 25.000.

Gates & Travis (1969) purificaram a tripsina e, posteriormente,
Maugle et al. (1982a) isolaram carboxipeptidases A e B do hepatopgncreas'

de Penaeus japonicus. Deyillez & Buschlen (1967) examinando as enzimas di

. - ¢ e - :
gestivas de crustaceos encontraram atividade triptica no suco gastrico do

camarao Pandalus platycerous.

Estudos do intestino do Etroplus suratensis demonstraram que a

protease encontrada difere da tripsina dos mamiferos por apresentar um
pH otimo ligeiramente mais elevado. Esta enzima praticamente nao é afeta-
da por uma variedade de compostos quimicos e nao requer Ions metalicos pa
ra sua ativagao. O inibidor da tripsina presente na soja, diminui sua
atividade proteolitica (Sundaram & Sarma, 1960).

Para testar a estabilidade de proteases de ceco pilorico e esqé
mago de sardinha, Noda et al. (1982) utilizaram NaCl, cuja concentraggo !
variou de 0 a 257. Estes encontraram que a atividade proteolitica das pro
teases alcalinas I, II e III foi fortemente inibida a proporggo que maior
quantidade de NaCl era adicionada ao meio de reacao. Contudo, a extensao'
da inibiggo das enzimas proteolfticas variou com o tipo de substrato uti-
lizado. Assim, uma concentracao de NaCl indicando 50% de inibicao foi 6
a 7% quando o substrato usado era a caseina e 9 a 127 quando a hemoglobi-

na foi usada. A atividade proteolitica das proteases acidas I e II foi °



tambem inibida na presenca de 15 a 207 de NaCl. 5

Croston (1960) estudou a atividade proteolitica das endopeptida

ses em extratos de ceco pilorico de salmao (Oncorhynchus tshawytscha). '

Duas atividades foram encontradas com propriedades semelhantes a tripsina
e quimiotripsina de mamiferos. Ambas as atividades foram estabilizadas '
por ions de calcio e inativadas pelo inibidor de tripsina presente na so-
ja, da mesma forma que para as enzimas de mamiferos. As enzimas de peixe'

: b -3 =
foram inativadas em solucoes acidicas nas quais aquelas dos mamiferos sao

-
estaveis,

Ressaltando ainda estudos realizados com organismos marinhos |,
Reeck & Neurath (1972), Ha¥n & Gertler (1974) e Hakn et al. (1977) obser-

varam que a piramboia, Protopterus aethiopicis, ocupa uma pcsiggo inter-

mediaria entre os invertebrados e os mamiferos, exaltando o interessante’
fato de que seurtripsinoganio tambem parece ser intermediario em algumas’
propriedades nas tripsinas dos invertebrados e nas tripsinas catiﬁnicas Y
dos mamiferos. Assim, a tripsina da pirambSia, embora sendo anionica e
estavel em pH neutro na ausencia de calcio, como na maioria das tripsinas

dos invertebrados, e tambem estavel em pH 3,0 como na maioria das tripsi-

"
nas dos mamiferos.

0 tubarao Squalus acanthias, em oposiggo aos tecidos de mamife-

-
ros, parece possuir exclusivamente quimiotripsinogenio entre os componen-—
.A & - % -~ » - -~
tes cationicos, ao passo que o tripsinogenio aparece na fracao anionica ,

apresentando carater mais acidico que alcalino (Prahl & Neurath,1966).

- 3
Como se pode ver, ha um grande interesse no estudo das protea -
ses de organismos marinhos tendo em vista dois aspectos fundamentais: 1 -

. e 2 . L o >
conhecer mais profundamente a fisiologia e a bioquimica da especie, o



que facilita o entendimento mails racional de sua biologia e 2 - avaliar a
viabilidade de uma extragSo rentavel dessas enzimas, uma vez que tem uma .’
enorme aplicacao em varios ramos industriais, destacando-se as industrias'

de alimentos e farmaceuticas.

0 presente trabalho também se enquadra nestes dols aspectos,vis-

L d L 4 -~
to que o seu objetivo e fornecer subsidios sobre a extracao e caracteriza-

3o de proteases de figado de cangulo Balistes vetula Linnaeus ., ainda '
¢ P g g s

. 3 '3 o
que em estagio ainda preliminar,



II. MATERIAL E METODOS

&
No presente estudo, utilizamos figado de cangulo, Balistes vetu

la Linnaeus , capturados na costa de Fortaleza, em pescarias de ida e

vinda, adquiridos na praia do Mucuripe.

0 figado foi extraido da cavidade abdominal por meio de um cor-
te transversal, macerado em graal e homogeneizado em potter a temperatura

de 4°C.

A fim de evitar que a gordura existente mo figado interferisse'’
nos resultados e visando melhor conservaggo, foil feito o p5 acetonico. O
figado homogeneizado fol suspensoc em acetona fria (—lSOC) na pr0porg50 L
1:5 (p|v) e deixado em agitacao por 1 hora. Apos este periodo, a mistura'
foi filtrada a vacuo com auxilio de um funil de Blichner, e o filtrado sus
pendido novamente em acetona, repetindo-se a operaggo mais duas vezes, e,
finalmente, tratada com a mistura acetona: eter etilico, 1:1 e novamente'
filtrada a vacuo. Todas as operacees foram realizadas em camara fria a
4°c.

Do p5 acetonico foi preparado um extrato mediante a homogeneiza

gao do po com tampao fosfato 0,01M em NaCl 0,1M, pH 7,0, na proporcao de

1:50 (p/v).

A concentracao de proteina foi determinada pelo método do Micro-
biureto (Goa, 1953), usando-se como padrao a albumina sérica bovina (Sig -
ma, Figura 1), sendo os resultados expressos em miligrama (mg) de protei -

na por grama (g) de po acetonico.

A atividade proteolitica foi determinada como a capacidade de

-
hidrolisar a caseina e a hemoglobina,
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FIGURA 1 - Curva padrao de albumina sérica bovina (Sigma).
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A reacgao enzimatica desenvolveu-se pela adicao de 0,5 ml do ex -
trato do po acetonico de figado a 5,0ml de hemoglobina bovina (Sigma) a
1% em tampao citrato 0,1M e caseina (segundo Hammarsten, E. Merck Ag.Dar-
mstadt) a 12 em tampao fosfato 0,1M e/ou tampao borato 0,5M (Dawson et
al, 1969). A incubagao ocorreu a 40°C durante 60 minutos. Pafou—se a rea-
ggo com 1,0ml de acido tricloro-acetico (TCA) a 40% (Ainouz et alay 1972)
Apas 30 minutos de repouso, a mistura foi filtrada em papel de filtro !

Whatman 42, sendo a atividade proteolitica determinada na fracao soluvel'

em TCA e medida pela absorbancia em 750nm em espectrofotometro Bausch &

Lomb Spectronic 20, depois da reacao com o reagente de Folin (Lowry et
al., 1951). O tempo zero ou branco da reacao foi obtido pela adicao do

substrato apos ter sido adicionado TCA a 40%. Todos os valores de densida
de otica das amostras foram subtraidos dos valores dos brancos. A ativi-
dade proteolitica foi expressa em micrograma (pg) de tirosina por grama
(g) de po acetonico, usando-se a tirosina (Merck) como padrao (figura 2),
e a atividade especifica determinada por meio da divisao da atividade PTO
teolitica pela concentraggo de prote{na sendo expressa em pg de tirosina'

por mg de prote{na.

A determinagao do phk otimo da protease efetuou-se utilizando-se

_tampgo citrato 0,1M nos pHs 2,63 3,0; 3,6; 4,0; 4,6 e 5,0; tampao fosfato
0,1M nos pHs 6,0; 6,55 7,0 e 7,5 e tampao borato nos pHs 8,0; 8,5; 9,0; '

9,5 e 10,0. Os substratos (hemoglobina e caseina 1%) .usados, também foram

- preparados nos respectivos pHs. A reagao,enzimitica foi desenvolvida como
descrita anteriormente e os resultados foram expressos em Ue tirosina POT
grama de ps acetonico e pg tirosina por mg de proteina (atividade espe -

cifica).
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FIGURA 2 - Curva padrao de L-tirosina (Merck).
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Os extratos de p5 acetonico de figado de cangulo, preparados com
tampao fosfato 0,01M em cloreto de sodio (NaCl) 0,1M em pH 7,0 na propor -
@o de 1:50 (p/v) foram usados para purificacao com sulfato de amonia, 0
sulfato de amonia solido foi gradualmente adicionado ao extrato para  20%
de saturaggo e o precipitado foi removido por centrifugacao em centr{fuga'
International IEC (20.000 x g, 15 minutos, 4°C). 0 sobrenadante resultante
foi usado para as praximas precipitagaes conm 40, 60, 80 e 100% desaturagao
com (NHA)ZSOA‘ Os precipitados obtidos foram suspensos em tampao fosfato °
0,01M em cloreto de sodio (NaCl) 0,IM pH 7,0 e dialisados contra agua des-
tilada, durante um pérIodo de tempo necessario para que a 5gua nao apre -
sentasse reacao positiva com o hidroxido de bario.

Os extratos apas a dialise foram liofilizados em liofilizador '

Mod. Pirani 78/1 da Edwards do Brasil,por 12 horas a -40°c, sob uma pres -
]

~ : -1
sao inferior a 10 Torr.

0 p5 liofilizado foi suspenso em.tampao fosfato 0,01M em cloreto
d e sodio (NaCl) 0,1M pH 7,0 e determinados a atividade proteolitica e a
concentracao de proteina nas 5 fracoes obtidas na purificacao. Os resulta-
dos obtidos foram expressos em micrograma (pg) de tirosina for miligrama '

(mg) de proteina e miligrama (mg) de proteina por grama (g) de po liofili-

zado para a atividade proteolftica especffica e protefna,respectivamente.

Na fraggo de maior atividade foi realizada outra curva de pH,nos

-
mesmos intervalos ja citados.

Para a escolha da concentracao de substrato a ser usada, foram '

feitos experimentos em que a concentracao do substrato variou de 10 a 70
mg de casefna, conservando-se o volume de 0,5ml do extrato. A reagEs enzi-

o L] s o~ oo . e
matica fol identica as anteriores e os resultados expressos em micrograma'



(ug) de tirosina por miligrama (mg) de proteina.

O tempo e a temperatura considerados otimos foram determinados
mediante a incubacao em temperaturas de 40, 50, 55 e 60°C, durante perig
dos de 15, 30, 45 e 60 minutos. A reacao enzimatica foi semelhante aos
demais ensaios e os resultados expressos em micrograma (Ug) de tirosina

por miligrama (mg) de proteina.

A termo-estabilidade foi determinada submetendo-se o extrato a
temperatura de 40, 50 e 60°C durante 15, 30, 45 e 60 minutos. Apos cada'
tempo, o extrato era retirado da temperatura e, nele, determinada a ati-
vidade enzimatica. Os resultados foram expressos em micrograma (Ug) de
tirosina por miligrama (mg) de prbte{na, sendo transformados em porcenta
gens de atividade relativa ao extrato nao submetido ao calor, cuja ativi

dade fol considerada 1007.

O comportamento da enzima foi pesquisado frente aos seguintes’
reagentes na concentracao de lmM: cloreto de calcio, cloreto de mercu -
rio, cloreto de sadio, cloreto de ferro III, EDTA, cloreto de manganas 5
tiossulfato de saaio, acido ascorbico, acido citrico e 2-mercaptoetanol.
A atividade da enzima sem a adigao de qualquer reagente foi considerada’
100%. A reacao enzimatica procedeu-se da mesma forma citada anteriormen-

te.



IIT. RESULTADOS

Com o intuito de determinar as condicoes otimas de ensaio, fol

utilizado figado de cangulo Balistes vetula Linnaeus como fonte de enzi -

ma.

A atividade proteolItica foi determinada em uma faixa de pH que
variou de 2,6 a 10,0, Na faixa acida, usando-se a hemoglobina 1% como subs-~
trato, foi verificado cerca de 287% da atividade observada na faixa alcali-
na que mostrou o pH 8,5 como o de maxima atividade, quando a caseina 1%
foi utilizada como substrato (Tabela I, figura 3).

Imediatamente apos o estabelecimento preliminar desse pH otimo '

de reag;o, foi procedido o método de purificacao do sistema enzimatico pe-
la adigio gradual de sulfato de amonia, onde se observa que a fracao entre
40-607 de saturagao foi aquela que apresentou maior atividade proteolitica
espec{fica. Com este tratamento, o acréscimo de atividade em relacao ao ex
trato bruto & de 12,93 vezes, correspondendo a 1.293% e havendo uma recupe

racao de 738,467% (Tabela II, figura 4).

Apos o sistema enzimatico apresentar-se parcialmente purificado,
fol procedida outra curva de pH nos mesmos valores anteriormente citados .
0 pH otimo de reacao foi entao estabelecido como sendo 9,0 (Tabela IIT,fi-
gura 5). Com este valor determinado, os ensaios posteriores foram realiza-
dos no referido valor de pH.

A relag50>enzima substrato (Tabela IV, figura 6), mostra que a
saturaggo do complexo enzima-substrato & atingido quando 50mg de caseina '

reage com 0,5ml de extratos oriundos de uma soluggo preparada do p6 liofi-

lizado na concentracao de 1:500 (p/v).



TABELA I - Dados relativos a variacao da atividade proteolitica em f{gado

de cangulo Balistes vetula Linnaeus em funggo do pH de reagao,

antes do processo de purificacao. Valor da proteina 173,36mg /

g de pE.

Atividade proteolitica Atividade proteolitica espe-

pH (ug Tir./g po) cigica (ug Tirosina/mg pro-
teina).

2,6 10.503 60,58
2,0 11.670 67,32
3,0 10.530 66,58
4,0 . 11.086,5 63,95
4,6 9:919,5 57,22
5,0 9.336 53585
6,0 7.002 40,39
6,5 7.586 43,76
7,0 7 9.336 53,85
154 10.503 60,58
8,0 20.422,5 117,80
8,5 237.927,5 218,78
9,0 29,175 168,29
9,3 26:257,5 151,46

10,0 23,340 134,63
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FIGURA 3 - Variaggo da atividade proteolitica especffica de figado de can

gulo em.funggo do pH, antes do processo de purificagao.



TABELA II - Dados relativos a purificaggo com sulfato de amonia do sistema enzimatico presente

em f{gado de cangulo Balistes vetula Linnaeus. A reacao procedeu-se no pH 8,5.

Fragao Atividade prot. At. Prot. especffica Proteina - Recuperagao Vezes de =
(ug Tir./g po) (ug Tir./mg Prot.) (mg Prot./ g po) (%) purificacao
0 37,9275 218,78 173,36 100,0 1,0
0 - 20 0 0 0 = -
20 - 40 116.700 816,08 143,0 307,69 3,73
40 - 60 280.030 2.829,09 99,0 738,46 12,93
60 - 80 11.670 132,61 88,0 30,77 0,61

80 - 100 0 0 66,0 = -
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FIGURA 4 - Atividade proteolftica espec:’ffica da enzima de ffgado de can-

gulo em relagao a sua saturacgao com sulfato de amonia,



TABELAIII- Dados relativos a variaggo da atividade proteolitica em ffgado

de cangulo Balistes vetula Linnaeus, em funggo do pH de reaggo

apSs o tratamento com 60% de sulfato de amonia., Valor da pro -

tefna 88,0 mg/g de po.

pH Atividade proteolftica Atividade proteolitica especifica
(Ug Tir./g po) (yg Tir. /mg Prot.)
2,6 23.340,0 265,23
3,0 32.092,5 364,69
3,6 35,010,0 287,84
4,0 26,257,5 298,38
4,6 37.927,5 430,99
5,0 58.350,0 663,07
6,0 105.030,0 1.293,52
6,5 157.545,0 1.790,28
7,0 204.225,0 2.320,74
7,5 256,740,0 2.,917,50
8,0 256.74%0,0 2.917,50
8,5 280.080,0 3.,182,73
9,0 306.337,5 3.481,11
955 285.915,0 3.249,03
10,0 247.987,5 2.818,04
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FIGURA 5 - Variacao da atividade proteolitica eSpec{fica de figado de

cangulo tratado com 607 de (NH4)2 SOA em funcao do pH.



TABELA IV- Dados relativos a variaggo da atividade proteolitica de ffgado

de cangulo Balistes vetula Linnaeus em funcao da concentracao’

do substrato. Reagao procedida em pH 9,0 e valor de proteina »

igual a 41,58 mg/g de po.

Atividade proteol{tica Atividade proteol{tica espe

Mg Caseina (ug Tir/g po) pecifica (ug Tir/mg Prot).
10 198.390 %,77153
20 : 280,080 6+135,9
30 285,915 6.876,3
40 288.832,5 6.946,4
50 303.420 7.297.3
60 282.997,5 6.806,1

70 288.832,5 6.946,4




A determinagao do tempo e temperatura otimos de reacao esta re-
gistrada na tabela V e figura 7. Inicialmente, pode se observar que a
atividade proteolitica especifica, medida a intervalos regulares de 15 mi
nutos, e crescente com o aumento da temperatura., Embora esse comportamen-
to seja similar para todas as temperaturas estudadas, apos decorridos ses
senta (60) minutos a 50°C o incremento em termos percentuais da atividade
proteolftica espec{fica € mais pronunciado, quando comparado aos demais .
Por esta razao esses parametros foram escolhidos para os ensaios enzimiqi

COS.

A estabilidade da enzima frente ao calor é mostrada na tabela '
VI e figura 8. Atraves da curva obtida pode-se observar que a enzima & al
tamente estgvel, e até ativada, quando submetida a 40°¢ por 60 minutos. A
50°C ela perde somente cerca de 377 da atividade, ao passo que a 60°C es-

sa perda é da ordem de 94% apos decorridos 60 minutos.

A tabela VIIimostra o comportamento da enzima frente a dez rea-

7 o) - ~
gentes quimicos. A reacgao enzimatica sem a adicao de nenhum componente es

tranho foi considerada como padrao (100%). O cloreto de calcio aumentou '

em 47 a atividade, ao passo que o cloreto de mercurio e EDTA diminuiram °

-
acentuadamente a atividade enzimatica.



TABELA V - Dados relativos a variagao da atividade proteolitica especifi-

ca de fIgado de cangulo Balistes vetula Linnaeus em funggo do

tempo e temperatura de incubagzo.

TEMPERATURA (°C)

Tempo
(min) 40 50 55 60
g Tir/mg Prot. yg Tir./mg Prot. yg Tir./mg Prot. yg Tir./mg Prot.
15 . 2.666,67 4,250,0 4,250,0 1.083,33
30 4.666,67 7.166,67 6.500,0 1,933,133
45 6.333,33 9.333,33 7.916,67 1.500,0

60 7.833,33 10.500,0 9,000,0 1.500,0
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FIGURA 7 - Variacao da atividade proteolitica especffica de figado de can-

gulo em relaggo ao tempo e temperatura de incubaggo.



TABELA VI~ Variaggo percentual de atividade proteolftica especifica no figado de cangulo

Balistes vetula Linnaeus em fungao do tempo e temperatura de aquecimento do '

extrato,
Tempo TEMPERATURA (°C)
fuda) 40 50 60
ug tir./mg Pr. % At yg Tir./mg Pr. % At pg Tir./mg Pr. % At
0 5.272,59 100 5,272,59 100 D212 459 100
15 5.633,33 106,8 4,032,15 76,5 437,95 8,3
30 5.999,82 113,8 4,180,21 79,3 375,0 2,1
45 6.018,49 "114,1 3.854,61 73,1 444 045 8,4
60 6.110,92 115,9 3.302,83 62,6 320,0 6,1




°
4 C

110

100

90

80
70

so0 C
60

ATIVIDADE

DE

40

%

20

10

°
—e 60C

1 2 L S

15 30

43
TEMPO ( MINUTOS)

FIGURA 8 - Variaggo percentual da atividade proteolitica especffica de

figado de cangulo em funggo do tempo e temperatura de aqueci

mento do extrato.



TABELA VII- Acao de compostos quimicos sobre a atividade proteol{tica espe
cifica em figado de cangulo Balistes vetula, considerando 1007%

a atividade da enzima sem adicao destes compostos.

Atividade proteolitica

ESPECIFICAGAO T % de Atividade
(ug Tir/mg Prot.)

PADRAO 762021 100
Cloreto de Calcio 7.737,00 104,26
Cloreto de Mercurio 3,447, 44 46,45
Cloreto de Sodio 7.368,58 99,29
Cloreto Ferrico 6.842,25 92,20

EDTA 4.368,51 58,87
Cloreto de Manganes 7.184,36 96,81
Tiossulfato de Sodio 7.000,15 94,33
Acido Ascorbico 7.394,89 99,65
Kcido Citrico 7.315,94 98;58

2-mercaptoetanol 4,868,52 , 65,60




IV, DISCUSSAO .

Estudos com sistemas biolagicos somente sao possfveis com um con
trole rIgido do pH do meio. As enzimas s3o altamente sensiveis a mudancgas'
de pH; geralmente cada enzima requer um pH otimo onde a atividade & maxima

e as variacoes ocorrem em um limite muito estreito, tanto assim que o meio

< '3 o s -

deve ser adequadamente tamponado. Para a caracterizagao de uma enzima e
- =3 .

necessario, portanto, que se determine seu pH otimo, relacionando-o com

um substrato definido. Se uma enzima atua em mais de um substrato, o pH

otimo pode diferir para cada um deles.

O pH de maxima atividade proteolitica encontrado nos extratos '

oriundos de figado de cangulo Balistes vetula foi de 8,5, para extratos '

brutos e 9,0 para os extratos parcialmente purificados com 60% de sulfato'
de amonia. Estes resultados estao de acordo com a maioria dos trabalhos so
bre proteases de pescado, cuja variaggo do pH otimo situa-se entre 7,0 e
9,0. Na faixa acida o pH otimo variou entre 2,8 a 4,0, mostrando entretan-
to uma atividade muito inferior aquela para a faixa alcalina (Tabela III,

figuras 3 e 5). Essa baixa atividade do sistema proteolitico acido o tor -
na desprezivel e improprio ﬁara ser utilizado como pargmetros para estu -
dos fisiologicos e/ou bioquimicos. Contudo ha estudos que tem demonstrado"
uma razoavel atividade proteolftica.na faixa ﬁcida, como pode ser observa-
da nos trabalhos de Lin et al. (1980) e Erickson et al. (1983), que encon-

traram em corvina e pescada uma enzima semelhante a pepsina.

As diversas espécies de peixes que demandam estudos, mostram que
o pH otimo de maxima atividade difere para cada espécie e substrato utili-

zado,



Makinodan & Tkeda (1969 a e b) estudando as proteases do muscu-
lo de pescado encontraram um pH otimo de 2,8 - 3,0 para a hemoglobina e

8,0 para a caseina.

Erickson et al. (1983), por sua vez, encontraram no fluido sar-

coplasmético da pescada do Pacffico (Merluccius productus) e bacalhau ver

dadeiro (Gadus macrocephalus) um pH otimo entre 3,5 - 3,9 e 3,2 - 3,6, na

faixa acida e entre 7,1 - 7,2 e 7,7 - 8,0 na faixa alcalina, respectiva -
mente, usando a hemoglobina como substrato.

A enzima do musculo de albacora (Germo alalunga) estudada por '

Groninger Jr. (1964) exibiu um pH otimo de 2,4 - 2,5. Houve pouca ativida

de em pH inferior a 1,5 e superior a 4,0. Entretanto, a protease de Etro-

plus suratensis estudada por Sundaram & Sarma (1960) apresentou maxima '

atividade entre 9,5 e 10,5. No ceco pilorico de salmao (Oncorhynchus

tshawytsha)o pH otimo para as proteases foi 9,0 (Croston, 1960).

- -~
Estudos de proteases em crustaceos tem revelado, na sua maio -
— -
ria, que as proteases alcalinas sao as predominantes, que o pH otimo si -
'3 3 - s . - 5] e
tua-se em um intervalo mais amplo e que a atividade enzimatica e mais

alta do que aquela observada em peixes.

Asahara (1973) encontrou um pH otimo igual a 8,5 para a protei-

-~ -
nase de hepatopancreas de camarao Trachypenaeus curvirostris usando casei

na a 17 como substrato.

Em Penaeus japonicus Maugle et al.(1982a) encontraram uma ativi

dade proteolitica estavel entre pH 7,0 e 8,5, indicando provavelmente a
presenca de mais de uma protease alcalina com acao hidrolitica sobre a ca
seina. Galgani et al. (1984) compararam as proteases digestivas do Penaeus

kerathurus e Penaeus japonicus e pesquisaram o pH otimo na faixa de 6,0




a 11,0. Nenhuma atividade foi verificada abaixo de pH 6,0' e somente um am -
plo pico foi observado com um maximo em 8,5 e 9,0 e 9,0 e 9,5, respectiva -

P ; -
mente, para os referidos crustaceos.

Takahashi et al,(1964a) verificaram que a caseina foi rapidamente

hidrolisada pelos extratos de hepatopancreas e intestino de Panulirus japo-

nicus, sendo muito lentamente hidrolisada pelo extrato de estomago. O pH
otimo foi observado entre 8,5 e 9,5 para o intestino e tres pHs distintos

foram observados no hepatopancreas: 2,0 - 2,55 835 - 9,0 e em torno de
11,5. Takahashi et al. (1964b) estudando dez espécies de pescado determina-
ram que a maioria dos animais apresentavam uma atividade proteolftica maxi-
ma nos pHs 2,5; 5,0 e 6,0 e somente duas eSpécies exibiram atividade maxima

no intervalo de pH de 8,5 a 11,0.

Devillez (1965) demonstrou dois picos otimos de pH para a ativida

. i - " > -
de caseinase ng suco gastrico de Orconectes virilis,um na faixa acida com pH

6,0 e outro pico na faixa alcalina entre 7,5 e 8,5.

Sather (1969) encontrou atividade maxima da protease em pH 7,9 no

caranguejo Podophtalmus vigil, enquanto Saker et al. (1982) encontraram uma

atividade maxima em hepatopahcreas de jovens da lagosta Panulirus laevicau-

da no pH 7,0.

Os moluscos geralmente apresentam atividade mais elevada na faixa
acidica. Sakai & Matsumoto (1981) verificaram elevada atividade proteol{ti—

ca com o maximo de pH em 3,1 no musculo do manto da lula Ommastrephes sloa-

ni pacificus. O molusco bivalve Venerupis philippinarum apresentou um pico'

de atividade em pH 6,0 e alguma atividade pepsinica em pH 2,7 (Maugle et

al., 1982b).



A remoggo de égua dos tecidos, pelo tratamento com acetona e um
metodo excelente e amplamente utilizado na preparagao de enzima (Keller et
al.,1956; Prahl & Neurath, 1966; Gates & Travis, 1969; Reeck & Neurath 5
B72; Holzman et al.]}982; Vo et al., 1983; Yoshinaka et al., 1983), princi-
palmente porque conserva a atividade proteolitica por longo per{odo de tem
po. O pa acetonico do ffgado de cangulo mostrou-se com estas caracteristi-
cas,

0 processo de purificacao atraves da adicao gradual de sulfato '

de amonia tem sido amplamente utilizado para enzimas proteolfticas (Keller
et al., 1956; Jonas et al,, 1983).

A atividade proteol{tica espec{fica maxima detectada na fragZo y

40-60% de saturacao com o sulfato de amonia para o cangulo (Tabela II, fi-
gura4), encontra-se dentro do intervalo verificado para a maioria das enzi
mas proteoliticas, o qual, em geral, varia de 30 a 80% (Croston, 1960;Sun-
daram & Sarma, 1960; Groninger Jr., 1964; Makinodan & Tkeda, 1969; 1969a e.
1969b; Reeck & Neurath, 1972; Bauer & Eitenmiller, 1974; Murakami & Noda ,

1981; Saker et al., 1982).

Para uma dada concentragao de enzima sob condigoes padronizadas,
a velocidade de reagao inicial varia com o aumento da concentracao de subs
- . 3 =
trato ate um certo limite, quando entao passa a ser constante. Por conse -
guinte, em baixas concentragoes de substrato, nem todas as moleculas de en
. . - . = v
zima se combinam com as de substrato, assim a maxima velocidade nao pode
ser alcancada para aquela quantidade de enzima. Em elevadas concentragoes'
- s .
de substrato, todas as moleculas de enzima se ligam no complexo enzima-subs
]

- % - -
trato e caso a concentracao de substrato seja aumentada nao podera afetar

a velocidade de reacao.



.Os resultados apresentados na tabela IV e figuré 6, mostram uma
grande afinidade entre a enzima e o substrato, uma vez que o nivel de satu
racao do substrato ocorre na razao de 0,5ml do extrato dilufdo de 500 vezes
para 50mg de caseina. Essa relaggo & semelhante aquela encontrada por Sa -
ker et al. (1982) para protease de hepatopancreas de lagostas jovens Panu-

lirus laevicauda.

Em proteases de albacora Germo alalunga a saturagao de enzima '

foi obtida com aproximadamente 50mg de hemoglobina (Groninger Jr., 1964).

Para outros materiais biolsgicos os valores encontrados sao in -
feriores aos observados para o cangulo (Prisco & Vieira,1976; Ainouz et

al.,, 1981; Vieira et al., 1985).

A natureza proteica das enzimas tem sidorenfatizada e & refleti-
da na relacao entre a temperatura e a atividade enzimatica, A medida que a
temperatura se eleva, a atividade enzimatica aumenta a tal ponto que a ve-
locidade de reaggo e aproximadamente o dobro para cada 10°C de aumento da
temperatura. Segundo Eskin et al. (1971) a grande maioria das enzimas mos-
tra uma atividade otima entre 30 e 40°C. A 45 - SOéC as enzimas comecam a
se desnaturar e em cerca de SOOC a enzima e inativada devido a desnatura -
cao da apoenzima (porcao proteica da enzima), que resulta no desdobramento
da molécula e, consequentemente, perda de especificidade. Normalmente, a

2 . -~ - S - @ - q (o]
inativacao termica e muito rapida em temperaturas superiores a 50°C,

Em figado de cangulo Balistes vetula Linnaeus a temperatura oti-

ma foi de 50°C quando se procedeu a incubagao a 60 minutos, usando-se a
caseina como substrato (Tabela V, figura 7), dados que sao confirmados por

outros trabalhos realizados com extratos de orgaos de pescado.



Takahashi et al. (1964b) afirmam que a temperatura otima para a
hidrolise da caseina pelos extratos de figado de peixes & geralmente 40 -
45°¢ em pH 2,5 e 50 - 55°C em pH 6,0; para o extrato hepatico de Ommastrep

hes sloani pacificus a temperatura foi 40°C em pH 2,5 e 50°C em pH 6,0. A

maxima hidrolise da caseina pelos extratos de f{gado de Sepia esculenta e

Octopus vulgaris foi mostrada a 30°% (pH 2,5) e a 50 - 55°¢ (pH 6,0) ao
P sY) s

passo que para a Panulirus japonicus foram observadas 50 - 55°¢ (pH 2,5 e

9,0) e 40 - 45°¢ (pH 11,0). Dando continuidade aos estudos realizados com

a Panulirus japonicus, Takahashi et al. (1964a) verificaram que a tempera

tura otima para a hidrolise da caseina pelo extrato do intestino e figado

foi 50 - 55°C nos pHs 2,5 e 9,0 e 40 - 45°C no pH 11,5.

Entretanto Makinodan & Tkeda (1969) investigando doze especies'
de pescado mencionaram que a temperatura otima para 4 horas de reaggo foi
relativamente alta, 60 - 65°¢C para as proteases ativas na faixa de pH al-

calino, em comparacao com 45 - 50°¢ para as da faixa acida.

Outros estudos com crustaceos tem sempre procurado demonstrar °
que existe uma relagEO muito estreita entre o tempo e a temperatura de in
cubagao. Eitenmiller (1974) encontrou que a temperatura otima da catepsi-

- -
na presente no musculo de camarao Penaeus setiferus durante 4 horas de in

cubaggo foi 42°C, Contudo, para a enzima preoteolitica de hepatopancreas’

de camarao Trachypenaeus curvirostris, Asahara (1973) encontrou maxima '

v o . 3 g £
atividade a 55 °C por 60 minutos e, as enzimas digestivas do Penaeus japo=

nicus apresentaram 40°C como sendo a melhor temperatura quando estas fo -
ram incubadas por 30 minutos (Maugle et al., 1982a)., Outros crustaceos de-
capodos foram estudados por Sather (1969) apresentando 37°% por 4 horas '

como sendo a melhor relacao entre o tempo e a temperatura.
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Na carpa, Makinodan & Ikeda (1969 a e b) estudaram as proteases
acidas e alcalinas e encontraram otimos de 50°C por 1 hora e 65°C por 2 ho-
ras, respectivamente. Entretanto, nos estudos com cinco proteases isoladas '
de ceco pilérico e estamago de sardinha, Noda et al., (1982) observaram ativi
dade maxima a 30°C por 24 horas, poréem Murakami & Noda (1981), tambem estu -

dando as proteases de Srggos digestivos de sardinha, incubaram a mistura de

reagao a 30°¢ por 20 minutos.

Lin et al. (1980) caracterizando as proteases de musculo e rim de
pescado com substratos marcados com isatopo radioativo (14C) encontraram ma-
xima atividade das proteases alcalinas no intervalo de 45 a 60°c por 60 minu
tos e Drucker (1972) tambem usando substrato marcado radioativamente, encon-

trou que a atividade proteol{tica maxima ocorreu a 37°C por 30 minutos,

As enzimas apresentam uma caracteristica muito importante referida
como termoestabilidade. Normalmente um aumento de temperatura corresponde a
um aumento de atividade enzimatica ate alcangar um tempo onde a desnatura -
¢ao ocorre.

0 sistema enzimatico presente no figado de cangulo pode ser consi-

- N (0]
derado bastante estavel ao calor, vez que somente quando submetido a 60 C '

por 60 minutos & que sua atividade diminui 94% (Tabela VI, figura 8). Este '
aspecto inerente ao sistema enzimiatico presente no f{gado de cangulo confere

5 3 s - s
certa seguranca na preparacao e manuseio do extrato enzimatico, sem oferecer

grandes riscos de inativacao.

Alguns autores relacionam o efeito da temperatura com o tempo de
aquecimento, Makinodan & Ikeda (1969a) mostraram que a 70°¢c por 10 minutos a
atividade decresce para 50Z e a 60°c por 30 minutos a perda & da ordem de

30% e, aproximadamente 807 quando submetida a 65°C por 30 minutos.



0 efeito da temperatura estudado em proteases digestivas de

‘Penaeus kerathurus por Galgani et al.(1984) mostra que a enzima permane -

ceu estavel ate 50°C durante 30 minutos, seguida de uma perda de ativida-
de irreversivel. Hara et al. (1984) verificando o mesmo efeito em protea-
ses alcalinas F - I e F-II, notaram que a 50°C por 120 minutos, ambas per
dem a atividade quase totalmente, Maugle et al. (1982 a) afirmaram que em
temperaturas superiores a 40°¢ por 60 minutos havia uma perda considera -
vel da atividade proteolitica.

As enzimas, de um modo geral, podem ter suas atividades modifi-
'

cadas quando em contato com certos compostos qu{micos, os quais podem

inibir ou ativar as welocidades de reagao.

0 sistema enzimatico existente no f{gado de cangulo mostrou-se
inibido quando na presenca de cloreto de mercurio, EDTA e 2-mercaptoeta—
nol e ativado quando o cloreto de calcio foi adicionado a reacao. Resulta
dos semelhantes foram encontrados por Galgani et al. (1984), os quais ob-

servaram que as proteases de Penaeus kerathurus. foram ativadas por ImM ‘'

de CaCl, e inibidas em 20% na presenca de 20 mM de EDTA.

2
Hara et al. (1984) comprovaram que 1 mM de CaCl2 e NaCl aumenta

ram a atividade das proteases de rotiferos em 1 a 3% e 1 mM de HgClZ,

CuCl V

e AgNO, diminuiram a atividade em 95, 63 e 727, respectivamente,

2 3
Murakami & Noda (1981) observaram que as proteases I, II e IIT
presentes nos Grgaos digestivos da sardinha nao foram inibidas nem ativa-
das pelos agentes quelantes de metais e reagentes sulfidrilas, entretan -
to elas foram fortemente inibidas pelo diisopropil flurofosfato. O inibi-

dor de tripsina presente na soja nao afetou a enzima I, mas inibiu as de-

mais.



Groninger Jr. (1964) observou que a atividade p;oteolitica regis
trada com hemoglobina como substrato também nao foi afetada pelo inibidor'
de tripsina da soja e ovoalbumina a 0,017 nem pelo diisopropil fluorofosfa
to (DFP) a 10 mM. Entretanto, o p-cloromercuriobenzoato (p - CMB), iodoace
tamida e N-metil maleimida a 1,4 mM, inibiram a atividade enzimatica ~em
40, 20 e 20%, respectivamente.

Outros componentes como o fenil-metil-sulfonil-fluoreto (PMSF) e
o p-CMB induziram a inibicao e a ativacao, respectivamente, em cada enzima

das tres especies de peixe estudadas (Jonas et al., ..1983).

Sundaram & Sarma (1960) verificaram que a enzima do Etroplus su-

ratensis nao foi afetada pelos fons metalicos testados, mesmo em concentra

~ : - +2

coes relativamente altas (0,01M), exceto para os ions de manganes (Mn -) °
: e - +3 . +2

que estimularam a atividade e os ions de ferro (Fe ") e zinco (Zn *) que

inibiram ligeiramente a enzima.



V. CONCLUSOES

1. A enzima em estudo apresentou um maximo de atividade proteoli

tica em pH 9,0 usando-se a caseina como substrato.

2. A temperatura otima foi 50°C com o tempo de incubaggo de 60 mi

nutos.

3. Na relacao enzima-substrato foi estabelecida a razao de 50mg '

de caseina para 0,5 mililitro do extrato feito a partir de po acetonico

(125005 p/v)e

4. A enzima permaneceu estavel a temperatura de 40°¢ por 60 minu-
tos, entretanto perdeu 947 de atividade quando submetida a 60°C por 60 minu

tos.

D A fragao de purificagao com sulfato de amonia, correspondente'

a 40-60% de saturaggo, foi a que apresentou maior atividade especffica.

6. Por ordem decrescente a reacgao enzimatica foi ihibida por clore
to de mercﬁrio, etilenodiaminotretaacético (EDTA) , 2-mercapto-etanol,clore-
to féerrico, tiossulfato de ssdio, cloreto de mangangs, acido citrico, clore

e - - r - .
to de sodio e acido ascorbico.

s T & =) g LS
7. O cloreto de calcio ativou a reagao enzimatica na ordem de 47.



VI. SUMARIO

O presente estudo visa fornecer informagoes sobre a extracao e

caracterizacao de enzimas proteoliticas de figado de cangulo Balistes vetu

la Linnaeus.

Os peixes foram adquiridos na praia do Mucuripe, pescados na cos
- » [ s g
ta de Fortaleza-Ceara, sendo os fIgados retirados, imediatamente apos sua

chegada ao Laboratorio de Ciencias do Mar.

. 3 e s 2 .
A materia-prima foi repetidas vezes tratada com acetona e, final

- -
mente secada a vacuo usando-se a mistura acetona-eter (1:1).

0 extrato de po acetonico assim preparado, foi homogeneizado em
tampao fosfato 0,01M em NaCl 0,1M pH 7,0 na proporgao &e 1:50 (p/v) em
banho de gelo e centrifugado por 30 ninutos a 20,000 x g a 58,0 precipi-
tado foi desprezado e no sobrenadante determinou-se a atividade proteoliti

-
ca e o teor de proteina.

A reacao enzimatica desenvolveu-se pela adigao de 0,5ml do extra
to a 5,0ml de hemoglobina bovina (Sigma) e caseina (segundo Hammarsten, E.
Merck Ag. Darmstadt) a 17 em tampao citrato 0,1M, tampao fosfato 0,1M e
tampao borato 0,5M, separadamente., A incubacao ocorreu a 40°C durante 60
minutos, finda a qual a reaggo foi parada com 1,0&1 de acido tricloroacéqi
co a 40%. A leitura da absorbancia a 750nm em espectrofotometro Bausch &

Lomb Spectronic 20 foi feita apos a reacao com o Folin.

0 otimo de pH encontrado inicialmente para a reacao foi 8,5. En-

tretanto, apas a purificaggo feita com 60% de sulfato de amonia solido a '

% Y 5
reacao atingiu o seu maximo em pH 9,0.



A melhor temperatura para o desenvolvimento da reagao foi alcan

cada em 50°C durante 60 minutos de incubagao.

A quantidade de substrato escolhida foi 50mg de caseina 1% para’

0,5ml do extrato preparado na proporggo 1:500 (p/v).

A enzima submetida a 40°C permaneceu estavel, entretanto quando'
a temperatura foi elevada para 50 e 60°C a perda foi da ordem de 37 e 947,

respectivamente.

A enzima foi visivelmente inibida pela adicao de cloreto de mer-
curio, etileno diaminotetracatico (EDTA) e 2-mercaptoetanol, na concentra-
gao de 1mM. Acido cftrico, acido ascarbico, tiossulfato de sadio, cloreto'
de manganas, cloreto ferrico e cloreto de sodio inibiram levemente a rea -

cao enzimatica.
0 cloreto de calcio 1mM ativou o sistema enzimatico na ordem de

4%,
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