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O cangulo { Balistes vetula Linnaeus), pei-
xe demersal encontrado em fundos coralinos e
rochosos, participa com grande relevancia na
producdo da pesca artesanal, embora o volume
atual de captura se apresente aquém de seu po-
tencial produtivo. Apesar da populacéo ainda se
encontrar subexplorada, existem amplas possi-
bilidades de que sua exploracdo venha a se
desenvolver em bases industriais (Menezes,
1981).

O cangulo aparece comumente como sub-
produto da pesca do pargo e lagosta, ocorrendo
com grande incideéncia nas linhas pargueiras e
nos manzuas no momento de suas despescas.
Em ambos os casos, os individuos sdo lancados
ao mar, considerando que ndo ha espaco sufi-
ciente para seu acondicionamento e também
porque o baixo valor econdmico da espécie ndo
justifica o seu transporte para os portos de de-
sembarque,

A producdb de canguio no ano de 1987, de
acordo com os dados fornecidos pelo IBAMA
foi de 5278 toneladas. Contudo, a producio
ocasional ndo ¢ computada nos dados oficiais,
uma vez que o registro da producdo artesanal €
procedido somente para os barcos que realizam
pescarias de ida e vinda.
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No Nordeste brasileiro, o aproveitamento
do pescado restringe-se unicamente ao tecido
muscular, utilizado para o consumo humano.
Entretanto, existem muitas indica¢des de que o
pescado consiste em uma fonte promissora de
vdrias substdncias de agdo bioldgica, entre as
quais destacam-se as enzimas proteoliticas.

Essas enzimas, também chamadas de pro-
teases ou proteinases, tém a propriedade de
hidrolisar a molécula de proterna na liga¢do
peptidica, resultando em compostos de estrutu-
ras mais simples.

As enzimas proteoliticas sdo empregadas
em vdrios processos para obtengio de produ-
tos nas indUstrias alimenticia, farmacéutica,
de cosméticos e, ainda, nos curtumes para
limpeza e amaciamento de couros e peles.

No Brasil tem havido pouco empenho no
estudo e elaboracdao de produtos considerados
nobres, apesar do grande potencial existente.
Mesmo que as enzimas ainda ndo representem
um grande peso econémico no mercado brasi-
leiro, é fundamental comecar seu estudo agora,
pois elas se tornardo um insumo muito impor-
tante a ponto de terem a importagdo substitui-
da (Revista Brasileira de Tecnologia, 1988).

Indmeros foram os trabalhos realizados em
produtos marinhos buscando um maior entendi-
mento sobre as caracteristicas das proteases. Sa-
be-se hoje, que as enzimas proteoliticas podem
se apresentar de diversas formas nos tecidos vi-
vos dos animais.

Dentre as enzimas proteoliticas existentes
no trato digestivo dos organismos marinhos, a
tripsina e a quimiotripsina sdo as mais comu-
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mente encontradas. A caracterizacdo da tripsina
purificada de pescado tem revelado um nimero
significativo de propriedades similares a tripsi-
na dos mamiferos (Croston, 1960; Tomdsek
et al., 1970; Reeck & Neurath, 1972; De Haén
& Gertier, 1974; Zwilling et a/., 1975; De
Haen et al., 1977; Cohen et al., 1981).

Ha um grande interesse no estudo das pro-
teases de organismos marinhos, tendo em vista
dois aspectos fundamentais: (1) conhecer mais
profundamente a fisiologia e a bioquimica da
espécie, o que facilita o entendimento mais ra-
cional de sua biologia, e {2} avaliar a viabilidade
de uma extracdo rentdvel dessas enzimas, con-
siderando sua ampla aplicacdo em vidrios ramos
industriais.

O presente trabalho também se enquadra
nesses dois aspectos, visto que seu objetivo é
fornecer subsidios sobre a extracdo e carac-
terizacao de proteases de figado de cangulo,
Balistes vetu/a Linnaeus, mesmo que em card-
ter ainda preliminar.

MATERIAL E METODOS

No presente estudo, foi utilizado figado
de cangulo, Balistes vetula Linnaeus, captura-
do na costa de Fortaleza, em pescarias de ida e
vinda, e adquirido na praia do Mucuripe.

O figado foi extraido da cavicdade abdomi-
rial, macerado em graal de porcelana e homoge-
neizado em Potter (TRl — R STIR — R modelo
K 41) durante 2 minutos a 8000 rpm em cdma-
ra fria a 4° C.

O figado homogeneizado foi susgenso em
acetona { — 159 C ) na proporgdo de 1:5 (p/v)
e deixado em agitagdo por 60 minutos. Findo
este periodo, a mistura foi filtrada a vdcuo e o
filtrado suspenso novamente em acetona. Esta
etapa foi repetida por mais duas vezes, quando,
entdo, o material foi tratado com acetona: éter
etilico { 1 : 1) a — 159 C e novamente filtrado
a vacuo, resultando na obtencido de pd cetd-
nico.

Do pd cetdnico foi preparado um extrato
em tampdo fosfato 0,01 M contendo cloreto de
sadio 0,1 M pH 7.0, na proporcio de 1 : 50
(p/v), denominado extrato bruto, que foi utili-
zado para determinag¢Bes de proteina e de ativi-
dade proteolitica.

Os extratos brutos de figado de cangulo fo-
ram submetidos ao fracionamento por precipi-

tagdo com sulfato de amonio — (NH4)2 SOy
sdlido. Esse sal foi gradualmente adicionado ao

extrato para 20% de saturacdo, sendo o preci-
pitado removido por centrifugacao a 20.000 x g
por 15 minutos a 4° C. O sobrenadante resul-
tante foi usado para as préximas precipitacdes
com 40, 60, 80 e 100 % de saturagdo com
{NH,4)5 S0 4- Os precipitados obtidos foram
suspensos em tampdo fosfato 0,01 M conten-
do cloreto de sédio 0,1 M pH 7,0 e dialisados
contra agua destilada a 4° C.

O liofilizado das fracBes 0/20, 20/40,
40/60, 60/80 e 80/100 foi suspenso em tam-
pao fosfato 0,01 M contendo cloreta de sédio
0.1 MpH7.0.

No extrato brutc e nas fragdes obtidas por
precipitacio com (NHglp S0, o teor de pro-
teina foi determinado pelo método do micro-
biureto (Goa, 1953), usandoc albumina sérica
bovina {Sigma) como padréo.

Nos ensaios posteriores ao fracionamento
com {NH,)o S04, a concentracdo de proteina
foi determinada pelo método do reagente fe-
nolico de Folin {Lowry et a/., 1951) usando
como padrio a tirosina {Merck}.

A atividade proteolitica foi determinada
como a capacidade de hidrolisar a caseina ou
hemoglobina. A reagdo enzimatica foi desen-
volvida pela adicdo de 0,5ml do extrato de
figado a 5,0 ml de hemoglobina bovina (Sig-
ma} a 1% em tampdo citrato ou caseina (se-
gundo Hammarsten, E. Merck AG Darmstadt)
a 1% em solugdo tampdo fosfato ou borato
(Dawson et al., 1969). A incubacdo foi proce-
dida a 40° C durante 60 minutos, quando a
reacao foi paralisada pela adicdo de 1,0 ml de
4cido tricloroacético {TCA) a 40% (Ainouz
et al., 1972). Depois de 30 minutos em repou-
so, a mistura foi filtrada em papel Whatman
n.® 42, sendo a atividade proteolitica determi-
nada na fracdo soldvel em TCA e medida pela
absorbancia em 750 nm em espectrofotome-
tro (Bausch & Lomb modelo Spectronic 20),
apos a reacdo com o Folin — Ciocalteau (Low-
ry et al., 1951}. O branco da reagdo foi obti-
do pela adi¢do do substrato apds o TCA ter sido
adicionado. Todos os valores de absorbdncia das
amostras foram subtraidos dos valores dos bran-
cos correspondentes.

Para a escolha da concentracdo de substra-
to a ser usada, foram feitos experimentos em
que a concentragdo da caseina variou de 10 a
70 mg, conservando-se o volume de extrato
igual a 0.5 ml. A reagdo enzimatica e as condi-
¢des de incubagdo foram idénticas ao descrito
anteriormente.



A determinagdo do pH 6timo do sistema
enzimatico presente em figado de cangulo (ex-
trato bruto e fragSes obtidas pelo sulfatoc de
amonio) foi efetuada utilizando-se tampéo
dcido citrico 0,1 M — NapHP0O,4 0,2 M nos pHs
26:30,:36,;40:4,6e5,0, tampdo KHoPOy
0,1M —NaOHO0,1M nospHs 6,0;6,6: 70e75¢
tampdo KCl + H3B0O3 0,6M — NaQH 05M
nos pHs 8,0 ;8,6 ;v9, 0e 10,0 ( Dawson etal.,
1969). Os substratos usados (hemoglobina e
caseina a 1 %) também foram preparados nos
respectivos pHs.

O terapo e a temperatura considcrados Oti-
mos foram determinados mediante a incubagédo
em temperaturas de 40, 50, 55 e 60° C em in-
tervalos de 15, 30, 45 e 60 minutos. A reacdo
enzimdtica foi semelhante aos demais ensaios.

A termoestabilidade do sistema enzimiti-
co foi avaliada submetendo-se 0 extrato 3 tem-
peratura de 40, 50 e 60° C durante 15, 30, 45
e 60 minutos. Decorrido cada periodo de tem-
po, o extrato era retirado da temperatura, on-
de era determinada a atividade enzimatica a
50° C com B0 minutos de incubagio. Os re-
sultados da atividade foram transformados
em porcentagem de atividade tomando como
base o extrato ndo submetido a exposicdo de
calor, cuja atividade proteolitica foi considera-
da 100%.

A atividade proteolitica do sistema enzima-
tico de figado de cangulo foi definida arbitraria-
mente como unidade de proteinase (U.P.), sen-
do a quantidade de produto da reagdo enzimé-
tica (40° C e 60 minutos), soltvel em TCA e
equivalente a 50 49 de tirosina. Os resultados
dessa atividade proteolitica foram expressos
em U.P./ml e a atividade proteoliitica especifica,
em U.P. /mg de proteina. .

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o objetivo de estabelecer as condicBes
otimas de ensaio, foi utilizado figado de cangu-
lo Balistes vetu/a Linnaeus como fonte de en-
zima.

A atividade proteoclitica foi determinada
em uma faixa de pH que variou de 2,6 a 10,0,
sendo que quando a hemoglobina foi usada
como substrato, a maior atividade registrada
correspondeu somente a 30 % daquela encon-
trada em pH 8,5, onde para o extrato bruto, a
atividade foi méxima (Figura 1). Essa baixa
atividade do sistema enzimatico dcido o torna
desprezivel e improprio para ser utilizado como
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pardmelros para estudos fisioldgicos e/ou hio-
quimicos. Contudo, hd estudos que tém de-
monstrado uma razodvel atividade proteolrtica
na faixa dcida, como observado no peixe car-
nivoro Silurus glanis (Jonas et al., 1983) e na
sardinha (Noda & Murakami, 1981) onde a
enzima foi comparada & pepsina presente nos
mam iferos.
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Figura 1 - Variagao da atividade proteolitica especifica
do sistema enzimatico presente em figado de can-
gulo, Balistes vefula, no extrato bruto em fungéo do
pH de reagao.

Makinodan & lkeda {1969 a e 1969 b}
estudando as proteases de masculo de vdrias
espécies de peixe encontraram um pH 6timo de
2,8 — 3,0 para a hemoglobina e outro em 8,0
para a caseina. Em masculo de albacora { Thun-
nus alalunga), Groninger Jr. { 1964) registrou
maxima atividade em pH 2,4 — 2,5, ¢ no flui-
do sarcoplasmdtico de pescada (Mer/uccius pro-
ductus) e bacalhau (Gadus macrocephalus) o
pH étimo foi igual a 3,56 —3,9e 3,2 — 3,6, res-
pectivamente {Erickson et a/., 1983). A protea-
se do peixe Etroplus suratensis, estudada por
Sundaram & Sarma (1960) apresentou ativi-
dade maxima entre 95 e 10,5 e no céco pitd-
rico do salmao Oncorhynchus tshawytsha o
pH 6timo para o sistema enzimdtico foi 9; O
(Croston, 1960). De um modo geral, muitos
organismos marinhos exibem elevada ativida-
de proteolitica na faixa de pH dcido, embora
quase sempre tinha sido atribuida a uma enzi-
ma com caracteristicas de catepsina.

Imediatamente apds o estabelecimento pre-
Hminar desse pH &timo de reacdo, foi procedi-
do o fracionamento por precipitacdao com sul-
fato de amdnio, onde foi observado que a fra-
cao 40/60 foi aguela que apresentou maior
atividade proteolitica especifica. Com este tra-
tamento, o extrato bruto foi purificado 8,5 ve-
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zes, correspondendo a uma recuperacdo da
atividade igual a aproximadamente 37 % {Ta-
bela I, figura 2). Este intervalo de saturacdo
encontra-se em concordidncia com a maioria
dos estudos sobre enzimas proteolrticas, que,
de um modo geral, varia de 30 a 80 % (Cros-
ton, 1960 : Sundaram & Sarma, 1960 ; Gro-
ninger Jr. , 1964; Makinodan &  lkeda,
1969 ; 1969 a2 e 1969 b ;: Reeck & Nev

rath, 1972; Bauer & Eitenmiller, 1974; Muraka-

mi & Noda, 1981; Saker et al., 1982).

Na fracdo 40/60, obtida pelo tratamento
por precipitacao com sulfato de aménio, o pH
6timo ficou estabelecido como sendo 9,0 (Fi-
gura 3).
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Figura 2 - Atividade proteolitica especifica do sistema
enzimatico presente em figado de cangulo, Balistes
vetula, em funcdo do tratamento com sulfato de
aménia.

A relacdo enzima—substrato (Figura 4),
mostrou que a saturacdo do complexo enzima—
substrato foi atingido quando 50 mg da casei-
na reagiram com 0,5 ml| de extratos prepara-
dos com 2 mg de liofilizado em 1 ml do tam-
pdo. Essa relagdo é semelhante aquela observa-
da por Saker et al. (1982} para hepatopancreas
de lagostas jovens Panulirus laevicauda. Em
proteases de albacora Thunnus alalunga a
saturacdo de enzima foi obtida com aproxima-
damente 50 mg de hemoglobina (Groninger Jr.,
1964).

Para outros materiais bioldgicos os valores
encontrados foram inferiores aos observados
para o cangulo (Prisco & Vieira, 1976 ; Ainouz

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

A determinagdo do tempo e termperatura
otimos de reacdo (Figura 5) foi estabelecida co-
mo 60 minutos e 50° C; dados que s3o seme-
Ihantes aos de outros trabalhos realizados com
extratos de 6rgaos de pescado.

Takahashi et a/. { 1964 b ) observaram
que a temperatura 6tima para a hidrolise da ca-
seina pelos extratos de figado de peixes ocorreu
a 40 — 459C em pH 2,56 e 50 — 65° C em pH
6,0. Entretanto, Makinodan & lkeda {1969}
investigando doze espécies de pescado, mencio-
naram que a temperatura 6tima para 4 horas
de reagdo, foi relativamente alta, 60 — 65° C
para proteases ativas na faixa de pH alcalino,
em comparacdo com 45 — §0° C para as da
faixa acida.

Na carpa, Makinodan & lkeda { 1969 a
e 1869 b )} estudaram as proteases dcidas e
alcalinas e encontraram 6timos de 60° C por
1 hora e 65° C por 2 horas de incubacdo, res-
pectivamente. Por outro lado, nos estudos com
cinco proteases isoladas de ceco pildrico e es-
tomago de sardinha, Noda et a/. (1982) ob-
servaram atividade maxima a 30° C por 24 ho-
ras, e Murakami & Noda (1981}, também estu-
dando as proteases de 6rgacs digestivos de sar-
dinha, incubaram a mistura de reacdo a 30°C
por 20 minutos.
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Figura 3 - Variagao da atividade proteolitica especifica
do sistema enzimatico presente em figado de can-
gulo, Balistes vefula, submetido ao fracionamento
com sulfatc de aménia, no intervalo de 40-60% de
saturagcao em fungdo do pH de reagao.



Lin etal. (1980), caracterizando as protea-
ses de muasculo e rim de pescado com substra-
tos marcados com isétopo radioativo { 14 ¢ ),
encontraram maxima atividade das proteases
alcalinas no intervalo de 45 a 60° C por 60
minutos e Drucker (1972} também usando
substrato marcado radioativamente, encontrou
gue a atividade proteolitica méxima ocorreu a
379 C por 30 minutos.

O sistema enzimatico presente em figado
de cangulo revelou-se altamente estdvel ao calor
(Figura 6), onde a 40° C por 60 minutos ele é
ativado, perdendo somente cerca de 29 % de
sua atividade original quando expostoa 50°C
por 60 minutos. Entretanto, a 60° C a perda
de atividade foi da ordem de 94 % apos de-
corridos 60 minutos. Este aspecto inerente ao
sistema enzimatico de figado de cangulo confe-
re certa seguranca na preparacdo e manuseio do
extrato enzimdtico, sem oferecer grandes riscos
de inativacdo.

Alguns autores relacionam o efeito da tem-
peratura com o tempo de aqguecimento. Maki-

nodan & lkeda ( 1969 & ) registraram quea
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Figura 4 - Variagao da atividade proteolitica especlfica
do sistema enzimatico presente em figado de can-
gulo, Balistes vetula, submetido ao fracionamento
com sulfato de ambénia, no intervalo 40-60% de satu-
ragao, em fungéo da concentragéo de substrato.
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70° C por 10 minutos a atividade caiu 50 %,
enquanto que a 60°C e a 65°C as perdas fo-
ram da ordem de 30 e 80 % , respectivamente,
para uma incubag¢do de 30 minutos.

CONCLUSOES

1 — O sistema enzimatico presente em fi-
gado de cangulo apresentou maxima atividade
proteolitica em pH 9,0, usando a case’na como
substrato.

2 — A temperatura 6tima foi 50° C com o
tempo de incubacgdo de 60 minutos.

3 — Na relagéo enzima—substrato ficou es-
tabelecida a razdo de 50 mg de caseinha para
0.5 ml do extrato preparado com 2 mg de lio-
filizado/m| do tampao.

4 — O sistema enzimatico permaneceu es-
tavel 3 temperatura de 40° C por 60 minutos,
perdendo 94 % de sua atividade quando sub-
metido a 60° C por 60 minutos.

b — A fracdo 40/60, obtida pelo fraciona-
mento por precipitacdo com sulfato de amonio
foi a que apresentou maior atividade proteoli-
tica especifica.
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Figura 5 - Variagao da atividade proteolitica especifica
do sistema enziméatico presente em figado de
cangulo, Balistes vefula, submetido ao fracionamento
com sulfato de amdnia no intervalo de 40-60% de
saturagao, em fungao da temperatura e do tempo de
ensaio (40°C e¢----e.; 50°C 0----0; 55°C x--0--x; 80°C
*---9).
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Figura 6 - Variag&o percentual da atividade proteoli-
tica especifica do sistema enzimético presente em fi-
gado de cangulo, Balistes vetula, submetido ao
fracionamento com sulfato de amdnia no intervalo de
40-60% de saturagéo e pré-incubagéo a 40°C (s-—s);
50°C (0----0); & 60°C (0----0), em fungo do tempo.

SUMMARY

This research work is aimed at supplying
information about the preliminary characteriza-
tion of the enzymatic system in the liver of
triggerfish, Balistes vetula Linnaeus.

The enzymatic reaction was developed by
adding 0.5ml of the raw extract either at 5.0mi
of bovine hemoglobin {Sigma) or casein (accor-
ding to Hammarsten, E. Merck AG Darmstadt)
both at 1%. The incubation occurred at 40°-
C for sixty minutes, and once it is finished, the
reaction was stopped with 1,0 m! of tricloroa-
cetic acid at 40%. The absorbance reading at
750 mm in a Bausch & Lomb Spectronic 20
spectrophotometer was taken after the reaction
with the Folin phenolic reagent.

The optimum pH established for the Teac-
tion was at 9.0, using casein as substrate,

The best temperature for the development
of the reaction was attained at 50°C during a
sixty —minute incubation.

The chosen quantity of substrate was 50myg
of casein at 1% for 0, bml of the extract con-
taining 2mg of lyophilized in 1.0 m| of buffer,

The enzymatic system of the triggerfish's
liver under a temperature of 40°C was kept sta-
ble even after sixty minutes had elapsed. When
the temperature was 60° C with a sixty —minu-
te heating of the extract there occurred a redu-
ction of 94%.

From the fractioning by precipitation
with ammonium sulphate, the 40/60 fraction
was that one which reached the greatest speci-
fic proteolytic activity of all fractions.
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