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Resumo:

Embora exista uma real demanda em todo o mundo para o aumento no consumo de pecados, a sua
comercializacdo ainda esta muito fortemente atrelada a exportacéo da carne, sendo que as visceras, por si s0,
representa 30% do peso bruto do animal, e que além disso, € uma fonte rica de enzimas de elevado valor
biotecnolégico (FAO-SOFIA, 2004 apud KHALED et al, 2011). Assim, acredita-se que estudos destinados a
purificacé@o e caracterizagao de enzimas extraidas a partir dos subprodutos da atividade pesqueira se mostra de
grande importancia, tendo em vista a possibilidade de descentralizar a fonte de renda, empregar todo o conteddo
em massa do animal a fins lucrativos, e ao mesmo tempo, dispor no mercado, moléculas hidroliticas com
caracteristicas bioquimicas mais atrativas, quando comparadas com as que ja sdo comercializadas.

Para a purificagdo da enzima do intestino do peixe Scomber scombrus (cavala) seréo feitos extratos com
o intestino do animal. O extrato bruto sera homogeneizado, em um homogeneizador de tecidos em solucao
tampdao. Apds o preparo do extrato, sera efetuada uma separacdo de fracdes proteicas por diferentes solventes
orgéanicos (acetone e etanol).

O objetivo desse trablho € purificar e caracterizar diferentes isoformas de tripsina a partir do intestine do
Scomber scombrus (peixe cavala) utilizando diferentes solvents orgéanicos como etapa de precipitacdo de
proteinas.
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Introducéo:

O setor agropecudrio participa na atualidade como o principal fornecedor de produtos alimenticios, sob
a responsabilidade de distribuir no mercado econdmico produtos consumidos de forma direta, sem prévio
processamento industrial, mas também aqueles classificados como industrializados. Sob perspectivas gerais,
por traz de toda a rede econémica envolvida nas transac¢des de importacdo e exportacdo dos produtos, ha uma
preocupac¢do quanto a qualidade e confiabilidade dos diferentes alimentos comercializados, assim como, se
houver um aumento populacional, se este setor conseguira suprir e manter a demanda alimentar de forma a
garantir a qualidade dos mesmos.

De acordo com Roppa (2009), o consumo de carne tem uma forte correlacdo com o PIB per capita, ao
passo que se eleva o poder aquisitivo, aumenta-se também o consumo de carnes, e em decorréncia, a sua
producdo. Através de estudos realizados por Sidénio e colaboradores (2012), observou-se que em escala
mundial, o consumo de proteina animal € muito associado a comercializacdo de produtos oriundos da pesca,
principalmente aqueles obtidos da extracdo direta, ou seja, os que ndo sdo produzidos em cativeiro. Tal efeito,
pode ser atribuido a boa qualidade nutricional do produto, assim como o baixo custo de producdo, quando o
comparamos com as demais atividades agricolas voltadas a comercializagcdo de proteina animal, umas vez que
séo dependentes de fatores geoclimaticos.

Assim como qualquer espécie de seres vivos, 0s peixes necessitam de nutrientes basicos, 0os quais
fomentem energia e metabdlitos essenciais as vias catabdlicas e anabdlicas. A capacidade digestiva pode ser
definida como a habilidade do animal em secretar enzimas no trato digestivo, a fim de hidrolisar as
macromoléculas presentes nos alimentos até suas respectivas unidades monoméricas. Os nutrientes dos
alimentos, antes de serem absorvidos, devem passar por processos de digestdo e absor¢éo, e estes, por sua
vez, dependerdo da disponibilidade de enzimas, como a tripsina, quimotripsina e pepsinogénio, as quais podem
ser encontradas em locais especificos ao longo do trato gastrintestinal (CHONG et al., 2002; JUN-SHENG et al.,
2006; KUMAR et al., 2007).

Estas moléculas, também classificadas como hidrolases, sdo responsaveis pela catalise de diferentes

1



702 Reunido Anual da SBPC - 22 a 28 de julho de 2018 - UFAL - Maceio6 / AL

proteinas e peptideos, agindo em regides especificas da cadeia polipeptidica. Tal caracteristica faz das proteases
uma classe de enzimas bastante utilizadas em inUmeros processos biotecnoldgicos, que vdo desde a sua
utilizacédo na alimentagéo animal, como aditivos em ra¢des, a producao de farmacos, e incrementos na produgdo
de detergentes e seus derivados.

Embora exista uma real demanda em todo o mundo para o aumento no consumo de pecados, a sua
comercializagdo ainda estd muito fortemente atrelada a exportacdo da carne, sendo que as visceras, por si s0,
representa 30% do peso bruto do animal, e que além disso, é uma fonte rica de enzimas de elevado valor
biotecnolégico (FAO-SOFIA, 2004 apud KHALED et al, 2011).. Assim, acredita-se que estudos destinados a
purificagdo e caracterizacdo de enzimas extraidas a partir dos subprodutos da atividade pesqueira se mostram
de grande importancia, tendo em vista a possibilidade de descentralizar a fonte de renda, empregar todo o
conteddo em massa do animal a fins lucrativos, e ao mesmo tempo, dispor no mercado, moléculas hidroliticas
com caracteristicas bioquimicas mais atrativas, quando comparadas com as que ja sao comercializadas.

Como exemplo destes estudos, destaca-se neste trabalho a purificacdo e caracterizacdo de diferentes
tripsinas, a partir do intestino do peixe cavala (Scomber scombrus), animal marinho, da espécie de peixes
pelagicos pensiformes, pertencente a familia Scombridae. Seu habito alimentar é carnivoro, e pode ser
encontrado em maior abundancia ao longo das costas do nordeste da  Europa
(http://www.fishbase.org/summary/118). Sua carne saborosa o torna um animal muito apreciado pela
gastronomia internacional, sendo por isso comercializado em diferentes regiées do mundo.

O objetivo desse trablho é purificar e caracterizar diferentes isoformas de tripsina a partir do intestine do
Scomber scombrus (peixe cavala) utilizando diferentes solvents organicos como etapa de precipitagdo de
proteinas

Metodologia:

Os animais foram obtidos por pescadores artesanais da cidade de Macei6 (Alagoas) em que nos foi
disponibilizado exclusivamente as visceras, retiradas pelos préprios pescadores. Apds extracdo, o material foi
imediatamente colocado em sacos plasticos lacrados e armazenados em recipiente com gelo, a 4°C, para evitar
gue as enzimas sofressem processo de desnaturacao.

Apods coleta dos materiais cedidos pelos pescadores, foi realizado no Laboratério de Metabolismo e
Proteébmica (LAMP) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL) a preparacdo do extrato bruto de diferentes
regies do trato gastrointestinal do Scomber scombrus, na finalidade de identificar o 6rgdo de maior atividade
tripsinica. Para isso foi utilizado como aparato uma tesoura, e um almofariz, para maior trituracdo dos tecidos.
Posteriormente, foi realizado um ensaio enzimatico para cada extrato obtido, tomando como substrato o N-a-
benzoyl-L-arginine-p-nitroanilide (BAPNA). Para certificacdo da atividade, realizou-se a medicao
espectrofotométrica a 410 nm, referente ao produto de hidrélise p-nitroanilina. Ambos os extratos foram
preparados em tampéao Tris HClI 50 mM pH 8,0, e todos os procedimento realizados a de 4°C.

Apos identificacdo da regidao de maior concentracdo enzimatica (tripsina) efetuamos um fracionamento
com diferentes solventes organicos, acetona e etanol, variando a proporcéo, v/v, de 0-80% dos respectivos
solventes. Para isso tomou-se a precaucao de a adicdo ser gradativa, sob baixa agitacao, e a temperatura em
4°C. posteriormente, avaliou-se a atividade tripsinica para ambas as metodologias, e as fracdes que expressaram
maiores atividades foram dialisadas e concentradas com polietileno glicol, para posterior cromatografia liquida.

As fracbes com maiores atividades de hidrélise perante o substrato BApNA foram submetidas a uma
coluna cromatografica S-100 Sephacril, gel-filtracdo (50 mL), acoplada a um um FPLC AKTA ML1. A coluna foi
previamente equilibrada com Tris HCI 50 mM pH 8,0 + 0,5 M de NaCl, e a cromatografia foi realizada sob um
fluxo de 0,1 mL/min, o volume coletado foi de 2,0 mL para cada uma das fracdes obtivas. Durante o experimento,
avaliou-se em tempo real o perfil de eluicdo das proteinas, através do monitoramento a 280 nm.

As eletroforeses foram realizadas a voltagem constante, em gel de poliacrilamida com dodecil-sulfato de
sédio (SDS-PAGE) 12 e 15%, usando 5% e 15% (m/v) para os géis de empilhamento e separacéo
respectivamente (LAEMMLI, 1970). Ao fim, o gel foi mergulhado em 0.2% Coomassie Brilliant Blue G-250 em
H20: Metanol (1:1), e posteriormente lavado com solu¢édo descorante (50% metanol e 10% &cido acético). Para
a determinacdo da mossa molecular das proteinas, assim como a identificacdo das estruturas primarias, foram
recortadas as bandas referentes as enzimas purificadas e encaminhadas para andlise de espectrometria de
massas, no modo MS/MS.

A concentragdo da proteina foi determinada pelo método de Bradford (1976), usando albumina de soro
Bovino como padréo (250-0,009 ug/mL). Para isso foram tomados 10 yL das amostras, adicionados 190 yL de
reagente de Bradfotd. Posteriormente as amostras foram incubadas por 5 min, e medido a absorbancia a 595
nm. As unidades correspondentes sdo (mg/mL) de proteina.

Para a determinacao do pH 6timo, foi avaliado o tamponamento com maior taxa de hidrélise do substrato
BApNA, os sistemas tampao escolhidos foram: acetato de sodio (pH 4-6); fosfato de sédio (pH 7,0); Tris-HCI (pH
8,0); glicina (pH 9-11) todos a concentracdo de 100 mM. Para determinacdo do pH 6timo, as enzimas foram
mantidas a 37°C nos diferentes pHs por 60 min, e posteriormente determinado a taxa da hidrolise, usando o
BApNA como substrato, e 0 monitoramento a 410 nm. Em se tratando dos testes de estabilidade, a proteina
isolada foi incubada por 60 min nos diferentes pHs, a temperatura de 50 °C (temperatura 6tima). Apds o tempo
especificado, todas as fracdes foram submetidas a reacdo com o BApNA, e assim avaliado, por meio da
intensidade da leitura (410 nm) a estabilidade dependente da varia¢éo de pH.

As enzimas isoladas tiveram suas atividades avaliadas em diferentes temperaturas, 20—70 °C, para
especificar a temperatura 6tima. A determinacdo da temperatura 6tima foi realizada através da incubacédo das

2


http://www.fishbase.org/summary/118

702 Reunido Anual da SBPC - 22 a 28 de julho de 2018 - UFAL - Maceio6 / AL

enzimas por 60 min na diferentes temperaturas, e posteriormente, avaliado a taxa de hidrolise do substrato
BApNA. Para os testes de estabilidade, a proteina isolada foi incubada por 60 min nas diferentes temperaturas
20-70 °C, e posteriormente, submetida a hidrélise com o substrato por mais 60 min, e assim avaliado a liberacéo
do p-nitroanilina num espectrofotdmetro a 410 nm.

A acdo catalitica das enzimas purificadas a partir do intestino da Cavala foi avaliada na presenca de
diferentes inibidores: Fluoreto de Fenilmetilsulfonil (PMSF) (1mM), 2-Mercaptoethanol (1mM) e Acido
Etilenodiaminotetracético (EDTA) (1mM) e Benzamidina (1mM). Nesta andlise, a enzima foi incubada com os
inibidores por 60 min a 25°C, procedendo o teste de atividade como descrito anteriormente. A reacdo sem a
presenca de inibidores foi tomada como 100% de atividade.

Os estudos cinéticos das enzimas Purificadas foram efetuados durante 60 min a 50°C em diferentes
concentracbes do substrato BApNA (0 a 4,0 mM). As determinacdes foram tomadas de acordo com o0s
paréametros cinéticos, incluindo Km e Vmax. O kcat foi calculado pela seguinte equacédo: kcat = Vmax/[E], onde
[E] é a concentracdo de enzima total e Vmax a sua velocidade maxima

Resultados e Discussao:

Ao comparar os extratos preparados para as diferentes regides do trato gastrintestinal do animal
(Scomber scombrus), verificou-se que o intestino possuia a maior atividade detectada. Sendo entéo esse o0 6rgéo
escolhido para as demais analises. As precipitacoes realizadas, para ambos o0s solventes escolhidos mostrou
gue a tripsina havia sido concentrada numa Unica fracdo, no sobrenadante final, e com valores de recuperacéo
bastante aproximado, em que na metodologia realizada com etanol obteve-se um rendimento de 32,35%, ao
passo que com acetona, foi de 35%.

Apods o fracionamento, as enzimas foram purificas em um Unico processo cromatografico, e com
recuperacdes estimadas em 26,32% para a metodologia usando etanol (FE) na etapa de precipitacao, e de 62,4%
para enzima precipitada com acetona (FA). Observe que a recuperacdo da segunda andlise FA mostrou
resultados de recuperacdo bem mais elevado que o desempenhado com etanol. Tal explicagdo pode estar
associada a incidéncia de mais de uma isoforma presente no cromatograma obtido para FE.

A validacdo do método de purificacdo e a determinacdo do peso molecular foi estimada através da
eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE, onde foi possivel estimar a massa aproximada para ambas as
proteinas em 24 KDa. Figura 1.
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Figura 1. SDS-PAGE da tripsina purificada a partir do intestino do (Scomber scombrus). Coluna A: Padrdo de
massa,; coluna B: Extrato bruto; coluna C: fracao de precipitacdo com etanol, coluna D: fracdo de precipitacédo
com acetona; coluna E: tripsina purificada de FE e coluna F: tripsina purificada de FA. A eletroforese foi
processada a voltagem constante (90 mV).

Os testes de pH e temperatura 6timos mostraram que ambas as enzimas apresentaram estabilidades
em pH 8,0 e 50°C. Além disso, as proteinas tiveram o mesmo perfil de estabilidade, apés 60 min de incubacéo
nas diferentes condi¢cfes testadas. A maior estabilidade foi mantida em valores de pH alcalinos 8,0-11,0, e a
temperaturas abaixo de 40°C.

O ensaio inibitério confirmou ser uma enzima tipo tripsina, com elevada sensibilidade aos inibidores
classicos das serino proteases. Figura 2.
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Figura 2. Teste de Inibicdo: As enzimas purificadas foram encubadas por 60 min a 25°C com diferentes
inibidores: PMSF (1 mM); EDTA (1 mM) e 2-Mercaptoetanol (1 mM) e Benzamidina (ImM). A atividade
remanescente foi avaliada em pH 8,0 a 50°C por 7 h. A atividade da enzima medida sem a presenca do inibidor
foi tomada como 100%.

Embora as andlises apresentadas mostrarem elevada similaridade para ambas as moléculas, os estudos
cinéticos de Km e Vmax, confirmaram que as moléculas séo enzimas diferentes, tendo em vista que os valores
obtidos neste ensaio para cada uma das proteinas foram extremamente diversificados.

Conclusdes:

Com o estudo proposto foi possivel purificar e caracterizar as tripsinas termoestaveis a partir do intestino do
Scomber scombrus com apenas dois processos de purificacdo. As enzimas purificadas mostraram altas
atividades ente pHs 6,0-11,0, bem como entre 20-40 °C. E com relacdo aos estudos bioquimicos realizados,
verificou-se que ambas séo pertencentes a familia das serinoproteases.
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