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RESUMO

O pescado é um dos principais alimentos da populacdo mundial, sendo assim, sua producao
praticamente triplicou nas ultimas décadas. O processamento dos peixes gera grande
quantidade de residuos que, geralmente, sdo descartados in natura em aterros contribuindo
com o aumento da poluicdo ambiental. Estudos demonstram que esses residuos sdo fontes
importantes de moléculas bioativas de interesse industrial. Entre elas estdo as pepsinas, uma
protease aspartica comumente encontrada no estébmago de vertebrados, incluindo os peixes.
Dentre as espécies de peixes marinhos mais capturados no litoral nordestino estd o xaréu
(Caranx hippos), membro da familia Carangidae. O tambaqui (Colossoma macropomum) é
um peixe amazonico representante da familia Characidae, sendo o segundo peixe mais
produzido pela aquicultura brasileira. O objetivo deste trabalho foi avaliar se 0 estdmago
destas espécies de peixes é uma fonte de proteases acidas com potencial para aplicagdo
industrial e biotecnoldgica. Para isto, os extratos brutos (EB) dos estbmagos do tambaqui e do
xaréu foram preparados separadamente, e sua atividade proteolitica acida (APA) determinada
utilizando hemoglobina 2% (m/v) como substrato. A caracterizacdo fisico-quimica, o
zimograma e o efeito de ions metalicos e inibidores sobre a atividade das proteases acidas
presentes nos EBs foram avaliados. A atividade proteolitica especifica do EB do xaréu foi
1.404,6 + 3,09 U/mg, e do tambaqui correspondeu a 774,04 + 6,5 U/mg sendo a atividade
méaxima na temperatura de 50°C. A APA de ambas as espécies mantiveram-se estaveis até a
temperatura de 40°C durante 30 min. A APA se manteve estavel na faixa de pH entre 1,5 e
7,0 e foi completamente inibida pela Pepstatina A. O pH 6timo encontrado para o EB do
xaréu e tambaqui foram 1,5 e 2,5, respectivamente. Nas concentracdes testadas, os ions Al®*,
Cd?*, Cu®*, Mn?* e Ca®" promoveram uma discreta ativacio, enquanto que Hg®** e Pb?*
promoveram pequena inibicdo na atividade enzimatica do xaréu. No tambaqui, os ions AI**,
Cd?*, Cu®*, Mg?" e Mn?" promoveram inibi¢o, enquanto que o Ca?* promoveu aumento na
atividade enzimatica do EB. Através da zimografia pode-se evidenciar a existéncia de duas e
trés bandas proteoliticas nos estbmagos dos peixes C. hippos e C. macropomum
respectivamente. Pode-se sugerir que o estbmago do tambaqui e do xaréu sdo fontes de
proteases asparticas do tipo pepsina simile, com alta atividade proteolitica e caracteristicas
que indicam um potencial para utilizacdo industrial e biotecnoldgica. Estudos posteriores
acerca da purificagdo e aplicacdo destas proteases devem ser realizados para confirmar este

potencial.

Palavras-Chave: Aproveitamento de residuos. Enzimas industriais. Peixes tropicais. Proteases

digestorias.



ABSTRACT

Fishes is one of the main world population foodstuffs, so its production has tripled in recent
decades. The fish processing produce a large amount of wastes that are normally discarded in
natura on the environment, contributing to pollution increasing. Many studies have shown the
importance of fish processing residues as a source of bioactive molecules for industrial and
biotechnological applications. Pepsins, enzymes present in vertebrate stomachs, including
fishes, are among these biomolecules. Crevalle jack (Caranx hippos) is a important marine
fish species, which belongs to the family Carangidae, widely captured in the Brazilian
Northeast Coast. Cachama (Colossoma macropomum) is an Amazonian fish belonging to the
Characidae family, and is the second most produced fish by Brazilian aquaculture. The aim of
this work was to evaluate if the stomachs of these fish species is a acid proteases source for
industrial and biotechnological application. To this, a crude extract (CE) of Cachama and
Crevalle jack stomachs were prepared separately and its acid proteolytic activity (APA)
determined using 2% (w/v) hemoglobin as substrate. The physico-chemical characterization,
zymogram, the effect of metal ions and inhibitors of the acid proteases present in CE were
evaluated. The CE of Crevalle jack had a specific APA of 1.404,6 £ 3,09 U/mg, while the
Cachama corresponded to 774,04 = 6,5 U/mg and its maximum activity was observed at a
temperature of 50°C. The APA of both species remained stable up to 40°C. The APA was
stable in the pH range between 1.5 and 7.0; and completely inhibited by Pepstatin A. The
optimum pH to Crevalle jack and Cachama CE was pH 1.5 and pH 2.5, respectively. At the
concentrations tested, A", Cd?*, Cu?*, Mn?* e Ca®" promoted a low activation, while Hg?*
and Pb?* promoted a low inhibition on the enzymatic activity of Crevalle jack CE. On the
other hand, the ions AI**, Cd?*, Cu?*, Mg?* and Mn?* promoted higher inhibition in tambaqui
CE, while Ca?" promoted an considerable increase of enzymatic activity. The zymograms
showed the presence of two and three proteolytic bands in stomachs of Crevalle jack and
Cachama, respectively. Thus, this results demonstrate that Cachama and Crevalle jack
stomachs is a source of pepsin-like proteases with, high proteolytic activity, physical-
chemical characteristics that suggest a potential for industrial and biotechnological
applications. Further studies on purification and application of these enzymes should be

performed to confirm this potential.

Keywords: Digestive proteases. Industrial enzymes. Tropical fishes. Waste utilization.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Producdo mundial da captura e aquicultura no periodo de 1950 a 2015

Figura 2 — Arvore filogenética de Craniata, clado que inclui Agnatha, Gnathostomata e

Q=] (1o To o - PSR TPRRP 18
Figura 3 — Representacdo geral do sistema digestorio dos PEIXES .......cccvvvevverererenesennanes 19

Figura 4 — Desenho esquematico comparativo do sistema digestivo de um peixe herbivoro e

UM PEIXE CAMIVOTO 1.ttt sttt sttt sttt et b e b e e e st e bt e be st e neebe st et ebeabesbe e ene e 20
Figura 5 — Distribuigcdo de ColoSSoma MacroPOMUM ..........ccererirerieeieniesiesiesie e, 21
Figura 6 — Tambaqui (ColoSsSoma MacropOMUM) .......ceeeeierienierieriesiesieseeeeee e 22
Figura 7 — Distribuicao de CaranX NIPPOS .......cccveveiieiiiiciicce e 23
Figura 8 — xaréu (CaranX NiPPOS) .....cccvciiiiiiieie e 24
Figura 9 — Rejeitos de pescado descartados €M M0 .......cccccveieeiieiiieiiese e 25

Figura 10 — Fluxograma dos residuos de processamento do pescado e suas possiveis

aplicacOes tECNOIOGICAS ........ccveiieeieiie ettt e re e re e ne e 26
Figura 11 — Reacdo de catalise eNZIMALICA ...........cueceeieeieiiiccece e 27
Figura 12 — Formacao e degradacdo de uma ligacao peptidica por hidrolases ...................... 29
Figura 13 — Estrutura terciaria da pepsina do peixe Gadus morhua...........c.ccccceevevveriesveennenn, 30
Figura 14 — Efeito da temperatura sobre as proteases acidas de C. macropomum ................ 35
Figura 15 — Efeito da temperatura sobre as proteases acidas de C. hippos .........c.ccocevvrinnnns 37
Figura 16 — Efeito do pH sobre as proteases acidas de C. macropomum ..........cccceecerereennnnn. 38
Figura 17 — Efeito do pH sobre as proteases acidas de C. hippos .........ccccevvivieiievecicieenns 39

Figura 18 — Zimograma do EB do estdmago de C. macropomum ..........cccecvveevveveeiveaeesueenne. 43



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Classificagdo Taxondmica do Tambaqui (C. macropomum) ..........ccceeeervverreanns 21
Tabela 2 — Classificagdo Taxondmica do Xaréu (C. hippos) ......ccccvvvevveriiiieieeie e 23
Tabela 3 — Classificagdo internacional das eNZIMas ...........ccccveveiieeiisiie s e s 28

Tabela 4 — Efeito de inibidores e ions metalicos sobre a atividade das proteases acidas do

estdmago de C. MACTOPOMUIM ......uiiieeieeeesteesteeeesreesseesteeseesseesreesbesseessaesesseesreeeeaseesseenseaneenres 41

Tabela 5 — Efeito de inibidores e ions metalicos sobre a atividade das proteases acidas do

Lo (o g To oo (ol O T o] 10 SRR 41



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

A" — Aluminio

ATP — Adenosina trifosfato

BSA — Albumina de Soro Bovino

Ca?* — Célcio

Cd?* — Cadmio

Cu?* — Cobre

DNA — Acido desoxirribonucleico

DTT — Ditiotreitol

EB — Extrato Bruto

FAD - Dinucledtido de flavina e adenina

FAO — Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura
Fe* — Ferro

g — Gramas

HCI — Acido Cloridrico

Hg?* — Mercdrio

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
ICMBIo — Instituto Chico Mendes de Conservacédo da Biodiversidade
IPEA — Instituto de Pesquisa Econdmica Aplicada
Kg — Quilogramas

M — Molar

mA — Miliampere

mg — Miligrama



Mg?* — Magnésio

mL — Mililitros

Mm — Milimolar

Mn?* — Manganés

MPA — Ministério da Pesca e Aquicultura

NaCl — Cloreto de Sodio

NAD — Dinucle6tido de nicotinamida e adenina
nm — Nanémetros

Pb?* — Chumbo

pH - potencial Hidrogenidnico

RNA — Acido ribonucleico

rpm — Rotagbes Por Minuto

SDS-PAGE — Sodium Dodecyl Sulfate-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis
sp. — Espécie

spp. — Espécies

t — Toneladas

U — Unidades



LISTA DE SIMBOLOS

% — Porcentagem

°C — Graus Celsius
® — Marca registrada
uL — Microlitros

Mg — Microgramas



SUMARIO

RESUMO

ABSTRACT

L INTRODUGAD ..ottt ettt sttt enens 15
1.1. Aquicultura e Panorama da PESCA ..........ccveueiieeieiie et 15
1.2, PRIXES ..tttk bbb bbb bRttt n bbbt b et 17
1.2.1. Tambaqui (Colossoma MaCrOPOMUM) .......evuiiuierieieieriesie et 20
1.2.2. Xareu (Caranx NIPPOS) .....coueeeerierieesese ettt bttt 23
1.3. Processamento de ReSIdUOS SOIITOS ..........coveeiiririieiiieisie e 25
1.4, ENZIMAS ...ttt ettt bbbtk b bt et bbbt Rt b e st een bt b e ne e 27
LL4. L PrOTBASES ....veeueiiiie ittt bbb 29
1.4.2. PrOtEaSsES ACIHAS ......ccevuveveiiecieicieeee ettt 31
2. OBIETIVOS ..ottt b et e e b e b re e e 33
2.1, ODJELIVO GEIAL ...t ettt et re e ens 33
2.2. ODJetivos ESPECITICOS ....vviiiieiiciic st sra e 33
3. MATERIAIS E METODOS ..ot tes st s st 34
3.1. Coleta das Amostras e Preparacdo do Extrato Bruto (EB) .........cccoceieiiniiiiiiiiicee, 34
3.2. Ensaios de Atividade Enzimética e Determinacao de Proteinas Totais .........ccoceeveveeenne. 34
3.3. Caracterizacao Fisico-quimica das Proteases ACIAas .........coceevevrrrerirerenseenrenensennns 34
3.4. Efeito de Tons Metalicos e Inibidores ESPECITICOS ........covevrvrvecereeereeeeeeeeee e, 35
3.5, ZIMOGIAIA ..o bbb 35
3.6. ANAIISES ESLALISTICAS ......eveiveiieiieiieieie ettt bbbt 35

4. RESULTADOS E DISCUSSAOD ... e 36



4.1. Atividade proteolitica 4cida e efeito da temperatura na atividade e estabilidade

PIOTEASES ACHUAS ....vvereeeeeieeieite etttk bbb bbbt b e bbbt bbb b e ne e 36
4.2. Efeito do pH na atividade e estabilidade das proteases acidas ...........c.ccocerervrererninnen. 39

4.3. Efeito de inibidores especificos enzimaticos e ions metalicos na atividade das proteases

OIS .ot e e e ——————a e 41
A | Tl | - 1 1T N USSP TP P PP PP PTPTRPRORPON 43
5. CONCLUSODES ...ttt ettt ee e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeens 45

REFERENCIAS ..ot et e e e e et e et e e et e et e et e e s et e e et e e e et e e et eeer e, 46



15

1. INTRODUCAO

1.1. Aquicultura e Panorama da Pesca

Agquicultura, segundo o Art. 2° da Lei n°® 11.959, de 29 de junho de 2009 (BRASIL,
2009), é a atividade de cultivo de organismos cujo ciclo de vida em condi¢fes naturais se d total
ou parcialmente em meio aquatico, implicando a propriedade do estoque sob cultivo, equiparada a
atividade agropecuaria. Em sintese, aquicultura € o cultivo de organismos aquéticos de
interesse humano (peixes, crustdceos, moluscos, répteis, anfibios e plantas) em um ambiente
aquatico confinado e controlado. As principais modalidades da aquicultura séo a piscicultura
(criacdo de peixes) e a carcinicultura (criacdo de camardes) e os sistemas de cultivo mais
utilizados sdo em viveiros escavados e em tanques-rede (IPEA, 2017).

Pode-se dizer que o Brasil é um pais privilegiado quando se trata de disponibilidade
hidrica. Possuindo cerca de 8.500 km de costa maritima e 5,5 milhdes de hectares em
reservatorio de agua doce, 0 pais comporta 12% de toda a 4gua doce disponivel no planeta
(CREPALDI et al., 2006). Além disso, com o clima favoravel e a crescente demanda no
mercado interno, o Brasil possui grandes chances de se tornar uma superpoténcia na
aquicultura. No ano de 2016, a aquicultura brasileira atingiu um valor de producdo maior que
R$ 4 bilhdes, sendo aproximadamente 70% advinda da piscicultura (IBGE, 2016).
Comparado com o ano anterior, a piscicultura aumentou a producdo de peixes em 4,4% em
todo o Brasil, cuja producéo foi acima de 500 mil toneladas.

A produgdo mundial de pescado atingiu cerca de 171 milhdes de toneladas em 2016,
sendo 47% (110 milhdes de toneladas) proveniente da aquicultura, a qual tem sido
encarregada pelo continuo crescimento no fornecimento de peixe para o consumo humano
(FAO, 2018). Desta forma, a producdo de peixes de agua doce praticamente triplicou
enquanto que a pesca extrativa se mantém estavel desde 1985 (Fig. 1). Estima-se que até o
ano de 2030 a aquicultura represente 60% do pescado para a alimentacdo de toda populacgéo.
Assim, é notdrio que o consumo de peixes vem aumentando gradativamente, provavelmente
pelas mudangas no hébito alimentar da populacdo, a qual busca uma alimentacdo com perfil
nutritivo adequado, ja que a carne do pescado é rica em nutrientes e possui baixo valor de
gorduras (CREPALDI et al., 2006).
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Figura 1 — Producdo mundial da captura e aquicultura no periodo de 1950 a 2015
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Fonte: FAO (2018).

Apesar do crescimento da aquicultura de dgua doce, a producéo por captura no Brasil
ainda é superior. As capturas marinhas mundiais totais representaram cerca de 80 milhdes de
toneladas em 2016 (FAO, 2018). No Brasil, a produgdo de pescado total, incluindo a pesca
extrativa e a aquicultura, alcancou 1.431.974,4 t, enquanto que a producdo a partir da pesca
extrativista sozinha atingiu 803.270 t, representando 56% da producdo total. Quanto a
produgdo pesqueira marinha por espécie no Brasil, os peixes detiveram a maior taxa de
captura, correspondendo a 87% da producéo total (482.335,7 t) seguido dos crustdceos com
10% e os moluscos com 3% (MPA, 2011).

Neste cenario, a regido Nordeste desempenha um papel importante na producdo de
pescado, visto que obteve a maior producgdo nacional com 454.216,9 t, assim como também
deteve a maior producdo de pesca extrativista com 248.531,9 t (MPA, 2011). A regido
Nordeste possui condi¢cdes favoraveis para a pesca devido a grande extensdo de seu litoral
com aproximadamente 3.000 km, além disso, a regido possui grande potencial de producéo
aquicola em tanques escavados utilizando dgua de poco reservatérios (VIDAL, 2016). Porém,
em 2015 houve uma queda de 7% na producdo de pescado na regido Nordeste (IBGE, 2016)
que pode ser explicado devido a prolongada estiagem desde 2012, que provocou uma crise
hidrica em alguns estados inviabilizando a producdo de peixes através da aquicultura.

Além da obtengdo de suprimento imediato de proteina para a populagdo, a pesca
representa fonte de renda para muitas familias, enquanto a aquicultura é uma atividade de
baixo custo e gera oferta de mercado mais constante, podendo ser uma alternativa de renda

principalmente em regides menos desenvolvidas (SIQUEIRA, 2017). Além da importancia
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para a geracdo de renda e seguranga alimentar, a aquicultura possibilita o reuso da 4gua apds
passar pelo sistema de producdo dos organismos aquéticos, o que favorece regides que
possuem restrices hidricas como o Nordeste (SILVA et al., 2014). Em suma, tanto a
aquicultura quanto a pesca sao atividades importantes como fontes de renda, além de
proporcionarem fonte de alimento para diversos paises, especialmente aqueles que ndo tém

acesso ao mar e que possuem baixa renda com déficit alimenticio (FAO, 2018).

1.2. Peixes

Os peixes sdao um dos grupos mais diversos existentes. Segundo o Instituto Chico
Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBIo), até o ano de 2005 existiam cerca de
25.000 espécies viventes no mundo. No Brasil, a ictiofauna consiste em cerca de 2.300 peixes
marinhos (REIS et al., 2003) e aproximadamente 1.300 espécies de peixes de agua doce
(MENEZES et al., 2003). Espera-se que exista um nimero ainda maior, visto que dezenas de
espécies sao descritas a cada ano. Apesar desta grande variedade, seja morfoldgica ou no ciclo
de vida, os peixes tém uma continuidade evidente em sua linha filogenética.

No ponto de vista da sistematica filogenética, “peixe” ¢ uma denominagdo parafilética,
ou seja, que ndo abrange todos os descendentes de seu ancestral comum, sendo assim, nao
representam um grupo natural (ROSA; LIMA, 2005). Desta forma, os peixes podem ser
divididos didaticamente em: Agnatha, cujo grupo € constituido pelas lampreias
(Cephalaspidomorphi) e peixes-bruxas (Myxini); Chondrichthyes, conhecidos como peixes
cartilaginosos (tubardes, raias e quimeras); e Osteichthyes que sdo os peixes 6sseos. Dentro
deste grupo encontramos ainda dois “sub grupos” que sdo os peixes de nadadeiras raiadas

(Actinopterygii) e os peixes de nadadeiras lobadas (Sarcopterygii) (Fig. 2).
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Figura 2 — Arvore filogenética de Craniata, clado que inclui Agnatha, Gnathostomata
e Tetrapoda
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Fonte: Adaptado de Hickman (2016).

Os peixes sdo predominantemente criaturas neriticas, entretanto, eles ocupam 0s mais
diversos ambientes, desde o dominio mesopelagico até as zonas mais profundas como as
zonas abissais (PEREIRA; GOMES, 2009). Atrelado a isto, esses animais tém grande
capacidade de mobilidade podendo ocupar diversos habitats. S&o tipicamente ectodérmicos,
ou seja, ndo tém a capacidade, assim como os mamiferos e as aves, de controlar sua
temperatura interna. Desta maneira, muitas espécies realizam grandes migracdes seguindo
massas de dguas que esteja de acordo com a temperatura ideal para eles.

Cada espeécie possui suas particularidades, seja na reproducdo ou em seu ciclo de vida.
Entretanto, apesar dos diferentes habitos alimentares, juntamente com a diversidade das
estruturas do trato digestorio, os peixes podem ser divididos em grandes grupos: detritivoros,
que se alimentam de matéria organica; herbivoros, cuja dieta é restrita a vegetacéo presente no
ambiente (geralmente algas); onivoros, os quais sdo generalistas, explorando uma grande
diversidade de alimentos disponiveis (ROTTA, 2003) e carnivoros, os quais se alimentam de
outros animais. O trato digestorio destes animais difere dos animais terrestres, em

consequéncia de que os alimentos disponiveis no meio aquatico podem néo estar disponiveis
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no ambiente terrestre. Uma das diferencas esta na auséncia das glandulas salivares (PEISONG
et al., 2004), além disso, as alteracOes estdo relacionadas quanto ao tamanho, forma e posicado
dos oOrgaos.

Apesar destas diferencas, em geral, os processos de digestdo dos peixes sdo
semelhantes aos dos outros vertebrados. O trato gastrointestinal dos peixes dividem-se em
cavidade oral, estbmago, intestinos anterior, medio e posterior, além de incluir o eséfago, 0s
cecos piloricos, o pancreas, a vesicula biliar e o figado como 6rgédos acessorios (ROTTA,
2003) (Fig. 3). O estdmago é responsavel por armazenar temporariamente o alimento, além de
que desempenha fungbes que auxiliam na trituracdo do alimento. A superficie interna,
também conhecida por mucosa, contém células que produzem o muco e o0 suco gastrico, rico
em enzimas digestivas as quais sdo responsaveis pela atividade quimica da digestdo (ROTTA,
2003).

Figura 3 — Representacdo geral do sistema digestorio dos peixes
a) b)

Estomago
Eséfago (

\ :\\\‘m"»»-d...l;_‘»)-—)
: Cecos '\ "
Figado B oo Intestino  Boca piléricos Intestino

Branquias
-

(@ Orgdos internos de um  peixe pertencente a familia  Characidae. Fonte:
http://panoramadaaquicultura.com/paginas/Revistas/62/MONITORANDOPEIXES.asp; (b) Desenho
esquematico do sistema gastrointestinal de um peixe 0sseo. Fonte:

https://www.veterinariadigital.com/articulos/enzimas-digestivas-en-peces/

Ja no intestino é onde se completa a digestdo iniciada no estdmago e também onde
ocorre a maior parte da absorcdo dos nutrientes. Ele pode mudar quanto ao seu comprimento
de acordo com a alimentacdo do animal (ROTTA, 2003). Os carnivoros possuem intestinos
curtos devido a menor quantidade de alimento ingerida e ao alto valor nutritivo, em
contradicdo dos herbivoros que se alimentam muito, porém, sua alimentagdo consiste de baixo
valor nutricional (Fig. 4). Dessa forma, o alimento se distribui em um intestino longo,
permitindo-o permanecer por mais tempo no trato digestorio, aumentando a eficiéncia
digestoria (ROTTA, 2003).
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Figura 4 — Desenho esquematico comparativo do sistema digestivo de um peixe

herbivoro e um peixe carnivoro

Herbivore

Carnivore

a) Esophagus c) Gall bladder e) Pyloric caeca g) Anus
b) Stomach d) Spleen f) Intestine h) Gizzard

Fonte: http://www.lebas.com.mx/files/Anatomia-digestiva-de-los-peces

Em suma, os peixes tém grande importancia ecoldgica, pois participam na formacao e
estruturacdo do ecossistema que fazem parte. Ocorrendo em diferentes niveis troficos, desde
detritivoros até predadores de topo, eles podem afetar a abundancia, a composicdo e a
distribuicdo de diferentes comunidades (ROSA; LIMA, 2005). Além disso, € indiscutivel a
importancia dos peixes para a economia ja que € um dos principais alimentos da populacédo
mundial. Fazem-se relevantes tanto em sua participacdo na producdo pesqueira mundial, a
exemplo do xaréu, como também através da criacdo de peixes de dgua doce, a exemplo do

tambaqui, cujo peixe € um dos mais cultivados no Brasil.

1.2.1. Tambaqui (Colossoma macropomum)

O tambaqui (C. macropomum) é um peixe de agua doce, representante da familia
Characidae, inserido na classe Actinopterygii e ordem Characiforme (Tabela 1). Ocorre
naturalmente nas bacias dos rios Amazonas e Orinoco e é fortemente distribuida na América
do Sul e em diferentes paises da América Central e Asia devido a piscicultura (Fig. 5). E o
segundo maior peixe da Bacia Amazonica, perdendo apenas para o pirarucu (Arapaima
gigas), podendo atingir o comprimento de até 1 metro e pesar até 30 kg (GOULDING,;
CARVALHO, 1982).
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Tabela 1 — Classificagdo Taxondmica do Tambaqui (C. macropomum)

Reino Animalia
Filo Chordata
Classe Actinopterygii
Ordem Characiformes
Familia Characidae
Subfamilia Serrasalminae

Género Colossoma
Espécie Colossoma macropomum

Fonte: Autora (2019).

Figura 5 — Distribuicao de Colossoma macropomum
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Acerca de sua biologia, esta espécie é geralmente solitaria e pode ser considerada
potamodroma, ou seja, realiza migracdes entre diferentes massas de agua doce. Isto porque é
um peixe reofilico, o qual precisa nadar contra a correnteza dos rios para amadurecer as
gbnadas e procriar, atingindo a maturidade sexual entre trés e quatro anos. Os jovens e 0S
juvenis vivem em aguas negras de planicies aluviais até atingir a maturidade sexual, e quando
adultos permanecem em florestas inundadas durante os primeiros meses de inundacgao
(GOULDING; CARVALHO, 1982). Sdo animais bento-pelagicos que vivem em profundidades
a partir de cinco metros.

Quanto as suas caracteristicas morfoldgicas, o tambaqui possui 0 corpo romboidal,

com a coloragéo geralmente clara na parte superior, variando de amarelo a verde-oliva e negra
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na metade inferior (Fig. 6), podendo variar com a composicdo da dgua em que se encontra.
Uma particularidade desta espécie é possuir muitos rastros branquiais, os quais aumentam de
numero a medida que o individuo cresce. Estas estruturas desenvolvidas estdo associadas com
a filtragem do zooplancton (LIMA; GOULDING, 1998).

Figura 6 — Tambaqui (Colossoma macropomum)

e~

;;).nte: https.fishaée.de/photos/icturSummarphp |

O tambaqui é uma espécie onivora, podendo se alimentar de diferentes tipos de
alimentos. A presenca de dentes molariformes em sua cavidade bucal, além de possuir labios
carnosos, permite esta dieta generalista. Conforme o peixe cresce, sua alimentagdo muda.
Quando jovens, a preferéncia é por zooplancton, mas este alimento vai se tornando secundario
progressivamente, tendo preferéncia por sementes e frutos quando adultos (CARVALHO,
2007). Esta espécie possui o estbmago bem definido, alongado e elastico, e possuem cecos
piléricos numerosos, facilitando a digestdo dos alimentos (GOULDING; CARVALHO,
1982). Ainda, o intestino é relativamente longo, podendo medir cerca de trés vezes o
comprimento do seu corpo.

O tambaqui é o peixe nativo mais produzido no Brasil (CORREA et al., 2018). Em
2016, constituiu cerca de 30% de todos 0s peixes cultivados no pais, representando uma
despesca de aproximadamente 137 mil toneladas (IBGE, 2016). Sua rusticidade favorece
tanto a criacdo em sistemas semi-intensivos (barragens, viveiro e tanques), quanto em
sistemas intensivos em tanques com aeracao mecanica e tanques-rede (CORREA et al., 2018).
Seu largo cultivo se deve também ao dominio das técnicas de producdo de larvas, qualidade
da carne, além que sdo resistentes a doencas. Até 0 momento ndo foi registrado nenhuma
doenca endémica para o tambaqui, seja o cultivado ou o silvestre (CARVALHO, 2007).

Apesar de seu cultivo ser possivel em todo territério brasileiro, vale salientar que o

tambaqui é sensivel a temperaturas menores que 18°C, onde sua temperatura 6tima esta em
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torno de 22°C a 28°C (CORREA et al., 2018). Desta maneira, as regiées Norte, Nordeste e
Centro-Oeste detém a maior producéo e cultivo de tambaqui do pais devido ao clima propicio,

além de sua boa aceitacdo no mercado.
1.2.2. Xaréu (Caranx hippos)

O xareu (C. hippos), diferente do tambaqui, € uma espécie marinha pertencente a
familia Carangidae, classe Actinopterygii e ordem Periciformes (Tabela 2). Sua distribuicéo
em relacdo ao Atlantico Oriental se estende desde Portugal até a Angola, incluindo o
Mediterréneo, e quanto ao Atlantico Ocidental inclui Nova Escocia, Canada e o norte do
Golfo do México ao Uruguai (Fig. 7). Encontra-se em aguas neriticas do litoral, onde é
comum em aguas rasas tendo preferéncia a profundidades de até 200 metros, e geralmente
estdo associados a recifes de corais (BAUCHOT, 2003). Apesar do habito pelagico, o xaréu

pode ser encontrado também em estuérios e lagoas costeiras quando juvenis.

Tabela 2 — Classificacdo Taxonémica do Xaréu (C. hippos)

Reino Animalia
Filo Chordata
Classe Actinopteryqgii
Ordem Perciformes
Superfamilia Percoidea
Familia Carangidae
Género Caranx
Espécie Caranx hippos

Fonte: Autora (2019).

Figura 7 — Distribuigdo de Caranx hippos

Relative probabilities|
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Na costa brasileira, podemos encontrar seis espécies diferentes do género Caranx sp.,
todos com suas particularidades que os distinguem entre eles. Os xaréus no geral sdo peixes
que possuem o corpo alongado e fusiforme. Caracterizam-se pela presenca de escudos, 0s
quais sdo escamas modificadas (ROCHA; COSTA, 1999), provavelmente uma adaptacéo para
a defesa. J& o Caranx hippos, popularmente conhecido por “xaréu-cabegudo”, é facilmente
distinguido das demais espécies devido a curvatura acentuada da cabeca, dai 0 nome pelo qual
ele é conhecido. Além disso, esta espécie possui algumas caracteristicas particulares, como
uma macha negra ovalada presente no opérculo, proximo ao olho e também presente na

nadadeira peitoral (Fig. 8).

Figura 8 — xaréu (Caranx hippos)

Fonte: http://peixesdesportivosdomundo.blogspot.com/2009/12/0-xareu-macoa-caranx-hippos.html

Sdo animais carnivoros, alimentando-se de peixes menores e alguns invertebrados, e
guando jovens tém preferéncia por zooplancton e crustaceos (LUQUE; ALVES, 2001). O
xaréu é um peixe oceanodromo, ou seja, realiza migracGes em diferentes massas de agua
oceanicas, neste caso, para reproducdo. Além disso, possuem grande porte podendo
ultrapassar 1 metro de comprimento e chegam a pesar até 25 kg. Possuem o corpo alongado e
levemente achado lateralmente. Sua coloracéo tipica é cinza prateado, com tonalidades que
variam em esverdeadas no dorso e amareladas na metade inferior. As nadadeiras dorsal e anal
sdo amarelas e ao ficarem estressados ou em época de acasalamento podem ficar quase
totalmente pretos.

Devido ao seu grande porte, o C. hippos € muito almejado na pesca esportiva. Além
disso, o xaréu possui grande importancia econémica devido a demanda nos mercados e
peixarias no litoral brasileiro. Segundo o boletim estatistico da pesca e aquicultura publicado
pelo Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA), a producdo do xaréu através da pesca
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extrativista alcancou cerca de 2.500 t. Vale ressaltar que este valor é referente ao ano de 2011,
e desde entdo ndo ha dados oficiais consolidados sobre a atividade pesqueira no Brasil.

1.3. Processamento de Residuos Sélidos

Segundo o relatério emitido pela FAO (2018), em 2016 aproximadamente 88% das
171 milhdes de toneladas de producéo total de peixe foi destinado ao consumo humano. O
restante foi utilizado para fins ndo alimentares, sendo empregado, principalmente, na
producdo de farinha e dleo de peixe, além de ter sido amplamente utilizado na aquicultura e
pecudria para alimentacdo de animais. Neste mesmo documento foi relatado que desde a
década de 1960 até 2016 o consumo médio anual de peixes duplicou, atingindo uma taxa
média de 1,5% ao ano, superando até mesmo o crescimento populacional.

Durante o processamento industrial de peixes, cerca de 70% corresponde a rejeitos.
Dentre estes residuos podem-se citar as visceras, as escamas, pele e cabeca (SILVA, et al.,
2014). Este fato ocasiona um problema, pois o pescado constitui umas das principais fontes de
alimento para a populacéo, além disso, € visto um aumento na producdo e consumo de peixe.
Desta maneira, 0 processamento do pescado gera grande quantidade de residuos que na
maioria das vezes sdo descartados in natura em aterros (Fig. 9) e acarretam aumento da
poluicdo ambiental (SILVA et al., 2019). Agregado a isto, poucas industrias fazem proveito
destes rejeitos, se transformando, entdo, um desafio para que essas atividades, seja de pesca

ou aquicultura, se tornem sustentaveis.

Figura 9 — Rejeitos de pescado descartados em rio

Fonte: https://www.espiritosantonoticias.com.br/visceras-de-peixe-poderao-deixar-de-ser-jogadas-no-rio/
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Tendo em vista este crescente problema, pesquisadores e empresarios de diversos
paises comegaram a desenvolver pesquisas com o intuito de aproveitar essa biomassa de
residuos. Ainda é pequeno o aproveitamento destes rejeitos pela inddstria para a fabricacédo de
produtos de baixo valor agregado como 6leo de peixe e farinha de peixe de baixa qualidade
(SILVA et al., 2014). Pode haver outras formas de destinagdo alternativa para estes rejeitos,
entre eles estd o uso em artefatos de couro, podendo ser utilizada na fabricacdo de bolsas,
botas e carteiras, ainda, 0 6leo do peixe pode ser aplicado na producdo de combustivel, e
também utilizado para compostagem, este Ultimo tem a vantagem por possuir baixa exigéncia
de infraestrutura (CHAVES; VINK, 2017).

Vaérias pesquisas tém demonstrado que esses residuos sdo fontes importantes de
biomoléculas com potencial industrial e biotecnoldgico (Fig. 10). Dentre estas biomoléculas
estdo o colageno, gelatina, quitina, polissacarideos sulfatados e os peptideos antimicrobianos
(BEZERRA; FREITAS-JUNIOR, 2015; BKHAIRIA et al., 2016; VILLAMIL et al., 2017;
GOMEZ et al., 2018). Além disso, varios tipos de enzimas, incluindo proteases &cidas, podem
ser extraidas de visceras de peixes (OLIVEIRA et al., 2014; GOMEZ et al., 2018).

Figura 10 — Fluxograma dos residuos de processamento do pescado e suas possiveis

aplicacdes tecnoldgicas
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Fonte: Adaptado de Bezerra e Freitas-Junior (2015).
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1.4. Enzimas

As enzimas sdo proteinas, com excecao de um pequeno grupo de moléculas de RNA,
as ribozimas (NELSON; COX, 2014). As suas estruturas proteicas, de priméria a quaternéria,
sd80 essenciais para o funcionamento das mesmas. Isso porque a atividade catalitica das
enzimas depende de seu estado nativo, ou seja, caso ocorra uma desnaturacdo, por exemplo,
sua atividade sera perdida. As enzimas agem como catalisadoras, elas aceleram as reacdes
quimicas sem que sejam destruidas durante o processo e sem que ocorra o desequilibrio das
reacbes (ROCHA-FILHO; VITOLO, 2017). Desta maneira, sdo muito exploradas e utilizadas
no campo industrial (FREITAS-JUNIOR, 2010).

Geralmente, as enzimas ndo necessitam de outros compostos quimicos, somente de
seus proprios residuos de aminoacidos. Em outros casos, algumas necessitam da associacdo
de ions (Cu?*, Fe?*, K*) para exercer seu papel catalitico, chamados de cofatores, ou com
outras moléculas, as quais se denominam coenzimas (NELSON; COX, 2014). Exemplos
classicos de coenzimas sdo as moléculas NAD e FAD que participam do Ciclo de Krebs.
Além de catalisadoras, as enzimas séo altamente seletivas e especificas com o seu substrato.
Em uma reacdo de catélise, a enzima se liga ao seu substrato formando um complexo
denominado Enzima-Substrato (Fig. 11). Essa ligacdo ndo-covalente ocorre somente em uma
regido especifica da enzima chamada sitio ativo, e para que uma molécula seja aceita como
substrato ela necessita ter a forma de encaixe do sitio para que a enzima possa agir
(CAMPBELL; FARRELL, 2015).

Figura 11 — Reacdo de catalise enzimética

E+S<—ES —E+P

E — Enzima; S — Substrato; P — Produto; ES — Complexo transitério da enzima com o substrato.
Fonte: https://www.wikiwand.com/pt/Enzima

A concentracdo de substrato, assim como a variagdo de temperatura e pH podem
regular a atividade enzimatica. Ainda, existem inibidores que podem interferir na acéo e
velocidade de uma reagédo catalisada pelas enzimas. De modo geral, os inibidores pode ser
divididos em reversiveis e irreversiveis (CAMPBELL; FARRELL, 2015). Os inibidores
reversiveis podem, ainda, ser competitiva, onde o inibidor possui a estrutura semelhante ao
substrato, havendo, entdo, competicdo pelo sitio ativo da enzima; anticompetitiva, cujo

inibidor se liga a outro local da enzima que ndo seja o sitio ativo, formando um complexo ESI
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(Enzima-Substrato-Inibidor); ou mista. J& a inibic&o irreversivel consiste na ligacdo covalente
ou destruicdo de um grupo funcional da enzima.

Algumas enzimas sdo sintetizadas na forma de precursores inativos, denominado
zimogénio. Para que 0 zimogénio seja ativado é necessario que ocorra hidrolise de certas ligacoes
peptidicas que provocard mudangas conformacionais na mesma e fazendo com que apareca o sitio
ativo funcional (NELSON; COX, 2014). O pepsinogénio, por exemplo, € o zimogénio da pepsina,
a qual se insere no grupo das hidrolases (ZHAO et al., 2011). Segundo a Nomenclature
Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology (NC-IUBMB), as
enzimas s&o classificadas de acordo com as reagdes que elas catalisam (Tabela 3).

Tabela 3 — Classificacdo internacional das enzimas

Classe n°  Nome da Classe Tipo de reacao catalisada
1 Oxidorredutases ReacOes de oxidacdo-reducédo
2 Tranferases Reac0es de transferéncias de grupos
3 Hidrolases Clivagem das reac¢des adicionando agua
4 Liases Clivagem de C-C, C-O, C-N ou outras ligacGes por

eliminacdo de liga¢cdes duplas ou anéis, ou adi¢do de
grupos a ligacdes duplas

5 Isomerases Transferéncia de grupos dentro de uma mesma
molécula produzindo formas isoméricas

6 Ligases Formacdo de ligagbes C-C, C-S, C-O e C-N por
reacOes acopladas a hidrélise de ATP ou cofatores
similares

Fonte: Adaptado de Nelson e Cox (2014).

As reacGes de hidrolise, especificamente, catalisadas por enzimas denominadas
hidrolases, sdo geralmente reacOes exergbnicas, ou seja, reacdes que liberam energia
(NELSON; COX, 2014). A formacéo de polimeros celulares a partir de suas subunidades por
reacOes de condensacdo seria endergdnica, 0 que ndo ocorre nas reages de hidrolise. De
modo geral, as hidrolases catalisam a hidrélise de ligagdes covalentes e incluem enzimas de

baixa especificidade, entre as proteases.
1.4.1. Proteases

Enzimas proteoliticas, ou proteases, sdo responsaveis pela catalise da quebra de
ligacGes peptidicas (NELSON; COX, 2014) (Fig. 12). Segundo a NC-IUBMB, as proteases se

inserem no subgrupo 4 do grupo 3 (hidrolases) na classificacdo das enzimas (Tabela 3). As
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enzimas proteoliticas ainda se dividem de acordo com o tipo de reacdo, podendo ser
endopeptidase, a qual realiza clivagens em aminoécidos que sdo ndo terminais no interior da
cadeia, ou exopeptidase a qual executa sua atividade enzimatica por hidrélise apenas no N-
terminal ou C-terminal da cadeia de substratos (GURUMALLESH et al., 2019).

Figura 12 — Formag&o e degradacgdo de uma ligacao peptidica por hidrolases

f i
H;N—CH—C—O0H + H—N—CH—CO00
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H,N—CH—C—N—CH—CO0O

Fonte: Nelson e Cox (2014).

As proteases sdo indispensaveis em processos bioldgicos como digestdo e apoptose,
além de serem responsaveis pela sintese de biomoléculas e pela replicacdo do DNA. Cerca de
60% das enzimas no mercado global responde pelas proteases (GURUMALLESH et al.,
2019), sendo assim, esta classe de enzimas é uma das mais utilizadas em processos
industriais. No meio industrial, as proteases sdo utilizadas na producdo de alimentos para
nutricdo humana e animal, producdo de medicamentos, detergentes, queijo, processamento de
anticorpos, extracdo de colageno e gelatina, podendo também ser utilizadas em produtos para
o controle biolégico de fungos (TAVANO, 2013; BEZERRA; FREITAS-JUNIOR, 2015; LIU
et al., 2015; BKHAIRIA et al., 2016; ROCHA et al., 2017; AHMAD et al., 2018; DENG et
al., 2018; LI et al., 2018; AGUILAR; SATO, 2018). Desta maneira, as proteases tém sido
alvo para muitos pesquisadores devido ao seu amplo potencial de aplicacao.

A ocorréncia de proteases € relatada em todos os organismos, podendo ser obtida a
partir de microrganismos, cuja fonte é a mais utilizada atualmente, além de serem encontradas
em diferentes tecidos de diferentes tecidos animais e vegetais. Devido a ampla diversidade de
especies de organismos aquaticos pode-se obter enzimas com caracteristicas diferentes em
espécies de nichos distintos, entretanto, mesmo em espécies encontradas no mesmo nicho as

caracteristicas podem variar (GURUMALLESH et al., 2019). Apesar de poucas proteases
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originadas a partir de animais possuirem importancia econémica, observa-se que as proteases

animais sdo isoladas em grandes quantidades (ZHAO et al., 2011).

1.4.2. Proteases Acidas

As proteases asparticas sdo comumente chamadas de proteases acidas e possuem em
seu sitio ativo residuos de acido aspartico (MANDUJANO-GONZALEZ et al., 2016). S&o
responsaveis por catalisar a clivagem de ligacfes peptidicas de proteinas digerindo-as em
peptideos menores (GURUMALLESH et al., 2019). Quanto a sua classificacdo fazem parte
do grupo das endopeptidases; e possuem alta atividade e estabilidade em pH &cido. As
proteases acidas sdo essenciais para a vida podendo ser encontradas em diferentes organismos
como animais, fungos, plantas e bactérias (MANDUJANO-GONZALEZ et al., 2016).
Proteases acidas incluem, entre diversas classes de enzimas, a quimosina, catepsina, renina e
pepsina.

A pepsina (Fig. 13) encontra-se principalmente no suco gastrico do estbmago de
praticamente todos os vertebrados, podendo ser observada também em pequenas quantidades
no sangue, urina e musculo, mas especificamente em peixes, a pepsina é encontrada
frequentemente no estbmago, sendo a principal enzima digestiva destes animais (ZHAO et al.,
2011). Secretada através da mucosa gastrica no estdbmago, a pepsina é ativada a partir de seu
zimogénio, o pepsinogénio (NELSON; COX, 2014). Em comparagdo a pepsina, o0
pepsinogénio é estavel em ambientes alcalinos, na presenca de HCI que possui pH acido em
torno de 1,5 e 2,0 ocorre autocatalise, de maneira que ativa a pepsina propriamente dita
(ZHAO et al., 2011).

Figura 13 — Estrutura terciaria da pepsina do peixe Gadus morhua

Fonte: Zhao et al. (2011).
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A principal funcdo da pepsina é a quebra das proteinas alimentares em peptideos
menores, e, para isso, a pepsina hidrolisa ligacbes peptidicas na por¢do N-terminal de residuos
de aminoécidos aromaticos como Fenilanina, Triptofano e Tirosina (ZHAO et al., 2011). E
considerada uma enzima promissora, visto que possui uma ampla quantidade de aplicacdes.
Estudos mostram a extracdo e a aplicacdo da pepsina a partir das visceras de peixes (SILVA
et al., 2014; BKHAIRIA et al., 2016; GOMEZ et al., 2018) e uma delas é para a producao de
colageno. A extracdo de colageno em meio acido ja é conhecida, entretanto, a pepsina pode
ser utilizada para obter melhor rendimento, visto que esta enzima pode quebrar ligacOes
peptidicas sem prejudicar sua estrutura proteica. Estudos relatam também que a pepsina é
importante na medicina, podendo ser utilizada para a regulacdo intestinal e até mesmo ser
utilizada como antisséptico bucal (ZHAO et al., 2011). Na producdo de queijos, o coalho
bovino pode ser substituido pela pepsina extraida do bacalhau a qual possui a mesma
propriedade de coagulacdo, sendo até mais eficiente (BREWER et al., 1984).

Com base nestas informagdes, 0s rejeitos do processamento de tambaqui e xaréu, por
serem espécies de alta producéo, podem ser uma boa fonte destas biomoléculas, agregando valor a
estes descartes e diminuindo o impacto ambiental da indUstria aquicola e pesqueira. Desta forma
torna-se necessario o desenvolvimento de estudos que obtenham, caracterizem e avaliem o

potencial destas enzimas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Extrair e caracterizar proteases acidas presentes nos estdbmagos dos peixes Colossoma

macropomum e Caranx hippos.

2.2. Objetivos Especificos

a) Obter extratos brutos com alta atividade proteolitica &cida a partir dos estbmagos de
C. macropomum e C. hippos;

b) Determinar a temperatura 6tima e estabilidade térmica para a atividade proteolitica
acida dos extratos obtidos;

c) Determinar o pH 6timo e a estabilidade ao pH para a atividade proteolitica acida

dos extratos;

d) Avaliar o efeito de ions metalicos, inibidor especifico de proteases asparticas e

agente redutor sobre a atividade proteolitica acida dos extratos;

e) Avaliar o perfil eletroforético dos extratos através de zimografia.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Coleta das amostras e preparacao do extrato bruto (EB)

As visceras do tambaqui foram doadas pela Escola Agricola de Jundiai (UFRN),
enquanto que os estdbmagos do xaréu foram cedidos por peixarias localizadas na Praia da
Penha, sendo entdo transportados sob refrigeracdo a 4°C para o Laboratorio de Biomoléculas
de Organismos Aquaticos (BIOAQUA/DBM/UFPB). Os estdmagos foram pesados e
homogeneizados mecanicamente utilizando uma solu¢do de NaCl 0,9% (p/v) em &gua
destilada de acordo com Santos et al. (2013). O extrato bruto (EB) do tambaqui foi obtido
apos acidificacdo com HCI 0,1 M por 20 minutos e o EB do xaréu foi acidificado com HCI
0,03 M por 1 hora. Ambos os extratos foram centrifugados a 9.000 rpm a 4°C durante 15 min

e em seguida armazenados a -20°C para a posterior utilizacao.
3.2. Ensaios de atividade enzimatica e determinacao de proteinas totais

A atividade proteolitica acida foi determinada de acordo com Pavlisko et al. (1997),
utilizando como substrato uma solugdo de hemoglobina 2% (p/v) em HCI 0,03M. Os ensaios
foram realizados em triplicata e o resultado foi determinado em leitor de microplacas
Multiskan GO (Thermo®). Uma unidade de atividade enzimatica foi determinada como sendo
a guantidade de enzima capaz de promover uma alteracdo na absorbancia a 280nm de 0,001
por minuto de reacdo. Ja a quantificacdo de proteinas solUveis totais foi determinado através
do método de Bradford et al. (1976) utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padréo.

3.3. Caracterizacdo fisico-quimica das proteases acidas

A atividade proteolitica acida do EB do tambaqui e do xaréu foi caracterizada quanto
aos efeitos do pH e temperatura sobre a mesma de acordo com Bkhairia et al. (2016). Para
avaliar os efeitos da temperatura foram feitos testes com temperaturas entre 25°C e 65°C com
acréscimo de 5°C a cada ponto experimental. Como substrato foi utilizado hemoglobina 2%
em HCI 0,03 M. A estabilidade térmica da atividade enzimética foi determinada por
incubacdo durante 30 min em temperaturas entre 25°C e 60°C. A enzima ndo aquecida foi
considerada o controle (100%). O efeito do pH sobre a atividade enzimética do EB dos peixes
foi realizada com tampdes glicina-HCI 0,2 M (pH 1,5 a 2,5) e citrato-fosfato (pH 3,0 a 7,0),
sendo a hemoglobina 2,5% em agua destilada o substrato. Quanto a estabilidade ao pH, os
ensaios foram realizados utilizando 20 uL do extrato bruto adicionados a 20 pL de tampé&o
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com o pH desejado e condicionados em banho de gelo por 30 minutos. Em seguida, a esta
mistura foi adicionada hemoglobina 2% e realizada a atividade enzimética a 37°C.

3.4. Efeito de ions metdlicos e inibidores especificos

O efeito de ions metélicos sobre a atividade enziméatica do EB do tambaqui foi
avaliado incubando-se uma aliquota do extrato bruto com uma aliquota de solucdo de ions a
10 mM na proporc¢éo de 1:1 durante 30 minutos e, em seguida, realizado o ensaio de atividade
enzimética. Os ions metalicos testados foram cloretos de aluminio (AI**), cobre (Cu®),
magnésio (Mg?*), chumbo (Pb?*), manganés (Mn?*), calcio (Ca%*), mercurio (Hg®") e cadmio
(Cd?"), seguindo a metodologia de Santos et al. (2013). Foi feita uma pequena modificacio ao
avaliar a atividade enzimatica do EB do xaréu aumentando a concentracdo dos ions de 10 mM
para 20 mM. O efeito do inibidor de aspartato proteinases sobre a atividade enzimatica do EB
foi avaliado utilizando-se solucbes de Pepstatina A (2mg/mL) para o xaréu e concentragao de
50ug/mL para o tambaqui. O efeito do DTT (Ditiotreitol) (LmM), um agente redutor, sobre a
atividade enzimatica de ambos os peixes também foi avaliado para identificar a presenca de
pontes dissulfeto nas proteases acidas do EB. Controles negativos e positivos foram

realizados para cada solvente e inibidor.
3.5. Zimografia

Para a realizacdo do zimograma utilizou-se a metodologia descrita por Garcia-Carrefio
et al. (1993) sendo feita uma PAGE em condicéo alcalina, sob uma amperagem fixa de 25
mA a 8°C. Apds a corrida eletroforética, os géis foram incubados com solucdo de
hemoglobina 2% em HCI 0,03 M por 1h e 30 minutos a 37°C, e, em seguida, 0s géis foram

corados com o Comassie blue R-50 e descorados com acido acético 10%.
3.6. Analises Estatisticas

Os dados de inibicdo e efeito de ions foram analisados através de analise de variancia
ANOVA One-way e as médias foram comparadas através do teste de Tukey. O programa

utilizado nas anélises foi o OriginPro® 8 e o nivel de significancia foi de p< 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Atividade proteolitica &cida e efeito da temperatura na atividade e estabilidade
das proteases acidas

As enzimas proteoliticas presentes no EB do estdbmago de C. macropomum obtiveram
uma atividade especifica igual a 774,04 + 6,5 U/mg. Pode-se observar que a atividade
proteolitica 6tima das proteases presentes no estdmago do tambaqui foi alcancada na
temperatura de 50°C (Fig. 14a), além de que as enzimas mantiveram mais de 40% da
atividade maxima na temperatura de 55°C. Verificou-se, ainda, que a atividade enzimatica
caiu rapidamente para zero a 65°C. Na industria, utilizam-se principalmente processos
térmicos os quais deverdo submeter a enzima. Desta maneira se faz necessario determinar sua
temperatura Otima, ou seja, a temperatura na qual a enzima melhor trabalha, e, assim,
determinar os processos pelas quais estas enzimas poderdo ser expostas. A estabilidade
térmica também é uma importante caracteristica a ser determinada, pois mostra em quais
faixas de temperatura a enzima estudada mantém sua estrutura nativa, além de determinar as
condicdes de seu armazenamento. Desta maneira, pode-se observar que as proteases acidas
presentes no EB do tambaqui mantiveram 100% de sua atividade catalitica apds exposicéo por
30 minutos as temperaturas de 25°C a 40°C (Fig. 14b). Ainda, nota-se que a atividade diminui

drasticamente em temperaturas acima de 45°C.

Figura 14 — Efeito da temperatura sobre as proteases acidas de C. macropomum

a) b)
100 A ¢ 100 °
X 804 g 80
] -
T 60+ S 60
T ) X
o o
3 404 8 40
© ©
he] o
2 =
Z 204 z 20
O_ T T T T 1 0 T L T T ® T
20 30 40 50 60 70 20 30 40 50 60
Temperatura (°C) Temperatura (C°)

(a) Efeito da temperatura sobre a atividade proteolitica acida; (b) Estabilidade térmica das proteases
acidas presentes no extrato bruto do estdmago do tambaqui. Fonte: Autora (2018).
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A atividade proteolitica do xaréu foi maior que a do tambaqui, correspondendo a
1.404,6 £ 3,09 U/mg. Isto pode ser explicado através do perfil digestivo destes animais. O
tambaqui € um peixe onivoro, ou seja, € um animal generalista 0 qual se alimenta de todo tipo
de alimento. Entretanto, o tambaqui possui preferéncia por sementes e frutos ao longo da vida,
enquanto que o xaréu € estritamente carnivoro. Desta maneira, o tambaqui ingere alimentos
com maiores teores de amido, enquanto que o0 xaréu que consome alimentos de origem animal
possui uma dieta com maior teor proteico. Sendo assim, pode-se concluir que o tambaqui ird
possuir menor quantidade de enzimas proteoliticas, as quais quebram proteinas, comparado ao
xaréu. Ainda, segundo Dabrowski et al. (1992 apud MORO, 2013) a secrecdo destas enzimas
ndo se restringe a dieta do animal, mas outros fatores também influenciam, como a
temperatura ambiente, a quantidade de alimento ingerida e a frequéncia alimentar.

O efeito da temperatura na atividade proteolitica do EB do estémago do xaréu foi
determinado pelo ensaio da atividade enziméatica em diferentes temperaturas. As proteases
asparticas do xaréu possuiram uma faixa de temperatura 6tima entre 35°C e 50°C (Fig. 15a).
As atividades relativas a 40°C e 60°C foram de aproximadamente 96% e 60%,
respectivamente. O perfil de estabilidade térmica mostrou que as proteases sdo altamente
estaveis em temperaturas abaixo de 45°C, mas foi inativada em temperaturas mais altas (Fig.
15b).

Desta maneira, 0 EB do xaréu manteve aproximadamente 100% de sua atividade
catalitica apds a exposicdo por 30 minutos na faixa de temperatura de 25°C a 40°C (Fig. 15b),
resultado também similar ao tambaqui. Entretanto, na temperatura de 50°C as enzimas foram
desnaturadas, enquanto que o EB do tambaqui obteve atividade ainda de aproximadamente
50% nesta mesma temperatura. As enzimas a 35°C permanece quase que totalmente ativa
apos 30 min de incubacdo, indicando que estas proteases, tanto do xaréu quanto do tambaqui,
podem ser utilizadas em processos de aquecimento moderado, além de poderem ser

armazenadas em temperatura ambiente.
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Figura 15 — Efeito da temperatura sobre as proteases &cidas de C. hippos
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(a) Efeito da temperatura sobre a atividade proteolitica acida; (b) Estabilidade térmica das proteases
acidas presentes no extrato bruto do estbmago do xaréu. Fonte: Autora (2019).

Outros autores relataram temperatura Otima de proteases &cidas de diversos
organismos entre 40 e 60°C, assim como demonstrado para as enzimas de ambas as espécies
de peixe neste presente estudo. Segundo Zhao et al. (2011), peixes de aguas frias apresentam
a temperatura 6tima das pepsinas relativamente baixas, diferente das espécies que habitam
aguas mais quentes. Isto pode explicar a temperatura 6tima encontrada das enzimas de ambos
0s peixes ser relativamente alta, além de a estabilidade térmica ser semelhante, visto que sdo
espécies que possuem preferéncia por aguas mais quentes.

Bkhairia et al. (2016) estudou proteases acidas presentes nas visceras do peixe Liza
aurata e obtiveram a temperatura Otima, assim como a estabilidade, como 40°C. Foi
observada a desnaturacdo apos exposi¢do a 60°C. Gomez et al. (2018) estudaram proteases
presentes em Prochilodus lineatus e encontraram a temperatura 6tima igual a 45°C e
permaneceram estaveis também até 45°C. Quanto aos autores Cuenca-Soria et al. (2014)
relataram que as proteases acidas do estdmago do peixe Cichlasoma urophthalmus foram
estaveis na faixa de temperatura entre 35°C e 45°C, obtendo atividade méxima em 55°C.

Resultados semelhantes ao presente estudo foram encontrados por Feijoo-Siota et al.
(2018), os quais relataram para uma protease acida de Pichia pastoris, uma espécie de
levedura, temperatura 6tima de 50°C, assim como Miura et al. (2015) para a pepsina
purificada do peixe Micropterus salmoides. Estudos com espécies de fungos do género
Aspergillus spp. foram relatados com variagdo de temperatura 6tima entre 55°C e 60°C, além
de estabilidade térmica entre 40°C e 60°C (SOUZA et al., 2017; PURUSHOTHAMAN et al.,

2019). A variedade de resultados encontrados para a estabilidade térmica e a temperatura
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6tima de proteases pode ser explicada devido aos diferentes tipos de organismos que foram
estudados.

4.2. Efeito do pH na atividade e estabilidade das proteases acidas

As enzimas tém um pH 4timo cuja atividade catalitica ¢ maxima. Sabendo-se disso,
determinar o pH 6timo de uma enzima, assim como sua estabilidade, é essencial para que seja
possivel avaliar os processos industriais em que poderdo ser aplicadas e sua condicdo de
armazenamento em solucéo, sem que ocorra degradacdo enzimatica (SILVA et al., 2019). O
pH étimo para a atividade das proteases acidas presentes no EB do tambaqui foi determinado
como pH 2,5 (Fig. 16a). Em pH maior que 3,0 houve a diminuigdo da atividade enzimatica
substancialmente, onde em pH 4,5 j& observa-se sua inatividade. Ainda, as proteases presentes
no EB do estbmago do tambaqui mantiveram-se estaveis na faixa de pH entre 1,5 e 7,0 (Fig.
16b). O fato das proteases acidas do estbmago de C. macropomum serem inativas a partir do
pH 4,5 e estaveis na faixa de pH de 4,0 a 7,0 pode facilitar a comercializacdo destas enzimas

em solucdes estaveis, sem o risco de ocorrer protedlise.

Figura 16 — Efeito do pH sobre as proteases acidas de C. macropomum
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(a) Efeito do pH sobre a atividade proteolitica &cida; (b) Estabilidade ao pH das proteases acidas
presentes no extrato bruto do estbmago do tambaqui. Fonte: Autora (2018).

Estudos anteriores mostram que o pH 6timo para proteases &cidas, entre elas a
pepsina, estdo em torno de 2,0 e 4,0 (CUENCA-SORIA et al., 2014). O pH 6timo encontrado
por Bkhairia et al. (2016), Vannabun et al. (2014) e Cuenca-Soria et al. (2014) para as
proteases acidas do estdmago das espécies de peixes L. aurata, Pangasianodon gigas e C.
urophthalmus, respectivamente, foi igual a 3,0. Miura et al. (2015) encontraram um pH 6timo
igual a 2,0 para uma pepsina do peixe M. salmoides. Kadek et al. (2014), para uma protease
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acida obtida da planta Nepenthes gracilis, relataram um pH étimo de 2,2. Estes resultados
mostram resultados préximos ao observado para as proteases acidas de C. macropomum.

O efeito do pH na atividade enzimatica do EB do xaréu foi determinado em um
intervalo de 1,5 a 7,0 (Fig. 17b), resultado semelhante ao encontrado no tambaqui, enquanto
que o Otimo foi encontrado em pH 1,5 (Fig. 17a), resultado diferente ao encontrado no
tambaqui. A atividade relativa no pH 5,0 mostrou-se em torno de 25%, onde a atividade da

protease diminuiu significativamente em pH 4,0.

Figura 17 — Efeito do pH sobre as proteases acidas de C. hippos
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(a) Efeito do pH sobre a atividade proteolitica acida; (b) Estabilidade ao pH das proteases acidas presentes no
extrato bruto do estdmago do xaréu. Fonte: Autora (2019).

Gomez et al. (2018) observaram um pH 6timo igual a 2,0 para as proteases do
estdbmago do peixe P. lineatus, da mesma maneira que Bougatef et. al, (2008) para a espécie
Mustelus mustelus e Nalinanon et. al, (2010) para a espécie Thunnus alalunga. Zhao et al.
(2011) relataram que, a pepsina por atuar em meio acido pode ocorrer a desnatura¢do em pH
acima de 6,0. Entretanto, no presente estudo ndo foi o que aconteceu. A atividade proteolitica
do EB do xaréu manteve-se estavel na faixa de pH entre 1,5 e 7,0 (Fig. 17b). Pode-se observar
resultado semelhante no C. macropomum, cujas proteases mantiveram-se estaveis mesmo em
pH neutro. Este fato pode ser explicado através da presenca de outras moléculas nos EBs, as
quais podem contribuir com a estabilidade enzimatica ao efeito do pH, o que poderia nao
ocorrer em enzimas purificadas.

Resultado semelhante foi encontrado por Bkhairia et al. (2016), onde as proteases do
estdbmago do peixe L. aurata permaneceram estaveis na faixa de pH entre 3,0 e 7,0. As

proteases acidas presentes no estbmago do peixe P. lineatus permaneceram estaveis apenas na
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faixa de pH entre 1,0 e 5,0 (GOMEZ et al., 2018). Um estudo feito com a planta Withania
coagulans mostrou proteases acidas com estabilidade entre pH 1,5 e 9,0 (SALEHI et al.,
2017). Purushothaman et al., (2019) relata pH 6timo igual a 3,5 e estabilidade de 2,7 até 6,5
por 24h a 30°C para a espécie de fungo Aspergillus niger.

Resultados anteriores reportados por Bezerra et al., (2000) mostraram resultados
diferentes aos encontrados em C. macropomum, como por exemplo o pH 6timo igual a 1,7 e a
temperatura Otima igual a 35°C. Estas diferencas podem ser explicadas através de
polimorfismos presentes na espécie, além de diferentes fatores que influenciam o cultivo deste
animal. O autor ainda relata que essas diferengas podem estar relacionadas a modificagoes
genéticas que ocorre ao longo das geracdes. Essas mudangas incluiriam mudancas estruturais
em enzimas ou isoenzimas e, consequentemente, alteracbes em suas caracteristicas cataliticas
fisicas e quimicas (BEZERRA et al., 2000). Desta maneira, 0 presente estudo pode ser
considerado um complemento do trabalho destes autores, visto que ndo foi realizado o
zimograma e nao foram avaliados os efeito de ions metélicos e DTT e da estabilidade ao pH.

4.3. Efeito de inibidores especificos enzimaticos e ions metalicos na atividade das
proteases acidas

Quanto aos inibidores de proteases, a Pepstatina A é um inibidor especifico de proteases
asparticas, como a pepsina, impedindo sua ligacdo com o substrato (MOTWANI et al., 2015).
Desta maneira, pode causar inibicdo total de sua atividade proteolitica, como demonstram
outros trabalhos (CUENCA-SORIA et al., 2014; HSIAO et al., 2014; MIURA et al., 2015;
WILKINSON et al., 2017) e observado também para a atividade proteolitica das proteases do
EB de C. macropomum (Tabela 4) e de C. hippos (Tabela 5). Pode-se entdo concluir que as
proteases presentes no extrato bruto do estbmago do tambaqui e do xaréu sdo proteases

asparticas provavelmente do tipo pepsina similes.



Tabela 4 — Efeito de inibidores e ions metélicos sobre a atividade das proteases acidas do

estdmago de C. macropomum

Inibidor  Atividade Residual (%) Inibicéo (%)

DTT 101,87 £5,5° 0
Pepstatina A 0,00£0,8°¢ 100

fon
AR 26,47 £2,1° 73,53
Ca 127,69 +1,3°¢ 0
Cd** 26,19 +0,5¢ 73,81
Ccu®* 3455+43¢ 65,45
Hg** 107,79+ 1,0F 0
Mg?* 23,66 + 2,19 76,34
Mn?* 2488 +35" 75,12
Pb%* 104,22 +3,6" 0

Controle 100+0,02 0

Legenda: Letras sobrescritas diferentes significam diferencas estatisticas em
relacdo ao controle segundo o teste de Tukey (p<0,05). Fonte: Autora (2019).

Tabela 5 — Efeito de inibidores e ions metalicos sobre a atividade das proteases acidas do
estdmago de C. hippos

Inibidor  Atividade Residual (%) Inibigdo (%)
DTT 96,64 + 0,9 3,36
Pepstatina A 0,00 +0,6° 100
fon
AP 103 +2,3" 0
ca?’ 106 + 0,4° 0
cd®* 101 + 2,1° 0
cu? 103 + 2,8° 0
Hg** 98 + 0,4 2
Mg 100 + 1,6° 0
Mn?* 105+ 1,6" 0
Pb** 99 +0,3' 1
Controle 100 +0,8° 0

Legenda: Letras sobrescritas diferentes significam diferencas estatisticas em
relacdo ao controle segundo o teste de Tukey (p<0,05). Fonte: Autora (2019).
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O Ditiotreitol (DTT), um agente redutor, ndo promoveu efeito sobre a atividade

enzimatica das proteases acidas do EB de C. macropomum, enquanto que no EB do
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estbmago de C. hippos o DTT promoveu leve inibicdo de apenas 3% (Tabela 5),
demonstrando que as enzimas de ambas as espécies de peixe possivelmente ndo apresentam
pontes dissulfeto em sua estrutura nativa.

O estudo do efeito de ions metalicos sobre as enzimas de C. hippos é mostrado na
tabela 5. Pode-se observar que os ions metalicos testados promoveram efeitos significativos
sobre a atividade proteolitica do EB do xaréu. Apesar da variagdo na atividade promovida por
varios ions e atestada pelas analises estatisticas, este efeito pode ndo ter grande influéncia na
velocidade catalitica. Desta maneira, este resultado demonstra que as proteases &cidas
presentes no extrato bruto do peixe xaréu apresentam-se ativas mesmo na presenca de
quantidades significantes de metais pesados. Este efeito poderia ser explicado pela interagéo
dos metais com outras proteinas do extrato bruto, o que diminuiria seu efeito sobre as
proteases. Apenas nos ions Pb?* e Hg?* pode-se observar leve inibicdo na atividade enziméatica
do EB do xaréu, entretanto, ndo pode ser considerada significativa.

Quanto ao tambaqui pode-se observar na tabela 4 que a atividade proteolitica destas
enzimas foi fortemente inibida pelos ions metalicos AI**, Cd?*, Cu?*, Mg?*, Mn?* e sofreu
ativacio pelo ion Ca?*. Nenhum efeito significativo foi observado em relacdo ao Hg?* e Pb?*
nas concentracBes testadas. Estudos relatam principalmente o efeito dos cloretos de Ca®" e
Mg?*, onde foi encontrado que eles estimularam a atividade de varias pepsinas de peixe
(GOMEZ et al. 2018). Segundo Souza et al. (2017), o os fons metéalicos Cu?* e Mg?* néo
promoveram efeitos sobre a atividade de uma protease acida do fungo A. foetidus, sendo
observado um ligeiro aumento da atividade proteolitica desta enzima na presenca de Ca%*. A
ativacdo pelo Ca?* reforga seu importante papel na estabilizacio da estrutura terciaria de
muitas enzimas (SUN et al., 2017). Segundo Gomez et al. (2018), o Ca®" e Mg?* estimularam
a atividade das pepsinas presentes no estbmago do peixe P. lineatus obtendo um aumento de
10% quando este ion foi adicionado a reagdo. Desta maneira, 0 Ca?* é um importante produto
que pode ser utilizado junto a enzima aumentando sua eficiéncia, além de ter obter custo-

beneficio.

4.4. Zimograma

A zimografia € um método de eletroforese que determina a presenga de enzimas ativas
em uma determinada amostra, de forma que se torna possivel estimar o nimero de proteases
presentes no extrato bruto. Desta maneira, foi possivel observar a presenca de trés proteases
acidas no EB do estdbmago de C. macropomum (Fig. 18a) e duas proteases acidas no EB do

estdmago de C. hippos (Fig. 18b), as quais podem ser isoformas de enzimas do tipo pepsinas.
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Figura 18 — Zimograma dos EBs dos estdmagos de C. macropomum e C. hippos

a)

(a) Zimograma do EB de C. macropomum; (b) Zimograma do EB de C. hippos.
Legenda: As setas indicam a presenca das proteases acidas no extrato bruto.
Fonte: Autora (2019).

Outros estudos relataram somente uma protease acida presente no zimograma do
extrato bruto do peixe L. aurata (BKHAIRIA et al., 2016). Da mesma maneira para as
proteases acidas purificadas do fungo A. foetidus (SOUZA et al., 2017) e da planta Withania
coagulans (SALEHI et al., 2017). Em outros trabalhos avaliando pepsinas purificadas de
peixes sdo relatadas mais de duas isoformas desta enzima em diferentes espécies (ZHOU et.
al, 2008; WU et. al, 2009; CAO et. al, 2010).



44

5. CONCLUSOES

O estdbmago dos peixes C. macropomum e C. hippos é uma importante fonte de
proteinases asparticas, possivelmente do tipo pepsina-simile, com alta atividade proteolitica.
Apesar do tambaqui e do xaréu pertencerem a diferentes nichos ecoldgicos e apresentarem
habitos alimentares distintos suas enzimas apresentaram caracteristicas fisico-quimicas
semelhantes, como a estabilidade térmica de 25°C a 40°C, estabilidade ao pH de 1,0a 7,0 e
temperatura 6tima estabelecida como 50°C. A demanda por proteases com qualidades
industriais, tais como alta atividade proteolitica e termoestabilidade, sdo altas. Desta maneira,
a alta atividade destas enzimas em temperaturas elevadas e suas demais caracteristicas fisico-
quimicas demonstraram que as proteases acidas presentes no estdmago de C. hippos e C.
macropomum séo candidatas para aplicacbes em processos industriais. Além disto, possuem
caracteristicas, como a estabilidade em pH neutro que propiciam seu armazenamento em
solucdo sem o risco de prote6lise. Estudos futuros sao necessarios para otimizar as condicdes
de obtencgdo, purificacdo, armazenamento e aplicacdo destas enzimas para que todo seu

potencial seja determinado.
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