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A8 vigceras de corvina como de outros pescadss ro Rio
Grande do Sul sac aproveitadas somente parg a produszo de Fari-
rhas para e alimentacac enimal. Seu usc como fonte de enzimas
consistiria, igualmente, em grande valorizagzo dessa 2aterigeprie
ma, podendo, por ouiro lado, comnfribuir para o barateamento do

processo de hidrdlise e, portanto, dc produts firal.

0 custo do processo é fator de grands importéncia a ser
considerado no desenvolvimento de novop mredubos, porgues a bhaixas
de prego acarreta ascréscimo no poder de compre do gonsunidoer e

possibilita sue utilizagao por populacdes de baiza rends.

Ko presente trabalho investigou~se, especialmente, a
atividade proteclitica das viscerszs sz diferentes condicoes de pl
e de temperatura, svaliando-ge, 20 mesmo tempo, 0 peso molecular

doa hidrolisados cobitidos,

. 5 - L - - N
0 gatudo fof realizado com a especie Mioropogon furnieri,
por tratar-se Gz pescado de grande produgss no Rlio Grande do Sul
Ve

(Tebelss I = .11
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§ - ERREVIATURAS B CORCEITOS

i

2,1 - ABREVIATURAS

concentracso de subatrato

f U‘““J“‘i
Sumrmed
it

ponoentracas de enzinas

e
4,
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+3
Y
:
2
s
=
B
g

t = Tenpu

U.E./ g proteins = unidade enzimitice por grama de protéi-
n&
, - X
o= pogprizento de onda
Trof. exiratc/prot. polpa = proteina do exirato scbre pro-
teina da polpd. '
FEC = Qonoen cradn §vatelea de peixe {de Fish Protein Con-
cerbrate )

L

TOA = Acids trigloroscébico

H]

D.0. = Gensiisde Otica

2.2 ~ CONCEITOS

:enﬁQS* chtido com & substituicac da amos-

Breneo 48 T

tra por agua destileda nas reacoes Ge avaliscac da atividade en-
zimatica.

Brance tenve gerotobtido com a colets da amosIra.no mos
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3 - REVISAQ BIBLIOGRAFICA

3,1 - APARELHO DIGESTIVO DO PESCADO -

Os principais componentes 4o aparelinc digestive do pes—
ecado, no ponto de vista da produgde de enzimas protecliticas, sao

. Eal N . . . p - . G . .
o estomago, o intestine, ¢ figado, © pancreas ¢ O L8C0 pllérxceo

0 estomago &eaempe ha tres ¢hﬂﬁée8 prizeipaissarnazena~
mento dos slimentos, enguanto 180 pagsan ao intestine, traltamento
£laico &0 zlimento e primeiras fases do tratamenio guimice das

proteinas® {24},

fio imbestino tem luger & maior parte des fenduenmos gui-
nicos da inesﬁgaﬁ sendo tembém um imporiante loeal de BhS0rgac

de amlimentos pars sus ﬁ%lllé&?&ﬂ pelo crganisno {24),

o Figado, entre oubras Fungoes, aaxllxa ns digestao dos
alimentos, especialmente dos lipidios; nele ss realiss 2 sinte-
se de proteinas., ® um drgac que se torna importanie, 8ob o ponto

de vieta Ga digestmo d4as proteinas, em espécies de peixes Tqus

apresentam o ¢ulam pancreaticas nele dissaminadas, constliuindc o
nepatopinoreas.

0 ceco pildrice sho pequenas bolsas locelizedas entrs o
estimago e o intestinc (Piguva n? 1) de fungao nao inteiranmente
conhecida. Segundo Romer {24}, “nssias BOLSES. .. podem alojérese
alimentos paras serem @bsorvidos¥. Sﬁgﬁhﬁ@ wicol {80%, ¢ ceco pi-
1drico dos peixes telebsteos secretam wm cooplemento de enzimes
digestivas semelhantes &aquelaes do intestine e, ainda segundo ©
means aultor, no C¢sto pilérice ocorTe tanbén a@s&rgga dg alimen~

tos. Segundo Fhilips Jr. (23), o8 cecos piléricos oS peixss Sao



&

Tonves de enzimas profeciiticss, Segunds Hameir (£}, © ceco pi~
# . o o« . - P
lorico nos peixes Ytem  fungac smenelihante auusla 40 pancreas dos

g L s i
Lferos e g &mpsxaanze itonte de enzimss Iripticma. Togazaws et
i

alil (35) obiiversn uma protesss perificads do  ceco pildrico de
benlte 2 prepararam  uwme profeade purificsds 4o ceco pilérice da
tuns, | |

O pénereas € o primeipal 6rgso no ponte e vista da proe
ducac de enzimss ubtilizadas ne processc dz digestac, A principal
funceo do pencreas & de glé dula excerinm, porés o PERCIess rea-

5‘

iiza também uwma Fungio de natureza enddorina.

Segundo Epple (7), Todos  of  pelxes téx tecide pancred-
X v X . .,._ . " .
tico endderinoe e exdorinc e, de acordo cor recentes desoobrimen=

renciaer guatre tipos ds pancress em peixes,

&
e ot -:-wf\w"'}v D ST I e o B oy o e %o
POLRLIDSNTES oQEDRTLG o Lt ﬁ?:ﬂ;’wf&&g GATUS e {}

T R S o e
atividade engingitices prot GGLLTIOR.

EST@M,&G{}
I-Vﬁﬂ% CuLA GASOSA
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- 1T =

A especificidade de earboxipeptidase assemelha-se & da

guimotripsina {16 ).

3.3.4 ~ Enzimas protecliticas endccelulares

Enzimas proteoliticas endocelulares sa0 encontradas em
certos Orghos enimais e no musculo. O recombecimento de gue méa-
culos e certos Orgaocs possuen proteases origina—se da observagao
da mutdlise dos tecidos apds a morte do animal (28). As proteases
endocelulares animzis foram denominades catepsinas por Willstatter

e Bamman (2)

As principais fontes de catepsinas sao rins, baoo e £i-
gado (16) (28) (37), bem como leucocitos, plaguetas e eritrécitos
(16), Parsce segura & presenca de caﬁepsznaa tambén no estomago
(15), nesse caso, uma catepsina nao intracelulsr (13). A impor—
tancia da catepeina na dlgestac ten side estudsds por diversos
auﬁares._ﬁcnsideré—se que & catepsina gastrica e a& pepsina se ori~
ginam de upa substancia comum, fundamental, designada como protea
se gestrien, gue por transformacoes ainda nao cophecidas adgquirem

& propriedade de hidrolisar proteinas em meio fortemente dcido.

A presenca da catepsinas no estimego de vérios enimais,
incluindo espécies de peixe, tem sido estabelecida por Buck98,
Tem sido observada atividade catéptica em miseuloc esguelético de
peixes e memifercs. Gcnsiﬁerével trabalho tem sido feito em relaw
gio e enwimus catépticas do f{gado, bago & rins, mas relativa-

mente pouco em relacac ao misculo (25).

HE varios tzpos de catepsinas (2)g a9 guais agem Dum
intervalo de pH 5,0 g 7,0, ou seja, ds ligeiramente geido 8 neu—
tro (16}, Eeding Aistinguiu duss enzimas no bago, uma atuando oti~

mamente na fibyina s cerca de pH 4,0 e a outra de pH 7,0 a 8,0,

bz catepsings neo sac ovtidas _na' forma de precursores

como &5 enzimas protecliticas digestivas (16). A especificidade

§ = BUCKS, S. 0. Vergleich Phieicl, apud HANOIR, G., 1955,
g - HEDIN, S.G. J Faisiol. apud BERGHAN, M., 1542,



apresentada pelos diversos tipoé de catepsinas & tods representa-
da entre as enzimes gasirointestinais (28), Algumas catepsinas
pertencem mo grupo (as endopeptidases e outrss ac das exopeptida-
ses, Asgim, catepsinas I e II sac endopeptidases, e catepsinas
III e IV sao exopeptidases (2) (16). ' |

A maioria das catepsinas sao gscmente ativas na presenga
de certas substdncias redutorss, tais como cisteina, dcido ciani-

drico, dcido ascérvico, geide sulfidrieco {37}

As catepsinas estao localizadas principalmente no li-
cossome dms células. As catepsinas endocelulares nao agem no ani~
msl vive. Devido & gueda de pH "post-mortem”,pelo acinulo de aci-
do 1laticc, enzimas, gue pao az catepsinas, agem scbre as paredes
dos ligossomas, liberando as catepsinas. Elas, entac, comegam é
agir. A principal teoria gue explica ¢ mecanisme Ge pos-rigor é o
da sutélise dos tecidos pelas catepsinas,

~ Segundo Huang e Tappel (10), = degradacgio da proteina
do tecido muscular dos memifercs se verifica segundc 0 mecanismo

ilustradoc na Pigura n® 4

Proteinas
l . s Catepsina D, % e Collagenase
. (PH 396)
Peptidios e pequenad
Proteinas
l o » Catepsina A e B
Peptidios - |
l | _ s Catepsina ¢ e Dipepiidases
Aminoacios (pH 5,0 e 6,0)

bl

Fig. 4 - Mecanismos da degradagao da proteina do tecido muscu-

lar dos mamiferos, segunic Huang e Tappel (10},

Siebert e Schmit: {25) mosiraram que 08 misculos de pei=
xe exibem uma mais elta atividade catéptica que os tecidos de ma-

niferos. A Tabela IV, dada por Siebert e Schmitd {(26), mostra a
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atividade cetéptica de diferentes peixes e mamifercs

TABEIA IV - Atividade catéptica do mésculo de pescado e do miscu-

1o de mamiferos

YUSCULO DO PEINE ATIVIDADE MESCULC DE MatEERO ATTVIDADE

() (&)
Bacalhau 80 Rato .10
Arsngue - 41 . Porco 7
Solha 52 Res 8
Iinguado ' 95 _ Coelnho
Truta | 50
Carpe 36

Eyitraido de Siebert e Schmiti (26) ,
. Lo oo = F ¢ omw . . LR Ed
() 4 atividade e dada. em mME de tirosina, tornada acido soluvel
: . - #
em T04 por minuto e por grama de musculo a 3720,

Fxtratoas de tecido de peixe nao agem S0bre o8 mais Im-
portantes subsgtratos sintéticos para enzimas protecliticas e,con=
siderandc sua maior aiividade proteclitica, +tem sido auposto que

- 5 . - o s L. " .
as catepsinas de peixe e de maniferos diferen em egpecificidade
(27).

Tem sido encontradas diferengas nos valores de pH e de
temperatura Stimos entre ag catepsinas do pescado e as dos meaie
feros, sendo gerslmente maig balxo o pH $timo para as catepsinas

do peixe (27).

A catepsina I, dambénm chamada catepsina A ou pepsinase
de bago de boi, & homoespecifica com a pepsina. Difere, contudo,
da pepsina no valor de pH Stimo para sua abividade. Algumas das
fontes de catepsina lega o estémego, rins e bago de bol (2). &
atividade prateclitica da calepsina I & bem malor gue a apressne

tada pela pepsina (2).

Satepsing Il tamben chamada calepsina B ou tripsinase

catéptica, ¢ homoespecifica com a tripsina. Difere da tripsina em
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» . L 4 »
geu pH otimo, gue e cerca de 4,9, e difere tambem porgue so age
na presenca de uwr ativador {cisteins). Bago e rins saso fontes de

catepasina I,

Catepeina IIT, tembdn chemada catepsina ¢ ou catéptica
leucins aminepeptidase, é nomoespecifica com & leuwcina aminopep~
tidase das muccsa intestinal (2). Requer ativadores (cisteina ou

doido ascérbico). O pH Gtimo para sua atividade é o pH 5,0,

| Catepsina IV, também chamada catepsina D ou earboxipep-
tidaae_c&téptiaa, & heﬁeespenifica com & carboxipepiidase pan~
creatica. Bago e rins sap fontes de catepsina IV, Tem como pH
§time para sua atividade o pH 5,0, conforme Bergman (2); 4,2,con-

forme Lopesz {(16).

Fruton et aliilo disbinguiram e carscterizaram virias
catepsinas. Eles se reférem & uma catepsina -4 e a wa catepsina
V-B, as guais spresentam, respectivamsnie, como substrato éapeci—
fico glieil-L fenilaleminamida e I-fenialanina gmide, ambas ati-

vadas por sulfidril.

A Tabela V mostra a distribuicdc das enzimas probteali-

ticas nog vérios drgacs dos vertebrados.

10~ FRUTOR,d.Se et alii. J, Biol. Chem, apud TAUBER,H., 1956.
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TABEIA ¥ -~ Distribuicio 4as enzimas protecliticas nos drgacs  dus
vertenrados
ORGA ENZIHA oz
Betomago Papsina entre 1,0 8 3,
Catepsina I Bed
Intestine Tripsine gntre 7.0 e 9,0
Quimotripsing gntre T,% e 5,0
Fiicil~glicina hidrol entre 7,5 e 8,0
{(Gipeptidase)
Cerbexipeptidasze 7 o4
Leuwcina aning Q@@t&&aﬁ% G0
Pigado Glicil-glicine miarolase  entre 7,5 & 7,8
{ipepiidase)
EWG“ll hidrolase entre 5,0 ¢ §,0
entre 4,0 e 7,5
PEnCTERE Trinaing entre 7,0 & 9,0
ulmotiripsina entre 7,% e ¢,0
Cervoripspiidase Ted
Bago Carporipepvidase Ts
Cotsosing I T4
Cotepsina II 4,9
Catepeina IV 4,2 ou 5,0
Leucina amino peptidase G40
Rins Cart sripeptidase ek
Omtepzing I Zeh
Setepsinag TX 449
Cetepsina IV 4,2 ou 5,0
Leucing emino pepiidass G,0
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sofyrer influéncia da afinidade da enzima com ¢ substrato, & pro-
duzido utilizandéo-se conceniragac de subsiratc suficiente para
gaturar s engima, &2 modo que todas esta esteja em forma do cam-
plexe enzima—-gubstrato, e, pertaﬁt&; a velocidade de rescao serd

determinads pela aissocimcEc 4o complexo enzima-substrato.

0 pH &timo pars a atividade de uma ensima pode experim-
mentar peguenas variscoes coan o substrato ou ¢om © taﬁpgﬁ ufili-

7880,

0 efeito 4o TH na estabilidade da enzima estd relacic—
nado com a estabilidade da proteina enzimdtica, ocorrendo inati-
vagan Ga enzime nos valores de pH, onde as proteinas enzimaticas

ge desnaturam.

3,5 =~ EFRITO DA TRI ERATURA WA ATIVIDADE ENZINATICA

A velocidade de uma reagas quimiecs depende ds energia
de ativacsn, ou sejs, energia potencial a ser adquirids pels mo-
1éecula pare gue experimente reagac. 3Jg & energia de ativacao de

£

wnz determinmda reacao e baixa, é facilmente stingida pelas nole~
culaa, de modo gue & reacas. $e processs multo rapidanente. As mo-
lécuias,.ne sigtema, gue adguiriram Q minimo de ensrgia necessa~
Tio pEra reagiren sao chzmadss moléculas ativadas., O catalizador
age, redéuzindo a.energia de ativacac e, assim, permitindo que &

remcao e realize mals rapidamente.

Um meior desenvolvimento no estudo do efeito da tempe-
rature na atividade enzimdtica foi cbtido guando se estabelecen
gue dois processos indepsundentes sao sinuliansamente influencia~
dos pela temperatura, nume reacho enzimética: uma agao da tempe=
raturse ne propriz velocidede de reacas, GO0 S€ ODESrVA el Uls
regohe gquimica guslguer, quands, entbo, & velocidede da reagso €
diretamente Praymrcieﬁal & ?&xi&gém da temperatura, 8 uns a§§& da
temperatura na in&tivagga da engimay & LERUEratura faveréﬁanﬁe g,
inativagio. Assim, em valores de temperatura abaixo do dtimo,

tem-ge wiz influéncia predominante da  fenparatuxs na yeloolidade
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4.5 - AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Realizads por método fotocolorimétrico, método de Lowry
(17), com leitura das densidades Oticas em eapectofotometro a 750
n4, e determinacio da atividede enzindtica em‘jgg de Tirosina,
con base ne curva padrac ds tirosinz {(Figura nf &), Do valor ob=-
tido em cada tempo, Toi descontado o valor 40 branco Lempo Zervs
4 afividade em,«%é de tirosina por ml de filtrado foi utilizada
para & determinagio da atividade especifica, unidade enzimatica

por grama de proteina,

4,6 - GOMPOSIGAO QUIMICA DA POLPA T DOS EXTRATOS

4 umidade foi determinada segundo método A.0.A.C (1),
proteinas pelo método Microkjedall,segundc A.C.4.C. (1%,e gordu-

ras pelo método de extxagiﬁ em Soxleth, segundo A.0.4.C. 1),

4,7 - PE30 LCLECULAR DOS BEIDRCLISADOS

L avaligcao do peso molecwlar dos nidrolisados Ffoi efe-
tuada por cromatografia de colunsa, utiligando-se Seyhadex G-50
(coarse) parve & gel-filtragzo, nas seguintes conGicoesvolume to-
21 da coluna igual a 50ce, amostras de 0,2 ml, fracoes coletadas
de 3 ml, razao de fluir igusl & 1,5 zl/nin, eluente -tampac de
Mellvaine pH 5,0 (18). 4s reagdes foram realizadas, utilizando-se
enzimas 4o sobrenadsanie Go8 5rf§ms digestivos da corving, &, COmO

substrato, albumins bovina (Figura nf 3.

Porem realizados craatograncs de hidrolisadces de albu~
ming por enzimas d&r sobrensdante do extrato do estimago e de hiw
drolisados de slbumina por enzimas do sobhrenadante do extrato 4o

- A . # P w g oa Fe s
egtomago, intestinsg, figado e geco RLIQIICO, gendo a hidrolise
pelo gstomago efetuada nas Talxs zoida, continuads por ineubagas

com o8 4rghos restantes ns faixa alcalina.

Pars obtencho dos nidrolisados de slbumina bovine pro-

cedeu~se & incubacas com o ecbrenadante 40 exITato do estomegc,
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5 =~ RESULTADOS, DISCUSSAC E CONCLUSOES

5,1 ~ PROVAS DA EXISTENCTA DE ATIVIDADE ENZIMATICA PROTEOLITICA

5,1.1 — Por determinacac do peso molecular dos hidrolisa-

dog

Comparov-se © pess molecular da slbumina bovina com ©
peso molecular de nidrolisados de albumins por enzimas d¢ apare—
1ho digestivo da corvina, determinaedo por fracionamento em coluna

de gél de Sephadex §-50 {coarss)

Poram realizados cromatogramas de hidrolisados de albu-

mina bovina pele sstdimage o de hidrolisados de slbumina bovina
- F o E e # s 2 -~ . - P ot

pelo conjunto de viscerss,  incluindo estomsgo, intestino, figado

e ceco pildérico, conforme deialhade em métodos, item 4,7. Para

aferican foram realizados igualmente cromatograma de albumina

bovina nao hidrolisads e croamstograna de tirozina pura.

Na Figura n® 10, feém—se crasatogramss da mistura albue-
wmina bovina com sobrenadante do extrato do estomago, antes da
rescao de hidrdlise (4), cromatogrsma de nidrolisado ds albumina
bovina pelo sohrenadante do exiratc 4o estomaego, por 30, 60 e 120
minutos (respeciivamente Eig B, e 333 e cropatograma ds tirosina
pura (D). Pode-se cbservar gue o hidrolisado constifuiu-se de uma
misture de peptidios de diversos pesos moleculares., O resultado
coincide oo o im&ia&&é ex literatura guando a hidrdélise e efe-
tuada por pepsina comerciali "A pepsina hidrolisa 10% ﬁﬁs'enlacea
peptidicos e, segundo a duracac 4o stague, © hidrolisado spresen-

ta peso molecular entre 600 e 3 000 (16,
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For possivel  olooryvar gue ¢ nidrolisado final eletuado
pelo estomago & pH 3 ssguids por nidrolise pelo intestino, Figado
p ¥ > oy " s Bea ol -}
e peco pilorice & pH & e constitudd
cular bvastante mals proxime & 1 500 gue & 30 000, Agudl ss nots
gue a varlaQss em pesos molevuwliares Qo8 pep
£ - . o - s AL
& pastgnte menor gque s obiids pela hidrolis

£To

Ha Figurs nt 12, ex 4, fexm~se cromestograzs de mistara
slouning vovina e scorensdents do extrsto do eslomagoe, auntsg (&
~ . = Fom . ’ : L. . ,
reacac de hidrolise, Zzm €, & O 4 respscilivanente, cromatograna do
L 2 )
nidrolissdo de slbumina  pele extrato comstitulde por estozago,
. . oy N . . . - 4 .
intestine, figado e ceco pilirico, por 90 & 180 minuitos {(sendo 60
. - . X - e . . - = A »
minutes correspondenites & nidrdlise pelo estomszo). Pode-za ob-
Lo . ¥ “ o F.. r» - .
gervar gus nat ha avanco no gren  de hidroliss de 20 para 1ol ni-
. o _ i | ) _ N
nutos, concludindo-se gue nes na vantagen de prossegull & resgac

por mais de 90 minubtes.
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mostrande apenas gue se fem um ouw wm grupo de enszimas 4o tipo das
chamsdas engimas scidas, tais como as catepsSinas e pepsins, Uma
ou um grupo de enzimss, cujo pH Otimo estd na zona neutra, tais
camo carboxipeptidase, glicil glicina hidrolase e una ou gruyoqda
enzinas denominzdas alcalinas, oomo tripaina, guinotripsina @

catepsinas alcalinas {(Tabela V).

Ouzervou-se que as enzimag digestives de peixe obtido
de barcos de pesca artesanal apresentaram atividades semelhantes
%8 obtidas de peixes de pesca industrial (Figura 18}, sendo que
os valores obtides para a aﬁividéde dee visceras da corvina de
pesca artesanal (em experimento de apenas uma repetiggé) se
aproximem bastante da médin des atividades das visceras da corvi-

na de pescaz industrial (em experimento de cince repefigaeﬁ)n

Tsso parece demonstrar gue nio hd necessidade de se
prepararen o5 extratos imediatemente apos a captnra do peixe,
desde gue este sejs mentide em gelo nos barcos de pesca ate o
desembarqus e processamento, Maior mimero de repetigoes com cor-
vinas obitidas  da pesca arbtesanal poderd comprovar essa cbserva-
cac.

Na Figurs 19 pode~se apreciar s influeéncie de cada S
ga0 na atvividade enzimdtica do conjunto de visceras da corvina
nos valorea de pH de mixima atividade nas trés regites, faixa

deida, zmone newitra e faixa alcalina,

Esse estudo foi realizado em duas repetigoes, tendo-se
wbilizado pera cada repetichoe wm lote de 40 eepdcimes de corvina
de peses artesansl, sendc cada lote provenientes de uma capiura.
As visceras foram tratadas conforme detalhado em método, item
3.2.2, tendo sido as reagoes enzimdiicas realizades mno préprio
dia do recebimento dos peixes, nos valéres de pH 3, 7 e U e @oh &8

demais condigoes de reacec especificadas ag'pé do grafico.

- . ' e & .
Observou—ge gue o principal Srgso responsavel pels ati-
vidade pa faixa dcida é o estlmago. O observado esté de acorde

com & Jliteratura com raferéneia & outros peizes. Kitemikado e
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valo (50~602C);

e} nas reagaes cam  extrato estomscsl a 6090, a8 polpa
adicionada no segundo estdgio da reacao nao experimentou hidrdli-
se, 0 que indica completa desnaturacac 4o extrato estomacal no

primeiro estagic da reacazo & essa temperatura;

f) o grau de desnaturagic dos diversos drgacs na tempe-
ratura de 508C, experimentado no’primeirc estagio da re&géo; var
ricu desde uma completa desmaturacac do extrato enzimético como
na reagac do extrato sstomacal a pH 3 (Pig.n® 22), aid wma rela-
tivamente pequens desnaturagga comoe & experimentvada peleo -extratc
do intestino a P 7 (Figen? £3) comparada com & experimentada pe—
los vérios Orghos nos valores de TH 3 e § (Fig n® 22, 24, B5 e
26}; |

g) a diferenca noc grau de desnaturacao enire as reacoes
realizadas a pH 7 e as realizadas & pH 3 ou a pH 8, como .expos-
to na obser?agga"antarior, provavelmenie se deve as cuﬁdigges
mais suaves de pH na zona neutrs, enguanto a pH 3 e a pH 9 se tem
condigles drésticas de pH associade As condigoes drésticas de

temperaturas

h} nas reagoes a 30 e a 408C com extrato do intestino &

o § ndo houve aumento brusco no grau de hidrdlise pela reposicao
de éubstrato, o que foi atribuido ac fate de s referida reﬁosiggo
ter sido efetusda em wn momento em que toda enzima esta?é'saturada”
com o substrato, pois, conforme indica a 'literatura, um aumento
na concentracio do substrato inflwi na velocidade da reagio, pri-
meiroe rapidemente e depois lentamente, _aﬁé o moemento em que tode
& enzima esté saﬁnra&a com O subatrato, gquando, enﬁéo, a veloei~
dade da reagac é independente de gualguer aumento na concentragao

do substrato (4)3

i) nas reagoes =a 6080 com extrate do intestino & pH 9

nao houve mumento brusco ne greu de hidrdlise pela reposigao de

substrato, ¢ que foi stribuide ao elevado grau de desnaturaqge

experimentado pela enzima no primeiro estaglo da reagao;
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Pirgging w2 100 /mi

:’3&

120
Tempo de recclo (min}

Convengoss :

¥ = Reac@o 4o extrato do estimago a pH 3 - 50%¢
o . e . £ nC

I = Reagao do extrato do intestino a pH 8 - 507C

a1 - o : -1 B3 o o o 3

¥ = Reacao do extrato do flgado a pH & - 407°C

7y
i

Reacio o ewtrato do ceco pillrico z pH 9 - 507¢

Crammomace ¢ by ey G SNZITE

1

1...1\-
&8
*

14 - Atividads enzimdtica dos exiratos do estimagoe, & in-
testine, do figedo e do ceoo

valores de ol o d8 temperatura ohimos
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g 2~ Atividode proteaiitica do extrato
= do estémago
g wm—e Butdiiss do exitroto do estdmogo -
.
@ {4
=
{} . . .

Tempo de reggde {min)

Condiges de reagao:

ES] = 1% proteina da polpa

[E] = 50% proteina do extxata/px;c;teina da polpa
pH = 3 : =
Temperatura: 40°¢ + 2

Tempo: 15,30, 45min

Fig. 15 - Comparacac entre a atividade proteclitica do estdma-

go e a autdlise experimentada pelc extratc nas mes-

mas condigoes:



/ng tirosing x {00/ mi

z@g tirosing » {00/ ml

Tempe de reacdo {min}

atvidode proteciitico do infssting

- Autdiise do intesting {bronce de polpal

1

15 | 30
Tempo de reosde {min)

Condicoes de reagao:

8]

i

1% proteina da polpa

ﬁij = 50% proteina do extrato/proteina da

o - .

Temperatura: 30°C + 2 pH 7 {em cima]
Pig., 15 .- Comparacao entre a atividade
tino da corvina e a sutblise

trato nas mesmas condicdes

prolpa
pd 9 {embaixo}-

proteciitica do intes-

i

experimentada pelo ex-
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£ 3 T
3 ¢ Repeticco -
K= T
£ - F ] Fo
f] .
& | g — £ I
<21 ]
i
F —
L
"]
[
Y
~a— C
s &
X
I
[ . <
b pH 3 11 pH T —i oM § i
T
.
4- L3
22 Repetipdo
T L
- g T
£ i c
8
- T
» 2 ]
=
a 1
et =
o]
=X .
E
£ ]
1 pH 7 ——] p—— pH 9
Condigbes de reagao: - Convengoes :
fs] = 1% proteina da polpa T = estSmage I = intestino

H

50% prot. extrato/prot. polpa F

il

figado C = ceco pldrico

(=]
T

= 50% + 2 t = 15 min. T = conjunto dos Srgaos
Fig. 1% -~ Orgdos responsdveis pela atividade enzimdtica do con-
junto de vigceras de corvina, nos valores de pH de

malor atividade
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i
&
= £0°C
o e e 309
=
&0 {20

Tempo de reapde (min)

Condigoes de reagio: pH 3
ES} = 1% prot./polpa fE':é = 30% prot. extrato/prot. polpa

Fig., 20 =~ Efeito da temperatura na atividade enzimitica do ex~

trate do estdmage da corvina.

Ay tirosing % 100 £ mi

Tempe ©& rceapio {min}

Condicoes de reacio: pH 7,0
fﬁﬂ = 1% prot. polpa [E] = 508 prot. extrato/prot. polpa

Fig. 21 -~ Ffeito de temperatura na atividade enzimadtica do in-

teghking da COrvVinsg.
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v 680 120
Tempo de resedo {min)
7 . 40%c
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2 £
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Condigoes de reagdo:

is]
=]

il

it

Tempo. de reagdo (min)

pH 3,0¢

1% proteina da polpa, 2% apds 43 minutos de reég&e

50% proteina extrat@/?tateiﬁa da polpa

trato do estdmago da corvina
Em cima: obtido com amostra de controle simples.

Embaixo: obtido com amostra de controle reconstitui-

da.

- Efeito da temperatura na atividade enzimBtica do ex~



50°C
7 Pl
_ 61 e
;f
£ ; . 40%¢C
& 5. E m'_m__\,.-v—w*"""w
& ,«’/ o T < / 60 °L
- s g
* o
é‘ - . EQQ{:
£ T 2P
& R . 7 ’
g f e
e P Al <t
o 2 ;/ i
< g
{- £
; . -
) A0 o t ¥ T — : T %
Q &0 20
Tempo de reagde {(min}
87
7+ .. BO°C
e 8” ,.’"M" ““““““““
£ "
2; s . AQRC
o . : &0+
w
=]
& k1o R
1]
&
e
=
]
=
H ] 1] E g T 3 "+
&0 120
Tempo ¢e raosto {(min)
Condigdes de reagao: pH 7,0

i = 1% prot. polpa, 2% apbs 45 min. de reagaoc
[E] = 50% prot. extrato/prot. polpa

Fig. 23 - Efeito da temperatura na atividade enzimitica do in-
testine & corvina
Pm cima: chtido com amostra de controle éimpias»
Embaixo: obtido com amostra de controle reconstitui-
da.
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£ 30°C
o
X
120
50 °C
'é
Sy,
o
174
*
g 85 °C
5]
o
£ . 30°C
- e 4QeC
o5
X
G : 120
' Tempe de reopdo (min) |
Condigdes de reagaon: pH 2
fs] = 1% prot. polpa, 2% apds 45 min. de reagdo
(€] = 50% prot. extrato/prot. polpa
Fig., 24 - Efeito da temperatura na atividade enzimatica do ex-

trato do intestino da corvina
Fm cima: obtido com amostra de controle simples.

Embaixc: ohtido com amostra de controle reconstitul~
da.
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Hyg tirosino x 100/ mi

O T T t T 7 ¥ ¥ 1
0 &0 120

Tempoe de recgdo {min}

Condigoes de reacgac: pH 9

&i = 1% proteina da polpa, 2% apds 45 minutos de reagao
&ﬂ = 50% protelna do extrato/proteina da polpa

Fig¢ 25 -~ Efeito da temperatura na atividade enzimitica do ex-

trato de figado da corvina
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7 50 °C
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e G0 BC

Mg tirosing x 100 /7 mi
i
H
¥
H
\
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O &0 120

Tempoe e reocslo {min)

CondicGes de reagac: pH 9

Is] = 1% proteina da polpa, 2% apbs 45 minutos de reacac

=]

[

H

50% proteina do extrato/proteina da polpa

Pig. 26 - Efeito da temperatura na atividads enzimatica do ex~

trato do ceco pildrico da corvina



TARBELA VI - Camparaggo entre a shividade protsolitica do extrato
do intestine, figado & ceco pildrico eaatividade da

tripeina comercial

Tmo ATI?E@E i ATI%?IDAZ}E % REI‘A"
(i) oA BSTUDADC (/g 1/ a1) CAC A TRIPSIFA CO-
: |  NERCIAL
. Extrato bruto 24,180 : 8%
15 Sobrenadante 52,286 184
Tripsina 299,059
Extrato bruto 42,108 11%
30 Sobrenadante 90,850 24%
Tripsing 382,162
Extrato bruto 650,591 15%
45 Sobrenadante 117,198 29%
Tripsina 403,841
Extrato brute 76,571 17%
' Sobrenadante 139,071 _ 30%

Tripsina ; 461,374
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TARELA VIT — Comparagazo entre a atividade proteciiiica do ex—
trato de visceras da corvina e a soma dam ativida-

des dos Orgacs componentes

- 30MA DAS ATIVIDA-
p§  TEMPO ATIVIDADE GLOBAL (G)

; Es pos creios (o) O/C
(U.E./g proteina) (U.8,/g proteina)
8 8 571,814 3 799,586 2,3
3,0 ' . '
15 5 543,130 2 639,810 2,1
8 . 10 717,809 6 901,023 1,6
740
15 & 924,807 4 882,561 1,5
8 14 177,686 ’ 9 456,550 1,5
9,0 o
15 g 482,424 “ § 109,444 1,6

TABELA VITI - Composigéo quimica Ga polpa e das visceras da cor— -

vina
PARTE DO PEIXE UMIDADE PROTEINA GORDURA
et omago . - 81,66% 15,59% 0, 50%
Intestino B4,16% 11,45% 1,65%
Fi{gado 79,77% 13,39% 4,05%
Ceco pilodrieo 84,65% 11,606 1,39%
Conj. de visceras 82,51% 12,874 . 1,80%

Polpa . 80,73% 17 ,46% 0,54%




Ry

~3

£

§ond

£.0.4,C. Official lLethods of  Analysis. Washington, Willdiam
Horwitz Charman, 1960,

BERGIIAN, ¥. A Glassificaticncﬁ’ﬁrotea?vtia enzymes. In: NOED,
PP, & WEADMAN, comp. Advances in enzimelogy. New York,
Interscience, 194Z2,

CROSTCN, C.B. Trypitic enzymes of chinoox galmon.Arch., Sio-
chem, Bicpnys, 89:202-6, 1961,

CONE, E.5. & STUHPF, P.E. COutlines of pilochenistry. 2.l lew
Yorx, John Wiley & Sons, 15867,

3

CUNKINGHAN, L. The structurs am& a%ﬂf&@i gm of action of pro—
teolyiic enzymes, Int TN & STCTE, H.s compe LoOmprehen—

sive Diochenisiry. Hew Yng? _1§550 VoelB, C&De3.

TIZOW, . & WEBB, B.0. Inzymes. Z.ed. London, Lemgmans, 19567,

Tne HOAR, W.3, & RATDALL,

EPPLE, &, The EZndocrine Pantreas.
Torik, Academic Press, 196G, v.d,

Tha ¥ .. M 1 o v W
Tode, Bish Fnygilolligy, Lew Lo

e
S il 5&

’“K”&IR Fe Figh Proteins. Ins AW3OH, ek gt alii. 15 ,_4‘(266
4 %
1 Proatein Chenlistyve. Hew Yors Academin
H

e
Vodiia

HAWK, P.B. et alii. Fractica) Frhisiclogical Chemisiry. Few
York, Me CGraw Hill, 1834,

™
Ny -

o T gt ey
:y BiS, DIoQUenRlEsTY 153

o

gnzvnes  kin etics, Ins

TRWIN, W.3. Effects of tempersiure @
ALvan o in  enzvmoliosy. New

AT W ' R IATTR T R T [a By
}'%' \.}E&} ® Fala &. £ .ﬁ?{fmﬂ"‘- g Shaw

York, Imterscience Fublishers, 1is Va e
JORRSTON, W.W, Some chareoteristics of the engrmes of the py-
1eric casca of cod and haddock. . zioi. Zoard Can. 38473~

.

5, 1937



13

14

15

16

17

18

19

23

22

23

24

2%
26

27

28

29

- T -

KARLSON, P. Bioaufmica. Rio de Janeiro,Guanabara Koogan, 1970,

KENYON, W.A. Digestive enzymes in poilkilotermal vertebrates.
Pisheries Bull, 41:101-200, 1925,

KREVZER, R. Technology of fish wtilizatiocn. In: FAQO Interna-
tional Symposium, 1964. '

16PEZ, J.C. Ensimologias. Barcelens, Editorial Cientifico-Mé~
dica, 1969,

LOARY, O.H. et alii., Protein measurement with the folin phenol
reagent. J. Biol. Chem, (193):265-75, 1951.

MORITA, T. & ASSUNPGAO, R. HManual de solucoes reacentes e
solventes. Séo Paulo, Zdgard Blucher, 1968, -

NEURATH, H. & BAILEY, X. [The proteins, chemistry, biological
activity and methods. New York, Acadenic Prsss, 1953, v.l.

WICOL, J.A. The Dbiology of marine animals, 2,ed. New York,
John Wiley & Sons, 1967. cap. 6.

WORTHRCP, J.H. e} alii. 1948. Cristalline ZInzymes. 2.ed, New
York, Columbia University, 1948.

THARMACTA PINE CHEVICALS. Sephadex gel~filtration in theory
and practice. Uppsala, 1966,

PHILIPS Jre, A Butrition, digestion and energy ubilization.
Tn: HOAR, W.S. & BANDALL, D.J. Eish phveiology. New York,
Academic Press, 1968, v.l. cap.T.

ROMER, A.S5., Anatonia Ccmparads (vertebrados) 3.ed. México In~
teramericans, 1962. ¢ap. 12 '

SCHULTZ, H.W. Food enzymes. London, AVI Publishing, 1960,

SIEBTERT, G.& SCHMITI, Fish Tisgue engimes and their role in
tne deteriorative changes in fish, (S.1.| 1564.

SLIWTHSKI, R. A. et alii. 4 Study of the proteclitic enzymes
in beef muscle. J. Agr. Food Ohem.,_g:7?8~§1, 1859,

SﬁITE, %.L. Proteclytic enzymes. In: SUNITER, B & KYABACH, K.,
comp. The Engymes, New York, Academic Press [s.d.] v.i.

STANSEY, M.E. & OSCOLT, H.S. Composicién del pescado. Im:
STARSRY, M.E. Teenologia de ls Industria Pesguersa. Zaragom
za, Acribia, 1957. CEDs 20,




oy e

- - . . " -
- ) kD g O o) el

.,j 1 s RN SR i o A0 arETOe G
- = ey - o

P O3 i—v‘8 ety T o e

e e A B e G el e et S

TOEGETE,

4 o el Tyt ¥ 3
Sd ity ot P ¥ oo ]

: . ket - o
ey oy i S
LeonnnGL jS’é._‘r S el

fad
e
i

LS

% - TORAZATA,

ot oo

[ g S

36w WALSH

fat
]
i

L]
€52
i




