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INTRODUCAO

Os peixes, diferentemente dos mamiferos, ndo possuem atividade de amilase
salivar, sendo a producdo desta enzima restrita ao pancreas e intestino, sobretudo em
animais onivoros e herbivoros (ALARCON et al., 2001), como é o caso do tambaqui
(Colossoma macropomum) e da tildpia nilotica (MOREAU et al., 2001; OLIVEIRA, 2011),
espécies onivoras, apresentando maior atividade enzimatica na regido dos cecos pildricos e
intestino proximal. Peixes carnivoros e os de 4guas frias apresentam limitada secrecdo e
atividade de amilase no trato intestinal, o que é suficiente apenas para digerir uma pequena
quantidade de carboidratos, atacando as ligacoes glicosidicas a-1,4 e produzindo a partir do
amido uma variedade de oligossacarideos. O aumento da producao de amilase pode ocorrer
em resposta a presenga de carboidratos ou de produtos da sua hidrélise no limen do trato
gastrintestinal (MOREAU et al., 2001).

As amilases sdo divididas em dois grupos: as endoamilases e as exoamilases. As
endoamilases catalisam hidroélises de forma aleatdria no interior da molécula do amido. Essa
acdo causa a formacdo de ramos lineares de oligossacarideos de cadeias de varios
comprimentos e dessa forma quebram as ligacdes glicosidicas a-1,4 presentes na parte
interna (endo) das cadeias de amilose ou amilopectina. A a-amilase é a endoamilase mais
conhecida. As exoamilases hidrolisam exclusivamente ligacdes glicosidicas a-1,4, como a (-
amilase ou ambas as ligacoes a-1,4 e a-1,6, como amiloglicosidase e glicosidase (GUPTA et
al., 2003).

A atividade amilolitica intestinal pode ser inibida pela acao de inibidores especificos
de a-amilase tipo I. O pH 6timo desta enzima varia de acordo com a espécie, entre 6 e 9,
enquanto a temperatura O6tima situa-se entre 25 e 55 °C - na tilapia nilética é de

aproximadamente 32 °C -, embora espécies como pargo (Pagrus pagrus) e sargo-alcorraz
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(Diplodus annularis) permanecam estaveis a temperaturas superiores a 60 °C (HIDALGO et
al., 1999; ALARCON et al., 2001; FERNANDEZ et al., 2001). O peso molecular desta enzima
vai variar de acordo com a origem em questdo, entre 10 e 210,00 kDa. As a-amilases
microbianas apresentam peso molecular entre 50 e 60,00 kDa, sendo que as a-amilases
bacterianas apresentam variagdo de 28 a 78,00 kDa e as a-amilases fangicas de 41 a 69,00
kDa. Em alguns peixes, como a dourada Sparus aurata (ALARCON et al., 2001), o peso
molecular da enzima é maior que 100,00 kDa. Este trabalho teve por objetivo avaliar a
atividade da amilase intestinal de alevinos de tilapias-do-Nilo (Oreochromis niloticus) expostas

ao Sulfato de Aluminio [Al>(SOs)s] em concentra¢des definidas de 1 e de 3 pg/mililitro.

MATERIAL E METODOS

Os animais utilizados foram provenientes da estacdo de aquicultura da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Para tanto, 90 peixes, machos e
fémeas, foram cultivados durante um periodo de 456 horas, sendo 120 horas de adaptacédo e
336 de exposicdo ao contaminante, em aquarios com 90 litros de 4gua, todos com
alimentacao ad libitum, troca dindmica da agua (80%) a cada 24 horas com reposicao do metal
nos aqudrios de exposi¢do, limpeza periddica para evitar sujidades e fotoperiodo de 12:12
horas. Os animais foram divididos em 3 grupos experimentais: grupo controle (sem
exposi¢ao ao metal): 10,28 cm; 22,13 g; 27,29 °C; pH 6,50; O.D. 80,48%; grupo exposto a 1
ng/mL de sulfato de aluminio [Al>(SO4)s]: 10,19 cm; 38,0 g; 27,38 °C; pH 6,13; O.D. 77,77%; e
grupo exposto a 3 ng/mkL de Alx(SOs)s: 10,48 cm; 24,0 g; 27,30 °C; pH 6,26; O.D. 76,75%. Apos
o periodo de cultivo, os animais foram sacrificados por choque térmico, suas visceras
intestinais foram coletadas, maceradas e homogeneizadas em tampao Tris-HCl 0,01M pH 8,0
com 0,9% de NaCl (p/v), obtendo-se o extrato bruto.

A atividade da amilase foi determinada utilizando-se amido 2% como substrato: 60
uL extrato bruto intestino foram incubados com 375 pL solugdo de amido e 375 uLL. 10 mM de
tampao fosfato pH 8,0 contendo 15mM NaCl a 25 °C. Apés 20 minutos, 3,5-dinitro &cido
salicilico (DNSA) foi adicionado a solugdo, sendo esta submetida a 100 °C por 10 minutos. A
absorbéncia utilizada para a leitura foi de 570 nm contra um branco preparado similarmente,
exceto que o extrato bruto da amostra foi substituido por tampao fosfato 10 mM. Atividade
enzimética foi realizada em triplicatas. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para hidrolisar 1 mg de maltose por miligrama de

proteina por minuto (BERNFELD, 1955).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho indicam inibicdo da atividade enzimética. Os
valores registrados foram de 100,0 + 0,32%; 87,21 £+ 5,76% e 60,20 + 3,95%, respectivamente,
para os grupos controle, exposto a concentracdo de 1 pg/mL e exposto a concentragdo de 3
ng/mL de sulfato de aluminio [Al>(SOy)s]. fons de Al3+, Ag?, Hg?*, Cu?*, Mn?*, Zn?*, Fe¥*,
Cd?, Pb2* e de Co?* sdo inibidores em potencial para esta enzima, enquanto Ca2*, K+ e Mg2*
ativam ou pelo menos conferem estabilidade para sua atividade (GUPTA et al., 2003;
OLIVEIRA, 2011). Os resultados sugerem uma nova ferramenta biomarcadora de exposi¢ao
ao aluminio. Para tanto, nossas pesquisas devem ser realizadas com outras espécies, a fim de

ampliar as informacdes acerca desta enzima e suas aplica¢des biotecnolégicas.

REFERENCIAS

ALARCON, FJ; MARTINEZ, T.F; DIAZ, M; MOYANO, F.J. 2011 Characterization of
digestive carbohydrase activity in the gilthead seabream (Sparus aurata).
Hydrobiologia, 445(1-3): 199-204.

BERNFELD, P. 1955 Enzymes of carbohydrate metabolism. Meth. Enzym., 1, 149-541.

FERNANDES, I, MOYANO, F.J; DIAZ, M.; MARTINEZ, T. 2001 Characterization of a-
amylase activity in five species of Mediterranean sparid fishes (Sparidae, Teleostei).
Journal of Experimental Marine Biology and Ecology, 262(1): 1-12.

GUPTA, R.; GIGRAS, P.; MOHAPATRA, H.; GOSWAMI, V.K.; CHAUAN, B. 2003 Microbial
a-amylases: a biotechnological perspective. Process Biochemistry, 38(11): 1599-1616.

HIDALGO, M.C.; UREA, E.; SANZ, A. 1999 Comparative study of digestive enzymes in fish
with different nutritional habits. Proteolytic and amylase activities. Aquaculture,
170(3-4): 267-283.

MOREAU, Y.; DESSEAUX, V.; KOUKIEKOLO, R.; MARCHIS-MOUREN, G.; SANTIMONE,
M. 2001 Starch digestion in tropical fishes: isolation, structural studies and inhibition
kinetics of a-amylases from two tilapias Oreochromis niloticus and Sarotherodon
melanotheron. Comparative Biochemistry and Physiology, Part B, 128(3): 543-552.

OLIVEIRA, V.M. 2011 Aplicagio de hidrolases de tildpias-do-nilo (Oreochromis niloticus) como
biomarcadores de exposicio ao aluminio. 77p. (Dissertagdo de Mestrado em Ciéncias

Biolégicas. Universidade Federal de Pernambuco).



