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RESUMO

A coagulagdo do leite é uma etapa bésica na producdo de todo queijo. O coalho de vitelo, que
possui como principal constituinte a quimosina tem sido amplamente utilizado para esta
finalidade, por apresentar alta especificidade de hidrdlise pela k-caseina. Em decorréncia do
aumento da demanda mundial de queijo e a escassez de coalho animal, tem se intensificado a
busca por fontes alternativas. Quimosina produzida através de microrganismos geneticamente
modificados provaram ser um substituinte eficiente, no entanto, a atencao tem sido voltada
para fontes naturais de peptidases que possam conferir caracteristicas diferenciadas ao
produto final. Diante disso este trabalho objetivou caracterizar bioquimicamente as peptidases
da polpa de noni (PPN), bem como avaliar seu potencial tecnologico e possivel aplicacao na
hidrdlise das proteinas do leite e na producdo de queijos. Para isso, PPN extraidas em tampao
fosfato de sdédio 50 mM pH 7,0, foi submetido a: (I) Ensaios de atividade proteolitica e de (II)
coagulacdo do leite variando-se as condi¢des do ensaio e os pré-tratamentos de PPN; (III)
Hidrolise da caseina total e k-caseina, analisadas ao longo do tempo através de SDS-PAGE,
em géis de 15% de poliacrilamida; (IV) Producdo de queijo tipo “coalho”. Peptidases da polpa
de noni apresentaram um pH 6timo de atividade em torno de 6,0 e temperatura 6tima de 50
°C, sendo inibida por iodoacetamida e E-64. Apresentaram baixa estabilidade em pHs
alcalinos e em temperaturas acima de 40 °C, apds incubacao por 30 min. Sob o efeito de fons
divalentes, a atividade proteolitica foi inibida por Mn, Co, Cu e Zn, no entanto, ndo foi
afetada por Fe, Mg e Ca, tampouco na presenga de NaCl, onde houve, inclusive, um aumento
significativo na atividade em todas as concentragdes testadas. Quanto a atividade de
coagulacdo do leite, houve uma reducdo nos valores de MCA (inglés, Milk-Clotting Activity)
quando essa atividade ocorreu na presenca de concentracdes acima de 60 mM de CaCl, e 0,1
M de NaCl. PPN foram capazes de hidrolisar os trés tipos de caseinas (o, e k), com f e k-
caseina apresentando maior susceptibilidade a degradacdo. Os produtos obtidos a partir da
hidrélise da k-caseina, realizados tanto com PPN quanto pelo coalho comercial (Coalhopar)
apresentaram massa de aproximadamente 16 kDa, provavelmente correspondendo ao peptideo
para-x-caseina. Os queijos produzidos com PPN e coalho comercial apresentam
caracteristicas semelhantes quanto aos valores de umidade, massa fresca e seca, diferindo no
tempo de coagulacdo. Coalhopar coagulou o leite em cerca de 3 min, enquanto que PPN
estendeu-se até 8 min. PPN apresentou um rendimento (m:m) cerca de 79,02 g de polpa de
noni para a producdo de cada quilo de queijo, o que equivale a massa inferior a de um fruto

inteiro.



Palavras-chaves: Peptidase cisteinica. Morinda citrifolia. Atividade proteolitica. Polpa.

Peptidases vegetais. Caseina. Coalho. Queijo.



ABSTRACT

Milk-clotting is a basic step in the production of the whole cheese. The calf rennet, which has
as the main constituent chymosin has been widely used for this purpose since it has high
specificity for hydrolysis of the k-casein. As a result of increased global cheese demand,
along with a reduced supply of calf rennet, it has intensified the search for alternative sources.
Chymosin produced by genetically modified microorganisms have proven to be an efficient
substituent, however, attention has been focused on natural sources of peptidases which may
promote different characteristics to the final product. Therefore this study aimed to
characterize biochemically the peptidases of the pulp of the fruits of noni, and evaluate their
technological potential and possible application in the hydrolysis of milk proteins and the
production of cheese. For this, PPN obtained in sodium phosphate buffer 50 mM pH 7.0 was
subjected: (i) proteolytic activity assays and (ii) milk-clotting by varying assay conditions and
pretreatments PPN; (Iii) Hydrolysis of the total casein and k-casein, over time analyzed by
SDS-PAGE in gels of 15% polyacrylamide; (IV) Cheese production type "rennet". PPN
peptidases have optimum pH activity around 6.0 and temperature 50 °C, inhibited by
iodoacetamide and E-64. They showed low stability at alkaline pHs and temperatures above
40 °C after incubation for 30 min. Under the effect of divalent ions, proteolytic activity was
inhibited by Mn, Co, Cu and Zn, however, it was not affected by Fe, Mg and Ca, either in the
presence of NaCl, where there was even a significant increase in activity in all concentrations
tested. The clotting activity, a reduction in the MCA (Milk-Clotting Activity) values when
that activity occurred at concentrations above 60 mM CaCl2 and 0.1 M NaCl. PPN was able
of to hydrolyse the three types of casein (a, B and k). B- and k- casein showed greater
susceptibility to degradation. The products obtained from the hydrolysis of the Kk-casein
performed either by PPN as the commercial rennet (Coalhopar) had a mass of approximately
16 kDa, probably corresponding to the peptide para-k-casein. The cheeses produced by PPN
and commercial rennet have similar characteristics as the moisture values, fresh and dry mass,
differing in clotting time. Coalhopar coagulated milk in about 3 min, while PPN extended to 8
min. PEN showed a yield (w:w) to about 79.02 g of noni pulp for the production a kilogram

of cheese, which is equivalent to a mass of less than whole fruit.

Keywords: Peptidase cysteine. Morinda citrifolia. Proteolytic activity. Pulp. Vegetable

peptidases. Casein. Rennet. Cheese.
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17

1 INTRODUCAO

1.1 Enzimas: Visao Geral e Aplicacoes Biotecnoldgicas

Enzimas sao moléculas bioldgicas e em sua grande maioria, excetuando algumas
moléculas de RNA chamadas de ribozimas, sdo de natureza proteica. Produzidas por todos os
organismos vivos, conservaram durante a evolu¢do sua funcio, bem como a integridade dos
sistemas bioldgicos. Sdo definidas como biocatalisadores que regulam a velocidade com que
as reacdes bioquimicas ocorrem nos organismos (ILLANES, 2008).

Atuam de forma altamente especifica com seus substratos. A rea¢do enzimatica
ocorre no interior dos limites de uma cavidade na enzima chamada sitio ativo, onde a
molécula que se liga a essa regido é contornada com residuos de aminoacidos cujos grupos
substituintes se ligam ao substrato e catalisam a sua transformacido (NELSON; COX, 2011).

A palavra enzima ¢ derivada dos termos grego en (que significa “dentro”) e zima
(que significa “levedura”) e foi primeiramente utilizado pelo fisiologista Wilhelm Kiihne em
1878, ao observar a habilidade apresentada por leveduras em produzir alcool a partir de
acucares (ROBINSON, 2015).

As enzimas estdo presentes em todos os organismos vivos, desempenhando um
papel fundamental na conversdao da luz ou da energia das ligacdes quimicas em ATP na
transformacdo de nutrientes contendo carbono e nitrogénio em metabdlitos utilizaveis pelas
células, na replicacdo e expressdo da informacao genética e na deteccdo e transducio de sinais
quimicos externos a célula (DEUTCH, 2007).

A atividade enzimatica pode ser afetada por diversos fatores, como pH e
temperatura, podendo induzir mudancas reversiveis e irreversiveis na estrutura da proteina. A
maioria das enzimas tem um pH O6timo caracteristico, onde ocorre a maxima velocidade da
reacdo catalisada, e observa-se um declinio em valores inferiores ou superiores a este ponto
(ROBINSON, 2015). Desde 1956, o Nomenclature Committee of the International Union of
Biochemistry and Molecular Biology (NC-IUBMB) tem sido responsavel pela nomeacdo e
classificacdo das enzimas. Essa classificacdo é realizada de acordo com o modo de catalise
exibido pela molécula, desconsiderando sua estrutura. Portanto, uma enzima pode pertencer a
mais de uma classe, caso possua a capacidade de catalisar duas ou mais reacoes (CORNISH-
BOWDEN, 2014). Na tabela 1 estdo listadas as classes enzimaticas e os tipos de reagdes

catalisadas por elas.
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Tabela 1 — Classificagdo de enzimas e tipos de reagdes de catalise.
CLASSE ENZIMATICA TIPO DE REACAO CATALISADA

EC 1: Oxirredutases Reacdes de transferéncia de elétrons de uma molécula a outra.

Transferem um grupo de d&tomos de uma molécula a outra ou de

EC 2: Transferases uma posicdo numa molécula a outra posicio na mesma

molécula.

) Cartalisam reacdes de hidrélise, nas quais grupos funcionais sdao
EC 3: Hidrolases _
transferidos para a gua.

Liases catalisam a adi¢do de grupos funcionais a duplas liga¢des
EC 4: Liases de uma molécula ou a formagdo de ligacdes duplas por meio da

remocao de grupos funcionais.

Catalisam a transferéncia/reorganizacdo de atomos dentro de
EC 5: Isomerases
uma mesma molécula.

Promovem a formacdo de ligagdes covalentes entre moléculas
. em processos de biossintese por rea¢do de condensagdo acoplada

EC 6: Ligases ) ) o
ao consumo de ATP, tornando esse tipo de enzima dificil de ser

aplicada comercialmente.

Fonte: Adaptado de Novozymes (2015).

A descoberta da primeira enzima estd descrita no trabalho de Payen e Persoz
(1833), onde uma amilase foi isolada a partir de cevada e posteriormente observada a
atividade catalitica da conversdao de amido em agtcares. Anos apds essas descobertas, técnicas
de panificacdo comercial e producdo de cerveja foram desenvolvidas, bem como a producao
de enzimas fermentativas no inicio do século 20 (CUESTA, 2014).

Em decorréncia de sua elevada seletividade e especificidade, as enzimas vem
sendo continuamente utilizadas em diversos processos industriais, em substituicdo aos
processos quimicos convencionais, pois além de requerer menor custo, em decorréncia da
possibilidade de sua reutilizacido, e menor geracdo de residuos poluentes, ainda apresentam
desempenho superior quando comparadas ao uso de produtos quimicos (COMYNS, 2009)

As enzimas comumente sao utilizadas em quatro campos de comércio e
tecnologia: como catalisadores industriais, agentes terapéuticos, reagentes analiticos e
ferramentas para manipulacdo genética (ROBINSON, 2015). Os recentes avancos
tecnoldgicos, bem como o cuidado com o meio ambiente, t€ém tornado obsoletos alguns
processos industriais, tendo as enzimas, ganhado espaco no mercado em alguns desses

processos. A figura 1 demonstra o crescente investimento mundial da utilizacdo de enzimas
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em alguns segmentos, sdo eles: de enzimas técnicas, destinadas principalmente aos setores de
produtos de limpeza, téxtil, de couros, de alcool como combustivel e de papel e celulose; de
enzimas alimentares e de bebidas; dentre outros, como por exemplo, para ra¢do animal. A
maior utilizacdo de enzimas em processos industriais € justificada pelo fato de serem

moléculas de origem organica e sdo biodegradaveis, tendo assim, baixo impacto ambiental.

Figura 1 — Receita global do mercado de enzimas industriais
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Fonte: Adaptado de BCC Research (2016).

A demanda mundial de enzimas e suplantada por cerca de 12 grandes
fornecedores e outros 400 em menor escala. Aproximadamente 75% do total de enzimas sao
produzidas por trés grandes companhias como a Novozymes (Denmark), DuPont (através da
aquisicdo da empresa dinamarquesa Danisco em maio de 2011), e Roche (Switzerland) (LI, et
al., 2012).

O mercado global de enzimas industriais movimentou quase US$ 4,5 bilhdes em
2012 e quase US$ 4,8 bilhdes em 2013. Estima-se que esse mercado tenha um crescimento
anual de 8,2% de 2013 a 2018, resultando em um montante de até US$ 7,1 bilhdes em 2018
(BBC Research). Dentre essas enzimas industriais, as hidrolases se destacam por ocuparem
cerca de 75% do mercado total de enzimas, tais como peptidases, lipases e amilases
(SHEORAN; DHANKHAR, 2016).

1.2 Peptidases (EC 3.4): Aspectos bioquimicos e fisiolégicos
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Genericamente, segundo a definicdo descrita por Barret (1994), acrescidas com
colocagdes de Berg et al. (2002), Nelson e Cox (2011), peptidases sdo enzimas que catalisam
a hidrélise da ligacdo peptidica, tendo como produto a liberacio de peptideos e/ou
aminoacidos. A reacdo de hidrdlise da ligacdo peptidica é um processo termodinamicamente
favoravel, porém de cinética lenta, tendo as peptidases papel catalitico nesse processo (BERG,
2002). Comumente, sua cadeia polipeptidica contém um segmento de ativacdo de 2 a 100
aminoicidos, tornando esse precursor inativo, também denominado de zimogénio,
necessitando da hidrélise deste fragmento para se tornar cataliticamente ativa e com isso
prevenir uma degradacao proteica indesejada (KHAN; JAMES, 1998).

As peptidases (EC 3.4), também denominadas de peptideo hidrolases ou
simplesmente peptidases. Devido a existéncia de uma grande variedade de peptidases, estas
sdo agrupadas em clas e familias, que atualmente contam com 60 clas e 277 familias
(MEROPS Database). As familias derivam de um mesmo ancestral comum e compreendem as
peptidases que apresentam alto grau de identidade na sequéncia de aminoicidos da regido
responsavel pela atividade catalitica. J4 as peptidases de um mesmo cla pertencem a um
conjunto de familias que evoluiram a partir de um unico ancestral comum, no entanto,
divergiram de tal maneira que a andlise por comparagdo da estrutura primaria ndo pode ser
comprovada (RAWLINGS; BARRET, 1995).

Podem ser classificadas de acordo com a regido da cadeia polipeptidica que
clivam, em: exopeptidases (3.4.11-19) e endopeptidases (3.4.21-99) (Figura 2B e 2C). Outra
classificacdo, de acordo com o pH em que apresentam maior atividade catalitica, € citada em
alguns trabalhos, onde: peptidases 4cidas apresentam maior atividade na faixa de pH 2,0 —
6,0, neutras de 6,0 — 8,0 e alcalinas de 8,0 — 13,0 (RAO et al., 1998; VERMELHO et al.,
2008).

As exopeptidases clivam ligacdes peptidicas nas extremidades da cadeia
polipeptidica liberando um tnico aminoacido, di ou tripeptideo. Se a clivagem da ligacao
peptidica ocorre na por¢ao anino- ou carboxi-terminal, essas enzimas podem ser classificadas
em aminopeptidases ou carboxipeptidases, respectivamente. As endopeptidases catalisam a
hidrélise dentro da cadeia liberando peptideos, podendo em alguns casos desencadear
processos de digestdo proteica, sendo esses peptideos alvos de exopeptidases (Figura 2)
(RAWLINGS et al., 2010).

Figura 2 — Mecanismo de catélise quanto ao modo de clivagem dos substratos por peptidases.
Modelo estrutural das endo e exopeptidases e representacdo esquemdtica de uma

endopeptidase acoplada ao seu substrato.
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Fonte: Modificado de Turk, 2006.

Outra subdivisio pode ser empregada as endopeptidases, levando em
consideragdo o grupo reativo no sitio catalitico da enzima, dentre as principais podemos citar,
as serino-peptidases (EC 3.4.21) possuem um unico residuo de serina no sitio catalitico, as
cisteina-peptidases (EC 3.4.22) dispdem de um residuo de cisteina, as aspartico-peptidases
(EC 3.4.23) possuem dois residuos de acido aspartico no centro catalitico sendo classificadas
em peptidases asparticas tipicas, peptidases asparticas atipicas de acordo com a sequéncia
génica e estrutura da proteina e, por fim, as metalopeptidases (EC 3.4.24) necessitam de ion
metalico para exibir atividade catalitica (Figura 3) (RAO et al., 1998; VERMELHO et al.,
2008). O mecanismo catalitico pode ser determinado diretamente através da reatividade da
enzima em relacdo a inibidores de residuos de aminodcidos na regido do sitio ativo (LI;
YANG; SHEN, 1997).

As cinco principais classes cataliticas de proteases usam dois mecanismos

cataliticos fundamentalmente diferentes para estabilizar o intermediério tetraédrico da reacio
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de hidrolise. Nas peptidases serinicas, cisteinicas e treonina, o nucleéfilo do sitio catalitico faz
parte de um aminodcido (catalise covalente), enquanto que nas metalopeptidases e peptidases
asparticas o nucle6filo € uma molécula de dgua ativada (catlise ndo covalente). Na catélise
covalente, as histidinas funcionam normalmente como uma base, enquanto que na catalise nao
covalente os residuos Asp ou Glu e o zinco (metalopeptidases) servem como 4cidos e bases.
Outra diferenca entre os dois grupos € na formacdo dos produtos da reacdo a do intermediario
tetraédrico, o qual para cisteina e serina peptidases requer um passo intermediario adicional

(intermedidrio acil-enzima) (Figura 2A) (TURK, 2006).

Figura 3. Sitios ativos de peptidases vegetais e de veneno de cobra. A) Metalopeptidases; B)
Serino-peptidases; C) Aspartico-peptidases; D) Cisteino-peptidases. (@) oxigénio, (@)
nitrogénio, () zinco, (®) enxofre, () carbono, (O) hidrogénio (COSTA et al., 2010)
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As peptidases sdo moléculas ubiquas, sendo encontradas em todos 0s organismos,
nos quais sdo codificadas por cerca de 2% dos genes (RAWLINGS; MORTON; BARRETT,
2006), desempenhando diversas fun¢des fundamentais a manutenc@o de processos bioldgicos,

tais como, processamento proteolitico de histonas (AZAD; TOMAR, 2014), mecanismo de
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apoptose (ROBERTSON et al., 2016), vias do sistema imunolégico desempenhando fungdes
relevantes na inflamacdo (SAFAVI, 2012), cascata de coagulacdo sanguinea (CHAPIN;
HAJJAR, 2015), transdugdo de sinal via proteina G (MOSS 1II et al., 2015), crescimento
tumoral e processo metastatico (DUFFY; MCGOWAN; GALLAGHER, 2008). Ocorrem
tanto intra como extracelularmente, e a regulacdo da atividade proteolitica é um fator
importante, inclusive, na aplicacdo como agentes terapéuticos, como € o caso da utilizacao
dos fatores de coagulagdo recombinantes (FVIII, FIX e FVII) no tratamento de paciente
hemofilicos.

Nas plantas, assim como em todos os organismos, as peptidases possuem grande
destaque no “turnover” de proteinas nao funcionais em aminoacidos, bem como, importantes
reguladores (ESTELLE, 2001), adicionalmente, estudos apontam para o envolvimento de
peptidases serinicas como reguladores de respostas de defesa, promovendo uma maior
expressao de genes que codificam proteinas PR (Pathogenesis-related) que atuam diretamente
no mecanismo de defesa contra agentes patogénicos (LIU ef al., 2008). Van der Hoorn (2008)
relata o envolvimento de metalopeptidases na nodulacio, termotolerancia, meiose e que
peptidases asparticas promovem uma maior sobrevivéncia celular durante a gametogénese e
embriogénese.

O papel bioldgico das peptidases de plantas sdo supreendemente diversos e
importantes em seus diferentes estadios de desenvolvimento, desde a meiose, sobrevivéncia
do gametodfito, formacdo de camadas da semente, desenvolvimento de estdmatos e
cloroplastos, no reconhecimento de patdégenos, até na floracdo e ramificacdo. Por esse motivo
a ocorréncia de mutagdes em genes que codificam essas proteinas sdao frequentemente letais a
planta (Van der Hoorn, 2008). Em sistemas vegetais, essas enzimas sdo reguladas pela
manutencdo na forma de zimogénios ou, ainda, por combina¢do com inibidores, preservando-as
em sua forma inativa (KULKARNI; RAO, 2009).

Dentre as peptidases vegetais, as do grupo cisteina representam aproximadamente
16% do total de sequéncias depositadas, de acordo com a distribuicdo citada em 2004 para
genes de cisteino-peptidases em Arabidopsis (SCHALLER, 2004).

A estrutura tridimensional de cisteino-peptidases (por exemplo, papaina)
apresentam dois dominios: L (C-terminal) e R (N-terminal), e o sitio catalitico dessas
peptidases encontra-se na reentrancia formada entre os dominios. O residuo de cisteina
encontra-se no dominio L. e o de histidina no dominio R (McGRATH, 1999). Em algumas
familias de cisteino-peptidases um residuo de glutamina e asparagina auxiliam na formacdo

da cavidade do oxianion. A glutamina estabiliza a estrutura tetraédrica intermediaria durante a
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hidrélise do substrato e a histidina orienta o anel imidazélico (RAWLINGS, BARRET, 2000).
O estado ionizado do residuo de cisteina nucleofilico no sitio ativo € independente da ligacao
do substrato (POLGAR; HALASZ, 1982).

O mecanismo de ag@o das cisteino-peptidases usualmente ocorre em dois passos:
acilagdo e desacilacdo. Primeiramente hé o ataque nucleofilico do grupo tiol (Cys ** -papaina)
do sitio ativo ao carbono da carbonila do substrato. O ion imidazoélico protona o nitrogénio da
ligacdo peptidica. Com o rompimento dessa ligacdo peptidica forma-se o intermediario acil-
enzima e o primeiro produto € liberado (N-terminal). Em seguida, a his'*® desprotona uma
molécula de 4gu, que ataca o carbono da carbonila da cisteina ligada ao intermediario,
resultando no produto C-terminal e na regeneracdo da enzima (desacilacdo) (RAO et al.,
1998).

As cisteino-peptidases podem ser inibidas por agentes alquilantes do grupo tiol, como
o iodoacetato e clorometilcetonas, por complexantes do grupo tiol, como compostos organicos
inorganicos que contenham merctrio e fons de metais pesados, e inibidores de natureza proteica
(OTTO; SCHIRMEISTER, 1997). Dentre os inibidores de cisteino-peptidases podemos citar o E-
64, descoberto nos anos 70, que utiliza um grupo epoxisuccinil para interagir covalentemente com
o enxofre reativo do sitio ativo (HANADA et al., 1978).

Dentre as cisteino-peptidases vegetais mais estudadas estdo as extraidas de plantas
tropicais, como Carica papaya (papaina, quimopapaina, caricaina, glicol endopeptidase),
Ananas comosus (bromelina de frutos, bromelina de caule, ananaina, comosaina) e Ficus

glabrata (ficina), por possuirem uma consideravel importancia comercial.

1.3 Aplicac¢ao biotecnologica das peptidases

Peptidases de plantas tem sido utilizadas desde os tempos antigos, como ilustrado
nos escritos homéricos, onde o latex da figueira ja era utilizado na coagulacdo do leite para a
fabricacio do leite e utilizado também como anti-helmintico, assim como o suco do abacaxi (.

As peptidases constituem um dos grupos mais importantes de enzimas com
aplicacdes em diversos processos industriais, perfazendo aproximadamente 60% do total de
enzimas no mercado (ZAMBARE; NILEGAONKAR; KANEKAR, 2011). Sao extensamente
utilizadas como aditivos em detergente, nas industrias alimenticia, farmacé€utica, téxtil e
curtume, sendo essa ampla aplicabilidade devido a diversidade de especificidades na acao

hidrolitica (LI et al., 2013).
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Dentre as peptidases caracterizadas na literatura, as de origem vegetal tem tomado
grande espaco em industrias farmacéuticas e biotecnolégicas. Apresentam baixo de custo de
producdo e vasta gama de especificidades proteoliticas, Além disso , apresentam resisténcia a
variacdo de temperaturas e valores de pH (FEIJOO-SIOTA; VILLA, 2011).

De acordo com o site da empresa Novozymes (http://www.novozymes.com), a
inddstria de curtume é uma das mais tradicionais e, como em outras industrias, a procura
pelos produtos tem aumentado juntamente com as exigéncias na fabricacdo, sendo necessarias
algumas adaptacdes e/ou inovagdes nos processos de fabricagdo, bem como no tratamento dos
residuos gerados pelos processos, melhorando a producio, qualidade do produto e diminui¢ao
dos impactos ambientais, estando assim, as peptidases inseridas nesse contexto.

Uma das utilizacdes de peptidases neste segmento industrial é na degradacao de
residuos solidos, sendo um destes o “animal flashing”, material rico em proteina e que
comumente, sao necessarios diferentes tratamentos quimicos e térmicos para sua degradacdo.
Tendo a utilizacdo de peptidases, redugcdo de energia e tempo gasto no processamento deste
residuo (AHMAD; ANSARI, 2013; GODECKE; RODRIGUES; NAIME, 2012).

Outra grande 4rea industrial que utiliza as peptidases em processos € a
farmacéutica, aplicando essa classe de moléculas de diversas formas. A utilizagdo de
peptidases por outras areas, alimenticia por exemplo, necessitam da produgdo em grande
escala e eficiéncia com pouco processamento. J4 na farmacéutica, as peptidases sao
requeridas em poucas quantidades, aja vista a necessidade de longos processos de purificacao
(FELIX; NORONHA; MARCO, 2004). Possuem aplicacdes no preparo de medicamentos na
forma de pomadas, no preparo de solugdes para limpezas de dentaduras e lentes de contato
(SAWANT; NAGENDRAM, 2014). Queratinases sdo exemplos de peptidases aplicadas a
farmacéutica por serem moléculas eficientes no tratamento de dermatofitose e psoriase,
podendo também auxiliar no processo de cicatrizacio (BRANDELLI; DAROIT; RIFFEL,
2010).

Grande parte de peptidases comerciais sdo destinadas para producdo de
detergentes. O primeiro detergente contendo protease foi comercializado em 1960, utilizando
subtilisinas de Bacillus licheniformis, mas seu uso na inddstria de detergentes foi proposto
pela primeira vez em 1913 (SAEKI er al., 2007). As proteases alcalinas sdo as mais
apropriadas como aditivos detergentes, uma vez que as enzimas hidroliticas agem a pH
altamente alcalino (ANWAR; SALEEMUDDIN, 1998). As subtilisinas sdo as peptidases

mais estudadas para o desempenho de lavagem, levando-se em consideracdo sua resisténcia
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aos oxidantes quimicos e atividade em diferentes temperaturas, caracteristicas importantes
para o uso de peptidases como aditivo em detergentes (SAEKI et al., 2007).

Na industria alimenticia as peptidases podem ser utilizadas a fim de causar
mudancas nas propriedades funcionais de proteinas alimentares, podendo alterar
caracteristicas como: solubilidade, gelificacdo, emulsificacdo e formacdo de espuma. Em
alguns casos, essas mudangas ocasionadas pela hidrélise podem resultar na diminuicdo da
alergenicidade de algumas proteinas. Muitas proteinas necessitam de altos graus de hidrélise
para alterar a sua alergenicidade. Portanto, ndo € qualquer peptidase que pode realizar este
efeito. Além disso, um baixo grau de hidrdlise pode agravar a reatividade por exposi¢ao de
epitopos presentes no interior das cadeias polipeptidica (TAVANO, 2013). A protedlise pode
resultar, inclusive, na liberagcdo de peptideos bioativos, que sdo definidos como fragmentos de
proteinas especificas que exercem um impacto positivo nas fungdes do corpo e pode
influenciar na saide (KITTS; WEILER, 2003).

Sdo amplamente utilizadas na industria de panificacdo, sendo possivel encontrar
diversos trabalhos na literatura empregando estas biomoléculas na producdo de pao. Apos a
adicao de peptidases no processo de fabricacido do pdo, em alguns casos retarda o processo de
envelhecimento e melhora a consisténcia da massa do interior do pao, tendo assim um produto
final de melhor qualidade (LINKO; JAVANAINEN; LINKO, 1997, HUTTNER; ARENDT,
2010; LI et al., 2016).

A producio de cerveja € um processo bem estabelecido e tradicional, mas esses
fatos ndo o isentam de melhorias, havendo no mercado atual a constante busca pela
otimizacdo do processo. A utilizacdo de peptidases na fabricacio de cerveja é um exemplo de
aperfeicoamento desse processo, sendo empregadas para a obten¢do de maior rendimento e
reducdo de perdas e tempo de maturacdo. Alguns dos produtos aromatizantes derivados de
leveduras sdo derivados do processamento de acticares e aminodcidos, estando as peptidases
envolvidas na metabolizacdo de aminoécidos, podendo liberar para o meio, compostos que
favorecam maior palatabilidade da cerveja (PIDDOCKE, 2011; MERZ et al., 2015).

No entanto, a maior aplicacio de peptidases dentro da industria de alimentos € na
producdo de queijo (KUMARI; SHARMA; JAGANNADHAM, 2012). Em decorréncia da
acdo das proteases, incluindo a coagulagdo, caracteristicas importantes como sabor e textura,
podem ser significativamente alteradas de acordo com a razao de hidrélise durante o processo
de maturacdo do queijo (McSWEENEY, 2004).

1.4 Producao de queijo
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1.4.1 Coagulagao do leite

As proteinas do leite bovino comumente se dividem em dois grupos: as proteinas
do soro, especialmente a-lactoalbuminas (o ; € a ;) e B-lactoalbuminas, e as caseinas, que se
organizam em forma de micelas e originam particulas coloidais. As caseinas sdo
fosfoproteinas, com o grupo fosfato, em alguns casos ligado a serina em diferentes regides da
cadeia polipeptidica, conferindo um carater anfipatico a essas moléculas. Possuem formato
globular e sdo insoldveis em pH 4,6 a 20 °C (ROBINSON; WILBEY, 1998).

As caseinas correspondem a 80% do total de proteinas presentes no leite e suas
micelas resultam da combinagdo de trés tipos proteicos, a- (0 € 0s2), B- € K-caseina (Figura
3A). A x-caseina difere das demais por possuir apenas um grupo fosfato e por possuir uma
regido glicosilada composta por trés monossacarideos, que podem ser galactose, N-acetil-
galactosamina ou acido N-acetil neuraminico (SGARBIERI, 2005). Essa proteina exibe uma
alta solubilidade em 4gua, além de apresentar pouca afinidade por célcio, e desse modo,
interage hidrofobicamente formando uma camada protetora ao redor das caseinas que se
ligam fortemente ao célcio (asl-, as2 e B-), evitando a precipitacdo dessas e conferindo
estabilidade as micelas (CRABBE, 2004). A presenca dos filamentos na extremidade c-
terminal da k-caseina na superficie da micela previne a agregacdo de outras submicelas e
também ¢ responsavel pela estabilidade da micela contra floculag@o no leite devido a repulsio
eletrostatica e impedimento estérico (WALSTRA, 1999).

Anadlises de microscopia eletronica mostraram que as micelas de caseina possuem
uma superficie desigual e sdo construidas a partir da unido de submicelas (Figura 3B), embora
o modelo da estrutura ainda nio tenha sido totalmente elucidado (FOX; BRODKORB, 2008).
De acordo com Cheftel er al. (1989) as caseinas sdo classificadas em o4;-caseina, nao
possuem cisteina e apresentam maior susceptibilidade ao efeito de peptidases; as-caseina,
altamente hidrofilica, fosforilada e sensivel ao calcio ionizdvel; B-caseina, apresenta maior
quantidade de prolina, ficando mais suscetivel as peptidases em baixas temperaturas e -

caseina, proteina de pequeno tamanho e sofre pouco efeito do calcio livre.

Figura 4 — Estrutura micelar das caseinas. (A) Desenho esquematico — 1: submicela, 2:
cadeias proteicas, 3: fosfato de célcio, 4: k-caseina, 5: grupos fosfato (B) Eletromicrografia de

uma micela de caseina individual.
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Fonte: Dalgleish, Spagnuolo e Goff (2004)

A coagulacdo do leite € a etapa fundamental na producdo de queijos e é realizada
em duas etapas, podendo ser afetadas por qualquer variacdo quimica no ambiente. Na
primeira fase ocorre a clivagem da k-caseina e a segunda fase consiste na coagulacdo das
micelas de caseina que foram desestabilizadas ap6s a protedlise (YEGIN et al., 2011). Com a
clivagem, a- e B-casefnas sdo liberadas do interior das micelas e precipitam na presenca de
calcio formando o codgulo (FOX et al., 2000; SGARBIERI, 2005; ABREU, 2005). De acordo
com o processamento sofrido pelo codgulo, diferentes tipos de queijos poderao ser produzidos
(SARDINAS, 1972).

O célcio € importante no processo de coagulagdo, pois funciona como uma ponte
entre as micelas, criando condi¢des isoelétricas favoraveis para que isso ocorra (CRABBE,
2004; MERHEB-DINI et al., 2010). Quando esse ion se encontra em baixa concentracdo no
leite a coagulacdo se da de forma lenta e o codgulo formado ndo € firme, contudo, em
concentracdes adequadas de cdlcio o codgulo se torna mais compacto, flexivel, impermeavel e
contratil, condi¢des que permitem que a massa do queijo suporte as etapas do processo de
fabricacdo (BONATO et al., 2006).

Viérios fatores podem influenciar no processo de coagulacdo do leite, incluindo
pH, temperatura, forca idnica, concentracdo de enzimas, presenga de sais e o tipo de
coagulante. Trata-se de uma reacdo dependente do pH, ocorrendo geralmente pH 6,3 - 6,6. A

taxa de coagulacdo aumenta com a temperatura, desde que a enzima seja estavel. O tipo de
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coagulante exerce grande influéncia no rendimento dos queijos, que acaba sendo reduzido
quando em condi¢des de alta atividade proteolitica. Contudo, esse problema pode ser

minimizado por meio da padroniza¢do do tempo de coagulacdo (LUCEY; KELLY, 1994)

1.4.2 Coalhos e coagulantes

Por defini¢do, na industria de queijo o termo coalho refere-se a enzima obtida do
abomaso de animais ruminantes, que se trata de uma combinac¢do de renina, ou quimosina
(EC 3.4.23.4) e pepsina (EC 3.4.23.3). As enzimas usadas para a coagulagdo do leite que nao
sdo obtidas de outras fontes alternativas sio denominadas coagulantes (ANDREN, 2002).

A escolha do coagulante é importante, pois o uso de peptidases com elevada
atividade proteolitica e baixa especificidade pode resultar em uma taxa de hidrolise excessiva,
liberando pequenos peptideos contendo residuos hidrofébicos que irdo conferir sabor amargo
ao queijo, além de minimizar sua vida util e rendimento (FOX & LAW, 1991; GAJO et al.,
2012).

A quimosina é uma peptidase aspartica conhecida por promover protedlise
limitada da caseina, e por este motivo, a mais utilizada para a coagulacdo do leite. Esta € uma
caracteristica desejavel na escolha de substitutos para o coalho (FOX et al., 2000). O pH
6timo para a atividade da quimosina é 5,8 e a temperatura varia entre 30 a 50 °C. E
relativamente estavel a temperaturas de até 50 °C (KUMAR et al., 2010).

Durante a coagulacdo enzimatica do leite, a k-caseina é a unica proteina
hidrolisada pela quimosina, especificamente na ligacdo entre os aminoacidos Phe105-Met106
(Figura 4) (CRABBE, 2004; FOX, et al., 2000). Essa ligacdo € particularmente instavel,
devido a natureza dos aminoicidos envolvidos, a presenca de uma serina adjacente a
fenilalanina (Phe) e residuos hidrofébicos (Leu, Ala e Ile) (ECK, 1987). Apos a hidrolise, a
por¢do N-terminal da k-caseina (residuos de 1 a 105) d4 origem a para-k-caseina, molécula
insoldvel, e permanece associada a micela de caseina, enquanto a parte C-terminal, referida
como glicomacropeptideo (residuos de 106 a 169), por possuir carater hidrofilico, se
solubiliza no soro (ROBINSON; WILBEY, 1998; DEJMEK; WALSTRA, 2004; FOX, et al.,
2000). Desse modo, a para-k-caseina pode precipitar, na presenca de calcio, formando o
paracaseinato de cdlcio, assim como as fragdes a ¢ B da caseina (NAGODAWITHANA;
REED, 1993).

Figura 5 — Esquema de clivagem da k-caseina promovida por quimosina
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His Phe-Met
Nl.' LR f3l:35:'f3f':?:ﬂE§
98 105 106 11
K-caseina
Quimosina

His  Phe Met Lys

98 105 106 111
para-k-caseina glicomacropeptideo

Fonte: Yegin et al. (2011)

Tradicionalmente, quimosina bovina € obtida a partir do abomaso de bezerros
desmamados, visto que a relacdo quimosina-pepsina varia consideravelmente com a idade do
animal, ou seja, quanto mais jovem, maior a propor¢ao de quimosina (80%:20%). Essa é uma
condi¢do mais apropriada, uma vez que a pepsina apresenta menor grau de especificidade,
hidrolisando ligacdes indesejaveis, o que diminui a qualidade do queijo e aumenta o amargor
(VISSER, 1993, GAJO et al., 2012).

Em decorréncia do aumento da producdo mundial de queijos e a reducdo de
coalhos de bezerros, além de preocupacdes étnicas e religiosas associada com a produgdo, a
busca por substitutos do coalho tem se intensificado (FOX er al., 2000; SOUZA; ARDO;
MCSWEENEY, 2001). Diante disso, varias fontes de coagulantes t€m sido propostas, como
de origem vegetal, microbiana e a quimosina obtida através de técnica de expressiao
heter6loga (BENEDET, 1993).

Dentre as fontes de peptidases de origem microbiana pordemos citar as espécies,
Mucor pusillus, Mucor miehei (CLAVERIE-MARTIN; VEGA-HERNANDEZ, 2007),
Termomucor indicae-seudaticae (MERHEB-DINI et al., 2012), Termitomyces clypeatus
(MAJUMDER et al., 2015), Thermoascus aurantiacus (MERHEB et al., 2007) e Bacillus sp
(SHIEH; THI; SHIH, 2009; LEMES et al., 2016) dentre outras.

A quimosina obtida através de técnicas de expressdo heter6loga, ja € bastante
utilizada, onde os principais vetores utilizados sdo Escherichia coli, Saccharomyces
cerevisae, Aspergillus oryzae, Kluyveromyces lactics, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger
e Trichoderma reesei (WALSTRA et al., 2006; NEELAKANTAN et al., 1999).

A utilizacdo de peptidases de origem vegetal para o emprego na coagulacdo do
leite tem despertado grande interesse, pela a facilidade de obtencdo de extratos, fécil

purificacdo e/ou isolamento de coagulante natural, além de agregar valor nutricional ao
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produto (KUMARI; SHARMA; JAGANNADHAM, 2012). Muitas peptidases vém sendo
extensivamente estudadas em espécies vegetais, dentre as quais podemos citar: Cucumis melo,
Calotropis procera, Ananas comosus, Ficus religiosa, Lactuca sativa, Oryza sativa e Cynara
cardunculus (Tabela 3). No entanto, coagulantes vegetais em sua grande maioria conferem ao
queijo um sabor amargo, em decorréncia da alta taxa de hidrolise e falta de especificidade. H4
excegdes, como € o caso do extrato de flores do cardo C. cardunculus, que ja é utilizado ha
séculos na fabricacdo de queijos artesanais principalmente em Portugal e Espanha (SOUZA;
MALCATA, 1998). Uma de suas enzimas com potencial coagulante, cardosina A, possui
especificidade de clivagem semelhante a da quimosina. Outras espécies vegetais também
apresentaram padrao de hidrélise da k-caseina semelhante ao coalho animal (Phe;os — Mete),
como € o caso do extrato de sementes de girassol (H. annuus) (EGITO et al., 2007) e O.
sativa (ASAKURA et al., 1997). Bruno et al (2010) relata que o queijo produzido a partir do
extrato dos frutos de Bromelia hieronymi apresentou condi¢des aceitaveis de aparéncia,
textura e sabor. Os queijos produzidos com o extrato de sementes de Albizia julibrissin nao
desenvolveram amargura mesmo ap0s trés meses de maturacdo (OTANI; MATSUMORLI;
HOSONO, 1991)

Embora haja uma grande diversidade de enzimas coagulantes e em alguns casos
até mesmo possuam especificidades semelhantes, os produtos obtidos com o uso dessas
enzimas, podem possuir caracteristicas bem peculiares. A utiliza¢do de extratos de frutos na
industria alimenticia apresenta vantagens, como o baixo custo e a facil reprodutibilidade na
obtencdo de extratos. Por fazerem parte, em alguns casos, da dieta, os frutos também
apresentam baixas implicacdes com relagdo a toxicidade e desde modo, melhor aceitagdo por

parte dos consumidores.

Tabela 2 — Fontes vegetais de obten¢ao de peptidases com atividade coagulante do leite.

Parte da

Espécie Enzima Referéncia
planta
Cucumis melo Cucumisina Fruto UCHIKOBA, T., KANEDA, 1996
Lactuca sativa “‘Lettucine’’ Folha LO PIERO et al., 2002

Oryza sativa Orizasina Semente ASAKURA et al., 1997



32

Calotropis procera - Latex AWORTH; MULLER, 1987
Cynara cardunculus Cardosinas A e B Flor HEIMGARTNER et al., 1990
Helianthus annuus - Semente EGITO et al., 2007
L o . BADGUJAR; MAHAIJAN, 2010;

Euphorbia nivulia NivuliaN I e IT Latex BADGUJAR: MAHAJAN, 2014
Moringa oleifera - Flor PONTUAL et al., 2012

. .. D p KUMARI; SHARMA;
Ficus religiosa Religiosina B Latex JAGANNADHAM, 2012
Cynara scolymus — Flor CHAZARRA et al., 2007
Maclura pomifera - Latex CORRONS et al, 2012
Ananas comosus — Fruto CATTANEO et al., 1994
Solanum dubium — Semente AHMED et al., 2009
Bromelia hieronymi - Fruto BRUNO et al., 2010
Albizia julibrissin — Semente OTANE MATS}J;\;IIO RI; HOSONO,

1.5 Noni (Morinda citrifolia L.)
1.5.1 Aspectos botanicos e distribuicao geogrdfica

Classificagdo taxondmica:
e Reino: Plantae
e Divisdao: Magnoliophyta
e C(Classe: Magnoliopsida
e Ordem Gentianales
e Familia: Rubiaceae
e Género: Morinda

e Espécie: Morinda citrifolia L.

Morinda citrifolia L. é uma espécie pertencente a familia Rubiaceae, da qual
fazem parte também o café (Coffea arabica L.) e algumas plantas ornamentais, como a ixora
(Ixora coccinea) e gardénia (Gardenia jasminoides). Nativa do sudoeste da Asia (Indonésia) a
Austrélia € popularmente conhecida no Brasil e no Havai, como noni, porém recebe outras
denominagdes em diferentes localidades, como “indian mulberry” na India, “mengkudu” na
Malésia, “cheese fruit” na Australia, dentre outros. Possui ciclo de vida perene, de clima

tropical e temperado, geralmente encontrada a partir a 400 m de altitude do nivel do mar,
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embora se adapte melhor as regides costeiras (LU BERCK; HANNES, 2001). No Brasil é
possivel encontrar seu cultivo nos estados do Acre, Sao Paulo, Minas Gerais, Para, Sergipe e
Cear4d (CORREIA et al., 2011).

O noni apresenta porte arbustivo ou arbéreo de pequeno porte, com 3 — 10 m de
comprimento. Adaptada aos mais variados ambientes, se desenvolve tanto em solos férteis
como inférteis, secos ou Umidos, 4cidos ou alcalinos e apresenta ampla tolerancia a exposicao
ao vento, inundacdes, salinidade, competi¢do com espécies alelopdticas, dentre outros fatores
(NELSON, 2006).

Suas folhas s@o simples, elipticas e opostas. Apresentam coloracdo verde brilhante
na face adaxial e opaca na abaxial, podendo atingir 25 cm de largura na fase adulta (WANG
et al., 2002). As flores sdo pequenas e tubulares, agrupadas e inseridas no pedinculo (Figura

5). Possuem corola branca, composta de cinco 16bulos e célice esverdeado.
Figura 6 — Morinda citrifolia L.: visdo geral dos aspectos morfolégicos. Folhas (A), flores

(B), frutos (C), semente integra (D) e corte transversal da semente indicando a localiza¢do do

embriao (E).
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Fonte: Nelson (2006).
Seus frutos sdo formados a partir de ovérios de véarias flores (infrutescéncia),
assumem um formato ovalado, sdo carnudos, ligeiramente enrugados e sua frutificagdo pode
ocorrer no ano todo. Sua coloragdo varia de acordo com o estddio de maturacao, desde verde

até branco e acinzentado (Tabela 4) no momento da colheita (MORTON, 1992).
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A mudanca do estidio de maturacdo 4 (amarelo-esbranqui¢ado) para o 5
(translicido-acinzentado) ocorre muito rapidamente e em cerca de poucas horas, adquirindo
uma textura gelatinosa, bem como desenvolve um cheiro forte e desagraddvel, que se deve a
presenca de acido butirico (DIXON et al., 1999; CHAN-BLANCO, 2006). A colheita dos
frutos geralmente € realizada antes do amadurecimento total, a fim de evitar alguns
problemas, tais como a infestacdo de insetos e ataques por aves (MACPHERSON et al.,
2007), além de perdas pds-colheita durante o transporte e 0 armazenamento, garantindo dessa
forma, a integridade dos frutos. Os frutos costumam ser estocados até que atinjam a
senescéncia (CHAN-BLANCO, 2006)

As sementes sdo triangulares, de coloracdo marrom, medem cerca de 3 — 10 mm
de comprimento e podem estar presentes em nimero maior do que 100 por fruto (VEIGA et
al., 2005). Possuem uma distinta cAmara de ar e podem permanecer vidveis mesmo depois de
flutuar na 4gua por meses, podendo ser distribuidas por correntes oceédnicas, o que contribui
para sua propagacao (NELSON, 2006; MACPHERSON et al., 2007).

Duas variedades (M. citrifolia var. citrifolia e M. citrifolia var. bracteata) e uma
cultivar (M. citrifolia cv. potteri) sdo descritas para essa espécie e diferem entre si quanto sua
distribuicdo geografica e morfologia de suas folhas e frutos (Figura 6). M. citrifolia var.
citrifolia ¢ mais amplamente distribuida entre os continentes, possui maior importancia
econOmica e diferencia-se das demais por possuir frutos maiores. M. citrifolia var. bracteata é
caracterizada pela presenca de bracteas envolvendo o fruto e estd localizada em paises entre
os oceanos Indico e Pacifico, enquanto que, M. citrifolia cv. potteri € uma planta ornamental,
apresentando folhas com coloracdo verde e branca, tendo distribuicio em todo o Pacifico

(McCLATCHEY, 2003; RAZAFIMANDIMBISON et al., 2010; ASSI et al., 2015).



Tabela 3 — Frutos de noni em diferentes

amadurecimento (CHAN-BLANCO, 2006).

35

estddios de desenvolvimento, mostrando as alteragdes na cor da pele e firmeza durante o

Caracteristicas

Estadios de maturagao

Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4 Estadio 5
Amarelo- Amarelo- Transllcido-
ok Verde-escuro,  Verde-amarelado, ooy -anauicado, esbranquicado, acinzentado,
Firmeza Muito duro Muito duro Muito duro Ram?j‘:ﬁ'(’)"e”te Macio
Apos a colheita: amudanca do estadio 2 para o 5leva cerca de 5-7 dias.
P Maturacao do fruto =
' Floracdo > 20 dias i
~ 5.7 dias

Fonte: Adaptado de Motshakeri; Ghazali (2015).
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Figura 7 — Variedades e cultivar da espécie M. citrifolia. M. citrifolia var. citrifolia (A), M.

citrifolia var. bracteata (B) e M. citrifolia cv. “Potteri” (C).

>\

Fonte: Nelson (2006).
1.5.2 Constituigdo quimica e propriedades nutracéuticas do suco de noni

O noni tem sido utilizado hd mais de 2000 anos pelos polinésios para fins
alimentares e medicinais. Anteriormente a esse periodo, cerca de 4700 anos, ja era utilizado
na China como antidoto para ervas venenosas, na forma de cha (WHISTLER, 1985; WANG
et al., 2002).

Aproximadamente 200 compostos fitoquimicos ja foram isolados e identificados
em M. citrifolia. No entanto, a composicdo quimica varia de acordo com as partes da planta
(SINGH, 2012), o pais de origem (DENG et al., 2010) e com a época da colheita (ILOKI
ASSANGA et al., 2013). Os micronutrientes mais abundantes sdo os compostos fendlicos,
considerados o maior grupo funcional e encontrado em diferentes partes da planta, acidos
organicos e alcaloides. Dentre os compostos fendlicos, os mais importantes sdo as
antraquinonas, como € o caso do damnacantal, aucubina, asperulosidae escopoletina (WANG;
SU, 2001). Os principais acidos organicos sdo os acidos caproico e caprilico (DITTMAR,
1993) e dentre os alcal6ides destaca-se a xeronina (HEINICKE, 1985).

O fruto tem em sua constitui¢do cerca de 90% de 4gua, enquanto que sélidos
soluveis, fibras dietéticas e proteinas perfazem a matéria seca (CHUNHIENG, 2003). No suco
do noni esti presente ainda a proxeronina, um precurssor do alcaloide xeronina, que quando
em combinacdo com proteinas, promove sua funcionalidade, sendo deste modo, apontada
como a responsavel pela a maioria dos efeitos benéficos atribuidos ao suco (SOLOMON,

N

1999). A polpa do fruto de noni pode sofrer variacdes quanto a sua constituicdo fisico-



quimica, de acordo com o ambiente de seu desenvolvimento, como pode ser observado na

Tabela 5.

Tabela 4 — Composicao fisico-quimica da polpa do fruto de noni.

Parametros fisico- Faria et al. West et al. Nascimento
gquimicos (2014) (2011) (2012)
Umidade (g/100Q) 90,66 + 0,01 91.63 +1.98 90,00 + 0,01
Carboidratos totais (g/100Q) 5,27 + 0,41 7.21 +1.81 2,68 £ 0,01
Red%?;?g;d(rgﬁgom A0S ® Z
Sélidos solaveis (°Brix) 9.2+0,00 - 8,17 £ 0,05
Proteinas (g/100g) 2,361 0.55+ 0.11 4,20 + 0,01
Lipidios (g/100g) 0,04 + 0,01 010+ 0.12 0,34 £ 0,04
Fibras Dietéticas (g/100g) 1,00 £ 0,05 201027 1.96 £ 0,04
Cinzas (g/100Q) 0,66 + 0,04 054+019 0,82 + 0,01
pH 3,54+0,19 - 3,95+ 0,07
Na (mg/100g) 1976 + 0,06  16.99 + 5.98 =
K (mg/100g) 5013+ 0,17 214.34 £+ 56.91 -
P (mg/100g) - 20.35+£6.78 -
Mg (mg/100g) = 26.10 £ 8.33 -

! Proteinas = 100 — (umidade + lipideos + cinzas + carboidratos totais+fibras dietéticas).

Comumente, o noni é consumido na forma de suco feitos a partir dos frutos,
embora folhas, flores, casca e raizes também sejam utilizadas (DIXON et al, 1999;
MCCLATCHEY, 2002). Em decorréncia dos vérios beneficios terapéuticos e nutricionais
atribuidos ao suco de noni (SINGH et al., 1984), foi observado um aumento consideravel no
consumo do fruto nos ultimos anos, sendo comercializado tanto em sua forma fresca, suco
pasteurizado como em associacdo com outros frutos, frequentemente uva ou amora. Dentre as
vérias propriedades farmacoldgicas, algumas se encontram listadas na Tabela 6, sendo muitos
desses efeitos relacionados a metabolitos secundarios tais como, damnacanthal, escopoletina,

oxido nitrico, alcaloides e esteréis (CHAN-BLANCO, 2006).
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Tabela 5— Propriedades farmacologicas descritas para os frutos de noni.

Propriedades Referéncia

Anti-inflamatoria AKIHISA et al., 2007; YU et al., 2008

ZIN; ABDUL-HAMID; OSMAN, 2002; SU et al., 2005;
DUSSOSSOY et al., 2011
HIRAZUMI et al, 1994; FURUSAWA et al., 2003;
KAMIYA et al., 2010

Antioxidante

Anti-cancerigena

Analgésica LEVAND; LARSON, 1979;
Antinociceptiva PUNJANON; NADHASRI, 2005
Cardioprotetor KAMIYA et al, 2004
Imunomoduladora PALU et al., 2008; LI et al., 2008
Antimicrobiana DUNCAN et al., 1998; JAYARAMAN et al., 2008

JAINKITTIVONG et al, 2009

Anti-hipertensiva
Ansiolitica e sedativo
Hipoglicemiante
Antiemética
Antiviral

Anti-artritica

DENG, 2007
DENG et al., 2007
HORSFAL et al., 2008; PURANIK et al, 2013
PRAPAITRAKOOL; ITHARAT, 2010
KAMATA et al., 2006

SARASWATHI; WAGH SAGAR; KUNAL, 2012

Quanto a seguranca de uso do fruto de noni, alguns casos de hepatotoxicidade
foram associados ao consumo didrio do suco para fins terapéuticos (MILLONIG et al., 2005;
STADLBAUER et al., 2005; YUCE et al., 2006). No entanto, a associacdo entre o suco dos
frutos e lesdes hepaticas permanece controversa, uma vez que estudos subsequentes nao
identificaram efeitos toxicos no figado de roedores (WEST et al., 2006 WANG et al., 2002;
WEST et al., 2009). Além disso, o suco comercial foi aprovado como um novo alimento pela
Unido Europeia (EUROPEAN COMMISSION, 2003) e foi concluido que a sua ingestdo
regular ndo era susceptivel de causar efeitos toxicos (EUROPEAN FOOD SAFETY
AUTHORITY, 2006).



39

Segundo Mohamad-Shalan et al. (2017), nos frutos de noni uma diversidade de
metabolitos secundérios sdo produzidos e € provavel que os principais problemas de saide
apresentados em seu estudo tenham relacdo com o teor de antraquinonas carcinogénicas, em
particular a alizarina, rubiadina e lucidina. As investigagdes do Programa Nacional de
Toxicologia dos EUA concluiram que as antraquinonas podem causar cancer de figado, rim,
bexiga urindria e tiredide em ratos e camundongos (National Toxicology Program, 2005).
Diante disso uma alternativa para a utilizagdo segura seria o fracionamento de compostos do
fruto de noni, visando a remoc¢do de metabodlitos secundarios ou outras moléculas
indesejaveis.

Embora muito se tenha a respeito dos frutos de noni, uma abordagem voltada para
o estudo de suas proteinas ainda € bastante exigua. H4 alguns estudos realizados com a polpa
de noni, onde foi realizado uma caracterizacdo parcial de peptidases em diferentes estadios de
maturacdo (ISHARTANI et al, 2011; ISMAIL; RAZAK, 2014), onde o estidio 5
(transldcido-acinzentado) apresentou uma maior atividade especifica em relacdo ao estadio 1
(verde-escuro). Em outro estudo foi conduzido a purificagdo de uma peptidase bromelaina-
like (SMITH-MARSHALL; GOLDEN, 2012). No entanto, ndo héa relatos sobre a avaliacdo

do potencial de uso para essas moléculas.

Diante do exposto surgem o0s seguintes questionamentos:
e A polpa dos frutos de noni teria mais de um tipo de peptidase? Em caso afirmativo,
em qual grupo estio inseridas?
e As peptidases da polpa dos frutos de noni apresentam caracteristicas favoraveis para
seu uso em processos biotecnologicos?
e Seriam essas peptidases capazes de hidrolisar proteinas do leite a fim de serem

utilizada como substituinte ao coalho animal na producio de queijo?
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar bioquimicamente as peptidases da polpa dos frutos de noni (M.
citrifolia L.), bem como avaliar seu potencial tecnoldgico e possivel aplicacdo na hidrélise das

proteinas do leite e na producao de queijos.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar a composi¢ao proteica da polpa dos frutos de noni;

e Estabelecer um protocolo de extracdo das proteinas dos frutos de noni;

e Determinar a atividade proteolitica total e especifica dos extratos proteicos obtidos;

e Caracterizar bioquimicamente as peptidases da polpa dos frutos de M. citrifolia, quanto a
massa molecular, temperatura e pH 6timo de atividade, efeito de inibidores e estabilidade
frente a diferentes parametros;

e Analisar a estabilidade das peptidases da polpa dos frutos de noni na atividade de
coagulacao das proteinas do leite;

e Avaliar o perfil de hidrolise das peptidases do extrato proteico da polpa de noni frente as
caseinas;

e Avaliar o desempenho das peptidases da polpa dos frutos de noni na producio de queijo

do tipo “coalho”.
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3 MATERIAIS

3.1 Material vegetal

Os frutos de Morinda citrifolia L. var. citrifolia foram coletados no Campus do
Pici Prof. Prisco Bezerra (Pici), Fortaleza — CE (3°44°24.1”S 38°34°36.2”N), Universidade
Federal do Ceard, no més de junho de 2015. A coleta foi realizada com o fruto no estigio
amarelo esbranquicado (Figura 7A). Em seguida, os frutos foram levados para o laboratério
em temperatura ambiente, onde foram higienizados através de uma extensa lavagem com 4gua
destilada, secos em papel toalha e postos para amadurecer na bancada em recipiente fechado
até o estddio de maturagdo translicido-acinzentado (Figura 7B). Todos os experimentos foram
conduzidos no Laboratério de Aplicacdo Biotecnolégica de Algas e Plantas (BioAP),

Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular — UFC.

Figura 8 — Frutos de noni (Morinda citrifolia L.) nos estigios de maturacdo. Amarelo

esbranquicado (A) e transldicido-acinzentado (B).

B

Fonte: Elaborada pela autora.

3.2 Reagentes quimicos

Acrilamida, N, N’ — bisacrilamida, persulfato de amonio, N, N, N', N'-
tetrametiletilenodiamina (TEMED), Coomassie Brilliant Blue G-250, dodecil sulfato de s6dio
(SDS), albumina sérica bovina (BSA), acido tricloroacético (TCA), acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA), pepstatina A, fenilmetanosulfonilfluoreto (PMSF), trans-epoxisuccinil-
l-leucilamido(4-guanidino)butano  (E-64), iodoacetamida, N-a-benzoil-DL-arginina-p-

naftilamida (BANA), dimetilsuféxido (DMSO), 4-dimetilaminocinamaldeido (DMACA),
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azocaseina, -mercaptoetanol, uréia, gelatina, triton X-100, caseina de estobmago bovino e k-
caseina foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, EUA).

Os marcadores de massa molecular (LMW-SDS Marker Kit) e ditiotreitol (DTT)
foram obtidos da GE Healthcare Life Sciences (NY, EUA). Os demais reagentes utilizados

foram de grau analitico e obtidos comercialmente.

4 METODOS

4.1 Obtencao da polpa dos frutos do noni

ApoOs atingir o estdgio de maturacio translicido-acinzentado, os frutos foram
novamente lavados extensivamente em dgua destilada. As sementes foram eliminadas através
de um crivo, resultando em um puré composto por casca e polpa dos frutos. Esse puré,
subsequentemente, foi submetido a extracdo de proteinas soldveis na forma fresca, e parte foi

liofilizado para posterior determinacdo do teor de proteinas totais.

4.2 Determinacao do teor de proteinas totais da polpa dos frutos do noni

A quantificacdo de proteina total presente na polpa do fruto de Morinda citrifolia
foi realizada através do método micro Kjeldahl (BAETHGEM; ALLEY, 1989), utilizando
sulfato de amoOnio como padrdo. Para isso a polpa obtida foi liofilizada e 0,02 g de material
submetidos a mineraliza¢do com 1,5 mL de acido sulfirico e 1,1 g de catalisador — sulfato de
potassio, sulfato de cobre e selénio metalico (100:10:1) — em digestor nas seguintes
temperaturas: 100 °C por 15 min; 150 °C por 15 min; 250 °C por 15 min; 350 °C por 30 min;
400 °C por 45 min. Em seguida, a amostra foi ajustada com agua destilada para o volume
final de 50 mL e armazenada em aliquotas protegidas da luz. A determinacdo foi obtida por
meio de medidas de absorbancia, a 650 nm, da reacdo ocorrida entre 100 uL. da amostra
mineralizada, 900 pL de diluente (catalizador 2,2%, é4cido sulftrico 1,1 M a 6,11% e 4gua
destilada q.s.p), 5,5 mL de solucdo 1 (fosfato de sddio bibasico 2,68%, tartarato de sédio e
potassio 5%, hidroxido de sédio 4% e agua q.s.p.), 4 mL de solugdo 2 (salicilato de sédio
15%, nitroprussiato de sédio 0,003% e agua q.s.p.) € 2 mL de solucao 3 (hipoclorito de sédio
0,315% em agua), incubados em banho-maria a 37 °C por 15 min. Sabendo-se que o teor de N
nas proteinas € em torno de 16% (fator de conversao 6,25), o calculo € feito da seguinte

forma:
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P(%)=AxFxVdx 6,25
Vaxmx 10

Onde:
A: Absorbancia; F: fator da curva padrao com sulfato de amoénio; Vd: volume de diluicdo da
amostra digerida; Va: volume da amostra utilizada no ensaio; m: massa total de polpa
mineralizada.

Os ensaios foram realizados em triplicatas e os resultados obtidos, expressos em g

de proteina por 100 g de polpa.

4.3 Obtencao de extrato proteico da polpa dos frutos de noni

Para a obtengdo do extrato proteico, a polpa do noni foi homogeneizada nos
tampdes: glicina-HCI, pH 3,0; acetato de sédio, pH 5,0; fosfato de sodio, pH 7,0 e tris-HCI,
pH 9,0, todos na concentracdo de 50 mM e contendo NaCl 150 mM, nas propor¢des de 1:3 €
1:5 (m/v), sob constante agitacdo durante 1 h, 4°C. Em seguida, os extratos foram
individualmente filtrados em pano de trama fina e os materiais retidos no tecido de filtracdo
ressuspendidos nos tampdes mencionados na propor¢ao de 1:3, e submetidos novamente a
agitacdo por 1 h para reextracdo de proteinas. Apds a reextracdo, os materiais foram
centrifugados a 10.000 x g, por 30 min a 4 °C e os sobrenadantes da extragdo e reextragdo,
reunidos a determinacdo do teor de proteinas pelo método de Bradford (1976). O teor de
proteinas totais por grama de polpa fresca foi utilizado como critério de selecio da melhor
condicdo para a extracdo de proteinas. As extracOes foram feitas em triplicata, sendo
calculadas a média e o desvio padrdo de média para cada condi¢do. O extrato proteico obtido
na melhor condi¢do de extracdo foi liofilizado, ressuspendido em &4gua destilada para
concentracdo desejada e centrifugado a 10.000 x g por 10 min a 4°C, sendo abreviado como
PPN (Proteinas da polpa de noni). PPN foi, entdo, utilizado nas anélises posteriores (Figura

2).
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Figura 9 — Esquema geral de obtencdo de extrato total da polpa do fruto de noni.

Glicina-HCI 50 mM pH 3,0
Acetato de sédio 50 mM pH 5,0 + NaCl 150 mM
Fosfato de sédio 50 mM pH 7,0

Tris-HCI 50 mM pH 9,0
Agitagao por 1 h, 4 °C

Filtracdo em pano de trama fina

‘ Filtrado 1 I

Filtracdo em pano de trama fina

Residuo 1

Tampao de extragao

Agitagdo por 1 h, 4 °C

+
Residuo 2 Filtrado 2

Centrifugagao a 10.000 x g,
30 min, 4 °C

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

O perfil eletroforético de PPN foi obtido através da analise em géis de poliacrilamida 12,5%
de acordo com a metodologia descrita por Laemmli (1970). Para isso, as proteinas (PPN)
foram concentradas por precipitacdo com &cido tricloroacético (TCA)/acetona, tal como
descrito por Damerval et al. (1986), com modificacdes. A uma amostra de 2 mL de PPN (2,0
mg/mL) foi adicionada acetona P. A. gelada e em seguida, TCA 100%, na propor¢do de
1:8:1, respectivamente. Posteriormente, a mistura foi centrifugada a 10.000 x g por 15 min a 4
°C, sendo o pellet submetido a sucessivas lavagens com acetona gelada, para a total remog¢ao
do TCA e seco a temperatura ambiente (25 °C). As proteinas resultantes da precipitacdo foram
solubilizadas em uréia 8 M e tampao Tris-HCl1 0,5 M, pH 6,8, contendo SDS 1,0% azul de
bromofenol 0,1%. A corrida eletroforética foi realizada em sistema vertical e submetidos a
uma diferenca de potencial de 200 V e corrente de 20 mA. Como marcadores de massa
molecular foram utilizados: fosforilase B (97,0 kDa), albumina sérica bovina (67,0 kDa),
ovoalbumina (45,0 kDa), anidrase carbonica bovina (29,0 kDa), inibidor de tripsina da soja
(20,1 kDa) e a-lactalbumina (14,4 kDa). Os géis foram corados com azul brilhante de
Coomassie R-250 0,025%, dissolvido em metanol (40%), acido acético (10%) e &4gua
destilada até o aparecimento das bandas e descorados em solucdo de metanol 30% e acido
acético 10%. As massas moleculares aparentes das bandas proteicas foram mensuradas

utilizando-se o software GelAnalyzer 2010.

4.5 Determinacao da atividade proteolitica total de PPN

A atividade proteolitica de PPN foi determinada utilizando azocaseina 1% como
substrato (XAVIER-FILHO et al, 1989). Foram misturados 40 puL. de DTT 3 mM, 25 pL de
PPN (0,03 mg/mL), 435 uLL de tampao fosfato de sédio 50 mM pH 6,0, 200 uL de azocaseina
1% e incubados a 37 °C por 1 hora. A reacdo foi interrompida pela adi¢ao de 300 uL. de TCA
20%. Para o branco, o substrato foi adicionado somente ap0ds a precipitacio com TCA. Apos
centrifugacdo a 10.000 x g por 10 min, 500 pL do sobrenadante foram coletados e acrescidos
de 500 pL de NaOH 2,0 M. As leituras das amostras foram realizadas em espectrofotometro
no comprimento de onda de 420 nm. Os valores de pH e temperatura adotados no ensaio
foram baseados nas condic¢des ideais para a realizagdo da atividade de coagulacdo do leite,

como sera proposto adiante.
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Uma unidade de atividade proteolitica (UAP) foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para aumentar a absorbancia em 0,01. Os ensaios foram realizados em
triplicata e os resultados expressos como média + desvio padrdo da média da atividade

proteolitica especifica (UAP/mgP)

4.5.1 Zimograma

Para a deteccdo in gel da atividade proteolitica, amostras de PPN (10 ug de
proteinas/po¢o) foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE),
seguido os mesmos parametros de corrida citados anteriormente, mas utilizando géis de
poliacrilamida 10%, contendo gelatina 0,2% como substrato, de acordo com a metodologia
descrita por Macedo et al. (2004). Apds a corrida eletroforética, os géis foram incubados por
20 min em uma solu¢do de Triton X-100 2,5%, a 25 °C, para retirada do SDS e renaturacao
das proteinas. Essa etapa foi repetida uma vez para a completa retirada do SDS. Em seguida,
os géis passaram por sucessivas (5 ao todo) lavagens em tampao fosfato de sédio 50 mM, pH
6,0 para remog¢ao do Triton X-100 e foram novamente incubados em uma solu¢do ativadora
(tampao fosfato de sddio 50 mM, pH 6,0 contendo DTT 1 mM) por 3 h a 37 °C. Para avaliar o
efeito do SDS sobre a atividade proteolitica de PPN, a etapa de renatura¢do das enzimas com
a adicdo de Triton X-100 foi eliminada e os géis foram apenas incubados em solucdo
ativadora por 3 h a 37 °C.

Géis foram corados com azul brilhante de Coomassie R-250 0,025%, dissolvido

em metanol (40%), acido acético (10%).

4.6 Caracterizaciao da atividade proteolitica de PPN

4.6.1 Efeito de inibidores na atividade proteolitica de PPN

Para avaliagcdo dos tipos de peptidases presentes no extrato da polpa de noni, uma
amostra de PPN (0,03 mg/mL de proteinas em agua) foi previamente incubada, por 30 min a
25 °C, com diferentes inibidores na proporcdo de 1:1 (v:v), a saber: PMSF 5 mM
(fenilmetanosulfonilfluoreto - inibidor de peptidase serinica), EDTA 10 mM (4cido
etilenodiaminotetraacético - inibidor de metalopeptidases), pepstatina A 0,05 mM (inibidor de
peptidases asparticas), E-64 (trans-epoxisuccinil-1-leucilamido(4-guanidino)butano) 0,18 mM

e iodoacetamida 0,1 mM (inibidores de peptidase cisteinicas). Em seguida, as amostras foram
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N

ensaiadas em triplicata com relacdo a sua atividade proteolitica utilizando azocaseina 1%
como substrato tal como descrito anteriormente e os dados expressos como atividade
proteolitica residual (%), sendo comparados com o controle (sem inibidores), onde a atividade

proteolitica foi considerada 100%.

4.6.2 Determinagdo de pH étimo da atividade proteolitica de PPN

Para determinagao do pH 6timo da atividade hidrolitica das peptidases extraidas
da polpa de noni, foram utilizados dois substratos de reacdo: azocaseina e BANA (Na-
benzoyl-D,L-arginina-p-naftilamida). Os substratos foram solubilizados em diferentes
tampdes (50 mM), a saber: glicina-HCI, pH 3,0; acetato de sodio, pH 4,0; acetato de sodio,
pH 5,0; fosfato de sodio, pH 6,0; fosfato de sédio, pH 7,0; Tris-HCI, pH 8,0 e glicina-NaOH,
pH 9,0. Devido a insolubilidade da azocaseina em pH abaixo de 5, BANA também foi
utilizado como substrato de reacdo. O ensaio de atividade proteolitica utilizando azocaseina
foi conduzido de acordo com a metodologia descrita no item 4.5, utilizando amostras de PPN
(0,03 mg/mL), solubilizadas em 4gua destilada.

Para a atividade proteolitica utilizando BANA como substrato foi adotado o
método descrito por Abe et al. (1987). O meio reacional foi constituido por 40 uL de solucao
ativadora (DTT 3 mM), 25 uLL de PPN (0,03 mg/mL), 235 uL de solu¢do tampao e 200 uL da
solucdo do substrato de o-N-benzoil-arginina-p-naftilamida (BANA) 1 mM, preparado em
DMSO a 1% (v/v) e nos tampdes ja citados acima, para o ensaio utilizando azocaseina como
substrato. Decorridos vinte minutos de incubacdo a 37 °C, a reacdo foi interrompida com 500
pL de uma solucdo de 2% de HCl em etanol (v/v) e acrescida de 500 pL de p-
dimetilcinamaldeido (DMACA) a 0,06%. Ap6s 30 min, o desenvolvimento da cor foi medido
em espectrofotdmetro a 540 nm. Para os brancos, o substrato BANA foi adicionado apenas
apo6s a interrupcio da reacdo. Para este ensaio, uma UAP, também representa diferencas de
absorbancia de 0,01, em 540 nm. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e o
resultado expresso como valores de atividade especifica (UAP/mg). O pH o6timo, aqui

determinado, foi adotado nos ensaios posteriores.

4.6.3 Determinacao de temperatura étima da atividade proteolitica de PPN

Para determinacdo da temperatura Otima de reacdo da enzima, foi utilizado

azocaseina como substrato e o ensaio foi conduzido nas mesmas condi¢des da metodologia
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descrita no item 4.5, porém variando-se apenas a temperatura de reacdo. Amostras de PPN
(0,03 mg/mL), solubilizadas em &4gua destilada foram incubadas em meio reacional nas
temperaturas de 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 °C. Os ensaios foram realizados em triplicata e o

resultado expresso como valores de atividade especifica (UAP/mg/min).

4.6.4 Estabilidade da atividade proteolitica em funcdo do pH

Para andlise da estabilidade em funcdo do pH, uma amostra de PPN (0,03 mg/mL)
foi incubada por 30 min, 25 °C com os tampdes (50 mM): glicina-HCI, pH 3,0; acetato de
sodio, pH 4,0; acetato de sodio, pH 5,0; fosfato de sédio, pH 6,0; fosfato de sédio, pH 7,0;
Tris-HCI, pH 8,0 e glicina-NaOH, pH 9,0. Em seguida, essa amostra de PPN foi ensaiada
quanto a sua atividade proteolitica utilizando azocaseina como substrato, tal como descrito,
em meio reacional de pH 6timo ja determinado a 37 °C, temperatura que serd utilizada
posteriormente nos ensaios de coagulacio do leite. Os ensaios foram realizados em triplicata e
os dados expressos como atividade proteolitica residual (%), sendo comparados com o

controle (sem incubacdo), onde a atividade proteolitica foi considerada 100%.

4.6.5 Estabilidade da atividade proteolitica de PPN em funcdo da temperatura

Para analise da estabilidade em func¢do do pH, uma amostra de PPN (0,03 mg/mL)
foi incubada previamente por 30 min, nas temperaturas de 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 °C. Em
seguida, essa amostra de PPN foi submetida ao ensaio de atividade proteolitica utilizando
azocaseina como substrato, tal como descrito. Os ensaios foram realizados em triplicata e os
dados expressos como atividade proteolitica residual (%), sendo comparados com o controle

(sem incubac¢io), onde a atividade proteolitica foi considerada 100%.

4.6.6 Atividade proteolitica de PPN na presenca de cdtions divalentes

A estabilidade frente a cations divalentes foi avaliada procedendo-se a prévia
incubacdo de PPN (0,03 mg/mL) em solu¢des aquosas contendo FeCl,, ZnCl,, MnCl,, MgCl,
ou CuCl,, por 30 min a 25 °C, nas concentragdes de 0,5 e 5 mM. Adicionalmente a atividade
proteolitica foi também avaliada na presenca de cloreto de célcio (CaCl,) 10, 20, 40, 60, 80 e
100 mM ou NaCl (0,1 M, 0,5 M, 1 M, 1,5 M, 2,0 M e 2,5 M) previamente incubados com

PPN nas mesmas condic¢des.
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O efeito dos cations divalentes foi determinado em triplicata e expresso como
percentual de atividade proteolitica residual em relacdo a atividade da enzima na auséncia de
cations. Essa atividade foi determinada utilizando azocaseina como substrato tal como

descrito no item 4.5.

4.6.7 Estabilidade da atividade proteolitica de PPN em fungdo do armazenamento

Para andlise da estabilidade em funcdo do tempo e temperatura de
armazenamento, o PPN (0,03 mg/mL) foi estocado em solucdo aquosa, sem adi¢do de sais ou
ativadores nas temperaturas de — 20 e 4 °C e analisados apds os periodos de 7, 15, 30 e 60
dias. O efeito do tempo e temperatura de armazenamento foi expresso em percentagem de
atividade proteolitica residual em relacdo a atividade da enzima no tempo zero. Os ensaios
foram realizados em triplicata utilizando azocaseina como substrato tal como descrito no item

45.

4.7 Determinacao da atividade coagulante de PPN

A atividade coagulante do leite foi determinada de acordo com Arima et al.
(1970). Para o ensaio foram utilizados, em triplicata, 2 mL de leite em pd desnatado,
reconstituido a 10% (Molico®) com CaCl, 10 mM previamente incubado a 37 °C por 10 min.
Ao leite foi adicionado 80 pL (0,3 mg/mL) de PPN, solubilizadas em agua sem adi¢do de
ativadores, tendo inicio a contagem do tempo. Controles negativos foram preparados
substituindo-se PPN por dgua destilada em volume equivalente e aos controles positivos foi
adicionado um coalho comercial (Coalhopar), segundo recomendacdes do fabricante (0,06
mg/mL) . A formacdo do coagulo foi observada a 37 °C, sendo os tubos manualmente
invertidos e o tempo de coagulacdo foi determinado quando foi possivel discernir pequenas
particulas apds anélise a olho nu. Uma unidade coagulante de leite foi definida como a
quantidade de enzima necesséaria para a coagulacdo de 10 mL de leite em 40 min, sendo

calculado da seguinte forma, de acordo com:

UAC =2400x Vs x D
Va x t

Onde:
UAC: Unidade de atividade coagulante
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Vs: volume de substrato (mL); D: diluicdo do material teste; Va: volume da amostra (mL); t:
tempo de coagulacao (s).
A eficiéncia do coagulante foi mensurada através da razdo entre a atividade de

coagulagdo do leite pela atividade proteolitica total de PPN e foi expressa em UAC/mL).

4.8 Caracterizacao da atividade coagulante de PPN

4.8.1 Efeito de inibidores na atividade coagulante de PPN

Para a andlise do efeito de inibidores na coagulacdo do leite, o PPN (0,6 mg/mL)
foi submetido a incubacgdo prévia com diferentes inibidores de peptidases por 30 min a 25 °C,
na propor¢do de 1:1. Os inibidores utilizados foram os mesmos testados e apresentados no
item 4.6.1. Em seguida, procedeu-se ao ensaio de determinacdo de coagulacdo das proteinas
do leite, tal como descrito. O efeito dos inibidores foi expresso em percentagem de unidade de

atividade coagulante de leite residual em relagdo a atividade na auséncia de inibidores.

4.8.2 Efeito da temperatura na atividade coagulante de PPN

Para avaliar o efeito da temperatura na coagulagdo das proteinas do leite, o PPN
(0,3 mg/mL) foi incubado nas temperaturas de 20, 30, 40, 50 e 60 °C. Em seguida,
prosseguiu-se com a determinacdo da coagulacdo de proteinas do leite, tal como descrito (ver
item 4.7).

O efeito da temperatura foi expresso em percentagem de unidade de atividade

coagulante de leite residual em relacdo a atividade da enzima ndo incubada.

4.8.3 Efeito do CaCl; na atividade coagulante de PPN

Para avaliar o efeito do CaCl, na coagulacdo das proteinas do leite, o leite foi
preparado com diferentes concentracdes deste sal, a saber: 20, 40, 60, 80 e 100 mM. Em
seguida, prosseguiu-se com a determinacdo da coagulacdo de proteinas do leite, tal como
descrito (ver item 4.7) utilizando PPN (0,3 mg/mL).

O efeito do CaCl, foi expresso em percentagem de unidade de atividade
coagulante de leite residual em relacdo a atividade da enzima na presenca da concentracio de

10 mM de CaCl.,.
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4.8.4 Efeito do NaCl na atividade coagulante de PPN

Para a anélise do efeito do NaCl na coagulacdo das proteinas do leite, o leite foi
preparado com diferentes concentragdes deste sal, a saber: 0,1; 0,5; 1; 1,5; 2 ¢ 2,5 M. Em
seguida, prosseguiu-se com a determina¢do da coagulacdo de proteinas do leite, segundo o
item 4.7 utilizando PPN (0,3 mg/mL).

O efeito do NaCl foi expresso em percentagem de unidade de atividade

coagulante de leite residual em relacdo a atividade da enzima na auséncia do sal.

4.9 Padrao de hidrélise da caseina utilizando PPN em comparacio com o coalho

comercial

Para a andlise do perfil da hidrélise da caseina por PPN, foi adotado o método
descrito por Egito et al. (2007). Para isso, caseina e k-caseina foram solubilizadas em solug¢do
tampao fosfato de s6dio 100 mM pH 6,0 a uma concentracdo de 10 mg/mL e 5 mg/mL,
respectivamente. Para a reacdo de hidrélise foram misturados a solucao de caseina e k-
caseina, o PPN, variando sua concentra¢do final no meio reacional (2,4 pg/mL — 2,18
UAP/mg/min e 6 pg/mL — 5,47 UAP/mg/min) e o coalho comercial Coalhopar (1 mg/mL),
composto enzimatico a base de quimosina e pepsina bovina. Em seguida, o meio reacional foi
encubado a 37 °C e aliquotas foram retiradas no momento em que os coalhos foram
adicionados (tempo zero) e em intervalos de 5 min em um tempo total de 30 min. Para a
andlise eletroforética em géis de 15% de poliacrilamida, 300 uL de solugdo tampao Tris-HCI
pH 6,8, contendo 0,1% de SDS, 5% de 2-mercaptoetanol, 10% de glicerol e 0,01% de azul de
bromofenol foram adicionados a 100 pL de cada solug@o de hidrolisado e aquecidos a 100 °C
por 3 min imediatamente apés a retirada de cada aliquota, deste volume, 5 pLL foram aplicados
em cada poco. Os géis foram corados com azul brilhante de Coomassie R-250 0,025%,
dissolvido em metanol (40%), acido acético (10%) e agua destilada até o aparecimento das
bandas e descorados em solu¢do de metanol 30% e acido acético 10%. Para avaliar a
intensidade das banda proteicas, realizou-se andlise por densitometria através do software

GelAnalyzer 2010.
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4.10 Produciao de queijo coalho artesanal

Para a produc¢do do queijo os experimentos foram conduzidos seguindo a cartilha
“Queijo de Coalho” publicada pela Embrapa (ARAUJO er al., 2012) conforme fluxograma
descrito na Figura 9, com algumas modificagdes. Os queijos foram produzidos a partir de 500
mL de leite integral pasteurizado do tipo C (Maranguape). O leite primeiramente foi aquecido
até atingir a temperatura de 37 °C, sendo acrescido de 50 mM de CaCl,. Em seguida, PPN (10
mg de proteina) e coalho comercial Coalhopar (recomendag¢des do fabricante: 30 mg/500 mL)
foram solubilizados em um volume de 3 mL de 4dgua destilada . Apds a adi¢cdo do cloreto de
célcio (50 mM) e homogeneizac¢ao dos coagulantes, o leite permaneceu em repouso durante
cerca de 40 min, até o ponto de corte da coalhada, sendo realizados cortes verticais e
horizontais originando pequenos cubos. Em seguida, cerca de 50% do soro foi retirado,
acrescido de 10 g de “sal de cozinha” e devolvido para a coalhada, que posteriormente foi
aquecida até atingir a temperatura de 80 °C para cozimento da massa. A coalhada foi filtrada
em tecido de trama fina (dessorador), para a retirada do soro, e a massa foi prensada em forma
plastica, permanecendo nessa forma por aproximadamente 16 horas. Parametros como

rendimento, textura, umidade, massa fresca e seca dos queijos foram avaliados.

4.11 Analise Estatistica

Os resultados experimentais foram expressos como média * desvio padrio da
média e foram analisados utilizando o software GraphPad Prism v.5.03 (GraphPad Inc., San
Diego, CA). Para comparacdo de médias foi utilizada a Andlise de Variancia (ANOVA) e
testes de comparacdes multiplas de Tukey, sendo considerados como significativos o0s

resultados que apresentaram P < 0,05.



Figura 10 — Esquema geral de fabricacao artesanal de queijo coalho.

\ \
Leite —_— | o Aferirvolume
' o Filtrar :
g ' rFr—==—=-=-=-== Y
Verificar a temperatura —> ! 37°C 1
Adicionar o coalho
I’ __________ A\
Deixar em repouso —> | 40a60min |
L ”
e e e e e N
Cortar a coalhada —_

]
I e (Cortes verticais
! e horizontais

—— e o o = = = = = =

Mexer a coalhada

1
Retirar 50% do soro —> ! Aquecer até 80 °C :
1
e A A ST TTTmmmmmmes
Adicionar o soro a
coalhada
\
( . “ —m—m—m————— ~
Adicionar “sal de > ' 20 glitrto |
cozinha” ao soro (salga) Semmmm - ’
4 )
Aquecer coalhada
até 85 °C
\
p ———————- N
Repouso por e Férma !
1
| aproximadamente 16 h > !« Prensa ’I

Fonte: Adaptado de ARAUIJO et al. (2012)



54

S RESULTADOS

5.1 Obtencao da polpa dos frutos de noni e determinacio do teor de proteinas totais

ApO6s o processo de liofilizacao a polpa apresentou um rendimento de 10%. Através do
método micro Kjeldahl, foi verificado que a polpa dos frutos de noni apresenta um teor de 5,2

g de proteinas por 100 g (+ 0,4).de polpa seca.

5.2 Extracio de proteinas da polpa do noni e analise do perfil eletroforético

A figura 10 mostra a concentracdo de proteinas e atividade proteolitica dos
extratos da polpa de noni obtidos em diferentes tampdes na proporcdo 1:5 (m:v). Observa-se
que no tampao fosfato de s6dio 50 mM, pH 7,0, obteve-se a maior atividade proteolitica,
quando comparado as demais condicdes utilizadas. Os extratos obtidos em Tris-HCI, pH 9,0
apresentaram o menor teor de proteinas e atividade proteolitica, quando comparado aos
demais tampodes (0,27 mg/g = 0,02 - 11,31 UAP/mg/min + 4,71 ). Em fun¢do do melhor
rendimento obtido na extragdo de peptidases com tampao fosfato pH 7,0, essa condicao foi
escolhida para dar prosseguimento as demais etapas do trabalho.

Tendo definido o tampdo para extracdo de proteinas, resolveu-se otimizar esse
processo, variando-se a propor¢do (m:v) de polpa para tampao (1:3 e 1:5) e adicionando-se
uma etapa de re-extracdo. Os resultados dessa etapa encontram-se sumarizados na Tabela 7. A
proporcdo de 1:3 (m:v) apresentou o menor rendimento de proteinas totais (1,669 mg/g +
0,009). Todavia, ap6s a re-extracao (1,870 mg/g *+ 0,050), ndo diferiu significativamente (p <
0,05) do resultado obtido quando se utilizou a propor¢ao 1:5 (1,940 mg/ g + 0,030), sem re-
extracdo. O maior rendimento foi alcancado quando a propor¢do de 1:5 com re-extracio foi
utilizada (2,070 mg/g + 0,002). Desse modo a condicdo de extracdo adotada foi em tampao
fosfato de s6dio 50 mM pH 7,0 com adi¢ao de 50 mM de NaCl, na propor¢do de 1:5 com
reextracdo. A figura 11 exibe o perfil eletroforético de PPN obtido na condi¢do de extragdao
adotada, onde € possivel visualizar apenas trés regides de proteinas mais abundantes, com
massas moleculares aparentes de 53, 21, 16 e 15 kDa.

Quanto a atividade proteolitica, PPN apresentou uma atividade especifica de
aproximadamente 911,85 UAP/mg/min (£ 36,34) e um rendimento de 1718,69 (+ 41,99)
unidade de atividade proteolitica por grama de polpa fresca. O padrdao de bandas com

atividade proteolitica (apresentadas em claro) pode ser observado na Figura 12A, mostrando a
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existéncia de uma grande variedade dessas enzimas. A Figura 12B mostra o zimograma onde
as peptidases ndo passaram pela etapa de renaturacdo, demonstrando assim, que as mesmas

nao sdo totalmente desnaturadas quando em presenga de SDS.

Figura 11 — Concentracdes de proteinas totais soltveis e atividade proteolitica de extratos da
polpa de noni (Morinda citrifolia L.) obtidos em diferentes tampdes. As barras indicam
desvio padrdo feita em triplicata. Letras iguais indicam valores que ndo diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Bl Conc. de proteinas

3 Ativ. proteolitica

0.4 b - 1500

)
£ 02
E r
0.1-
c
g
[

& N\
S O

-1250

-1000

<

o -
(§)] (=] hn
[—} [—}
(urw/Sw/gv)
BI1}1j09}0.ad dpepIAny

Concentracio de proteinas

=]

' Qs f\‘i" Q N
.Q‘b Q Q ] K&
> M Q" .© o
R ¥ & Ay ]

Tabela 6 — Concentragdo e rendimento de PPN apos a adi¢do de uma etapa de re-extracao.

Proporcao Proteina total (mg/mL) Rendimento (mg/g)*
1:3 0,506 + 0,050" 1,669 + 0,009*
1:3 o )
0,638 £ 0,050 1,870 + 0,050
(Com re-extracao)
1:5 0,367 + 0,006 1,940 £ 0,030
1:5 d
0,451 +0,005* 2,070 +0,002¢

(Com re-extracao)

Meédia + desvio padrio de trés andlises, cada uma em triplicata.
Letras iguais representam valores que ndo diferiram significativamente (p<0,05) pelo teste de Tukey.
* Massa de protefnas soliveis (mg) por grama de polpa de fruto fresco.
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Figura 12 — Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%) sob condicdes desnaturantes de
PPN. Raia 1: Marcadores de massa molecular (fosforilase B — 97,0 kDa; albumina sérica
bovina — 66,0 kDa; ovoalbumina — 45,0; anidrase carbdnica bovina — 29,0; inibidor de tripsina
de soja tipo Kunitz — 20,1 e a-lactalbumina — 14,4 kDa. Raia 2: PPN obtido com a extra¢do
em tampao fosfato de s6dio S0 mM pH 7,0 com adi¢do de 50 mM de NaCl, na proporcado de
1:5 com re-extracao (75 pg).

kDa 1 2

R
-4 53 kDa

450 o
00
20,1
l‘. <4 16 kDa
144 <4 15kDa

Figura 13 — Zimograma em gel de poliacrilamida (10%) acrescido de gelatina 0,2% de PPN.
(A) Gel ap6s incubacdo em solucido de Triton X-100 para retirada de SDS e renaturacdo de
proteinas. Raia 1: Tripsina (controle) - 3 pg. Raia 2: PPN (10 pg). (B) Gel ndo incubado em
Triton X-100.

23,8 kDa»
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5.3 Caracterizacio da atividade proteolitica de PPN

5.3.1 Efeito de inibidores

De acordo com a figura 13 as PPN ndo foram inibidas significativamente na
presenca de EDTA (94,23% de atividade proteolitica residual) ou PMSF (100% de atividade
residual), enquanto que na presenca de pepstatina A houve uma inibi¢do de 8,65% da
atividade proteolitica total. As PPN tiveram sua atividade proteolitica inibida
significativamente (p<0,05) e em 97,87% e 98%, quando incubadas com iodoacetamida (0,1
mM) e E-64 (0,18 mM), respectivamente. Isto indica que as peptidases presentes no extrato da

polpa de noni, pertencem, em sua grande maioria, a classe de peptidases cisteinicas.

5.3.2 Determinagdo do pH e da temperatura étimos de atividade proteolitica

Para a determinacdo do pH Otimo, foram utilizados os substratos: azocaseina
(substrato inespecifico) e BANA (substrato especifico para cisteino-peptidases). A maior taxa
de hidrdlise foi alcancada quando a reacdo se deu em pH 6,0 (885,92 UAP/mg/min + 21,64),
ndo apresentando diferenca significativa em pH 7,0 (911,85 UAP/mg/min *+ 36,34), quando
azocaseina foi utilizada (Figura 14A). Entretanto, ao se utilizar BANA como substrato da
reacdo, a atividade especifica em pH 6,0 (265,01 UAP/mg/min + 6,75) apresentou valores
cerca de cinco vezes maior em relacdo ao pH 7,0, (56,55 UAP/mg/min * 6,75) (Figura 14B),
determinando assim, o pH 6,0 como o 6timo para que a atividade proteolitica ocorra. Sob
condic¢des de pH mais 4cido ou bésico, as PPN apresentaram baixa atividade proteolitica.

Para a determinacdo da temperatura Otima de catalise das PPN, foi utilizado
azocaseina como substrato de reacdo. Na Figura 5 € possivel observar que as peptidases
exibiram baixa atividade catalitica, 154,76 (= 4,28), 257,93 (* 43,74), 215,60 (= 12,15) e
94,57 (£ 6,54) UAP/mg/min quando a reacdo ocorreu nas temperaturas de 20, 30, 70 e 80 °C,
respectivamente, ndo apresentando diferenca significativa entre si ao nivel de p < 0,05.
Diferentemente, nas temperaturas de 40 e 60 °C foram obtidas atividades especificas de
667,98 (+ 62,20) e 646,16 (* 21,51) UAP/mg/min, respectivamente. Contudo, PPN atingiram
um méaximo de atividade na temperatura de 50 °C (1240,08 + 56,77 UAP/mg/min).
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Figura 14 — Efeito de inibidores sobre a atividade proteolitica de PPN. As amostras do PPN
(0,03 mg/mL e encerrando 1617,9 UAP) foram incubadas em inibidores das diferentes classes
de peptidases, por 30 minutos antes dos ensaios de determinacdo da atividade proteolitica,
conduzidos em pH 6,0 a 37 °C, utilizando azocaseina como substrato. Barras indicam desvio
padrdo da determinacio em triplicata. Letras iguais indicam os valores que niao apresentaram
diferenca significativa ao nivel de p < 0,05 em relacdo as peptidases na auséncia de inibidores

(ctrl) pelo teste de Tukey.
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Figura 15 — Determinacdo do pH 6timo da atividade proteolitica de PPN utilizando azocaseina
(A) e BANA (B) como substrato da reacdo. Os substratos foram solubilizados nos tampdes,
glicina pH 3,0 e 9,0, acetato de sddio pH 4,0 e 5,0, fosfato de sédio pH 6,0 e 7,0, tris-HCI pH
8,0, todos na concentragdo de 50 mM, com exce¢do dos tampdes glicina pH 3,0 e acetato de
sodio pH 4,0 para azocaseina, em virtude de sua insolubilidade nessas condi¢des. Os ensaios
de atividade proteolitica foram conduzidos a 37 °C. Barras indicam desvio padrdao da
determinagdo em triplicata. Letras iguais indicam valores que ndo apresentaram diferenca

estatistica ao nivel de p < 0,05 pelo teste de Tukey.
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Figura 16 — Determinagdo da temperatura 6tima da atividade proteolitica de PPN. O ensaio de
atividade proteolitica foi realizado em diferentes temperaturas, 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 °C,
utilizando-se azocaseina, pH 6,0, como substrato. Barras indicam desvio padrio da
determinagdo em triplicata. Simbolos iguais indicam os valores que ndo apresentaram

diferenca significativa ao nivel de p < 0,05 pelo teste de Tukey.
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5.3.4 Estabilidade da atividade proteolitica em funcdo do pH e temperatura

Quando incubadas durante 30 min em todos as condi¢des de pH testadas, as
peptidases da polpa de noni apresentaram redugdes em suas atividades cataliticas (Figura 16).
A maior redugdo ocorreu em pHs mais bésicos, 89,96% de reducdo da atividade proteolitica
total em pH 8,0 € 91,56% em pH 9,0. Em pH neutro (7,0), a atividade proteolitica foi reduzida
em 59,3% apds incubagdo por 30 minutos. Diferentemente do observado em valores de pH
mais alcalinos, em pHs mais acidos houve menor redu¢ao na atividade proteolitica total. Nos
pHs 3.0, 4,0, 5,0 e 6,0 as atividades foram reduzidas significativamente em 34,93% , 23,29%,
17,80% e 18,34%, respectivamente, ap6s 30 minutos de incubacao nessas condigdes.

Nos testes de estabilidade em diferentes temperaturas observou-se que as
peptidases do extrato da polpa de noni sofreu uma reducdo significativa (80,21%) em sua
atividade proteolitica ja na temperatura de 20 °C. Tais perdas de efeito foram equivalentes
para as temperaturas de 30 e 40°C, sendo ainda mais pronunciadas na temperatura de 50 °C. A

partir da temperatura de 60 °C houve perda total da atividade proteolitica residual (Figura 17).
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Figura 17 — Estabilidade da atividade proteolitica de PPN em fun¢do do pH. As amostras do
PPN (0,03 mg/mL e encerrando 1617,9 UAP) foram incubadas nos tampdes, glicina pH 3,0 e
9,0, acetato de sddio pH 4,0 e 5,0, fosfato de sédio pH 6,0 e 7,0, tris-HCI pH 8,0, todos na
concentracdo de 50 mM, por 30 minutos antes dos ensaios de determinacdo da atividade
proteolitica, conduzidos em pH 6,0 a 37 °C utilizando azocaseina como substrato. Barras
indicam desvio padrdo da determinacdo em triplicata. Letras iguais indicam os valores que
ndo apresentaram diferenca significativa ao nivel de p < 0,05 em relacdo as peptidases nao

incubadas (ctrl) pelo teste de Tukey.
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Figura 18 — Estabilidade da atividade proteolitica de PPN em funcdo da temperatura. As
amostras do PPN (0,03 mg/mL e encerrando 1617,9 UAP) foram incubadas nas diferentes
temperaturas, por 30 minutos antes dos ensaios de determinacdo da atividade proteolitica,
conduzidos em pH 6,0 a 37 °C utilizando azocaseina como substrato. Barras indicam desvio
padrdo da determinacdo em triplicata. Letras iguais indicam os valores que nio apresentaram
diferenca significativa ao nivel de p < 0,05 em relacdo as peptidases ndo incubadas (ctrl) pelo

teste de Tukey.
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5.3.5 Atividade proteolitica na presenca de cdtions divalentes

A atividade proteolitica de PPN nao sofreu alteracdes quando em presenca dos
cations de ferro II e magnésio, nas duas concentracdes testadas (0,5 e 5 mM). Para o
manganés e zinco foram observadas alteracdes significativas nas duas concentracdes testadas.
Em 0,5 mM de Mn*" a atividade proteolitica residual foi reduzida em 27,51% e em 5 mM, em
49,27%. Para o Zn*" as reducdes foram de 34,41% e 85,72% para as concentragdes de 0,5 ¢ 5
mM, respectivamente. Para a incubac@o com os cétions cobalto e cobre foram observadas
redugdes significativas apenas na concentragdo de 5 mM, a qual promoveu uma perda de
56,27% (para a incubagdo com Co) e 68,52% (para a incubacdo com Cu) na atividade
proteolitica total (Figura 18).

Para os experimentos com CaCl, nido foram observados efeitos de reducdo da
atividade proteolitica total para todas as concentracdes testadas. Na verdade, para a
concentracdo de 100 mM de CaCl, foi observado um aumento significativo de 39,48% na

atividade proteolitica total em relagdo ao controle experimental (Figura 19).
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Figura 19 — Efeito de cations divalentes sobre a atividade proteolitica de PPN. As amostras de
PPN (0,06 mgP/mL e encerrando 3235,8 UAP) foram incubadas com os cétions divalentes
nas concentracoes de 0,5 mM e 5 mM, antes dos ensaios de determinacdo da atividade
proteolitica, conduzidos em pH 6,0 a 37 °C utilizando azocaseina como substrato. Barras
indicam a média £ desvio padrao da média da atividade proteolitica residual (%) determinada
em triplicata. Letras iguais indicam os valores que nao apresentaram diferenca significativa ao

nivel de p < 0,05 em relacdo as peptidases na auséncia de cations (ctrl) pelo teste de Tukey.
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Figura 20 — Efeito do CaCl, sobre a atividade proteolitica de PPN. As amostras de PPN (0,06
mgP/mL e encerrando 3235,8 UAP) foram incubadas em solucdes de CaCl, nas
concentracoes de 10, 20, 40, 60, 80 e 100 mM, antes dos ensaios de determinacgao da atividade
proteolitica, conduzidos em pH 6,0 a 37 °C utilizando azocaseina como substrato. Barras
indicam a média £ desvio padrao da média da atividade proteolitica residual (%) determinada
em triplicata. Asteriscos (*) indicam os valores que ndo apresentaram diferenca significativa

ao nivel de p < 0,05 em relacdo as peptidases na auséncia de cations (controle) pelo teste de

Tukey.
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5.3.6 Estabilidade de PPN em funcdo do armazenamento

As PPN foram armazenadas em solucdo aquosa sem adicdo de sais ou ativadores
nas temperaturas de -20 °C e 4 °C durante o tempo méaximo de 60 dias. Mesmo apds 7 dias na
temperatura de 4 °C, as PPN ja apresentaram uma reducdo de 51% em sua atividade
proteolitica em comparagdo ao tempo zero. As perdas de atividade proteolitica foram graduais
e significativas ao longo do tempo. As redugdes ocorridas a 4 °C foram de 51%, 75,45%,
93,82% e 95,82% para os tempos de 7, 15, 30 e 60 dias, respectivamente. Nao houve
diferenca significativa entre os dois dltimos tempos, ja que em 30 dias as PPN perdem quase
totalmente sua atividade, quando armazenadas em soluc@o na temperatura de 4 °C. Enquanto
que na temperatura de -20 °C as PPN foram capazes de conservar sua atividade proteolitica
por mais tempo. As perdas nessa temperatura foram 7,57%, 26,1%, 38,03% e 60,05%, nos

tempos de 7, 15, 30 e 60 dias, respectivamente (Figura 21).
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Figura 21 — Estabilidade de PPN em funcdo do armazenamento nas temperaturas de -20 e 4
°C nos tempos de 7 — 60 dias. As amostras do PPN (0,03 mg/mL e encerrando 1617,9 UAP)
foram armazenadas em solu¢@o aquosa, ndo protegidas da luz. Apds cada intervalo de tempo
foram realizados os ensaios de determinacao da atividade proteolitica, conduzidos em pH 6,0
a 37 °C utilizando azocaseina como substrato. Barras indicam a média + desvio padrao da
média da atividade proteolitica residual (%) determinada em triplicata. Letras iguais indicam
valores que ndo apresentaram diferenca significativa ao nivel de p < 0,05 pelo teste de Tukey.
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5.4 Determinacao da atividade coagulante de PPN

A coagulagdo do leite (2mL) foi realizada mediante a adiciao de 0,024 mg de PPN
(1294,39 UAP) e a formacgao das primeiras particulas visiveis iniciou em 5,73 minutos (*
0,05). PPN apresentou atividade coagulante de 174,5 UAC/mL e atividade coagulante
especifica de 269,6 x 10-3 UAC/mg. A Figura 22 mostra os coagulos resultantes da hidrolise
realizada pelo coalho comercial (B) e por PPN (C). Os sobrenadantes visiveis nos tubos trata-

se do soro resultante da coagulagao.

Figura 22 — Coagulacdo de leite desnatado 10% (Molico®) por PPN ao final de 40 min.
Amostras de PPN (80 pL - 0,3 mg/mL), solubilizadas em &gua, foram utilizadas na
coagulacdo de 2 mL de leite. (A) Controle (agua). (B) Coalho comercial - Coalhopar (0,12
mg). (C) PPN (1294,39 UAP).
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5.5 Caracterizacao da atividade coagulante de PPN

5.5.1 Efeito de inibidores na atividade coagulante de PPN

Tal como observado nos resultados anteriores de inibicdo da atividade
proteolitica com E-64 e IAA, as peptidases presentes na polpa do noni nido apresentaram
atividade coagulante do leite na presenca desses compostos (Figura 23). Por outro lado,
decréscimos significativos de 20,74 e 25,35% em UAC foram observados apds incubacao das

peptidases da polpa do noni com PMSF (5 mM) e pepstatina A (0,05 mM), respectivamente.
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Quando incubados em EDTA, ndo houve diferenca significativa em relacio as PPN na

auséncia de inibidores.

Figura 23 — Efeito de diferentes inibidores de peptidases sobre a atividade de coagulante de
PPN. As amostras do PPN (0,3 mg/mL e encerrando 1294,39 UAP) foram incubadas em
inibidores das diferentes classes de peptidases, por 30 minutos antes dos ensaios de
determinag¢do da atividade coagulante, conduzidos em pH 6,0 a 37 °C, utilizando leite
desnatado 10% como substrato. Barras indicam desvio padrao da determinagdo em triplicata.
Letras iguais indicam os valores que ndo apresentaram diferenca significativa ao nivel de p <

0,05 em relagdo as peptidases na auséncia de inibidores pelo teste de Tukey.
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5.5.2 Estabilidade de PPN em funcdo da temperatura na coagulagdo do leite

PPN quando incubadas a 20 °C ndo apresentaram diferenca significativa em
relacdo as proteinas ndo incubadas (ressuspendidas instantes antes do ensaio de atividade
proteolitica). Todos os ensaios de atividade proteolitica foram realizados na temperatura de 37
°C. Ja na temperatura de 30 °C houve uma redugdo de 16,48% em sua atividade coagulante,
ndo havendo diferenca significativa em relag@o a temperatura de 40 °C, onde o decréscimo foi
de 18%. PPN foram completamente desnaturadas quando aquecida a 50 °C, ndo havendo

desta forma, coagulacao do leite (Figura 24).

5.5.3 Efeito do NaCl na atividade coagulante de PPN

A presenca de NaCl resultou em perdas de atividade de coagulacdo, no entanto, as
redugdes foram: 11,84; 11,72; 21,88; 16,8; 19,65 e 23,58, na presenca de 0,1; 0,5; 1; 1,5; 2;
2,5% de NaCl, respectivamente (Figura 25).

5.5.4 Efeito do CaCl; na atividade coagulante de PPN

A coagulagdo do leite em presenca de 10 mM de CaCl, foi utilizada como
controle, visto que a coagulacdo ndo ocorre na auséncia deste sal. Quando essa concentracao
foi alterada para 20 e 40 mM, ndo houve variacOes significativas em relagdo ao controle (na
presenca de 10 mM de CaCl,). Embora seja possivel observar uma reducio nos valores de
UAC na coagulacdo do leite em presenca de maiores concentragdes de CaCl,, 60 a 100 mM,
esse decréscimo teve uma média de apenas 16,66%, ndo havendo diferenca significativas

entre as tr€s concentracdes (Figura 26).
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Figura 24 - Estabilidade da atividade coagulante de PPN em funcdo da temperatura. As
amostras do PPN (0,3 mg/mL e encerrando 1294,39 UAP) foram incubadas em diferentes
temperaturas, 20, 30, 40 e 50 °C, por 30 minutos antes dos ensaios de atividade coagulante,
conduzidos em pH 6,5 a 37 °C utilizando leite desnatado 10%. Barras indicam desvio padrao
da determinacdo em triplicata. Letras iguais indicam os valores que ndo apresentaram
diferenca significativa ao nivel de p < 0,05 em relacdo as peptidases nao incubadas pelo teste

de Tukey. N.I.: ndo incubadas.
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Figura 25 — Efeito do NaCl sobre a atividade coagulante de PPN. As amostras de PPN (0,3
mgP/mL e encerrando 3235,8 UAP) foram incubadas em solucdes de NaCl nas concentracdes
de 0, 20, 40, 60, 80 e 100 mM, antes dos ensaios de determinacdo da atividade coagulante,
conduzidos em pH 6,0 a 37 °C utilizando leite desnatado 10% como substrato. Barras
indicam a média £ desvio padrao da média da atividade proteolitica residual (%) determinada
em triplicata. Letras iguais indicam os valores que ndo apresentaram diferenca significativa ao

nivel de p < 0,05 pelo teste de Tukey.
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Figura 26 — Efeito do CaCl, sobre a atividade coagulante de PPN. As amostras de PPN (0,3
mgP/mL e encerrando 3235,8 UAP) foram incubadas em solu¢des de CaCl, nas
concentracoes de 10, 20, 40, 60, 80 e 100 mM, antes dos ensaios de determinacgao da atividade
coagulante, conduzidos em pH 6,0 a 37 °C utilizando leite desnatado 10% como substrato.
Barras indicam a média + desvio padrdo da média da atividade proteolitica residual (%)
determinada em triplicata. Letras iguais indicam os valores que ndo apresentaram diferenca

significativa ao nivel de p < 0,05 em relagdo as peptidases na presenca de 10 mM de CaCl,

pelo teste de Tukey.
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5.5.5 Padrdo de hidrélise da caseina utilizando PPN em comparacdo com o coalho

comercial

O perfil eletroforético da hidrélise das caseinas ao longo do tempo esta exibido na
Figura 27, onde ¢ possivel observar que PPN apresentam uma preferéncia sobre a B e «-
caseina, visto que a banda correspondente a a-caseina permanece visivel por mais tempo. Na
concentra¢do de 6 pg de proteinas por mL de leite (Figura 27B), ou seja, cerca de 323,6 UAP,
a hidrélise total de caseinas ocorre praticamente em 10 min de reacdo. A andlise
densitométrica confirma a diminui¢do das intensidades das bandas proteicas ao longo do
tempo (a, B e k).

PPN apresentaram uma hidrdlise da k-caseina semelhante aparentemente com a
obtida utilizando-se o coalho comercial (Coalhopar), onde € possivel observar a formacao do

peptideo para-k-caseina (Figura 28).
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Figura 27 — Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) sob condi¢des redutoras da hidrélise
de caseina (CN) ao longo do tempo de reagdo. As raias indicam o tempo de reagdo em min.
M: marcador. (A) PPN: 24 pg/mL (2,18 UAP/mg/min). (B) PPN: 6 pg/mL (5,47
UAP/mg/min). Abaixo andlises de densitometria mostram a diminui¢do da intensidade das

caseinas ao longo do tempo, indicando que as mesma estdo sofrendo degradacao.
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Figura 28 — Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) sob condi¢des redutoras. (A)
Hidrolise da x-CN ap6s 10 min. Raia 1: Marcadores de massa molecular. Raia 2: k-CN. Raia
3: Hidrolise por Coalhopar. Raia 4: Hidrdlise por PPN. (B e C) Hidrdlise da x-CN ao longo
do tempo de reacdo e andlise de densitometria. (B) Coalhopar — 0,1 mg/mL. (C) PPN — 1,2 .
10° mg/mL (64,71 UAP).
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5.6 Producao de queijo coalho artesanal

Os queijos produzidos com o coalho animal (Coalhopar) e coagulante vegetal
(PPN) podem ser observados na Figura 28. Ambos apresentaram poucas diferencas em
relacdo a massa fresca dos queijos, entretanto, diferiram quando ao tempo de coagulacdo
(Tabela 8). Parametros como rendimento, textura, massa fresca e seca dos queijos foram
avaliados. O queijo produzido com a utilizacdo de PPN como coagulante apresentou textura
macia, e apresentou maior taxa de umidade (Figura 29). e um rendimento de 79,02g de polpa
fresca necessarios para a manufatura de um quilo de queijo. Os queijos produzidos com os

dois coagulantes apresentaram rendimentos semelhante levando-se em consideracdo a massa

de queijo recuperada ap0s a retirada do soro a partir de 500 mL de leite.
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Figura 29 — Queijo do tipo coalho produzido com a utilizacdo de coalho comercial —
Coalhopar (A) e de PPN (B). Para a coagulacdo de 500 mL de leite foram utilizados 10 mg de
PPN (9118.,5 UAP) a 37 °C durante 36 min. Coalho comercial foi utilizado na concentragcao
de 0,06 g/L).
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Tabela 7 — Pardmetros de analise comparativas entre queijos produzidos com coalho animal e

coagulante vegetal.

Parametros Coalhopar PPN
Tempo de coagulagao (min) 3 8
Massa fresca (g) 57,49 £ 0,87 65,17 £0,84
Massa seca (g) 32,84 £5,46 25,86 £ 1,52
Umidade (%) 41,34 £ 7,01 60,27 + 2,83
Rendimento (%)* 11,49+ 0,17 12,98 £ 0,16

* Rendimento calculado a partir da massa de queijo recuperada a partir de um volume de 500 mL de
leite.
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6 DISCUSSAO

As peptidases tém uma ampla variedade de aplica¢des na industria de alimentos,
como na fabricacdo de queijos, no processamento de bebidas e carnes, na hidrdlise para
producdo de peptideos bioativos, dentre outros. Comumente sdo extraidas de diversas fontes,
sejam elas de origem animal, vegetal, microbiana ou produzidas através de recombinacio
genética.

A principal peptidase utilizada na fabrica¢do de queijo € a quimosina, aspartico-
peptidase de origem animal. Essa enzima possui alta especificidade sobre a k-caseina e baixa
atividade proteolitica total, sendo estas caracteristicas desejaveis na escolha de qualquer outro
coagulante (FOX; STEPANIAK, 1993). Visando a substituicdo deste tipo de coalho, bem
como a diversificacdo dos produtos, varias pesquisas tém sido direcionadas para a busca de
novas fontes de peptidases com potencial para coagulacdo do leite, que possam resultar em
queijos com caracteristicas diferenciadas, como o odor, o sabor e a textura. Nesse contexto,
coagulantes de origem vegetal apresentam-se como uma alternativa viavel, por possuir ampla
especificidade quanto ao substrato, atividade em uma ampla faixa de pH, temperatura e pela a
presenca de compostos organicos (KUMARI; SHARMA; JAGANNADHAM, 2012).

Quase todas as peptidases utilizadas como coagulantes do leite pertencem a classe
de aspartico-peptidases, mas outros grupos de enzimas, tais como cisteino e serino-peptidases
também ja foram estudadas (TAMER; MAVITUNA, 1997). Alguns coagulantes vegetais sao
inadequados para a producdo de queijos, pois conferem baixo rendimento e sabor amargo ao
produto final, em decorréncia de uma protedlise excessiva (LLORENTE er al, 2014).
Portanto, a busca de novas fontes em potencial de enzimas eficientes na coagulacio do leite a
partir de plantas estd em processo continuo, de forma a torna-las industrialmente uteis para
atender a crescente demanda mundial de producdo de queijos diversificados e de alta
qualidade (HASHIM et al., 2011)

.Diante dessa temética e dos estudos existentes na literatura acerca da presenca de
peptidases na polpa dos frutos de noni, e por se tratar de um fruto consumivel, ndo
apresentando, desta forma, implicagdes quanto ao seu uso em pequenas quantidades, a
estratégia adotada neste trabalho foi a de caracterizar estas peptidases visando sua aplicacdo
futura como coagulante na produgdo de queijos.

Através do método de micro Kjeldahl foi determinado que a massa seca dos frutos
de noni apresenta 5,2% de proteina em sua constitui¢do. Alteragdes nesse teor sdo observadas

em frutos coletados em ambientes diversos. Frutos de noni coletados em Cuiaba — MT, Brasil
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(FARIA et al, 2014) e Camboja (CHUNHIENG, 2003) apresentaram teores proteicos
correspondentes a 2,36% e 2,5%, respectivamente. Baixos teores de proteinas sdo comuns em
frutos, visto que geralmente estas se encontram armazenadas em suas sementes (SLAVIN;
LLOYD, 2012).

Para extracdo de proteinas do fruto foram testados diferentes pHs e a maior
concentracdo de proteina foi obtida quando o tampao fosfato de s6dio 50 mM pH 7,0 com
adi¢do de NaCl, com um rendimento total de 2,07 mg de proteina / g de polpa (0,451 mg/mL).
No entanto, levando-se em consideracdo a concentragdo total de proteinas na polpa (5,2%), €
possivel constatar que apenas cerca de 4% das proteinas sdo soldveis nessas condi¢des. Isso
sugere que os frutos de noni contém uma grande diversidade de proteinas que sdo extraidas
provavelmente em diferentes condi¢des de pH, solventes e sais. Ishartani et al. (2011) relatou
uma concentracao de 0,51 mg/mL em extratos obtidos a partir de frutos de noni no 4° estadio
de maturacdo (amarelo-esbranquicado), em contraste com os valores encontrados por Ismail e
Razak (2014), apenas 0,16 mg/mL.

O pericarpo do fruto de noni € uma fonte rica de peptidases que podem ser
empregadas na fabricacdo de queijos. Sua atividade proteolitica de 1718,69 UAP/g ultrapassa
a da maioria dos vegetais, como € o caso do kiwi (Actinidia deliciosa), abacaxi (Ananas
comosus), mamao (Carica papaya) e figo (Ficus carica) que apresentam uma média de 25,92
UAP/g (Sun et al., 2016). Apenas 79,02 g (peso médio do fruto: 212,17 + 11,25 g) de
pericarpo de noni sdo necessarios para a manufatura de um quilo de queijo, desse modo a
partir de apenas um fruto € possivel obter uma larga quantidade de peptidases, o que
diminuiria os custos para produ¢do de queijos e ao mesmo tempo dispensa a técnica de
expressdo heterdloga, que muitas vezes € utilizada visando o aumento nos rendimentos de
biomoléculas. Além disso, essa € uma espécie perene e frutifica ao longo de todo o ano
(Nelson, 2006)

O perfil eletroforético apresentado foi semelhante ao do fruto maduro relatado por
Ismail & Razak (2014), onde grande parte das proteinas, possuem massas menores que 30
kDa, entretanto, o presente trabalho diferiu por apresentar uma banda proteica em torno de 53
kDa. O zimograma (Figura 3) apresentou diversas bandas correspondentes as peptidases, que
nio foram visualizadas em SDS-PAGE comum (Figura 2), mesmo aplicando-se grande
quantidade de proteinas (75 pg). Isso sugere que a atividade proteolitica dos frutos de noni,
provém de uma grande variedade de peptidases com alta capacidade de hidrdlise, no entanto,
presentes em baixas concentragdes, pois mesmo ndo sendo observadas em SDS-PAGE

comum, a quantidade de proteina aplicada para a realizacdo do zimograma (10 pg) foi
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suficiente para que houvesse digestdo da gelatina presente no gel. Foi observado também que
essas peptidases ndo foram totalmente desnaturadas na presenca de dodecil sulfato de sédio
(SDS), visto que houve hidrélise de proteinas durante a corrida eletroforética, comprovada
pelo “arrastado” na parte superior do gel.

Em ensaios de atividade proteolitica utilizando diferentes inibidores de peptidases,
PPN foram completamente inibidas quando incubadas na presenca dos inibidores,
iodoacetamida e E-64. Esses inibidores sdo especificos para cisteino-peptidases, entretanto
sua utilizacdo ndo permite distinguir entre as enzimas desta classe. Inibem irreversivelmente,
por alquilagdo ou oxidacdo, causando modificacdes em grupos tiol (—SH). Esse resultado
demonstra que grupos —SH podem estar envolvidos no mecanismo de catalise dessas enzimas,
indicando que PPN pertencem a classe das cisteino-peptidases.

PPN apresentaram atividade 6tima em torno de pH 6,0 para ambos os substratos
utilizados. Essa condicdo de pH é comum em cisteino-peptidases vegetais, como € o caso da
bromelaina, extraida a partir do fruto de Ananas comosus, que apresentou atividade
caseinolitica maxima em pH 5,0 — 6,0 (HA et al., 2012), da nivulian II, purificada a partir do
latex de Euphobia nivulia (BADGUJAR; MAHAJAN, 2014), e a ervatamina B, proveniente
do latex de Ervatamia coronaria (KUNDU; SUNDD; MEDICHERAL, 2000), que
apresentaram atividade 6tima em pH 6,3. Coalho de vitelo exibiu a mesma dependéncia em
relacdo ao pH, desempenhando melhor atividade de coagulacdo sob condi¢des acidas do que
sob condig¢des alcalinas (RICHARDSON, ef al., 1967)

A atividade proteolitica aumentou progressivamente com o aumento da
temperatura até um ponto maximo em 50 °C, decaindo em temperaturas superiores (Figura 6).
Comportamento semelhante foi observado em latex de Ficus carica, Calotropis procera
(BADGUJAR; MAHAIJAN, 2012) e folhas de Lactuca sativa (LO PIERO et al., 2002), que
apresentaram uma temperatura 6tima de atividade de 50, 45 e 50 °C, respectivamente. PPN
apresentaram ainda uma atividade proteolitica bastante expressiva nas temperaturas de 40 e
60 °C.

Quanto a estabilidade em funcdo do pH, PPN apresentou aproximadamente 80 %
de sua atividade quando incubada previamente 4 — 6, € 60% em pH 3 (Figura 7). Apresentou
baixa estabilidade frente pHs alcalinos. Peptidases de sementes de Lagenaria siceraria
também sofreram uma reducdo na atividade proteolitica em pH acima de 7,0 (DASH,;
MAHARANA; GHOSH, 2015). Sabe-se que o pH afeta a forma, as propriedades de carga, o
posicionamento correto do substrato e a ionizagdo das cadeias laterais dos aminoécidos, tanto

no local ativo, como em toda a estrutura enzima (PURICH, 2010).
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A incubagdo prévia em diferentes temperaturas também ocasionou reducdes na
atividade proteolitica de PPN, principalmente em temperaturas acima de 40 °C. Este fato pode
estar associado a ocorréncia de autélise, quando PPN sao incubados nas suas condi¢des ideias
de reacdo, pH 6,0 a 50 °C, visto que esse processo € bastante comum em peptidases, e
depende de fatores como concentracdo, temperatura, tempo e ativadores. (TOMAR et al.,
2008). Alta estabilidade em func¢do da temperatura e do pH é um importante critério na
escolha de peptidases para serem utilizadas em processos industriais (VIEILLE; ZEIKUS,
1996).

Outro parametro utilizado para avaliacdo da estabilidade de PPN foi o efeito de
ions na atividade proteolitica, que podem ser determinantes na organiza¢do molecular da
proteina e assim influenciar na atividade e estabilidade da enzima (MERHEB-DINI et al.,
2009). Mn, Co, Cu e Zn foram capazes de inibir a atividade proteolitica de PPN na
concentracdo de 5 mM, enquanto que, Fe, Mg e Ca ndo exerceram influéncia na atividade.
Esse perfil de inibicdo também foi encontrado em religiosina B (KUMARI; SHARMA;
JAGANNADHAM, 2012), enquanto que nivulian-II sofreu inibicdo por Fe e Zn
(BADGUJAR; MAHAJAN, 2014). O Na foi capaz de melhorar em 50% a atividade catalitica
de PPN de 2,5 M, isso também foi reportado por Sousa, Malcata (1996), onde houve um
aumento na atividade proteolitica do extrato bruto de flores de Cynara cardunculos de acordo
com o aumento da concentracdo de NaCl. Ja peptidases dos frutos de Bromelia hieronymi
sofreram uma perda de sua atividade em cerca de 48% na presenca de 2,5 M de NaCl
(BRUNO et al., 2010).

Quanto a sua estabilidade de armazenamento em funcdo do tempo e da
temperatura, PPN armazenadas apenas em soluc@o aquosa a — 20 °C mantiveram 60% de sua
atividade mesmo ap0s 30 dias, enquanto que a 4 °C o decaimento da atividade ocorreu mais
rapidamente. Todavia, quando liofilizadas e armazenadas na temperatura de -20 °C, sua
atividade catalitica permaneceu intacta mesmo apds 6 meses (dados ndo mostrados). Diante
disso, tornam-se necessarios estudos acerca de sua estabilidade em diferentes temperaturas
quando liofilizadas.

A razdo entre a atividade coagulante do leite e a atividade proteolitica € um
indicador da eficiéncia da peptidase utilizada na producio de queijo (ARIMA et al, 1970) e
esse parametro € utilizado na escolha de coagulantes alternativos. A coagulacdo do leite por
PPN ocorreu sem a adicao de ativadores e apresentou uma razao de 174,5 UAC/mL.

Quando realizado o ensaio de atividade de coagulacdo do leite utilizando

inibidores de peptidases, o resultado obtido corroborou com o ensaio de atividade proteolitica
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utilizando-se azocaseina como substrato e confirmou a presenca de cisteino-peptidases, visto
que ndo ocorreu coagulacdo do leite quando PPN foram incubadas em iodoacetamida e E-64.
Virias cisteino peptidases t€ém sido apontadas como coagulantes alternativos, como é o caso
das espécies Ficus racemosa (DEVARAIJ et al., 2008), Actinidia chinensis (KATSAROS et
al., 2010), Ficus carica sylvestris (FACCIA et al., 2012), Euphorbia nivulian (BADGUJAR;
MAHAIJAN, 2014), Calotropis procera (BADGUJAR; MAHAJAN, 2012), Helianthus
annuus (EGITO et al., 2007), dentre outras.

Outro pardmetro avaliado foi o efeito do NaCl e CaCl, na coagulag¢do do leite.
Sabe-se que o NaCl influencia na maturacdo do queijo, como no controle do crescimento
microbiano, na sinerese da coalhada, causando uma redu¢do na umidade do queijo, bem como
na atividade de proteinas que podem ocasionar mudancas fisicas no queijo, como por
exemplo, a textura (GUINEE; FOX, 2004). A presenca de NaCl ocasionou uma reducdo na
UAC de PPN, embora em ensaios de atividade proteolitica mostrados anteriormente, o sal
tenha potencializado o efeito de PPN sobre a azocaseina. A salga do queijo de coalho ocorre
apenas ao final do processo de coagulacdo, o que ndo coloca em risco a atividade da enzima.
Esse resultado apresenta uma vantagem, pois a inativagdo parcial de PPN por NaCl associado
a sua inativagdo total na temperatura de 50 °C, garantem que ao final do processo de producao
de queijo, ndo continue havendo protedlise durante a etapa de maturac¢do, diminuindo assim, a
liberacdo de peptideos indesejados.

O célcio também interfere na coagulacdo do leite e tem sido descrito como uma
importante substincia na formagcdo do codgulo durante a coagulacdo do leite, que ocorre
quando sua concentragdo ¢ alta o suficiente (ANEMA, LEE, KLOSTERMEYER, 2005). Tem
importancia na agregacdo da caseina no segundo passo (ndo enzimatico) do processo de
coagulacdo, provocado pela neutralizacdo dos residuos negativos das micelas de caseina
(grupos fosfoserina e carboxil) e formacdo de complexos de fosfato de célcio (PIRES;
ORELLANA; GATTI, 1999), de modo que um aumento na sua concentracdo leva a um
aumento na taxa de coagulagdo (ARIMA et al., 1970). Houve uma redugdo nos valores de
UAC apenas na presenca de concentracoes maiores ou iguais a 60 mM de CaCl,,
diferentemente dos ensaios de atividade proteolitica, onde sua atividade de PPN ndo foi
afetada por nenhu