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RESUMO

Peptidases sdo enzimas capazes de realizar a clivagem de ligagdes peptidicas de outras
proteinas e peptideos. Essas enzimas apresentam um amplo espectro de aplicagdes, pois sao
utilizadas desde a inddstria alimenticia até mesmo no processamento de couro e pele e
formulacdes de medicamentos. Peptidases também tém sido utilizadas na industria de
laticinios para a producgdo de queijos. A coagulacdo das caseinas do leite € a principal etapa na
producdo de queijos do tipo coalho. O coalho ou renina é composto por quimosina e quando
adicionado ao leite produz a primeira etapa de formagdo do queijo, a coagulacdo. Devido a
restricdes de consumo de alimentos que utilizem o coalho animal por razdes de habitos
alimentares (vegetarianismo) ou por razdes religiosas (judaismo e islamismo) a busca por
enzimas coagulantes alternativas a quimosina tem intensificado. O presente trabalho
objetivou avaliar as atividades caseinolitica e coagulante do leite de cinco diferentes extratos
de proteinas laticiferas para a producdo de queijo. As fracdes laticiferas obtidas foram
dissolvidas em tampao Tris-HCI 50 mM pH 6,5 e submetidas aos seguintes ensaios: atividade
proteolitica total, atividade proteolitica com diferentes ativadores, atividade de coagulacdo do
leite, avaliagcdo da hidrélise da caseina total por SDS-PAGE e avaliacdo da k-caseina ao longo
do tempo através de SDS-PAGE em géis de poliacrilamida 15%, estabelecimento de um
protocolo de producdo do queijo tipo coalho e detec¢do de peptidases apds a producdo do
queijo. Somente as fragdes de C. procera, C. grandiflora e C. papaya exibiram atividade
proteolitica e atividade coagulacdo do leite, estas peptidases foram ativadas por DTT e L-
cisteina. O tempo de coagulacdo do leite pelas peptidases laticiferas foi dose-dependente,
sendo 60 ug a quantidade ideal para coagular 2 mL de leite. C. procera e C. grandiflora
apresentaram atividade especifica de coagulacdo do leite idénticas ao coalho comercial de
origem animal. Altas concentragdes de NaCl e CaCl, ndo afetaram a atividade proteolitica e
de coagulacdo do leite. Entretanto, a pré-incubacao dessas amostras a 75° C por 10 minutos
eliminou completamente suas atividades. Ambas as fragdes proteolitica demonstraram-se
capazes de hidrolisar a k-caseina e produzir peptideos de 16 KDa de maneira idéntica ao
coalho comercial. Os queijos gerados com as peptidases laticiferas apresentaram sabor
agraddvel, textura firme, aroma e rendimento similares aos queijos produzidos com a
quimosina comercial. Também ndo foi detectada atividade proteolitica apds a producdo do
queijo. Dessa forma, as peptidases de C. procera e C. grandiflora podem ser utilizadas como
alternativa a quimosina na produc¢do de queijo coalho.

Palavras-chave: Caseina, Quimosina, Peptidases, Coalho vegetal, Coagulagado do leite.



ABSTRACT

Peptidases are enzymes capable of performing cleavage of peptide bonds of other proteins and
peptides. These enzymes exhibit a broad spectrum of applications because they are used from
the food industry to the leather and skin processing and drug formulation. Peptidases also
have been used in the dairy industry for the cheese production. The coagulation of milk
caseins is the main step in the production of the cheese curds. Rennet or renin are consist of
chymosin and when added to the milk they cause the first step of forming cheese, the
coagulation. Due to restrictions of food intake using animal rennet because of eating habits
(vegetarianism) or religious reasons (Judaism and Islamism) the search for coagulating
enzymes alternatives to rennet has intensified. The present work aimed to evaluate the
caseinolytic and coagulant activities of the milk of five different latex protein extracts for the
production of cheese. The latex fractions obtained were dissolved in Tris-HCI 50 mM pH 6.5
buffer and submitted to total proteolytic activity assays with different activators, milk
coagulation, total casein hydrolysis, and of xk-casein over time by SDS-PAGE on 15%
polyacrylamide gels, establishing a protocol for cheese curd production and detecting
peptidases after the production of cheese. Only the fractions of C. procera, C. grandiflora,
and C. papaya showed proteolytic activity and milk coagulation activity. These peptidases
were activated by DTT and L-cysteine. The milk coagulation time by latex peptidases is dose
dependent with 60 pg being the optimum amount to coagulate 2 mL of milk. C. procera and
C. grandiflora showed specific activity of milk coagulation close to the commercial rennet of
animal origin. High concentrations of NaCl and CaCl2 did not affect the proteolytic activity
and coagulation of milk. However, the pre-incubation of these samples at 75° C for 10
minutes completely eliminated their activities. Both proteolytic fractions proved to be capable
of hydrolyzing k-casein and producing peptides of 16 KDa similarly the commercial rennet.
The cheeses generated by the latex peptidases had nice flavor, firm texture, scent and yield
similar to cheeses produced with commercial chymosin. Also, no proteolytic activity was
detected after the production of cheese. This way, the peptidases from C. procera and C.
grandiflora can be used as an alternative to chymosin in the production of cheese curds.

Key words: Casein, Chymosin, Peptidases, Vegetable coagulant, milk-clotting.
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1 INTRODUCAO

O surgimento dos laticinios foi um passo importante para as sociedades mais
primitivas, pois permitia a obten¢do de alimentos sem a necessidade de abater animais.
Historicamente, o surgimento de queijos se iniciou durante a domesticacdo de plantas e
animais de pastoreio no Oriente Médio e na Asia Central a cerca de 8000 anos a.C. Esses
povos necessitavam conservar o leite que colhiam, entdo o armazenavam em 6rgdos internos
desidratados, como em bolsas feitas a partir do estomago de caprinos, dessa forma o leite
entrava em contato com as enzimas digestivas, incluindo a quimosina, formando a coalhada
(SALQUE et al., 2013). O historiador Plinio (23-79 d.C.) narrou que soldados romanos
mexiam o leite com ramos contendo folhas de figueira para solidificar o leite, atualmente
sabe-se que a ficina, uma peptidase extraida das folhas da figueira, € responsavel por essa
transformacdo (AMARANTE, 2015). Ainda h4 relatos sobre a utilizacdo de queijos na dieta
por diversas civiliza¢des, incluindo egipcios e gregos. Com as grandes navegacdes e a
influéncia do Europeu na América, o queijo foi ainda mais difundido e, atualmente, €
produzido em vdrios tipos (DE PAULA; CARVALHO; FURTADO, 2009; SALQUE et al.,
2013).

1.1 Enzimas

Enzimas sdo excelentes catalisadores que possuem, geralmente, acio em condi¢oes
brandas de temperatura (30-60 °C), especificidade a substrato, reduzida formacdo de
subprodutos, custo intermedidrio e podem ser recicladas ao final do processo. Estdo entre as
moléculas mais estudadas em biotecnologia, devido possuirem diversas aplicacdes nas
indudstrias quimica, farmacéutica, téxtil, agroindustrial, cosmética e alimenticia (TAVANO,
2013). Algumas das restri¢des quanto a utilizagdo de enzimas em bioprocessos ocorrem pelo
fato de apresentarem, ocasionalmente, desenvolvimento de caracteristicas sensoriais
indesejaveis, devido a agdo hidrolitica. O controle das condi¢Oes reacionais (pH, temperatura,
tempo de hidrdlise, concentracio de substrato) € um importante passo para a obten¢do de um
produto com qualidade sensorial adequada ao consumidor final (CHOI; HAN; KIM, 2015;
JEEWANTHI; LEE; PAIK, 2015).

Em 2012, o valor de mercado estimado para essas biomoléculas era de
aproximadamente, US$ 1,3 bilhdes. A estimativa projetada é que este mercado cres¢a a uma

taxa anual de 8% e que no ano de 2016 movimente em torno de US$ 2,5 bilhdes de ddlares
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(LEE et al, 2012, VERMELHO et al., 2015). Amilases (a-amilases e glicoamilases),
peptidases (quimosina, papaina, bromelaina e pepsina), lipases e pectinases sdo exemplos
utilizados em grande escala. Dentre todas as enzimas com utilizacdo industrial, as peptidases
representam cerca de 60% de todo o mercado. (GONZALEZ—RABADE et al., 2011;
VERMELHO et al., 2015).

1.1.1 Peptidases

Também chamadas de proteases ou enzimas proteoliticas, as peptidases tém
importante papel nos processos bioldgicos de todos os seres vivos, estando envolvidas na
sintese de proteinas, digestdo, sinalizacdo e crescimento celular em animais, € no
desenvolvimento e amadurecimento de frutos, degradacdo proteica, reconhecimento de
patégenos e apoptose em plantas (ANRI; MAMBOYA, 2012; COSTA; LIMA, 2016). Essas
enzimas podem ser agrupadas de acordo com seu mecanismo quimico catalitico. Os
aminodcidos presentes no sitio ativo definem seus tipos: do tipo aspartica possuem aspartato e
tirosina; do tipo serinica, serina e histidina; do tipo cisteinica, cisteina e histidina; do tipo
treonina, possuem treonina; glutamato possuem o 4cido glutdmico; e as metalo peptidases
possuem fon metdlicos no sitio ativo (Zn**, Ca®* ou Mn**) (TURK, B.; TURK D.; TURK, V.;
2012). Peptidases do tipo aspdrtica, serinica e cisteinicas, sdo mais relatadas quanto suas
capacidades de coagular o leite (ORDIALES et al., 2012; FACCIA et al., 2012; SHARMA et
al., 2012).

Peptidases sdo capazes de hidrolisar ligacdes peptidicas pelo ataque nucleofilico e
hidrélise subsequente de um intermedidrio tetraédrico. Sdo consideradas pelo Comité
Internacional de Nomenclatura Enzimdtica da Unido de Bioquimica e Biologia Molecular
(NCI-UBMB) como pertencentes a classe 3 (hidrolases) e da subclasse 4 (hidrolisam ligacdes
peptidicas). A subclasse 3.4, por sua vez, pode ser dividida quanto a posi¢do da ligacdo
peptidica a ser clivada: endopeptidases clivam residuos de aminoécidos localizados na regidao
interna da proteina; enquanto que, aminopeptidases atuam proximas a extremidade N-terminal
e carboxipeptidases na regido proxima a extremidade C-terminal, as duas ultimas podem ser
chamadas genericamente de exopeptidases (Figura 1) (CORNISH-BOWDEN, 2014;
SIKLOS; BENAISSA; THATCHER, 2015).
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Figura 1 — Acéo hidrolitica de exo e endopeptidases sobre uma cadeia polipeptidica

Exopeptidases digerem ligagdes peptidicas Endopeptidases digerem
terminais liberando aminoacidos. ligagGes peptidicas internas.
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Fonte: MOTYAN; TOTH; TOZSER (2013), com modificagdes.

Peptidases sdo comumente sintetizadas na forma de precursores proteicos inativos
chamados de zimogénios. Apds a compartimentalizacdo, a conversdo desses precursores em
enzima ativa ocorre por protedlise e remocao do segmento de ativacao, assim previnindo que a
célula que a produziu ndo seja danificada pela enzima (KHAN; JAMES, 1998).

Na industria alimenticia, o uso de peptidases pode conferir novas propriedades
quimicas, fisicas e biologicas ao hidrolisado, o qual pode melhorar ou exibir novas
caracteristicas nutricionais, remover proteinas téxicas, diminuir a alergenicidade e modificar a

textura, o sabor e o odor (TAVANO, 2013).

1.1.2 Peptidases cisteinicas

A L-Cisteina ¢ um dos aminodcidos menos abundantes incorporados em proteinas
(aproximadamente 1,9% de ocorréncia), e encontra-se em regidoes estruturalmente
importantes, formando pontes dissulfeto e contribuindo para o dobramento da cadeia. O
grupamento tiol de sua cadeia lateral (S-H) promove importantes propriedades fisico-
quimicas a proteinas de diversas classes, como catdlise redox, catdlise nucleofilica, regulacao
alostérica, ligacdo a metais e estabilizacdo estrutural. O residuo de cisteina (Cys), presente no
sitio ativo e ativado por histidina (Hys), € utilizado como nucledéfilo por peptidases cisteinicas
durante a protedlise. E-64 € capaz de inibir irreversivelmente esse tipo de peptidase (VAN

DER HOORN, 2008; PACE; WEERAPANA, 2013).
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O genoma de plantas pode codificar até 140 peptidases desse tipo, que sdo capazes de
regular o tempo de floragdo, o desenvolvimento embriondrio e de frutos, protecdo contra
invasores, além de participarem da ativacido de zimogénios e hidrolisarem proteinas inativas
(KULKARNTI; RAO, 2009).

Peptidases cisteinicas de origem vegetal como as de Carica papaya (papaina,
quimopapaina, caricaina); Ananas comosus (bromelaina, ananaina, comosaina) e de Ficus
glabrata (ficina) tém reconhecida importancia comercial por possuirem forte atividade
proteolitica sobre diversos substratos proteicos, além de serem estdveis em ampla faixa de pH

e temperatura (ARAYA-GARAY et al., 2011).

1.2 Latex

Latex ¢ uma emulsdo viscosa, de aspecto leitoso, exsudada de coniferas (Gnetum ssp.),
fungos (Lactarius spp.) e algumas familias de plantas da classe Angiospermae, como
Euphorbiaceae, por exemplo. Essa substincia é liberada apds algum o6rgdo vegetal sofrer
lesdo, seja por herbivoria ou por injiria mecanica. Devido sua capacidade coagulante quando
exposto ao ar, o latex € capaz de selar a drea afetada, protegendo-a contra o ataque de
patégenos. Possuem, em sua composi¢do, &4gua, proteinas, metabdlitos secundarios,
carboidratos, lipidios, vitaminas, além de componentes celulares (AGRAWAL; KONNO,
2009).

O latex apresenta elevada concentragdo de poli-isopreno (borracha), sendo encontrado
em diferentes concentragdes nas seguintes espécies: H. brasiliensis (Euphorbiaceae) 44,3%,
Ficus spp. (Moraceae) 15-30%, Parthenium argentatum (Asteraceae) 8%, Calotropis procera
(Apocynaceae) 82,52%, Cryptostegia grandiflora (Apocynaceae) 96,6% e Plumeria rubra
(Apocynaceae) 82,2% (AGRAWAL; KONNO, 2009; KONNO, 2011; FREITAS et al., 2007,
2011).

Os laticiferos sao sistemas de canais que sdo formados por um conjunto de células
tubulares alongadas altamente especializadas. E neste local que o litex é produzido e
armazenado, podendo estar presente em todas as partes da planta ou isolado em tecidos e
orgdos como em raizes, caules, peciolos e folhas. Dessa forma, o fluido pode ser extraido a
partir de seus frutos (Carica papaya), folhas (Calotropis procera), galhos (Plumeria rubra,
Cryptostegia grandiflora) ou troncos (Himathantus drasticus) (PICKARD, 2007; KITAJIMA
etal., 2013).

Os ldtices demonstram ser compostos por uma variedade de tipos de enzimas
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proteoliticas, como nas familias de Caricaceae, Moraceae e Apocynaceae, nas quais ja foi
relatada a presenca de peptidases cistefnicas (SGARBIERI er al. 1964; ARRIBERE et al.
1998), enquanto nas familias de Moraceae, Euphorbiaceae, Apocynaceae e Convolvulaceae, ja
houve relatos da presenga de peptidases do tipo serina (ARIMA et al. 2000, TOMAR et al.
2008).

As aplicacOes biotecnoldgicas de peptidases oriundas de latex ou de seu extrato
proteico sdo intimeras, como na medicina onde podem atuar na coagulagdo do plasma
sanguineo (VIANA et al., 2013), também podem possuir atividade anti-inflamatdria, anti-
helmintica e anticAncer (SALAS et al., 2008), na agricultura, possivelmente, estao envolvidas
na defesa contra insetos e fungos (KONNO et al., 2004; RAMOS et al., 2014), na inddstria de
alimentos podem desempenhar papel no processo de amaciamento de carnes (RAWDKUEN;
JAIMAKREU; BENJAKUL, 2013) e na coagulacdo do leite (RASKOVIC; LAZIC;
POLOVIC, 2016).

1.3 Calotropis procera (Ait.) R. Br.

Pertencente a familia Apocynaceae, que compreende 280 géneros e mais de 2000
espécies, C. procera é uma planta que possui ampla distribuicdo geogréafica, originaria do
sudoeste da Asia e Africa Tropical. E uma planta perene, pouco ramificada e de porte
arbustivo, podendo alcangar de 3 a 4 metros de altura, sendo amplamente difundida em
regides tropicais da América do Sul (Figura 2). Também, é conhecida popularmente como
algodao-de-seda, horténcia, cidme ou leiteiro, esta ultima denominacdo remetendo a sua
capacidade de produzir e liberar latex, principalmente das partes verdes da planta
(KISSMANN; GROTH, 1999).

No Brasil, foi introduzida como planta ornamental, em Recife no século XIX. Ap6s
sua introdug@o no pais, passou a se comportar como invasora de areas de pastagem. Esta
planta tem preferéncia por solos arenosos e degradados, sendo altamente resistente a seca e
facilmente encontrada em beiras de estrada, terrenos abandonados e dunas (LORENZI;
MATOS, 2002).

O fluido laticifero de C. procera é uma fonte rica de enzimas proteoliticas e muitas
destas enzimas tém sido estudadas em termos moleculares, enzimaticos, funcionais € em
prospeccdo biotecnolégica (RAMOS et al., 2013). No latex da planta Calotropis procera
foram recentemente anotados, a partir de uma biblioteca de cDNA, 27 peptidases, todas do

tipo cisteinicas (KWON, 2015).
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Figura 2 — Aspectos gerais da planta de C. procera (Ait.) R. Br.

Fonte: www.plantaslaticiferas.ufc.br

1.4 Cryptostegia grandiflora R. Br.

Cryptostegia grandiflora € uma espécie pertencente a familia das Apocynaceae, da
subfamilia Asclepiadoideae. Nativa do continente africano, se adapta bem ao clima tropical e
semidrido, inclusive em condi¢des de seca, tais como abastecimento de dgua limitado e altas
temperaturas, mas demonstra robustez ocorrendo também em habitats costeiros com
precipitacdes entre 400 e 1400 mm por ano. E uma planta perene, arbustiva, semi-herbacea,
com folhas simples e opostas, com nervura central bem marcada. As inflorescéncias sao
formadas principalmente no verdo e na primavera, sdo terminais com flores roxas (Figura 3)
(LORENZI; SOUZA, 1999). Como outras espécies da familia Apocynaceae, C. grandiflora
também € capaz de produzir latex (HEAD; ATCHISON; PHILLIPS, 2015).

Vulgarmente chamada de videira da borracha, alamanda roxa ou criptostégia, essa
planta apresenta poucos relatos cientificos sobre propriedades fisiolégicas, farmacoldgicas ou
bioquimicas. Segundo Tiwari e colaboradores (1982), o latex de C. grandiflora possui
atividade abortifera. Este fluido também demonstrou atividade larvicida sobre Aedes aegypti
(CAVALHEIRO, 2010), indutora de inflamacido em animais de laboratério
(ALBUQUERQUE et al., 2009) e antiftingica (RAMOS et al., 2014).
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Fonte: http://davesgarden.com

1.5 Estudo de outras plantas laticiferas: Plumeria rubra, Himatanthus drasticus e Carica

papaya.

Plumeria rubra pertence a familia Apocynaceae, com altura podendo atingir até 8
metros, geralmente apresenta muitos ramos, lisos, espessos € com bastante seiva leitosa. E
uma drvore perene, com folhas arranjadas em formato de espiral e de formato ovado-oblongo
medindo de 10 a 25 cm de largura e de 10 a 30 cm de extensdo. A floragdo ocorre entre o
inverno e a primavera, as flores sdo brancas com o centro amarelado (Figura 4). Ocorre em
4reas de clima quente e imido e é nativa da América Central. E chamada vulgarmente de
Jasmin-Manga ou Flor-de-Santo-Ant6nio (SHINDE; PATIL; BAIRAGI, 2014; Kumar et al.,
2015).

Karnodo e colaboradores (1990) estudaram o efeito algicida, citotéxico e antiftingico
de seus metabdlitos secunddrios. A caracteriza¢do de enzimas envolvidas com o metabolismo
oxidativo e quanto a atividade proteolitica também foi realizada (FREITAS et al., 2010). Seu
latex apresenta efeito repelente sobre insetos (RAMOS et al., 2011). Na medicina popular, a
decoccdo' da casca e raizes de P. rubra é tradicionalmente utilizada para tratar a asma,
constipacdo e reduzir a febre. Seu ldtex € utilizado para diminuir irritagdo na pele e o 6leo

essencial extraidos das flores € utilizado no tratamento de hepatite, diarreia e febre (ZHANG;

DONG: CHENG, 2016).

! Decocgio: As partes da planta sio fervidas junto com a dgua por alguns minutos.
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Figura 4 — Aspecto geral da planta P. Rubra

Fonte: Préprio autor

Janaguba, nome popular da espécie arborea Himatanthus drasticus, pode crescer até 7
metros de altura, possui folhagem densa nas extremidades dos ramos e esté distribuida pelas
regides sudeste, nordeste e norte brasileiro (Figura 5). No Ceard, ocorre com mais frequéncia
na Chapada do Araripe, onde populares extraem seu latex a partir do tronco da planta e
comercializam nos mercados publicos como ‘“garrafadas” ou com o nome de “Leite de
Janaguba”, sendo consumida por via oral (AMARO et al., 2006). Na medicina popular, a
janaguba € utilizada para tratar doengas hepéticas, gastrite, anemia, hemorroida e até contra o
cancer (COLARES et al., 2008). Estudos preliminares demonstraram que H. drasticus possui
acdo analgésica, antitumoral e imunoestimulante (COLARES et al., 2008; SOUSA et al.,
2010; MOUSINHO et al., 2011).
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Figura 5 — Representacio da planta H. drasticus e suas flores

~

Fonte: Costa, 2012 http://belezadacaatinga.blogspot.com.br/2012/1 1/janaguba-himatanthus-drasticus-mart.html

O mamoeiro, Carica papaya, € uma planta herbidcea, membro da familia Caricaceae
(Figura 6), nativa da América Central e cultivada na maioria dos pafses tropicais. E uma
cultura importante do ponto de vista econdmico e nutricional. O interesse comercial nesta
espécie reside em dois produtos principais: o latex e os frutos (DREW, 2003).

A partir do latex dessa espécie € obtida a papaina (EC 3.4.22.2), uma peptidase
cisteinica. E utilizada industrialmente na producio de cosméticos, téxteis, amaciante de carnes
e farmacos (XUE et al., 2010) e na drea da sadde, sendo utilizada para tratar acne e gastrite,
na preparacdo da vacina contra tétano e coagulante sanguineo (CHOUDHURY et al., 2009)

também ¢é utilizada como coagulante para produgdo de queijos (DIOUF et al., 2012).
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Figura 6 — Representacao da planta C. papaya e seus frutos

Fonte: http://logees.com

1.6 Producao de queijos

1.6.1 Leite

Segundo a Instru¢do Normativa n° 62 do Ministério da Agricultura Pecudria e
Abastecimento (MAPA), Leite € o produto oriundo da ordenha completa, ininterrupta, em
condig¢des higi€nicas, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. Deve ser homogéneo e
exibir coloragdo branca opalescente (BRASIL, 2011). A producdo e a qualidade do leite sdao
determinadas por parametros de manejo adequado, composi¢do fisico-quimica e higiene
(NASCIMENTO et al., 2013).

A pecudria leiteira é uma atividade comercial importante para o setor agropecudrio
brasileiro, pois além de integrar a renda de produtores, absorve mao-de-obra rural (contratada
ou familiar), de modo a contribuir para a fixacdo do homem no campo (COUTINHO et al.,
2013). Economicamente, o setor leiteiro e de derivados foi responsdvel por movimentar no
ano de 2014, aproximadamente R$ 34 bilhdes de reais, comercializando mais de 35 bilhdes de
litros de leite, de acordo com o ultimo censo agropecudrio realizado pelo IBGE (2014).

Este alimento € considerado indispensdvel desde o nascimento, pois € capaz de suprir
todas as necessidades nutricionais de recém-nascidos. O leite contém aproximadamente
87,3% de agua, 4,2% de gordura, 4,6% de lactose, 3,25% de proteina, e 0,65% de substancias

minerais (ZANELLA et al., 2015). Componentes como albumina, citrato, fosfatos e caseinas,
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naturalmente presentes, conferem pH levemente 4cido (6,6), além da presenca de CO,

dissolvido, que confere efeito tamponante a bebida (SANTOS, 2004; DIAS; ANTES, 2014).

1.6.2 Caseinas

As caseifnas sao uma familia de fosfoproteinas sintetizadas pela glandula mamadria e
secretadas como grandes agregados coloidais, que sdo responsdveis por muitas das
propriedades fisicas caracteristicas do leite. Correspondem a 80% das proteinas do leite, os
outros 20% representam as proteinas do soro. Morfologicamente, as micelas de caseina
apresentam um didmetro que varia de 30 a 300 nm e massa molecular aproximada de 2,5 x
10® Daltons. A principal funcdo das caseinas como nutrientes € carrear aminodcidos e
minerais no leite, dessa forma proporciona sitios de fosforilagdo e subsequente ligacdo de
minerais tais como o calcio (GINGER; GRIGOR, 1999; SGARBIERI, 2005).

Normalmente, quatro produtos génicos sdo encontrados: os;-, Osz-, P € K-caseina que
juntas formam a micela de caseina no leite (Figura 7). A familia og; representa até 35% de
todas as fragdes de caseina presentes no leite bovino, enquanto a fracdo osp, corresponde a
10% e a B consiste em 40%. Essas subunidades tém por caracteristica serem sensiveis ao
célcio, precipitando na presenga deste fon (4 a 6 mM). Em conjunto com a por¢do « (15% de
ocorréncia), que é insensivel a fons Ca’*, essas fracdes atuam impedindo ou inibindo a
precipitacdo do grupo sensivel na presenga de cdlcio e formam a micela fosfocaseinato de
cdlcio (KAWASAKI; LAFONT; SIRE, 2011; HOLT et al., 2013).

A precipitacdo da caseina total no leite desengordurado pode ocorrer por acidificacdo,
em pH 4,6 e a temperatura de 20 °C, ou por acdo de enzimas proteoliticas. A subunidade «-
caseina é susceptivel a clivagem pela peptidase aspértica, quimosina (E.C 3.4.23.4). O
trabalho de Jolle e colaboradores (1963) demonstrou que a clivagem ocorre entre os residuos
de Phe;ps € Metjps da k-caseina bovina. Os fragmentos gerados a partir da clivagem sdo o
fragmento C-terminal carregado, glicomacropeptideo (do residuo 106 ao 169), e o peptideo
hidrofébico N-terminal, para-k-caseina (do residuo 1 ao 105) (PEREIRA et al., 2010
KETHIREDDIPALLI; HILL, 2015).
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Figura 7 — (A) Modelo tridimensional da micela de Caseina. (B) Modelo esquematico da

micela de caseina — corte transversal.

A

Legenda:(a) submicela, (b) residuos hidrofilicos, (c) fosfato de célcio, (d) k-caseina, (e) grupos fosfato.

Fonte: http://www.food-info.net/images/caseinmicelle.jpg
1.6.3 Queijo coalho e coagulaciao do leite

O queijo de coalho € definido como o produto obtido por agdo de enzimas coagulantes
do leite, podendo ser prensado manualmente ou em pequenas prensas e salgado a seco.
Contém teor de gordura variando entre 35 e 60%, alto teor de umidade e pode ter a massa
cozida ou semicozida. Rico nutricionalmente, possui proteinas, vitaminas e sais minerais,
sendo considerado um produto fonte de calcio e fésforo. Um dos objetivos da producio desse
derivado € a conversdo do leite, que tem vida ttil menor, em um produto menos perecivel,
além de preservar seus nutrientes (BRASIL, 2001; MAHAJAN; CHAUDHARI, 2014).

Segundo dados do Ministério da agricultura, pecudria e abastecimento (MAPA), a
populagdo brasileira consome, em média, 4 quilos de queijo per capta por ano. Em uma
década, a producdo aumentou cerca de 86% no Brasil, algo em torno de 745 mil toneladas
foram produzidas em 2010, desse total a maior parte se destinou ao consumo interno
(BRASIL, 2015).

Tipicamente nordestino, o queijo de coalho é um produto amplamente consumido pela

populacdo, podendo ser degustado in natura ou assado. Os estados do Ceard, Rio Grande do
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Norte, Paraiba e Pernambuco sdo responsdveis pela maior parte da produg¢do e consumo na
regido nordeste (ALMEIDA; J UNIOR; GUERRA, 201 3).

A principal etapa para a produgdo de queijos € a coagulacdo do leite, para isso sdo
utilizados preparados proteoliticos também chamados de coalho. O Coalho é um composto
comercialmente preparado a partir de duas enzimas coagulantes, a quimosina (E.C 3.4.23.4),
que corresponde a aproximadamente 90%, sendo os 10% restantes correspondentes a pepsina
(E.C 3.4.23.1) (SOUSA; ARDO; MCSWEENEY, 2001). A extracdo dessas peptidases € feita
principalmente do estdbmago de animais ruminantes, porém o suprimento dessa enzima vem
sendo reduzido devido ao aumento da producdo industrial de queijos que € limitado pela
insuficiente disponibilidade de 6rgdos destes animais. Adicionalmente, outros fatores como
alto preco do coalho, dogmas religiosos (Islamismo e Judaismo), restricdo de hdbitos
alimentares (vegetarianismo) e proibi¢do de produtos transgénicos em alguns paises (Holanda,
Franca) tem motivado a busca por outras fontes de coagulacio do leite (EGITO et al., 2007;
SHAH et al., 2014).

A coagulacao se inicia pela adi¢do da enzima coagulante ao leite, a partir da hidrélise
da subunidade k da caseina, o que gera dois peptideos, o glicomacropeptideo, que tem
natureza hidrofilica, permanecendo no soro apds a hidrélise e a para-k-caseina, hidrofébica,
permanece junto as micelas de caseina (KETHIREDDIPALLI; HILL, 2015). Ap6s a hidrélise
a carga superficial da molécula é reduzida, o que leva a uma maior aproximacio entre as
micelas facilitando a agregacdo, devido a diminui¢cdo da repulsdo. A presenca de ions Ca™
leva a uma maior redu¢do da repulsdo entre as micelas de caseina, dessa forma, um gel
tridimensional é formado (PEREIRA et al., 2010; FRACASSO; PFULLER, 2014).

Algumas plantas produzem peptidases com atividade especifica sobre a k-caseina do
leite. No entanto, coagulantes vegetais ndo sdo produzidos em larga escala, sdo utilizados
somente em pequenas fabricas (principalmente em Portugal) para produgdo de queijos
artesanais (GARCIA et al., 2015).

A atividade proteolitica excessiva e a baixa atividade caseinolitica sdo indesejdveis
para um substituinte da quimosina, pois coagulantes com alto nivel de protedlise podem gerar
uma coalhada estruturalmente deficiente, acarretar em perdas de proteinas e gordura no soro,
reduzir o rendimento e conferir sabor amargo ao produto final (JACOB; JAROS; ROHM,
2011).

Outros fatores, como concentracdo de coalho, pH e temperatura de coagulacdo
influenciam o processo de producdo de queijos. Uma grande quantidade de coalho pode

alterar a firmeza da coalhada, pois leva a uma hidrélise extensiva de k-caseina. Em condi¢des
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alcalinas o coalho tem atividade coagulante reduzida e ndo hd formacdo da coalhada, em
contraste, em pHs 4cidos, a estabilidade das moléculas de caseina é reduzida pelas cargas
elétricas do meio. O pH 6timo de acdo da quimosina € proximo a 5,5. A temperatura 6tima
para sua acdo € entre 35 e 40 °C. O tratamento térmico pode ndo eliminar a atividade de um
coagulante muito estdvel termicamente, podendo causar degradacdo das proteinas durante a
etapa de dessoragem (DE PAULA; CARVALHO; FURTADO, 2009; KETHIREDDIPALLI,
HILL, 2015).

O processo de elaboragdo de queijo coalho € simples e de dominio ptblico, no entanto,
alguns principios bdsicos devem ser observados para obten¢do de um produto de qualidade. A
adicao de ingredientes, a observacdo do ponto de corte da coalhada, a dessoragem e a salga
sdo processos importantes durante a fabricagio (ARAUJO et al., 2011; MARQUARDT et al,
2013).

Os ingredientes devem ser adicionados apds o aquecimento do leite a 37 °C.
Primeiramente, cloreto de célcio € adicionado com a finalidade de melhorar a coagulacdo do
leite, pois € comum sais de calcio se tornarem insoluveis durante a pasteurizacdo do leite. O
leite natural possui cdlcio suficiente para uma boa coagulacdo, razao pela qual se adiciona o
cloreto somente ao leite pasteurizado. Assim, o CaCl, promove a reducdo da quantidade de
coalho aplicado para coagular uma mesma quantidade de leite, melhora a expulsdo do soro,
diminui o tempo de coagulagdo e, por consequéncia, diminui a variacdo da atividade
coagulante do coalho (GONCALVES et al., 2010). O coalho € o composto enzimatico
responsavel pela coagulacdo em um curto espaco de tempo (de 20 a 50 minutos). Pode ser
adicionado em pé ou dissolvido em &dgua na quantidade especificada pelo fabricante
(LAGUNA; EGITO, 2010).

O ponto de corte da coalhada € varidvel, podendo ser atingido por volta de 40 minutos
apos a adi¢do do coalho. Esse ponto € observado quando ao perfurar a coalhada, com auxilio

de uma faca, residuos de leite ndo sdo vistos (Figura 8).
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Figura 8 — Identifica¢do do ponto de corte da coalhada (A) e do coalho cortado em quadrantes

(B).

Fonte: Préprio autor

O soro € um subproduto liquido que resulta da producdo de queijo e apresenta,
basicamente, uma composi¢ao de 93% de dgua, 4,9% de lactose, 0,8% de proteina, 0,5% de
minerais e 0,2% de gordura (ORDC)NEZ, 2005). Na etapa de dessoramento ou sinérese, cerca
de 90% do soro € expulso da coalhada, influenciando a umidade, acidificac@o e protedlise do
produto final MARQUARDT et al, 2013).

A salga pode ser realizada de duas maneiras distintas: o sal pode ser diluido no soro ou
diretamente sobre a coalhada. O sal influencia a taxa de protedlise do produto final, controla a
taxa de crescimento bacteriano, reduzindo a fermentacdo de lactose, que pode alterar o sabor e
a textura dos queijos. A quantidade de sal utilizada no processamento do queijo de coalho

varia entre 0,5 a 2% do volume de leite (PERY, 2004; NASSU; MACEDO; LIMA, 2006).

1.7 Uso de peptidases vegetais na fabricacio de queijos

Assim como a quimosina, a maioria das enzimas proteoliticas utilizadas na fabricacdo
de queijos € do tipo aspartica, porém enzimas de outros grupos como serinicas e cisteinicas
tétm sido aproveitadas com essa finalidade (SHAH et al., 2014). Ha trabalhos que

caracterizam extratos proteicos quanto a sua capacidade de coagulagdo do leite, como em
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extratos contendo peptidases aspdrticas nas flores de Silybum marianum (VAIRO-CAVALLI
et al., 2008), de Onopordum acanthium (BRUTTI et al., 2012) e dos frutos de Solanum
eleaeagnifolium (NESTOR et al., 2012), com peptidases serinicas das flores de Moringa
oleifera (PONTUAL et al., 2012) e contendo peptidases do tipo cisteinicas das sementes de
Helianthus annuus e Albizia lebbeck (EGITO et al., 2007).

Enzimas coagulantes vegetais sdo essenciais para a manufatura e a maturacdo em
queijarias, este tipo de coagulante tem como caracteristica produzir queijos com textura
suave, sabor levemente amargo e firmeza semidura (ROSEIRO et al., 2003).

Em estudo realizado com Calotropis gigantea foi observado que o extrato enzimatico
obtido do létex, tronco, folhas e flor, apds 24 horas produziu codgulos de boa qualidade e

queijo similar ao obtido por enzima comercial (ANUSHA; SINGH; BINDHU, 2014).
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2 JUSTIFICATIVA

Nas ultimas décadas, o interesse em produtos naturais de plantas com aplicagdes
biotecnoldgicas tem crescido rapidamente. Entre estas moléculas naturais se destacam as
enzimas, por apresentaram especificidade, possuirem alta atividade e ndo serem consumidas
durante o processo. Existe uma grande diversidade de enzimas que sdo utilizadas na industria,
incluindo enzimas proteoliticas de origem vegetal. (GONZALEZ; BADILLO; BARRADAS,
2011). Fluidos laticiferos sdo riquissimas fontes de enzimas proteoliticas e muitas destas

enzimas tém sido estudadas em termos moleculares, enzimaticos, funcionais e em prospeccao

biotecnoldgica (FREITAS, 2010; KONNO, 2011; RAMOS et al., 2014).

A producdo de queijo coalho independente de suas caracteristicas individuais,
necessita da utilizacdo de um agente coagulante do leite, comercialmente denominado de
coalho. Estes produtos, comercializados por diversas marcas, t€m em comum o principio ativo
que, através de sua acdo proteolitica, processa adequadamente as caseinas do leite,
especialmente a subunidade kappa (k-caseina) (TAVARES & MALCATA, 2012). Esta
especificidade de protedlise € um ponto critico para a obtencdo de um produto final aceitdvel
ao paladar. A quimosina € capaz de promover a hidrdlise ideal, em termos de especificidade e
extensdo de hidrdlise, e € o principal componente ativo dos coalhos comercializados. Esta
protease aspdrtica € obtida a partir de preparacdes de estbmago de animais ruminantes o que
implica em restricdes de consumo por motivos religiosos (Islamismo e Judaismo) e por

habitos alimentares (vegetarianos) (SHIEH et al., 2009).

Adicionalmente, em virtude da grande demanda e consumo de queijos, a oferta de
coalho ndo tem acompanhado as necessidades, esses fatores somados ao alto preco do coalho
no mercado estimulam uma permanente prospec¢do por novas fontes enzimaticas que possam
processar as caseinas do leite de modo a substituir a quimosina ou ser uma alternativa a sua
utilizagdo, produzindo queijos com qualidades comerciais aceitdveis (ROSEIRO, et al., 2003;

CORRONS, 2012).

As caracteristicas sensoriais e a qualidade de um queijo estdo relacionadas com os
seguintes elementos: alimentacdo e linhagem dos animais; fonte do leite utilizado (caprinos,
ovinos, bovinos etc.); condi¢cdes do processo, como umidade e temperatura; e o tipo de agente

coagulante empregado.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar as atividades caseinolitica e coagulante de leite em preparacdes protéicas de
fluidos laticiferos de Calotropis procera, Cryptostegia grandiflora, Plumeria rubra, Carica
papaya e Himatanthus drasticus, utilizar a(s) preparacao(0es) mais ativa(s) como coagulante
vegetal para a produc¢do de queijo e avaliar suas propriedades fisico-quimicas e organolépticas

de maneira preliminar.

3.2 Objetivos especificos

e Coletar o latex de cinco espécies vegetais (Calotropis procera, Cryptostergia

grandiflora, Plumeria rubra, Carica papaya, Himatanthus drausticus).

e [solar as fragdes proteoliticas.

e Determinar as atividades proteoliticas especificas.

e Realizar ensaios de coagulagdo do leite.

e Avaliar o padrio de hidrélise das caseinas por eletroforese em gel de

poliacrilamida.

e Producdo dos queijos coalhos de leite bovino com as amostras de C. procera e

C. grandiflora.

e Atividade proteolitica dos queijos feitos com C. procera e C. grandiflora.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Reagentes

Azocaseina, k-caseina, papaina, L-cisteina, adjuvante de Freund completo e
incompleto, IgG de cabra anti-coelho conjugado com fosfatase alcalina, p-nitrofenil fosfato-
dissédico e membrana de didlise com “cut off” de 8 KDa foram obtidos da Sigma-Aldrich
(SaoPaulo, Brasil). Acrilamida, bis-acrilamida, dodecil sulfato de sédio (SDS), persulfato de
amonio, N,N,N° N’ tetrametiletilenodiamino (TEMED), azul de bromofenol, dithiothreitol
(DTT) e marcadores de massa molecular foram obtidos da GE HealthCare (Sao Paulo, Brasil).
Quimosinas comerciais (Coalhopar® e Halamix®) foram obtidas no mercado local de
Fortaleza, CE, Brasil. Todos os outros reagentes utilizados foram de grau analitico e obtido de

diferentes empresas.

4.2. Material bioldgico

As fragdes proteicas dos latices de Calotropis procera (Ait.) R. Br.
(Apocynaceae), Plumeria rubra L. (Apocynaceae), Cryptostegia grandiflora R.Br.
(Apocynaceae), Carica papaya L. (Caricaceae) e Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel.
(Apocynaceae) foram coletadas de plantas ndo cultivadas e saudaveis localizadas préximas a
regido metropolitana de Fortaleza—CE (Brasil), predominantemente no periodo da manha
entre 06-09 horas. Todas as plantas foram identificadas e suas exsicatas depositadas no
Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceara, Brasil, sob o nimero N. 32663
(C. procera), N. 15018 (P. rubra), N. 040409 (C. grandiflora) e N. 40408 (H. drasticus). As
espécies estudadas neste trabalho possuem comprovante de registro para coleta no Sistema de
Autorizagdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) sob o ntimero: 44054-19 e data de
emissdo: 23/04/2014. Também possui autorizacdo de acesso e de remessa de componente do
patrimdnio genético emitido pelo CNPq, com processo 010425/2014-4 e validade de
10/06/2014 a 01/06/2018.
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4.3 Métodos
4.3.1 Coleta e fracionamento de latex

A coleta e fracionamento dos fluidos laticiferos foram realizados de acordo com
os procedimentos descritos no trabalho de Freitas e colaboradores (2007). O latex de C.
papaya foi coletado através de cortes longitudinais em frutos verdes, ao passo que em C.
procera e C. grandiflora o apice caulinar foi quebrado. O latex de Himathantus drasticus foi
coletado através de incisdes no caule, similar ao que € realizado na coleta do latex de Hevea
brasiliensis (seringueira). Os fluidos laticiferos foram coletados em tubos de 50 mL do tipo
Falcon, contendo dgua destilada (propor¢do 1:1, v:v). As suspensdes foram centrifugadas a
10.000 x g por 10 min a 4°C. Os sobrenadantes foram colhidos e submetidos a didlise
exaustiva a 4° C contra dgua destilada, em membranas capazes de reter moléculas de até 8.000
Da. Posteriormente, para a separagdo da borracha, foi realizada nova centrifugacao (10.000 x
g por 10 minutos a 4 °C). Os sobrenadantes resultantes foram liofilizados e denominados de
proteinas do latex (PL). Assim, as proteinas dos latices de Calotropis procera, Plumeria
rubra, Cryptostergia grandiflora, Carica papaya e Himatanthus drasticus foram nomeadas
de PLCp, PLPr, PLCg, PLCap e PLHd, respectivamente. O esquema de obtencdo das fracdes

proteicas pode ser visualizado na Figura 9.

Figura 9 — Esquema de obtencdo da fracdo proteica do latex (PL)

Coleta do litex em dgua (1:1 v/v)

Centrifugacio

10000x g
Ppt 1 (borracha) < 10 min
#C

Sobrenadante 1 — Dialise
H,0 (8.000 Da)

Descarte J/

Centrifugacio

10000x g
10 min
£C
Liofilizagdo

Ppt 2 (borracha) <€——— Sobrenadante2 @———> Proteinas do latex (PL)

Fonte: Elaborada pelo préprio autor
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4.3.2.1 Atividade proteolitica total

O substrato inespecifico azocaseina foi utilizado para investigar a atividade
proteolitica total nas fragdes proteicas dos fluidos laticiferos em estudo (PLCp, PLCg, PLPr,
PLHd e PLCap). As peptidases comerciais purificadas do tipo cisteinicas, papaina e
bromelaina, foram utilizadas como controles positivos. Os ensaios foram conduzidos de
acordo com a metodologia descrita por Freitas e colaboradores (2007), com algumas
modificagdes. Inicialmente, 10, 15, 20, 25 e 30 pL de solugdes das fragdes proteicas (2
mg/mL, em 50 mM de tampao Tris-HCI, pH 6,5), contendo 40 uL. de DTT 3 mM, um agente
redutor capaz de ativar peptidases cisteinicas, foram, separadamente, incubadas por 10
minutos a 25 °C. O volume de tampao Tris-HCl 50 mM pH 6,5 foi calculado para se obter um
volume final de 300 pL. Apds este periodo, foram adicionados 200 puL de azocaseina 1%.
Depois de 1 hora de incubacdo a 37°C, a reacao foi parada com 300 pL. de TCA 20% (4cido
tricloroacético). Transferiu-se o sobrenadante obtido apds centrifugacdo (10000 x g a 10 °C
por 10 min) para um novo microtubo de 400 uL e 400 pL de hidréxido de sddio (NaOH) 2N
foram adicionados. A absorcao de luz foi medida a 420 nm em espectrofotometro. O substrato
ao ser degradado pelas peptidases libera caseina e a por¢do “azo” que funciona como
cromoéforo neste comprimento de onda. Aos brancos da reacdo, a azocaseina (substrato) foi
adicionada somente apds parada da reacdo com TCA. Uma unidade de atividade foi definida

como o aumento na absorbancia em 0,01 a 420 nm.
4.3.2.2 Efeito de diferentes ativadores de peptidases cisteinicas

Para determinar a capacidade de L-cisteina e 4cido ascorbico de atuarem como
ativadores de peptidases cisteinicas, diferentes volumes de ativadores (L-cisteina, 4cido
ascorbico e DTT) nas concentracdes finais de 0,2; 0,5; 1, 2 e 3 mM foram adicionadas as
misturas reacionais em substituicdo ao DTT, que por ser um composto quimico téxico, nao

pode ser adicionado em alimentos. A atividade foi determinada como descrito no item 4.3.2.1.
4.3.3 Atividade de coagulacao do leite
Leite em p6 desnatado Molico® foi dissolvido em 10 mM de CaCl, para uma

concentracao final de 10% (m/v) (ARIMA; YU; IWASAKI, 1970). Quantidades distintas (20,
30, 40, 50 e 60 ug) das proteinas laticiferas foram dissolvidas em 200 pL de tampao Tris-HCI
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50 mM pH 6,5 contendo 1 mM do aminoécido L-cisteina como ativador. Em seguida, foram
incubados com 2 mL de leite desnatado a 37 °C. A reacdo foi observada até que houvesse a
formacgdo de pequenas particulas de codgulo. Os Coalhos comerciais Coalhopar® e Halamix®
foram utilizados como controles.

Uma unidade de atividade especifica de coagulagcdo do leite (AECL) foi definida
como a quantidade de enzima, em miligramas capaz de coagular 10 mL de leite em 40

minutos (AHMED; BABIKER; 2010), de acordo com a seguinte equagdo (1):

Ativ.de coagulagﬁa] = 2400
mg tempo de coagulacio (s)

(

x fator de diluicio |

AECL = 0

mg (enzima)

O efeito de diferentes temperaturas (37, 45, 55, 65 e 75° C por 10 minutos), da
concentracdo de NaCl e de CaCl, ( 10, 50, 100, 200, 500 e 1000 mM) sob a atividade de

coagulacdo do leite foram realizados em triplicatas determinadas como descrito acima.

4.3.4 Analise da hidrolise das caseinas

4.3.4.1 Preparacio da caseina bovina completa

Leite bovino pasteurizado integral Maranguape® foi obtido em mercados locais e
conservado a 4° C até o momento do uso. As caseinas foram obtidas por meio de precipitagao
isoelétrica, como descrito por Egito e colaboradores (2007), com pequenas modifica¢des. O
leite foi desnatado por meio de centrifugacdo (2100 x g a 30° C por 30 minutos). O
sobrenadante foi acidificado com HCI 0,1 M até atingir o pH 4,6; novamente centrifugado nas
condi¢Oes descritas acima. O precipitado (caseinato de sodio) foi lavado com dgua destilada e
centrifugado novamente. Este processo foi repetido mais duas vezes. A fracdo caseina foi
dialisada exaustivamente contra dgua destilada a 4° C por 48 horas usando membrana de

didlise com poros de 8000 Da e, em seguida, o material foi liofilizado para obtengdo do po.
4.3.4.2 Analise da hidrdlise das caseinas por SDS - PAGE
A hidrélise das fragdes a, B e k das caseinas, assim como da k—caseina purificada

foi realizada como descrito por Ahmed e colaboradores (2010), com sutis modificacdes. As

misturas reacionais foram constituidas de 50 pL das fragdes proteicas (0,1 mg/mL,
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dissolvidos em tampao Tris-HCI 50 mM, pH 6,5; contendo 1 mM de L-cisteina) e 450 uL da
fracdo caseina total ou de k-caseina purificada (5 mg / mL). Depois de 1, 5, 10, 15, 20, 25 e
30 minutos a 37° C, em microtubos de 1,5 mL, uma aliquota de 50 puL foi misturada com
tampao de amostra que continha Tris-HCI 0,0625 M, pH 6,8; contendo 0,1% de SDS, 5% de
2-mercaptoetanol e tracos de azul de bromofenol 0,02% para marcagdo da frente de corrida
eletroforética. A mistura foi colocada em contato com dgua fervente por 5 minutos. As
amostras foram aplicadas em um gel de SDS-PAGE 15% (m/v), como descrito por Laemmili
(1970). Ensaios idénticos foram realizados com as quimosinas comerciais (Coalhopar® e

Halamix®) utilizadas como controles positivos.
4.3.4.3 Determinacao do sitio de clivagem na k-caseina pelas peptidases laticiferas

Cada aliquota de 50 uL das amostras das fragdes proteicas dos fluidos laticiferos de
PLCp e PLCg a 0,1 mg/mL adicionadas de L-cisteina na concentragdo final de 1 mM e do
coalho Coalhopar® a 1 mg/mL dissolvidas em tampao Tris-HCl 50 mM pH 6,5 foram
incubadas durante 30 minutos a 37 °C com 450 pL de uma solugdo 5 mg/mL de k-caseina
dissolvida em tampao Tris-HCl 50 mM, pH 6,5; totalizando 500 puL. Aliquotas de 50 pL
foram colhidas a cada 5 minutos nos tempos de 1, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos de reacdo,
adicionadas a 10 pL do tampao Tris-HCI 0.0625 M pH 6,8 contendo 2% de SDS na presenca
de 2-mercaptoetanol 5% e aquecidas a 100 °C por 10 min. As corridas eletroforéticas foram
realizadas em 2 h e 30 min, a 15 mA por gel e mantidas a 25 °C. As proteinas foram coradas
com 0,1% (m/v) de Coomassie Brilliant Blue R-350. O gel foi descorado em uma solucdo
consistindo de dgua: 4cido acético: metanol (6:1:3 v/v/v). As replicatas dos géis obtidos das
amostras PLCp e PLCg foram separadas e comparadas com o controle Coalhopar® quanto a
presenca da banda proteica do peptideo p-k-caseina que tem massa molecular de 16 KDa. As
bandas identificadas foram cuidadosamente recortadas com auxilio de um bisturi. Para a
recuperacdo, as bandas excisadas foram eletroeluidas em um aparelho de eletroforese vertical
em tubos, Biorad©, modelo 422 electro—elute®, nas seguintes condi¢des: 200 V durante 2
horas a uma corrente de 10 mA por amostra aplicada. Aproximadamente 150 pL das solugdes
eletroeluidas foram transferida para um microtubo de 1,5 mL junto a solucdao de TCA 20% em
acetona a -20 °C, na proporcao de 1:4 (v:v). A amostra foi centrifugada a 15000 x g por 20
minutos a 4 °C, em seguida o sobrenadante foi descartado e o material precitado foi lavado
com 1 mL de acetona -20 °C, foi realizada uma nova centrifugacdo a 15000 x g por 10

minutos a 4 °C, de modo que esse procedimento foi repetido quatro vezes, por fim, o
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precipitado foi secado a vacuo a 25 °C.

4.3.4.4 Espectrometria de massas

Os peptideos resultantes da eletroeluicao foram misturadas com dcido férmico (0,1%)
e submetidas a andlise por espectrometria de massas através de um sistema de UPLC-ESI-Q-
TOF em um aparelho Synapt HDMS mass spectrometer (Manchester, UK). Todas as anélises
foram realizadas utilizando ionizacdo por electrospray no modo ESI (+) através da fonte

NanoLockSpray.

4.4 Manufatura do queijo Coalho

A producio de queijo do tipo coalho seguiu a metodologia descrita por Nassu,
Macedo e Lima (2006) com pequenas adaptacdes. Para a ativagdo das peptidases do tipo
cisteina, as fracdes dos ldtices de C. procera (9, 10, 11 e 15 mg) e C. grandiflora(30, 40 e 50
mg) (Figura 1A e 1B), foram dissolvidas em 15 mL de solu¢do contendo 1 mM de L-cisteina
a 25° C por 10 minutos. Os coalhos comerciais foram dissolvidos na concentracdo prevista
pelo fabricante dos coalhos comerciais Coalhopar® e Halamix®. Separadamente, as fracdes
proteoliticas foram adicionadas a 500 mL de leite pasteurizado bovino aquecido a 37 °C,
contendo 50 mM de CaCl,, Depois de 30 a 40 minutos a temperatura ambiente, o coagulo
formado foi manualmente cortado em cubos, perfazendo duas fases: a coalhada e o soro. Parte
do soro (250 mL) foi separada e aquecida a 85° C por 10 minutos, 10 gramas de sal de
cozinha foram dissolvidos no soro aquecido e a mistura adicionada novamente a massa de
coalho para a salga da coalhada. O preparado foi gentilmente mexido por 5 minutos € a massa
foi acondicionada em formas perfuradas e envolvidas em lengo de trama fina. Com auxilio de
uma prensa artesanal (Figura 2D) adequada para queijos de 0,2 a 1 quilo foi realizada a
dessoragem por um periodo de 12 horas a temperatura ambiente. O fluxograma da producao

de queijo pode ser visto na figura 11.
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Figura 10 — Insumos e equipamento utilizados para produc¢do de queijo coalho. (A) pd

liofilizado de PLCp, (B) p¢ liofilizado de PLCg, (C) coalhos comerciais e prensa (D).

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2016).
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Figura 11 — Fluxograma do processo de producao de queijo coalho.

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.
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4.5 Atividade proteolitica dos queijos

Os queijos produzidos PLCp, PLCg e Coalhopar® foram liofilizados e as proteinas
presentes em 1 grama dos queijos foram extraidas em 10 mL de tampao Tris-HCl 50 mM, pH
6,5; por 10 minutos a 8 °C em maceracdo com almofariz e pistilo. A suspensdo foi
centrifugada a 5000 x g por 10 minutos a 4 °C, e diferentes aliquotas do sobrenadante (50, 100
e 200 uL) foram incubadas com 1% de azocaseina (m/v). A atividade proteolitica foi
determinada como descrita no item 4.3.2. Ensaios idénticos foram realizados com queijos
manufaturados com quimosina comercial (Coalhopar®). As amostras foram dissolvidas em
tampao de amostra, 30 uL foram aplicados em gel de eletroforese 12,5% (m/v) contendo
gelatina 0,1% (m/v). Os controles enziméticos de PLCp e PLCg também foram adicionados.
Os géis foram lavados com Triton X-100 2,5% (v/v) durante 10 minutos para a retirada do
SDS e renaturagdo das proteinas. Os géis foram incubados por 12 horas a 37 °C em tampao
Tris-HCI 50 mM, pH 6,5; contendo 1 mM de L-cisteina. Em seguida, os géis foram corados

com uma soluc¢do de Coomassie Brilliant Blue R-350 0,1% (m/v).

4.6 Dosagem de proteinas solaveis

A concentragdo de proteinas soltveis presentes em 1 grama dos queijos liofilizados foi
realizada através do método de Bradford (1976). Essa massa de queijo foi macerada em 10
mL de tampado Tris-HCl 50 mM, pH 6,5; durante 10 minutos e feita a diluicdo no mesmo
tampao de extracdo na proporcaol:150. Foram adicionados a 2,5 mL do reagente de Bradford
aliquotas contendo um volume de 100 uL das amostras dos queijos de C. procera (9, 10, 11 e
15 mg) e de C. grandiflora (40 e 50 mg), e apds 10 minutos foram realizadas as leituras em
espectrofotometro (Ultrospec 1000 Amersham Pharmacia) no comprimento de onda de 595

nm. Albumina sérica bovina (BSA) foi utilizada para obten¢do de uma curva padrao.
4.7 Obtencao de anticorpos

Para obteng¢do dos anticorpos anti-PLCp e anti-PLCg foi conduzido ensaio
imunolégico baseado na técnica de ELISA, de modo a detectar a presenga de proteinas
laticiferas remanescentes nos queijos de PLCp e PLCg. Um miligrama de proteina de cada
latex foi dissolvido em 0,5 mL de solugdo salina estéril a 0,9% (m/v) e misturada a 0,5 mL de

adjuvante completo de Freund como descrito por Freitas e colaboradores (2015). Previamente
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ao processo de imunizagdo, foi coletada uma amostra de sangue dos animais para obten¢do o
soro pré-imune. Para induzir a sensibilizacdo (dia 0), separadamente, cada suspensdo (1 mL)
foi injetada, por via intramuscular na pata traseira de dois coelhos machos adultos da espécie
Oryctolagus cuniculus, raca Nova Zelandia com 16 semanas de idade cada um, adquiridos no
coelhario do Departamento de Zootecnia (UFC). As doses de refor¢co foram aplicadas em
intervalos (21, 35 e 42 dias) da mesma dose, porém com a adi¢do de adjuvante de Freund
incompleto. Amostras do soro foram coletadas a partir do dia 21 e combinadas em um pool
para obten¢do de anticorpos anti-PLCp e anti-PLCg. Os anticorpos foram mantidos a -20 °C
até o uso no ensaio de ELISA. Os coelhos foram mantidos a temperatura de aproximadamente
25 °C e em gaiolas apropriadas. Os animais foram aclimatados em biotério por duas semanas
antes do inicio dos experimentos. Os procedimentos experimentais € manuseio dos animais
foram feitos de acordo com os guias aprovados pelo Comité€ institucional de ética animal da

Universidade Federal do Ceara.

4.8 Deteccao de proteinas laticiferas nos queijos

O imunoensaio de ELISA foi realizado utilizando anticorpos anti-PLCp e anti-
PLCg IGg como anticorpos primarios (dilui¢ao 1:10000) e IgG anti IgG de coelho conjugado
com fosfatase alcalina (diluicdo 1:5000) como anticorpos secunddrios. Os experimentos foram
conduzidos em placas de 96 pocos usando como substrato p-nitrophenil fosfato de sédio (5
mg/mL). A reagdo foi quantificada pela absorbancia a 405 nm por meio de um leitor de

ELISA (Biotrak II Plate Reader, Amersham Biosciences).

4.9 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas através do programa GraphPad Prism
Software (Versao 5,0; San Diego, CA), obtida por andlise variancia (ANOVA, n=3), seguida
pelo teste de Bonferroni para comparagdes multiplas. P<0,05 foi considerado sendo

estatisticamente diferente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Atividade proteolitica dos latices

O fracionamento dos fluidos laticiferos obtidos das plantas em estudo foi realizado
através de um eficiente protocolo, baseado em etapas sucessivas de centrifugacio e didlise, de
modo a resultar em fragdes livres de borracha e pequenos metabdlitos, e rica em proteinas
soliveis. As fracOes denominadas de PL (proteinas do Létex) foram analisadas quanto suas
atividades proteoliticas e de coagulacdo do leite.

A presenca de peptidases nas fracdes proteicas de C. procera, C. grandiflora, P. rubra,
C. papaya e H. drasticus fol mensurada em ensaio colorimétrico na presenca do substrato
inespecifico, azocaseina, contendo DTT como agente redutor (Figura 12). As enzimas
Bromelaina e Papaina, utilizadas como controles positivos, demonstraram um efeito dose
dependente na atividade proteolitica, ou seja, foram capazes de causar incremento na
atividade com o aumento da quantidade de proteina aplicada. Tanto as fragcdes proteicas de C.
procera como de C. grandiflora possuem alta atividade proteolitica in vitro, apresentando
efeito similar a fragdo proteica do latex de C. papaya e das enzimas purificadas, papaina e
bromelaina. A atividade proteolitica da fracdo proteica de P. Rubra, foi muito baixa quando
comparada com as outras fragdes. As proteinas do litex de H. drasticus ndo exibiram

atividade proteolitica, mesmo na maior dose aplicada no ensaio (60 pg).
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Figura 12 — Atividade proteolitica das fragdes proteicas do latex (PL) de C. procera, C.
grandiflora, P. rubra, H. drasticus, C. papaya e das enzimas purificadas bromelaina e

papaina, utilizando azocaseina 1% (m/v) como substrato e DTT 3 mM como ativador.
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Fluidos laticiferos t€ém sido descritos como fontes ricas de peptidases do tipo serinicas
e cisteinicas (TEIXEIRA et al., 2008; KONNO, 2011). Nos fluidos laticiferos de C. papaya
(AZARKAN et al., 2003; LLERENA-SUSTER; PRIOLO; MORCELLE, 2011) C. procera
(RAMGOS et al., 2013; KWON et al., 2015) e C. grandiflora (FREITAS et al., 2010; VIANA
et al., 2013), somente peptidades do tipo cisteinicas t€m sido relatadas. No latex de
Himathanthus drasticus ha predominancia de peptidases serinicas (MATOS, 2013) j4 o latex
de P. rubra é composto por uma combinacdo de peptidades cisteinicas e serinicas (Freitas et
al., 2007; 2010). Como pode ser observado na Figura 12, DTT ndo foi capaz de ativar as
peptidases de H. drasticus e resultou em uma baixa ativacdo em P. rubra. Matos (2013)
demonstrou que a fracdo laticifera de H. drasticus é pobre em peptidases e possui baixa
atividade proteolitica em pH 6 (0,2 UA/ug de proteina). Embora ndo tenha sido detectada
atividade proteolitica no extrato proteico das flores de Moringa oleifera, estas peptidases
demonstraram atividade caseinolitica (PONTUAL et al., 2012). Desse modo, o estudo de
viabilidade das peptidases de H. drasticus e P. rubra para coagulagdo do leite nao foi abortado
pela baixa atividade proteolitica observada na Figura 12.

Visando contornar o problema causado pelo uso de DTT, um composto toxico por
ingestdo, foi realizado um ensaio de atividade proteolitica utilizando ativadores alternativos

passiveis de serem utilizados em alimentos como a L-cisteina, um aminodcido, e o 4cido
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ascorbico, a vitamina C para a ativagdo de peptidases cisteinicas durante a producdo de
queijos.

As peptidases cistefnicas presentes nas fracOes laticiferas de C. procera e C.
grandiflora foram efetivamente ativadas com os agentes redutores DTT e L-cisteina (Figura
13 A). As melhores concentragdes testadas dos ativadores foram 0,5 e 1 mM tanto para o DTT
como para L-cisteina, ativando as peptidases de PLCp e PLCg (Figura 13 A e B). O 4cido
ascorbico nao foi capaz de ativar peptidades de PLCp (Figura 13 A), por ser um antioxidante
redox ndo foi capaz de ativar peptidases cisteinicas (GROTEN et al., 2006). Resultados
similares foram obtidos quando as fra¢des proteicas de C. grandiflora e C. papaya foram
testadas (Figura 13 B). O 4cido ascérbico € um agente redutor e em pHs proximos a 7, assume
a sua forma ionizada, o ascorbato. As peptidases do latex de P. rubra tiveram uma discreta
ativacdo por 4cido ascorbico na concentracdo de 0,5; 2 e 3 mM deste agente redutor, enquanto
DTT e L-cisteina ndo demonstraram nenhum efeito ativador.

O aminoécido essencial L-cisteina ndo € téxico, pode ser utilizado como aditivo em
alimentos (ZHAO et al., 2014) e possuiu atividade similar ao DTT. Portanto foi utilizado em
todos os ensaios de coagulacdo do leite e producido dos queijos na concentragdo de 0,5 mM
(Figura 13). Embora possua atividade como ativador de peptidases, L-cisteina pode ainda ser
utilizada como suplemento nutricional na manufatura de queijos. Além disso, o uso deste
aminodcido na producdo de queijos ainda ndo foi relatado na literatura, fato que abre novas

perspectivas para a investigacao cientifica dessa substancia na qualidade deste produto.
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Figura 13 — Efeito de diferentes agentes redutores sobre a atividade proteolitica de C.

procera (A), C. grandiflora (B), P. rubra (C) e C. papaya (D).
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Legenda: Letras Diferentes (a,b) indicam que houve diferenca significativa (p < 0,05) entre os grupos (n = 3,

ANOVA, p6s-teste de Bonferroni).
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5.2 Atividade de coagulacao do leite

As fracdes proteoliticas de C. procera, C. grandiflora, C. papaya, papaina e
bromelaina foram capazes de produzir coalhadas similares aos coalhos comerciais
(Coalhopar® e Halamix®). As coalhadas permaneceram estaveis depois de 12 horas a 25 °C e
nao se dissolveram. Isto € importante porque os extratos supostamente sdo capazes de
hidrolisar a k-caseina, porém nao hidrolisam a massa formada pelo leite coagulado. P. rubra e
H. drasticus ndo foram capazes de coagular o leite mesmo na maior dose testada (60 pg)
(Figura 14). Curiosamente, o aspecto da coalhada formada foi diferente entre os preparados
enzimaticos testados, o que pode indicar a atividade especifica de cada peptidase. Queijos
preparados com coagulantes vegetais t€m como caracteristica textura suave e sabor levemente
amargo (ROSEIRO et al., 2003). Quanto maior a atividade proteolitica de um coagulante,
menor serd a qualidade da coalhada e maior a probabilidade de ocorrer protedlise durante a

etapa de maturacdo (SHAH et al., 2014) comprometendo a textura do produto.

Figura 14 — Aspecto geral da atividade de coagulagdo do leite pelas peptidases laticiferas, das

enzimas purificadas bromelaina e papaina e dos coalhos comerciais Halamix® e Coalhopar®

PLCg Controle PLCap Controle PLHd Controle Halamix® Controle
Papaina Controle Bromelaina Controle PLPr  Controle Coalhopar® Controle

Nao foram observadas diferengas significativas na capacidade de coagulagdo do leite

quando utilizados leite integral ou desnatado. O leite em p6 desnatado foi utilizado em todos
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os ensaios de coagulacdo por que possibilitou melhor visualizagdo dos codgulos formados
durante a andlise do tempo de coagulacdo. Outros trabalhos também fizeram uso deste tipo de
leite (EGITO et al., 2007; SILVA et al., 2013; MAHAJAN; CHAUDHARI, 2014).

Todas as fracdes proteoliticas apresentaram atividade de coagulacdo do leite dose-
dependente, sendo a quantidade de 60 pg de proteina considerada a mais adequada para
coagular 2 mL de leite em menor tempo (Figura 15). Na dose inicial de 20 pg, as peptidases
de PLCg ndo foram capazes de coagular o leite, fato que s6 ocorreu a partir de 30 pug de
proteina aplicados. O intervalo de tempo para a maior dose testada (60 pug) da maioria das
amostras que demonstraram atividade de coagulagdo do leite variou entre 10 e 20 minutos. Os
coalhos comerciais Coalhopar® e Halamix® coagularam o leite em 15 e 20 minutos,
respectivamente, indicando que o tempo de coagulagdo e a dose final estao adequadas. Beka e
colaboradores (2014) demonstraram que as peptidases da polpa do fruto Balanites aegyptica
eram capazes de diminuir o tempo de coagulacdo do leite com o aumento da quantidade de
extrato proteolitico aplicado, no qual 20 pg do extrato proteico foi capaz de coagular 1 mL de
leite em aproximadamente 100 minutos. 50 pg de actinidina, uma peptidase cisteinica extraida
e purificada a partir dos dos frutos de Actinidia deliciosa, foi capaz de coagular 1 mL de leite
em 35 minutos (GROZDANOVIC; BURAZER; GAVROVIC-JANKULOVIC, 2013). O
tempo de coagulacdo do leite também foi reduzido com o aumento da quantidade das
peptidases das frutas de Solanum esculentum, Solanum macrocarpon e Solanum melongena

(GUIAMA et al., 2010a)
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Figura 15 — Tempo de coagulacdo do leite apds adicdo de diferentes quantidades das

peptidases laticiferas, enzimas purificadas bromelaina e papaina.
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As atividades especificas de coagulacdo do leite (AECL) e as atividades proteoliticas
especificas (AP) das fragdes proteicas dos latices, de papaina e duas quimosinas comerciais
(Halamix® e Coalhopar®) sdo mostrados na Tabela 1. A razdo da atividade de coagulacido do
leite sob a atividade proteolitica especifica (AECL/AP) € um importante indicador usado para
determinar o potencial de peptidases como coagulantes para a manufatura de queijos (ARIMA
et al., 1970). Isso significa que um bom coagulante possui alto valor de AECL/AP, pois
apresenta alta atividade coagulante do leite e baixa atividade proteolitica, significando em
menor hidrélise das caseinas. Dentre todas as amostras, os melhores resultados foram obtidos
pela papaina (1880 AECL/AP) e PLCp (1788,3 AECL/AP). Resultados similares foram
observados para uma peptidase cisteinica do rizoma de gengibre (1653 AECL/AP) (HASHIM
et al., 2011). Outras peptidases do tipo cisteinicas de plantas como as de kiwi (Actinidina)
(Torres et al., 2010), do latex de Vasconcellea quercifolia (GROZDANOVIC; BURAZER;
GRAVOVIC-JANKULOVIC, 2013) e do latex de Euphorbia microsciadia (Microsciadin)
(REZANEJADA et al., 2015) demonstraram potencial como agentes capazes de coagular o
leite. Muito embora o tipo de peptidase mais utilizado na inddstria queijeira seja do tipo
aspartica, outros tipos tém sido relatadas como passiveis desta aplicacdo como a Neriifolin S,
extraida do fluido laticifero de Euphorbia neriifolia, que é uma peptidase do tipo serinica
(YADAV, et al., 2012). Quanto a atividade especifica de coagulacdo do leite, plantas da

espécie Calotropis gigantea demonstraram possuir peptidases no latex com capacidade de
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coagular o leite em nivel similar a C. procera, 450 UA/mg (ANUSHA; SINGH; BINDHU,
2014) e 566,3 UA/mg (Tabela 1).

Tabela 1 — Atividades de coagulacdo do leite e proteolitica das fracdes laticiferas e

dos coagulantes comerciais.

Enzima AECL? (UA/mg) AP’ (UA/mg) Taxa (AECL/AP)
Fracoes proteicas do latex
Calotropis procera 566,3 + 86,9 0,31 £0,04 1788,3
Carica papaya 394,3+11,9 0,29 + 0,02 1359,6
Cryptostegia grandiflora 404,2 £ 10,6 0,35 +£0,09 1154,8
Himatantus drausticus Nd* Nd’ -
Plumeria rubra Nd” 0,03 +0,01 -

Peptidases purificadas
Papaina 720,7 £47,3 0,38 £ 0,06 1880,0

Coalhos comerciais
CoalhoPar® 415,3 +30,6 Nd° -

*

Halamix® 226,3 £41,2 Nd -

Legenda: * AECL: Atividade especifica de coagulacdo do leite. "AP: Atividade proteolitica especifica. Nd" = Nio
detectada.

A concentragdo de fons como célcio e sddio pode representar um importante parametro
a ser mensurado, jd que a adi¢do de Na*, Cl e Ca®" ao sistema, pode acarretar na diminui¢do
da solubilidade da amostra proteica levando a precipitacdo ou ainda podem afetar na atividade
proteolitica, diminuindo assim a atividade coagulante do leite (AHMED; BABIKER; MORI,
2010). Visto que ambos sdo utilizados durante a manufatura do queijo e que algumas enzimas
com atividade de coagulacdo do leite podem ser inativadas por estas espécies quimicas
carregadas (SILVA et al., 2013) o efeito das concentracdes de NaCl e CaCl, foi avaliado sob a
coagulacao do leite (Figura 16 A e B). Todas as amostras demonstraram méxima atividade de
coagulacdo do leite na concentracdo final de 50 mM de CaCl,. Em concentragdes maiores
(100 — 1000 mM), houve aumento do tempo de coagulacdo do leite. Entretanto, mesmo na
concentracdo de 1 M de cloreto de calcio, o tempo de coagulagcdo foi similar ao observado
quando utilizada concentracdo de 10 mM de CaCl, para todas as amostras de peptidases

estudadas (Figura 16 A). De modo parecido, o extrato dos frutos de Bromelia hieronymi
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demonstrou melhor capacidade de coagular o leite na concentracdo de 50 mM de CaCl,
(BRUNO et al., 2010).

J4 foi reportado na literatura que o tempo de coagulacdo do leite é dependente da
adicdo de cloreto de cdlcio, porém acarreta em aumento no tempo de coagulacdo em
concentracdes superiores a 1 M, fato verificado utilizando o coalho de bezerro (FAMELART,;
GRAET; RAULOT, 1999), extrato proteolitico das sementes de Withania sp. NAZ; MASUD;
NAWAZ, 2009) e de Solanum dubium (AHMED, et al., 2010). CaCl, tem por finalidade
melhorar a coagulacdo do leite pela correcdo da insolubilidade de sais de célcio que ocorre
durante a pasteurizacdo, além disso contribui para a forma¢ao de uma coalhada mais firme e
compacta, evita a perda de sélidos no soro, reduz o tempo de coagulacio e melhora a

expulsdo do soro (EGITO et al., 2007).

A presenga de NaCl foi capaz de diminuir o tempo de coagulagdo do leite em C.
grandiflora e papaina. Na maior concentracdo testada (1 M de NaCl), a atividade relativa de
C. grandiflora e Papaina foi 152% e 122%, respectivamente, quando comparados na
concentracdo de 10 mM de NaCl (Figura 16 B). Resultados similares foram observados com
as peptidases da semente de uma Solanaceae, onde 2 M de cloreto de soédio foi um
estimulador da atividade enzimatica (AHMED; BABIKER; MORI, 2010). Maxima atividade
de coagulacdo do leite foi obtida apds a adi¢cdo de uma solucdo de 5% de NaCl as peptidases
de nove espécies do género Solanum (GUIAMA et al., 2010b). Por outro lado, a atividade de
coagulacdo do leite de C.procera e C. papaya nao se alterou mesmo com 1 M de NaCl
(Figura 16 B). Esses resultados sugerem novamente que as peptidases do latex de C. procera
e C. grandiflora podem ser boas candidatas para utilizacdo na producdo de queijos, porque
também € conhecido que NaCl pode ser adicionado a uma das etapas da manufatura de
queijos com vdrios objetivos, entre eles, alterar o sabor e a sinérese da massa, controlar o
crescimento microbiano e a atividade enzimética de outras proteinas presentes no leite como

lipases e peptidases (GUINEE; FOX, 2004, DE PAULA; CARVALHO; FURTADO, 2009).
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Figura 16 — Efeito de diferentes concentracdes de CaCl, (A) e NaCl (B) no tempo de
coagulacdo do leite pelas peptidases de C. procera, C. grandiflora, C. papaya e as enzimas

purificadas Bromelaina e Papaina.
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As fracOes laticiferas de C. procera e C. grandiflora demonstraram atividade
coagulante méxima do leite a 37 °C e uma diminui¢ao de 25% e 55%, respectivamente, apés
pré-tratamento a 55 °C por 10 minutos (Figura 17). Papaina comecou a sofrer desnaturagao
entre 45-55 °C, de acordo com estudos sobre desnaturacdo térmica que utilizaram

escaneamento por calorimetria e métodos espectrofotométricos (SUMNER et al., 1993).
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Excetuando-se as peptidases de C. papaya e Papaina, todas as amostras analisadas perderam a
atividade de coagulacdao do leite apds tratamento a 75 °C por 10 minutos (Figura 17).
Peptidases das flores de Moringa oleifera também foram inativadas em temperaturas entre 60-
70 °C (PONTUAL et al., 2012). Todavia, enzimas que possuem capacidade de coagular o leite
de diferentes plantas como Solanum esculentum, S. melongena e S. macrocarpon mantiveram
a atividade coagulante permanecendo estdveis mesmo apds aquecimento a 70 °C (GUIAMA
et al., 2010a). A peptidase religiosin B, purificada do latex de Ficus religiosa, demonstrou
atividade de coagulacido do leite mesmo apds ser aquecida a 60 °C (KUMARI; SHARMA;
JAGANNADHAM, 2012).

Estabilidade térmica e de pH sao importantes propriedades bioquimicas que dirigem a
escolha de enzimas que podem ser usadas em aplicacOes biotecnoldgicas diversas. Entretanto,
um coagulante com alta estabilidade térmica e de pH pode resultar em hidrélise extensiva das
proteinas do leite, resultando em queijos com sabor amargo, além de outras caracteristicas
comerciais indesejadas (AHMED et al., 2009; LEMES et al., 2016). Um dos procedimentos
usados no Brasil para a producdo de queijo coalho é a remog¢do de parte do soro, da coalhada
seguido do aquecimento a 80 °C, o qual € novamente adicionado a coalhada objetivando seu
cozimento (NASSU; MACEDO; LIMA, 2006). Dessa forma, a inativacao de peptidases a 80
°C pode evitar uma hidrdlise extensiva das caseinas do leite durante a etapa de maturagao do

queijo, a qual pode modificar propriedades do queijo como textura e sabor.

Figura 17 — Efeito da temperatura na atividade de coagulacdo do leite pelas peptidases de C.

procera, C. grandiflora, C. papaya e as enzimas purificadas bromelaina e papaina.
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5.3 Hidrdlise das caseinas por peptidases do latex

A extensdo de hidrdlise das subunidades o, B e k¥ da molécula de caseina pelas
peptidases laticiferas foi analisada por SDS-PAGE (Figura 18). As peptidases dos latices de C.
procera, C.grandiflora e C. papaya exibiram inespecificidade em relacdo as subunidades da
caseina ap6s 30 minutos de incubacdo. Entretanto, os coagulantes comerciais (Coalhopar® e
Halamix®) foram mais especificos, clivando preferencialmente a banda referente a k-caseina.
Peptidases de P. rubra e H. drasticus ndo foram capazes de hidrolisar as trés caseinas. Pontual
e colaboradores (2012) também verificaram inespecificidade de hidrdlise das peptidases de
Moringa oleifera as caseinas a, B ¢ k. As sementes de Albizia lebbeck e Helianthus annus
foram capazes de hidrolisar k-caseina, mas também as o e 3 caseinas (EGITO et al., 2007).

A degradagdo K-caseina estd diretamente envolvida na formacdo da coalhada, uma
hidrélise especifica ou menos extensiva leva a formag¢do de uma coalhada mais firme

(BRUNO et al., 2010)

Figura 18 — SDS-PAGE (12.5%) da hidrolise das caseinas bovinas pelas peptidases dos latices
e de coalhos comerciais em fun¢do do tempo. Em detalhe as subunidades o, B € k da caseina.
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A qualidade dos queijos, incluindo caracteristicas sensoriais como: sabor, odor e
textura, podem ser refletidas pela capacidade de hidrolisar especificamente a k-caseina.
Quimosina comercial € capaz de clivar, especificamente, entre os residuos de aminodcidos da
ligacdo Phejos € Met;ps, produzindo o peptideo para-k-caseina que possui massa molecular
aparente de 16 KDa (VISHWANATHA; APPU; SINGH, 2010; SHAH et al., 2014). Portanto,

ensaios foram realizados incubando a k-caseina purificada com as peptidases de C. procera e
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C. grandiflora por diferentes intervalos de tempo (Figura 19). A reducdo da intensidade da
banda de k-caseina por PLCp e PLCg foi acompanhada pelo aumento de intensidade da banda
presente na regido aproximada de 16 KDa, a qual, provavelmente, corresponde ao peptideo
para-k-caseina. Um perfil eletroforético similar foi observado quando «-caseina foi
hidrolisada com a quimosina comercial (Coalhopar®). Adicionalmente, a hidrdlise de «-
caseina por C. procera produziu vérios peptideos com massa molecular entre 20 e 16 KDa, o
mesmo ndo foi observado quando a quimosina comercial e C. grandiflora foram testados
(Figura 19).

Bruno e colaboradores (2010), utilizando um preparado enzimdtico a partir dos frutos
de Bromelia hieronymi, observaram a presenca de bandas proteicas, possivelmente a para-k-
caseina, na regido de 16 KDa apds 4 minutos a partir da hidrolise da k-caseina. As peptidases
das flores de Moringa Oleifera foram capazes de hidrolisar preferencialmente k caseina
acompanhado de um crescimento de intensidade na banda localizada na regido de massa
molecular aparente de 16 KDa apds 10 minutos de incubacdo (PONTUAL et al., 2012). As
peptidases do latex de Calotropis gigantea foram capazes de hidrolisar 100% de k-caseina
apos 1 hora de incubagdo, gerando o peptideo para-k-caseina na regido de 16 KDa (ANUSHA
etal.,2014).

A fim de quantificar a hidrélise das caseinas pelas peptidases, os géis foram
escaneados e a densitometria das bandas de caseina foram plotadas como percentual da
caseina controle (tempo 0) (Figura 19). Os densitogramas revelaram que os coalhos
comerciais, Coalhopar® e Halamix® hidrolisam, preferencialmente, a x-caseina. Entretanto
nota-se uma pequena digestdo das a e  da caseinas (10,63 e 10,61%, respectivamente) por
Halamix® ap6s 30 minutos de reacdo. Coalhopar® é um extrato proteico obtido de bovinos, ja
Halamix® é uma preparagdo de peptidases de origem microbiana, produzida a partir de cepas
do fungo Aspergillus niger var. awamori. A Figura 20 mostra que ha diferenca de perfil
proteico entre esses coalhos. A quimosina bovina apresenta massa molecular aparente de
42,18 KDa, enquanto que a pepsina de origem bovina possui massa molecular aparente de
aproximadamente 12,66 KDa. Anusha e colaboradores (2014) verificaram que o coalho
bovino foi capaz de clivar 2,7% da subunidade a;, 68,75% de a, e 11,54% da subunidade 3

ap6s 1 hora de incubagdo a 37 °C.
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Figura 19 — SDS-PAGE 12,5% da hidrdlise das caseinas do leite bovino por C. procera (A) e
C. grandiflora (B) em diferentes intervalos de tempo. Em detalhe, a redugdo gradual das
bandas de k-caseina na regido de 30 KDa e o aumento de para-k-caseina, na regido de 16

KDa.
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Legenda: M: Marcador molecular: fosforilase b (97 kDa), albumina sérica bovina (66 kDa), ovoalbumina (45
kDa), anidrase carbonica bovina (30 kDa), inibidor de tripsina de soja (20,1 kDa) e a- lactalbumina (14,4
kDa). C: Coalhopar®.
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Figura 20 — SDS PAGE dos coalhos comerciais utilizados nos ensaios.
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Legenda: 1 - Halamix®, 2 - Coalhopar®.

As peptidases de C. procera (PLCp) foram mais especificas para hidrolisar a
subunidade k da molécula de caseina em comparacdo com as peptidases de C. grandiflora
(PLCg) e C. papaya (PLCap) (Figura 21). Ap6s 30 minutos de reacdo, aproximadamente 85%
da subunidade k-caseina, 68% da subunidade B e 52% da subunidade o foram digeridas pelas
peptidases de PLCp. As subunidades a (37,9%) e B (51%) foram mais susceptiveis a hidrélise
por PLCg apds 30 minutos de reacdo do que a fracdo « (16,9%) da molécula de caseina.
Resultados similares foram exibidos em peptidases extraidas de sementes de S. dubium e nas
peptidases do fruto de Bromelia hieronymi, as quais foram capazes de hidrolisar as trés

subunidades da caseina, mas com uma maior especificidade a k-caseina (AHMED et al.,

2010; BRUNO et al., 2010).



Figura 21 — Degradacdo das caseinas pelas peptidases laticiferas. Valores correspondentes a

densitometria das diferentes bandas da SDS-PAGE da Figura 18.
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Fonte: Préprio autor
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5.4 Espectrometria de massas

O espectro gerado apds a analise por espectrometria de massas da fracdo k-caseina
digerida com as peptidases do coalho comercial Coalhopar® estd  demonstrado  na
Figura 22. Foi gerado, predominantemente, um peptideo com massa de 8601,5000 Daltons. A
hidrélise de k-caseina é um passo critico e inicial da formacdo da coalhada. E conhecido que a
quimosina hidrolisa seletivamente a k-caseina entre a ligacdo Phe;ps—Met;ps, gerando um
peptideo com massa de aproximadamente 12286,98 Da, chamado de para-k-caseina, e outros
com massa de aproximadamente 6675.47 Da, o glicomacropeptideo (JACOB; JAROS;
ROHM, 2011).

A relacdo quimosina/pepsina pode variar entre a espécie de ruminante, a raca e a idade
do animal, de modo que essa relacio diminui apés o desmame (ANDREN, 2004). O coalho
comercial Coalhopar® é um produto de origem animal constituido pela enzima quimosina,
mas também por pepsina, cloreto de sddio e dcido borico. De acordo com andlises realizadas
in silico, a pepsina (3.4.23.1) pode hidrolisar a k-caseina em diferentes pontos, gerando
peptideos na faixa entre 1200 e 4000 Da, isso explicaria a diferenca encontrada entre a
clivagem tedrica feita pela quimosina e a clivagem observada na Figura 22.

De acordo com o Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb/) a sequéncia de
aminodcidos da molécula de k-caseina de Bos Taurus é mostrada na Figura 23. Os peptideos
gerados pela hidrélise da fracdo k-caseina sdo mostrados abaixo e o sitio de clivagem

predominante para a amostra PLCp foi entre Q;,—1I73.
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Figura 22 — Espectro de massas da banda de 16 kDa gerada a partir da hidrdlise da k-caseina

. ®
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Figura 23 — Sequéncia de aminoacidos da molécula de k-caseina (Bos Taurus)

10 20 30 40 50
MMKSFFLVVT ILALTLPFLG BoEQNQEQPT RCEKDERFFS DKIAKYIPIQ
60 70 80 90 100
YVLSRYPSYG LNYYQQKPVA LINNQFLPYP YYAKPAAVRS PAQILOWQVL
110 120 130 140 150
SNTVPAKSCQ AQPTTMARHP HPHLSEFMAIP PKKNQDKTET PTINTIASGE
160 170 180 190
PTSTPTTEAV ESTVATLEDS PEVIESPPEI NTVQVTSTAV

GenBank: AAQ87923.1 gil36988716IgblAAQ87923.11 kappa casein [Bos taurus]

Legenda: a sequéncia grifada em vermelho representa o peptideos sinal, em azul a p-k-caseina, em amarelo o

glicomacropeptideo tedrico, em negrito o possivel peptideo gerado pela hidrélise com Coalhopar®, em italico

(899.10 Da) e sublinhado (2845.20 Da) os peptideos gerados pela possivel hidrélise por pepsina.

Hang e colaboradores (2016) mostraram que uma metalopeptidase obtida do fungo

Paenibacillus spp.; além de possuir atividade coagulante foi capaz de gerar 9 peptideos apods a
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hidrélise da fracdo k-caseina, com massa variando entre 1131.6167 e 4394.2116 Da. PLCp
(Figura 24) e PLCg (Figura 25) geraram cada uma, um peptideo de massa 8602,0000 com
maior intensidade. Os resultados sugerem que essas amostras possivelmente tem como sitio de
clivagem principal a ligacdo Q7>—I73 (Figura 24 e 25), porém também clivam, de maneira mais
extensa, a molécula de k-caseina gerando outros peptideos. O sabor amargo em alguns queijos
pode se dever a presenca de peptideos de baixa massa molecular, que ndo foram degradados a

peptideos com gosto menos amargo e aminodcidos (ADDA; GRIPON; VASSAL, 1982).

Figura 24 — Espectro de massas nativo deconvoluido da fracdo k-caseina digerida com PLCp

apo6s 1 hora de reagdo, obtido por ESI-TOF.
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Figura 25 — Espectro de massas nativo deconvoluido da fracdo x-caseina digerida com PLCg

ap6s 1 hora de reagao, obtido por ESI-TOF.
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5.5 Manufatura do queijo e caracterizaciao parcial

Os queijos obtidos pelas peptidases laticiferas estdo mostrados na Figura 26. Algumas
caracteristicas dos queijos feitos com o coalho comercial e as peptidases de C. procera e C.
grandiflora sao apresentadas na Tabela 2. A massa fresca dos queijos produzidos com coalho
comercial correspondeu, em média, a 52,1 gramas. Os queijos obtidos por PLCp com 9, 10 e
11 mg e os obtidos por PLCg com 40 mg ndo foram diferentes estatisticamente do queijo
controle (Coalhopar®). Os melhores resultados de tempo de coagulacio utilizando 500 mL de
leite foram obtidos com 9 e 40 miligramas de proteina de PLCp e PLCg, respectivamente. A
massa fresca de queijos gerados a partir das peptidases do latex de Euphorbia tirucalli, E.
nivulia e E. nerifolia foi de 43,20;45,30 e 45,09 gramas, respectivamente, a partir de 300 mL
de leite (MAHAJAN; CHAUDHARI, 2014).

A quantificacdo de proteinas soluveis dos queijos liofilizados ndo revelou diferencas
significativas entre os queijos controle e das amostras PLCp e PLCg. O valor médio do teor
de proteinas soluveis dos queijos obtidos com as peptidases de C. procera 9, 10 e 11 mg foi
respectivamente 14,7; 15,7 e 11,7 mg/g de queijo, de C. grandiflora a partir de 40 e 50 mg foi
de 14 e 12,4 mg/g de queijo, respectivamente e 11,1 mg/g de queijo para o coalho comercial.
Resultados similares foram observados com as peptidases do latex de Euphorbia tirucalli, E.
nivulia e E. nerifolia (14,66; 15,29 e 12,44; respectivamente) (MAHAJAN; CHAUDHARI,
2014). Uaboi-Egbenni e colaboradores (2010) utilizando o extrato das folhas de C. procera
obteve um teor de 12,8 mg de proteina em 1 grama de queijo. Durante a maturacdo, parte da
porcao hidrofébica da caseina é convertida em compostos nitrogenados soliveis incluindo
aminodcidos livres e produtos da hidrdlise proteica, adicionalmente, o contetido de proteina
decresce durante essa etapa. Dessa forma, uma peptidase altamente ativa durante a maturacao
diminuiria o teor de proteina presente no queijo, podendo também gerar peptideos que gerem
sabor amargo ao produto final (BARAC et al., 2013).

Entre as amostras testadas, o tempo minimo e mdximo de coagulagcdo variou entre 4 e
18 minutos a 25 °C, sendo que os menores tempos de coagulacdo foram vistos quando
aplicada uma maior concentragdo de peptidases tanto em C. procera (10’ 53”) como em C.
grandiflora (4°). O rendimento dos queijos foi de aproximadamente 12% a partir de 500 mL
de leite integral, valores similares (14 %, aproximadamente) foram obtidos com coalho obtido
a partir das folhas de C. procera (AWORH; MULLER, 1987). De modo semelhante, porém

com extratos dos frutos de Bromelia hieronymi, um rendimento de aproximadamente 15% foi
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obtido (BRUNO et al., 2010). Os valores de rendimento, massa seca, proteinas soliveis e da
aparéncia (superficie e formato) dos queijos produzidos com as peptidases dos ldtex foram
similares aos preparados com a quimosina comercial (Tabela 2 e Figura 26). Um ensaio

preliminar mostrou que os queijos apresentavam sabor, textura e aroma agradaveis.

Figura 26 — Imagem dos queijos produzidos por PLCp e PLCg.

Calotropis procera (PLCp)

.
——————
]

Cryptostegia grandiflora (PLCg)

Fonte: préprio autor.
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Tabela 2. Caracteristicas dos queijos manufaturados com as peptidases de Calotropis procera e Cryptostegia grandiflora em comparacao a

quimosina comercial (Coalhopar®)

. Proteinas Tempo de
Amostra Massa Massa seca L. ~
Coagulante (mg)/500 mL leite | fresca (g) (@) soliveis** (mg)/g | coagulacdo do
& g & queijo leite
9 593+£22% 277+18" 14.7+£29° 177057 £2°%
C. procera 10 647+56* 252+59° 15.7 £2.3* 18’567+ 57
11 59.1+£1.1%  244+3.7° 11.7+£3.6° 10’537+ 27
. 30 ) ) ) i
C. grandifiora 40 53.3+2.8% 292%17" 140£3.0° 7°18” + 30
50 51.8+43° 27.8+26° 124+7.6% 400"+ 507
Coalhopar® 10 52.1£25% 28.0%1.1° 11.1+£5.1° 1624 £ 40> *

Os queijos frescos foram liofilizados e a massa seca determinada.

" Proteinas soliveis foram extraidas em tampao 50 mM Tris-HC1 50 mM (pH 6.5) e determinada pelo método de Bradford (1976).
Uma mesma letra, na mesma coluna, indica diferenca néo significativa p < 0.05, quando comparada com Coalhopar®.



71

z

A protedlise € conhecida como um dos principais eventos bioquimicos para o
estabelecimento do sabor e odor de queijos durante a fase de maturagdo e armazenamento
(GARCIA et al., 2012). Os queijos produzidos com as peptidases laticiferas ndo apresentaram
atividade proteolitica residual, de maneira similar, os queijos produzidos com o coalho
comercial também ndo demonstraram capacidade de hidrolisar o substrato inespecifico,
azocaseina e nem gelatina (Figura 27 e 28). Esse resultado é importante, j& que demonstra que
haverd uma baixissima hidrélise das caseinas durante a etapa de maturagcdo, evitando
possiveis mudangas na textura, sabor e aroma do produto. Esses resultados corroboram com
os dados da Figura 17, onde as peptidases de C. procera e C.grandiflora foram inativadas
depois de aquecimento a 75 °C durante 10 minutos. Durante a manufatura do queijo coalho,
um dos procedimentos consiste em aquecer o soro a 80 °C para cozinhar a coalhada. Entdo,
durante esse passo, € possivel que as peptidases do latex sejam inativadas. Llorente et al.,
2014 demonstraram que o extrato proteolitico das flores de Cynara scolymus foi capaz de
coagular o leite e produzir queijos com qualidade similar ao alcangado com a quimosina.
Entretanto, eles demonstraram que a fracdo proteolitica permanecia ativa mesmo durante a
maturacdo, acarretando em sabor amargo. Portanto, a atividade proteolitica residual pode ser
considerada como a principal desvantagem de peptidases vegetais muito ativas.

Proteinas residuais do latex de C. procera e C. grandiflora nao foram detectadas
através do ensaio de ELISA nos queijos produzidos com essas peptidases (Figura 29). Esse
resultado pode ser explicado ja que durante a manufatura dos queijos, a coalhada € prensada
por 12 horas para drenar a maior parte do soro. Nessa etapa, as proteinas do latex podem ser
totalmente eliminadas junto com outras proteinas soldveis presentes no soro. Assim, esse
resultado € um indicio que uma reagdo alérgica ou téxica ao queijo produzido com essas
fracdes do latex pode ser baixa.

Outros trabalhos ja evidenciaram o uso potencial de folhas de C. procera na
manufatura de queijos (AWORTH; MULLER, 1987; ADETUNIJI; SALAWU, 2008). Nesses
estudos, foi utilizado um extrato total produzido a partir das folhas. Segundo Konno (2011), o
uso desses extratos € limitado em virtude de os fluidos laticiferos serem fontes ricas de
metabdlitos secunddrios, alguns deles toxicos. Consequentemente, a qualidade, o sabor e a
seguranca alimentar do queijo pode ser complicada de se avaliar. No presente trabalho, uma
fracdo purificada do latex foi utilizada, a qual € rica em enzimas proteoliticas e livre de

metabolitos secundarios e moléculas de baixa massa molecular (Freitas et al., 2007).
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Figura 27 — Atividade proteolitica dos queijos produzidos com as peptidases de C. procera e

C. grandiflora, comparada com o controle.

Atividade proteolitica dos queijos liofilizados
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Legenda: Coalho: Coalhopar®, Cp: Proteinas do litex de C. procera, Cg: Proteinas do latex de C. grandiflora,
Leite: Leite fresco na auséncia de ativador L-cisteina, Soro: soro obtido apds a coagulagdo do leite. (*) indica p <

0,05 e diferencga estatistica quando comparado aos outros grupos (n=3, ANOVA teste Student Newman-Keuls).

Figura 28 — Zimograma em gel de poliacrilamida contendo 0,1% de gelatina dos extratos dos
queijos produzidos com as peptidases de C. procera e C. grandiflora. Amostras foram

extraidas a partir dos queijos liofilizados.

All 2 3 4 5 6 (B 1 2 3 7 8 9

Legenda: PLCp e PLCg 0,1 mg/mL. Raia 1: 10 puL, 2: 20 uL, 3: 30 uL de PLCg (A) ou de PLCp (B). 4: Coalho
comercial, 5: queijo com 40 mg de PLCg, 6: queijo com 50 mg de PLCg., 7: queijo com 9 mg de PLCp, 8:
queijo com 10 mg de PLCp e 9: queijo com 11 mg de PLCp.
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Figura 29 — Imunodeteccdo (ELISA) de proteinas do litex de C. procera (PLCp) e C.
grandiflora (PLCg) nos queijos produzidos por peptidases destas plantas, utilizando

anticorpos policlonais anti-PLCp (A) e anti-PLCg (B).
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Legenda: PLCp 0,1 mg/mL, Coalho: Coalhopar®, queijos produzidos com 9, 10 e 11 mg de PLCp. Anticorpo

primario 1:10000 e anticorpo secundario conjugado com fosfatase alcalina 1:5000.
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Cryptostegia grandiflora

Legenda: PLCg 0,1 mg/mL, C: Coalhopar®, queijos produzidos com 30 e 50 mg de PLCg. Anticorpo primdrio

1:10000 e anticorpo secunddrio conjugado com fosfatase alcalina 1:5000. * indica que ndo houve deteccdo.
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4 CONCLUSAO

O estudo de cinco fragdes laticiferas para coagulacdo do leite revelou que somente
as peptidases de C. procera e C. grandiflora demonstraram potencial como alternativa para o
uso da quimosina comercial animal. L-cisteina promoveu a ativagdo das peptidases das
proteinas laticiferas de maneira similar ao agente redutor DTT. As fra¢des proteoliticas de C.
procera ¢ C. grandiflora foram inativadas depois de aquecidas a 75 °C. Os queijos que foram
obtidos com as peptidases de C. procera e C. grandiflora apresentaram uma boa aparéncia,
textura, aroma e sabor agraddvel e ndo apresentaram atividade proteolitica residual ou

proteinas laticiferas.
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