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RESUMO

As proteases extraidas de plantas possuem iniUmeras vantagens para a producdo de
muitos processos industriais por possuir condicdes de reacdes moderadas, alta
especificidade de substrato e processamento ambientalmente amigavel. As proteases
extraidas de plantas possuem aplicabilidade na biotecnologia, especialmente para a
producdo de alimentos. Plantas da espécie E. tirucalli sdo conhecidas na medicina
tradicional pelas suas propriedades medicinais pela sua eficacia em tratamentos de
doencas, utilizando seu latex como remédio. Com isso, diversas pesquisas investigaram
os efeitos dos seus compostos presentes no latex que demonstram eficacia para
diversas aplicagdes biotecnoldgicas. Nesse trabalho, uma protease detectada no latex
de E. tirucalli foi parcialmente purificada e caracterizada bioguimicamente, para fins
biotecnolégicos. A extracdo da tirucalina foi realizada através da extracdo do latex de
E. tirucalli sendo incubado em agua Milli-Q e centrifugado. O sobrenadante obtido apos
a centrifugacao foi utilizado como extrato bruto rico em proteinas, que em seguida, foi
submetido a saturacdo em sulfato de amoénio resultando em uma fracdo concentrada
contendo a protease. Através da elaboracdo de um ensaio enzimatico, foi detectado
uma atividade da protease do latex da planta, essa atividade foi entdo confirmada pela
presenca de uma banda proteica de massa molecular de 70 kDa, ao ser analisada via
SDS-PAGE/Zimograma. A protease parcialmente purificada foi caracterizada
bioquimicamente através de ensaios enzimaticos sob diferentes condicbes. Como
resultado, observou-se que a protease desenvolve atividade pronunciada em altas
temperaturas (90°C) e pH mais acido (5,0). A atividade enzimética nas condi¢des
extremas de temperatura também foi avaliada, sugerindo uma estabilidade na atividade
catalitica da enzima mesmo em condi¢cdes extremas de temperatura e pressdo, uma
vez que mantém sua atividade mesmo apos submisséo a processo de autoclavagao. A
atividade da protease em um diferente substrato também foi avaliado, no entanto, a
protease obteve a maior afinidade no substrato caseina ao apresentar maior atividade
proteolitica. Essa afinidade foi observada também nos parametros cinéticos sobre o
efeito da concentracdo do substrato caseina. Em adi¢do, a avaliacdo da atividade milk
clotting da tirucalina indicou uma possivel aplicacdo na producdo de queijo ao
apresentar coagulacao do leite. Proteases extraidas do latex de E. tirucalli apresentam
potencial biotecnolégico, com efeito coagulante, demonstrando também condi¢des
favoraveis para a indastria alimenticia na producéo de queijo.

Palavras-chave: Protease, Euphorbia tirucalli, biotecnologia.



ABSTRACT

Proteases extracted from plants have advantages for the production of many industrial
processes because they have moderate reaction conditions, high substrate specificity
and environmentally friendly processing. Proteases extracted from plants have
applicability in biotechnology, especially for food production. Plants of the species E.
tirucalli are common in traditional medicine for their medicinal properties for their
effectiveness in treating diseases, using their latex as a medicine. With that, several
researches investigated the effects of its compounds present in the latex that
demonstrate efficacy for diverse biotechnological applications. In this work, a protease
detected in the latex of E. tirucalli was partially purified and characterized
biochemically, for biotechnological purposes. The extraction of tirucalina was carried
out through the extraction of latex from E. tirucalli being incubated in Milli-Q water and
centrifuged. The supernatant after centrifugation was used as a crude extract rich in
proteins, which was then subjected to saturation in ammonium sulfate defeated in a
concentrated fraction containing a protease. Through the preparation of an enzymatic
assay, a protease activity of the plant's latex was detected, this activity then confirmed
by the presence of a protein band with a molecular mass of 70 kDa, when analyzed
via SDS-PAGE/Zimogram. A partially purified protease was characterized
biochemically through enzymatic assays under different conditions. As a result, it was
observed that the high protease developed is pronounced at temperatures (90°C) and
more acidic pH (5.0). The enzymatic activity in extreme temperature conditions was
also evaluated, suggesting a stability in the catalytic activity of the enzyme even in
extreme conditions of temperature and pressure, since it maintains its activity even
after submission to an autoclaving process. The protease activity in a different
substrate was also evaluated, however, a protease obtained the highest affinity in the
casein substrate when presenting higher proteolytic activity. This affinity was also
observed in the kinetic parameters on the effect of the casein substrate concentration.
In addition, the evaluation of the milk clotting activity of tirucalina indicated a possible
application in cheese production by presenting milk coagulation. Proteases extracted
from the latex of E. tirucalli have biotechnological potential, with a coagulant effect,
also demonstrating favorable conditions for the food industry in the production of
cheese.

Keywords: Protease, Euphorbia tirucalli, biotechnology.



SUMARIO

RESUMO

ABSTRACT

L INTRODUGAO. ... .ottt et e e 08
L. L PrOtBASES. ...t 08
1.2 Utilizacao de proteinas na producao de qQUEIJO........uuvuruuiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesnennnnaanns 10
1.3 A planta aveloz (Euphorbia tirucalli).............ooevvrvimiiiiiiiiiee e 11
1.4 LAIEX VEQETAL .. ..ottt e e e e e e e e e e e 13
1.5 Aplicacbes da Euphorbia tirucalli na biotecnologia..............ccooevviviiiiiiiiiiiiieeeeeee, 14
2. OBUIETIVO .. ettt e et et e e e e aeee 16
2.1 ODJELIVO GEIAL......oiiiiiiiieee e e s 16
2.2 ODjJEtiVO €SPECITICO. ... 16
3. MATERIAIS E METODOS.......ccoiiieieieeeete ettt sttt eve et saese e stestesesaene e 16
N Y (T = 1 F PP PP RPN 16
3.2 EXIraCao de ProteiNAS........uuuuuueiiiiii i i i e e e e ee et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaae . 16
3.3 Purificacdo parcial da protease do latex de E. tirucalli..............ccccoeeeeiiiiieeneennnnn. 17
3.4 D0SAGEM A€ PrOtEINAS. .. uuuui i e eeeee it e e e e e e e e e e e aaeeees 17
3.5 Analise das proteinas do latex de aveloz vi SDS-PAGE.............ccccccvvvivviiieeeeeeenn. 17
3.6 Deteccéao de proteases vi SDS-PAGE/ZIMOGRANA.........oovviiiiiiiiiee e 18
3.7 Avaliacéo da atividade proteolitica da protease contida N0 IateX..........ccccccvvveeeennn.. 18
3.8 Caracterizacao bioquimica da protease do latex de aveloz...........ccceevveeeeeeennnnn.. 19

3.8.1 Avaliacdo do efeito pH e da temperatura na atividade catalitica da

[T 01 ST ] < PP 19
3.8.2 Avaliagédo da termoestabilidade da protease do latex de aveloz..............cc......... 19

3.8.3 Avaliacéo da estabilidade da protease em diferentes pHS.........ccccoeeevvieeeeeinnnnn. 20



3.8.4 Avaliacéo da atividade cinética da protease...........cccceeveeiiiiiiiieiee e 20

3.9 Avaliacéo da afinidade da protease por diferentes substratos............................. 20
3.10 Avaliagéo da atividade milk clotting da protease ...........cccccvvviiiiiniiiiiiiiieeeeeeeeeen 21
3.11 ANAIISE ESTALISTICA. ... evveeeeieiiet e 21
4. RESULTADOS. ...ttt e e e e e e et e e e e e eenaanns 21
4.1 Deteccéo de proteases via SDS-PAGE/ZIMOQrama..........ccoevveeeeinniniiiiiiiiiiinienee 21
4.2 Deteccdao da atividade proteolitica da protease do latex de aveloz........................ 22
4.3 Caracteriza¢do bioguimica da protease do latex de aveloz................ccccccvvvvvnnnnn. 23
4.3.1 Efeito da variacdo de pH sobre a atividade proteolitica............ccccoeveeiieeeeennnnnn.. 23
4.3.2 Efeito da variacdo de temperatura sobre a atividade proteolitica........................ 24
4.3.3 Avaliacao da estabilidade da protease em diferentes pHS...........cccccceeeviieiennennn. 24
4.3.4 Avaliacdo da estabilidade térmica da protease..........cccccevvuvveeeeeeiiiiiiieeeee e 25
4.4 Afinidade da protease por diferentes SuUbSIratos...........cooeevvviiiiiiiiiieeiins 27
4.5 Analise dos parAmetroS CINELICOS. .........uvvvrvriuiiiiiiiee e e e e e e e e e e e e e e e aeees 28
4.6 Analise da atividade milk CIOtHNG........cooiiiiiiiiiiie e 29
B DISCUSSAO. ...ttt ettt b ettt b s 30
B. CONCLUSOES.......eiuiieieieeeieirieiee ettt et eeenes 33

7. REFERENCIA BIBLIOGRAFICA ...ttt e, 34



1 INTRODUCAO

1.1 PROTEASES

As proteases séo fisiologicamente necessarias para 0s organismos Vivos e
sdo encontradas em uma ampla diversidade de fontes, como plantas, animais e
microorganismos. Os seres vivos possuem uma complexidade evolutiva que fornece
uma enorme variedade de proteases devido a diversidade de acdo, funcdes e
estruturas (Jube e Borthackur, 2006; Rao et al, 1998). As proteases também sé&o
conhecidas como peptidases, enzimas proteoliticas e hidrolases de ligacédo peptidica.
As enzimas proteoliticas catalisam reacdes metabdlicas, e para que iSso ocorra, a
reacao € acelerada pela enzima através de ligacbes de moléculas de substratos
especificos. O substrato liga-se no sitio ativo da enzima que possui um arranjo
caracteristico de residuos de aminoacidos definindo a interagdo enzima-substrato

formando produtos (Jube e Borthackur, 2006).

As proteases representam uma das seis classes de enzimas, na subclasse
4 da classe 3 (hidrolases) e dividida com base na reacao catalitica entre 13 subclasses
(Jube e Borthackur, 2006). Dessa subclasse, ha dois grupos que fazem divisdo das
proteases com base no local de agéo, sendo elas as exopeptidases e endopeptidases.
As exopeptidases clivam a ligacdo peptidica proximal aos terminais amino ou carboxi
do substrato, enquanto as endopeptidases clivam ligacdes peptidicas distantes das
extremidades do substrato. Proteases de serina, proteases asparticas, proteases de
cisteina e metaloproteases sao os quatro grupos da subdivisdo das endopeptidases
que classificam as proteases com base no grupo funcional presente no sitio ativo da
molécula (Tabela 1) (Rao et al, 1998).

TABELA 1. CLASSIFICACAO DE PROTEASES. Os circulos abertos representam os residuos de
aminoécidos na cadeia polipeptidica. Os circulos sélidos indicam os aminoacidos terminais e as
estrelas significam os terminais bloqueados. As setas mostram os locais de acao da enzima.

Protease Modo de acéao
Exopeptidases
Aminopeptidases *l-0-0-0-0--
Dipeptidil peptidase ¢-+]|-0-0-0--

Tripeptidil peptidase s-e-¢]|-0-0---




Carboxipeptidase -~--0-0-0-0-0|-¢

Protease tipo serina

Metaloprotease

Protease tipo cisteina

Peptidil dipeptidase ---0-0-0-0]-9-¢
Dipeptidases e -
Omega peptidases x-%]-0-0-

~-0-0-0|-*-%

Endopeptidases - 0-0-0]-0-0-0--

Serina protease

Protease de cisteina

Protease aspartica

Metaloprotease

Endopeptidases de mecanismo catalitico
desconhecido
Fonte: Rao et al, (1998).

As enzimas proteoliticas estdo entre os trés grandes grupos das enzimas
industriais, originando interesses para aplicacfes fisiolégicas e biotecnolégicas
representando 60% da venda total mundial de enzimas (Rao et al, 1998). As proteases
possuem varias vantagens para o uso biotecnolégico, possuindo condicbes de
reacoes moderadas, alta especificidade de substrato e processamento
ambientalmente amigavel. Caracterizadas como enzimas industriais, elas tém sido
amplamente utilizadas nas industrias quimica, alimenticia, farmacéutica, agricola e de

combustiveis, principalmente para fins de fabricagdo (Rai, 2016).

Para selecionar uma protease industrial, alguns critérios sdo analisados,
como condigBes Otimas de pH e temperatura, taxa de reagéo, estabilidade, efeito de
inibidores e afinidade com substratos. Com isso, as proteases que possuem
caracteristicas que se enquadram a esses critérios, tornam-se eficazes na industria
de modo comercial na producdo de alimentos, detergentes e nas aplicagcdes nos
campos fisioldgicos (Rao et al, 1998; Sarrouh et al, 2012). Os rapidos avan¢os na

tecnologia permitem o desenvolvimento de novos produtos exclusivos no mercado,
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desenvolvendo enzimas farmacéuticas e de bioetanol para desenvolver outras

enzimas especificas de aplica¢des (Sarrouh et al, 2012).

Proteases de plantas sdo matérias-primas para muitos processos
industriais, as proteases mais conhecidas e utilizadas de origem vegetal sdo as
papainas, bromelinas, queratinases e as ficinas. As proteases vegetais sdo bem
conhecidas por estarem envolvidas nos processos de defesa vegetal resistindo a
diferentes tipos de condi¢cdes desfavoraveis, incluindo o ataque de insetos e
microrganismos fitopatogénicos. Mecanismos de protecédo permite, na biotecnologia,
a criacdo de plantas transgénicas com maior resisténcia a patégenos e
microrganismos (Valueva e Mosolov, 2004). Proteases vegetais também
desempenham outros papéis importantes nos processos intracelulares e
extracelulares como desenvolvimento e amadurecimento de frutas, reserva
nutricional, quebra de dorméncia de sementes, ativacdo e degradacdo de proteinas
defeituosas (Ferreira et al, 2009). Atualmente, as proteases tém sido amplamente
utilizadas na producédo de detergentes, na industria farmacéutica, em processos de
biorremediacdo e principalmente na producdo de alimentos, como preparacao de
hidrolisados de soja, amaciamento de carne, panificacao e fabricacdo de queijos (Rao
et al, 1998). Contudo, os vegetais necessitam de boas condi¢bes climéticas para o
seu crescimento, com isso, torna-se um processo demorado para a producéo de

proteases (Rao et al, 1998).

1.2 UTILIZACAO DE PROTEINAS NA PRODUCAO DE QUEIJO

Na industria de laticinios, ha utilizacdo de proteases de origem animal e
microbiana para a producdo de queijos. A protease quimosina é utilizada como
principal componente enzimatico para a producéo de coalho, essa protease € extraida
do estbmago de bezerro o que leva ao abate do animal. Devido a disponibilidade
limitada e outros fatores, a busca de alternativas para a coagulacao do leite levaram
pesquisas a investigar enzimas coagulantes de origem vegetal. Enzimas de
coagulacao do leite extraidas das plantas estdo presentes em quase todos 0s tipos
de tecidos vegetais, sejam sementes, flores ou latex. Essas enzimas coagulantes do
leite pertencem a proteases asparticas, mas também em enzimas dos grupos das

cisteinas e serina proteases (Shah, Mir e Paray, 2014). O uso de proteases extraidas



11

de plantas para a coagulagdo do leite, referente a producdo de queijos na industria de
laticinios, torna-se eficaz pois o uso de coalho de origem animal sdo limitados por fins
religiosos (judaismo e islamismo), dieta (vegetarianismo) ou preocupacado do
consumidor com relacdo a alimentos geneticamente modificados (Raskovic, Lazic e
Polovic, 2016).

1.3 APLANTA AVELOZ (Euphorbia tirucalli)

Euphorbia tirucalli € uma planta suculenta nativa da Africa com muitas
ramificacBes. Possui galhos finos, frageis, suculentos, ricos em latex e pequenas
folhas (Figura 1). Suas folhas sdo simples, carnudas, com lamina linear e aguda na
ponta. Espécies de Euphorbia séo ricas em latex considerados toxicos. A espécie E.
tirucalli conhecida popularmente como aveloz possui distribuicdo geografica ampla
crescendo em climas tropicais semiaridos, florestas secas e umidas. A planta aveloz,
desenvolve-se de forma eficaz em climas quentes aumentando a sua biomassa de
forma rapida, por esse motivo, é encontrada em matas secas, vegetacdo do tipo
savana por ser submetida a altas intensidades de luz do sol. Suporta condicdes de
estresse salino e baixas temperaturas chegando a tolerar a -2°C. Mas para 0 seu
crescimento € necessario que haja temperaturas acima de 7°C e agua regularmente
(Loke, Mesa e Franken, 2011).

Figura 1- Planta Euphorbia tirucalli. Fonte: Hortology (2021)*

1 Disponivel em: https://hortology.co.uk/products/euphorbia-tirucalli-pencil-cactus-succulent. Acesso
em: 06 maio 2021.
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A planta aveloz é popularmente conhecida pelas suas propriedades
medicinais por sua eficdcia em tratamentos de doengas, como por exemplo, a cura do
cancer. Por possuir principios ativos como hidrocarbonetos terpénicos, aldeidos e
Oleos essenciais, feiras livres e farmacias na regido Norte e Nordeste do Brasil
produzem e comercializam uma bebida chamada “garrafada” (Figura 2) a partir de
extratos da planta de E. tirucalli e de outras plantas assegurando a cura para diversas

doencas (Silva Pequeno, Caseiro e Souza, 2017).

ELIMINE AS CELULAS

CACTUS AVELS

i
"ha de Gato

*¥0é Roxg

.

Dente de Leg|

™
""‘Jluh;.

)

Figura 2- Garrafada de Euphorbia tirucalli. Fonte: P4gina no facebook (2021)2

A espécie E. tirucalli possui altos niveis de esterdides, antocianinas,
alcaldides, taninos, flavonoides e fendis, que sdo base para a sua forte atividade
antimicrobiana, que impulsiona a diversos estudos da espécie (Aloo, Oluko e Wanijohi,
2019). Extratos de diferentes partes da planta de E. tirucalli possuem a mesma
quantidade de fitoconstituintes, exceto os flavondides e esterdides. Os Flavondides
alteram a permeabilidade de membranas celulares inibindo o crescimento bacteriano
devido a sua capacidade de formar complexos com a parede celular. Os esteréides
possuem propriedades antibacterianas causando vazamentos de membrana e 0s
taninos podem inibir bactérias inativando a adesao microbiana, funcbes das enzimas
e proteinas do envelope celular (Aloo, Oluko e Wanjohi, 2019). O eupol (alcool
tetraciclico triterpeno) € um composto isolado da planta, que possui efeitos anticancer,
inibindo o crescimento de células cancerigenas gastricas humanas e o
desenvolvimento de tumores. Além disso, 0 eupol presente em plantas E. tirucalli

possui um grande potencial anti-inflamatério, apresentando inibicdo a resposta

2 Disponivel em: https://lwww.facebook.com/pg/Aranto-Panta-Que-CURA-0-C%C3%A2ncer-com-
Sucesso0-1630716810308197/photos/. Acesso em: 06 maio 2021.
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inflamatoria induzida por TPA (12-O-tetradecanoilphorbol-13-acetato) em doencas de
pele quando utilizado em pesquisas (Franco-Salla et al, 2016).

1.4 LATEX VEGETAL

Como foi abordado anteriormente (item 1.3), na regido Norte e Nordeste do
Brasil, é produzida uma bebida chamada garrafada consumida pela populagédo por
conter propriedades medicinais (Silva Pequeno, Caseiro e Souza, 2017). Na medicina
tradicional, o latex vegetal da aveloz € largamente conhecido como remédio popular
sendo utilizado contra a atividade reumatica e neoplasicas e no tratamento de
infec¢des bacterianas, fungicas e virais (Silva Pequeno, Caseiro e Souza, 2017). Ele
também & empregado no tratamento contra verrugas, distirbios gastrointestinais,
epilepsia, impoténcia sexual, asma, feridas, dor de dente, hemorroida, tumor, cancer
(Palit et al, 2018).

s

O latex produzido em plantas de E. tirucalli € constituido por agua,
hidrossoluveis, triterpeno, taraxasterol, tirucalol, resina, goma euphorbium e borracha
(Crowder e Sexton, 1964). O uso do latex da planta como remédio popular para
tratamento de doencas é inadequado pois € considerado toxico (Costa, 2012),
contendo produtos quimicos causticos e irritantes no latex, que causam reacdes na
pele, membranas mucosas e olhos (Loke, Mesa e Franken, 2011). Na pele, esse latex
pode causar pequenas queimaduras quimicas, causando bolhas ou Ulceras na pele e

nas mucosas e grave inflamacao (Loke, Mesa e Franken, 2011).

O latex vegetal da E. tirucalli € muito utilizado na medicina tradicional por
diversos paises como Brasil, india, Indonésia, Malabar e Malasia (Duke, 1983). Sabe-
se gque o uso do latex na forma diluida, como seiva pura ou em pequenas quantidades
para tratamentos de doencas na medicina tradicional, traz diversos efeitos colaterais
como queimacao, irritagdo da boca, garganta, ndusea, vomito, diarreia, hemorragias
e cllicas e ulceras, acompanhadas de dor e possivel diarreia (Loke, Mesa e Franken,
2011). Porém por possuir notoriedade local, pesquisas foram aprofundadas para obter
resultados das suas possiveis propriedades medicinais. Os dados obtidos tém sido
positivos, e com isso, suas propriedades sdo consideradas eficazes para 0 uso
medicinal no combate de doencas, principalmente geradas pelo virus HIV (Silva

Pequeno, Caseiro e Souza, 2017).
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1.5 APLICACOES DA Euphorbia tirucalli NA BIOTECNOLOGIA

A E. tirucalli tem sido utilizada para diversas pesquisas, devido aos seus
compostos que possuem atividades bioldgicas antiviral, anticancer, antibacteriana,
anti-inflamatoria, antimutagénico, antitumoral e larvicida (Franco-Salla et al, 2016).
Com isso, a investigacao sobre os efeitos de E. tirucalli abrangeu resultados positivos

em pesquisas focadas em areas médicas, alimentares e ambientais.

O extrato bruto da planta de E. tirucalli, também vem sendo descrito em
pesquisas com enfoque na agricultura pois a planta possui compostos que sao
capazes de combater patdégenos fungicos (Fusarium oxysporum) e bacterianos
(Erwinia chrysanthem e Ralstonia solanacearum) que levam a doenca da murcha de
fusarium sendo observada em locais de cultivo de tomate (Solanum lycopersicum L.).
O uso do extrato bruto de E. tirucalli em pesquisas in vitro de tecidos e rizosferas de
tomate doentes se tornou eficaz ao inibir 30 mm dos patégenos em comparagéo ao o
uso de outro extratos de plantas como Opuntia monacantha e Ageratum conyzoides
gue tiveram uma inibicdo entre 8,7 e 12,3 mm (Aloo, Oluko e Wanjohi, 2019). Adotar
0 uso de plantas como pesticidas naturais em praticas agricolas, torna-se uma
abordagem sustentavel pois ndo séo toxicos, sendo também facilmente degradavel.
A necessidade de abordagens sustentaveis € devido ao uso de pesticidas sintéticos
quimicos para o controle de patégenos causadores da murcha que muitas vezes leva

a poluicdo ambiental e a resisténcia a pragas (Aloo, Oluko e Wanjohi, 2019).

Na biotecnologia alimentar, o uso de proteases hidrolisadas sao grandes
aliadas para o processamento de alimentos. A hidrélise de proteinas no
processamento de alimentos possui efeitos positivos, que incluem digestibilidade
aprimorada, modificacées na qualidade sensorial (como textura ou sabor), melhoria
da capacidade antioxidante ou reducéo de compostos alergénicos (Tavano, 2013).
Além disso, proteinas hidrolisadas possuem outras utilizagbes como processo de

limpeza e estudos proteémicos (Tavano, 2013).

Pesquisas sugerem possiveis aplicacbes para fins terapéuticos em
preparacdes dermatologicas, em andlise fitoquimica e atividade fotoprotetora de
extrato etanolico, a E. tirucalli apresenta um potencial de fotoprotecdo da radiacdo
ultravioleta resultando varia¢des de FPS de 6,05 a 19,84 do extrato etandlico da planta

de aveloz. Concentragbes do extrato de aveloz (0,01 a 0,1 pg.mL-1 p/v) possuem
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potencial de fotoprotecdo da radiacdo ultravioleta podendo ser utilizadas, como
protetores solares, pois o fator minimo de protecdo, é de FPS 06 e o fator maximo,

protege a pele, 20 vezes mais do que nao utilizando o extrato (Orlanda e Vale, 2015).

Através do uso da aveloz na medicina tradicional na regido nordestina,
pesquisas realizadas com o foco no combate a neoplasias, analisaram uma
substancia capaz de reagir contra o virus HIV. Essa substancia € chamada de ingenol,
presente na planta de E. tirucalli que em contato com as células CD4+, ele reativa o
virus HIV liberando para a circulacdo sanguinea e expondo o virus aos antirretrovirais
existentes no corpo. Com isso, o virus € inativado resultando em uma possivel cura
da Aids. Testes realizados in vivo em macacos Rhesus, foram bem sucedidos
considerando posteriormente testes em humanos realizados nos Estados Unidos e na

Europa (Silva Pequeno, Caseiro e Souza, 2017).

Particulas para o encapsulamento de farmacos sdo produzidas a base de
poliéster (acido polilatico-co-glicélico) contendo o latex da planta E. tirucalli, que
diminui os efeitos colaterais pois superam 0s mecanismos de resisténcia celular e
aumentam a seletividade da droga no sitio-especifico por apresentar elevada
eficiéncia de encapsulamento (>70 %) (Rodrigues, 2017). A E. tirucalli atuando no
encapsulamento, produz uma libertacdo controlada e constante do farmaco durante 6
horas diminuindo a toxicidade nos 6rgdos saudaveis do organismo possibilitando um
maior tempo de permanéncia do farmaco na circulacao (Rodrigues, 2017; Jodo, 2013).

A E. tirucalli produz entre 200 e 500 megatoneladas de biomassa fresca por
hectare por ano (22 - 55 MT de matéria seca) possuindo condicdes ideais para a
producdo de biocombustiveis. O latex, acucares e a celulose da aveloz podem ser
convertidos em biogas através da digestao anaerobica. A producédo estimada é de 275
m3 de biogas (60% de metano) por tonelada seca da planta. Em uma producéo de 30
MT/ha/ano, isso resulta em 8.250 m3 biogas. O combustivel de transporte pode ser
produzido através do latex que contém hidrocarboneto, em grande parte um
triterpendide C30 que produz a gasolina de alta octanagem. E. tirucalli também pode
ser convertida em acucares por pré-tratamento e hidrolise produzindo etanol (Loke,
Mesa e Franken, 2011).

As plantas de E. tirucalli possuem compostos proteicos no seu latex, que

caracterizados, podem representar o potencial uso biotecnoldgico nas industrias
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alimenticias e farmacéuticas. Analises bioquimica de uma protease presente no latex
de aveloz, demonstram condi¢cdes favoraveis para o0 uso dessa proteina em
bioprocessos na industria alimenticia para a producédo de géneros alimenticios como
0 queijo. Dessa forma, o presente trabalho visa detectar e caracterizar a atividade

proteolitica desta protease, bem como a aplicacdo biotecnoldgica.

2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Detectar e caracterizar bioquimicamente uma protease extraida a partir do

latex de E. tirucalli, avaliando sua aplicacao para fins biotecnol6gicos.

2.2 Objetivos especificos

- Detectar a atividade catalitica da protease contida do latex de aveloz;
- Purificar parcialmente a protease contida no latex de aveloz;

- Caracterizar bioquimicamente a proteases do latex de aveloz;

- Avaliar a cinética enzimatica da protease;

- Evidenciar o potencial biotecnoldgico da protease na industria alimenticia.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

O Létex utilizado como fonte de proteinas foi extraido de plantas da espécie
de Euphorbia tirucalli. O latex foi coletado a partir do caule de plantas localizadas nas
cidades de Campos dos Goytacazes e Sao Jodo da Barra / RJ ao longo dos anos de
2017 a 2020. Uma exsicata da planta foi preparada e disponibilizada no Prof. Jorge
Pedro Pereira Carauta — HUNI com o numero de voucher (HUNI 5769).

3.2 EXTRACAO DE PROTEINAS

As proteinas do latex de E. tirucalli foram extraidas incubando-se o latex
coletado em agua Milli-Q (1:1), sob vigorosa agitacdo. Em seguida, a mistura foi

centrifugada a 13000 rpm (rota¢des por minuto) por 1h a 4°C. Apos a centrifugacao,
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o sedimento foi descartado e o sobrenadante, foi utilizado como extrato bruto rico em
proteinas (EB).

3.3 PURIFICACAO PARCIAL DA PROTEASE DO LATEX DE E. tirucalli

O EB foi submetido a precipitacdo em sulfato de amonio a 0-30% de
saturacdo sob agitacdo vigorosa por 1h a 4°C. Logo apds, a mistura foi centrifugada
a 13000 rpm por 1h a 4°C. O sedimento foi descartado e o sobrenadante, novamente
submetido a precipitacdo em sulfato de aménio a 30-60% de saturacdo por 1h a 4°C.
Por final, a mistura foi centrifugada a 13000 rpm por 1h a 4°C, o pellet resultou em
uma fragéo (F60) concentrada contendo uma protease parcialmente purificada na qual

denominamos tirucalina.

3.4 DOSAGEM DE PROTEINAS

A obtencdo da concentracdo de proteinas totais das amostras EB e F60 foi
dada através da metodologia descrita por Bradford (1976). A proteina BSA (Albumina
Soro Bovina, do inglés, Bovine Serum Albumin) foi utilizada para a producdo de uma
curva padréo nas concentragdes finais: 2 ug, 4 g, 6 ug, 8 ug e 10 ug individualmente
adicionadas ao reagente Bradford. As misturas foram analisadas em
espectrofotometro (biospectro SP-220) em cubeta de vidro, com leitura a 595 nm.

3.5 ANALISE DAS PROTEINAS DO LATEX DE AVELOZ VIA SDS-PAGE

As amostras EB e F60 foram analisadas em gel de poliacrilamida 10% pela
técnica de SDS-PAGE, seguindo o método descrito por Laemmli (1970). As proteases
provenientes no EB e F60, foram adicionadas (40 pg) ao tampao de amostra 4X (tris-
HCI 125 mmol/l, pH 6,8, SDS 2%, azul de bromofenol 0,05%, glicerol 20%) na
presenca de B-mercaptoetanol 5%, marcador de massa molecular contendo as
proteinas padrao fosforilase B (94 kDa), soroalbumina (67 kDa), ovoalbumina (43
kDa), anidrase carb6nica (30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) lisozima (14,4 kDa)
e aprotinina (6,5 kDa), foram submetidos a eletroforese sob uma voltagem constante
de 140V no tampéo de corrida 1X (3% Tris, 1% SDS e 14,2% glicina) em temperatura
ambiente. Em seguida, o gel foi corado utilizando-se solucao corante (40% metanol,

10% &cido acético e 0,1 % coomassie blue) sob agitacdo por 40 min e descorado com



18

solucdo descorante (5% metanol e 7% acido acético) até o aparecimento das bandas

no gel de poliacrilamida.

3.6 DETECCAO DE PROTEASES VIA SDS-PAGE/ZIMOGRAMA

Para detectar a presenca de proteases no EB e na fragdo F60, um gel de
poliacrilamida foi realizado, as amostras foram fracionadas em gel de poliacrilamida
10% contendo gelatina 10% seguindo uma modificacdo da técnica de SDS-PAGE
descrita por Egito et al (2007). Apos a corrida eletroforética em uma voltagem
constante de 140V, o gel foi lavado duas vezes durante 30 minutos em solugéao 2,5%
de Triton X-100, para a remoc¢do do SDS. A deteccéo da atividade proteolitica sobre
a gelatina foi entdo iniciada incubando-se o gel em tampéao citrato fosfato 50 mM pH
5, a 37°C durante 2 horas. Apos esse periodo o gel foi lavado com agua destilada, e
submetido a coloracdo com a solugdo coomassie blue (40% metanol, 10% &cido
acético e 0,1 % coomassie) sob agitacdo e descorado com solucdo descorante (5%

metanol e 7% acido acético); até o aparecimento das bandas translucidas.

3.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE PROTEOLITICA DA PROTEASE CONTIDA NO
LATEX

Para caracterizar a atividade proteolitica da protease presente no latex de
aveloz, utilizou-se caseina como substrato nos ensaios. O EB foi submetido a ensaios
enzimaticos baseados na metodologia descrita por Vallés, Furtado e Cantera (2007).
A amostra foi analisada em triplicatas de ensaios enzimaticos em tubos de
microcentrifuga contendo em cada tubo 40 pg de proteinas. As amostras, foram
incubadas, individualmente, em tampao 50 mM fosfato de sédio pH 6 contendo
caseina 1%, em um volume final de 350 pl, por 20 minutos a 37°C. A reacdao foi
interrompida pela adicdo de 1 ml de TCA 5% (acido tricloroacético). A mistura foi
centrifugada a 3000 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante
resultante da centrifugacéo foi medido no espectrofotbmetro em uma absorbéancia de
280 nm para detectar a concentracdo da proteina na amostra. O resultado foi expresso
em UAP/mg (Unidade de Atividade Proteolitica), onde cada UAP refere-se ao aumento
de 0,01 na absorbancia da amostra comparado ao controle negativo (tubo 0) nos quais

a amostra foi adicionada a tubos apo6s a adigédo de acido tricloroacético. A unidade mg,
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refere-se a conversdo da concentracdo de proteinas de micrograma para miligrama

expresso por 0,04.
3.8 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DA PROTEASE DO LATEX DE AVELOZ

3.8.1 Avaliacdo do efeito do pH e da temperatura na atividade catalitica da

protease

Com a finalidade de avaliar a atividade proteolitica da protease
parcialmente purificada do latex de E. tirucalli sobre o efeito de pH, foi empregado uma
variacdo da metodologia descrita no item 3.7, substituindo o tamp&o de ensaio 50 mM
fosfato de sodio pH6 pelos respectivos tampdes 50 mM citrato fosfato (pH 4 e 5);
fosfato de sodio (pH 6, 7 e 8) e tris-HCI (pH 9, 10 e 11).

Da mesma forma, a avaliacdo da temperatura ideal para uma maxima
atividade proteolitica foi feita através da variagdo da metodologia descrita
anteriormente no item 3.7. A atividade proteolitica foi avaliada incubando-se a amostra
F60, adicionada a tampao 50 mM citrato fosfato pH 5 em diferentes temperaturas (25,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 a 100 °C).

3.8.2 Avaliagao da termoestabilidade da protease do latex de aveloz

Para avaliar a estabilidade térmica da tirucalina sob diferentes condi¢cdes
de temperatura, a fracdo F60 foi pré-incubada em diferentes temperaturas de 25, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90 a 100 °C respectivamente, durante uma hora, em seguida,
congeladas. Ap6s 24 horas do periodo de incubacéo, as amostras foram submetidas
ao ensaio enzimatico seguindo a metodologia descrita no item 3.7 nas condicdes

ideais de atividade da protease, ou seja, a 90°C, pH 5.

Para a avaliacdo da atividade bioquimica da amostra F60 em condicbes
extremas, a amostra foi submetida a pré-incubacgéo a 100°C durante 10, 30, 60, 90 e
120 minutos, em seguida congelada. Além disso, uma aliquota de F60 foi submetida
a autoclavacao por 30 min a 125°C e 1 atm de pressdo. Apos o tratamento a amostra
também foi congelada. ApGs o tratamento, a amostra pré-incubada a 100 e 125°C

foram congeladas por 24 horas e, por final, aplicadas em ensaios enzimaticos na
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metodologia descrita no item 3.7 nas suas condi¢des 6timas e realizada as analises
estatisticas.

3.8.3 Avaliacédo da estabilidade da protease em diferentes pHs

Para avaliar a estabilidade da protease parcialmente purificada em
diferentes pHs, a amostra F60 foi submetida a pré-incubacdo por uma hora nas
diferentes faixas de pH usando os tampdes 50 mM citrato fosfato (pH 4 e 5); fosfato
de sodio (pH 6, 7 e 8) e tris-HCI (pH 9, 10 e 11) e em seguida congeladas. O ensaio
enzimatico foi realizado apés 24 horas do periodo de incubagdo seguindo a mesma
metodologia descrita no item 3.7 nas condi¢des ideais de atividade da protease, ou
seja, a 90°C.

3.8.4 Avaliacao da atividade cinética da protease

Para a obtencdo dos parametros cinéticos da protease parcialmente
purificada, andalises da atividade proteolitica da fracdo F60 sobre diferentes
concentracbes do substrato (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 e 20 mg/mL), foram
realizadas. Os resultados dos parametros cinéticos foram provenientes de ensaios
enzimaticos elaborados conforme o método 3.8 descrito por Vallés, Furtado e Cantera
(2007), adaptado utilizando as condi¢des 6timas da protease, ou seja, a 90°C, pH 5.
Em seguida, através do método de regressao nao linear Enzifitter (Leatherbarrow,
1999), estabelecida a partir do programa computacional do software excel foram
determinadas a constante de Michaelis-Menten (Km) e a velocidade maxima de

reacao (Vmax).

3.9 AVALIACAO DA AFINIDADE DA PROTEASE POR DIFERENTES
SUBSTRATOS

A avaliacdo da afinidade da protease do latex de aveloz por diferentes
substratos, foi realizada através do uso dos substratos BSA (Bovine serum albumin)
e caseina. A amostra F60 foi incubada com os substratos BSA e caseina em ensaios
enzimaticos nas suas condi¢cbes 6timas de pH no tampéao citrato fosfato 50 mM e
temperatura a 90°C, com base na metodologia descrita no item 3.7 conforme descrito

por Vallés, Furtado e Cantera (2007).
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3.10 AVALIACAO DA ATIVIDADE MILK CLOTTING DA PROTEASE

Para fins biotecnolégicos, a atividade coaguladora do leite (do inglés milk
clotting activity) foi avaliada utilizando a fragcdo F60 de acordo com método de Egito et
al (2007). O substrato foi elaborado a partir de solucdo aquosa de leite em poé
desnatado 10% contendo 0,01 mol de cloreto de calcio (pH 6,5), da qual 2 ml foram
submetidos a pré-incubacao por 10 min a 37°C. Em seguida, o ensaio foi iniciado com
a adicao de 200 pl da amostra F60 e incubacéo a 90 °C. Apds o aparecimento dos
primeiros coagulos de leite (coalho) a contagem de tempo foi interrompida e o tempo
entre a adicdo da amostra e o aparecimento do coalho de leite, foi calculado. A nivel
de célculo da atividade, uma unidade milk clotting (UMC) do leite é definida como a
guantidade de enzima presente em 1 ml de extrato enzimatico necessaria para

coagular 10 ml de substrato em 40 minutos, seguindo a férmula:

UMC (U/ml) = 2400 / tempo de coagulacao (segundos) X volume do substrato (ml) /

quantidade de enzima (em ml).

3.11 ANALISE ESTATISTICA
Os dados foram analisados por ANOVA (fator Unico) usando o software
Excel 365. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em P<0,05.

4 RESULTADOS

4.1 DETECCAO DE PROTEASES VIA SDS-PAGE/ZIMOGRAMA

A eletroforese permitiu a observacdo da migracao das proteinas extraidas
do latex da E. tirucalli (Figura 3). A anélise SDS-PAGE/Zimograma sugere a presenca
de uma protease de aproximadamente 70 kDa, demonstrando atividade catalitica da
protease pela clivagem da gelatina contida no gel apresentado bandas claras nas raias
que contém o EB e a amostra parcialmente purificada na fracdo F60, indicando

também, uma atividade proteolitica da mesma.
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EB F60

70 kDa

Figura 3- Deteccao de proteases no latex de E. tirucalli via SDS-PAGE/Zimograma: EB- extrato
proteico bruto com 40ug de proteinas totais em condi¢gées semi-desnaturantes; F60- fracdo contendo
protease com 40ug de proteinas totais em condigdes semi-desnaturantes. Fonte: Elaborado pelo autor
(2021).

4.2 DETECCAO DA ATIVIDADE PROTEOLITICA DA PROTEASE DO LATEX DE
AVELOZ

Para reforcar a ideia da presenca da uma protease no latex de aveloz, o
extrato bruto e a fracdo F60 foram incubadas com o substrato caseina em ensaios
enzimaticos. Na Figura 4, pode-se observar o aumento da absorbancia indicando a
clivagem de caseina durante o ensaio. A amostra EB apresenta uma atividade
proteolitica de 1085 UAP/mg, enquanto no tampado de extracdo (na auséncia de
proteinas do latex de aveloz) ndo se obtém uma atividade.
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Figura 4- Deteccdo da atividade proteolitica de proteases do latex de aveloz. Cada barra
representa a média de trés experimentos independentes: EB — Extrato bruto rico em proteinas
(40ug/uL) incubado com caseina em tampéao fosfato de sédio pH 6. TAMPAO — tampéo fosfato de sddio
pH 6 (na auséncia de latex) incubado com caseina. O desvio padrédo de trés réplicas experimentais
estéo representadas pela barra. Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

4.3 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DA PROTEASE DO LATEX DE AVELOZ

4.3.1 Efeito da variacao de pH sobre a atividade proteolitica

A determinagdo do pH 6timo da protease presente na amostra F60 foi
obtido através de ensaios enzimaticos em diferentes pHs. A atividade proteolitica da
amostra F60, apresentou atividade pronunciada em todos os pHs testados nas faixas
de 4 a 11, possuindo atividade acima de 70%. Contudo, em pH 5 a protease
apresentou a maior atividade enzimatica, indicando que a atividade 6tima da protease
de aveloz ocorre nessa faixa de pH, sendo assim, representado como 100% de

atividade (Figura 5).

Atividade enzimatica (%)

pH

Figura 5- Efeito da variacédo de pH sobre a atividade proteolitica da protease de aveloz. Os pontos
representam a atividade proteolitica de 40ug da fragdo F60 incubada a 37°C, alterando-se o pH de
acordo com os tampdes usados: Citrato Fosfato (pH 4 e 5); Fosfato de Sodio (pH 6, 7 e 8) e Tris-HCI
(pH 9, 10 e 11). As amostras foram incubadas utilizando-se caseina, como substrato. O desvio padrao
de trés réplicas experimentais estao representadas pelas barras em cada ponto. Fonte: Elaborado pelo
autor (2021).
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4.3.2 Efeito da variacdo de temperatura sobre a atividade proteolitica

Com o intuito de definir o efeito da variagdo de temperatura sobre a
atividade catalitica da protease extraida do latex da planta de aveloz, a amostra F60
foi avaliada nas temperaturas entre 25 a100°C em ensaios enzimaticos (Figura 6). A
temperatura 6tima da protease foi estabelecida sendo igual a 90°C, por possuir a
maior atividade enzimatica, sendo assim, considerado como o 100% de atividade,
razdo pela qual foi escolhida como a temperatura ideal para os demais ensaios
enzimaticos para a analise bioquimica da protease. Pode-se observar que a fracéo
F60 apresenta uma atividade proeminente também a 50°C, na qual atinge a atividade
de 80% sendo apenas 20% menor que a atividade obtida na temperatura ideal de

ensaio.

Atividade enzimatica (%)

25 30 40 50 80 70 B0 90 100

Temperatura (°C)

Figura 6- Efeito da variacdo de temperatura sobre a atividade proteolitica da protease de aveloz.
Cada ponto representa a atividade proteolitica de 40ug da fracdo F60 incubada em Tampéo Citrato
Fosfato pH 5, a diferentes temperaturas 25°, 30°, 40°, 50°, 60°, 70°, 80°, 90° e 100°C. As amostras
foram incubadas utilizando-se caseina, como substrato. O desvio padrao de trés réplicas experimentais
estéo representadas pelas barras em cada ponto. Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

4.3.3 Avaliacao da estabilidade da protease em diferentes pHs

Para avaliar a estabilidade da protease de aveloz, a fracdo F60 foi
submetida a pré-tratamento em diferentes pHs por uma hora e congeladas por vinte e

quatro horas antes de sua utilizacdo no ensaio enzimatico (Figura 7). Pode ser
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observado que atividade proteolitica da tirucalina mantém atividade acima de 90% em
todos os pHs testados, mas com um leve declinio de atividade em pHs mais alcalinos.

Atividade enzimatica (%)

pH

Figura 7- Avaliacdo da estabilidade proteolitica da protease de aveloz em tratamento de pH. Cada
ponto representa a atividade da protease pré-incubada a diferentes pHs em tamp®&es Citrato Fosfato
(pH 4 e 5); Fosfato de Sodio (pH 6, 7 e 8) e Tris-HCI (pH 9, 10 e 11) utilizando F60 (40ug/pL). Apds os
tratamentos, a amostra foi incubada a 90°C em pH 5,0 utilizando-se caseina como substrato. O desvio
padrdo de trés réplicas experimentais estdo representadas pelas barras em cada ponto. Fonte:
Elaborado pelo autor (2021).

4.3.4 Avaliacdo da estabilidade térmica da protease

Submetida a ensaios de termoestabilidade nas temperaturas de 25 a
100°C, a protease se manteve estavel em todas as faixas de temperatura (Figura 8).
Com base nos resultados obtidos através da avaliagdo da estabilidade de
temperatura, é possivel observar que a protease se mantém ativa mesmo apés
tratamento em diversas temperaturas, até mesmo apos a fervura (100°C). Quando
submetida a fervura por diferentes periodos, a protease tem sua atividade proteolitica
levemente reduzida em 10% (Figura 9). Com base nas analises realizadas em ensaios
com a amostra pré-incubada a 100°C, ensaios enzimaticos foram realizados com a
protease autoclavada a 120°C sob pressdo de 1 atm (Figura 10). A tirucalina

autoclavada, possui ainda 77% da atividade proteolitica.
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Figura 8- Avaliacdo da estabilidade proteolitica da protease de aveloz em tratamento de
temperatura. Cada ponto representa a atividade da protease pré-incubada a diferentes temperaturas
utilizando F60 (40ug/uL). Apos os tratamentos, a amostra foi incubada a 90°C em pH 5,0 utilizando-se
caseina como substrato. O desvio padrdo de trés réplicas experimentais estdo representadas pelas
barras em cada ponto. Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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Figura 9- Avaliacdo da estabilidade proteolitica da protease de aveloz em tratamento de
temperatura 100°C. Cada ponto representa a atividade da protease pré-incubada a diferentes tempos
(10, 30, 60, 90, 120 min) utilizando F60 (40ug/uL). Apds os tratamentos, a amostra foi incubada a 90°C
em pH 5,0 utilizando-se caseina como substrato. O desvio padrao de trés réplicas experimentais estao
representadas pelas barras em cada ponto. Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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Atividade enzimatica (%)

Controlke autoclavada

Figura 10- Avaliacdo da atividade proteolitica da protease de aveloz em tratamento de
autoclavagem. Barra 1- Amostra controle quimiopapaina (20 ug) incubada com caseina em tampao
fosfato de sédio pH 6. Barra 2- F60 — Fragao precipitada em sulfato de aménio (40ug/uL) autoclavada
por 30 min a 125°C. Apds a autoclavagem, a amostra foi incubada a 90°C em pH 5,0 utilizando-se
caseina como substrato. O desvio padrao de trés réplicas experimentais estdo representadas na barra
em que a amostra foi autoclavada. Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

4.4 AFINIDADE DA PROTEASE POR DIFERENTES SUBSTRATOS

Para avaliar a presenca de atividade na amostra F60 do latex de aveloz em
um diferente substrato, utilizou-se BSA como um segundo substrato de comparacao
com a caseina. A amostra F60 incubada com o substrato BSA, apresentou uma
atividade em média de 507 UP/mg. No entretanto, na presenca do substrato caseina,
a protease apresentou uma maior afinidade, indicando uma clivagem com atividade
de 976 UP/mg sobre o substrato (Figura 11).
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Figura 11- Analise comparativa dos substratos caseina e BSA. Cada barra representa um
tratamento: Caseina - amostra F60 incubada no tampdo citrato fosfato de sédio pH 5 com caseina como
substrato. BSA- amostra F60 incubada no tampéo citrato fosfato de sédio pH 5 com BSA como
substrato. O desvio padrédo de trés réplicas experimentais estdo representadas na barra em que a
amostra foi incubada com o substrato BSA. Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

4.5 ANALISE DOS PARAMETROS CINETICOS

A avaliacdo dos parametros cinéticos sobre o efeito da concentracdo do
substrato em diferentes intervalos de 2 a 20 mg/mL, foi analisado nos parametros de
Km e Vmax através da cinética de Michaelis-Menten. A interacdo entre a protease e
0 substrato caseina, apresentou os seguintes valores: Km: 4,39 mM e Vméax 2,48
min/nmol. Esses valores representam a afinidade da protease sobre o substrato
caseina demonstrado na Figura 12, no qual a constante de Michaelis-Menten (Km) foi

demonstrado através do grafico do duplo reciproco de lineweaver-Burk (1/vx 1/[S]).
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Figura 12- Curva de lineweaver-Burk. A velocidade de reacdo para as diferentes concentragfes do
substrato caseina. A linha reta na figura representa o ajuste linear dos pontos experimentais. Fonte:
Elaborado pelo autor (2021).

4.6 ANALISE DA ATIVIDADE MILK CLOTTING

A analise da atividade milk clotting, foi obtida através da visualizacdo de
coagulos ao ser incubada a amostra F60 sobre o substrato e tampao cloreto de calcio.
A formacéo de coagulos no leite desnatado contendo tampéo cloreto de célcio (CaClP)
e a amostra F60, resultou em uma analise qualitativa da atividade coagulante do leite.
Na Figura 13, observou-se que o tubo contendo somente tampao cloreto de calcio e
leite em pd desnatado (tubo do canto esquerdo), ndo apresentou coagulos, quando
comparado ao tubo no qual a amostra F60 foi adicionada (tubo do canto direito), no
qual o coalho formado pela atividade da protease € bem visivel apds 5 minutos de
reacdo. A mesma atividade coagulante também foi observada no controle
experimental (tubo do centro), no qual a atividade de quimosina promove a formacao
desse coalho apo6s 13 minutos de incubacdo. Como forma de expressar essa atividade
coagulante de leite, os tempos de reacgéo e formacéao de coalho foram utilizados para
o calculo de UMC, como mostrado na figura 14. Pode ser observado que a amostra
F60 atinge 80 UMC, quando comparado ao controle negativo (na auséncia de

proteinas do latex) no qual ndo se observa reacéao.
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Figura 13- Andlise qualitativa da atividade coagulante de leite (milk clotting) da protease do latex
de aveloz sobre leite desnatado. Tubo A- 10% de leite em p6 desnatado contendo 10 mM de CaCl?
na auséncia da fracdo F60. Tubo B- 10% de leite em p6 desnatado contendo 10 mM de CaCl? incubado
com quimosina. Tubo C- 10% de leite em p6 desnatado contendo 10 mM de CaCl? incubado com a
fracdo F60. Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Atividade coagulante (UMC)

F&O Tampdo

Figura 14- Determinacdo da atividade coagulante de leite (milk clotting). Barra 1- Amostra F60
(200 pl) incubada 10% de leite em pé desnatado contendo 10 mM de CaCl? pH6. Barra 2- 10% de leite
em po desnatado contendo 10 mM de CaCl? pH6. Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

5 DISCUSSAO

Compostos extraidos de Euphorbia tirucalli sdo amplamente estudados
para possiveis aplicacbes medicinais. No entanto, pouco se sabe sobre a composi¢éao
proteica da planta. Neste trabalho, uma protease extraida do latex de E. tirucalli foi

parcialmente purificada e submetida a caracterizacdo bioquimica e a avaliacao do
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potencial biotecnoldgico para aplicacdo na bioindustria. Em meio a outras proteinas
extraidas do latex de aveloz, detectou-se uma protease de peso molecular de ~70 kDa

capaz de clivar a gelatina presente no gel SDS-PAGE.

Em contrapartida, a mesma amostra, F60 contendo a banda proteica capaz
de clivar a gelatina, também apresenta atividade proteolitica sobre a caseina,
reforcando a ideia de que a proteina de ~70kDa seja uma protease. Pesquisas com
plantas da familia Euphorbiacea relatam enzimas cujo as espécies Euphorbia nivulia
e Euphorbia mauritanica L. apresentam proteases pertencentes a familia cisteino e
serino proteases chamadas nivulian-Il e mauritanicain provenientes do latex,
possuindo condi¢des favoraveis a aplicacfes industriais para a producéo de laticinios
(Badgujar e Mahajan, 2014; Flemming et al., 2017). A tirucalina extraida do latex de
E. tirucalli apresentou atividade proteolitica maxima em pH 5. Outros autores também
descreveram que plantas pertencentes a familia Euphorbiaceae demonstraram
atividade 6tima em pH mais acidos, como por exemplo protease de Cnidoscolus urens
em pH 5,0 e Ricinus communis L. com pH proximo de 6,0 (Menezes, 2013; Maciel,
2007). A identificacdo do pH ideal para a atividade proteolitica de uma protease
contribui para a classificacdo da mesma. Dentre as classes de proteases conhecidas,
as serino proteases sdo conhecidas por possuirem uma faixa de reacdo 6tima em pHs
mais alcalinos, enquanto a classe das cisteino proteases sdo mais ativas em pHs mais
acidos com atividade de reacao 6tima em pH proximo ou igual a 5 (Rao et al., 1998).
Desse modo, propde-se que a protease parcialmente purificada do latex de aveloz
seja pertencente a classe das cisteino protease devido a atividade 6tima em pH mais
acido. Estudos sobre a classe da enzima detectada e parcialmente purificada serao
realizados posteriormente. Estudos demonstram que proteases ativas em pHs mais
acidos possuem diversas aplicacdes industriais, como a producdo de queijos, que

requer um pH acido (Rao et al., 1998).

Com base na atividade enzimatica sob o efeito de temperatura, a atividade
Otima de temperatura da tirucalina foi obtida a 90°C. A protease parcialmente
purificada manteve sua atividade estavel em todas as temperaturas testadas, mesmo
nas condi¢coes extremas de temperatura, como por exemplo a fervura (100 °C) por
periodos prolongados de tempo, a protease ndo reduz a sua atividade

significativamente. Além disso, processos térmicos utilizados para a desnaturacéo
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proteica, como a autoclavagdo a 120° e 1 atm, ndo afetaram significativamente a
atividade proteolitica da protease, demonstrando a termoestabilidade da enzima. Os
resultados apresentados por Monteiro junior (2017) sdo semelhantes, néao
apresentando reducdo da atividade da cistatina de Vigna unguiculata, quando
avaliado a estabilidade térmica a 100°C por diferentes periodos de tempo crescentes.
Proteases que possuem atividade em altas temperaturas, possuem o potencial para
aplicacdes industriais, podendo ser utilizadas em varias areas como alimenticia,

farmacéutica e agricola.

Além de termoestabilidade avaliada, a protease do latex de aveloz também
apresentou estabilidade em diferentes pHs, mantendo a atividade catalitica apés
tratamento meio acido ou meio basico. A estabilidade de proteases em relacao ao pH,
estdo presentes em diversas familias de plantas, como por exemplo uma protease
cisteinica estavel denominada proceraina do latex da planta medicinal Calotropis
procera e uma protease cisteinica do latex de Ervatamia coronaria chamada
ervatamina B (Dubey e Jagannadham, 2003; Kundu, Sundd e Jagannadham, 2000).
Proteases que possuem estabilidade ampla em diferentes pHs e temperaturas, obtém
vantagens para diversas aplicacdes industriais na producdo de detergentes na
industria quimica e de alimentos como laticinios na industria alimenticia (Rao et al.,
1998). Aparentemente, as proteinas produzidas pela espécie E. tirucalli apresentam
alta estabilidade a um amplo espectro de temperaturas e pHs. Milhm (2017)
demonstrou a termoestabilidade de um inibidor de protease cisteinica purificado
extraido do caule de aveloz. Neste trabalho foi demonstrado que o inibidor, chamado
de tirustatina, apresenta forte estabilidade inclusive no processo de autoclavacao.
Esses dados, reforcam a ideia de que a protease parcialmente purificada no presente
trabalho pode ser empregada em processos biotecnolégicos gracas as suas

caracteristicas bioguimicas.

A atividade proteolitica de uma protease depende da interacdo enzima-
substrato, no presente trabalho, foi evidenciado uma maior interagdo com a caseina
no sitio ativo da protease ao comparar com substrato BSA. A facilidade da protease
em se ligar ao substrato caseina, ocorre devido a presenca de prolina, que interrompe
cadeias de alfa-hélice e beta gerando poucas estruturas secundarias, terciarias e

auséncia de pontes de dissulfeto. A caseina também apresenta uma estrutura aberta
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devido ao alto teor de prolina, que a torna facilmente acessivel para a clivagem
proteolitica (Elzoghby, Abo El-Fotoh e Elgindy, 2011). A analise cinética realizada pela
equacao de Michaelis-Menten da tirucalina em relacéo ao substrato caseina, indicam
que as concentragfes crescentes do substrato resultou na saturacdo da protease
atingindo o valor maximo de 2,48 min/nmol. O valor de km equivalente a 4,39 mM
demonstrou uma afinidade da protease parcialmente purificada com o substrato
caseina.

Com o aumento mundial de consumo de queijo e a reducdo no
fornecimento de coalho, impulsionou a procura de outras fontes coagulantes extraidas
de plantas. Diversas pesquisas relataram enzimas capazes de coagular o leite em tais
plantas como Cucumis melo (melédo), Actinidia Deliciosa (kiwi) Zingiber officinale
(gengibre) e Moringa oleifera (moringa), essas enzimas podem estar presentes em:
raizes, folhas, caules, frutas, flores e algumas secrecdes de plantas (por exemplo,
latex) (Moreno-Hernandez et al.,, 2019). A coagulacdo do leite ocorre através de
modificacdes fisico-quimicas nas micelas de caseina, ao inserir a enzima coagulante
no leite a camada externa da caseina (fracéo k-caseina) ocorre a hidrolise da caseina
realizada por endopeptidases que hidrolisa a ligacdo peptidica entre a fenilalanina
(105) e a Metionina (106) da cadeia peptidica da k-caseina, eliminando a capacidade
estabilizante e gerando como produtos uma por¢cdo hidrofdbica, (para-kcaseina) e
uma hidrofilica chamada caseinomacropeptideo, provocando a desestabilizacdo da
micela com consequente precipitacdo da caseina do leite seguida pela agregacéo,
induzida pelo calcio, dessas micelas alteradas (Ordofiéz, 2005; Paula, Carvalho e
Furtado, 2009). A producédo de coagulos do leite desnatado a partir da protease do
latex de Euphorbia tirucalli, indica que a tirucalina possui propriedades eficazes para
a producao de queijo. De acordo com Mahajan e Chaudhari (2014), ao analisarem a
atividade coagulante do leite de quatro membros da familia Euphorbiaceae, os dados
corroboram com os resultados obtidos neste trabalho reforcando o potencial

biotecnolégico da enzima aplicados em laticinios.

6 CONCLUSOES

A amostra extraida do latex E. titucalli foi parcialmente purificada e
detectada via SDS-PAGE/Zimograma com peso molecular de 70 kDa e caracterizada

com base em ensaios enzimaticos, apresentando atividade 6tima em pH 5 e
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temperatura de 90°C. O pré-tratamento se mostrou eficaz possuindo uma atividade
proteolitica estavel em amplas faixas de pHs e temperaturas, obtendo até uma
estabilidade no tratamento de autoclavagem em condicbes mais extremas de

temperatura.

Através da analise da cinética enzimatica obtida pela equacdo de
Michaelis-Menten, a protease mostrou afinidade pelo substrato caseina em diferentes

concentracoes.

Com base nas caracteristicas apresentadas neste trabalho, a protease
extraida do latex de E. tirucalli se mostrou eficaz para aplica¢des biotecnoldgicas na

industria alimenticia possuindo atividade coagulante do leite.
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